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ES 2 321 821 T3

DESCRIPCIÓN

Promotores inducibles para la expresión de proteínas en plantas y métodos para detectarlos.

La presente invención se refiere a un ácido nucleico que contiene secuencias reguladoras inducibles, en particular
promotores, para una expresión controlada de productos de expresión deseados en organismos huéspedes de expresión
adecuados tales como las plantas transgénicas. Además, la presente invención 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 expresión de Bax
está en correlación 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 diagnóstico, vacunas), la expresión de las proteínas en las plantas transgénicas es cada vez más
interesante para las compañías farmacéuticas y químicas. Los motivos más importantes son la seguridad y los costes.
Tradicionalmente, las proteínas valiosas para aplicaciones farmacéuticas (hormonas, anticuerpos, etc.) se producen
en células cultivadas de animales. Como la mayoría de los medios de cultivo contienen un 10% o más de suero de
ternera fetal (FCS), existe siempre un riesgo de contaminación con agentes causales de la BSE. Además, 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
energía necesaria para el control de temperaturas de grandes entidades de cultivo. Esto se comprueba también para la
producción de proteínas 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. Además, las plantas se pueden cultivar en campos en una cantidad casi
ilimitada. Por lo tanto, no existen problemas de ampliación. Sin embargo, un requisito esencial para la producción con
éxito de una proteína heteróloga en un organismo transgénico es la combinación del transgen respectivo con elementos
reguladores fuertes y fiables, los promotores. Los promotores conducen a una síntesis eficaz del mARN transgénico,
que se traslada luego a la proteína.

Además, la WO 95/19443 describe el aislamiento, clonación e identificación de nuevos clones de cADN que
codifican para las proteínas relacionadas con la patogénesis.

Para la producción de proteínas recombinantes en plantas transgénicas, se utiliza principalmente el ARN 35S
(Pietrzak y col., (1987) Nucleic Acids Res. 14:5857). El promotor 35S se aisló en un principio del virus del mosaico
de la coliflor (CaMV) y esto llevó a una alta síntesis constitutiva de una transcripción 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 (An y col., (1984) EMBO J. 4:277).

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

Por lo tanto, sería muy deseable poseer un promotor que pueda conectarse específicamente en cualquier momento
del desarrollo de la planta mediante el tratamiento de la planta con productos químicos. Las plantas transgénicas
podrían crecer hasta un tamaño apropiado y luego la expresión de la proteína recombinante se podría inducir a un
alto nivel durante un corto tiempo. De esta forma se podrían evitar problemas como la degradación de la proteína o la
muerte de las plantas por la proteína heteróloga.

Los promotores vegetales más destacados que pueden ser inducidos por productos químicos son los promotores
de genes que codifican proteínas relacionadas con la patogénesis (PR). Los genes de PR son inducidos durante la
reacción de defensa en la planta contra los patógenos. Se desconectan la mayor parte del tiempo durante el desarrollo
de la planta y pueden ser inducidos por el ácido salicílico de las hormonas vegetales. El mayor problema con estos
promotores proviene del hecho de que son inducidos también por un estímulo del desarrollo poco tiempo antes de la
floración de las plantas (Grüner and Pfitzner (1994) Eur. J. Biochem. 220:247). Por lo tanto, resulta muy difícil obtener
semillas de plantas que expresan proteínas que son nocivas para determinado organismo.

Además, para la producción de proteínas 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 (β-Glucoronidasa), Luc (lucife-
rasa) y GFP (proteína fluorescente verde). Sin embargo, estos genes reporteros no son muy sensibles y el análisis de to-
das las plantas durante toda su vida no es posible. Además, por contraste con las células animales, las células vegetales
poseen una pared celular rígida. Por lo tanto, la aplicación del substrato para los genes reporteros GUS y Luc es difícil,
defectuosa, lleva mucho tiempo y es cara. Además, el uso de GFP en plantas es difícil debido a su autofluorescencia.
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Actualmente, no se dispone de ningún gen reportero para detectar de forma sensible, fácil y durante toda la vida
de una planta la actividad de las regiones reguladoras.

Así, el problema técnico subyacente en la presente invención consiste en proporcionar secuencias reguladoras,
en particular para plantas, que puedan ser conectas selectivamente por productos químicos añadidos externamente
induciendo por este medio la expresión de transgenes, caracterizada porque las secuencias reguladoras no deberían
ser conectadas durante el desarrollo normal por ejemplo de la planta. Otro objeto de la presente invención 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 fácilmente detectable durante toda la vida de la planta.

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

En particular, la presente invención se refiere a un ácido nucleico que contiene la secuencia de nucleótidos, SEQ
ID NO:1 que está ligada de forma operable a un transgen.

La secuencia de nucleótidos, SEQ ID NO:1, comprende una secuencia reguladora, en particular una secuencia
promotora. El término “secuencia reguladora” incluye una secuencia de nucleótidos que contiene elementos necesarios
para la expresión/transcripción 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 químicos
lo que resulta en una expresión, por ejemplo de un gen, a su inducción. La expresión “expresión no constitutiva”
significa que la secuencia reguladora tal como una secuencia promotora preferentemente es totalmente inactiva antes
de cualquier medida que resulte en una inducción de la misma. En una realización preferente de la presente invención,
la primera secuencia de nucleótidos es un promotor vegetal inducible.

En una realización preferente de la presente invención, los productos químicos están seleccionados a partir del
grupo que se compone de compuestos orgánicos. Los productos químicos especialmente están seleccionados a partir
del grupo que incluye compuestos fenólicos, tiamina, ácido benzoico, ácido isonicotínico (INA), y los derivados de
los mismos. Los compuestos fenólicos son por ejemplo, ácido salicílico o los derivados estructural o funcionalmente
relacionados de los mismos.

El ácido nucleico definido anteriormente, SEQ ID NO:1, está ligado de forma operable a una segunda secuencia de
nucleótidos que comprende una secuencia deseada (aquí denominada también “transgen”) que ha de expresarse como
un gen funcional. No existe ninguna limitación particular de la secuencia que ha de expresarse, y a su expresión en
un organismo huésped adecuado, la secuencia resulta, por ejemplo en un polipéptido, una proteína o una molécula de
ARN.

El término “ligado de forma operable” significa que la primera y la segunda secuencias de nucleótidos están
conectadas entre sí de modo tal que la primera secuencia de nucleótidos controle la transcripción de la segunda
secuencia de nucleótidos.

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

La presente invención se refiere también a un organismo huésped que comprende el ácido nucleico de acuerdo con
la invención o el vector de acuerdo con la invención. El organismo huésped es por ejemplo un organismo procariótico
tal como E. coli o Agrobacterium tumefaciens, o un organismo eucariótico tal como una célula vegetal (incluida una
planta transgénica). El ácido nucleico de acuerdo con la presente invención, puede estar incluido también en un virus
o viroide adecuado para la preparación de un organismo transgénico tal como una planta transgénica.

Además, la presente invención se refiere al uso del ácido nucleico definido anteriormente para la preparación de
una planta transgénica cuyo transgen es inducible selectivamente por productos químicos añadidos exógenamente.
La expresión “productos químicos añadidos exógenamente” incluye productos químicos que no son producidos por
la planta misma (o producidos solamente en cantidades que no causan sustancialmente inducción de la secuencia
reguladora definida anteriormente), y productos químicos que son producidos por la planta en algún momento durante
su vida. El término “inducible selectivamente” significa que la expresión del transgen es inducida sustancialmente
(“conectada”) sólo mediante la adición de productos químicos específicos.

La presente invención se refiere además a una planta transgénica tal como una planta de tabaco, planta de tomate o
planta de patata que comprende la secuencia de ácido nucleico de acuerdo con la presente invención con el propósito
de una expresión regulada de cualquier transgen homólogo o heterólogo. El término “planta transgénica” incluye
toda la planta como tal y partes de la misma, tal como raíz, tallo, hoja, células o tejido específico del órgano, la
materia reproductora de la misma, especialmente las semillas y plantas de semillero de la misma. El término “transgen
heterólogo” significa un gen que deriva de una fuente distinta del tipo salvaje de la planta transgénica. El término
“transgen homólogo” significa un gen que deriva del tipo salvaje de la planta transgénica. En una realización de la
presente invención, la planta transgénica contiene el ácido nucleico de la invención definido anteriormente integrado
de forma estable en el material genético. Alternativamente, la planta transgénica expresa transitoriamente la secuencia
deseada contenida en el ácido nucleico definido anteriormente.

3



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 321 821 T3

En una realización preferente de la presente invención, la expresión del transgen definido anteriormente es inducida
después del tratamiento con productos químicos de la planta transgénica.

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

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

Las figuras muestran:

La Figura 1 muestra la secuencia de nucleótidos del promotor NIMIN-1 (SEQ ID NO:1).

La Figura 2 muestra la secuencia de nucleótidos 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 fusión PR1a-GUS (321-9) y NIMIN2-GUS (322-7) en plantas transgénicas después de la inducción con ácido
salicílico (SA) o Bion, caracterizado porque la actividad GUS de las construcciones de fusión tratadas con agua en
plantas transgénicas se utiliza como control de fondo.

La Figura 4 muestra un diagrama de barras que pone en correlación 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 inducción con ácido salicílico (SA), caracterizado porque la actividad GUS de las construcciones de fusión
tratadas con agua en plantas transgénicas se utiliza como control de fondo.

La Figura 5 muestra un Western Blot que pone en correlación la cantidad de SA utilizada para el tratamiento de la
planta con la expresión de las proteínas PR-1 endógenas 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 expresión espontánea 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 además la presente invención 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 proteínas NIMIN, NIMIN-1, NIMIN-2 y NIMIN-3 han sido aislados como nuevas proteí-
nas interactuantes con la proteína reguladora NPR1 en Arabidopsis thaliana (Weigel y col., (2001) Plant Mol. Biol.
46:143). Se demostró que los mARN para las proteínas NIMIN-1 y NIMIN-2 eran inducibles por el ácido salicíli-
co y Bion, sustancia que puede sustituir el ácido salicílico en algunas de sus funciones (Weigel y col., (2001) Plant
Mol. Biol. 46:143). Para identificar los elementos reguladores responsables de esta inducción, los elementos pro-
motores se amplificaron mediante PCR de ADN genómico 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 tamaños esperados (1,1 kb para NIMIN-1 y 1,2 kb para NIMIN-2). Se cortaron los fragmentos con las enzimas
de restricción HindIII y BamHI (elemento del promotor NIMIN-1) o BgIII y BamHI (elementos del promotor NIMIN-
2) y se ligaron en el vector de clonación pUC19. Se secuenciaron los clones resultantes y se muestra la secuencia de
nucleótidos en la Figura 1 (NIMIN-1) y Figura 2 (NIMIN-2).

Ejemplo 2

Construcción de las fusiones con genes reporteros y generación de plantas transgénicas

Los fragmentos de ADN que contenían 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 ligación
resultantes se analizaron mediante una digestión con enzimas de restricción con EcoRI (NIMIN1-GUS) o XbaI y
EcoRi (NIMIN2-GUS). La banda de 3,2 kb, que representa la fusión con el promotor-gen reportero se extirpó de un
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gel de agarosa y se ligó en el vector pBin19 de Agrobacterium, produciendo pBin19/N1-GUS y pBin19/N2-GUS. Los
plásmidos 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 contenían las
construcciones con genes reporteros.

Ejemplo 3

Caracterización de las actividades promotoras de los promotores NIMIN

Para caracterizar la influencia de los productos químicos sobre la actividad de los promotores NIMIN, se perforaron
discos de hojas procedentes de las líneas 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/l de Bion (análogo
funcional del ácido salicílico) o agua. Después de 3 días, se prepararon extractos proteicos y se sometió a ensayo la
actividad del gen reportero GUS en los extractos. Las actividades resultantes del gen reportero eran 5 veces más altas
en las fusiones con el promotor NIMIN-2 que en las fusiones con el promotor PR-1a (véase la Figura 3). Además,
los discos de hojas procedentes de las líneas transgénicas NIMIN1-GUS y NIMIN2-GUS se incubaron con distintas
concentraciones de ácido salicílico. La actividad de los promotores NIMIN depende de la concentración de ácido
salicílico (véase las Figuras 4 y 5).

Ejemplo 4

Construcción de una fusión con un gen reportero (Bax) con el promotor PR-1a y generación de plantas transgénicas
de tabaco - Ejemplo de Referencia

El vector pUC19/His(Bax) fue digerido con las enzimas de restricción SacI y BgIII. El fragmento de ADN re-
sultante que contenía 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 extirpó antes el GUS con las
enzimas de restricción SacI y BamHI. El producto de la ligación se transformó en E. coli DH5α, y las colonias resul-
tantes se analizaron mediante la digestión con enzimas de digestión con EcoRI e HindIII así como PCR, produciendo
el vector pBin19/PR1a-Bax. El plásmido se trasladó de E. coli a Agrobacterium tumefaciens LBA4404 mediante elec-
troporación. Se utilizó la cepa resultante de Agrobacterium para generar plantas transgénicas de tabaco (Nicotiana
tabacum var. Samsun NN/nn) que contenían la construcción con el gen reportero.

Ejemplo 5

Análisis de la regulación de los promotores NIMIN por estímulos endógenos

La característica más importante de un promotor inducible no sólo es la inducibilidad por sustancias exógenas 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
conduciría a zonas necróticas en las plantas. Se cultivaron las plantas en el invernadero y se comprobó su fenotipo.

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

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

2. El ácido nucleico según la reivindicación 1, caracterizado porque la secuencia de nucleótidos es una secuencia
reguladora.

3. El ácido nucleico según la reivindicación 2, caracterizado porque la secuencia reguladora es una secuencia
promotora selectivamente inducible por productos químicos.

4. El ácido nucleico según la reivindicación 3, caracterizado porque los productos químicos están seleccionados
a partir del grupo que incluye compuestos orgánicos.

5. El ácido nucleico según la reivindicación 4, caracterizado porque los compuestos orgánicos están seleccionados
a partir del grupo que incluye compuestos fenólicos, tiamina, ácido benzoico, ácido isonicotínico (INA) y los derivados
de los mismos.

6. El ácido nucleico según la reivindicación 5, caracterizado porque el compuesto fenólico es ácido salicílico o
un derivado estructural o funcional del mismo.

7. Un vector que contiene el ácido nucleico según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6.

8. Un organismo huésped no humano que contiene el ácido nucleico según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6
o el vector según la reivindicación 7.

9. El organismo huésped según la reivindicación 8, que está seleccionado a partir del grupo compuesto de una
célula bacteriana o de una célula vegetal.

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

11. La planta transgénica según la reivindicación 10, caracterizada porque el ácido nucleico se integra de forma
estable en el material genético.

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

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

14. La planta transgénica según la reivindicación 13, caracterizada porque los productos químicos están seleccio-
nados a partir del grupo que incluye compuesto orgánicos tal como se define en cualquiera de las reivindicaciones 4 a
6.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Universität Hohenheim
<120> Promotores inducibles para la expresión de proteínas en plantas y método para detectarlas.
<130> H 2269
<160> 6
<170> Versión patentIn 3.1.

<210> 1
<211> 1033
<212> ADN
<213> Arabidopsis thaliana

<400> 1

<210> 2
<211> 1226
<212> ADN
<213> Arabidopsis thaliana
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<400> 2

<210> 3
<211> 32
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

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

<400> 3

ccaagcttgt ctcatgaatt cgtggtatag cg 32

<210> 4
<211> 31
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Iniciador N1-P2 para la amplificación del gen NIMIN-1
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<400> 4

ccggatcctt agagaaagtg attgattttg g 31

<210> 5
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

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

<400> 5

ccccacgtta acgatgatca c 21

<210> 6
<211> 28
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

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

<400> 6

ctggatcccg tcgtttaagc ttagtcaa 28
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