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ES 2321 821 T3

DESCRIPCION

Promotores inducibles para la expresion de proteinas en plantas y métodos para detectarlos.

La presente invencion se refiere a un 4cido nucleico que contiene secuencias reguladoras inducibles, en particular
promotores, para una expresion controlada de productos de expresion deseados en organismos huéspedes de expresion
adecuados tales como las plantas transgénicas. Ademads, la presente invencién se refiere a un método para detectar
la actividad de una secuencia reguladora en células adecuadas, en las cuales un transgen comprende una secuencia
reguladora potencial ligada de forma operable al gen Bax o un derivado funcional del mismo y la expresién de Bax
estd en correlacion con la actividad de la secuencia reguladora en dichas células.

Con referencia a las aplicaciones industriales y médicas (por ejemplo, enzimas para usos técnicos, anticuerpos
terapéuticos o de diagndstico, vacunas), la expresion de las proteinas en las plantas transgénicas es cada vez mas
interesante para las compaiifas farmacéuticas y quimicas. Los motivos mds importantes son la seguridad y los costes.
Tradicionalmente, las proteinas valiosas para aplicaciones farmacéuticas (hormonas, anticuerpos, etc.) se producen
en células cultivadas de animales. Como la mayoria de los medios de cultivo contienen un 10% o mas de suero de
ternera fetal (FCS), existe siempre un riesgo de contaminacion con agentes causales de la BSE. Ademds, los cultivos
de tejidos animales se pueden contaminar con virus que se pueden transmitir a los humanos. Adicionalmente, debido
al FCS y otros aditivos, los medios de cultivo son a menudo muy caros. Los costes adicionales proceden de la gran
energia necesaria para el control de temperaturas de grandes entidades de cultivo. Esto se comprueba también para la
produccién de proteinas recombinantes en los microorganismos.

El cultivo de plantas es barato debido a que se necesitan solamente luz solar, agua y algunos productos nutritivos
para respaldar el crecimiento de las plantas. Ademads, las plantas se pueden cultivar en campos en una cantidad casi
ilimitada. Por lo tanto, no existen problemas de ampliacién. Sin embargo, un requisito esencial para la produccién con
éxito de una proteina heter6loga en un organismo transgénico es la combinacion del transgen respectivo con elementos
reguladores fuertes y fiables, los promotores. Los promotores conducen a una sintesis eficaz del mARN transgénico,
que se traslada luego a la proteina.

Ademds, la WO 95/19443 describe el aislamiento, clonacién e identificacién de nuevos clones de cADN que
codifican para las proteinas relacionadas con la patogénesis.

Para la produccién de proteinas recombinantes en plantas transgénicas, se utiliza principalmente el ARN 35S
(Pietrzak y col., (1987) Nucleic Acids Res. 14:5857). El promotor 35S se aisl6 en un principio del virus del mosaico
de la coliflor (CaMV) y esto llevé a una alta sintesis constitutiva de una transcripcién de los genes deseados. Otros
promotores, que son menos frecuentes en su uso son el promotor de ARN 19S procedente de CaMV (Paszkowski
y col., (1985) Mol. Gen. Genet. 199:178) y el promotor procedente del gen nopalina sinteasa del Agrobacterium
tumefaciens (Any col., (1984) EMBO J. 4:277).

Todos estos promotores son activos durante toda la vida de una planta y por lo tanto la proteina recombinante se
sintetiza todo el tiempo. Si estas proteinas se acumulan continuamente durante el desarrollo de la planta, se pueden de-
gradar o modificar y en consecuencia pierden su actividad bioldgica. En la mayoria de los casos, la proteina expresada
es nociva o incluso letal para la planta en particular. Esto puede representar un obstdculo mayor en el establecimiento
de plantas transgénicas con altos niveles de expresion. En este caso, no es posible obtener planta transgénica alguna,
o solamente plantas que muestran niveles muy bajos de expresion proteica.

Por lo tanto, seria muy deseable poseer un promotor que pueda conectarse especificamente en cualquier momento
del desarrollo de la planta mediante el tratamiento de la planta con productos quimicos. Las plantas transgénicas
podrian crecer hasta un tamafio apropiado y luego la expresién de la proteina recombinante se podria inducir a un
alto nivel durante un corto tiempo. De esta forma se podrian evitar problemas como la degradacién de la proteina o la
muerte de las plantas por la proteina heter6loga.

Los promotores vegetales mas destacados que pueden ser inducidos por productos quimicos son los promotores
de genes que codifican proteinas relacionadas con la patogénesis (PR). Los genes de PR son inducidos durante la
reaccion de defensa en la planta contra los patégenos. Se desconectan la mayor parte del tiempo durante el desarrollo
de la planta y pueden ser inducidos por el 4cido salicilico de las hormonas vegetales. El mayor problema con estos
promotores proviene del hecho de que son inducidos también por un estimulo del desarrollo poco tiempo antes de la
floracion de las plantas (Griiner and Pfitzner (1994) Eur. J. Biochem. 220:247). Por lo tanto, resulta muy dificil obtener
semillas de plantas que expresan proteinas que son nocivas para determinado organismo.

Ademads, para la produccién de proteinas en plantas transgénicas, es necesario conocer en qué partes de las plantas
las regiones reguladoras, en particular los promotores, de los transgenes son activas e inducibles, respectivamente. Con
el fin de analizar las regiones reguladoras en plantas vivas, es necesario expresar genes reporteros bajo el control de es-
tas regiones reguladoras. Actualmente, se utilizan en plantas los genes reporteros GUS (8-Glucoronidasa), Luc (lucife-
rasa) y GFP (proteina fluorescente verde). Sin embargo, estos genes reporteros no son muy sensibles y el andlisis de to-
das las plantas durante toda su vida no es posible. Ademas, por contraste con las células animales, las células vegetales
poseen una pared celular rigida. Por lo tanto, la aplicacidn del substrato para los genes reporteros GUS y Luc es dificil,
defectuosa, lleva mucho tiempo y es cara. Ademas, el uso de GFP en plantas es dificil debido a su autofluorescencia.
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Actualmente, no se dispone de ningiin gen reportero para detectar de forma sensible, facil y durante toda la vida
de una planta la actividad de las regiones reguladoras.

Asi, el problema técnico subyacente en la presente invencidn consiste en proporcionar secuencias reguladoras,
en particular para plantas, que puedan ser conectas selectivamente por productos quimicos afiadidos externamente
induciendo por este medio la expresion de transgenes, caracterizada porque las secuencias reguladoras no deberian
ser conectadas durante el desarrollo normal por ejemplo de la planta. Otro objeto de la presente invencidn consiste
en proporcionar un método para detectar la actividad de una secuencia reguladora en plantas o partes de las mismas,
caracterizada porque la actividad reguladora es facilmente detectable durante toda la vida de la planta.

La solucién de los problemas técnicos anteriores es conseguida por las realizaciones caracterizadas en las reivin-
dicaciones.

En particular, la presente invencién se refiere a un acido nucleico que contiene la secuencia de nucleétidos, SEQ
ID NO:1 que estd ligada de forma operable a un transgen.

La secuencia de nucleétidos, SEQ ID NO:1, comprende una secuencia reguladora, en particular una secuencia
promotora. El término “secuencia reguladora” incluye una secuencia de nucle6tidos que contiene elementos necesarios
para la expresion/transcripcién de un producto deseado. La secuencia reguladora puede ser un elemento regulador que
no exprese constitutivamente, por ejemplo un gen, pero que sea inducible selectivamente por productos quimicos
lo que resulta en una expresion, por ejemplo de un gen, a su induccidn. La expresién “expresion no constitutiva”
significa que la secuencia reguladora tal como una secuencia promotora preferentemente es totalmente inactiva antes
de cualquier medida que resulte en una induccién de la misma. En una realizacién preferente de la presente invencion,
la primera secuencia de nucle6tidos es un promotor vegetal inducible.

En una realizacién preferente de la presente invencion, los productos quimicos estdn seleccionados a partir del
grupo que se compone de compuestos organicos. Los productos quimicos especialmente estin seleccionados a partir
del grupo que incluye compuestos fendlicos, tiamina, dcido benzoico, 4cido isonicotinico (INA), y los derivados de
los mismos. Los compuestos fendlicos son por ejemplo, acido salicilico o los derivados estructural o funcionalmente
relacionados de los mismos.

El 4cido nucleico definido anteriormente, SEQ ID NO:1, esté ligado de forma operable a una segunda secuencia de
nucledtidos que comprende una secuencia deseada (aqui denominada también “transgen”) que ha de expresarse como
un gen funcional. No existe ninguna limitacién particular de la secuencia que ha de expresarse, y a su expresion en
un organismo huésped adecuado, la secuencia resulta, por ejemplo en un polipéptido, una proteina o una molécula de
ARN.

El término “ligado de forma operable” significa que la primera y la segunda secuencias de nucledtidos estin
conectadas entre si de modo tal que la primera secuencia de nucleétidos controle la transcripcién de la segunda
secuencia de nucleétidos.

La presente invencion se refiere asimismo a vectores que comprenden el dcido nucleico definido anteriormente, de
acuerdo con la invencidn. Los ejemplos de vectores son pBin19, pGC4-00, pUC18/19, pBluescript.

La presente invencion se refiere también a un organismo huésped que comprende el dcido nucleico de acuerdo con
la invencién o el vector de acuerdo con la invencién. El organismo huésped es por ejemplo un organismo procariético
tal como E. coli o Agrobacterium tumefaciens, o un organismo eucaridtico tal como una célula vegetal (incluida una
planta transgénica). El 4cido nucleico de acuerdo con la presente invencién, puede estar incluido también en un virus
o viroide adecuado para la preparacion de un organismo transgénico tal como una planta transgénica.

Ademais, la presente invencion se refiere al uso del acido nucleico definido anteriormente para la preparacion de
una planta transgénica cuyo transgen es inducible selectivamente por productos quimicos afiadidos exdgenamente.
La expresion “productos quimicos afiadidos exdgenamente” incluye productos quimicos que no son producidos por
la planta misma (o producidos solamente en cantidades que no causan sustancialmente induccién de la secuencia
reguladora definida anteriormente), y productos quimicos que son producidos por la planta en algin momento durante
su vida. El término “inducible selectivamente” significa que la expresion del transgen es inducida sustancialmente
(“‘conectada”) s6lo mediante la adicién de productos quimicos especificos.

La presente invencion se refiere ademads a una planta transgénica tal como una planta de tabaco, planta de tomate o
planta de patata que comprende la secuencia de 4cido nucleico de acuerdo con la presente invencién con el propdsito
de una expresion regulada de cualquier transgen homélogo o heterélogo. El término “planta transgénica” incluye
toda la planta como tal y partes de la misma, tal como raiz, tallo, hoja, células o tejido especifico del érgano, la
materia reproductora de la misma, especialmente las semillas y plantas de semillero de la misma. El término “transgen
heter6logo” significa un gen que deriva de una fuente distinta del tipo salvaje de la planta transgénica. El término
“transgen homodlogo™ significa un gen que deriva del tipo salvaje de la planta transgénica. En una realizacion de la
presente invencion, la planta transgénica contiene el dcido nucleico de la invencién definido anteriormente integrado
de forma estable en el material genético. Alternativamente, la planta transgénica expresa transitoriamente la secuencia
deseada contenida en el 4cido nucleico definido anteriormente.
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En una realizacion preferente de la presente invencidn, la expresion del transgen definido anteriormente es inducida
después del tratamiento con productos quimicos de la planta transgénica.

Sorprendentemente, el 4cido nucleico de acuerdo con la presente invencion es capaz de inducir selectivamente la
expresion de una secuencia deseada (“transgen”) por ejemplo en plantas transgénicas después de su tratamiento con
ciertos productos quimicos. En consecuencia, es posible cultivar las plantas transgénicas hasta una tamaiio suficiente
para obtener suficiente material vegetal, y luego inducir la expresion de un transgen que resulta en el producto deseado
tal como, por ejemplo, un polipéptido, una proteina o una molécula de ARN.

El 4cido nucleico de acuerdo con la presente invencién y el vector de acuerdo con la presente invencién se pueden
preparar por medio de métodos de la técnica anterior. Esto incluye también los métodos para cultivar células huésped
adecuadas y recuperar dichos dcidos nucleicos o dichos vectores de dichas células huésped y/o del medio de cultivo.

Las figuras muestran:
La Figura 1 muestra la secuencia de nucleétidos del promotor NIMIN-1 (SEQ ID NO:1).
La Figura 2 muestra la secuencia de nucleétidos del promotor NIMIN-2 (SEQ ID NO:2).

La Figura 3 muestra un diagrama de barras que compara la actividad GUS (beta-glucoronidasa) de las construccio-
nes de fusién PR1a-GUS (321-9) y NIMIN2-GUS (322-7) en plantas transgénicas después de la induccién con acido
salicilico (SA) o Bion, caracterizado porque la actividad GUS de las construcciones de fusién tratadas con agua en
plantas transgénicas se utiliza como control de fondo.

La Figura 4 muestra un diagrama de barras que pone en correlacion la cantidad de SA utilizada para el tratamiento
de la planta con la actividad GUS en dos plantas transgénicas NIMIN2-GUS independientes (322-1 y 322-7) después
de la induccién con acido salicilico (SA), caracterizado porque la actividad GUS de las construcciones de fusién
tratadas con agua en plantas transgénicas se utiliza como control de fondo.

La Figura 5 muestra un Western Blot que pone en correlacién la cantidad de SA utilizada para el tratamiento de la
planta con la expresion de las proteinas PR-1 endégenas en la planta transgénica 322-2 tal como se describe en la Fig.
4,y que se utiliza como control positivo.

La Figura 6 muestra la expresién espontdnea del gen Bax bajo el control del promotor PR-1a (A) en hojas y (B) en
el tallo de plantas transgénicas de tabaco.

La Figura 7 muestra plantas que contienen el gen humano Bax bajo el control del promotor PR-1a (A), el promotor
NIMIN-2 (B) o el promotor NIMIN-1 (C y D).

Ahora se ilustra ademads la presente invencion en los siguientes ejemplos, sin que se limite a los mismos.
Ejemplo 1
Aislamiento de los promotores NIMIN-1 y NIMIN-2

Los cADN para las proteinas NIMIN, NIMIN-1, NIMIN-2 y NIMIN-3 han sido aislados como nuevas protei-
nas interactuantes con la proteina reguladora NPR1 en Arabidopsis thaliana (Weigel y col., (2001) Plant Mol. Biol.
46:143). Se demostré que los mARN para las proteinas NIMIN-1 y NIMIN-2 eran inducibles por el dcido salicili-
co y Bion, sustancia que puede sustituir el 4cido salicilico en algunas de sus funciones (Weigel y col., (2001) Plant
Mol. Biol. 46:143). Para identificar los elementos reguladores responsables de esta induccion, los elementos pro-
motores se amplificaron mediante PCR de ADN gendmico de Arabidopsis thaliana utilizando los iniciadores N1-
P1 (SEQ ID NO:3) y N1-P2 (SEQ ID NO:4) para NIMIN-1 y N2-P1 (SEQ ID NO:5) y N2-P2 (SEQ ID NO:6)
para NIMIN-2 (N1-P1: 5°-CCAAGCTTGTCTCATGAATTCGTGGTATAGCG-3’; N1-P2: 5’-CCGGATCCTTAGA
GAAAGTGATTGATTTTGG-3’; N2-P1: 5’-CCCCACGTTAACGATGATCAC-3’; N2-P2: 5’-CTGGATCCCGTCG
TTTAAGCTTAGTCAA-3’). Se analizaron los fragmentos respectivos de PCR sobre un gel de agarosa y se produje-
ron los tamafios esperados (1,1 kb para NIMIN-1 y 1,2 kb para NIMIN-2). Se cortaron los fragmentos con las enzimas
de restriccién HindIIl y BamHI (elemento del promotor NIMIN-1) o BgIIl y BamHI (elementos del promotor NIMIN-
2) y se ligaron en el vector de clonacién pUC19. Se secuenciaron los clones resultantes y se muestra la secuencia de
nucledtidos en la Figura 1 (NIMIN-1) y Figura 2 (NIMIN-2).

Ejemplo 2
Construccion de las fusiones con genes reporteros y generacion de plantas transgénicas

Los fragmentos de ADN que contenian las secuencias respectivas de los promotores se extirparon de los subclones
pUC19 y se ligaron en pUC/0-GUS (Beilmann y col., (1991) Eur. J. Biochem. 196:415). Los productos de ligacién
resultantes se analizaron mediante una digestion con enzimas de restricciéon con EcoRI (NIMIN1-GUS) o Xbal y

EcoRi (NIMIN2-GUS). La banda de 3,2 kb, que representa la fusién con el promotor-gen reportero se extirp6 de un
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gel de agarosa y se ligd en el vector pBin19 de Agrobacterium, produciendo pBin19/N1-GUS y pBin19/N2-GUS. Los
pldsmidos se trasladaron de E. coli a Agrobacterium tumefaciens a través del acoplamiento triparental.

Se utilizaron las coloraciones resultantes de Agrobacteria para generar plantas transgénicas que contenian las
construcciones con genes reporteros.

Ejemplo 3
Caracterizacion de las actividades promotoras de los promotores NIMIN

Para caracterizar la influencia de los productos quimicos sobre la actividad de los promotores NIMIN, se perforaron
discos de hojas procedentes de las lineas transgénicas NIMIN1-GUS y NIMIN2-GUS. Como control, se utilizaron
fusiones con el promotor PR-1a. Se dejaron flotar los discos de hojas sobre 1 mM de SA, 140 mg/I de Bion (andlogo
funcional del 4cido salicilico) o agua. Después de 3 dias, se prepararon extractos proteicos y se sometié a ensayo la
actividad del gen reportero GUS en los extractos. Las actividades resultantes del gen reportero eran 5 veces mds altas
en las fusiones con el promotor NIMIN-2 que en las fusiones con el promotor PR-1a (véase la Figura 3). Ademads,
los discos de hojas procedentes de las lineas transgénicas NIMIN1-GUS y NIMIN2-GUS se incubaron con distintas
concentraciones de dcido salicilico. La actividad de los promotores NIMIN depende de la concentracién de acido
salicilico (véase las Figuras 4 y 5).

Ejemplo 4

Construccion de una fusion con un gen reportero (Bax) con el promotor PR-1a y generacion de plantas transgénicas
de tabaco - Ejemplo de Referencia

El vector pUC19/His(Bax) fue digerido con las enzimas de restriccion Sacl y BgIIl. El fragmento de ADN re-
sultante que contenia el gen alfa Bax humano respectivo con una etiqueta N-terminal 6x His fue ligado en el vector
binario pBin19/PR1a-GUS (Beilmann y col., (1992) Plant Mol. Biol. 18:65), en el cual se extirp6 antes el GUS con las
enzimas de restriccién Sacl y BamHI. El producto de la ligacion se transformé en E. coli DH5a, y las colonias resul-
tantes se analizaron mediante la digestién con enzimas de digestién con EcoRI e HindIII asi como PCR, produciendo
el vector pBin19/PR1a-Bax. El plasmido se trasladé de E. coli a Agrobacterium tumefaciens LBA4404 mediante elec-
troporacién. Se utilizé la cepa resultante de Agrobacterium para generar plantas transgénicas de tabaco (Nicotiana
tabacum var. Samsun NN/nn) que contenian la construccién con el gen reportero.

Ejemplo 5
Andlisis de la regulacion de los promotores NIMIN por estimulos endogenos

La caracteristica mas importante de un promotor inducible no sélo es la inducibilidad por sustancias exdgenas sino
también que el promotor se desconecta en condiciones normales. Para investigar si los promotores NIMIN cumplen
con estos requisitos, se generaron plantas transgénicas de tabaco con fusiones con Bax-promotor NIMIN tal como
se describe anteriormente. Bax es letal para cualquier célula. Por lo tanto, toda falta de ajuste del promotor NIMIN
conduciria a zonas necrdticas en las plantas. Se cultivaron las plantas en el invernadero y se comprobé su fenotipo.

Aungque el uso del promotor PR-1a resulté en mayores regiones necréticas més tarde en el desarrollo de las plantas
(véase la Figura 6 y la Figura 7), no se observaron zonas necréticas en las plantas con NIMIN2-Bax y sélo lesiones
menores en las hojas inferiores de las plantas con NIMIN1-Bax (véase la Figura 7B-D).
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REIVINDICACIONES

1. Un 4cido nucleico que contiene la secuencia de nucleétidos SEQ ID NO:1 que es ligada de forma operable a un
transgen.

2. El 4cido nucleico segun la reivindicacién 1, caracterizado porque la secuencia de nucleétidos es una secuencia
reguladora.

3. El 4cido nucleico segun la reivindicacién 2, caracterizado porque la secuencia reguladora es una secuencia
promotora selectivamente inducible por productos quimicos.

4. El 4cido nucleico segun la reivindicacién 3, caracterizado porque los productos quimicos estdn seleccionados
a partir del grupo que incluye compuestos organicos.

5. El 4cido nucleico segtin la reivindicacion 4, caracterizado porque los compuestos orgdnicos estdn seleccionados
a partir del grupo que incluye compuestos fendlicos, tiamina, 4cido benzoico, 4cido isonicotinico (INA) y los derivados
de los mismos.

6. El 4cido nucleico segun la reivindicacion 5, caracterizado porque el compuesto fendlico es 4cido salicilico o
un derivado estructural o funcional del mismo.

7. Un vector que contiene el dcido nucleico segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6.

8. Un organismo huésped no humano que contiene el acido nucleico segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6
o el vector segun la reivindicacién 7.

9. El organismo huésped segtin la reivindicacién 8, que estd seleccionado a partir del grupo compuesto de una
célula bacteriana o de una célula vegetal.

10. Una planta transgénica que contiene al menos el dcido nucleico segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6.

11. La planta transgénica segun la reivindicacién 10, caracterizada porque el dcido nucleico se integra de forma
estable en el material genético.

12. La planta transgénica segtn la reivindicacion 10 u 11, caracterizada porque el transgen se expresa transitoria-
mente.

13. La planta transgénica segtn cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12, caracterizada porque la expresion del
transgen se induce selectivamente a su tratamiento con productos quimicos.

14. La planta transgénica segtn la reivindicacién 13, caracterizada porque los productos quimicos estdn seleccio-
nados a partir del grupo que incluye compuesto orgdnicos tal como se define en cualquiera de las reivindicaciones 4 a
6.



GAATTCGTGG
AATATTTTAT
AAATAAATCG
TTTATGTAAC
AAAAATAGGG
ATTTCACATA
GAGATTTTAT
TAGTAAAATA
TCCATCCTTA
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ACCAACCACG
GTCTTTCTTT
TACGTCATCA
TCCCAAACAC
TCTTTTACTC
GATTACTATT
CGAAATTAAA
TTTGTGGETTT
AGGTGGGGAC
AATTTTTTTC
TCTTCACTCT
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TATAGCGTTA
AAARRTAALA
TCCCGCGATA
ATCAATAGAG
GAAAAAATGT
TACAAATTAA
TCGACAAATC
GTACGTTAAT
GATTCAANAA
GAGTGCTGTA
AGTAAAGTAA
ATTTCARAAG
TTGTGACATC
ATCATCATCT
TTTTACCCCT
TTGRATTTAC
TATCCTAACT
AAATTGTAAC
AGGGTGTTTT
CTTTAAAAGA
CCAAAATCAA

CTTAATAACA
TTTGCAAGTT
TACCGCGGGT
GTAATCTAAT
TCTTCGTTGG
TTTAATTTAC
TTTTATATAA
ATATCAACCT
CATATGCCTG
CACTCGGATC
ACGCATCAAG
TATATCCAAG
ATCTCGTAAC
GACGTAATTT
GGTCCCTTTT
AGGGAACCAA
AACTTGGAAA
TAGGAAACTA
AGTCTTTTTC
AAGTCATCAG
TCACTTTICTC

Figura 1

ATTATAAACT
TTAATATATA
TAAAMATCTAG
TACCATTCAT
BATCCAATTG
ATACAAGTGG
CCTCATCATT
TTTCAAGCAT
AMATATTAGA
TACTAGAATA
TCAAGTTTTIT
TAGATTAGTG
CGCTTICATGT
TAACGTTGAT
TTAACAATTA
AAAACCCATT
AATATCTCCA
AAAGGACTAA
TAAGAAGTTT
ACGAAAAGGA
TAA

GTAAAATATA
TTATTTTTAA
TTTCTTTTTG
TTAAAATACC
TTCCACACAA
CCGACAATAT
CACAATTTAA
TATGGTATTC
TCTAACGGTT
TCTCTCCAAG
GATGATTAGA
TTGTATAGAT
CACGTTGTCA
ATCTCCGCGT
TAADMATTAT
TATAAACGTTT
ATTTTCGTTT
AGAGTAAAAG
CGTGATGACT
TTATTTGCCT



GATCTCTATG
TGGAAAAGAA
CATTTITCTGA
TTACAATAAT
AAATAGCATG
AGAATATATA
GAAATAGCAC
GAAGTTTAAA
TGGATAACAT
ATGACAAATA
ACATGCATTT
ATATCACAAC
ATGAGAGATA
GAACAAAATA
TATTTTAGGA
CTGAAGAAGA
GCTAAAGTCT
AGAGAAAGGC
AATACTATTT
TATTTCTTAC
ATGGACTTCC
ACGCTTTAAA
CAATTTATIT
GCTATAAGAG
TTTTTCTTGA
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TATATAAAAA
TTGAGAGAAT
AAAAGAGAAA
GCCATTGGCT
ATATATTTAC
TACACGATAT
GAAATATTTA
ARAACATATA
GACAAATATT
TTAATATATC
TAAAATCAGA
GACATTGACG
GAGAGATTTC
AAGAGATATG
GAGGGAGAGA
TGAATTGTGT
CGTAAAGAAG
TAAAATAGAC
GGTCCAAGGT
ATATACTCTA
TTTATTCCAA
ACATCGCATG
AGTTGTTGAC
TTTCATTATA
CTAAGCTTAA

TATGGGTAAT
GACATTGTGT
ATACAAAMAT
TTAGTTATAA
AAAAATCATG
ATATGTTTCT
TAAAAAGCAT
GAATTGTTAC
TATTTATTTC
AGTGTTAATA
CATTTGTTTT
GAAAATTCAG
TATGGAARAA
ATGATATATT
GAAATAGAAA
TAAAGATGAA
ATGAAAAAGA
TAACTATTGC
TATTTTGTGT
AAAATATAGC
AAGTCAATAA
ATGATGTCAT
AATATCGACC
AATTTTAGCA
ACGACG

Figura 2

ATTAGAAACT
CAGAAAAGTT
ATCCTTGTGT
AGTTTATATG
CAATTCTTTA
CTGAAATAAT
GCAATTCTCT
AATATTACAT
ATGAGTTTTT
ACATGTTTTG
AAAATCAAAT
GTARARAGAG
GAAAGAGAGA
TTATGAGAGG
AAGAAAATGA
GAGAGAAAGA
AACAAAAGAA
CAAAATTTCT
ATTCTTTTGA
CGATACCAAT
AGTGTGACGT
TAGCATCAAT
GTCTAAGTTC
AAATAAAATC

AACTATGAAA
AGGTAAATAA
TTACTTATTT
TATTTGTCTA
AAATACATAC
GTGTTTCTCA
TATAGATCGC
GGGTTTTTAT
ATTGGATAGC
TTCTTAAAAT
CTAATCTCTT
AAAATAAAGA
ACATGTAGGT
TGGTGAAGAT
CATGGTGAAT
GAACTCCATG
GGAAGAAGAA
GTAGCCGACA
AGTCAAAAGT
TTTTCCACAC
CATGATACTT
CTCCACCGTC
CACACCGACG
AGCAAATAAT
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LISTA DE SECUENCIAS

<120> Promotores inducibles para la expresion de protefnas en plantas y método para detectarlas.

<130> H 2269
<160> 6

<170> Version patentln 3.1.

<210>1
<211> 1033
<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 1

gaattegtgyg
aaaaataaaa
tacegegggt
taccattecat
ttecacacaa
gagattttat
gtacgttaat
catatgcatg
tactagaala
gatgattaga
tacgtcatca
atcatecatcot
ggtcecetrtt
aaaacccatt
atttteogttt
aggtggggac
ctttaaaaga

tcactttcte

<210>2
<211> 1226
<212> ADN

tatagcgtta
trrgcaaght
taaaatctag
ttaaaatacc
atttcacata
tecgacaaatc
atatcaacct
aasatattaga
tecteotccaag
gretttotee
ttgtgacate
gacgtaattt
ttaacaatta
tataaagttt
tttgtggttt
agggtgttee
aagtcatcag

taa

<213> Arabidopsis thaliana

cttaataaca
ttaatatata
tttotetery
aaaaataggy
tacaaattaa
ttttatataa
tttecaagcat
tctaacggtt
accaaccacy
atttcaaaay
atctegtaac
taacgttgat
taaaaattat
cgagatrtaaa
aaattgtaac
agretrtte

acgaaaagga

attataaact
tratttttaa
tttacgtaac
gaaaaaatgt
tttaatttac
¢cteatcatt
tatggtattce
gatagtaata
agtaaagtaa
tatatccaag
cgetrcatgt
atcteogegt
gattactatt
tatcctaact
taggaaacta
taagaagttt

tratttgcet

gtaaaatata
aaataaatcg

atcaatagag

tettegitgy

atacaagtgg
cacaatttaa
tceatoctta
gagtgetgta
acgcatcaag
tagattagtyg
cacgtigtca
regrecacee
ttgaarttac
aacttggaaa
agaggactaa
cgtgatgact

tettcactet

aatattttat
teccegegata
gtaatctraat
aatccaatty
cegacaatat
tagtaaaata
gattcaaaaa
cacteggatc
tcaagtttt
ttgtatagat
teoccaaacac
ttttacececct
agggaaccaa
aatatereca
agagtaaaag
aatttrttee

ccaaaatcaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
9690

1020

1033
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<400> 2

ES 2321 821 T3

gatctctatg tatataaaaa tatgggtaat attagaagact aactatgaaa tggaaaagaa

ttgagagaat gacattgtgt cagaaaagtt aggtaaataa cattttctga aasagagaaa

atacaaaaat ateccttgtgt ttacttattt ttacaataat gccattgget ttagttataa

agtttatatg
aaatacatac
gaaatagcac
aaaacatata
tatttatttce
acatgtttrg
ctaatctett
atgagagata
aagagatatyg
gaaatagaaa
gagagaaaga
ggaagaagaa
aatactattt
atatactcta
aagtcaataa
tagcatcaat
cacaccgacy

tttttettga

tatttgtcta aaatagcatg atatatttac aaaaatcaty

agaatatata
gaaatattta
gaattgttac
atgagttitt
tecttaaaat
atatcacaac
gagagattte
atgatatatt
aagaaaatga
gaactcecaty
agagaaaggc
ggtccaaggr
aaaatatage
agtgtgacgt
cteocacogte
getataagag

ctaagcttaa

tacacgatat
taaaaagcat
aatattacat
attggatage
acatgeattt
gacattgacyg
tatggaaaaa
ttatgagagyg
catgytgaat
gctaaagtet
taaaatagac
tattttgtgt
cgataccaat
catgatactt
caacttatte
tttcattata

acgacyg

atatgtttoet
geaattcect
gggtrtttat
atgacaaata
taaaatcaga
gaaaattcag
gaaagagaga
tggtygaagat
ctgaagaaga
cgtaaagaag
taactattge
attcttttga
ttttoccacac
acgetttaaa
agttgttgac

aattttageca

<210>3

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Iniciador N1-P1 para la amplificacion del gen NIMIN-1

<400> 3
ccaagcttgt ctcatgaatt cgtggtatag cg

<210>4

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Iniciador N1-P2 para la amplificacién del gen NIMIN-1

ctgaaataat
tatagatcgc
tggataacat
ttaatatatc
cactrgtere
gtaaaaagag
acatgtaggt
tattttagga
tgaattgtgt
atgaaaaaga
caaaatttct
agtcaaaagt
atggacttee
acatcgeatyg
aatatcgacc

aaataaaatc

caatteteta
gtgtttctea
gaagtttaaa
gacaaatatt
agtgttaata
aaaatcaaat
aaaataaaga
gaacaaaata
gagggagaga
taaagatgaa
aacaaaagaa
gtagccgaca
tatttcttac
tttattccaa
atgatgtcat
gtctaagtte

agecaaataat

60
12¢

180

240
300
360
420
480
540
600
860
720
780
840
so0
960
10290
1080
1140
1200

1226

32
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<400> 4
ccggatcctt agagaaagtg attgattttg g

<210>5

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Iniciador N2-P1 para la amplificacién del gen NIMIN-2

<400> 5
ccccacgtta acgatgatca ¢

<210> 6

<211>28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Iniciador N2-P2 para la amplificacion del gen NIMIN-2

<400> 6

ctggatcceg tegtttaage ttagtcaa

31

21

28
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