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ES 2316400 T3

DESCRIPCION

Proteinas de proteina quinasa relacionadas con el estrés y métodos de uso en plantas.
Antecedentes de la invencion
Campo de la invencion

Esta invencién se relaciona generalmente con secuencias de dcido nucleico que codifican proteinas que estdn
asociadas con respuestas abidticas al estrés y tolerancia abidtica al estrés en plantas. En particular, esta invencion se
relaciona con secuencias de dcido nucleico que codifican proteinas que confieren tolerancia a las plantas a la sequia,
al frio y/o a la sal.

Estado del arte

El estrés ambiental debido a salinidad y a sequia esta entre los factores mas serios que limitan la productividad
de los cultivos agricolas. Se estima que de 35 a 45% de las 279 millones de hectdreas de una tierra de irrigacién se
encuentra actualmente afectada por alta salinidad. Esta es exclusiva de las regiones clasificadas como tierras dridas y
desérticas. La consecuencia representa un factor politico y econdmico significativo y contribuye al déficit alimentario
en muchos paises no desarrollados. Ademads del estrés por salinidad, las pérdidas producidas en un cultivo debido a la
sequia en cultivos tales como soja, maiz, arroz y algodén también representan un factor econdémico significativo. Ade-
mads, la sequia es responsable también por déficits alimentarios en muchos paises alrededor del mundo. El desarrollo
de cultivos tolerantes a la sal y a la sequia es una estrategia que tiene potencial para aliviar algunas de estas situaciones
adversas.

Las estrategias tradicionales de reproduccion de plantas para desarrollar nuevas lineas de plantas que exhiban
tolerancia a la sequia o tolerancia a la sal son relativamente lentas y requieren de lineas tolerantes especificas para
cruzarlas con las lineas comerciales deseadas. Las fuentes limitadas de germoplasma y la incompatibilidad en los
cruzamientos entre especies de plantas relacionadas en forma distante también reprentan un problema significativo que
se presenta en la reproduccion convencional. En contraste, la transformacién genética de las plantas y la disponibilidad
de genes utiles sometidos a patrones especificos de expresion permiten generar plantas tolerantes al estrés utilizando
aproximaciones transgénicas.

El estrés por sequia, frio asi como por la sal tienen un importante tema en comun para el crecimiento de las plantas
y es la disponibilidad de agua. Las plantas estdn expuestas durante todo su ciclo de vida a condiciones de un reducido
contenido de agua en el ambiente. La mayoria de las plantas han desarrollado estrategias para protegerse a si mismas
contra estas condiciones de resequedad. Sin embargo, si la severidad y duracién de las condiciones de sequia son
muy grandes, los efectos sobre el desarrollo, crecimiento y rendimiento de la mayoria de las plantas de cultivo, son
profundos. Ya que un alto contenido de sal en algunos suelos resulta en menos disponibilidad de agua para absorcién
por parte de la célula, su efecto es similar a aquellos observados bajo condiciones de sequia. Adicionalmente, bajo
temperaturas de congelacion, las células de la planta pierden agua como resultado de la formacidn de hielo que se
inicia en el apoplasto y retira agua del simplasto. Comunmente, los mecanismos de respuesta molecular de una planta
a cada una de estas condiciones de estrés son comunes y las proteinas quinasas juegan un papel esencial en estos
mecanismos moleculares.

Las proteinas quinasas representan una siper familia y los miembros de esta familia catalizan la transferencia re-
versible de un grupo fosfato de ATP a cadenas laterales de los aminodcidos serina, treonina y tirosina sobre proteinas
objetivo. Las proteinas quinasas son elementos primarios en los procesos de sefializacién en plantas y se ha reportado
que juegan un papel crucial en la percepcion y transduccion de sefiales y que le permiten a una célula (y a la planta)
para responder a estimulos ambientales. En particular, las proteinas quinasas receptoras (RPK) representan un gru-
po de proteinas quinasas que activan una disposicién compleja de rutas de sefialamiento intracelular en respuesta al
ambiente extracelular (Van der Gear y colaboradores, 1994, Annu. Rev. Cell Biol. 10: 251 - 337). Las RPK son protei-
nas transmembrana de paso individual que contienen una secuencia de sefial amino-terminal, dominios extracelulares
Unicos para cada receptor, y un dominio citoplasmadtico de quinasa. El enlazamiento del ligando induce homo o hetero-
dimerizacién de las RPK, y la cercana proximidad resultante de los dominios citoplasmaticos resulta en la activacién
de la quinasa por medio de transfosforilaciéon. Aunque las plantas tienen muchas proteinas similares a las RPK, no se
ha identificado un ligando para esas quinasas tipo receptor (las RLK). La mayorfa de las RLK de la planta que han
sido identificadas pertenecen a la familia de las Serina/Treonina (ser/Thr) quinasas, y la mayoria tienen repeticiones
extracelulares ricas en Leucina (Becraft, P. W., 1998, Trends Plant Sci. 3: 384 - 388).

Otro tipo de proteina quinasa es la proteina quinasa que depende de Ca+ (CDPK). Este tipo de quinasa tiene un
dominio tipo calmodulina en el terminal COOH que permite la respuesta a las sefiales de Ca+ directamente sin estar
presente la calmodulina. Actualmente, las CDPK son las proteinas quinasas de Ser/Thr mds prevalentes encontradas
en las plantas superiores. Aunque su papel fisioldgico permanece sin aclarar, son inducidas por frio, sequia y acido
abscicico (ABA) (Knight y colaboradores, 1991 Nature 352: 524; Schroeder, J. I. y Thuleau,P., 1991 Plant Cell 3: 555;
Bush, D. S.,1995 Annu. Rev. Plant Phys. Plant Mol. Biol. 46: 95; Urao, T. Y colaboradores, 1994 Mol. Gen. Genet.
244: 331).
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Otro tipo de mecanismo se sefializacién involucra a miembros de la familia de la proteina quinasa de Seri-
na/Treonina SNF1 I. Estas quinasas juegan un papel esencial en la glucosa eucariota y en la sefializacién del estrés (1).
Las quinasas tipo SNF-1 de la planta participan en el control de las enzimas metabdlicas clave, incluyendo HMGR,
nitrato reductasa, sacarosa sintasa, y sacarosa fosfato sintasa (SPS) (4). Los datos bioquimicos y genéticos indican
que la regulacién que depende del aziicar de las quinasas SNF1 involucra a varios otros componentes sensoriales y de
sefalizacion en levaduras, plantas y animales.

Adicionalmente, los miembros de la familia de la proteina quinasa activada por Mitégeno (MAPK) han sido im-
plicados en las acciones de numerosos tipos de estrés ambientales en animales, levaduras y plantas. Se ha demostrado
que tanto la actividad de la quinasa del tipo de la MAPK como los niveles d¢ ARNm de los componentes de las cas-
cadas de MAPK se incrementan en respuesta al estrés ambiental y las transduccion de la sefial de la hormona de la
planta. Las MAP quinasas son componentes de cascadas secuenciales de quinasa, que son activadas por fosforilacién
de residuos de treonina y de tirosina por medio de las quinasas intermedias secuencia arriba de la MAP quinasa (las
MAPKK). Las MAPKK se activan a si mismas por medio de fosforilacién de residuos de serina y de treonina por las
quinasas secuencia arriba (las MAPKKK). Se han reportado una cantidad de genes para la MAP quinasa en plantas
superiores.

Resumen de la invencion

La presente invencion provee una planta transgénica transformada por medio de un 4cido nucleico que codifica a
una proteina relacionada con el estrés de la proteina quinasa (PKSRP), en donde la expresion de la secuencia de dcido
nucleico en la planta resulta en una mayor tolerancia al estrés ambiental en comparacién con una variedad de tipo
silvestre de la planta, en donde el acido nucléico y la proteina son de Physcomitrella patens, y en donde la PKRSP se
selecciona entre 1) la Proteina Quinasa-1(PK - 1) como se define en la SEQ ID NO: 7, 2) la Proteina Quinasa-1 (PK -
2) como se define en la SEQ ID NO: 8, y 3) la Proteina Quinasa-1 activada por Mitégeno (MPK - 1) como se define
en la SEQ ID NO: 9.

La invencién provee ademds ejemplos especificos de los dcidos nucléicos que codifican para la PKSRP, tales como
1)PK-1;2)PK-2;y3) MPK - 1.

La invencién provee que la PKSRP y el dcido nucléico que la codifica son aquellos que se encuentran en miembros
del género Physcomitrella. En otra modalidad preferida, el dcido nucléico y la proteina son de una planta de Physco-
mitrella patens. La invencion provee que el estrés ambiental puede ser salinidad, sequia, temperatura, estrés por metal,
quimico, patdégeno y oxidativo, o combinaciones de los mismos. En modalidades preferidas, el estrés ambiental puede
ser salinidad y sequia, o una combinacién de los mismos.

La invencién provee ademds una semilla producida por una planta transgénica transformada por medio de un 4cido
nucleico que codifica para una PKSRP, en donde la planta es una reproduccion verdadera para una mayor tolerancia
al estrés ambiental en comparacién con una variedad de tipo silvestre de la planta. La invencién provee ademdas una
semilla producida por una planta transgénica que expresa una PKSRP, en donde la planta es una reproduccion verda-
dera para una mayor tolerancia al estrés ambiental en comparacién con una variedad de tipo silvestre de la planta.

La invencién provee ademds una PKSRP aislada, en donde la PKSRP es como se describe més abajo. La invencién
provee ademads un acido nucleico que codifica para una PKSRP aislada, en donde el 4cido nucleico que codifica a la
PKSRP codifica para una PKSRP como se describe mds abajo.

La invencién provee ademds un vector aislado de expresidon recombinante que incluye un dcido nucleico que
codifica a una PKSRP como se describe mds abajo, en donde la expresion del vector en una célula huésped resulta en
una mayor tolerancia al estrés por sequia en comparacién con una variedad de tipo silvestre de la célula huésped. La
invencion provee ademas una célula huésped que contiene al vector y una planta que contiene a la célula huésped.

La invencion provee ademas un método para producir un planta transgénica con un dcido nucleico que codifica para
una PKSRP, en donde la expresion del acido nucleico en la planta resulta en una mayor tolerancia al estrés ambiental
en comparacion con una variedad de tipo silvestre de la planta que comprende: (a) transformar una célula de una planta
con un vector de expresién que incluye un acido nucleico que codifica para una PKSRP, y (b) la generacion a partir
de la célula de una planta de una planta transgénica con una mayor tolerancia al estrés ambiental en comparacién con
una variedad de tipo silvestre de la planta, en donde el 4dcido nucléico y la proteina son de Physcomitrella patens, y
en donde la PKSRP se selecciona entre 1) la Proteina Quinasa-1(PK - 1) como se define en la SEQ ID NO: 7, 2) la
Proteina Quinasa-1 (PK - 2) como se define en la SEQ ID NO: 8, y 3) la Proteina Quinasa-1 activada por Mitégeno
(MPK - 1) como se define en la SEQ ID NO: 9.

La presente invencién provee ademds un método de identificacién de una nueva PKSRP, que comprende: (a) el
surgimiento de una respuesta especifica de anticuerpo para una PKSRP, o fragmento de la misma, como se describi6
anteriormente; (b) seleccionar material de PKSRP putativa con el anticuerpo, en donde el enlazamiento especifico del
anticuerpo con el material indica la presencia de una PKSRP potencialmente nueva; y (c) analizar el material enlazado
en comparacién con una PKSRP conocida para determinar su novedad. Alternativamente, se puede utilizar hibridacién
con sondas de dcido nucleico como se describe mds abajo para identificar nuevos dcidos nucleicos que codifican para
PKSRP.
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La presente invencién también provee métodos para modificar la tolerancia al estrés de una planta que comprenden
modificar la expresion de una PKSRP en la planta, en donde la PKSRP es como se describe mds abajo. La invencién
establece que este método se puede llevar a cabo de tal manera que o bien se incremente o se disminuye la tolerancia
a la sequia.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 (A - C) muestra una secuencia de nucleétidos de la PK - 1 parcial (SEQ ID NO: 1); PK - 2 (SEQ ID
NO: 2) y MPK - 1 (SEQ ID NO: 3) de Physcomitrella patens.

La Figura 2 (A - C) muestra una secuencia de nucleétidos de la PK - 1 de longitud completa (SEQ ID NO: 4), PK
-2 (SEQID NO: 5) y MPK - 1 (SEQ ID NO: 6) de Physcomitrella patens.

La Figura 3 (A - C) muestra una secuencia deducida de aminoacidos de PK - 1 (SEQ ID NO: 7), de PK - 2 (SEQ
ID NO: 8) y MPK - 1 (SEQ ID NO: 9).

La Figura 4 muestra un diagrama del vector pPGMSG de expresién de la planta que contiene al Stper promotor
dirigiendo la expresion de las SEQ ID NOs: 4, 5 y 6. Los componentes son: gen aacCl de resistencia a la gentamicina
(Hajdukiswicz y colaboradores., 1994 Plant Molecular Biology 25: 989 - 94), el promotor NOS (Becker y colabora-
dores., 1992 Plant Molecular Biology 20: 1195 - 7), el terminador g7T (Becker y colaboradores., 1992), el terminador
NOSpA (Jefferson y colaboradores, 1987 EMBO J. 6: 3901 - 7). El “Gen Deseado” se refiere al gen que va a ser sobre
expresado en las plantas.

La Figura 5 muestra los resultados de un andlisis de estrés por sequia con plantas transgénicas que sobre expresan
MPK - 1y lineas de Arabidopsis de tipo silvestre. Las lineas transgénicas muestran un fenotipo tolerante. Se muestran
lineas de transformantes individuales.

La Figura 6 muestra los resultados de un andlisis de estrés por sequia con plantas transgénicas que sobre expresan
MPK - 1y lineas de Arabidopsis de tipo silvestre. Las lineas transgénicas muestran un fenotipo tolerante. Se muestran
lineas de transformantes individuales.

La Figura 7 muestra los resultados de un andlisis de estrés por sequia con plantas transgénicas que sobre expresan
PK - 2 y lineas de Arabidopsis de tipo silvestre. Las lineas transgénicas muestran un fenotipo tolerante. Se muestran
lineas de transformantes individuales.

La Figura 8 muestra los resultados de un anélisis de estrés por salinidad con plantas transgénicas que sobre expresan
PK - 2 y lineas de Arabidopsis de tipo silvestre. Las lineas transgénicas muestran un fenotipo tolerante. Se muestran
lineas de transformantes individuales.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencién puede ser entendida mds facilmente por referencia a la siguiente descripcién detallada de las
modalidades preferidas de la invencién y los Ejemplos incluidos alli.

Se debe entender también que la terminologia utilizada aqui es para el propdsito de describir modalidades es-
pecificas tinicamente no pretende ser limitante. En particular, la designacién de la secuencia de aminodcidos como
“Proteinas Relacionadas con Estrés de Proteina Quinasa” (las PKSRP), no limita de ninguna manera la funcionalidad
de aquellas secuencias.

La presente invencién provee una planta transgénica transformada por un acido nucleico que codifica para una
PKSRP, en donde la expresion de la secuencia de 4cido nucleico en la planta resulta en una mayor tolerancia al estrés
ambiental en comparacién con una variedad de tipo silvestre de la planta en donde el dcido nucléico y la proteina son
de Physcomitrella patens, y en donde la PKSRP se selecciona entre 1) la Proteina Quinasa - 1(PK - 1) como se define
en la SEQ ID NO: 7, 2) la Proteina Quinasa - 1 (PK - 2) como se define en la SEQ ID NO: 8, y 3) la Proteina Quinasa-
1 activada por Mitégeno (MPK - 1) como se define en la SEQ ID NO: 9.

La invencién provee ademds una semilla producida por una planta transgénica transformada por un acido nucleico
que codifica a una PKSRP, en donde la semilla contiene al 4cido nucleico que codifica a la PKSRP, y en donde la planta
es una reproduccion verdadera para una mayor tolerancia al estrés ambiental en comparacién con una variedad de tipo
silvestre de la planta. La invencién provee ademds una semilla producida por una planta transgénica que expresa una
PKSRP en donde la semilla contiene la PKSRP, y en donde la planta es una reproduccién verdadera para una mayor
tolerancia al estrés por sequia en comparacién con una variedad de tipo silvestre de la planta.

Como se lo utiliza aqui, el término “variedad” se refiere a un grupo de plantas dentro de una especie que comparte
caracteres constantes que las separan de la forma tipica y de otras variedades posibles dentro de esa especie. Mientras
posee al menos un rasgo distintivo, una variedad se caracteriza también por medio de alguna variacién entre individuos
dentro de la variedad, con base fundamentalmente en la segregaciéon Mendeliana de los rasgos entre la progenie
de sucesivas generaciones. Una variedad es considerada una “reproduccion verdadera” por un rasgo particular si
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es genéticamente homocigota para ese rasgo en la medida en que, cuando la variedad de reproduccién verdadera
es autopolinizada, no se observa una cantidad significativa de segregacion independiente de la caracteristica entre
la progenie. En la presente invencidn, el rasgo surge de la expresion transgénica de una secuencia tnica de ADN
introducida dentro de una variedad de planta.

La invencién provee ademds una PKSRP aislada. La invencidn establece que la PKSRP se selecciona entre 1) la
Proteina Quinasa - 1(PK - 1) como se define en la SEQ ID NO: 7; 2) la Proteina Quinasa - 1 (PK - 2) como se define
en la SEQ ID NO: 8; y 3) la Proteina Quinasa - 1 activada por Mitégeno (MPK - 1) como se define en la SEQ ID NO:
0.

La invencién establece ademds un dcido nucleico que codifica una PKSRP aislada. En modalidades preferidas, el
acido nucleico que codifica a la PKSRP se selecciona entre 1) la Proteina Quinasa - 1(PK - 1) como se define en la
SEQ ID NO: 4, 2) la Proteina Quinasa - 1 (PK - 2) como se define en las SEQ ID NO: 5; y 3) la Proteina Quinasa - 1
activada por Mitégeno (MPK - 1) como se define en la SEQ ID NO: 6; y homélogos de las mismas. Los homélogos de
las secuencias de nucleétidos se definen més adelante. La presente invencién incluye dcidos nucléicos que codifican
para la PKSRP que codifican las PKSRP como se describe aqui. La invencién establece que la PKSRP se selecciona
entre 1) la Proteina Quinasa - 1(PK - 1) como se define en la SEQ ID NO: 7; 2) la Proteina Quinasa - 1 (PK - 2)
como se define en la SEQ ID NO: §; y 3) la Proteina Quinasa - 1 activada por Mitégeno (MPK - 1) como se define
en la SEQ ID NO: 9. De acuerdo con la invencion, el dcido nucléico y la proteina se aislan de la planta del genero
Physcomitrella. En otra modalidad preferida, el 4cido nucleico y la proteina son de una planta Physcomitrella patens
(P. patens).

Como se lo utiliza aqui, el término “estrés ambiental” se refiere a cualquier condicién de crecimiento por debajo del
optimo e incluye, pero no se limita a, condiciones por debajo del 6ptimo asociadas con salinidad, sequia, temperatura,
estrés por metales, quimico, patogénico y oxidativo, o combinaciones de los mismos. En una modalidad preferida, es
estrés ambiental puede ser salinidad, sequia y temperatura, o combinaciones de los mismos, y en particular, puede ser
alta salinidad, bajo contenido de agua y baja temperatura. Se debe entender también como se lo utiliza en la descripcién
y en las reivindicaciones, que “un” o “una” pueden significar una o mds, dependiendo del contexto en el cual se lo
utilice. De este modo, por ejemplo, la referencia a “una célula” puede significar que se puede utilizar al menos una
célula.

De acuerdo con los propdsitos de esta invencidn, como se incluye y se describe ampliamente aqui, esta invencion,
en un aspecto, provee un acido nucleico aislado de un musgo que codifica una Proteina Relacionada con el Estrés
(SRP), o una porcién de la misma. En particular, la presente invencioén provee acidos nucléicos que codifican a las
PKSRP incluidas las secuencias de dcido nucleico mostradas en la SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5y SEQ ID NO: 6. La
presente invencién también provee las secuencias de aminodcidos de las PKSRP mostradas en las SEQ ID NO: 7, SEQ
ID NO: 8 y SEQ ID NO: 9. Como se mencioné anteriormente, la presente invencién describe por primera vez a las
proteinas predichas de P. patens, la Proteina Quinasa - 1(PK - 1), la Proteina Quinasa - 1 (PK - 2) y la Proteina Quinasa
- 1 activada por Mitégeno (MPK - 1). La presente invencidén también describe por primera vez que las proteinas de
P. patens, la Proteina Quinasa - 1(PK - 1), la Proteina Quinasa - 1 (PK - 2) y la Proteina Quinasa - 1 activada por
Mitégeno (MPK - 1) son ttiles para incrementar la tolerancia al estrés en las plantas.

Una molécula de dcido nucleico de la presente invencidn, por ejemplo, una molécula de dcido nucleico que tiene
una secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5 o SEQ ID NO: 6, o una porcién de las mismas,
puede ser aislada utilizando técnicas estdndar de biologia molecular y la informacién de la secuencia suministrada
aqui. Por ejemplo, un ADNc que codifica para PKSRP de P. patens puede ser aislado de una biblioteca de P. patens
utilizando toda o una porcién de las secuencias de la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3 como una sonda
de hibridacién y técnicas estandar de hibridacion (por ejemplo, como las descritas en Sambrook y colaboradores, 1989
Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 2da ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, NY). Ademads, se puede aislar una molécula de dcido nucleico que abarca toda o una
porcién de la secuencia de la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3, por medio de la reaccién en cadena
de la polimerasa utilizando iniciadores oligonucledtidos disefiados con base en esta secuencia (por ejemplo, se puede
aislar una molécula de 4cido nucleico que abarca toda o una porcién de la secuencia de la SEQ ID NO: 1, SEQ ID
NO: 2 y SEQ ID NO: 3, por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa utilizando iniciadores oligonucleétidos
disefiados con base en esta misma secuencia de la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 3). Por ejemplo, se
puede aislar ARNm de células de plantas (por ejemplo, por medio del procedimiento de extraccién del tiocianato de
guanidinio de Chirgwin y colaboradores, 1979, Biochemistry 18: 5294 - 5299) y se puede preparar ADNc utilizando
transcriptasa inversa (por ejemplo, la transcriptasa inversa MLV de Moloney, disponible con Gibco/BRL, Bethesda,
MD; o transcriptasa inversa AMYV, disponible con Seikagaku America, Inc., St. Petersburg, FL). Los iniciadores oli-
gonucledtidos sintéticos para amplificacién por medio de reaccién en cadena de la polimerasa se pueden disefiar con
base en la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 3. Se puede am-
plificar una molécula de dcido nucleico de la invencién utilizando ADNCc o, alternativamente, ADN genémico, como
molde e iniciadores oligonucleétidos apropiados de acuerdo con técnicas estandar de amplificacién por PCR. La mo-
1écula de 4cido nucleico asi amplificada se puede clonar en un vector apropiado y caracterizarlo por medio de anélisis
de secuencia del ADN. Ademads, se pueden preparar oligonucledtidos correspondientes a una secuencia de nucledti-
dos que codifican para la PKSRP por medio de técnicas estandar de sintesis, por ejemplo, utilizando un sintetizador
automatizado de ADN.
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En una modalidad preferida, una molécula aislada de 4cido nucleico de la invencién incluye a la secuencia de
nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5 o SEQ ID NO: 6. Las secuencias de la SEQ ID NO: 4,
SEQ ID NO: 5 o SEQ ID NO: 6 corresponden a los ADNc que codifican para la PKSRP de Physcomitrella patens de
la invencién. Estos ADNc incluyen secuencias que codifican a las PKSRP (esto es, la “region codificadora”, indicada
en la Tabla 1), asi como secuencias 5’ no traducidas y secuencias 3’ no traducidas. Se debe entender por lo tanto que
las SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5 o SEQ ID NO: 6 incluye ambas regiones de codificacién y las regiones 5’ y 3’
no traducidas. Alternativamente, la molécula de dcido nucleico puede incluir inicamente la region codificadora de las
secuencias en la SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5 o SEQ ID NO: 6 o puede contener fragmentos genémicos completos
aislados del ADN gendmico. Una region codificadora de estas secuencias es indicada como “posicién del ORF”.

En otra modalidad preferida, una molécula aislada de dcido nucleico de la invencién incluye una molécula de dcido
nucleico que es un complemento de la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5 o SEQ
ID NO: 6, o0 una porcién de las mismas. Una molécula de dcido nucleico que es complementaria a la secuencia de
nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5 o SEQ ID NO: 6 es una que es suficientemente comple-
mentaria a la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5 o SEQ ID NO: 6, de tal menara
que pueda hibridar a una de las secuencias de nucleétidos mostradas en la SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5 o SEQ ID
NO: 6, formando asi un hibrido estable.

En ain otra modalidad preferida, una molécula aislada de 4cido nucleico de la invencién incluye una Secuencia
de nucledtidos que es al menos aproximadamente una homologia del 50 - 60%, preferiblemente al menos aproxima-
damente del 60 - 70%, 70 - 80%, 80 - 90%, 6 90 - 95%, y mas preferiblemente al menos aproximadamente del 95%,
96%, 97%, 98%, 99% o mas con una secuencia de nucle6tidos mostrada en la SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5 o SEQ
ID NO: 6, o una porcién de la misma. En una modalidad preferida adicional, una molécula aislada de 4dcido nucleico
de la invencion incluye una secuencia de nucleétidos que hibrida, por ejemplo, que hibrida bajo condiciones estrictas,
a una de las secuencias de nucle6tidos mostrada en la SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5 o SEQ ID NO: 6, o una porcién
de las mismas. Estas condiciones de hibridacién incluyen lavar con una solucién que tiene una concentracién de sal
de aproximadamente 0,02 molar a pH 7 aproximadamente a 60°C.

Ademads, la molécula de dcido nucleico de la invencién puede incluir inicamente una porcién de la regién codifi-
cadora de una de las secuencias en la SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5 o SEQ ID NO: 6, por ejemplo un fragmento que
puede ser utilizado como una sonda o iniciador o un fragmento que codifica a una porcién biolégicamente activa de una
PKSRP. Las secuencias y nucleétidos determinadas a partir de la clonacién de los genes que codifican para la PKSRP
de P. patens permiten la generacién de sondas y de iniciadores disefiados para ser usados en la identificacién y/o la
clonacién de homoélogos de PKSRP en otros tipos de células y organismos, asi como homdlogos de PKSRP de otros
musgos o especies relacionadas. Por lo tanto, esta invencién también provee compuestos que incluyen a las moléculas
de acido nucleico descritas aqui, o fragmentos de las mismas. Estos compuestos incluyen a las moléculas de 4cido
nucleico, unidas a una fraccion. Estas fracciones, incluyen, pero no se limitan a, fracciones de deteccion, fracciones de
hibridacién, fracciones de purificacién, fracciones de suministro, fracciones de reaccion, fracciones de enlazamiento,
y similares. La sonda/el iniciador tipicamente incluyen un oligonucleétido sustancialmente aislado. El oligonucleétido
tipicamente incluye una regién de una secuencia de nucleétidos que hibrida bajo condiciones rigurosas hasta al me-
nos aproximadamente 12, preferiblemente aproximadamente 25, mds preferiblemente aproximadamente 40, 50 6 75
nucleétidos consecutivos de una hebra sentido de una secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5 o SEQ
ID NO: 6, una secuencia antisentido de una de las secuencias expuestas en la SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5 o SEQ
ID NO: 6, o mutantes de ocurrencia natural de las mismas. Se pueden utilizar iniciadores con base en una secuencia
de nucleétidos de la SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5 o SEQ ID NO: 6 en reacciones PCR para clonar homélogos de
PKSRP. Se pueden utilizar sondas con base en las secuencias de nucleétidos que codifican para la PKSRP para de-
tectar transcritos o secuencias gendmicas que codifican las mismas proteinas o proteinas homdlogas. En modalidades
preferidas, la sonda incluye ademds un grupo marcador unido a las mismas, por ejemplo, el grupo marcador puede
ser un radio is6topo, un compuesto fluorescente, una enzima, o un cofactor enzimético. Tales sondas se pueden utili-
zar como parte de un kit de andlisis de un marcador genémico para identificar células que expresan una PKSRP, por
ejemplo midiendo un nivel de un 4cido nucleico que codifica para la PKSRP en una muestra de células, por ejemplo,
detectando los niveles de ARNm para una PKSRP o determinando si un gen genémico que codifica para PKSRP ha
sido mutado o suprimido.

En particular, un método util para averiguar el nivel de transcripcién del gen (un indicador de la cantidad de
ARNm disponible para traduccién en el producto génico) es llevar a cabo una transferencia Northern (para referencia,
por ejemplo, ver Ausubel y colaboradores, 1988, Current Protocols in Molecular Biology, Wiley, New York), en la cual
un iniciador disefiado para enlazarse al gen de interés es marcado con una etiqueta detectable (usualmente radioactiva
o quimioluminiscente), de tal manera que cuando el ARN total de un cultivo del organismo es extraido, corrido sobre
gel, transferido a una matriz estable e incubado con esta sonda, el enlazamiento y la cantidad de enlazamiento de
la sonda indican la presencia y también la cantidad de ARNm para este gen. Esta informacién demuestra al menos
parcialmente el grado de transcripcion del gen transformado. E1 ARN celular total se puede preparar a partir de células,
tejidos u 6rganos por medio de diferentes métodos, todos conocidos en el estado del arte, tal como aquellos descritos
en Bormann, E. R. y colaboradores, 1992, Mol. Microbiol. 6: 317 - 326.

Para evaluar la presencia o la cantidad relativa de proteina traducida a partir de este ARNm, se pueden emplear
técnicas estdndar, tales como un transferencia de Western (ver, por ejemplo, Ausubel y colaboradores, 1988, Current
Protocols in Molecular Biology, Wiley, New York). En este proceso, se extraen proteinas celulares, separadas por
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medio de electroforesis en gel, se las transfiere a un matriz tal como nitrocelulosa, y se incuba con una sonda, tal
como un anticuerpo, que especificamente se enlaza a la proteina deseada. Esta sonda es generalmente etiquetada con
un marcador quimioluminiscente o colorimétrico que puede ser facilmente detectado. La presencia y la cantidad de
marcador observado indican la presencia y la cantidad de la proteina mutante deseada presente en la célula.

La molécula de 4cido nucleico de la invencidn codifica una proteina que tiene una secuencia de aminoécidos de la
SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8 o SEQ ID NO: 9 de tal manera que la proteina o una porcién de la misma mantiene
la misma funcién o una funcién similar que la secuencia de aminoécidos con la cual se la compara. Como se la
utiliza aqui, la expresion “suficientemente homodloga” se refiere a proteinas o a porciones de las mimas que tienen
secuencias de aminoacidos que incluyen un nimero minimo de residuos aminodcidos idénticos o equivalentes (por
ejemplo, un residuo aminodcido que tiene una cadena lateral similar que el residuo aminodcido en uno de los ORF de
una secuencia de la SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8 o SEQ ID NO: 9) a una secuencia de aminoéacidos que codifican
para la PKSRP de tal manera que la proteina o una porcién de la misma sea capaz de participar en una respuesta de
tolerancia al estrés en una planta, o mas particularmente puede actuar en mecanismos de transduccién de sefial de
la proteina quinasa involucrados en una respuesta de tolerancia al estrés en una planta de Physcomitrella patens. Se
describen aqui también ejemplos de tales actividades. Ejemplos de las actividades de PKSRP estdn expuestos en la
Tabla 1.

La presente solicitud describe una proteina que es al menos aproximadamente una homologia del 50 - 60%, preferi-
blemente al menos aproximadamente 60 - 70% y mas preferiblemente al menos aproximadamente 70 - 80%, 80 - 90%,
90 - 95%, y més preferiblemente aproximadamente al menos de 96%, 97%, 98%, 99% o mds, con una secuencia entera
de aminodcidos mostrada en la SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8 o SEQ ID NO: 9. Ademas, una homologia al menos
aproximadamente del 50 - 60%, preferiblemente aproximadamente al menos del 60 - 70% y mas preferiblemente al
menos aproximadamente del 70 - 80%, 80 - 90%, 90 - 95%, y lo mds preferiblemente al menos aproximadamente del
96%, 97%, 98%, 99% o mas con una secuencia entera de aminodcidos codificada por una secuencia de dcido nucleico
mostrada en la SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5 o SEQ ID NO: 6.

Las porciones de proteinas codificadas por las moléculas de 4cido nucleico para la PKSRP de la invencién son
preferiblemente porciones biolégicamente activas de una de las PKSRP. Como se lo utiliza aqui, el término “porcién
biolégicamente activa de una PKSRP” pretende incluir una porcién, por ejemplo, un dominio/motivo, de una PKSRP
que participa en una respuesta de tolerancia al estrés por sequia en una planta, o mds particularmente, participa actuan-
do en los mecanismos de transduccion de sefial de una proteina quinasa involucrados en una respuesta de tolerancia al
estrés por sequia en una planta, o tiene una actividad como la expuesta en la Tabla 1. Para determinar si una PKSRP o
una porcion biolégicamente activa de la misma pueden participar en los mecanismos de transduccidn de sefial involu-
crados en una respuesta de tolerancia al estrés por sequia en una planta, se puede llevar a cabo un andlisis de estrés de
una planta que expresa a la PKSRP. Tales métodos de andlisis son conocidos por aquellos capacitados en el arte, como
se detalla en el Ejemplo 7.

Se pueden preparar fragmentos adicionales de 4cido nucleico que codifican porciones biolégicamente activas de
una PKSRP aislando una porcion de la secuencia en la SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8 o SEQ ID NO: 9, expresando la
porcion codificada de 1a PKSRP o el péptido (por ejemplo, por medio de expresién recombinante in vitro) y evaluando
la actividad de la porcién codificada de la PKSRP o del péptido.

La invencién abarca ademds moléculas de acido nucleico que difieren de una de las secuencias de nucledtidos
mostrada en la SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5 o SEQ ID NO: 6 (y porciones de la misma) debido a la degeneracién
del cédigo genético y de esta forma codifican la misma PKSRP que aquella codificada por la secuencia de nucleétidos
mostrada en la SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5 o SEQ ID NO: 6. En una modalidad adicional, la molécula de 4dcido
nucleico de la invencién codifica a una proteina de longitud completa de Physcomitrella patens seleccionada de una
secuencia de aminodcidos de un polipéptido mostrado en la SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8 o SEQ ID NO: 9.

Ademais de las secuencias de nucleétidos que codifican para PKSRP de Physcomitrella patens mostradas en las
SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5 o SEQ ID NO: 6 aquellos capacitados en el arte se dardn cuenta de que existen
polimorfismos de la secuencia de ADN que conducen a cambios en las secuencias de aminodcidos de las PKSRP
dentro de una poblacién (por ejemplo, la poblacion de Physcomitrella patens). Tal polimorfismo genético en el gen
que codifica para PKSRP puede existir entre individuos de una poblacién debido a una variacién natural. Como se
los utiliza aqui, los términos “gen” y “gen recombinante” se refieren a una molécula de dcido nucleico que incluyen
un marco de lectura abierta que codifica a una PKSRP de Physcomitrella patens. Tales variaciones naturales pueden
resultar tipicamente en una variacién del 1 - 5% en la secuencia de nucledtidos del gen que codifica para PKSRP.
Se pretende que todas y cada una de tales variaciones de nucleétidos y el polimorfismo del aminodcido resultante en
una PKSRP que son el resultado de una variacion natural y que no alterna la actividad funcional de las PKSRP estén
incluidas dentro del alcance de la invencidn.

Las moléculas de dcido nucleico correspondientes a las variantes naturales y a los no homélogos de Physcomitrella
patens del ADNc que codifican para PKSRP de Physcomitrella patens de la invencidn pueden ser aisladas con base en
su homologia con 4cido nucleico que codifica para PKSRP de Physcomitrella patens descrito aqui utilizando el ADNc
de Physcomitrella patens, o una porcién del mismo, como sonda de hibridacién de acuerdo con técnicas estandar
de hibridacion bajo condiciones estrictas de hibridacién. Por lo tanto, en otras modalidades, una molécula asilada de
acido nucleico de la invencién es de al menos 15 nucleétidos de longitud e hibrida bajo condiciones estrictas hasta la
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molécula de dcido nucleico que incluye una secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5 o SEQ ID
NO: 6. En otras modalidades, el 4cido nucleico es al menos de 30, 50 100, 250 o més nucledétidos de longitud. Como se
lo utiliza aqui, el término “hibrida bajo condiciones estrictas” pretende describir condiciones para hibridacién y lavado
bajo las cuales las secuencias de nucledtidos al menos 60% homélogas entre si permanecen tipicamente hibridadas
entre si. Preferiblemente, las condiciones son tales que la homologia de las secuencias son al menos aproximadamente
del 65%, mas preferiblemente de al menos aproximadamente del 70%, y atin mas preferiblemente aproximadamente
del 75% o mads entre si permanecen tipicamente hibridadas entre si. Tales condiciones de rigurosidad son conocidas
por aquellos capacitados en el arte y pueden ser encontradas en Current Protocols in Molecular Biology, 6.3.1 - 6.3.6,
John Wiley & Sons, N.Y. (1989). Un ejemplo no limitante preferido de condiciones estrictas de hibridacién es la
hibridacién en citrato de sodio/cloruro de sodio 6X (SSC) aproximadamente a 45°C, seguida por una o mas lavadas
en 0,2 X SSC, SDS al 0,1% a 50 - 65°C. Preferiblemente, una molécula aislada de acido nucleico de la invencion
que hibrida bajo condiciones estrictas hasta una secuencia de la SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5 o SEQ ID NO: 6,
corresponde a una molécula de dcido nucleico de ocurrencia natural. Como se la utiliza aqui, una molécula de 4cido
nucleico de “ocurrencia natural” se refiere a una molécula de ARN o de ADN que tiene una secuencia de nucleétidos
que se presentan en la naturaleza (por ejemplo, que codifica a una proteina natural). En una modalidad, el 4cido
nucleico codifica a una PKSRP de Physcomitrella patens natural.

Ademads de las variantes de ocurrencia natural de la secuencia para PKSRP que pueden existir en la poblacion,
la persona capacitada en el arte se dard cuenta que se pueden introducir cambios por medio de mutacién en una
secuencia de nucleédtidos de la SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5 o SEQ ID NO: 6, conduciendo por lo tanto a cambios en
la secuencia de aminoacidos de la PKSRP codificada, sin alterar la habilidad funcional de la PKCSRP. Por ejemplo,
las sustituciones de nucleétidos que conducen a sustituciones de aminoacidos en residuos aminodcidos “no esenciales”
pueden hacerse en una secuencia de la SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5 o SEQ ID NO: 6. Un residuo aminoéacido “no
esencial” es un residuo que puede ser alterado a partir de la secuencia de tipo silvestre de una de las PKSRP (SEQ ID
NO: 7, SEQ ID NO: 8 y SEQ ID NO: 9) sin alterar la actividad de dicha PKSRP, mientras que se requiere de un residuo
aminodcido “esencial” para la actividad de la PKSRP. Otros residuos aminoécidos, sin embargo, (por ejemplo, aquellos
que no estan conservados o tnicamente semiconservados en el dominio que tiene actividad de PKSRP) pueden no ser
esenciales para la actividad y de este modo son probablemente sensibles a la alteracion sin alterar la actividad de
PKSRP.

Por lo tanto, otro aspecto de la invencion se relaciona con moléculas de dcido nucleico que codifican las PKSRP
que contienen cambios en residuos aminodcidos que no son esenciales para la actividad de PKSRP. Tales PKSRP
difieren en la secuencia de aminodcidos de una secuencia contenida en las SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8 o SEQ
ID NO: 9, sin embargo retienen al menos una de las actividades de la PKSRP descritas aqui. En una modalidad,
la molécula aislada de acido nucleico incluye una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina, en donde la
proteina incluye unas secuencias de aminodacidos de las SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8 o SEQ ID NO: 9 y es capaz
de participar en la respuesta de tolerancia al estrés en una planta, o mas particularmente participa en los mecanismos
de transduccién de sefial de la proteina quinasa involucrados en una respuesta de tolerancia al estrés en una planta de
Physcomitrella patens, o tiene una o mds actividades expuestas en la Tabla 1. La proteina codificada por la molécula
de 4cido nucleico se selecciona entre las secuencias de las SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8 y SEQ ID NO: 9

Para determinar el porcentaje de homologia de dos secuencia de aminodcidos (por ejemplo, una de las secuencias
de las SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8 y SEQ ID NO: 9 y una forma mutante de las mismas) o de dos 4cidos nucleicos,
las secuencias se alinean para prop6sitos de una comparacién 6ptima (por ejemplo, se pueden introducir vacios en la
secuencia de una proteina o de un 4cido nucleico para lineacién ptima con la otra proteina o dcido nucleico). Los
residuos aminodcidos o los nucleétidos en las correspondientes posiciones de aminodcidos o posiciones de nucle6tidos
son luego comparados. Cuando una posicién en una secuencia (por ejemplo, la secuencia de la SEQ ID NO: 7, SEQ ID
NO: 8 y SEQ ID NO: 9) estd ocupada por el mismo residuo aminoécido o nucleétido que la posicioén correspondiente
en la otra secuencia (por ejemplo, una forma mutante de la secuencia seleccionada del polipéptido de las SEQ ID
NO: 7, SEQ ID NO: 8 o SEQ ID NO: 9), entonces las moléculas son homdlogas en esa posicién (esto es, como se
utiliza aqui “homologia” de aminoacido o de 4cido nucleico es equivalente a la “identidad” de aminodacido o de 4cido
nucleico). El porcentaje de homologia entre las dos secuencias es una funcién del nimero de posiciones idénticas
compartidas por las secuencias (esto es, % de homologia = nimero de posiciones idénticas/nimero total de posiciones
x 100). La comparacién de la longitud de la secuencia puede ser al menos de 15 residuos aminodcidos, al menos de
25 residuos aminoéacidos, o al menos de 35 residuos aminoacidos.

Alternativamente, se puede lograr la determinacion del porcentaje de homologia entre dos secuencias utilizando un
algoritmo matemadtico. Un ejemplo preferido, no limitante de un algoritmo matematico utilizado para la comparacién
de dos secuencias es el algoritmo de Karlin y Altschul (1990 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 5873 - 5877). Tal
algoritmo estd incorporado en los programas NBLAST y XBLAST de Altschul, y colaboradores (1990 J. Mol. Biol.
215: 403 - 410). Las busquedas de acidos nucleico con BLAST se pueden llevar a cabo con el programa NBLAST,
puntaje = 100, longitud de palabra = 12 para obtener secuencias de 4cido nucleico homdlogas a las moléculas de dcido
nucleico que codifican para PKSRP. Las biisquedas de proteina con BLAST se pueden llevar a cabo con el programa
XBLAST, puntaje = 50, longitud de palabra = 3 para obtener secuencias homoélogas de aminodcidos con las PKSRP.

Para obtener alineaciones con vacios para prop6sitos de comparacion, se puede utilizar Gapped BLAST como se
describe en Altschul, y colaboradores (1997, Nucleic Acids Res. 25: 3389 - 3402). Cuando se utilizan los programas
BLAST y Gapped BLAST, se pueden utilizar los parametros por defecto de los programas respectivos (por ejemplo,
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XBLAST y NBLAST). Otro ejemplo preferido no limitante de un algoritmo matemadtico utilizado para la compa-
racion de secuencias es el algoritmo de Myers y Miller (CABIOS 1989). Tal algoritmo estd incorporado dentro del
programa ALIGN (version 2.0) que es parte del paquete de software de alineacién de secuencias GCG. Cuando se
utiliza el programa ALIGN para comparacién de secuencias de aminoécidos, se pueden utilizar una tabla de residuos
por peso PAM120, una penalizacién por longitud de un vacio de 12 y una penalizacién por vacio de 4 para obtener
los homdlogos de secuencias de aminodcidos con las PKSRP. Para obtener alineaciones de vacios para propdsitos de
comparacion, se puede utilizar Gapped BLAST como se describe en Altschul y colaboradores (1997 Nucleic Acids
Res. 25: 3389 - 3402). Cuando se utilizan los programas BLAST y Gapped BLAST, se pueden utilizar los pardmetros
por defecto de los programas respectivos (por ejemplo, XBLAST y NBLAST). Otro ejemplo preferido no limitante
de un algoritmo matematico utilizado para la comparacién de secuencias es el algoritmo de Myers y Miller (CABIOS
1989). Tal algoritmo estd incorporado dentro del programa ALIGN (version 2.0) que es parte del paquete de software
de alineacién de secuencias GCG. Cuando se utiliza el programa ALIGN para comparacién de secuencias de aminod-
cidos, se pueden utilizar una tabla de residuos por peso PAM120, una penalizacién por longitud de un vacio de 12 y
una penalizacién por vacio de 4.

Se puede crear una molécula aislada de 4cido nucleico que codifica a una PKSRP homoéloga a una secuencia
de proteina de la SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8 o SEQ ID NO: 9 por medio de la introduccién de una o mas
sustituciones, adiciones, o supresiones de nucledtidos dentro de una secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 4,
SEQ ID NO: 5 o SEQ ID NO: 6 de tal manera que se introducen una o mds sustituciones, adiciones o supresiones
de aminoécidos dentro de la proteina codificada. Se pueden introducir mutaciones dentro de una de las secuencias de
SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5 y SEQ ID NO: 6 por medio de técnicas estdndar, tales como mutagénesis dirigida
al sitio y mutagénesis mediada por PCR. Se pueden hacer sustituciones conservadoras de aminodcidos en uno o mas
residuos predichos de aminoécidos no esenciales. Una “sustitucién conservadora de aminodcidos” es una en la cual se
reemplaza el residuo aminoécido con un residuo aminodcido que tiene una cadena lateral similar. Se han definido en
el arte familias de residuos aminoécidos que tienen cadenas laterales similares. Estas familias incluyen aminodcidos
con cadenas laterales bdsicas (por ejemplo, lisina, arginina, histidina), cadenas laterales dcidas (por ejemplo, dcido
aspartico, acido glutdmico), cadenas laterales polares no cargadas (por ejemplo, glicina, asparagina, glutamina, serina,
treonina, tirosina, cisteina), cadenas laterales no polares (por ejemplo, alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina,
fenilalanina, metionina, tript6fano), cadenas laterales beta-ramificadas (por ejemplo, treonina, valina, isoleucina) y
cadenas laterales aromadticas (por ejemplo, tirosina, fenilalanina, triptéfano, histidina). De este modo, se reemplaza
preferiblemente un residuo aminoécido no esencial predicho en una PKSRP con otro residuo aminodcido de la misma
familia de cadena lateral. Alternativamente, en otra modalidad, se pueden introducir aleatoriamente mutaciones junto
con todo o parte de una secuencia que codifica a una PKSRP, tal como por medio de mutagénesis de saturacion, y se
pueden seleccionar los mutantes resultantes para una actividad de PKSRP descrita aqui para identificar mutantes que
retengan actividad de PKSRP. Después de mutagénesis de la secuencia de la SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5 y SEQ
ID NO: 6, se puede expresar en forma recombinante la proteina codificada y se puede determinar la actividad de la
proteina analizando la tolerancia al estrés de una planta que expresa una proteina como la descrita en el Ejemplo 7.

Ademds de la moléculas de 4cido nucleico que codifican a las PKSRP descritas anteriormente, otro aspecto de
la invencion se relaciona con moléculas aisladas de 4cido nucleico que son antisentido a ellas. Un 4cido nucleico
“antisentido” incluye una secuencia de nucledtidos que es complementaria a un 4cido nucleico “sentido” que codifica
a una proteina, por ejemplo, complementaria a la cadena de codificacién de una molécula de ADNc bicatenaria o
complementaria a una secuencia de ARNm. Por lo tanto, un dcido nucleico antisentido puede enlazarse a través de un
puente de hidrégeno a un 4cido nucleico sentido. El 4cido nucleico antisentido puede ser complementario a una cadena
de codificacién completa que codifica para una PKSRP, o tinicamente a una porcién de la misma. En una modalidad,
una molécula de 4cido nucleico antisentido es antisentido a una “regién codificadora” de la cadena de codificacién
de una secuencia de nucleétidos que codifica a una PKSRP. El término “regién codificadora” se refiere a la regién
de la secuencia de nucleétidos que incluye codones que son traducidos en residuos aminodcidos (por ejemplo, la
regién codificadora entera de ,,,,, incluye a los nucleétidos 1 a .....). En otra modalidad, 1a molécula de 4cido nucleico
antisentido es antisentido a una “regién no codificadora” de la cadena de codificacién de una secuencia de nucleétidos
que codifica para PKSRP. El término “regién no codificadora” se refiere a secuencias 5° y 3’ que flanquean a la
region codificadora que no son traducidas en aminoécidos (esto es, también denominadas como regiones 5’ y 3’no
traducidas).

Dadas las secuencias de cadena codificadora que codifican a una PKSRP descrita aqui (por ejemplo, las secuencias
expuestas en la SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5 y SEQ ID NO: 6), se pueden disefiar 4cidos nucleicos antisentido de
la invencién de acuerdo con las reglas de apareamiento de bases de Watson y Crick. La molécula de 4cido nucleico
antisentido puede ser complementaria a la regién codificadora entera del ARNm que codifica para PKSRP, pero méis
preferiblemente es un oligonucleétido que es antisentido Gnicamente a una porcién de la regién codificadora o no
codificadora del ARNm que codifica para PKSRP. Por ejemplo, el oligonucleétido antisentido puede ser complemen-
tario a la regién que rodea al sitio de inicio de la traduccién del ARNm que codifica para PKSRP. Un oligonucleétido
antisentido puede ser, por ejemplo, aproximadamente de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 6 50 nucledtidos de longitud.
Un 4cido nucleico antisentido de la invencidon se puede construir utilizando sintesis quimica y reacciones enzimaticas
de ligacidn utilizando procedimientos conocidos en el arte. Por ejemplo, un 4cido nucleico antisentido (por ejemplo,
un oligonucledtido antisentido) puede ser sintetizado quimicamente utilizando nucledtidos de ocurrencia natural o
nucledtidos modificados en diferentes formas disefiados para incrementar la estabilidad bioldgica de las moléculas o
para incrementar la estabilidad fisica del hibrido formado entre los dcido nucleicos sentido y antisentido, por ejemplo,
se pueden utilizar derivados fosforotioato y nucleétidos sustituidos con acridina. Ejemplos de nucle6tidos modifica-
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dos que pueden ser utilizados para generar al 4dcido nucleico antisentido incluyen 5-fluorouracilo, 5-bromouracilo,
S-clorouracilo, 5-iodouracilo, hipoxantina, xantina, 4-acetilcitosina, 5-(carboxihidroximetil)uracilo, 5-carboximeti-
laminometil-2-tiouridina, 5-carboximetilaminometil-uracilo, dihidrouracilo, beta-D-galactosilqueosina, inosina, N6-
isopenteniladenina, 1-metilguanina, 1-metilinosina, 2,2-dimetilguanina, 2-metiladenina, 2-metilguanina, 3-metilcito-
sina, S-metilcitosina, N6-adenina, 7-metilguanina, 5-metilaminometiluracilo, 5S-metoxiaminometil-2-tiouracilo, beta-
D-manosilqueosina, 5’-metoxicarboximetiluracilo, 5S-metoxiuracilo, 2-metiltio-N6-isopenteniladenina, 4cido uracil-5-
oxiacético (v), wibutoxosina, pseudouracilo, queosina, 2-tiocitosina, 5-metil-2-tiouracilo, 2-tiouracilo, 4-tiouracilo, 5-
metiluracilo, metiléster del acido uracil-5-oxiacético, acido uracil-5-oxiacético (v), 5-metil-2-tiouracilo, 3-(3-amino-
3-N-2-carboxipropil) uracilo, (acp3)w, y 2,6-diaminopurina. Alternativamente, se puede producir biol6gicamente el
dcido nucleico antisentido utilizando un vector de expresion dentro del cual ha sido subclonado un 4cido nucleico
en una orientacién antisentido (esto es, el ARN transcrito desde el acido nucleico insertado sera de una orientacién
antisentido al 4cido nucleico objetivo de interés, descrito adicionalmente en la siguiente subseccion).

Las moléculas de acido nucleico antisentido de la invencidn se administran tipicamente a una célula o se generan
in situ de tal manera que hibriden con o se enlacen a ARNm celular y/o a ADN genémico que codifica para una
PKSRP para inhibir asi la expresion de la proteina, por ejemplo, inhibiendo la transcripcién y/o la traduccién. La
hibridacién puede ser por medio de complementariedad de un nucleétido convencional para formar un hibrido estable,
0, por ejemplo, en el caso de una molécula de dcido nucleico antisentido que se enlaza a hibridos de ADN, a través
de interacciones especificas en el surco principal de la doble hélice. La molécula antisentido puede ser modificada
de tal manera que se enlace especificamente a un receptor o a un antigeno expresado sobre una superficie celular
seleccionada, por ejemplo, enlazando la molécula de dcido nucleico antisentido a un péptido o a un anticuerpo que
se enlaza a un receptor de la superficie de la célula o antigeno. La molécula de 4cido nucleico antisentido puede ser
suministrada a las células utilizando los vectores descritos aqui. Para lograr concentraciones intracelulares suficientes
de las moléculas antisentido, se prefieren constructos de vectores en los cuales se coloca la molécula de dcido nucleico
antisentido bajo el control de promotores procariotas, virales o eucariotas fuertes (incluida una planta).

En adn otra modalidad, la molécula de acido nucleico antisentido de la invencién es una molécula de acido nu-
cleico a-anomérica. Una molécula de dcido nucleico a-anomérica forma hibridos bicatenarios especificos con ARN
complementario en el cual, contrario a las unidades 8 usuales, las cadenas corren paralelas entre si (Gaultier y colabo-
radores, 1987 Nucleic Acids. Res. 15: 6625 - 6641). La molécula de dcido nucleico antisentido puede incluir también
un 2’-o-metilribonucleétido (Inoue y colaboradores, 1987, Nucleic Acid Res 15: 6131 - 6148) o un andlogo quimérico
de ARN - ADN (Inoue y colaboradores, 1987 FEBS Lett. 215: 327 - 330).

En adn otra modalidad, un 4cido nucleico antisentido de la invencién es una ribozima. Las ribozimas son molé-
culas cataliticas de ARN con actividad de ribonucleasa que son capaces de escindir un dcido nucleico bicatenario,
tal como un ARNm, con el cual tienen una regién complementaria. De este modo, se pueden utilizar ribozimas (por
ejemplo, ribozimas cabeza de martillo (descritas en Haselhoff y Gerlach, 1988 Nature 334: 585 - 591)) para escindir
cataliticamente transcriptos de ARNm que codifican para PKSRP para inhibir asi la traduccién de ARNm que codifica
para PKSRP. Se puede disefiar una ribozima que tiene especificidad por un 4cido nucleico que codifica a una PKSRP
con base en la secuencia de nucleétidos de un ADNc que codifica para PKSRP descrito aqui (esto es, la SEQ ID NO:
4, SEQ ID NO: 5 0 SEQ ID NO: 6) o con base en una secuencia heter6loga que es aislada de acuerdo con los métodos
enseflados en esta invencion. Por ejemplo, se puede construir un derivado de un ARN que codifica para L-19 IVS de
Tetrahymena en el cual la secuencia de nucleétidos del sitio activo es complementaria a la secuencia de nucleétidos
que es escindida en un ARNm que codifica para PKSRP. Ver, por ejemplo, la patente estadounidense No. 4.987.071 de
Cech y colaboradores y la patente estadounidense No. 5.116.742 de Cech y colaboradores. Alternativamente, se puede
utilizar ARNm que codifica para PKSRP para seleccionar un ARN catalitico que tenga una actividad especifica de
ribonucleasa a partir de una reserva de moléculas de ARN. Ver, por ejemplo, Bartel, D. y Szostak, J.W., 1993 Science
261: 1411 - 1418.

Alternativamente, se puede inhibir la expresion del gen que codifica para PKSRP dirigiendo secuencias de nucle6-
tidos complementarias a la region reguladora de una secuencia de nucleétidos que codifican para PKSRP (por ejemplo,
un promotor y/o reforzador de PKSRP) para formar estructuras de triple hélice que evitan la transcripcién de un gen
que codifica para PKSRP en células objetivo. Ver generalmente Helene, C., 1991 Anticancer Drug Des. 6(6): 569 - 84;
Helene, C. y colaboradores., 1992 Ann. N.Y. Acad. Sci. 660: 27 - 36; y Maher, L.J., 1992 Bioassays 14(12): 807 - 15.

La invencién provee ademds un vector aislado de expresién recombinante que incluye un dcido nucleico como
se describi6 anteriormente, en donde la expresion del vector en una célula huésped resulta en una mayor tolerancia
al estrés por sequia comparado con una variedad de tipo silvestre de la célula huésped. Como se lo utiliza aqui el
término “vector” se refiere a una molécula de 4cido nucleico capaz de transportar a otro dcido nucleico al cual ha
sido enlazado. Un tipo de vector un “plasmido”, que se refiere a un bucle circular de ADN bicatenario dentro del
cual se pueden ligar segmentos adicionales de ADN. Otro tipo de vector es un vector viral, en donde se pueden ligar
segmentos adicionales de ADN dentro del genoma viral. Ciertos vectores son capaces de replicacién auténoma en una
célula huésped dentro de la cual son introducidos (por ejemplo, vectores bacterianos que tienen un origen bacteriano
de replicacion y vectores episomales de mamifero). Otros vectores (por ejemplo, vectores no episomales de mamifero)
se integran dentro del genoma de una célula huésped después de la introduccion en la célula huésped, y por lo tanto
son replicados junto con el genoma huésped. Ademads, ciertos vectores son capaces de dirigir la expresién de genes
a los cuales estdn operativamente enlazados. Tales vectores son denominados aqui como “vectores de expresion”.
En general, los vectores de expresion dtiles en las técnicas de ADN recombinante son a menudo en la forma de
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plasmidos. En la presente descripcidn, “plasmido” y “vector” pueden ser intercambiados ya que el pldsmido es la forma
cominmente mds utilizada de un vector. Sin embargo, la invencién pretende incluir tales otras formas de vectores
de expresion, tal como los vectores virales (por ejemplo, retrovirus de replicacién defectuosa, adenovirus y virus
adenoasociados), que sirven funciones equivalentes.

Los vectores de expresion recombinante de la invencion incluyen un acido nucleico de la invencién en una forma
adecuada para expresion del dcido nucleico en una célula huésped, lo cual significa que los vectores de expresion
recombinante incluyen una o mas secuencias reguladoras, seleccionadas con base en las células huésped que son
utilizadas para expresion, que estdn operativamente enlazadas a las secuencias de 4cido nucleico que van a ser ex-
presadas. Dentro de un vector de expresion recombinante, “operativamente enlazado” se pretende que signifique que
la secuencia de nucledtidos de interés estd enlazada a la(s) secuencia(s) reguladora(s) en una forma que permita la
expresion de la secuencia de nucleétidos (por ejemplo, en un sistema de transcripcién/traduccion in vitro o en una
célula huésped cuando s introduce le vector en la célula huésped). El término “secuencia reguladora” pretende incluir
promotores, reforzadores y otros elementos de control de expresién (por ejemplo, sefiales de poliadenilacién). Tales
secuencias reguladoras son descritas, por ejemplo, en Goeddel, Gene Expression Technology: Methods in Enzymo-
logy 185, Academic Press, San Diego, CA (1990) o ver: Gruber y Crosby, en: Methods in Plant Molecular Biology and
Biotechnology, eds. Glick y Thompson, Capitulo 7, 89 - 108, CRC Press: Boca Ratén, Florida, incluidas las referen-
cias citadas alli. Las secuencias reguladoras incluyen aquellas que dirigen la expresion constitutiva de una secuencia
de nucledétidos en muchos tipos de células huésped y a aquellas que dirigen la expresion de la secuencia de nucleétidos
Unicamente en ciertas células huésped o bajo ciertas condiciones. Aquellos capacitados en el arte se dardn cuenta que
el disefio del vector de expresion puede depender de factores tales como la escogencia de la célula huésped que va
a ser transformada, del nivel de expresion de la proteina deseada, etc. Los vectores de expresion de la invencion se
pueden introducir en células huésped para producir asi proteinas o péptidos, incluidos proteinas o péptidos de fusion,
codificados por acidos nucleicos como se describe aqui (por ejemplo, las PKSRP, formas mutantes de las PKSRP,
proteinas de fusion, etc.).

Los vectores de expresion recombinante de la invencion se pueden disefiar para la expresiéon de las PKSRP en
células procariotas o en células eucariotas. Por ejemplo, los genes que codifican para PKSRP se pueden expresar en
células bacterianas tales como C. glutamicum, células de insectos (utilizando vectores de expression de baculovirus),
levaduras y otras células de hongos (ver Romanos, M.A. y colaboradores., 1992 Foreign gene expression in yeast:
a review, Yeast 8: 423 - 488; van den Hondel, C.A.M.J.J. y colaboradores., 1991 Heterologous gene expression in
filamentous fungi, en: More Gene Manipulations in Fungi, J.W. Bennet & L.L. Lasure, eds., p. 396 - 428: Academic
Press: San Diego; y van den Hondel, C.A.M.J.J. & Punt, PJ., 1991 Gene transfer systems and vector development for
filamentous fungi, en: Applied Molecular Genetics of Fungi, Peberdy, J.F. y colaboradores., eds., p. 1 - 28, Cambridge
University Press: Cambridge), algas (Falciatore y colaboradores., 1999 Marine Biotechnology 1(3):239 - 251), cilia-
dos de los tipos: Holotrichia, Peritrichia, Spirotrichia, Suctoria, Tetrahymena, Paramecium, Colpidium, Glaucoma,
Platyophrya, Potomacus, Pseudo-docohnilembus, Euplotes, Engelmaniella, y Stylonychia, especialmente del género
Stylonychia lemnae con vectores siguiendo un método de transformacién como el descrito en WO 98/01572 y células
de plantas multicelulares (ver Schmidt, R. y Willmitzer, L., 1988 High efficiency Agrobacterium tumefaciens-media-
ted transformation of Arabidopsis thaliana leaf and cotyledon explants, Plant Cell Rep. 583 - 586); Plant Molecular
Biology and Biotechnology, C Press, Boca Ratén, Florida, capitulo 6/7, S. 71 - 119 (1993); FF. White, B. Jenes y
colaboradores., Techniques for Gene Transfer, en: Transgenic Plants, Vol. 1, Engineering and Utilization, eds. Kung
und R. Wu, 128-43, Academic Press: 1993; Potrykus, 1991 Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Molec. Biol. 42: 205 -
225 y las referencias citadas alli) o células de mamifero. Las células huésped adecuadas son discutidas adicionalemtne
en Goeddel, Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press: San Diego, CA (1990).
Alternativamente, el vector de expresion recombinante puede ser transcrito y traducido in vitro, por ejemplo utilizando
las secuencias reguladoras del promotor T7 y la polimerasa T7.

La expresion de proteinas en procariotas a menudo se lleva a cabo con vectores que contiene promotores constituti-
vos o inducibles que dirigen la expresion ya sea de las proteinas de fusién o de las proteinas que no son de fusién. Los
vectores de fusién afiaden una cantidad de aminodacidos a una proteina codificada alli, usualmente al terminal amino
de la proteina recombinante pero también al terminal C o se fusionan dentro de regiones adecuadas en las proteinas.
Tales vectores de fusidn sirven tipicamente tres propdsitos: 1) para incrementar la expresién de proteina recombinan-
te; 2) para incrementar la solubilidad de la proteina recombinante; y 3) para ayudar en la purificaciéon de la proteina
recombinante actuando como un ligando en purificacion por afinidad. A menudo, en vectores de expresion por fusion,
se introduce un sitio de escision proteolitica en la unién de la fraccién por fusidon y la proteina recombinante para
permitir la separacién de la proteina recombinante de la fraccién por fusién subsiguiente a la purificacion de la pro-
teina de fusion. Tales enzimas, y sus secuencias de reconocimiento consanguineas, incluido el Factor Xa, trombina y
enteroquinasa.

Los vectores tipicos de expresién por fusién incluyen pGEX (Pharmacia Biotech Inc; Smith, D. B. y Johnson,
K.S., 1988 Gene 67: 31 - 40), pMAL (New England Biolabs, Beverly, MA) y pRIT5 (Pharmacia, Piscataway, NJ) que
fusionan glutationa S-transferasa (GST), proteina de enlazamiento de maltosa E, o proteina A, respectivamente, a la
proteina recombinante objetivo. En una modalidad, la secuencia de codificacién de la PKSRP es clonada dentro de un
vector de expresion pGEX para crear un vector que codifica a una proteina de fusién que incluye, desde el terminal
N hasta el terminal C, a una proteina en el sitio X para escisiéon de GST-trombina. La proteina de fusién se puede
purificar por medio de cromatografia de afinidad utilizando resina glutationa-agarosa. Se puede recuperar a la PKSRP
recombinante no fusionada a GST por medio de escisioén de la proteina de fusién con trombina.
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Los ejemplos de vectores adecuados de expresion inducible de E. coli que no son de fusién incluyen pTrc (Amann
y colaboradores., 1988 Gene 69: 301 - 315) y pET 11d (Studier y colaboradores., Gene Expression Technology:
Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, California (1990) 60-89). La expresion del gen objetivo
del vector pTrc cuanta con la transcripcion de ARN polimerasa huésped de un promotor hibrido de fusién trp-lac.
La expresion del gen objetivo del vector pET 11d cuenta con la transcripcién de un promotor de fusién T7 gnl0-lac
mediado por una ARN polimerasa viral coexpresada (T7 gnl). Esta polimerasa viral es suministrada por las cepas
huésped BL21(DE3) o HMS174(DE3) a partir de un profago residente A que hospeda a un gen T7 gnl bajo el control
transcripcional del promotor lacUV 5.

Una estrategia para maximizar la expresion de la proteina recombinante es expresar la proteina en una bacteria
huésped con una capacidad deteriorada para escindir proteoliticamente la proteina recombinante (Gottesman, S., Gene
Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, California (1990) 119 - 128). Otra
estrategia es alterar la secuencia de dcidos nucleicos del 4cido nucleico que va a ser insertado dentro de un vector de
expresion a fin de que los codones individuales para cada aminodcido sean aquellos preferencialmente utilizados en
la bacteria escogida para la expresion, tal como C. glutamicum (Wada y colaboradores, 1992 Nucleic Acids Res. 20:
2111 - 2118). Tal alteracién de las secuencias de dcido nucleico de la invencion se puede llevar a cabo por medio de
técnicas estdndar de sintesis de ADN.

En otra modalidad, el vector de expresiéon de PKSRP es un vector de expresion de levadura. Los ejemplos de los
vectores para expresion en levadura S. cerevisiae incluyen pYepSecl (Baldari, y colaboradores, 1987 Embo J. 6: 229 -
234), pMFa (Kurjan y Herskowitz, 1982 Cell 30: 933 - 943), pJRY 88 (Schultz y colaboradores, 1987 Gene 54: 113 -1
23), y pYES2 (Invitrogen Corporation, San Diego, CA). Los vectores y los métodos para la construccién de vectores
apropiados para uso en otros hongos, tal como los hongos filamentosos, incluyen a aquellos detallados en: van den
Hondel, C.A.M.J.J. & Punt, P. J. (1991) “Gene transfer systems and vector development for filamentous fungi”, en:
Applied Molecular Genetics of Fungi, J. F. Peberdy, y colaboradores, eds., p. 1 - 28, Cambridge University Press:
Cambridge.

Alternativamente, las PKSRP de la invencién se pueden expresar en células de insecto utilizando vectores de ex-
presion baculovirus. Los vectores baculovirus disponibles para expresion de proteinas en células cultivadas de insecto
(por ejemplo, células Sf9) incluyen la serie pAc (Smith y colaboradores, 1983 Mol. Cell Biol. 3: 2156 - 2165) y la
serie pVL (Lucklow y Summers, 1989 Virology 170: 31 - 39).

En atin otra modalidad, un dcido nucleico de la invencidn se expresa en células de mamifero utilizando un vector
de expresiéon de mamifero. Los ejemplos de vectores de expresion de mamifero incluyen pCDMS (Seed, B., 1987
Nature 329:840) y pMT2PC (Kaufman y colaboradores, 1987 EMBO J. 6: 187 - 195). Cuando se utilizan en células
de mamifero, las funciones de control del vector de expresién son a menudo proveidas por elementos reguladores
virales. Por ejemplo, los promotores cominmente utilizados se derivan de polioma, Adenovirus 2, citomegalovirus y
Virus del Simio 40. Para otros sistemas adecuados de expresion tanto para células procariotas como eucariotas ver los
capitulos 16 y 17 de Sambrook, J., Fritsh, E. F., y Maniatis, T. Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 2nd, ed.,
Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989.

En otra modalidad, el vector de expresién recombinante de mamifero es capaz de dirigir la expresién del acido
nucleico preferencialmente en un tipo de célula particular (por ejemplo, se utilizan elementos reguladores especificos
del tejido para expresar al dcido nucleico). Los elementos reguladores especificos del tejido son conocidos en el arte.
Los ejemplos no limitantes de promotores adecuados especificos del tejido incluyen al promotor de albumina (especi-
fico del higado; Pinkert y colaboradores, 1987 Genes Dev. 1: 268 - 277), promotores especificos linfoides (Calame y
Eaton, 1988 Adv. Immunol 43: 235 - 275), en particular promotores de receptors de células T (Winoto y Baltimore,
1989 EMBO J. 8: 729 - 733) e inmunoglobulinas (Banerji y colaboradores, 1983 Cell 33: 729 - 740; Queen and Bal-
timore, 1983 Cell 33: 741 - 748), promotores especificos de neuronas (por ejemplo, el promotor de neurofilamentos;
Byrne y Ruddle, 1989 PNAS 86: 5473 - 5477), promotores especificos del pancreas (Edlund y colaboradores, 1985
Science 230: 912 - 916), y promotores especificos de la glandula mamaria (por ejemplo, el promotor del suero de la
leche; patente estadounidense No. 4.873.316 y la publicacion de la solicitud europea No. 264.166). Los promotores
regulados de desarrollo son también abarcados, por ejemplo los promotores homeobox de mirido (Kessel y Gruss,
1990 Science 249: 374 - 379) y el promotor de la proteina fetal (Campes y Tilghman, 1989 Genes Dev. 3: 537 - 546).

En otra modalidad, las PKSRP de la invencion se pueden expresar en células de plantas unicelulares (tales como
algas) (ver Falciatore y colaboradores, 1999 Marine Biotechnology 1(3): 239 - 251 y las referencias citadas alli) y las
células de plantas de plantas superior (por ejemplo, las espermatofitas, tales como plantas de cultivo). Los ejemplos
de vectores de expresion de plantas incluyen a aquellos detallados en: Becker, D., Kemper, E., Schell, J. y Masterson,
R, 1992, New plant binary vectors with selectable markers located proximal to the left border, Plant Mol. Biol. 20:
1195 - 1197; y Bevan, M.W., 1984 Binary Agrobacterium vectors for plant transformation, Nucl. Acid. Res. 12: 8711
- 8721; Vectors for Gene Transfer in Higher Plants; en: Transgenic Plants, Vol. 1, Engineering and Utilization, eds.:
Kung y R. Wu, Academic Press, 1993, S. 15 - 38.

Un casete de expresion de una planta preferiblemente contiene secuencias reguladoras capaces de dirigir la ex-
presion génica en células de plantas y que estan operativamente enlazadas de tal manera que cada secuencia pueda
cumplir su funcién, por ejemplo, la terminacién de la transcripcién por medio de sefiales de poliadenilacién. Las sefia-
les de poliadenilacion preferidas son aquellas originadas a partir de ADN-t de Agrobacterium tumefaciens tal como las
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del gen 3 conocidas como octopina sintasa de pTiACHS5 del plasmido Ti (Gielen y colaboradores, 1984 EMBO J. 3:
835) o equivalentes funcionales del mismo pero también son adecuados todos los otros terminadores funcionalmente
activos en plantas.

Como la expresion de un gen en una planta muy a menudo no estd limitada a niveles transcripcionales, un casete
de expresion de una planta contiene preferiblemente otras secuencias operativamente enlazadas como reforzadores
transcripcionales tales como la secuencia de sobrecarga que contiene a la secuencia lider 5’no traducida del virus
del mosaico del tabaco que mejora la proporcién de proteina por ARN (Gallie y colaboradores, 1987, Nucl. Acids
Research 15: 8693 - 8711).

La expresion del gen de la planta tiene que estar operativamente enlazada a un promotor apropiado que confiere
expresion génica en una forma puntual, especifica para la célula o para el tejido. Se prefieren los promotores que
dirigen la expresion constitutiva (Benfey y colaboradores, 1989 EMBO J. 8: 2195 - 2202) como aquellos derivados de
virus de planta como el 35S CAMV (Franck y colaboradores, 1980 Cell 21: 285 - 294), el 19S CaMV (ver también
la patente estadounidense No. 5.352.605 y WO8402913) o promotores de la planta como aquellos de la pequefia
subunidad Rubisco descritos en la patente estadounidense No. 4.962.028.

Otras secuencias preferidas para uso en casetes de expresion del gen de la planta son las secuencias objetivo
necesarias para dirigir el producto génico en su compartimiento celular apropiado (para una revisién ver Kermode,
1996 Crit. Rev. Plant Sci. 15(4): 285 - 423 y las referencias citadas alli) tal como la vacuola, el nicleo, todos los
tipos de pléstidos como los amiloplastos, los cloroplastos, los cromoplastos, el espacio extracelular, la mitocondria, el
reticulo endoplasmadtico, los cuerpos de aceite, los peroxisomas y otros compartimientos de las células de la planta.
La expresion del gen de la planta se puede facilitar también a través de un promotor inducible (para revisiéon ver
Gatz, 1997 Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 48: 89 - 108). Los promotores quimicamente inducibles son
especialmente adecuados si se desea que la expresion génica ocurra en una forma especifica de tiempo. Los ejemplos de
tales promotores son un promotor inducible de dcido salicilico (WO 95/19443), un promotor inducible de tetraciclina
(Gatz y colaboradores, 1992 Plant J. 2: 397 - 404) y un promotor inducible de etanol (WO 93/21334).

También, promotores adecuados que responden a condiciones de estrés bidtico o abidtico son aquellos tales como
el promotor del gen PRP1 inducible por un patégeno (Ward y colaboradores, 1993 Plant. Mol. Biol. 22: 361 - 366),
el promotor hsp80 del tomate inducible por calor (patente estadounidense No. 5.187.267), el promotor alfa-amilasa
de la patata inducible por frio (WO 96/12814) o el promotor pinll inducible por lesiones (EP 375091). Para otros
ejemplos de promotores inducibles por sequia, frio, y sal, tales como el promotor RD29A, ver Yamaguchi-Shinozalei
y colaboradores (1993 Mol. Gen. Genet. 236: 331 - 340).

Se prefieren especialmente aquellos promotores que confieren expresion génica en tejidos y érganos especificos,
tales como las células guardianas y las células ciliadas de la raiz. Los promotores adecuados incluyen al promotor
del gen de la napina de colza (patente estadounidense No. 5.608.152), al promotor de USP de Vicia faba (Bacumlein
y colaboradores, 1991, Mol Gen Genet. 225(3): 459 - 67), al promotor de oleosina de Arabidopsis (W09845461) al
promotor de faseolina de Phaseolus vulgaris (patente estadounidense No. 5504200), al promotor de Bce4 de Brassica
(WO9113980 o al promotor de B4 de legumina (LeB4; Baeumlein y colaboradores, 1992 Plant Journal, 2(2): 233 - 9)
asi como promotores que confieren expresion especifica a la semilla en plantas monocotiledoneas como maiz, cebada,
trigo, centeno, arroz, etc. Los promotores adecuados para resaltar son el promotor génico Ipt2 o el Ipt1 de cebada (WO
95/15389 y WO 95/23230) o aquellos descritos en WO 99/16890 (promotores del gen de la cebada hordein, del gen
de la glutelina del arroz, gen de la orizina del arroz, gen de prolamina del arroz, gen de la gliadina del arroz, gen de
la glutelina del trigo, gen de la zeina del maiz, gen de la glutelina de la avena, gen de kasirina del sorgo y gen de la
secalina de la cebada).

También son especialmente adecuados los promotores que confieren expresion génica especifica de plastido ya que
los pléstidos son el compartimiento en donde se sintetizan los precursores y algunos productos finales de la biosintesis
de lipidos. Los promotores adecuados son el promotor de la ARN-polimerasa viral descrito en WO 95/16783 y WO
97/06250 y el promotor de clpP de Arabidopsis descrito en WO 99/46394.

La invencién provee ademds un vector de expresion recombinante que incluye una molécula de ADN de la in-
vencién clonada dentro del vector de expresién en una orientacién antisentido. Esto es, la molécula de ADN esta
operativamente enlazada a una secuencia reguladora en una forma que permite la expresion (por transcripcion de la
molécula de ADN) de una molécula de ARN que es antisentido a una ARNm que codifica para PKSRP. Las secuencias
reguladoras operativamente enlazadas a una molécula de 4cido nucleico clonada en la orientacién antisentido pueden
ser escogidas que dirijan la expresion continua de la molécula de ARN antisentido en una variedad de tipos de células.
Por ejemplo, los promotores virales y/o los reforzadores, o las secuencias reguladoras se pueden escoger para que
dirijan la expresion constitutiva, especifica del tejido o especifica del tipo de célula de ARN antisentido. El vector de
expresion antisentido puede ser en la forma de un pldsmido recombinante, fagémido o virus atenuado en los cuales
se producen 4cidos nucleicos antisentido bajo el control de una regién reguladora de alta eficiencia, cuya actividad
se puede determinar por medio del tipo de célula dentro de la cual se introduce el vector. Para una discusion de la
regulacion de la expresion génica utilizando genes antisentido ver Weintraub, H. y colaboradores, Antisense RNA as a
molecular tool for genetic analysis, Reviews - Trends in Genetics, Vol. 1(1) 1986 y Mol y colaboradores, 1990 FEBS
Letters 268: 427 - 430.
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Otro aspecto de la invencién se relaciona con células huésped dentro de las cuales se ha introducido un vector de
expresion recombinante de la invencién. Los términos “célula huésped” y “célula huésped recombinante” se los utiliza
aqui en forma intercambiable. Se entiende que tales términos se refieren no unicamente a la célula objetivo particular
sino que también se aplican a la progenie o a la progenie potencial de tal célula. Debido a que pueden ocurrir ciertas
modificaciones en sucesivas generaciones debido ya sea a mutacion o a influencias ambientales, tal progenie puede
no ser idéntica en realidad a la célula progenitora, pero estin atn incluidas dentro del alcance del término como se lo
utiliza aqui.

Una célula huésped puede ser cualquier célula procariota o eucariota. Por ejemplo, una PKSRP se puede expresar
en células bacterianas tales como C. glutamicum, células de insecto, células de hongo o células de mamifero (tales
como células de ovario de hdmster chino (CHO) o células COS), algas, ciliados, células de plantas, hongos u otros
microorganismos tipo C. glutamicum. Otras células huésped adecuadas son conocidas por aquellos capacitados en el
arte.

El ADN del vector se puede introducir en células procariotas o eucariotas a través de técnicas convencionales de
transformacién o de transfeccién. Como se los utiliza aqui, los términos “transformacién”, “transfeccién”, “conjuga-
cién” y “transduccién” pretenden hacer referencia a una variedad de técnicas reconocidas en el arte para introducir
dcido nucleico fordneo (por ejemplo, ADN) dentro de una célula huésped, incluyendo coprecipitacién con fosfato
de calcio o con cloruro de calcio, transfecciéon mediada por dextrano-DEAE, lipofeccién, competencia natural, trans-
ferencia y electroporacion mediada quimicamente. Se pueden encontrar métodos adecuados para transformacién o
transfeccion de células huésped incluidas células de planta en Sambrook, y colaboradores (Molecular Cloning: A La-
boratory Manual 2nd, ed. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
NY, 1989) y en otros manuales de laboratorio tales como Methods in Molecular Biology, 1995, Vol. 44, Agrobacte-
rium protocols, ed: Gartland and Davey, Humana Press, Totowa, New Jersey. Como la tolerancia al estrés bidtico y
abidtico es un rasgo general que se desea sea heredado dentro de una amplia variedad de plantas como maiz, trigo,
centeno, avena, triticale, arroz, cebada, soja, cacahuete, algodon, colza y canola, casabe, pimienta, girasol, tagetes,
plantas solandceas como patata, tabaco, berenjena, y tomate, especie Vicia, guisante, alfalfa, plantas tupidas (café,
cacao, té), especie Salix, drboles (palma aceitera, coco), hierbas perennes y cultivos de forraje, estas plantas de cultivo
son también plantas objetivo preferidas para una ingenieria genética como una modalidad adicional de la presente
invencion.

En particular, la invencién provee un método de produccién de una planta transgénica con un dcido nucleico que
codifica para PKSRP, en donde la expresién del dcido nucleico en la planta resulta en una mayor tolerancia al estrés
ambiental comparada con una variedad de tipo silvestre de la planta, que comprende: (a) transformar una célula de una
planta con un vector de expresion que incluye un acido nucleico que codifica para PKSRP, y (b) generar a partir de la
célula de la planta una planta transgénica con una mayor tolerancia al estrés ambiental comparada con una variedad de
tipo silvestre de la planta, en donde el 4cido nucléico y la proteina son de Physcomitrella patens, y en donde la PKSRP
se selecciona entre 1) la Proteina Quinasa - 1 (PK - 1) como se define en la SEQ ID NO: 7, 2) la Proteina Quinasa - 1
(PK - 2) como se define en la SEQ ID NO: 8, y 3) la Proteina Quinasa - 1 activada por Mitégeno (MPK - 1) como se
define en la SEQ ID NO: 9.

En modalidades preferidas, el dcido nucléico que codifica para la PKSRP es como se describié anteriormente. La
invencion también provee un método de incrementar la expresion de un gen de interés dentro de una célula huésped
comparada con una variedad de tipo silvestre de la célula huésped, en donde el gen de interés es transcrito en respuesta
a una PKSRP, que comprende: (a) transformar una célula huésped con un vector de expresion que incluye un acido
nucleico que codifica para PKSRP, y (b) expresar la PKSRP dentro de la célula huésped, incrementando asi la expresion
del gen transcrito en respuesta a la PKSRP comparada con una variedad de tipo silvestre de la célula huésped. De
acuerdo con la invencidn, la PKSRP es como se describi6 anteriormente. En modalidades preferidas, el 4cido nucleico
que codifica para PKSRP es como se describi6 anteriormente.

Para tal transformacion de la planta, se pueden utilizar vectores binarios tales como pBinAR (Hofgen y Willmitzer,
1990 Plant Science 66: 221 - 230). La construccién de los vectores binarios se puede llevar a cabo por medio de ligacién
del ADNCc en orientacion sentido o antisentido dentro del iniciador en posicion 5 del ADN-T al ADNc, un promotor
de la planta activa la transcripcién del ADNc. Se localiza una secuencia de poliadenilacién en el iniciador en posicién
3 del ADNCc. La expresion especifica del tejido se puede lograr por medio del uso de un promotor especifico del tejido.
Por ejemplo, la expresion especifica de la semilla se puede lograr por medio de la clonacién del iniciador en posicién 5
del promotor de napina o de LeB4 o de USP del ADNc. También, se puede utilizar cualquier otro elemento promotor
especifico de la semilla. Para expresion constitutiva dentro de la planta completa, se puede utilizar al promotor CaMV
35S. la proteina expresada puede ser dirigida a un compartimiento celular utilizando un péptido sefial, por ejemplo
para plastidos, mitocondria o reticulo endoplasmético (Kermode, Crit. Rev. Plant. Sci., 1996 4 (15): 285 - 423). El de
péptido sefial se clona en el iniciador en posicién 5 en el marco para el ADNc para archivar la localizacién subcelular
de la proteina de fusion. La transformacién de la planta mediada por Agrobacterium se puede realizar utilizando por
ejemplo a la cepa GV3101 (pMP90) (Koncz y Schell, 1986 Mol. Gen. Genet. 204: 383 - 396) o a la cepa LBA4404
(Clontech) de Agrobacterium tumefaciens. La transformacion se puede realizar por medio de técnicas estdndar de
transformacion (Deblaere y colaboradores, 1994 Nucl. Acids. Res. 13: 4777 - 4788). En una modalidad, se pueden
utilizar los promotores que son responsables por el estrés abidtico, tal como el promotor RD29A de Arabidopsis, con
las secuencias de acido nucleico descritas aqui. Alguien capacitado en el arte se dard cuenta que el promotor utilizado
debe estar operativamente enlazado al 4cido nucleico de tal manera que el promotor provoque la transcripcién del
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dcido nucleico lo cual resulta en la sintesis de un ARNm que codifica a un polipéptido. Alternativamente, el ARN
puede ser un ARN antisentido para afectar la expresion subsiguiente del mismo o de otro gen o genes.

La transformacién de la planta mediada por Agrobacterium se puede realizar utilizando técnicas estandar de trans-
formacién y de regeneracién (Gelvin, Stanton B. y Schilperoort, Robert A, Plant Molecular Biology Manual, 2nd Ed.
- Dordrecht: Kluwer Academic Publ., 1995. - en Sect., Ringbuc Zentrale Signatur: BT11 - P ISBN 0-7923-2731-4;
Glick, Bernard R.; Thompson, John E., Methods in Plant Molecular Biology and Biotechnology, Boca Ratén: CRC
Press, 1993 - 360 S., ISBN 0-8493-5164-2). Por ejemplo, la colza puede ser transformada a través de transformacién
cotiledonea o hipocotiledonea (Moloney y colaboradores, 1989 Plant cell Report 8:238-242; De Block y colaborado-
res, 1989 Plant Physiol. 91:694-701). El uso de antibidticos para Agrobacterium y la seleccion de la planta dependen
del vector binario y de la cepa de Agrobacterium utilizados para la transformacién. La seleccién de la colza se lleva
a cabo normalmente utilizando kanamicina como marcador seleccionable de la planta. La transferencia del gen me-
diada por Agrobacterium al lino puede ser realizada utilizando, por ejemplo, una técnica descrita por Mlynarova y
colaboradores, 1994 Plant Cell Report 13: 282 - 285. Adicionalmente, la transformacién de la soja se puede realizar
utilizando por ejemplo una técnica descrita en EP 0424 047, en la patente estadounidense No. 5.322.783 (Pioneer Hi-
Bred International) o en EP 0397 687, en la patente estadounidense No. 5.376.543, en la patente estadounidense No.
5.169.770 (Universidad Toledo).

La transformacion de la planta utilizando bombardeo de particulas, absorcion de ADN mediada por Polietilén
Glicol o a través de la técnica de Fibra de Carburo de Silicio es descrita por ejemplo por Freeling y Walbot “The maize
handbook” Springer Verlag: New York (1993) ISBN 3-540-97826-7. Un ejemplo especifico de la transformacién de
maiz se encuentra en la patente estadounidense No. 5.990.387 y un ejemplo especifico de la transformacion de trigo
se puede encontrar en WO 93/07256.

Para la transfeccion estable de células de mamifero, se sabe que, dependiendo del vector de expresion y de la técni-
ca de transfeccion utilizada, inicamente una pequeiia fraccion de células puede integrar al ADN fordneo en su genoma.
Con el propésito de identificar y de seleccionar estos integrantes, se introduce generalmente un gen que codifica a un
marcador seleccionable (por ejemplo, resistencia a los antibidticos) dentro de las células huésped junto con el gen de
interés. Los marcadores seleccionables preferidos incluyen a aquellos que confieren resistencia a los medicamentos,
tales como G418, higromicina y metotrexato o en plantas que confieren resistencia hacia un herbicida tal como glifo-
sato o glufosinato. Las moléculas de acido nucleico que codifican a un marcador seleccionable se pueden introducir
dentro de una célula huésped sobre el mismo vector que aquel que codifica una PKSRP o se pueden introducir sobre
un vector separado. Las células transfectadas en forma estable con la molécula de dcido nucleico introducida pueden
ser identificadas, por ejemplo, por medio de seleccién del medicamento (por ejemplo, las células que han incorporado
al gen marcador seleccionable sobrevivirdn, mientras que las otras células morirdn).

Para crear un microorganismo recombinante homoélogo, se prepara un vector que contiene al menos una porcion
de un gen que codifica para PKSRP dentro del cual se ha introducido una supresion, adicién o sustitucion para alterar
asi, por ejemplo, para desestabilizar funcionalmente al gen que codifica para la PKSRP. Preferiblemente, este gen
que codifica para la PKSRP es un gen que codifica para la PKSRP de Physcomitrella patens, pero puede ser un
homdlogo de una planta relacionada o incluso de una fuente de mamifero, de levadura o de insecto. En una modalidad
preferida, se disefia el vector de tal manera que, por recombinacién homéloga, el gen endégeno que codifica para
PKSRP se desestabiliza funcionalmente (esto es, no codifica mds una proteina funcional; también conocido como un
vector desactivador). Alternativamente, se puede disefiar al vector de tal manera que, por recombinacién homéloga,
el gen endégeno que codifica para PKSRP es mutado o bien alterado pero todavia codifica una proteina funcional
(por ejemplo, se puede alterar la regidn reguladora secuencia arriba para alterar de esta manera la expresién de la
PKSRP enddgena). Para crear una mutacion puntual a través de recombinacion homdloga, se pueden utilizar hibridos
de ADN-ARN en una técnica conocida como quimeroplastia (Cole-Strauss y colaboradores, 1999 Nucleic Acids
Research 27(5): 1323 - 1330 y Kmiec, 1999 Gene therapy American Scientist. 87(3): 240 - 247). Los procedimientos
de recombinacién homoéloga en Physcomitrella patens son también conocidos en el arte y también se los contempla
para uso aqui.

Mientras en el vector de recombinacién homoéloga, la porcidn alterada del gen que codifica para PKSRP esta flan-
queado en sus extremo 3’ y 5’ por medio de una molécula adicional de 4cido nucleico del gen que codifica para
PKSRP para permitir que ocurra la recombinacién homéloga entre el gen endégeno que codifica para PKSRP trans-
portado por el vector y un gen que codifica para PKSRP endégena en un microorganismo o planta. La molécula
adicional de flanqueo de 4cido nucleico que codifica para PKSRP es de una longitud suficiente para una recombi-
nacién homoéloga exitosa con el gen enddgeno. Tipicamente, desde varios cientos de pares de bases hasta kilobases
de ADN de flanqueo (ambas en los extremo 5’ y 3’) son incluidas en el vector (ver por ejemplo, Thomas, K.R.,
y Capecchi, M.R., 1987 Cell 51: 503 para una descripcién de los vectores de recombinacién homdloga o Strepp y
colaboradores, 1998 PNAS, 95 (8): 4368 - 4373 para recombinacién basada en ADNc en Physcomitrella patens).
Se introduce el vector en la célula de un microorganismo o de una planta (por ejemplo, a través de ADN mediado
por polietilén glicol) y se seleccionan las células en las cuales el gen introducido que codifica para PKSRP se han
recombinado en forma homologa con el gen endégeno que codifica para PKSRP, utilizando técnicas conocidas en
el arte.

En otra modalidad, se pueden producir microorganismo recombinantes que contiene sistemas seleccionados que
permiten la expresion regulada del gen introducido. Por ejemplo, la inclusién de un gen que codifica para PKSRP
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sobre un vector que lo coloca bajo el control del operdn lac permite la expresion del gen que codifica para PKSRP
unicamente en presencia de IPTG. Tales sistemas reguladores son conocidos en el arte.

Se puede utilizar una célula huésped de la invencidn, tal como una célula huésped eucariota o procariota en cultivo,
para producir (esto es, expresar) una PKSRP. Se puede aplicar adicionalmente un método alternativo en plantas por
medio de transferencia directa de ADN dentro de flores en desarrollo a través de electroporacién o de transferencia
génica en medio de Agrobacterium. Por lo tanto, la invencion provee ademds métodos para producir las PKSRP
utilizando las células huésped de la invencién. En una modalidad, el método incluye cultivar la célula huésped de
la invencidn (en la cual se ha introducido un vector de expresion recombinante que codifica a una PKSRP, o dentro
de cuyo genoma se ha introducido un gen que codifica para una PPKSRP alterada o de tipo silvestre) en un medio
adecuado hasta que se produzca la PKSRP. En otra modalidad, el método incluye ademas aislar las PKSRP del medio
o de la célula huésped.

Otro aspecto de la invencién se relaciona con PKSRP aisladas en donde la PKSRP se selecciona entre 1) la Proteina
Quinasa - 1 (PK - 1) como se define en la SEQ ID NO: 7, 2) la Proteina Quinasa - 1 (PK - 2) como se define en la
SEQ ID NO: 8, y 3) la Proteina Quinasa - 1 activada por Mitégeno (MPK - 1) como se define en la SEQ ID NO: 9, y
porciones bioldgicamente activas de las mismas.

Una protefna “aislada” o “purificada” o una porcién biolégicamente activa de la misma estd libres de algo del
material celular cuando son producidas por medio de técnicas de ADN recombinante, o de precursores quimicos u
otros quimicos cuando se las sintetiza quimicamente. La expresion “sustancialmente libre de material celular” incluye
preparaciones de PKSRP en las cuales se separa la proteina de algunos de los componentes celulares de las células
en las cuales son producidas en forma natural o recombinante. En una modalidad, la expresién “sustancialmente libre
de material celular” incluye preparaciones de PKSRP que tienen aproximadamente menos del 30% (en peso seco)
de material que no es PKSRP (también denominada aqui como una “proteina contaminante”), mas preferiblemente
aproximadamente menos del 20% de material que no es PKSRP, atin mds preferiblemente aproximadamente menos del
10% de material que no es PKSRP, y los mds preferible aproximadamente menos del 5% de material que no es PKSRP.
Cuando se produce en forma recombinante la PKSRP o una porcién bioldgicamente activa de la misma, estd también
preferiblemente sustancialmente libre de medio de cultivo, esto es, el medio de cultivo representa aproximadamente
menos del 20%, m4s preferiblemente aproximadamente menos del 10%, y lo més preferible aproximadamente menos
del 5% del volumen de la preparacién de la proteina. La expresion “sustancialmente libre de precursores quimicos
o de otros quimicos” incluye preparaciones de la PKSRP en las cuales la proteina estd separada de los precursores
quimicos o de otros quimicos que estdn involucrados en la sintesis de la proteina. En una modalidad, la expresién
“sustancialmente libre de precursores quimicos o de otros quimicos” incluye preparaciones de la PKSRP que tiene
aproximadamente menos del 30% (en peso seco) de precursores quimicos o de quimicos que no son de PKSRP, mas
preferiblemente aproximadamente menos del 20% de precursores quimicos o de quimicos que no son de PKSRP, atin
mads preferiblemente aproximadamente menos del 10% de precursores quimicos o de quimicos que no son de PKSRP,
y los mas preferible aproximadamente meno del 5% de precursores quimicos o de quimicos que no son de PKSRP. En
modalidades preferidas, las proteinas aisladas o porciones biolégicamente activas de las mimas carecen de proteina
contaminantes del mismo organismo a partir del cual se deriva la PKSRP. Tipicamente, tales proteinas son producidas
por medio de expresion recombinante, por ejemplo, de una PKSRP de Physcomitrella patens en plantas diferentes de
Physcomitrella patens o de microorganismos tales como C. glutamicum, ciliados, algas u hongos.

Una PKSRP aislada o una porcién de la misma de la invencién pueden participar en una respuesta de tolerancia al
estrés en una planta, o més particularmente pueden participar como un canal de potasio en una respuesta de tolerancia
al estrés en una planta de Physcomitrella patens, o tienen una o mds e las actividades expuestas en la Tabla 1. En
modalidades preferidas, la proteina o una porcién de la misma incluyen una secuencia de aminodcidos que es suficien-
temente homologa a una secuencia de aminodcidos codificada por un 4cido nucleico de la SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO:
5 0 SEQ ID NO: 6 de tal manera que la proteina o una porcioén de la misma mantengan la habilidad de participar en el
metabolismo de los compuestos necesarios para la construccién de membranas celulares en Physcomitrella patens, o
en el transporte de moléculas a través de estas membranas. La porcién de la proteina es preferiblemente una porcién
biolégicamente activa como se describe aqui.

Una PKSRP de la invencién tiene una secuencia de aminoécidos de la SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8 o SEQ ID
NO: 9. En atin otra modalidad preferida, la PKSRP tiene una secuencia de aminodcidos que es codificada por medio de
una secuencia de nucleétidos que hibrida, por ejemplo, bajo condiciones estrictas, hasta una secuencia de nucleétidos
de la SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5 o SEQ ID NO: 6. La solicitud establece que la PKSRP tiene una secuencia de
aminodcidos que tiene una homologia aproximadamente al menos del 50 - 60%, preferiblemente aproximadamente
al menos del 60 - 70%, mas preferiblemente aproximadamente al menos del 70 - 80%, 80 - 90%, 90 - 95%, y ain
m4s preferiblemente aproximadamente al menos del 96%, 97%, 98%, 99% o mas con las secuencias de aminodcidos
de las SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8 y SEQ ID NO: 9. Las PKSRP preferidas de la presente invencién poseen
preferiblemente al menos una de las actividades de la PKSRP descritas aqui. Por ejemplo, una PKSRP preferida de
la presente invencién incluye una secuencia de aminodcidos codificada por una secuencia de nucleétidos que hibrida,
por ejemplo, bajo condiciones estrictas, a una secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5 o SEQ
ID NO: 6, y que puede participar en una respuesta de tolerancia al estrés en una planta, o mds particularmente puede
participar en la transcripcion de una proteina involucrada en la respuesta de tolerancia al estrés en una planta de
Physcomitrella patens, o que tiene una o mas de las actividades expuestas en la Tabla 1. La solicitud establece que la
PKSRP es sustancialmente homéloga a una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8 o SEQ
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ID NO: 9 y retiene la actividad funcional de la proteina de una de las SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8 y SEQ ID
NO: 9, aunque difiere en la secuencia de aminodcidos debido a variacion natural o a mutagénesis, como se describe
en detalle mds arriba. Por lo tanto, la solicitud establece ademds que la PKSRP es una proteina que incluye una
secuencia de aminodcidos que tiene una homologia aproximadamente al menos del 50 -60%, y mds preferiblemente
aproximadamente al menos del 70 - 80%, 80 - 90%, 90 - 95%, y mas preferiblemente aproximadamente al menos del
96%, 97%, 98%, 99% o mas, con una secuencia entera de aminodacidos de la SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8 o SEQ ID
NO: 9 y que tiene al menos una de las actividades de la PKSRP descritas aqui.

La solicitud incluye a una proteina completa de Physcomitrella patens que es sustancialmente homdloga a una
secuencia entera de aminodcidos codificada por un 4cido nucleico de la SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5 o SEQ ID NO:
6.

Las porciones bioldgicamente activas de una PKSRP incluyen péptidos que comprenden secuencias de amino4ci-
dos derivadas de la secuencia de aminoécido de una PKSRP, por ejemplo, una secuencia de aminoécidos de la SEQ ID
NO: 7, SEQ ID NO: 8 o SEQ ID NO: 9 o la secuencia de aminodcidos de una proteina homéloga a una PKSRP, que
incluye menos aminodcidos que una PKSRP de longitud completa o la proteina de longitud completa que es homoélo-
ga a una PKSRP, y exhibe al menos una actividad de una PKSRP. Tipicamente las porciones bioldgicamente activas
(péptidos, por ejemplo, péptidos que son de, por ejemplo, 5, 10, 15, 20, 30, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 50, 100 o mas
aminodcidos de longitud) incluyen un dominio o motivo con al menos una actividad de una PKSRP. Ademds, otras
porciones biolégicamente activas, en las cuales estdn suprimidas otras regiones de la proteina, se pueden preparar por
medio de técnicas recombinantes y se pueden evaluar para una o més de las actividades descritas aqui. Preferiblemen-
te, las porciones bioldgicamente activas de una PKSRP incluyen uno o més de los dominios/motivos seleccionados o
porciones de los mismos que tienen actividad biolégica.

Las PKSRP son preferiblemente producidas por medio de técnicas de ADN recombinante. Por ejemplo, una mo-
lécula de 4cido nucleico que codifica a la proteina es clonada dentro de un vector de expresién (como se describid
anteriormente), se introduce en vector de expresién dentro de una célula huésped (como se describi6 anteriormente)
y la PKSRP se expresa en la célula huésped. La PKSRP puede ser aislada entonces de las células por medio de un
esquema apropiado de purificacién utilizando técnicas estdndar de purificacién de proteinas. En forma alternativa a
la expresion recombinante, se pueden sintetizar quimicamente una PKSRP, un polipéptido, o un péptido utilizando
técnicas estandar de sintesis de péptidos. Ademads, se puede aislar una PKSRP nativa a partir de las células (por ejem-
plo, Physcomitrella patens), por ejemplo utilizando un anticuerpo anti-PKSRP, que puede ser producido por medio de
técnicas estandar utilizando una PKSRP o fragmento de la misma de esta invencién.

La invencién también provee una proteina quimérica PKSRP o una proteina de fusiéon. Como se lo utiliza aqui,
una “proteina quimérica” PKSRP o una “proteina de fusién” incluyen a un polipéptido de PKSRP operativamente
enlazado a un polipéptido que no es de PKSRP. Un “polipéptido de PKSRP” se refiere a un polipéptido que tiene una
secuencia de aminodcidos correspondiente a una PKSRP, mientras que un “polipéptido que no es de PKSRP” se refiere
a un polipéptido que tiene una secuencia de aminodcidos correspondiente a una proteina que no es sustancialmente
homéloga a la PKSRP, por ejemplo, una proteina que es diferente de la PKSRP y que se deriva del mismo organismo o
de un organismo diferente. Dentro de la proteina de fusion, el término “operativamente enlazado” pretende indicar que
el polipéptido de PKSRP y el polipéptido que no es de PKSRP estdn fusionados entre si para que ambas secuencias
cumplan con la funcién propuesta atribuida a la secuencia utilizada. El polipéptido que no es de PKSRP se puede
fusionar al N-terminal o al C-terminal del polipéptido de PKSRP. Por ejemplo, en una modalidad, la proteina de
fusion es una proteina de fusion GST-PKSRP en la cual las secuencias de la PKSRP estdn fusionadas al C-terminal de
las secuencias de GST. Tales proteina de fusién pueden facilitar la purificacién de las PKSRP recombinantes. En otra
modalidad, la proteina de fusién es una PKSRP que contiene una secuencia heteréloga de una sefial en su N-terminal.
En ciertas células huésped (por ejemplo, células huésped de mamifero) la expresion y/o la secrecién de una PKSRP se
pueden incrementar a través del uso de una secuencia heter6loga de una sefal.

Preferiblemente, una proteina quimérica PKSRP o una proteina de fusién de la invencién son producidas por me-
dio de técnicas estandar de ADN recombinante. Por ejemplo, los fragmentos de ADN que codifican para las diferentes
secuencias de polipéptido estdn ligadas juntas en marco de acuerdo con técnicas convencionales, por ejemplo em-
pleando terminales para ligacién redondeados en el extremo o escalonados en el extremo, digestion con una enzima de
restriccion para proveer terminales apropiados, rellenar de terminales cohesivos segtin sea adecuado, tratamiento con
fosfatasa alcalina para evitar una unién indeseada y ligacion enzimatica. En otra modalidad, el gen de fusién puede
ser sintetizado por medio de técnicas convencionales que incluyen sintetizadores automatizados de ADN. Alterna-
tivamente, la amplificacién por medio de PCR de fragmentos génicos se puede llevar a cabo utilizando iniciadores
ancla que dan lugar a salientes complementarias entre dos fragmentos génicos consecutivos que pueden ser posterior-
mente apareados y amplificados nuevamente para generar una secuencia génica quimérica (ver, por ejemplo Current
Protocols in Molecular Biology, Eds. Ausubel y colaboradores. John Wiley & Sons: 1992). Ademds, se encuentran
comercialmente disponibles muchos vectores de expresion que ya codifican una fraccion de fusién (por ejemplo, un
polipéptido de GST). Se puede clonar un dcido nucleico que codifica para una PKSRP dentro de un vector de expresion
tal que la fraccién de fusién esté enlazada en el marco a la PKSRP.

Los homoélogos de la PKSRP se pueden generar por medio de mutagénesis, por ejemplo, mutacion puntual discreta
o truncamiento de la PKSRP. Como se lo utiliza aqui, el término “homologo” se refiere a una variante de la PKSRP
que actia como un agonista o como un antagonista de la actividad de la PKSRP. Un agonista de la PKSRP puede
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retener sustancialmente las mismas, o un subconjunto, de las actividades bioldgicas de la PKSRP. Un antagonista de
la PKSRP puede inhibir una o mds de las actividades de la forma de ocurrencia natural de la PKSRP, por ejemplo,
por medio de enlazamiento competitivo a un miembro secuencia abajo o secuencia arriba de la cascada metabdlica del
componente de la membrana celular que incluye la PKSRP, o por medio de enlazamiento a una PKSRP que media el
transporte de compuestos a través de tales membranas, evitando por lo tanto que tenga lugar el desplazamiento.

En una modalidad alternativa, se pueden identificar los homélogos de la PKSRP por medio de bibliotecas de
seleccién por combinacién de mutantes, por ejemplo, mutantes de truncamiento, de la PKSRP para antagonistas de
PKSRP o actividad antagonista. En una modalidad, se genera una biblioteca heterogénea de variantes de PKSRP
por medio de mutagénesis de combinacién a nivel del 4cido nucleico y es codificada por medio de una biblioteca
génica heterogénea. Se puede producir una biblioteca heterogénea de variantes de PKSRP, por ejemplo, por medio
de ligacién enzimadtica de una mezcla de oligonucleétidos sintéticos dentro de secuencias génicas de tal manera que
se pueda expresar un conjunto degenerado de secuencias potenciales de PKSRP como polipéptidos individuales, o
alternativamente, como un conjunto de proteinas de fusién mds grandes (por ejemplo, para despliegue del fago) que
contiene allf al conjunto de secuencias de la PKSRP. Existe una variedad de métodos que pueden ser utilizados para
producir bibliotecas de homdlogos potenciales de PKSRP a partir de una secuencia degenerada de oligonucleétidos.
Se puede llevar a cabo una sintesis quimica de una secuencia génica degenerada en un sintetizador automético de
ADN, y se liga luego al gen sintético dentro de un vector de expresion apropiado. El uso de un conjunto degenerado
de genes permite la provision, en una mezcla, de todas las secuencias que codifican al conjunto deseado de secuencias
potenciales de PKSRP. Los métodos para sintetizar oligonucledtidos degenerados son conocidos en el arte (ver, por
ejemplo, Narang, S.A., 1983 Tetrahedron 39: 3; Itakura y colaboradores, 1984 Annu. Rev. Biochem. 53: 323; Itakura
y colaboradores, 1984 Science 198: 1056; Ike y colaboradores, 1983 Nucleic Acid Res. 11: 477.

Ademds, se pueden utilizar las bibliotecas de fragmentos de la codificacién de PKSRP para generar una poblacién
heterogénea de fragmentos de PKSRP para identificacién y posterior seleccién de homélogos de una PKSRP. En
una modalidad, se puede generar una biblioteca de fragmentos de secuencias de codificacion tratando un fragmento
bicatenario de PCR de una secuencia que codifica para PKSRP con una nucleasa bajo condiciones en donde ocurre
mellado aproximadamente tinicamente una vez por molécula, desnaturalizando al ADN bicatenario, renaturalizando
al ADN para formar ADN bicatenario que puede incluir pares sentido/antisentido de diferentes productos mellados,
removiendo porciones monocatenarias de hibridos reformados por tratamiento con nucleasa S1, y ligando la biblioteca
del fragmento resultante dentro de un vector de expresion. Por medio de este método, se puede derivar una biblioteca
de expresioén que codifica fragmentos N-terminales, C-terminales e internos de diferentes tamafios de la PKSRP.

Se conocen varias técnicas en el arte para seleccionar productos génicos de bibliotecas de combinacién elaboradas
por medio de mutaciones o truncamientos puntuales, y por seleccién de bibliotecas de ADNc para productos génicos
que tienen una caracteristica seleccionada. Tales técnicas son adaptables para seleccion rapida de las bibliotecas gé-
nicas generadas por medio de mutagénesis de combinacién de homélogos de PKSRP. Las técnicas mas ampliamente
utilizadas, que son sensibles a un andlisis rdpido, para seleccion de bibliotecas génicas grandes, tipicamente incluyen
la clonacién de la biblioteca génica dentro de vectores de expresion replicables, transformando células apropiadas
con la biblioteca resultante de los vectores, y expresando los genes de combinacién bajo condiciones en las cuales la
deteccién de una actividad deseada facilita el aislamiento del vector que codifica al gen cuyo producto fue detectado.
Se puede utilizar la mutagénesis de ensamble recursivo (REM), una nueva técnica que incrementa la frecuencia de
mutantes funcionales en las bibliotecas, en combinacién con los ensayos de seleccién para identificar para identifi-
car homélogos de PKSRP (Arkin y Yourvan, 1992 PNAS 89: 7811 - 7815; Delgrave y colaboradores, 1993 Protein
Engineering 6(3): 327 - 331). En otra modalidad, se puede sacar provecho de los ensayos basados en células para
analizar una biblioteca heterogénea de PKSRP, utilizando métodos conocidos en el arte. La presente invencién provee
ademds un método de identificacién de una nueva proteina para transporte activo de potasio (AKT), que incluye (a) el
surgimiento de una respuesta especifica de anticuerpo para una AKT, o fragmento de la misma, como se describe més
arriba; (b) seleccionar material putativo de AKT con el anticuerpo, en donde el enlazamiento especifico del material
putativo de seleccion con el anticuerpo, en donde el enlazamiento especifico del anticuerpo con el material indica la
presencia de una AKT potencialmente nueva, y (c) el analisis del material enlazado en comparacién con AKT conocida
para determinar su novedad.

Las moléculas de dcido nucleico, las proteinas, los homdlogos de proteinas, las proteinas de fusion, los iniciadores,
los vectores, y las células huésped descritas aqui pueden ser utilizados en un o mas de los siguientes métodos: identi-
ficacion de Physcomitrella patens y de organismos relacionados; mapeo de genomas de organismos relacionados con
Physcomitrella patens; identificacion y localizacién de secuencias de interés de Physcomitrella patens; estudios evo-
lutivos; determinacion de regiones de PKSRP requeridas para cada funcién; modulacién de una actividad de PKSRP;
modulacién del metabolismo de una o mds funciones celulares; modulacién del transporte transmembrana de uno o
mds compuestos; y modulacién de resistencia al estrés.

La Physcomitrella patens de musgo representa un miembro de los musgos. Estd relacionada con otros musgos tales
como Ceratodon purpureus que es capaz de crecer en ausencia de luz. Los musgos tipo Ceratodon y Physcomitrella
comparten una alto grado de homologia sobre la secuencia de ADN vy el nivel de péptido permitiendo el uso de
seleccidn heter6loga de moléculas de ADN con sondas que evolucionan de otros musgos u organismos, permitiendo
asi la derivacién de una secuencia de consenso adecuada para seleccién heteréloga o para anotacién funcional y
prediccion de las funciones génicas en tercereas especies. La habilidad para identificar tales funciones puede tener
por lo tanto una relevancia significativa, por ejemplo, en la prediccion de especificidad del sustrato de las enzimas.
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Ademads, estas moléculas de 4cido nucleico pueden servir como puntos de referencia para el mapeo de genomas de
musgo, o de genomas de organismos relacionados.

Las moléculas de 4cido nucleico que codifican para PKSRP de la invencién tienen una variedad de usos. Mucho
mads importante, las secuencias de dcido nucleico y de aminodcidos de la presente invencién pueden ser utilizadas para
transformar plantas, induciendo por lo tanto la tolerancia a estrés por sequia. La presente invencién provee por lo tanto
una planta transgénica transformada por medio de un 4cido nucleico que codifica para PKSRP como se define en las
reivindicaciones, en donde la expresion de la secuencia de dcido nucleico en la planta resulta en una mayor tolerancia
al estrés por sequia en comparacion con una variedad de tipo silvestre de la planta. La planta transgénica puede ser una
monocotiledonea o una dicotiledénea. La invencion establece ademds que la planta transgénica se puede seleccionar
entre maiz, trigo, centeno, avena, triticale, arroz, cebada, soja, cacahuete, algodén, colza, canola, casabe, pimienta,
girasol, tagetes, plantas solandceas, patata, tabaco, berenjena, tomate, especie Vicia, guisante, alfalfa, café, cacao,
especie Salix, palma aceitera, coco, hierbas perennes y cultivos de forraje, por ejemplo. En particular, la presente
invencién describe el uso de la expresion de PK - 1 (SEQ ID NO: 7), PK - 2 (SEQ ID NO: 8) y MPK - 1 (SEQ ID NO:
9) para modificar por ingenieria genética a las plantas intolerantes a la sequia. Esta estrategia ha sido demostrada aqui
para Arabidopsis thaliana, Colza/Canola, sojas, maiz y trigo pero su aplicacidn no estd restringida a estas plantas. Por
lo tanto, la invencién provee una planta transgénica que contiene una PKSRP seleccionada entre 1) PK - 1; 2) PK -
2; 3) PK - 3 como se definié anteriormente, en donde el estrés ambiental es sequia. Se describe también el principio
de uso de la sobreexpresion de PK - 2 (SEQ ID NO: 8) y MPK - 1 (SEQ ID NO: 9) para modificar por ingenieria
genética las plantas tolerantes a la sal. Nuevamente, esta estrategia ha sido demostrada aqui para Arabidopsis thaliana,
Colza/Canola, sojas, maiz y trigo pero su aplicacién no estd restringida a estas plantas. Por lo tanto, la invencién
provee una planta transgénica que contiene a la PKSRP seleccionada entre 1) PK - 2 y 2) PK - 3 como se definié
anteriormente, en donde el estrés ambiental es salinidad.

La presente invencidn también provee métodos para modificar la tolerancia al estrés de una planta que comprenden,
modificar la expresion de una PKSRP en la planta. La invencidn establece que este método se puede realizar de tal
manera que se incremente o se disminuya la tolerancia a la sequia.

Ademais, este método puede ser utilizado en donde la planta es o bien transgénica o no transgénica. En los casos en
donde la planta es transgénica, la planta puede ser transformada con un vector que contiene a cualquiera de los 4cido
nucleicos que codifican para PKSRP descritos anteriormente, o la planta puede ser transformada con un promotor que
dirige la expresion de la PKSRP nativa en la planta, por ejemplo. La invencién establece que tal promotor puede ser
especifico del tejido. Ademas, tal promotor puede ser regulado desde el punto de vista del desarrollo. Alternativamente,
las plantas no transgénicas pueden tener expresion de PKSRP nativa modificada por medio de la induccién de un
promotor nativo. Ademas, la invencién establece que la expresion de la PKSRP puede ser modificada por medio de la
administracién de una molécula antisentido que inhibe la expresién de PKSRP.

La expresion de PK - 1 (SEQ ID NO: 7), PK - 2 (SEQ ID NO: 8) y MPK - 1 (SEQ ID NO: 9) en plantas
objetivo se puede lograr por medio de, pero no se limita a, uno de los siguientes ejemplos: la sobreexpresion de
(a) un promotor constitutivo, (b) un promotor inducible por estrés, (c) un promotor inducido quimicamente, y (d) un
promotor modificado por ingenieria genética por ejemplo con factores de transcripcién derivados de un dedo de zinc
(Greisman y Pabo, 1997, Science 275: 657). El dltimo caso involucra la identificacién de los homélogos de PK - 1
(SEQ ID NO: 7), PK - 2 (SEQ ID NO: 8) y MPK - 1 (SEQ ID NO: 9) en la planta objetivo asi como de su promotor.
Los factores de transcripcion recombinante que contienen un dedo de zinc son modificados por ingenieria genética
para interactuar especificamente con el homdlogo de PK - 1 (SEQ ID NO: 7), PK - 2 (SEQ ID NO: 8) y MPK - 1 (SEQ
ID NO: 9) y se activa la transcripcién del gen correspondiente.

Como se muestra aqui y se describe con mds detalle mds abajo, la expresioén de las PKSRP (PK - 1 (SEQ ID NO:
7), PK -2 (SEQ ID NO: 8) y MPK - 1 (SEQ ID NO: 9)) en Arabidopsis thaliana le confiere a la planta un alto grado
de tolerancia a la sequia. Adicionalmente, varias PKSRP le confieren tolerancia a altas concentraciones de sal (PK - 2
(SEQ ID NO: 8) y MPK - 1 (SEQ ID NO: 9)) a esta planta.

Ademais de la introduccién de las secuencias de dcido nucleico que codifican para PKSRP dentro de plantas trans-
génicas, estas secuencias pueden ser utilizadas también para identificar que un organismo es Physcomitrella patens o
un familiar cercano de la misma. También, pueden ser utilizadas para identificar la presencia de Physcomitrella patens
o un familiar de la misma en una poblacién mezclada de microorganismos. La invencion provee las secuencias de
dcido nucleico de una cantidad de genes de Physcomitrella patens; examinando a fondo el ADN gendmico extraido
de un cultivo de una poblacién tnica o mezclada de microorganismos bajo condiciones restrictivas con una sonda que
abarca a una regién de un gen de Physcomitrella patens que es unico para este organismo, uno puede evaluar si este
organismo esta presente.

Ademéds, las moléculas de 4cido nucleico y de proteina de la invencidén pueden servir como marcadores para re-
giones especificas del genoma. Esto tiene utilidad no solamente en el mapeo del genoma, sino también en estudios
funcionales de proteinas de Physcomitrella patens. Por ejemplo, para identificar la regién del genoma a la cual se
enlaza una proteina particular de enlazamiento de ADN de Physcomitrella patens, se podria digerir el genoma de
Physcomitrella patens, e incubar los fragmentos con la proteina de enlazamiento de ADN. Aquellas que se enlazan a
la proteina pueden ser adicionalmente examinadas a fondo con las moléculas de 4cido nucleico de la invencién, prefe-
riblemente con marcadores facilmente detectables; el enlazamiento de tal molécula de 4cido nucleico al fragmento de
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genoma permite la localizacién del fragmento en el mapa del genoma de Physcomitrella patens, y, cuando se lleva a
cabo varias veces con diferentes enzimas, facilita una determinacién rdpida de la secuencia de 4cido nucleico a la cual
se enlaza la proteina. Ademads, las moléculas de dcido nucleico de la invencién pueden ser suficientemente homélogas
con las secuencias de las especies relacionadas de tal manera que estas moléculas de dcido nucleico puedan servir
como marcadores para la construccién de un mapa gendémico en musgos relacionados.

Las moléculas de dcido nucleico que codifican para PKSRP de la invencién también son titiles para estudios es-
tructurales evolutivos y de la proteina. Los procesos metabélicos y de transporte en los cuales participan las moléculas
de la invencion son utilizados por medio de una gran variedad de células procariotas y eucariotas; comparando las
secuencias de las moléculas de acido nucleico de la presente invencién con aquellas que codifican enzimas similares
de otros organismos, se puede evaluar la relevancia evolutiva de los organismos. En forma similar, tal comparacién
permite una evaluacién sobre que regiones de la secuencia estin conservadas y cuales no, lo cual puede ayudar en la
determinacion de aquellas regiones de la proteina que son esenciales para el funcionamiento de la enzima. Este tipo de
determinacidn es valiosa para los estudios de ingenieria de la proteina y pueden da una indicacién de lo que la proteina
puede tolerar en términos de mutagénesis sin perder la funcién.

La manipulacién de las moléculas de 4cido nucleico que codifican para PKSRP de la invencién puede resultar en la
produccion de las PKSRP que tienen diferencias funcionales con las PKSRP de tipo silvestre. Estas proteinas pueden
ser mejoradas en eficiencia o en actividad, pueden estar presentes en mayor cantidad que lo usual en la célula, o pueden
disminuir en eficiencia o en actividad. Existen una cantidad de mecanismos por medio de los cuales la alteracion de
una PKSRP de la invencién puede afectar directamente la respuesta al estrés y/o la tolerancia al estrés. En el caso
de plantas que expresan a las PKSRP, un mayor transporte puede conducir a una particion mejorada de sal y/o de
soluto dentro del tejido y de los érganos de la planta. Incrementado ya sea el nimero o la actividad de las moléculas
transportadoras que exportan moléculas idnicas de la célula, puede ser posible afectar la tolerancia a la sal de la célula.

El efecto de la modificacién genética en plantas, C. glutamicum, hongos, algas, o ciliados sobre la tolerancia al
estrés puede ser evaluado cultivando los microorganismos modificados o la planta bajo condiciones menos adecuadas y
luego analizando las caracteristicas de crecimiento y/o el metabolismo de la planta. Tales técnicas de andlisis son bien
conocidas por alguien capacitado en el arte, e incluyen sintesis de proteinas en peso seco, en peso himedo, sintesis
de carbohidratos, sintesis de lipidos, tasas de evapotranspiracion, rendimiento general de la planta y/o del cultivo,
floracién, reproduccidn, colocacién de la semilla, crecimiento de la raiz, tasas de respiracion, tasas de fotosintesis,
etc. (Applications of HPLC in Biochemistry en: Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology, vol.
17; Rehm y colaboradores, 1993 Biotechnology, vol. 3, Capitulo III: Product recovery and purification, paginas 469 -
714, VCH: Weinheim; Belter, P. A. y colaboradores, 1988 Bioseparations: downstream processing for biotechnology,
John Wiley and Sons; Kennedy, J. F. y Cabral, J. M. S., 1992 Recovery processes for biological materials, John Wiley
and Sons; Shaeiwitz, J. A. y Henry, J. D., 1988 Biochemical separations, en: Ulmann’s Encyclopedia of Industrial
Chemistry, vol. B3, Capiulo 11, paginas 1 - 27, VCH: Weinheim y Dechow, F. J. (1989) Separation and purification
techniques in biotechnology, Noyes Publications).

Por ejemplo, los vectores de expresion de levadura que incluyen a los 4cido nucleicos divulgados alli, o fragmentos
de los mismos, pueden ser construidos y transformados dentro de Saccharomyces cerevisiae utilizando protocolos
estandar. Las células transgénicas resultantes se pueden evaluar entonces por fallas o alteraciones de su tolerancia al
estrés por sequia, por sal y por temperatura. En forma similar, se pueden construir vectores de expresion de plantas que
incluyen a los 4cidos nucleicos divulgados alli, o fragmentos de los mismos, y transformarlos dentro de una célula de
una planta apropiada tal como Arabidopsis, soja, colza, maiz, trigo, Medicago truncatula, etc., utilizando protocolos
estandar. Las células transgénicas resultantes y/o las plantas derivadas de ellas se pueden evaluar entonces por la falla
o alteracion de su tolerancia al estrés por sequia, por sal, y por temperatura.

La modificacion por ingenieria genética de uno o més de los genes que codifican para PKSRP de la invencién puede
resultar también en las PKSRP que tienen actividades alteradas que impactan indirectamente la respuesta al estrés y/o
la tolerancia al estrés de algas, plantas, ciliados u hongos, u otros microorganismos como C. glutamicum. Por ejemplo,
el proceso bioquimico normal del metabolismo resulta en la produccién de una variedad de productos (por ejemplo,
peréxido de hidrégeno y otras especies con oxigeno reactivo) que pueden interferir activamente con estos mismos
procesos metabdlicos (por ejemplo, se sabe que el peroxinitrito nitra las cadenas laterales de tirosina), inactivando asi
a algunas enzimas que tienen tirosina en el sitio activo (Groves, J. T., 1999 Curr. Opin. Chem. Biol. 3(2): 226 - 235).
Mientras que estos productos son excretados tipicamente, se pueden alterar genéticamente células para transportar mas
productos de los que son tipicos para la célula tipo silvestre. Por medio de la optimizacién de la actividad de una o mas
de las PKSRP de la invencién que estdn involucradas en la exportacién de moléculas especificas, tal como moléculas
de sal, puede ser posible mejorar la tolerancia al estrés de la célula.

Adicionalmente, la secuencia divulgada aqui, o los fragmentos de la misma, pueden ser utilizados para generar
mutaciones desactivadas en los genomas de diferentes organismos, tales como bacterias, células de mamifero, células
de levadura, y células de plantas (Girke, T., 1998 The Plant Journal 15: 39 - 48). Las células desactivadas resultantes
pueden ser luego evaluadas por su habilidad o capacidad para tolerar diferentes condiciones de estrés, su respuesta a
diferentes condiciones de estrés, y el efecto sobre el fenotipo y/o el genotipo de la mutacién. Para otros métodos de
inactivacién génica incluir la patente estadounidense No. 6.004.804 “Non-Chimeric Mutational Vectors” y Puttaraju y
colaboradores, 1999 Spliceosome-mediated RNA trans-splicing as a tool for gene therapy Nature Biotechnology 17:
246 - 252.

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2316400 T3

Las estrategias de mutagénesis anteriormente mencionadas para las PKSRP que resulta en una mayor resistencia
al estrés no se pretendan que sean limitantes; las variaciones sobre estas estrategias serdn facilmente evidentes para
alguien capacitado en el arte. Utilizando tales estrategias, e incorporando los mecanismos divulgados aqui, se pueden
utilizar las moléculas de 4cido nucleico y de proteina de la invencidn para generar algas, ciliados, plantas, hongos u
otros microorganismos como el C. glutamicum que expresan moléculas mutadas de proteina y de dcido nucleico que
codifica para PKSRP de tal manera que se mejora la tolerancia al estrés.

La presente invencidn también provee anticuerpos que se enlazan especificamente a un polipéptido de PKSRP, o a
una porcién de la misma, como la codificada por un dcido nucleico como el divulgado aqui o como el descrito aqui.
Los anticuerpos se pueden elaborar por medio de muchos métodos conocidos. (Ver, por ejemplo, Harlow y Lane, “An-
tibodies; A Laboratory Manual” Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York, (1988)). En resumen,
se puede inyectar antigeno purificado dentro de un animal en una cantidad y en intervalos suficientes para producir una
respuesta inmune. Los anticuerpos pueden ser o bien purificados directamente, o se pueden obtener células de bazo
del animal. Se pueden fusionar luego las células con una linea de células inmortales y seleccionadas para secrecién de
anticuerpo. Se pueden utilizar los anticuerpos para seleccionar bibliotecas de clones de 4cido nucleico para células que
segregan el antigeno. Se pueden secuenciar luego aquellos clones positivos. (Ver, por ejemplo, Kelly y colaboradores,
1992 Bio/Technology 10: 163 - 167; Bebbington y colaboradores, 1992 Bio/Technology 10: 169 - 175).

Las frases “se enlaza selectivamente” y “se enlaza especificamente” con el polipéptido se refieren a una reaccién
de enlazamiento que es determinativa de la presencia de la proteina en una poblacién heterogénea de proteinas y otros
compuestos biolégicos. De este modo, bajo condiciones designadas de inmunoensayo, los anticuerpos especificados
enlazados a una proteina particular no se enlazan en una cantidad significativa a otras proteinas presentes en la muestra.
El enlazamiento selectivo a un anticuerpo bajo tales condiciones puede requerir de un anticuerpo que es seleccionado
por su especificidad para una proteina particular. Se pueden utilizar una variedad de formatos de inmunoensayo para
seleccionar anticuerpos que se enlazan selectivamente con una proteina particular. Por ejemplo, se utilizan rutinaria-
mente inmunoensayos de ELISA en fase sélida para seleccionar anticuerpos selectivamente inmunoreactivos con una
proteina. Ver Harlow y Lane “Antibodies, A Laboratory Manual” Cold Spring Harbor Publications, New York, (1988),
para una descripcion de los formatos de inmunoensayo y de las condiciones que podrian ser utilizadas para determinar
el enlazamiento selectivo.

En algunos casos, es deseable preparar anticuerpos monoclonales de diferentes huéspedes. Se puede encontrar
una descripcion de técnicas para la preparacion de tales anticuerpos monoclonales en Stites y colaboradores, editors,
“Basic and Clinical Immunology,” (Lange Medical Publications, Los Altos, Calif., Fourth Edition) y las referencias
citadas alli, y en Harlow y Lane (“Antibodies, A Laboratory Manual” Cold Spring Harbor Publications, New York,
1988).

A lo largo de toda esta solicitud se referencian diferentes publicaciones. La descripcion de todas estas publicaciones
y de aquellas referencias citadas dentro de esas publicaciones se incorpora aqui en su totalidad como referencia dentro
de esta solicitud con el propdsito de describir mas completamente el estado del arte al cual pertenece esta invencion.
Se debe entender también que lo anterior se relaciona con modalidades preferidas de la presente invencién y
que se pueden hacer numerosos cambios alli dentro sin apartarse del alcance de la invencién. La invencién se ilustra
adicionalmente por medio de los siguientes ejemplos, que no pretenden constituirse de ninguna manera en limitaciones
obligatorias del alcance de la misma.
Ejemplos
Ejemplo 1

Desarrollo de cultivos de Physcomitrella patens

Para este estudio, se utilizaron plantas de la especie Physcomitrella patens (Hedw.) B. S. G. de la coleccién de la
seccién de estudios genéticos de la Universidad de Hamburgo. Ellas se originaron a partir de la cepa 16/14 recolectada
por H. L. K. Whitehouse en Gransden Wood, Huntingdonshire (Inglaterra), la cual fue subcultivada a partir de una
espora por Engel (1968, Am. J. Bot. 55, 438 - 446). La proliferacion de las plantas se realiz6 por medio de esporas y por
medio de regeneracion de los gametofitos. El protonema desarrollado a partir de la espora haploide como un cloronema
rico en cloroplastos y un caulonema rico en cloroplastos, sobre el cual se formaron brotes aproximadamente después
de 12 dias. Estos crecieron para producir gametéforos que soportaban anteridio y arquegonio. Después de fertilizacion,
resultaron el esporofito diploide con una seta corta y la capsula de espora, en los cuales maduraron las meiosporas.

El cultivo se realizé en una cdmara climdtica a una temperatura del aire de 25°C y una intensidad de luz de 55
micromols™™ (luz blanca; tubo fluorescente Philips TL de 65W/25) y un cambio luz/oscuridad de 16/8 horas. El
musgo fue modificado también en medio de cultivo liquido utilizando medio Knop de acuerdo a Reski y Abel (1985,
Planta 165: 354 - 358) o fue cultivado sobre medio s6lido Knop utilizando agar Oxoid al 1% (Unipath, Basingstoke,
Inglaterra). Se cultivaron los protonemas utilizados para el aislamiento de ARN y ADN en cultivos liquidos aireados.
Los protonemas fueron desmenuzados cada 9 dias y transferidos a medio de cultivo fresco.
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Ejemplo 2
Aislamiento del ADN total de las plantas

Los detalles para el aislamiento del ADN total se relacionan con la elaboracién de un gramo de peso fresco del
material de la planta. Los materiales utilizados incluyen los siguientes amortiguadores: amortiguador CTAB: bromu-
ro de N-cetil-N,N,N-trimetilamonio al 2% (p/v) (CTAB); Tris HCl 100 mM pH 8,0; NaCl 1,4 M; EDTA 20 mM;
amortiguador N-Laurilsarcosina: N-laurilsarcosina al 10% (p/v); Tris HC1 100 mM pH 8,0; EDTA 20 mM.

Se tritur6 el material de la planta bajo nitrégeno liquido en un mortero para producir un polvo fino y se lo transfirié a
recipientes Eppendorf de 2 ml. Se cubrid luego el material congelado de la planta con una capa de 1 ml de amortiguador
de descomposicién (1 ml de amortiguador CTAB, 100 ul de amortiguador N-laurilsarcosina, 20 ul de S-mercaptoetanol
y 10 ul de solucién de proteinasa K, 10 mg/ml) y se lo incub6 a 60°C durante una hora con agitacién continua.
El homogenato obtenido fue distribuido en dos recipientes Eppendorf (2 ml) y se extrajo dos veces por medio de
agitacion con el mismo volumen de cloroformo/alcohol isoamilico (24:1). Para la separacion de fases, se llevd a
cabo una centrifugacién a 8000 x g y a temperatura ambiente durante 15 minutos en cada caso. Se precipitd luego
el ADN a -70°C durante 30 min utilizando isopropanol enfriado sobre hielo. E1 ADN precipitado fue sedimentado a
4°Cy 10.000 g durante 30 minutos y resuspendido en 180 ul del amortiguador TE (Sambrook y colaboradores, 1989,
Cold Spring Harbor Laboratory Press: ISBN 0-87969-309-6). Para purificacién adicional, se traté el ADN con NaCl
(concentracién final 1,2 M) y se precipité nuevamente a -70°C durante 30 minutos utilizando dos veces el volumen de
etanol absoluto. Después de una etapa de lavado con etanol al 70%, se sec6 el ADN y posteriormente se lo recogié
en 50 ul de H,O + ARNasa (concentracién final 50 mg/ml). Se disolvié el ADN durante la noche a 4°C y se llevé
a cabo posteriormente la digestién con la ARNasa a 37°C durante 1 hora. El almacenamiento del ADN tuvo lugar
a4°C.

Ejemplo 3

Aislamiento del ARN total y construccion de la biblioteca de ADNc y de ARN de poli-(A)* de Physcomitrella patens

Para la investigacion de los transcriptos, se aislaron tanto el ARN total como el ARN de poly-(A)*. Se obtuvo el
ARN total de protonemas de tipo silvestre de 9 dias de edad siguiendo el método GTC (Reski y colaboradores 1994,
Mol. Gen. Genet., 244: 352 - 359). Se aisl6 el ARN de Poli(A)* utilizando Dyna BeadsR (Dynal, Oslo, Noruega)
siguiendo las instrucciones del protocolo de los fabricantes. Después de la determinacién de la concentracién del
ARN o del ARN de poli(A)*, se precipité el ARN por medio de la adicién de 1/10 volimenes de acetato de sodio 3 M
pH 4,6 y 2 volumenes de etanol y se almacené a -70°C.

Para la construccién de la biblioteca de ADNCc, se logré la sintesis de la primera hebra utilizando transcriptasa
inversa del Virus de Leucemia de Mdrido (Roche, Mannheim, Alemania) y oligo-d(T)-iniciadores, la sintesis de la
segunda hebra por medio de incubaciéon con ADN polimerasa I, enzima Klenow y digestion con ARNasaH a 12°C
(2 horas), 16°C (1 hora) y 22°C (1 hora). Se detuvo la reaccién por medio de incubacién a 65°C (10 minutos) y
posteriormente se transfirié sobre hielo. Se embotaron las moléculas de ADN bicatenario por medio de la T4-ADN-
polimerasa (Roche, Mannheim) a 37°C (30 minutos). Se removieron los nucleétidos por medio de extracciéon con
fenol/cloroformo y columnas espin G50 de Sefadex. Se ligaron adaptadores de EcoRI (Pharmacia, Friburgo, Alemania)
a los extremos del ADNc por medio de T4-ADN-ligasa (Roche, 12°C, durante la noche) y se fosforilé por medio
de incubacién con polinucleétido quinasa (Roche, 37°C, 30 minutos). Se sometié esta mezcla a separacién sobre
un gel de agarosa de bajo punto de fusién. Se eluyeron del gel las moléculas de ADN mayores de 300 pares de
bases, se extrajo con fenol, se concentrd sobre columnas Elutip-D (Schleicher & Schuell, Dassel, Alemania) y se
las ligé a los brazos del vector y se las empacé en fagos lambda ZAPII o en fagos lambda ZAPExpress utilizando
el Kit Gigapack Gold (Stratagene, Amsterdam, Holanda) utilizando material y siguiendo las instrucciones del fa-
bricante.

Ejemplo 4

Secuenciacion y anotacion de la funcion de los EST de Physcomitrella patens

Se utilizaron bibliotecas de ADNc como las descritas en el Ejemplo 3 para la secuenciacién del ADN de acuerdo
con métodos estandar, y en particular, por medio del método de terminacién de la cadena utilizando el Kit ABI PRISM
Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction (Perkin-Elmer, Weiterstadt, Alemania). Se llevé a cabo una
secuenciacion aleatoria posterior a la recuperacion preparativa del plasmido de las bibliotecas de ADNCc a través del
corte de masa in vivo, nueva transformacion, y posterior siembra en placa de DH10B sobre palcas de agar (material y
detalles del protocolo de Stratagene, Amsterdam, Holanda. Se preparé ADN de plasmido a partir de cultivos de E. coli
que se desarrollaron durante la noche cultivados en medio de Caldo Luria que contiene ampicilina (ver Sambrook y
colaboradores, 1989 Cold Spring Harbor Laboratory Press: ISBN 0-87969-309-6) sobre un robot de una preparacion
de ADN de Qiagene (Qiagen, Hilden) de acuerdo con los protocolos del fabricante. Se utilizaron los iniciadores de
secuenciacion con las siguientes secuencias de nucle6tidos:
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5’-CAGGAAACAGCTATGACC-3’ SEQ ID NO: 10
5’-CTAAAGGGAACAAAAGCTG-3> SEQIDNO: 11

5’-TGTAAAACGACGGCCAGT-3’ SEQ ID NO: 12

Se procesaron y anotaron las secuencias utilizando el paquete de software EST-MAX suministrado comercial-
mente por Bio-Max (Munich, Alemania). El programa incorpora practicamente todos los métodos bioinformaticos
importantes para la caracterizacién funcional y estructural de secuencias de proteina. Para referencia, el sitio web
en pedant.mips.biochem.mpg.de. Los algoritmos mds importantes incorporados en EST-MAX son: FASTA: Busque-
das muy sensibles en bases de datos de secuencia con estimados de significancia estadistica; Pearson W. R. (1990)
Rapid and sensitive sequence comparison with FASTP and FASTA. Methods Enzymol. 183: 63 - 98; BLAST: Bus-
quedas muy sensibles en bases de datos de secuencia con estimados de significancia estadistica. Altschul S. F., Gish
W., Miller W., Myers E. W., y Lipman D.J. Basic local alignment search tool. Journal of Molecular Biology 215:
403 - 10; PREDATOR: Prediccién muy precisa de la estructura secundaria de secuencias miiltiples e individuales.
Frishman, D. y Argos, P. (1997) Precisién del 75% en la prediccion de la estructura secundaria de la proteina. Pro-
teins, 27: 329 - 335; CLUSTALW: Alineacién mdltiple de secuencia. Thompson, J. D., Higgins, D. G. y Gibson,
T.J. (1994) CLUSTAL W: mejorando la sensibilidad de la alineacién progresiva de secuencias mdltiples a través de
ponderacién de la secuencia, penalizaciones de vacios en posiciones especificas y escogencia del peso de la matriz.
Nucleic Acids Research, 22: 4673 - 4680; TMAP: Prediccion de la region transmembrana a partir de la multiplica-
cion de las secuencias alineadas. Persson, B. y Argos, P. (1994) Prediction of transmembrane segments in proteins
utilizing multiple sequence alignments. J. Mol. Biol. 237: 182 - 192; ALOM2: Prediccién de la regién transmem-
brana a partir de secuencias individuales. Klein, P., Kanehisa, M., y DeLisi, C. Prediction of protein function from
sequence properties: A discriminate analysis of a database. Biochim. Biophys. Acta 787: 221 - 226 (1984). Versi6n
2 por el Dr. K. Nakai; PROSEARCH: Deteccion de los patronews de secuencia de la proteina PROSTTE. Kola-
kowski L. F. Jr., Leunissen J. A. M., Smith J. E. (1992) ProSearch: fast searching of protein sequences with regular
expression patterns related to protein structure and function. Biotechniques 13, 919 - 921; BLIMPS: Busqueda de
similitudes contra una base de datos de bloques sin vacios. J. C. Wallace y Henikoff S., (1992); PATMAT: A searching
and extraction program for sequence, pattern and block queries and databases, CABIOS 8: 249 - 254. Escrito por
Bill Alford.

Ejemplo 5

Identificacion del ORF de Physcomitrella patens correspondiente a PpPK-1, PpPK-2 y PpMPK-1

Se identificé el ADNCc parcial de Physcomitrella patens (las EST) mostrado en la Tabla 1 mds abajo en el programa
de secuenciacién EST de Physcomitrella patens utilizando el programa EST-MAX a través del andlisis BLAST. (Las
Tablas 2 - 4 muestran algunos de los resultados). Los Nimeros de Identificacién de la Secuencia correspondiente
a estas EST son los siguientes: PpPK - 1 (SEQ ID NO: 1); PpPK - 2 (SEQ ID NO: 2) y PpMPK - 1 (SEQ ID
NO: 3). Estos clones particulares fueron escogidos para andlisis adicionales ya que ellos codifican para proteinas
quinasas.

TABLA 1
Categoria Funcional | Funcién Codigo de Secuencia | Posicion del ORF | Nombre
Proteina Quinasa MAP quinasa S_pp004047334r- 1-560 PpMPK-1
proteina quinasa de s_pp004012036r 1-467 PpPK-2
serina/treonina
serina/treonina s_pp004005088r 1-324 PpK-1
quinasa
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TABLA 2

Grado de Identidad y Similitud de los Aminoacidos de PpPK-1 y de Otras Proteinas Homélogas (se
utilizé el programa GCG Gap: penalizacién por vacio: 10; penalizacion por extension del vacio: 0,1;
matriz de la puntuacién: blosumé62).

Swiss-Prot | 024342 Q9ZVD9 QIMAMI1 Q9LDI3 QILKCI

#

Nombre de | Serina/Treonina | Proteina T25K16.13 Proteina Proteina quinasa

la proteina | Quinasa quinasa quinasa de 3 que interactia
putativa de Serina/Trionina | con CBL
Serina/Trionina S0OS2

Especie Sorghum biclor | Arabidopsis Arabidopsis Arabidopsis Arabidopsis

(Sorgo) thaliana thaliana thaliana thaliana

(berro oreja de | (berro oreja de | (berro orejade | (berro oreja de
ratén) raton) raton) ratén)

% de 66% 62% 64% 55% 55%

identidad

% de 78% 76% 75% 69% 67%

similitud

TABLA 3

Grado de Identidad y Similitud de los Aminoacidos de PpPK-2 y de Otras Proteinas Homélogas (se
utilizé el programa GCG Gap: penalizacion por vacio: 10; penalizacién por extension del vacio: 0,1;

matriz de la puntuacién: blosum62).

Swiss-Prot | Q9LZ05 Q9LZ96 Q9LJUS P43293 004245
#
Nombre de Tipo proteina Proteina Proteina tipo | Proteina Proteina quinasa
la proteina | quinasa quinasa NAK | proteina quinasa NAK | de Ser/Thr tipo
especifica de quinasa probable de NAK putativa
Serina/Trionina | receptora Serina/Trionina
Especie Arabidopsis Arabidopsis Arabidopsis Arabidopsis Arabidopsis
thaliana thaliana thaliana thaliana thaliana
(berro orejade. | (berro oreja de | (berro oreja de | (berro oreja de | (berfo oreja de
raton) raton) raton) raton) ratén)
% de 32% 32% 32% 32% 28%
identidad
% de 43% 41% 41% 41% 35%
similitud
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TABLA 4
Grado de Identidad y Similitud de los Aminoacidos de PpMPK-1 y de Otras Proteinas Homologas (se
utiliz6 el programa GCG Gap: penalizacion por vacio: 10; penalizacion por extension del vacio: 0,1;
matriz de la puntuacion: blosum62).

Swiss-Prot | Q06060 Q39024 Q40532 Q9M136 QIM534

#

Nombre de | Homologo D5 | Homoélogo 4 de | Homoélogo MAP quinasa 4 | Proteina quinasa

la proteina | de proteina proteina NTF4 de activada por
quinasa quinasa proteina mitégeno
activada por activada por quinasa
mitégeno mitégeno activada por

mitogeno

Especie Pisum sativum | Arabidopsis Nicotiana Arabidopsis Euphorbiaesula
(Guisante de thaliana tabacum thaliana (Lechetrezna)
jardin) (berro orejade | (Tabaco (berro oreja de

raton) comiin) raton)

% de 45% 45% 44% 45% 44%

identidad

% de 53% 52% 53% 52% 53%

similitud ‘

Ejemplo 6

Clonacion del ADNc de longitud completa de Physcomitrella patens que codifica para PpPK-1, PpPK-2 y PPMPK-1

Para aislar los clones que codifican para PpPK-1, PpPK-2 y PpMPK-1 de Physcomitrella patens, se crearon bi-
bliotecas de ADNc con un kit de Amplificacién de ADNc de SMART RACE (ClonTech Laboratories) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se utilizé el ARN total aislado como se describe en el Ejemplo 3 como el molde. Los
oligos disefiados para RACE se muestran en la Tabla 2. Se trataron los cultivos antes del aislamiento del ARN de la
siguiente manera: Estrés por Sal: 2, 6, 12, 24, 48 h con medio suplementado con NaCl 1M; Estrés por Frio: 4°C para
los mismos periodos de tiempo que para la sal; Estrés por Sequia: se incubaron los cultivos sobre papel de filtro seco
durante los mismos periodos de tiempo anteriores.

TABLA 5

Esquema e iniciadores utilizados para clonacién de clones de longitud completa
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Gen Sitios Método de Iniciadores para Race Iniciador para RT-PCR
finales en el | aislamiento
producto
PpPK-1 Xmal/Sacl 5 RACE y RT- | RC077 (SEQ ID NO: 13) | RC096 (SEQ ID NO: 14)
PCRparaclon | S’CCGGGCTCCTGAC | 5’ATCCCGGGCGTTC
de Longitud GAGAACCAAGGA AAGCAGGTGAATAT
completa GACAAC

RC097 (SEQ ID NO: 15)
3’ ATGAGCTCGGGCA
CTTCACAGCACGGG
CATAT
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TABLA 5 (continuacion)

Esquema e iniciadores utilizados para clonacion de clones de longitud completa
| Gen Sitios Método de | Iniciadores para Race | Iniciader para RT-PCR
finales en el | aislamiento
producto
PpPK-2 Xmal/Hpal | 5> RACEyRT- | RC051 (SEQ ID NO: 15) | RC156 (SEQ ID NO: 16)
PCRparaclon | 5’GCCCCCTTCGCCG | 5’ATCCCGGGCGCGC
de Longitud ACTACATTATCAY’ ACAATTTCAGTTGG
completa GAATCA
RC157 (SEQIDNO: 17)
5’GCGTTAACGCCCG
CAAAGGTCAAAACA
GGCGTGG
PpMPK-1 | Xmal/Hpal | 5’ RACEyRT- | RC074 (SEQ ID NO: 18) | RC100 (SEQ ID NO: 19)
PCR paraclon | 5’GCCGCTGTGTACA | 5’ATCCCGGGCGGTT
de Longitud TTCGGCTCCCAAG TGGACACGATGTTC
completa CAGTCC
RC101 (SEQ ID NO: 20)
S’GCGTTAACTAACC
GCGTTTAAGTCCCT
CAAC

Protocolo de 5° RACE

Las secuencias EST PpPK-1 (SEQ ID NO: 1), PpPK-2 (SEQ ID NO: 2) y PpMPK-1 (SEQ ID NO: 3) identificadas
a partir de la bisqueda en la base de datos como se describe en el Ejemplo 4fueron utilizadas para disefiar oligos para
RACE (ver Tabla 5). Las secuencias extendidas para estos genes fueron obtenidas llevando a cabo una Amplificacién
Raépida de los Extremos del ADNCc por reaccién en cadena de la polimerasa (RACE PCR) utilizando el kit para PCR
Advantage 2 (Clontech Laboratories) y el kit de amplificaciéon del ADNc SMART RACE (Clontech Laboratories)
utilizando un Termociclador Biometra T3 siguiendo las instrucciones del fabricante. Las secuencias obtenidas a partir
de las reacciones de RACE correspondieron con las regiones de codificacién de longitud completa de PpPK-1, PpPK-
2 y PpMPK-1 y se las utilizé para disefiar oligos para clonacién de longitud completa de los genes respectivos (ver
mads abajo amplificacién de longitud completa).

Amplificacion de Longitud Completa

Se obtuvieron los clones de longitud completa de PpPK-1 (SEQ ID NO: 4), PpPK-2 (SEQ ID NO: 5) y PpMPK-
1 (SEQ ID NO: 6) llevando a cabo una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) con iniciadores especificos del
gen (ver Tabla 5) y la EST original como el molde. Las condiciones para la reaccién fueron condiciones estandar
con PWO ADN polimerasa (Roche). La PCR se realizé de acuerdo con condiciones estdndar y con los protocolos
del fabricante (Sambrook y colaboradores, 1989. Molecular Cloning, A Laboratory Manual. 2nd Edition. Cold Spring
Harbor Laboratory Press. Cold Spring Harbor, NY, Biometra T3 Thermocycler). Los pardmatros para la reaccién
fueron: cinco minutos a 94°C seguido por cinco ciclos de un minuto a 94°C, un minuto a 50°C y 1,5 minutos a 72°C.
Esto fue seguido por veinticinco ciclos de un minuto a 94°C, un minuto a 65°C y 1,5 minutos a 72°C.

Se extrajeron los fragmentos amplificados del gel de agarosa con el kit de Extraccion en Gel QIAquick (Qiagen)
y ligados dentro del vector TOPO pCR 2.1 (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se transformaron
los vectores recombinantes dentro de células Top 10 (Invitrogen) utilizando condiciones estdndar (Sambrook y cola-
boradores, 1989. Molecular Cloning, A Laboratory Manual. 2nd Edition. Cold Spring Harbor Laboratory Press. Cold
Spring Harbor, NY). Se seleccionaron las células transformadas sobre agar LB que contenia 100 mg/ml de carbenici-
lina, 0,8 mg de X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-3-D-galactosido) y 0,8 mg de IPTG (isopropiltio-3-D-galactosido)
que crecieron durante la noche a 37°C. Se seleccionaron las colonias de color blanco y se las utiliz6 para inocular 3
ml de LB liquido que contenia 100 pg/ml de ampicilina que crecieron durante la noche a 37°C. Se extrajo el ADN del
plasmido utilizando el Kit QIAprep Spin Miniprep (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los andlisis
de clones posteriores y el mapeo de restriccion se realizaron de acuerdo con técnicas estdndar de biologia molecu-
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lar (Sambrook y colaboradores, 1989. Molecular Cloning, A Laboratory Manual. 2nd Edition. Cold Spring Harbor
Laboratory Press. Cold Spring Harbor, NY).

Ejemplo 7

Modificacion por ingenieria genética de plantas de Arabidopsis tolerantes al estrés por sobreexpresion de los genes
PpPK-1, PpPK-2 y PPMPK-1

Construccion del vector binario: pGMSG

Se digiri6 el vector pPLMNCS53 (Mankin, 2000, tesis de Doctorado) con HindIII (Roche) y se rellené el extremo
romo con enzima Klenow y los dNTP 0,1 mM (Roche) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Se extrajo
este fragmento del gel de agarosa con un Kit QIAquick Gel Extraction (Qiagen) de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. Se digiri6 luego el fragmento purificado con EcoRI (Roche) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Se
extrajo este fragmento del gel de agarosa con un Kit QIAquick Gel Extraction (Qiagen) de acuerdo a las instrucciones
del fabricante. El fragmento resultante de 1,4 kilobases, el casete de gentamicina, incluia al promotor nos, al gen aacCI
y al terminador g7.

Se digiri6 el vector pBlueScript con EcoRI y Smal (Roche) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Se
extrajo el fragmento resultante del gel de agarosa gel con un Kit QIAquick Gel Extraction (Qiagen) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. Se ligaron el vector pBlueScript digerido y los fragmentos del casete de gentamicina con
la T4 ADN Ligasa (Roche) de acuerdo a las instrucciones del fabricante, uniendo los dos sitios EcoRI respectivos y
uniendo el extremo romo del sitio HindIII con el sitio Smal.

Se transformo el vector recombinante (pGMBS) dentro de células Top10 (Invitrogen) utilizando condiciones es-
tdndar. Se seleccionaron las células transformadas sobre agar LB que contenia 100 ug/ml de carbenicilina, 0,8 mg de
X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-g8-D-galactésido) y 0,8 mg de IPTG (isopropiltio-3-D-galactésido), que crecieron
durante la noche a 37°C. Se seleccionaron las colonias blancas y se las utiliz6 para inocular 3 ml de LB liquido que
contenfa 100 ug/ml de ampicilina y crecieron durante la noche a 37°C. Se extrajo el ADN del plasmido utilizando el
Kit QIAprep Spin Miniprep (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se llevaron a cabo los andlisis de los
clones subsiguientes y el mapeo de restriccidén de acuerdo con técnicas estandar de biologia molecular (Sambrook y
colaboradores, 1989. Molecular Cloning, A Laboratory Manual. 2da Edicién. Cold Spring Harbor Laboratory Press.
Cold Spring Harbor, NY).

Se digirieron tanto el vector pGMBS como el vector plbxSuperGUS con Xbal y Kpnl (Roche) de acuerdo a
las instrucciones del fabricante, cortando el casete de gentamicina de pGMBS y produciendo la columna vertebral del
vector p1bxSuperGUS. Se extrajeron los fragmentos resultantes del gel de agarosa con un Kit QIAquick Gel Extraction
(Qiagen) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Se ligaron estos dos fragmentos con la T4 ADN ligasa (Roche)
de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Se transform¢ el vector recombinante resultante (pGMSG) dentro de células Top10 (Invitrogen) utilizando condi-
ciones estandar. Se seleccionaron las células transformadas sobre agar LB que contenia 100 ug/ml de carbenicilina,
0,8 mg de X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-3-D-galactdsido) y 0,8 mg de IPTG (isopropiltio-8-D-galactésido), y cre-
cieron durante la noche a 37°C. Se seleccionaron las colonias blancas y se las utiliz6 para inocular 3 ml de LB liquido
que contenia 100 pg/ml de ampicilina y crecieron durante la noche a 37°C. Se extrajo el ADN del pldsmido utilizando
el Kit QIAprep Spin Miniprep (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se llevaron a cabo los andlisis de
los clones subsiguientes y el mapeo de restriccién de acuerdo con técnicas estdndar de biologia molecular (Sambrook
y colaboradores, 1989. Molecular Cloning, A Laboratory Manual. 2da Edicién. Cold Spring Harbor Laboratory Press.
Cold Spring Harbor, NY).

Subclonacion de PpPK-1, PpPK-2 y PpMPK-1 dentro del vector binario

Se subclonaron los fragmentos que contenian a los diferentes genes como los de la proteina quinasa de Physcomi-
trella patens de los vectores recombinantes PCR2.1 TOPO por medio de digestion doble enzimas de restriccién (ver
Tabla 6) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Se cort6 el fragmento subsiguiente del gel de agarosa con un
Kit de Extraccion QIAquick Gel (QIAgen) de acuerdo a las instrucciones del fabricante y se lo ligé dentro del vector
binario pPGMSG, se lo escindi6 con enzimas apropiadas (ver Tabla 6) y se lo desfosforilé antes de la ligacién. El vector
pGMSG recombinante resultante contenia al correspondiente factor de transcripcion en la orientacién sentido bajo
control del siper promotor constitutivo.
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TABLA 6
Nombres de las diferentes construcciones de las proteinas del tipo de la proteina quinasa de
Physcomitrella patens utilizadas para la transformacion de la planta
Gen Enzimas utilizadas para Enzimas utilizadas para Constructo del Vector
generar el fragmento génico | restringir a pGMSG Binario
PpPK-1 Xmal/Sacl Xmal/Sacl PBPSLVMO004
PpPK-2 Xmal/Hpal Xmal/Ec1136 PBPSLVMO005
PpMPK-1 | Xmal/Hpal Xmal/Ec1136 PBPSLVMO06

Transformacion de Agrobacterium

Se transformaron los vectores recombinantes dentro de Agrobacterium tumefaciens C58C1 y PMP90 de acuerdo a
condiciones estandar (Hoefgen y Willmitzer, 1990).

Transformacion de la Planta

Se cultivaron y transformaron los ecotipos C24 de Arabidopsis thaliana de acuerdo a condiciones estdndar (Bech-
told 1993, Acad. Sci. Paris. 316: 1194 - 1199; Bent y colaboradores, 1994, Science 265: 1856 - 1860).

Seleccion de las Plantas Transformadas

Se esterilizaron semillas T1 de acuerdo a protocolos estdndar (Xiong y colaboradores, 1999, Plant Molecular Bio-
logy Reporter 17: 159 - 170). Se sembraron en placa las semillas sobre medio dd agar MS al 0,6% agar suplementado
con sacarosa al 1%, 150 pug/ml de gentamicina (Sigma-Aldrich) y 2 ug/ml de benomil (Sigma-Aldrich). Se aceleré el
proceso de maduracién de las semillas sobre las placas durante 4 dias a 4°C. Se germinaron las semillas en una cdmara
climdtica a una temperatura del aire de 22°C y una intensidad de luz de 40 micromols™'™ (luz blanca; tubo fluorescente
Philips TL de 65W/25) y un ciclo diario repartido entre 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad. Se seleccionaron las
plantulas transformadas después de 14 dias y se las transfirié a placas con agar MS al 0,6% agar suplementado con
sacarosa al 1% y se les permitié recuperarse durante cinco - siete dias.

Seleccion por Tolerancia a la Sequia

Se transfirieron las plantulas T1 a un papel filtro estéril seco en una caja de Petri y se les permiti6 secarse durante
dos horas co una RH del 80% (humedad relativa) en una Cabina de Crecimiento Sanyo MLR-350H, micromols~'™?
(luz blanca; tubo fluorescente Philips TL de 65W/25). Se disminuyé luego la RH hasta un 60% y se secaron las
plantulas durante ocho horas mds. Se removieron luego las plantulas y se las colocé sobre placas con agar MS al 0,6%
suplementado con 2 ug/ml de benomil y se contabilizé después de cinco dias.

Los resultados de la seleccién por tolerancia a la sequia en plantas de Arabidopsis thaliana que sobreexpresan a la
proteinas del tipo de la Proteina Quinasa se muestran en la Tabla 7. Es notable que estos andlisis de hubieran llevado a
cabo con plantas T1 ya que los resultados deberian ser mejores cuando se encuentra un expresador homozigoto fuerte.

TABLA 7
Resumen de las pruebas de estrés por sequia
Nombre del Gen | Prueba de Estrés por Sequia
Numero de sobrevivientes | Nimero total de plantas | Porcentaje de
sobrevivientes

PpPK-1 2 4 50%
PpPK-2 10 12 84%
PpMPK-1 23 25 92%
Control 18 84 21%
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Seleccion por Tolerancia a la Sal

Se transfirieron las plantulas a papel filtro remojado en medio MS y se las coloc6 sobre medio de agar MS al 0,6%
suplementado con 2 pg/ml de benomil la noche anterior a la seleccién por tolerancia a la sal. Para la seleccioén por
tolerancia a la sal, se movié el papel filtro con las plantulas hasta pilas de papel filtro estéril, remojado en NaCl 50 mM,
en una caja de Petri. Después de dos horas, se movi6 el papel filtro con las pldntulas hasta pilas de papel filtro estéril,
remojadas con NaCl 200 mM, en una caja de Petri. Después de dos horas, se movi6 el papel filtro con las plantulas
hasta pilas de papel filtro estéril, remojadas en NaCl 600 mM, en una caja de Petri. Después de 10 horas, se movieron
las plantulas hasta las cajas de Petri que contenian medio agar MS al 0,6% suplementado con 2 ug/ml de benomil. Se
contabilizaron las plantulas después de 5 dias.

Los resultados de la seleccién por tolerancia a la sal en plantas de Arabidopsis thaliana que sobreexpresan a
las proteinas del tipo de la Proteina Quinasa se muestran en la Tabla 8. Es notable que estos andlisis se hubieran
realizado con plantas T1 ya que los resultados deberian ser mejores cuando se encuentra un expresador homozigoto
fuerte.

TABLA 8

Resumen de las pruebas de estrés por sal
Nombre del Gen | Prueba de Estrés por Sal

Numero de sobrevivientes | Niimero total de plantas | Porcentaje de
sobrevivientes
PpPK-2 5 8 62%
PpMPK-1 14 25 56%
Control 4 43 9%

Seleccion por Tolerancia a la Congelacion

Se movieron las plantulas hasta cajas de Petri que contenian agar MS al 0,6% suplementado con sacarosa al 2%
y 2 ug/ml de benomil. Después de cuatro dias, se incubaron las plantulas a 4°C durante 1 hora y luego se las cubri6
con hielo raspado. Se colocaron luego las plantulas en una Cdmara Ambiental Environmental Specialist ES2000 y se
incub6 durante 3,5 horas comenzando a -1,0°C disminuyendo -1°C por hora. Se incubaron luego las plantulas a -5,0°C
durante 24 horas y luego se les permiti6é descongelarse a 5°C durante 12 horas. Se retiré el agua y se contabilizaron las
plantulas después de 5 dias. Se seleccionan luego las plantas transgénicas por su mayor tolerancia al frio demostrando
que la expresion transgénica confiere tolerancia al frio.

Ejemplo 8
Deteccion de los transgenes PpPK-1, PpPK-2 y PpMPK-1 en las lineas transgénicas de Arabidopsis

Se homogeniz6 una hoja de una planta transgénica y otra de tipo silvestre de Arabidopsis en 250 ul de amortiguador
de bromuro de hexadeciltrimetil amonio (CTAB) (CTAB al 2%, NaCl 1,4 M, EDTA 8§ mM y Tris 20 mM pH 8,0) y
1 ul de B-mercaptoetanol. Se incubaron las muestras a 60 - 65°C durante 30 minutos y se afiadieron luego 250 ul de
Cloroformo a cada muestra. Se sometieron las muestras a agitacién tipo vortice durante 3 minutos y se centrifugd
durante 5 minutos a 18.000 x g. Se retir6 el sobrenadante de cada muestra y se afiadieron 150 ul de isopropanol. Se
incubaron las muestras a temperatura ambiente durante 15 minutos, y se centrifugd durante 10 minutos a 18.000 x g. Se
lavé cada precipitador con etanol al 70%, se secd, y se resuspendié en 20 ul de TE. Se utilizaron 4 w1 de la suspension
anterior en 20 ul de una reacciéon PCR utilizando una Taqg ADN polimerasa (Roche Molecular Bio Chemicals) de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. Se utiliz6 un pldsmido de vector binario que contenia a cada gen STA como
control positivo, y se utilizé el ADN gendémico C24 de tipo silvestre como control negativo en las reacciones PCR. Se
analizaron 10 ul de la reaccién PCR sobre gel de agarosa al 0,8% - bromuro de etidio.

Notablemente, se amplificaron exitosamente los transgenes a partir de las lineas transgénicas T1, pero no a partir
de C24 de tipo silvestre. Estos resultados indican que las plantas transgénicas T1 contienen al menos una copia de
los transgenes. No hubo indicacién de la existencia de otra idéntica o muy similar en el control no transformado de
Arabidopsis thaliana que pudiera ser amplificada por medio de este método.
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PpPK-1

Los iniciadores utilizados en las reacciones fueron:
5’CTAGTAACATAGATGACACC3’ SEQ ID NO: 21

5’ATCCCGGGCGTTCAAGCAGGTGAATATGACAAC3’ SEQID NO: 22

El programa para la PCR fue el siguiente: 30 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 62°C y 4 minutos a 72°C,
seguido de 10 minutos a 72°C. Se produjo un fragmento de 1,6 kb a partir del control positivo y las plantas transgénicas.

PpPK-2

Los iniciadores utilizados en las reacciones fueron:

5S’GAATAGATACGCTGACACGC3’ SEQ ID NO: 23

5’ GCGTTAACGCCCGCAAAGGTCAAAACAGGCGTGG3® SEQID NO: 24

Se utilizaron los iniciadores en la primera vuelta de las reacciones con el siguiente programa: 30 ciclos de 1 minuto
a 94°C, 1 minuto a 62°C y 4 minutos a 72°C, seguido de 10 minutos a 72°C. Luego se amplific6 nuevamente 1 ul de la
reaccién anterior en una reaccion de 20 ul utilizando los siguientes iniciadores en el mismo programa:

5’ATCCCGGGCGCGCACAATTTCAGTTGGGAATCAZ’ SEQ ID NO: 25

5’ GCGTTAACGCCCGCAAAGGTCAAAACAGGCGTGG3® SEQID NO: 24

Se generd un fragmento de 2,0 kb a partir del control positivo y las plantas transgénicas T1.

PpMPK-1

Los iniciadores utilizados en las reacciones fueron:
5’ ATCCCGGGCGGTTTGGACACGATGTTCCAGTCC3” SEQ ID NO: 26

5’GCGTTAACTAACCGCGTTTAAGTCCCTCAAC3’ SEQ ID NO: 27

El programa para la PCR fue el siguiente: 30 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 62°C y 4 minutos a 72°C,
seguido de 10 minutos a 72°C. Se produjo un fragmento de 1,6 kb a partir del control positivo y las plantas transgénicas.

Ejemplo 9
Deteccion del ARNm de los transgenes PpPK-1, PpPK-2 y PpMPK-1 en lineas transgénicas de Arabidopsis

Se detect6 la expresion del transgen utilizando RT-PCR. Se aislé el ARN total de las plantas tratadas por estrés
utilizando un procedimiento adaptado de (Verwoerd y colaboradores, 1989. NAR 17: 2362). Se recolectaron muestras
de hojas (50 - 100 mg) y se las moli6 hasta un polvo fino en nitrégeno liquido. Se resuspendié el tejido molido en 500
(1 de una mezcla 1:1 a 80°C, de fenol con respecto al amortiguador de extraccién (LiCl 100 mM, Tris 100 mM pH 8,
EDTA 10 mM, SDS al 1%), seguido por una breve agitacion tipo vértice para efectuar la mezcla. Después de la adicién
de 250 ul de cloroformo, se sometié brevemente a agitacion tipo vortice a cada muestra. Se centrifugaron luego las
muestras durante 5 minutos a 12.000 x g. Se removid la fase acuosa superior a un tubo eppendorf fresco. Se precipitd
el ARN por medio de la adicién de 1/10 de volumen de acetato de sodio 3 M y de 2 volimenes de etanol al 95%. Se
mezclaron las muestras por medio de inversion del tubo y se las colocé sobre hielo durante 30 minutos. Se precipité el
ARN por medio de centrifugacién a 12.000 x g durante 10 minutos. Se removié el sobrenadante y se secé brevemente
el precipitado. Se resuspendio el precipitador de la muestra de ARN en 10 ul de agua tratada con DEPC. Para remover
el ADN contaminante de las muestras, cada una fue tratada con DNasa libre de RNasa (Roche) de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante. Se sintetiz6 el ADNCc a partir del ARN total utilizando el kit de sintesis de ADNc de la
primera hebra (Boehringer Mannheim) siguiendo las recomendaciones del fabricante. Se llevé a cabo la amplificacién
PCR de un fragmento especificos del gen del ADNc sintetizado utilizando Taq ADN polimerasa (Roche) e iniciadores
especificos del gen (ver Tabla 5 para los iniciadores) en la siguiente reaccién: amortiguador PCR 1X, MgCl, 1,5
mM, cada iniciador 0,2 uM, los dNTP 0,2 uM, 1 unidad de polimerasa, 5 ul de ADNc de la reaccion de sintesis. Se
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llevo a cabo la amplificacién bajo las siguientes condiciones: Desnaturalizacién, 95°C, 1 minuto; hibridacién, 62°C,
30 segundos; extensién, 72°C, 1 minuto, 35 ciclos; extensién, 72°C, 5 minutos; mantener, 4°C, todo el tiempo. Se
corrieron los productos PCR sobre un gel de agarosa al 1%, se coloreé con bromuro de etidio, y se visualizé bajo luz
UV utilizando el sistema de documentacién en gel Quantity-One (Bio-Rad).

Se detectd la expresion de los transgenes en la linea transgénica T1. Estos resultados indican que los transgenes
se expresan en las lineas transgénicas y sugiere fuertemente que su producto génico mejor6 la tolerancia al estrés de
las plantas en las lineas transgénicas. De acuerdo con lo establecido previamente, no se podria detectar expresion de
genes endogenos muy similares o idénticos por medio de este método. Estos resultados estdn de acuerdo con los datos
del Ejemplo 7.

Ejemplo 10

Modificacion por medio de ingenieria genética de plantas de soja tolerantes al estrés por medio de la sobreexpresion
de los genes PpPK-1, PpPK-2 y PpMPK-1

Se utilizaron los constructos pBPSLVMO004, pPBPSLVMO005 y pBPSLVMO006 para transformar soja como se des-
cribe mas adelante.

Se esteriliz6 la superficie de las semillas de soja con etanol al 70% durante 4 minutos a temperatura ambiente con
agitacion continua, seguido por Clorox al 20% (v/v) suplementado con Tween al 0,05% (v/v) durante 20 minutos con
agitacién continua. Luego, se enjuagaron las semillas 4 veces con agua destilada y se las colocé sobre un papel filtro
estéril humedecido en una caja Petri a temperatura ambiente durante 6 a 39 horas. Se retird el recubrimiento de las
semillas, y se separaron los cotiledones del eje del embridén. Se examino el eje del embridn para asegurarse de que la
regién meristematica no esté dafiada. Se recolectaron los ejes cortados de los embriones en una caja de Petri estéril
parcialmente abierta y secados al aire hasta un cometido de humedad menor al 20% (peso fresco) en una caja de Petri
sellada hasta un uso posterior.

Se prepar6 un cultivo de Agrobacterium tumefaciens a partir de una colonia tnica en medio LB sélido mds an-
tibidticos apropiados (por ejemplo, 100 mg/l de estreptomicina, 50 mg/l kanamicina) seguido por el crecimiento de
la tnica colonia en medio LB liquido hasta una densidad 6ptica a 600 nm de 0,8. Luego, se precipit6 el cultivo de
bacterias a 7.000 rpm durante 7 minutos a temperatura ambiente, y se resuspendi6 en medio MS (Murashige y Skoog,
1962) suplementado con acetosiringona 100 uM. Se incubaron los cultivos de bacterias en este medio de induccién
previa durante 2 horas a temperatura ambiente antes de ser usados. Los ejes de los embriones de semilla cigética de
soja con un contenido aproximado de humedad del 15% fueron embebidos durante 2 horas a temperatura ambiente el
cultivo inducido previamente en suspension de Agrobacterium. Se removieron los embriones del cultivo embebido y
transferidos a cajas de Petri que contenian medio MS sélido suplementado con sacarosa al 25% y se incub6 durante
2 dias, en la oscuridad a temperatura ambiente. Alternativamente, se colocaron los embriones en la parte superior
del papel filtro estéril humedecido (medio MS liquido) en una caja de Petri y se incub6 bajo las mismas condiciones
descritas anteriormente. Después de este periodo, se transfirieron los embriones ya sea a medio MS liquido o sélido
suplementado con 500 mg/L de carbenicilina o 300 mg/L de cefotaxime para matar las agrobacterias. Se utilizo el me-
dio liquido para humedecer el papel de filtro estéril. Se incubaron los embriones durante 4 semanas a 25°C, bajo 150
umol m~2sec™ y un periodo de luz de 12 horas. Una vez que las plantulas produjeron raices fueron transferidas a suelo
Metromix estéril. Se lavo el medio de las plantas in vitro antes de transferir las plantas al suelo. Se mantuvieron las
plantas bajo una cubierta pléstica durante 1 semana para favorecer el proceso de aclimataciéon. Luego, se transfirieron
las plantas a un cuarto de crecimiento donde se las incub6 a 25°C, bajo una intensidad de luz de 150 umol m—2sec™' y
un periodo de luz de 12 horas aproximadamente durante 80 dias.

Se seleccionaron luego las plantas transgénicas por su tolerancia mejorada a la sequia, la sal y/o el frio de acuerdo
con el método de seleccidn descrito en el Ejemplo 7 demostrando que la expresion transgénica confiere tolerancia al
estrés.

Ejemplo 11

Modificacion por ingenieria genética de plantas de Colza/Canola tolerantes al estrés por medio de la sobreexpresion
de los genes PpPK-1, PpPK-2 y PpMPK-1

Se utilizaron los constructos pPBPSLVMO004, pPBPSLVMO005 y pBPSLVMO006 para transformar colza/canola como
se describe mds adelante.

El método de transformacién de una planta descrito aqui es también aplicable a Brassica y a otros cultivos. Las
semillas de canola se esterilizan en la superficie con etanol al 70% durante 4 minutos a temperatura ambiente con
agitacioén continua, seguido por Clorox al 20% (v/v) suplementado con Tween al 0,05% (v/v) durante 20 minutos,
a temperatura ambiente con agitacién continua. Luego, se enjuagan las semillas 4 veces con agua destilada y se las
coloca sobre papel filtro estéril humedecido en una caja de Petri a temperatura ambiente durante 18 horas. Luego
se remueven los recubrimientos de la semilla y se secan las semillas al aire durante la noche en una caja de Petri
estéril medio abierta. Durante este periodo, las semillas pierden aproximadamente 85% de su contenido de agua.
Se almacenan luego las semillas a temperatura ambiente en una caja de Petri sellada hasta un uso adicional. Los
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constructos de ADN y la imbibicién del embrién son como se describe en el Ejemplo 10. Las muestras de las plantas
transgénicas primarias (TO) se analizan por medio de PCR para confirmar la presencia de ADN-T. Estos resultados se
confirman por medio de hibridacién Southern en la cual se somete a electroforesis al ADN sobre un gel de agarosa al
1% y se transfiere a una membrana de nylon cargada positivamente (Roche Diagnostics). Se utiliza el Kit para Sintesis
PCR DIG (Roche Diagnostics) para preparar una sonda marcada con digoxigenina por medio de PCR, y se la utiliza
como lo recomienda el fabricante.

Se seleccionan luego las plantas transgénicas por su tolerancia mejorada al estrés de acuerdo con el método de
seleccion descrito en el Ejemplo 7 demostrando que la expresion del transgén confiere tolerancia a la sequia.

Ejemplo 12

Modificacion por ingenieria genética de plantas de maiz tolerantes al estrés por medio de la sobreexpresion de los
genes PpCABF-1; PpDBF-1, PpCBF-1, PPHDZ-1, PpZF-1, PpLZ-1y PpCABF-2

Se utilizaron los constructos pPBPSLVMO004, pBPSLVMO005 y pBPSLVMO006 para transformar maiz como se des-
cribe mds abajo.

La transformacién de maiz (Zea Mays L.) se lleva a cabo con el método descrito por Ishida y colaboradores, 1996.
Nature Biotch 14745 - 50. Se cocultivan los embriones inmaduros con Agrobacterium tumefaciens que transportan
vectores “stper binarios”, y se recuperan plantas transgénicas a través de organogénesis. Este procedimiento provee
una eficiencia de transformacién entre 2,5% y 20%. Se seleccionaron luego las plantas transgénicas por su tolerancia
mejorada a la sequia, la sal y/o el frio de acuerdo con el método de seleccidn descrito en el Ejemplo 7 demostrando
que la expresion transgénica confiere tolerancia al estrés.

Ejemplo 13

Modificacion por ingenieria genética de plantas de trigo tolerantes al estrés por medio de la sobreexpresion de los
genes PpPK-1, PpPK-2 y PPMPK-1

Se utilizaron los constructos pBPSLVMO004, pBPSLVMO005 y pBPSLVMO006 para transformar trigo como se des-
cribe mds abajo.

La transformacién de trigo se lleva a cabo con el método descrito por Ishida y colaboradores, 1996. Nature Biotch
14745 - 50. Se cocultivan los embriones inmaduros con Agrobacterium tumefaciens que transportan vectores “stper
binarios”, y se recuperan plantas transgénicas a través de organogénesis. Este procedimiento provee una eficiencia de
transformacion entre 2,5% y 20%. Se seleccionan luego las plantas transgénicas por su tolerancia mejorada al estrés,
de acuerdo con el método de seleccion descrito en el Ejemplo 7 demostrando que la expresion transgénica confiere
tolerancia a la sequia.

Ejemplo Comparativo 15
Identificacion de Genes Homologos y Heterdlogos

Se pueden utilizar secuencias génicas para identificar genes homélogos o heterélogos a partir de ADNc o de bi-
bliotecas genémicas. Se pueden aislar genes homdlogos (por ejemplo, clones de ADNc de longitud completa) a través
de hibridacién de dcido nucleico utilizando por ejemplo bibliotecas de ADNc. Dependiendo de la abundancia del gen
de interés, se siembran en placa de 100.000 hasta 1.000.000 de bacteriéfagos recombinantes y se transfieren a mem-
branas de nylon. Después de la desnaturalizacion con édlcali, se inmoviliza el ADN sobre la membrana por ejemplo,
por medio de entrelazamiento por UV. La hibridacién se lleva a cabo con condiciones altamente restrictivas. En una
solucién acuosa, la hibridacién y el lavado se llevan a cabo con una fuerza iénica de NaCl 1 M y una temperatura de
68°C. Las sondas de hibridacion se generan por ejemplo, por medio de marcacion de transcripcion que hace muescas
radioactivas (**P) (High Prime, Roche, Mannheim, Alemania). Las sefiales se detectan por medio de autorradiografia.

Los genes parcialmente homdélogos o heterélogos que estan relacionados pero no son idénticos se puede identificar
en una forma andloga al procedimiento anteriormente descrito utilizando condiciones de hibridacién de baja rigurosi-
dad y lavado. Para hibridacién acuosa, la fuerza iénica se mantiene normalmente con NaCl 1 M mientras se disminuye
progresivamente la temperatura desde 68 hasta 42°C.

El aislamiento de las secuencias genémicas con homologias (o la identidad/similitud de las secuencias) inicamente
se puede llevar a cabo en un dominio distinto (por ejemplo 10 - 20 aminoacidos) por medio del uso de sondas sintéticas
de oligonucleédtido radiomarcadas. Los oligonucledtidos radiomarcados se preparan por medio de fosforilacion del
extremo 5 del iniciador de dos oligonucleétidos complementarios con T4 polinucleétido quinasa. Los oligonucle6tidos
complementarios se hibridan y se ligan para formar concatémeros. Se marcan en forma radioactiva los concatémeros
bicatenarios, por ejemplo, por medio de transcripcion de muescas. La hibridacion se lleva a cabo normalmente con
condiciones de baja rigurosidad utilizando altas concentraciones de oligonucleétido.
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Solucién para hibridacién de oligonucle6tidos:

6 x SSC

Fosfato de sodio 0,01 M

EDTA 1 mM (pH 8)

SDS al 0,5%

100 ug/ml de ADN desnaturalizado de esperma de salmén

Leche en polvo sin grasa al 0,1%.

Durante la hibridacién, se disminuye la temperatura paso a paso hasta 5 - 10°C por debajo del Tm estimado del
oligonucleétido o por debajo de la temperatura ambiente seguido por etapas de lavado y autorradiografia. El lavado
se lleva a cabo con rigurosidad baja tal como 3 etapas de lavado utilizando 4 x SSC. Los detalles adicionales son
descritos por Sambrook, J. y colaboradores, (1989), “Molecular Cloning: A Laboratory Manual”, Cold Spring Harbor
Laboratory Press o por Ausubel, F. M. y colaboradores, (1994) “Current Protocols in Molecular Biology”, John Wiley
& Sons.

Ejemplo Comparativo 16
Identificacion de Genes Homologos por medio de Seleccion de las Bibliotecas de Expresion con Anticuerpos

Se pueden utilizar los clones de ADN-C para producir proteina recombinante por ejemplo en E. coli (por ejemplo,
sistema Qiagen QIAexpress pQE). Las proteinas recombinantes se purifican luego normalmente por afinidad a través
de cromatografia de afinidad Ni-NTA (Qiagen). Se utilizan luego las proteinas recombinantes para producir anticuer-
pos especificos por ejemplo por medio del uso de técnicas estdndar para inmunizacién de conejos. Se purifican por
afinidad los anticuerpos utilizando una columna Ni-NTA Saturada con el antigeno recombinante como lo describen Gu
y colaboradores, 1994 BioTechniques 17: 257 - 262. Se puede utilizar luego el anticuerpo para seleccionar las biblio-
tecas de expresion de ADNc para identificar genes homdlogos o heterdlogos a través de una seleccién inmunoldgica
(Sambrook, J. y colaboradores, (1989), “Molecular Cloning: A Laboratory Manual”, Cold Spring Harbor Laboratory
Press o Ausubel, F. M. y colaboradores, (1994) “Current Protocols in Molecular Biology”, John Wiley & Sons).

Ejemplo 17
Mutagénesis In vivo

La mutagénesis in vivo de los microorganismos se puede llevar a cabo por medio del paso del ADN del pldsmido
(o de otro vector) a través de E. coli o de otros microorganismos (por ejemplo, Bacillus spp. o levaduras tales como
Saccharomyces cerevisiae) que estdn deteriorados en su capacidad para mantener la integridad de su informacién
genética. Las cepas tipicas que provocan mutaciones en los genes para el sistema de reparacién de ADN (por ejemplo
mutHLS, mutD, mutT, etc.; para referencia, ver Rupp, W.D. (1996) DNA repair mechanisms, en: Escherichia coli
y Salmonella, p. 2277 - 2294, ASM: Washington). Tales cepas son bien conocidas por aquellos capacitados en el
arte. El uso de tales cepas estd ilustrada, por ejemplo, en Greener, A. y Callahan, M. (1994) Strategies 7: 32 - 34. La
transferencia de moléculas mutadas de ADN en plantas se hace preferiblemente después de la seleccion y andlisis en
microorganismos. Las plantas transgénicas se generan de acuerdo a diferentes ejemplos dentro de los ejemplos de este
documento.

Ejemplo 18

Andlisis in vitro de la Funcion de los Genes de Physcomitrella en Organismos Transgénicos

La determinacién de actividades y pardmetros cinéticos de enzimas estd bien establecida en el arte. Los experi-
mentos para determinar la actividad de cualquier enzima alterada dada deben ser disefiados para la actividad especifica
de la enzima de tipo silvestre, lo cual hace parte de los conocimientos de una persona capacitada en el arte. Un vistazo
general acerca de las enzimas, asi como los detalles especificos relacionados con la estructura, la cinética, los princi-
pios, los métodos, las aplicaciones y los ejemplos para la determinacién de muchas actividades de la enzima se pueden
encontrar, por ejemplo, en las siguientes referencias: Dixon, M., y Webb, E.C., (1979) Enzymes. Longmans: London;
Fersht, (1985) Enzyme Structure y Mechanism. Freeman: New York; Walsh, (1979) Enzymatic Reaction Mechanisms.
Freeman: San Francisco; Price, N.C., Stevens, L. (1982) Fundamentals of Enzymology. Oxford Univ. Press: Oxford;
Boyer, P.D., ed. (1983) The Enzymes, 3rd ed. Academic Press: New York; Bisswanger, H., (1994) Enzymkinetik, 2nd
ed. VCH: Weinheim (ISBN 3527300325); Bergmeyer, H.U., Bergmeyer, J., Grabl, M., eds. (1983-1986) Methods of
Enzymatic Analysis, 3rd ed., vol. I-XII, Verlag Chemie: Weinheim; y Ullmann’s Encyclopedia of Industrial Chemistry
(1987) vol. A9, Enzymes. VCH: Weinheim, p. 352 - 363.
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La actividad de las proteinas que se enlazan al ADN se puede medir por medio de diferentes métodos bien esta-
blecidos, tales como los ensayos de desplazamiento de la banda de ADN (también llamados ensayos de retardo en
gel). El efecto de tales proteinas sobre la expresion de otras moléculas puede ser medido utilizando ensayos de gen
reportero (tales como aquellos descritos en Kolmar, H. y colaboradores, (1995) EMBO J. 14: 3895 - 3904 y en las
referencias citadas alli). Los sistemas de andlisis del gen reportero son bien conocidos y estdn bien establecidos para
aplicaciones tanto en células procariotas como eucariotas, utilizando enzimas tales como la S-galactosidasa, la proteina
de fluorescencia verde y muchas otras.

La determinacién de la actividad de las proteinas para transporte por membrana se puede llevar a cabo de acuer-
do con técnicas tales como aquellas descritas en Gennis, R. B. Pores, Channels y Transporters, in Biomembranes,
Molecular Structure y Function, paginas 85 - 137, 199 - 234 y 270 - 322, Springer: Heidelberg (1989).

Ejemplo 19
Purificacion del Producto Deseado de Organismos Transformados

Recuperacion del producto deseado del material de la planta (esto es, Physcomitrella patens o Arabidopsis thalia-
na), hongos, algas, ciliados, células de C. glutamicum, u otras células bacterianas transformadas con las secuencias
de 4cido nucleico descritas aqui, o del sobrenadante de los cultivos anteriormente descritos puede realizarse por me-
dio de diferentes métodos bien conocidos en el arte. Si el producto deseado no es secretado de las células, puede
ser recolectado del cultivo por medio de centrifugacién a baja velocidad, se pueden lisar las células por medio de
técnicas estandar, tales como por medio de fuerza mecdnica o por sonicacidn. Se pueden separar mecanicamente Or-
ganos de plantas de otros tejidos u 6rganos. Después de la homogenizacién se remueven los residuos celulares por
medio de centrifugacion, y se retiene la fraccion del sobrenadante que contiene las proteinas solubles para purificacién
adicional del compuesto deseado. Si el producto deseado es secretado a partir de las células deseadas, entonces se
remueven las células del cultivo por medio de centrifugacion a baja velocidad, y la fraccién sobrenadante es retenida
para purificacién adicional.

La fraccién sobrenadante de cualquiera de los métodos de purificacién es sometida a cromatografia con una resina
adecuada, en la cual la molécula deseada es o bien retenida sobre una resina de cromatografia mientras que muchas
de las impurezas en la muestra no lo son, o en donde las impurezas son retenidas por la resina mientras que la
muestra no lo es. Tales etapas de cromatografia pueden ser repetidas segiin sea necesario, utilizando la misma o
diferentes resinas de cromatografia. Alguien capacitado en el arte estaria capacitado para seleccionar las resinas de
cromatografia apropiadas y en la aplicacién mds eficiente para purificar una molécula particular. El producto purificado
puede ser concentrado por medio de filtracién o de ultrafiltracién, y almacenado a una temperatura a la cual sea mayor
la estabilidad del producto.

Existe una gran variedad de métodos de purificacién conocidos en el arte y el método de purificaciéon precedente
no pretende ser una limitante. Tales técnicas de purificacion estdn descritas, por ejemplo, en Bailey, J. E. & Ollis,
D. F. Biochemical Engineering Fundamentals, McGraw-Hill: New York (1986). Adicionalmente, se puede evaluar la
identidad y la pureza de los compuestos aislados por medio de técnicas estdndar en el arte. Estas incluyen cromato-
grafia liquida de alto desempefio (HPLC), métodos espectroscépicos, métodos de coloracién, cromatografia en capa
delgada, NIRS, ensayos enzimdticos, o microbioldgicos. Tales métodos de andlisis son revisados en: Patek y colabora-
dores, 1994 Appl. Environ. Microbiol. 60: 133 - 140; Malakhova y colaboradores, 1996 Biotekhnologiya 11: 27 - 32;
y Schmidt y colaboradores, 1998 Bioprocess Engineer. 19: 67 - 70. Ulmann’s Encyclopedia of Industrial Chemistry,
(1996) vol. A27, VCH: Weinheim, paginas 89 - 90, paginas 521 - 540, paginas 540 - 547, paginas 559 - 566, 575 - 581
y paginas 581 - 587; Michal, G. (1999) Biochemical Pathways: An Atlas of Biochemistry y Molecular Biology, John
Wiley y Sons; Fallon, A. y colaboradores (1987) Applications of HPLC in Biochemistry in: Laboratory Techniques in
Biochemistry y Molecular Biology, vol. 17.

Referencias citadas en la descripcién
Este listado de referencias citado por el solicitante es tnicamente para conveniencia del lector. No forma parte
del documento europeo de la patente. Aunque se ha tenido gran cuidado en la recopilacién, no se pueden excluir los

errores o las omisiones y la OEP rechaza toda responsabilidad en este sentido.

Documentos de patente citados en la descripcion

e US 4987071 A, Cech [0052] e WO 9113980 A [0071]
e US 5116742 A, Cech [0052] e WO 9515389 A [0071]
e WO 9801572 A [0056] e WO 9523230 A [0071]
e US 4873316 A [0064] e WO 9916890 A [0071]
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REIVINDICACIONES

1. Una planta transgénica transformada por medio de un 4cido nucleico que codifica a una proteina relacionada con
el estrés por proteina quinasa (PKSRP), en donde la expresion de la secuencia de acido nucleico en la planta resulta en
una mayor tolerancia al estrés ambiental comparada con una variedad de la planta de tipo silvestre, en donde el dcido
nucléico y la proteina son de Physcomitrella patens, y en donde la PKSRP se selecciona entre 1) la Proteina Quinasa-
1(PK - 1) como se define en la SEQ ID NO: 7, 2) la Proteina Quinasa-1 (PK - 2) como se define en la SEQ ID NO: 8,
y 3) la Proteina Quinasa-1 activada por Mitégeno (MPK - 1) como se define en la SEQ ID NO: 9.

2. La planta transgénica de la Reivindicacién 1, en donde el 4cido nucleico que codifica para PKSRP se selecciona
entre 1) la Proteina Quinasa-1(PK - 1) como se define en la SEQ ID NO: 4, 2) la Proteina Quinasa-1 (PK - 2) como se
define en la SEQ ID NO: 5, y 3) la Proteina Quinasa-1 activada por Mitégeno (MPK - 1) como se define en la SEQ ID
NO: 6; y acidos nucléicos que son al menos 60% idénticos a las SEQ ID NO: 4, 5 y 6 sobre la region de codificacion,
respectivamente.

3. La planta transgénica de la Reivindicacion 1, en donde el 4cido nucleico que codifica para PKSRP se selecciona
entre 1) la Proteina Quinasa-1(PK - 1) como se define en la SEQ ID NO: 4, 2) la Proteina Quinasa-1 (PK - 2) como se
define en la SEQ ID NO: 5, y 3) la Proteina Quinasa-1 activada por Mitégeno (MPK - 1) como se define en la SEQ ID
NO: 6.

4. La planta transgénica de la Reivindicacién 1, en donde el estrés ambiental se selecciona entre salinidad, sequia,
y temperatura.

5. Una planta transgénica de cualquiera de las Reivindicaciones 1 6 3, en donde el estrés ambiental es salinidad, y
la PKSRP se selecciona entre PK-2 y MPK-1.

6. Una planta transgénica de cualquiera de las Reivindicaciones 2 y 4, en donde el estrés ambiental es salinidad, y
el 4cido nucléico que codifica para la PKSRP se selecciona entre PK-2 y MPK-1.

7. Una planta transgénica de la Reivindicacién 1, en donde el estrés ambiental es sequia, y la PKSRP se selecciona
entre PK-1, PK-2 y MPK-1.

8. Una planta transgénica de cualquiera de las Reivindicaciones 2 y 3, en donde el estrés ambiental es sequia, y el
dcido nucléico que codifica para la PKSRP se selecciona entre PK-1, PK-2 y MPK-1.

9. La planta transgénica de cualquiera de las Reivindicaciones 1 - 8, en donde la planta es una monocotiledonea.
10. La planta transgénica de cualquiera de las Reivindicaciones 1 - 8, en donde la planta es una dicotiledénea.

11. La planta transgénica de cualquiera de las reivindicaciones 1 - 8, en donde la planta se selecciona entre maiz,
trigo, centeno, avena, triticale, arroz, cebada, soja, cacahuete, algodon, colza, canola, casabe, pimienta, girasol, tagetes,
plantas solandceas, patata, tabaco, berenjena, tomate, especie Vicia, guisante, alfalfa, café, cacao, té, especie Salix,
palma aceitera, coco, hierbas perennes y cultivos de forraje.

12. Una semilla producida por una planta transgénica transformada por medio de un 4cido nucleico que codifica
a una proteina relacionada con el estrés por proteina quinasa (PKSRP), en donde la semilla contiene la PKSRP de
la Reivindicacién 1 y en donde la planta es una reproduccién verdadera para mayor tolerancia al estrés ambiental
comparada con una variedad de tipo silvestre de la planta.

13. Una semilla producida por una planta transgénica transformada por medio de un 4cido nucleico que codifica a
una proteina relacionada con el estrés por proteina quinasa (PKSRP), en donde la semilla contiene al 4dcido nucléico
que codifica para la PKSRP de las Reivindicaciones 2 y 3 y en donde la planta es una reproduccién verdadera para
mayor tolerancia al estrés ambiental comparada con una variedad de tipo silvestre de la planta.

14. Una proteina aislada relacionada con el estrés por proteina quinasa (PKSRP), en donde la PKSRP es como se
describe en la Reivindicacion 1.

15. Un 4cido nucléico aislado que codifica a una proteina relacionada con el estrés por proteina quinasa (PKSRP),
en donde el 4cido nucléico que codifica para la PKSRP codifica para una PKSRP como se describe en la Reivindicacién
1.

16. Un 4cido nucléico aislado que codifica a una proteina relacionada con el estrés por proteina quinasa (PKSRP),
en donde el 4cido nucléico que codifica para la PKSRP es como se describe en cualquiera de las Reivindicaciones 2 y
3.

17. Un vector aislado de expresion recombinante que comprende un 4cido nucleico de cualquiera de las Reivin-

dicaciones 15 y 16, en donde la expresion del vector en una célula huésped resulta en una mayor tolerancia al estrés
ambiental comparada con una variedad de tipo silvestre de la célula huésped.
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18. Una célula huésped que contiene al vector de la Reivindicacién 17.

19. La célula huésped de la Reivindicacién 18, en donde la célula es una planta.

20. Un método de produccién de una planta transgénica con un 4cido nucleico que codifica a una proteina relacio-
nada con el estrés por proteina quinasa (PKSRP), en donde la expresion del 4cido nucleico en la planta resulta en una

mayor tolerancia al estrés ambiental comparada con una variedad de tipo silvestre de la planta, que comprende

(a) transformar una célula de una planta con un vector de expresion que incluye al 4cido nucléico que codifica
para la PKSRP, y

(b)  generar a partir de la célula de la planta una planta transgénica con una mayor tolerancia al estrés ambiental
comparada con una variedad de tipo silvestre de la planta, en donde el dcido nucléico y la proteina son de
Physcomitrella patens, y en donde la PKSRP se selecciona entre 1) la Proteina Quinasa-1(PK - 1) como se
define en la SEQ ID NO: 7, 2) la Proteina Quinasa-1 (PK - 2) como se define en la SEQ ID NO: 8,y 3) la
Proteina Quinasa-1 activada por Mitégeno (MPK - 1) como se define en la SEQ ID NO: 9.

21. El método de la Reivindicacion 20, en donde el dcido nucléico que codifica para la PKSRP es como se describe
en cualquiera de las Reivindicaciones 2 y 3.

22. Un método para identificacién de una nueva proteina relacionada con el estrés por proteina quinasa (PKSRP)
que comprende:

(a) el surgimiento de un anticuerpo especifico en respuesta a una PKSRP como se describe en la Reivindicacién
L

(b)  laseleccion de un material putativo de PKSRP con el anticuerpo, en donde el enlazamiento especifico del
anticuerpo con el material indica la presencia de una PKSRP potencialmente nueva; y

(c) la identificacién del material enlazado como una PKSRP nueva.

23. Un método para modificar la tolerancia al estrés de una planta que comprende, modificar la expresion de una
proteina relacionada con el estrés por proteina quinada (PKSRP) en la planta, en donde la PKSRP es como se describe
en la Reivindicacién 1.

24. El método de la Reivindicacién 23, en donde se incrementa la tolerancia al estrés.

25. El método de la Reivindicacién 23, en donde se disminuye la tolerancia al estrés.

26. El método de la Reivindicacion 25, en donde la planta es transgénica.

27. El método de la Reivindicacién 26, en donde la planta es transformada con un 4cido nucleico que codifica para
la PKSRP como se define en cualquiera de las reivindicaciones 2 y 4.

28. El método de la Reivindicacién 26, en donde la planta es transformada con un constructo génico que dirige la
expresion de los genes PK-1, PK-2 y MPK-1 por medio de un promotor especifico de la planta.

29. El método de la Reivindicacién 28, en donde el promotor es especifico del tejido.
30. El método de la Reivindicacién 29, en donde el promotor es regulado desde el punto de vista del desarrollo.

31. El método de la Reivindicacién 20, en donde la expresion de PKSRP se modifica por medio de la administracion
de una molécula antisentido que inhibe la expresion de PKSRP.
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FIGURA 1
Secuencia de nucleétidos de la PK-1 parcial de Physcomitrella patens (SEQ ID NO: 1)
GCACGAGGACAAGGGCTACTCTGGGGCTACTGCCGATTTGTGGTCATGCGGTGTTAT
TTTATATGTACTGATGGCTGGATACTTGCCATTTGAGGAGCCCACAATCATGGCACT
TTACAAGAAGATTTACCGAGCACAGTTCTCTTGGCCTCCTTGGTTCTCGTCAGGAGC
CCGGAAATTAATCTCAAAGATACTGGATCCCAATCCAAGAACTCGCATTTCTGCATC
TCAAATTTATAAAAATGATTGGTTTAAGAAAGGATATACTCCAGCCCAGTTTGACAG

AGAAGTTGATGTCAACCTTGACGATGTGAATGCTATCTTTA

FIGURA 1B
Secuencia de nucledtidos de la PK-2 parcial de Physcomitrella patens (SEQ ID NO: 2)

GCACCAGGTCCTCTACATGCTTATTITCAACCCTAAACCTGAAGGGTCATTATTATCA
GGAAGTATGGCAAGCTCTACAACGATTTCTTATGGATCTAGCATGGCCAACTACACA
TGCACTGCTAAGACGTTCACTTTAGCAGAATTAGAAAGAGCAACAGATAATTTTAGA
CCTGATAATGTAGTCGGCGAAGGGGGCTITGGTCGAGTTTACCAAGGGGTACTTGAT
AGTGGTATTGAAGTGGCTGTAAAGGTGCTGACAAGGGATGATCATGAGGGTGGTCG
TGAG’ITTGTTGCGGAGGTANAAATGTI‘AAGCAGATTGCACCATCGCAACC'ITGTGAA
GCTAATTGGCATCTGTACTGAGGAAATACGATGTTTGGTITATGAGCTCATCACGAA
CGGGAGCGTGGAATCTCACTTGCATGGTCTAGATAAATACACTGCTCCTCTCAACTG

GGATGCACGTGTT

FIGURA 1C
Secuencia de nucleétidos de la MPK-1 parcial de Physcomitrella patens (SEQ ID NO: 3)

GCACGAGGTGACCTGAAGCCCAGTAATCTCCTCATCAATTGCAACGACTGTCTACTC

AAGATTTIGTGATTTTGGCTTGGCTCGAACATCTGCAGAGGATGACTTCCTTACGGAG
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TATGTTGTTACTCGACCATATCGAGCTCCAGAGCTCTTGCTIGGGAGCCGAATGTAC
ACAGCGGCTGTTGATATGTGGTCAGTGGGCTGCATCTTCATGGAGATGCTTACAGGA
CAACCTTTGTTTCCAATCCGGTCAAGGCAAGAGCATCCCGTGAATCATITGAAACTC
ATCACGGAGCTTCTAGGAACACCCGATGCTTCGGACCTGTCGTTTCTGCAGAATCCA
GATGCTCGGCAAAGAATCCAAATGGCTTTGTTAGGTCAGGAAAGGAAGCCTTTGTIT
TCGAGGTTTCCTCAAACGTCTGCAATAGCTTGTGACTTAGCGGAGAAGATGCTGAGG
TTTAACCCATCCAACAGAATAACTGCGGAAGAGGCTTGGCCCATCCTTACTTGGGCA
GCGCTTCACGACCTAAGTGATGAGCCAACGTGTCATCTTATGTTICGAC
FIGURA 2A
Secuencia de nucleétidos de la PK-1 de longitud completa de Physcomitrella patens (SEQ ID

NO: 4)
ATCCCGGGCGTTCAAGCAGGTGAATATGACAACTAAATCAAACATGCCGACTACTA

ACGTCGAACGTACGCGGGTCGGAAAGTATGACCTCGGCAAGACCTTGGGAGAGGGT
ACATTTGCCAAAGTCAAGGTGGCCAAACATATTGACACTGGTCACACTGTTGCCATC
AAGATTTTGGACAAGGAGAAGATTCTCAGGCACAAGATGGTGGAACAGATCAAAAG
AGAAATATCTACCATGAAGCTGGTGAAACATCCCTATGTCGTCCAGCTGTTGGAGGT
AATGGCCAGCAGGACGAAGATCTACATTGTGCTTGAGTATGTCACAGGTGGCGAGC
TTTTTAATAAGATTGCTCAACAAGGAAGACTGTCAGAGGATGAAGCAAGGAAGTAT
TTTCAGCAGCTGATTGATGCAGTTGATTATTGCCACAGTCGGCAAGTGTATCACAGA
GATCTGAAACCAGAGAATCTTCTTCTGGATTCCAAAGGCAACTTAAAAATTTCCGAC
TTTGGCTTGAGTGCGCTACCTCAGCAATTTAGGGAAGATGGTITATTACATACAACT
TGCGGAACTCCCAACTACGTGGCCCCTGAGGTTATCATGGACAAGGGCTACTCTGGG
GCTACTGCCGATTITGTGGTCATGCGGTGTTATTTTATATGTACTGATGGCTGGATACT
TGCCATTTGAGGAGCCCACAATCATGGCACTTTACAAGAAGATITACCGAGCACAGT

TCTCTTGGCCTCCTTGGTTCTCGTCAGGAGCCCGGAAATTAATCTCAAAGATACTGG
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ATCCCAATCCAAGAACTCGCATTTCTGCATCTCAAATTTATAAAAATGATTGGTTITA
AGAAAGGATATACTCCAGCCCAGTTTGACAGAGAAGTTGATGTCAACCTTGACGAT
GTGAATGCTATCTTTAGTTGCTCACAGGAACATATGGTTGTCGAAAGGAAGGAAAC
AAAGCCGGTGTCAATGAATGCTTTCGAGCTTATCTCCATGTCATCAGGGCTCAACCT
CTCCAGCCTCTTCGAGACGAAAGAGATTCCTGAAAAGGAGGACACTAGGTTTACGA
GTAAGAAGTCTGCGAAGGAGATCATCTCTTCAATTGAGGAAGCTGCAAAGCCCTTA
GGGTTCAACGTTTTGAAACGTGATTTCAAGCTGAAACTACAAGGTCAGCTGGGGAG
GAAGGGACCTCTGTCAGTTTCAACTGAGGTGTTTGAGGTGGCACCTTCTCTTTACAT
GGTTGAGTTACAGAAGAACAGCGGCGATACGTTGGAGTACAATAAC’ITITATAAGA
ATCTTTCCAAGGGTCTCAAAGACATCGTGTGGAAAGCAGACCCTATTCCTACAAGTG

AGCAAAAGTAGAAAGCTTCCGCTACGGCTTTAATATATGCCCGTGCTGTGAAGTGCC

CGAGCTCAT
FIGURA 2B
Secuencia de nucledtidos de 1a PK-2 de longitud completa de Physcomitrella patens (SEQ ID
NO:5)

ATCCCGGGCGCGCACAATTTCAGTTGGGAATCAAGCTGGAAAAGTTTTTTCCTCTAG
TGGCT GAGCTGGCCAAGGAACTGGCCATTGGACTCTICTTACAAACTAGTCAAGTCC
GTATTGTAGGAGCCAATGCTGTTGAACCCAACCAGGACAAGACAAACGTGAGTGCA
GATTTTGTGCCGCTAGATACCAAATTTGATCACACCACTGCCCATCTTICTTGCTACAC
GCTTGTGGAGTGGTGAAGTTCCATTGAACAAGACACTATTTGGAACCTACTATGTTA
TITTATATAATTTACCCAGGTCTTCCTCCCTCTCCACCTCCCCAGTTCCCTGGGAATAT
TTCACCTTCAGGTCCTGTCAACCAGCTTCCATCTGGGGTGGATCCAAATAAAACAAA
TCATAAACTCAGTTCGGGAATGATTACCGTGATTGCTTTGGCTTCGGTTATGGGTGT
ATTGTTATITATIGGGATTGTATGGCTCATTCTCCTACGCCGCAGCCTGGATGAGAA

AACTTCGCCTTCGGTTGTCGGTCCTCTACATGCTTATTTCAACCCTAAACCTGAAGGT
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GTGCAACTGATCCAACTGAGAATGAATGCTTATITCAACTCTAAACCTGAAGGGTCA
TTATTATCAGGAAGTATGGCAAGCTCTACAACGATITCTTATGGATCTAGCATGGCC
AACTACACATGCACTGCTAAGACGTTCAC'I'I'TAGCAGAATTAGAAAGAGCAACAGA
TAATTTTAGACCTGATAATGTAGTCGGCGAAGGGGGCTTTGGTCGAGTTTACCAAGG
GGTACTTGATAGTGGTATTGAAGTGGCTGTAAAGGTGCTGACAAGGGATGATCATG
AGGGTGGTCGTGAGTTTIGTTGCGGAGGTAGAAATGTTAAGCAGATTGCACCATCGC
AACCTTGCGAAGCTAATTGGCATCTGTACTGAGGAAATACGATGTTTGGTTTATGAG
CTCATCACGAACGGGAGCGTGGAATCTCACTTGCATGGTCTAGATAAATACACTGCT
CCTCTCAACTGGGATGCACGTGTTAAAATTGCATTAGGAGCTGCTCGTGGEGCTGGCA
TACCTGCACGAAGATTCTCAGCCTAGGGTTATTCATAGAGATTTTAAAGGAAGCAAC
ATTCTACTTGAGGACGATTACACTCCAAAAGTATCTGATTTTGGTCTAGCTAAATCG
GCAACTGAGGGAGGCAAGGAGCATATTTCCACTCGAGTAATGGGCACGTTTGGATA
TGTGGCTCCTGAATACGCAATGACAGGACATTTGCTIGTGAAGAGTGACGTTITATAG
TTATGGAGTGGTACTGCTCGAGCT CCTCTCGGGGCGTAAACCCGTGGATATGTCTCA
ACCACCTGGACAAGAGAATCTAGTTACTTGGGCACGCCCACTCCTTACAAGCAAGG
ATGGACTAGAGCAGCTTGTGGATCCTTACCTCAAAGACAACTTTCCATTTGACCACT
TTGCGAAGGTAGCTGCAATAGCGTCCATGTGTGTACAACCTGAAGTCTCTCATCGAC
CATICATGGGCGAGGTGGTGCAGGCCTTGAAACTT GTGTGCAATGAAACAGAAGCC
AAAGACGTCGGACAGGCTAAAGGAACAGTTTCTCCCACTTCTGACTTGGCCGAAAC
ACAGAACACAGGATTTCTGCGGGACGCCACCTTTATTAGTGTTGATTACGACTCGGG
GCCCTTCGAAACCTTGGATCTTGAACAGCGAAAGCGGAAACCTCTTTICTGCTTCGGC
TACTATGAGTGGCTCTGGAGGGTTCTTACGACAACTTTCGGATTCATTCAGACGCTA
CAGTGTTTCTGCCCCTCCAAAGGCTGCTTCACT! GCCAAGAAC’IT CATGGTATGCACT

GGGTAGTTCAAAACCTGTAGGAAGCATGAGTGAGGCTAGAGCAGCTAGATTCTTAG
ATCCTCAACGCAGGAGATTITACGGGTTTTGGCCCTAATTCTTCCACGCCTGTTTTGA

CCTTTGCGGGCGTTAACGCAA
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FIGURA 2C
Secuencia de nucleétidos de la MPK-1 de longitud completa de Physcomitreila patens (SEQ ID
NO: 6)
ATCCCGGGCGGTTTGGACACGATGTTCCAGTCCTTTATATATATGAGACACAGCTGG

AGAAAACAGTGCAAGGGAAAGGTCTTGGAAAGTTTTTAATGCAGTTACTTGAGTTG
GTTGCACGAAAGAACAACATGAAAGCAGTACTTTITAGCTGTGCATAAAAGAAACAC
AAGGGCGCTAACCTTTTACAATGAACGTITAGGGTATAAGTTGGCAATTAGATCAGC
ATCAAGTCAACAAAGCACACAAACTGTCACAGAGATGAAATACGAGATTCTTTGTA
AAACTTTCGATGTGGAGTACACAGCCGTTGTAGAGGAACGGCAAGGGGACATGGAT
TGTGAATCACGTGAAGAGAGCGCTGGAGAAGCAAGCTGCCAGACAGTTGACGCAGA
GGATCAGGTTTTGGATGACTCACGTCCTGATACAGAATGTGAGTCACGGATCGAGA
GCGTGCCAAACACCCTACAAGGAATGAAGTACACACAGTACAATGTGAGGGGCGAC
AAGTTTGAAGTCTACGACAAGTATGTAATGATIGGTCCCATTGGTCATGGAGCTTAT
GGCGATGTGTGTGCTTTCACGAACAGGGAGACAGGGGAGAAAGTGGCCATAAAGAA
GATTGGAAACGCATTTCAGAACAATACTACAGCGAGGCGCACACTTAGAGAGATIT
TGTTGCTCCGCCATACTGAACACGACAACATCATTCCCATCAGAGATATCATTGTGC
CTGCTAACATTGAGGACTTTCATGATGCCTATATCGCAAATGAGCTCATGGATACAG
ACCTTCACCAGATAGTGAGGTCAACAAAACTTGACGAATACCATTGCCAGTTCCTGC
TTTACCAGCTGTTGAGGGGTCTCAAATACATCCACTCTGCCAATATATTGCACCGTG
ACCTGAAGCCCAGTAATCTCCTCATCAATTGCAACGACTGTCTACTCAAGATTIGTG
ATTTTGGCTTGGCTCGAACATCTGCAGAGGATGACTTCCTTACGGAGTATGTTGTTA
CTCGACCATATCGAGCTCCAGAGCTCTTGCTTGGGAGCCGAATGTACACAGCGGCTG

TTGATATGTGGTCAGTGGGCTGCATCTICATGGAGATGCTTACAGGACAACCTTIGT
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TTCCAATCCGGTCAAGGCAAGGGCATCééGTGAATCATTTGAAACCCATCACGGAG

CTTCTAGGAACACCCGATGCTTCGGACCTGTCGTTTCTGCAGAATCCAGATGCTCGG
CAAAGAATCCAAATGGCTTTGTTAGGTCAGGAAAGGAAGCCTTTGTTITCGAGGTIT
CCTCAAACGTCTGCAATAGCTTGTGACTTAGCGGAGAAGATGCTGAGGTTTAACCCA
TCCAACAGAATAACTGCGGAAGAGGCCTTGGCCCATCCTTACTTGGCAGCGCTTCAC
GACCTAAGTGATGAGCCAACGTGTCATCTTATGTTCGACTTCGATGCTTACCTTCCCA
GCCTAACAGTTGAGCATGTGAAAACTCTTATCTGGAGGGAAGCTACACTTATCAACG
TCCAGTAATCGCCATAAAGATGTATCGGACCAGATGTCGCTGCACCAATTGGCAAA

GCTTAAGGGTTGAGGGACTTAAACGCGGTTAGTTAACGCAA

FIGURA 3A
Secuencia deducida de aminoacidos de PK-1 de Physcomitrella patens (SEQ ID NO: 7)

MPTTNVERTRVGKYDLGKTLGEGTFAKVKVAKHIDTGHTVAIKILDKEKILRHKMVEQI
| KREISTMKLVKHPYVVQLLEVMASRTKIYIVLEYVTGGELFNKIAQQGRLSEDEARKYF
QQLIDAVDYCHSRQVYHRDLKPENLLLDSKGNLKISDFGLSALPQQFREDGLLHTTCGT
PNYVAPEVIMDKGYSGATADLWSCGVILYVLMAGYLPFEEPTIMALYKKITYRAQFSWPP
WFSSGARKLISKILDPNPRTRISASQIYKNDWFKKGYTPAQFDREVDVNLDDVNAIFSCS |
QEHMVVERKETKPVSMNAFELISMSSGLNLSSLFETKEIPEKEDTRFTSKKSAKEIISSIEE

AAKPLGFNVLKRDFKLKLQGQLGRKGPLSVSTEVFEVAPSLYMVELQKNSGDTLEYNN
FYKNLSKGLKDIVWKADPIPTSEQK*

FIGURA 3B
Secuencia deducida de aminoacidos de PK-2 de Physcomitrella patens (SEQ ID NO: 8)

MITVIALASVMGVLLFIGIVWLILLRRSLDEKTSPSVVGPLHA YFNPKPEGVQLIQLRMN
AYFNSKPEGSLLSGSMASSTTISYGSSMANYTCTAKTFTLAELERATDNFRPDNVVGEG

GFGRVYQGVLDSGIEVAVKVLTRDDHEGGREFVAEVEMLSRLHHRNLAKLIGICTEEIR
CLVYELITNGSVESHLHGLDKYTAPLNWDARVKIALGAARGLAYLHEDSQPRVIHRDFK

GSNILLEDDYTPKVSDFGLAKSATEGGKEHISTRVMGTFGYVAPEYAMTGHLLVKSDV
YSYGVVLLELLSGRKPVDMSQPPG_QENLVTWARPLLTSKDGLEQLVDPYLKDNFPFDH
FAKVAAIASMCVQPEVSHRPFMGEVVQALKLVCNETEAKDVGQAKGTVSPTSDLAETQ
NTGFLRDATFISVDYDSGPFETLDLEQRKRKPLSASATMSGSGGFLRQLSDSFRRYSVSA

PPKAASLPRTSWYALGSSKPVGSMSEARAARFLDPQRRRFYGFWP*
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FIGURA 3C
Secuencia deducida de aminoacidos de MPK-1 de Physcomitrella patens (SEQ ID NO: 9)

MQLLELVARKNNMKA VLLAVHKRNTRALTFYNERLGYKLAIRSASSQQSTQTVTEMK
YEILCKTFDVEYTAVVEERQGDMDCESREESAGEASCQTVDAEDQVLDDSRPDTECESR
IESVPNTLQGMKY TQYNVRGDKFEVYDKYVMIGPIGHGAYGDVCAFTNRETGEKVAIK
KIGNAFQNNTTARRTLREILLLRHTEHDNIPIRDIVPANIEDFHDA YIANELMDTDLHQI
VRSTKLDEYHCQFLLYQLLRGLKYIHSANILHRDLKPSNLLINCNDCLLKICDFGLARTS
AEDDFLTEYVVTRPYRAPELLLGSRMYTAAVDMWSVGCIFMEMLTGQPLFPIRSRQGH
PVNHLKPITELLGTPDASDLSFLQNPDARQRIQMALLGQERKPLFSRFPQTSAIACDLAEK

MLRFNPSNRITAEEALAHPYLAALHDLSDEPTCHLMFDFDAYLPSLTVEHVKTLIWREA

TLINVQ*
FIGURA 4
. | N
LBZIT accCl  nosP Stiper promotor PpPPasa-1 NOSpA

PRPSMI001
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