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TITULO
SECUENCIA REGULADORA DE LA EXPRESION DE UN GEN EN
MERISTEMOS AXILARES DE PLANTAS Y SUS APLICACIONES

CAMPO DE LA INVENCION

La invencion se relaciona, en general, con el control genético de la arquitectura
de las plantas, y, en particular, con una secuencia de acido nucleico que regula
especificamente la expresion de un gen de interés en meristemos axilares y con sus

aplicaciones.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Uno de los objetivos de la ingenieria genética es el de obtener plantas con
caracteristicas mejoradas. Estas caracteristicas dependen, entre otras cosas, de las
aplicaciones de las plantas, e incluyen, entre otras, el control de la maduracion del fruto,
mejoras en las caracteristicas nutricionales de las partes comestibles del fruto,
resistencia a plagas y enfermedades de plantas, etc., asi como la posibilidad de
manipular voluntariamente el desarrollo de los meristemos axilares promoviendo o
inhibiendo su crecimiento de manera que se generen las estructuras vegetales deseadas.

Mediante la inhibicion del crecimiento axilar se promueve el crecimiento de una
planta en un Unico eje, con lo que se favorece la generacion de tallos largos y con pocos
nudos tal como es deseable, por ejemplo, en especies lefiosas que se explotan para
produccién de madera, o en especies que se cultivan a alta densidad, tales como ciertas
gramineas. En patata, los “ojos” cuya brotacién es perjudicial si el tubérculo se va a
emplear como alimento, son meristemos axilares. Los tallos que brotan en cebollas y
ajos, que reducen la calidad de estos productos, también proceden de meristemos
axilares cuyo crecimiento seria deseable poder inhibir. En tomate, durante la floracién y
formacioén de los frutos, las ramas que se forman por brotacion de meristemos axilares,
son cortadas a mano para concentrar el aporte de nutrientes durante el desarrollo del
tomate.

Asimismo, favoreciendo el crecimiento de los meristemos axilares se promueve
el crecimiento axilar y se pueden generar arquitecturas arbustivas y aumentar, ademas,
la produccién de hojas y flores, elementos apreciados en especies ornamentales o en

aquellas especies en las que las hojas o los frutos son los productos de consumo. El
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incremento de la formacién de retofios tiene, ademas, gran interés en especies que se
utilizan para el tapizado de terrenos, en las que se valora el crecimiento compacto, por
ejemplo, las gramineas de césped o pasto. También tiene un gran valor ecologico poder
fomentar el crecimiento intercalar en especies rastreras adaptadas a terrenos aridos
amenazados por la erosion en los que la hierba resulta costosa de mantener.

El control de la formacién de meristemos axilares también tiene importancia en
la propagacion vegetativa y el cultivo in vitro. A modo ilustrativo, una gran parte de la
industria de micropropagacion de plantas esta basada en la capacidad de las citoquininas
para relajar la dominancia apical, de forma que los meristemos axilares de las plantas de
interés crecen produciendo un gran niimero de tallos para su cultivo. Estos tratamientos
sistémicos tienen efectos indeseados tales como la supresion de formacion y crecimiento
de raices, que se podrian evitar induciendo genes con efecto local sobre el crecimiento
axilar.

En ciertas especies de lefiosas el control de la brotacion de las yemas axilares
(cuya regulacion fisioloégica y hormonal es comparable a la de herbaceas) tiene gran
importancia econdmica. En vides, cerezos, manzanos y otras lefiosas, las yemas axilares
requieren una exposicion al frio de dias o semanas para brotar. Estas especies se han
empezado a cultivar en paises calidos (por ejemplo, Brasil o Tailandia) en los que no se
suelen alcanzar temperaturas bajas, por lo que los agricultores se ven obligados a
emplear, para hacer brotar las yemas, tratamientos quimicos muy téxicos (acido
cianhidrico, dinitro-ortocresol), o costosos tratamientos hormonales de répida
degradacién y que producen efectos no deseados. El problema suscita tanto interés y
moviliza tal cantidad de recursos econdémicos que, anualmente, en el Congreso
Internacional de Ciencias Agricolas (ISHS) se celebra un symposium para el estudio del

bud break o brotacion de yemas (http://www.actahort.org/books/395/395 15.htm).

Para manipular y controlar de forma estable una determinada caracteristica de
una planta se requiere, por una parte, identificar y aislar el gen o genes que codifican o
regulan dicha caracteristica particular, y, ademas, identificar y aislar los elementos
genéticos esenciales para la expresion y/o control del gen o genes aislados para que la
planta manifieste dicha caracteristica de forma controlada o controlable. Entre dichos
elementos genéticos esenciales se encuentran los elementos de control de la

transcripcion conocidos como promotores.
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Se han descrito promotores con expresion axilar, que también tienen expresion
apical (por ejemplo SHOOT MERISTEMLESS (STM) y TERMINAL FLOWER (TFL)) o
en meristemos florales (por ejemplo, REVOLUTA (REV) o LATERAL SUPPRESSOR
(LAS)). Los promotores de este tipo de genes no tienen utilidad para manipular los
patrones de ramificacion porque, al alterar el programa de desarrollo axilar, se altera, a
su vez, el del desarrollo apical o floral comprometiendo de esta forma el crecimiento
indeterminado de la planta o su fertilidad/desarrollo reproductivo.

La identificacion de promotores especificos de expresion axilar pero no apical es
critica para la introduccién de las caracteristicas especificas previamente mencionadas
en las plantas, en particular, para manipular el desarrollo de los meristemos axilares
promoviendo o inhibiendo su crecimiento de manera que se generen las estructuras
vegetales deseadas.

Existe, por tanto, la necesidad de identificar promotores que distingan las
posiciones axilares vegetativas y permitan expresar especificamente en meristemos
axilares, sin expresion en meristemos apicales o axilares florales, genes de interés sin
alterar el posterior desarrollo de la planta. La caracterizaciéon de un promotor especifico
de meristemos axilares vegetativos es de gran importancia aplicada ya que permite
expresar en posicion axilar, pero no apical, genes de interés sin afectar con ello el

crecimiento apical o la fertilidad de la planta.

COMPENDIO DE LA INVENCION

La invencién tiene por objeto proporcionar una secuencia reguladora de la
expresion de un gen capaz de dirigir especificamente la expresion de un gen de interés
en meristemos axilares pero no en meristemos apicales.

Ahora se ha encontrado, sorprendentemente, una region reguladora de
Arabidopsis thaliana capaz de controlar la expresion de genes exclusivamente en
meristemos axilares y en los primordios de hojas jovenes derivados de ellos. En una
realizacion particular, dicha region reguladora de A. thaliana tiene una secuencia de
nucleétidos que comprende el promotor del gen BRANCHED 1 de A. thaliana, y sus
homoélogos de otras especies, y es capaz de dirigir especificamente la expresion axilar
pero no apical de un gen de interés. El Ejemplo 1 ilustra la expresion axilar, pero no

apical, de GUS y GFP en A. thaliana, patatas y plantas de tomate.
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El empleo de un promotor como el proporcionado por esta invencidén permite
manipular genéticamente las plantas y obtener plantas con caracteristicas mejoradas,
tales como plantas con expresion axilar pero no apical de un gen de interés. De hecho, el
empleo de dicho promotor permite manipular la arquitectura vegetal alterando el
crecimiento o desarrollo de sus meristemos axilares. A modo ilustrativo, el empleo de
dicho promotor permite manipular el desarrollo de los meristemos axilares promoviendo
o inhibiendo su crecimiento y/o hacer que la planta manipulada genere estructuras
distintas a las de las plantas originales (nativas o tipo silvestre) tal como, por ejemplo,
reemplazar ramas por flores.

Una de las ventajas de disponer de un promotor como el proporcionado por esta
invencion radica en que permite circunscribir la expresion del gen de interés al que
antecede para que éste se exprese sOlo en el lugar deseado (meristemo axilar) para
obtener el efecto esperado.

Por consiguiente, un aspecto de esta invencion se relaciona con una secuencia de
nucledtidos tal como la mostrada en la SEQ. ID. NO: 1, o un fragmento de la misma
como la SEQ ID NO 4, o una secuencia de nucle6tidos sustancialmente andloga a
dichas secuencias. Dicha secuencia de nucleétidos es capaz de dirigir especificamente la
expresion de un gen de interés en meristemos axilares, sin expresion apical, lo que
permite modificar la arquitectura vegetal de las plantas. El empleo de dicha secuencia
de nucleétidos para obtener células y plantas transgénicas constituye un aspecto
adicional de esta invencion.

Un aspecto adicional de esta invencion se relaciona con una construccion de
acido nucleico que comprende la totalidad o parte de dicha secuencia de nucleétidos y
un gen de interés, asi como un vector recombinante que contiene dicha secuencia de
nucleétidos o dicha construccion de acido nucleico y una célula transformada con dicho
vector recombinante.

Otro aspecto adicional de esta invencion se relaciona con el empleo de dicha
secuencia de nucledtidos en la producciéon de células y plantas transgénicas que
presentan una arquitectura vegetal modificada. Las células y plantas transgénicas
resultantes constituyen otro aspecto adicional de esta invencion.

Otro aspecto adicional de esta invencion se relaciona con un método para
modificar la arquitectura vegetal (fenotipo) de una planta que comprende transformar

una planta con dicha construccion de acido nucleico o vector recombinante.
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Otro aspecto adicional de esta invencion se relaciona con un método para inhibir
el crecimiento axilar de una planta que comprende transformar dicha planta con dicha
construccion de &cido nucleico o con dicho vector recombinante, en donde dicho gen de
interés contenido en dicha construccion de 4acido nucleico o en dicho vector
recombinante es un gen que codifica para un péptido o proteina util para inhibir el
crecimiento axilar.

Otro aspecto adicional de esta invencién se relaciona con un método para
promover el crecimiento axilar de una planta que comprende transformar dicha planta
con dicha construccidon de 4cido nucleico o con dicho vector recombinante, en donde
dicho gen de interés contenido en dicha construccion de acido nucleico o en dicho
vector recombinante es un gen que codifica para un péptido o proteina util para
promover el crecimiento axilar.

Otro aspecto adicional de esta invencidon se relaciona con un método para
estimular la produccion de flores en lugar de ramas en una planta que comprende
transformar dicha planta con dicha construccién de acido nucleico o con dicho vector
recombinante, en donde dicho gen de interés contenido en dicha construccion de acido
nucleico o en dicho vector recombinante es un gen que codifica para un péptido o

proteina util para estimular la formacién de flores en lugar de ramas.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1 muestra esquematicamente la construccion BRC1::GUS (Figura 1A)
que portan las plantas transgénicas mostradas en las Figuras 3, 4 y 5, y la construccién
BRC1::GFP (Figura 1B) [BRC1-P, secuencia de 1.736 bases del promotor del gen
BRANCHED 1 de A. thaliana (SEQ. ID. NO: 1); HPT, gen de resistencia a higromicina;
NPTII, gen de resistencia a kanamicina; Nos-P, promotor del gen de la nopalina sintasa;
Nos-T, terminador del gen de la nopalina sintasa; 35S, promotor 35S del virus del
mosaico de la coliflor (CaMV); GUS, gen de la beta-glucuronidasa; GFP, gen de la
proteina verde fluorescente (Green Fluorescent Protein); L, brazo izquierdo (left
border); R, brazo derecho (right border); se indican, ademas, los sitios Unicos de
restriccion HindIII y SacI].

La Figura 2 ilustra la expresion silvestre del gen BRANCHED 1 de A. thaliana
revelado mediante hibridacion in situ. La Figura 2A muestra la seccion transversal de

una roseta de A. thaliana poco después de la transicion floral; el mRNA del gen
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BRANCHED 1 se visualiza en un color pardo en meristemos axilares vegetativos
(flechas negras) pero no en meristemos florales 0 en meristemo apical (flecha sin
relleno). La Figura 2B muestra un detalle de dos meristemos vegetativos jovenes que
acumulan altos niveles de mRNA del gen BRANCHED 1. La Figura 2C muestra un
detalle de un meristemo que ya ha producido un par de primordios de hoja donde
también se expresa el gen BRANCHED 1.

La Figura 3 ilustra la expresion GUS de la construcciéon BRC1::GUS en yemas
axilares de A. thaliana. La Figura 3A muestra una roseta de una planta en floracion [las
hojas de roseta han sido retiradas para poder observar las yemas axilares (max) tefiidas
con GUS (nétese que los meristemos florales (mf) no expresan el gen delator (GUS))].
La Figura 3B muestra la base de la roseta a la que se le ha retirado el eje principal. La
Figura 3C muestra una inflorescencia de la misma roseta en la que se aprecia la
ausencia de expresion del gen GUS en los meristemos florales y meristemo apical. Las
Figuras 3D, 3E y 3F muestran yemas axilares de distintas edades expresando GUS
(nétese la ausencia de expresion GUS en la hoja que los sustenta).

La Figura 4 ilustra la expresion de GUS de la construccion BRC1::GUS en
yemas axilares de tomate. Las Figuras 4A, 4B, 4C y 4D ilustran estadios
progresivamente mas avanzados de una yema axilar de tomate; nétese que se acumula
GUS en las yemas jovenes que no han empezado a elongar (A, y flechas en B, C y D)
pero no en yemas que comienzan a elongar (asteriscos en B, C, y D).

La Figura 5 ilustra la expresion de GUS de la construccion BRC1::GUS en
yemas axilares de patata. La Figura SA muestra una yema axilar del tallo. La Figura 5B
muestra un tubérculo. La Figura SC muestra un detalle del tubérculo mostrado en 5B

magnificado para visualizar la expresion de GUS.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Tal como se ha mencionado previamente, se ha identificado una secuencia
reguladora de la expresion de un gen capaz de dirigir especificamente la expresion de un
gen de interés en meristemos axilares pero no en meristemos apicales, util para
modificar la arquitectura vegetal de una planta.

Por tanto, en un aspecto, la invencién se relaciona con una secuencia de

nucledtidos, en adelante secuencia de nucleétidos de la invencion, seleccionada entre:
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a) una secuencia de nucledtidos que comprende la secuencia de nucle6tidos
mostrada en la SEQ. ID. NO: 1;

b) una secuencia de nucledtidos que comprende la secuencia de nucledtidos
mostrada en la SEQ. ID. NO: 4;

¢) un fragmento de dicha SEQ. ID. NO: 1 que mantiene la capacidad de dirigir
la expresion de un gen de interés en meristemos axilares; y

d) un fragmento de dicha SEQ. ID. NO: 4 que mantiene la capacidad de dirigir
la expresion de un gen de interés en meristemos axilares;

e) una secuencia de nucledtidos que es sustancialmente andloga a la secuencia

de nucleétidos definida en a) o en b) 0 en ¢) 0 en d).

La secuencia de nucle6tidos de la invencion es capaz de dirigir la expresion de
una secuencia de acido nucleico de interés en meristemos axilares con el fin de
modificar la arquitectura vegetal de una planta.

En una realizacion particular, la secuencia de nucledtidos de la invencién
comprende o estd compuesta por la secuencia mostrada en la SEQ. ID. NO: 1, que
corresponde a la secuencia de nucleétidos del promotor del gen BRANCHED 1 de A.
thaliana, especifico de meristemos axilares que permite la expresion axilar pero no
apical de un gen de interés. Ensayos realizados por los inventores han puesto de
manifiesto que dicha secuencia es capaz de dirigir la expresion de los genes GUS y GFP
en meristemos axilares de A. thaliana, plantas de tomate y patata (Ejemplo 1) por lo que
dicha secuencia es capaz de dirigir la expresion de un gen de interés en meristemos
axilares con el fin de modificar la arquitectura de una planta, por ejemplo, inhibiendo o
promoviendo el desarrollo o crecimiento axilar o generando plantas transformadas o
transgénicas con estructuras vegetales diferentes a las plantas silvestres por ejemplo,
promoviendo la formacion de flores en lugar de ramas con el fin de reemplazar ramas
por flores en una planta.

En otra realizacion particular, la secuencia de nucledtidos de la invencion es un
fragmento de dicha SEQ. ID. NO: 1, que mantiene la capacidad de dirigir la expresion
de un gen de interés en meristemos axilares. En una realizacién particular, dicho
fragmento tiene un tamafio comprendido entre 1 y 1,4 kb y conserva la funcionalidad y
especificidad de expresion axilar del promotor del gen BRANCHED 1 de A. thaliana. Se
ha comprobado que la SEQ ID NO 4 de 1.371 pares de bases conserva la actividad
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mientras que con 1.0 kb pierde la expresion temprana asi que ya no funcionara tan bien
como el otro..

En ofra realizacion particular, la secuencia de nucleétidos de la invencion es una
secuencia de nucledtidos que es sustancialmente andloga a la secuencia de nucledtidos
definida en los apartados a) o b) o ¢) o d) previamente definidos. En el sentido utilizado
en esta descripcion, el término “andloga™ pretende incluir a cualquier secuencia de
nucledtidos que posee, al menos, la capacidad de dirigir la expresion de una secuencia
de 4cido nucleico de interés en meristemos axilares con el fin de modificar la
arquitectura de una planta. Tipicamente, dicha secuencia de nucleétidos andloga se
puede aislar de cualquier organismo productor de dicha secuencia analoga en base a la
secuencia de nucle6tidos mostrada en la SEQ. ID. NO: 1, o SEQ. ID. NO: 4 o bien se
construye en base a la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ. ID. NO: 1 o SEQ.
ID. NO: 4 mediante la sustitucion de uno o mas nucleoétidos, la insercion de uno o mas
nucleétidos en la secuencia, la adicién de uno o més nucledtidos en cualquiera de los
extremos de la secuencia, o la delecién de uno o més nucle6tidos en cualquier extremo o
en el interior de la secuencia. Por ejemplo, la secuencia de nucledtidos andloga puede
ser un fragmento o sub-secuencia de la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ.
ID. NO: 1 o SEQ. ID. NO: 4. Alternativamente, dicha secuencia de nucledtidos andloga
puede ser una secuencia de nucledtidos correspondiente a un gen homologo al gen
BRANCHED 1 de A. thaliana en otras especies vegetales.

En general, dicha secuencia de nucledtidos analoga es sustancialmente
homologa a la secuencia de nucledtidos identificada como la SEQ. ID. NO: 1 o a un
fragmento de la misma como por ejemplo SEQ. ID. NO: 4. En el sentido utilizado en
esta descripcion, la expresion “sustancialmente homoéloga™ significa que las secuencias
de nucledétidos en cuestion tienen un grado de identidad, a nivel de nucleétidos, de, al
menos, un 60%, preferentemente de, al menos un 75%, més preferentemente de, al
menos, un 90%, y aiin mas preferentemente de, al menos un 95%.

La secuencia de nucledtidos de la invenciéon puede proceder de cualquier
organismo que la contiene de forma nativa o bien de un organismo hospedador
transformado con dicha secuencia de nucle6tidos. A modo ilustrativo, la secuencia de
nucledtidos de la invencién, puede ser aislada, mediante técnicas convencionales, a

partir de acido nucleico de cualquier especie que la contiene mediante el empleo de
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oligonucledtidos o sondas preparadas a partir de la informacién sobre la secuencia de
nucleétidos de la invencion.

El aislamiento e identificacion de un fragmento de 1.736 bases de A. thaliana
que contiene la secuencia de nucle6tidos de la invencion, en particular de la SEQ. ID.
NO: 1, se ha realizado mediante su clonacién a partir de un clon gendémico de A4.
thaliana, tal como se indica en el Ejemplo 1 (apartado 1.1 Materiales y Métodos).

La secuencia de nucledtidos de la invencién puede actuar como secuencia capaz
de dirigir la expresion de un gen de interés en meristemos axilares con el fin de
modificar la arquitectura vegetal de una planta. En una realizacion particular, dicha
planta es una planta de interés agronémico. Tal como se utiliza en esta descripcion, el
término “planta de interés agrondmico” se refiere a una planta que se cultiva para
obtener un producto de interés, por ejemplo, para consumo humano o animal, o bien
para su aprovechamiento industrial, energético, etc.. A modo ilustrativo, dicha planta de
interés agronémico incluye plantas propias de horticultura, tales como ajos, patatas,
pimientos, tomates, etc.; plantas ornamentales, tales como rosas, claveles, etc.; plantas
para tapizado de terrenos, tales como hierbas, gramineas, etc.; plantas para aplicaciones
industriales, tales como produccion de papel, madera, etc., por ejemplo, eucalipto, roble,
castafio, etc.; plantas para aplicaciones energéticas, por ejemplo, sorgo, girasol, chopos,
etc.

La secuencia de nucledtidos de la invencion puede utilizarse en el desarrollo de
una construccion de acido nucleico que incluya, ademés, un gen de interés util para
controlar la arquitectura de una planta mediante su expresion en los meristemos axilares
de una planta. Dicha construccion de acido nucleico, a su vez, puede integrarse en un
vector recombinante, tal como un vector de expresion. Para ello, se pueden utilizar
distintas técnicas ampliamente conocidas en el estado de la técnica [Sambrook et al,
“Molecular Cloning: A Laboratory Manual”, 2" ed., Cold Spring Harbor Laboratory
Press, N.Y., 1989 Vol 1-3] algunas de las cuales se muestran en la presente invencion.
Estos vectores recombinantes permiten la expresion de distintos genes de interés en los
meristemos apicales de plantas con el fin de controlar su arquitectura vegetal. Las
construcciones de acido nucleico proporcionadas por esta invencion pueden contener,
ademas, otros elementos reguladores de la expresion de de dicho gen de interés
dependiendo, por ejemplo, del vector recombinante utilizado, etc. Dichas construcciones

de 4cido nucleico, que contienen como denominador comin la secuencia de nucle6tidos
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de la invencion, asi como el uso de las mismas para la transformacion de plantas forman
parte de la presente invencion.

Por tanto, la invencién proporciona una construccién de acido nucleico que

comprende la secuencia de nucleétidos de la invencién operativamente unida a un gen
de interés util para controlar la arquitectura vegetal de una planta. Tal como se utiliza en
esta descripcion, la expresion “gen de interés util para controlar la arquitectura vegetal
de una planta” se refiere a cualquier gen que permite controlar o modificar la
arquitectura vegetal de una planta como consecuencia de su expresion en los
meristemos apicales de las plantas, tales como genes que codifican para péptidos o
proteinas utiles para inhibir el crecimiento axilar, o genes que codifican para péptidos o
proteinas utiles para promover el crecimiento axilar, o bien genes que codifican para
péptidos o proteinas Utiles para estimular la formacioén o generacion de flores en lugar
de ramas.

En una realizacién particular, dicho gen de interés util para controlar la
arquitectura vegetal de una planta es un gen que codifica para un péptido o proteina util
para inhibir el crecimiento axilar, por ejemplo, el gen que codifica para la cadena A de
la toxina diftérica o el gen que codifica para la barnasa, ambos productos muy eficaces
en ablaciones celulares en plantas. El gen que codifica para la cadena A de la toxina
diftérica podria ser utilizado, por ejemplo, en plantas ornamentales con flores en las que
tallos mas largos y con menos ramas son deseables (e.g., rosas y claveles), mientras que
la barnasa, una RNasa, es mas recomendable para usar en especies para consumo.
Mediante el empleo de este tipo de genes se inhibe el crecimiento axilar, promoviéndose
el crecimiento de una planta en un Unico eje, lo que favorece la generacion de tallos
largos y con pocos nudos tal como es deseable, por ejemplo, en especies lefiosas que se
explotan para producir madera, o en especies que se cultivan a alta densidad, tales como
ciertas gramineas, asi como en ciertas especies cultivadas con fines alimenticios, tales
como, patatas, en donde se minimiza o elimina la brotacion de “ojos™; ajos y cebollas,
en donde se minimiza o elimina la brotacion de tallos, que reducen la calidad de dichos
productos; tomates, en donde se minimiza o reduce la formacién de ramas durante la
floracion y formacion de los frutos lo que permite la concentraciéon del aporte de
nutrientes durante el desarrollo del tomate; etc.

En otra realizacion particular, dicho gen de interés util para controlar la

arquitectura vegetal de una planta es un gen que codifica para un péptido o proteina util
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para promover el crecimiento axilar, por ejemplo, el gen que codifica para la isopentenil
sintasa, un gen clave en la sintesis de citoquininas en Agrobacterium cuya
sobreexpresion aumenta los niveles de citoquininas en plantas, el gen que codifica para
la ciclina D3 que ejerce el mismo efecto sobre los meristemos, etc. Asimismo, una
contruccién sense-antisense del gen BRANCHED 1 endbogeno de la especie
correspondiente dirigiria la degradacion de dicho gen promoviendo el desarrollo de
ramas. Las citoquininas son hormonas implicadas, entre otros procesos, en la formacién
de meristemos. La sobreexpresion de isopentenil sintasa o de ciclina D3 en posicion
axilar parece ser suficiente para romper el reposo de los meristemos axilares de la roseta
y estimular su crecimiento. Mediante el empleo de este tipo de genes se favorece el
crecimiento de los meristemos axilares, promoviéndose el crecimiento axilar, con lo que
(i) se pueden generar arquitecturas arbustivas y aumentar, ademads, la
produccion de hojas y flores, elementos apreciados en especies
ornamentales o en especies en las que las hojas o los frutos son los
productos de consumo;
(i1) se puede incrementar la formacion de retofios, lo que tiene gran interés en
especies que se utilizan para el tapizado de terrenos, en las que se valora el
crecimiento compacto, por ejemplo, las gramineas de césped o pasto; y
también tiene un gran valor ecoldgico poder fomentar el crecimiento
intercalar en especies rastreras adaptadas a terrenos aridos amenazados por
la erosion en los que la hierba resulta costosa de mantener; y
(iii) se minimizan o eliminan problemas relacionados con la propagacion
vegetativa y el cultivo in vitro; utilizando una construccion de acido
nucleico proporcionada por esta invencién en la micropropagacion de
plantas basada en la capacidad de las citoquininas para relajar la
dominancia apical se evitan o minimizan los efectos indeseados
relacionados con la supresion de formacioén y crecimiento de raices, debido
a la induccién de genes con efecto local sobre el crecimiento axilar.
Adicionalmente, en ciertas especies de lefiosas el control de la brotacion de las
yemas axilares tiene gran importancia econémica. En vides, cerezos, manzanos, y otras
lefiosas, las yemas axilares requieren una exposicion al frio de dias o semanas para
brotar. Utilizando una construcciéon de acido nucleico proporcionada por esta invencion

en estos casos es posible hacer brotar las yemas y cultivar dichas especies en paises
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calidos (que no suelen alcanzar temperaturas bajas) sin necesidad de recurrir a los
tratamientos convencionales quimicos (muy toxicos, basados en el empleo de acido
cianhidrico o dinitro-ortocresol), u hormonales (muy costosos, de rapida degradacion y
productores de efectos no deseados).

En otra realizacion particular, dicho gen de interés util para controlar la
arquitectura vegetal de una planta es un gen que codifica para un péptido o proteina util
para estimular la formacién o generacién de flores en lugar de ramas, por ejemplo, el
gen LEAFY (LFY) o el gen APETALA 1 (API) que permite sustituir las ramas por flores
sin impedir el crecimiento indeterminado de la planta (cuando se expresan en posiciones
axilares y no lo hace de forma generalizada o en meristemo apical). El gen LFY y, en
cierta medida el gen API, son necesarios y suficientes para determinar la identidad de
los meristemos florales [Yanofsky, M. Floral meristems to floral organs: genes
controlling early events in Arabidopsis flower development. Annu. Rev. Plant Physiol.
Mol. Biol. 46, 167-188 (1995)]. Sus mutaciones causan la formacién de ramas en
posiciones donde deberian formarse flores. Ademas, cuando se expresan bajo el control
de un promotor constitutivo tal como el promotor 35S CaMV, son suficientes para
promover la formacién de flores en el meristemo apical y axilares en Arabidopsis,
tabaco, aspen hibrido y arroz [ Weigel, D. & Nilsson, O. A developmental switch
sufficient for flower initiation in diverse plants. Nature 377, 495-500 (1995); Mandel,
M.A. & Yanofsky, M. A gene triggering flower formation in Arabidopsis. Nature 377,
522-524 (1995); Nilsson, O. & Weigel, D. Modulating the time of flowering. Curr.
Opin. Biotechnol. 8, 195-199 (1997), He, Z. et al. Transformation of rice with the
Arabidopsis floral regulator LEAFY causes early heading. Transgenic Res. 9, 223-227
(2000)]. Las ventajas de sustituir ramas por flores radican, sobre todo, en generar
plantas ornamentales en las que las flores se dispongan de una forma mas compacta a lo
largo de un solo eje.

En una realizacion particular, se ha preparado una construccion de acido
nucleico que comprende el gen GUS (BRC1::GUS) o el gen que codifica para la GFP
(BRC1::GFP) bajo el control de la secuencia de nucledtidos de la invencion para evaluar
la especificidad de la expresién de dicho gen en meristemos axilares (Ejemplo 1). La
construccion de acido nucleido proporcionada por esta invenciéon también puede

contener, operativamente unidos, unos elementos reguladores de la expresion
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funcionales en plantas, por ejemplo, una secuencia de terminacién de la transcripcion,
etc.

La secuencia de nucleotidos de la invencion, o la construccion de acido nucleico
proporcionada por esta invencion, puede ser insertada en un vector apropiado. Por tanto,
la invencion también se refiere a un vector recombinante, tal como un vector de
expresion, que comprende dicha secuencia de nucleétidos de la invencién, o dicha
construccion de acido nucleico. La eleccion del vector dependera de la célula
hospedadora en la que se va a introducir posteriormente. A modo de ejemplo, el vector
recombinante donde se introduce dicha secuencia de nucleétidos de la invencién puede
ser un plasmido o un vector que, cuando se introduce en una célula hospedadora, se
integra en el genoma de dicha célula y se replica junto con el cromosoma (o
cromosomas) en el que (o en los que) se ha integrado. La obtencién de dicho vector
puede realizarse por métodos convencionales conocidos por los técnicos en la materia
[Sambrook et al., 1989, citado supral.

La invencion también proporciona una célula hospedadora, tal como una célula
transformada, que comprende una secuencia de nucledtidos de la invencién, o una
construcciéon de acido nucleico que contiene dicha secuencia de nucledtidos o dicho
vector recombinante mencionado més arriba. Las células hospedadoras que se pueden
transformar con la secuencia de nucleétidos de la invencién pueden ser células
procaridticas o, preferentemente, células eucaridticas, tales como células de tejidos
vegetales. La transformacion de células de tejidos vegetales también puede realizarse
por métodos convencionales. Para una revisiéon de la transferencia génica a plantas,
incluyendo vectores, métodos de transferencia de ADN, etc., véase, por ejemplo, el libro
titulado “Ingenieria genética y transferencia génica”, de Marta [zquierdo, Ed. Pirdmide
(1999), en particular, el capitulo 9, titulado “Transferencia génica a plantas”, paginas
283-316.

La secuencia de nucleétidos de la invencion puede ser utilizada para transformar
plantas de interés agronémico y obtener plantas transformadas que presentan una
arquitectura modificada. La transformacion de plantas estd ampliamente descrita en el
estado de la técnica. Como es bien conocido, pueden utilizarse multiples sistemas, por
ejemplo, vectores plasmidicos, liposomas, electroporacién, microinyecciéon, bombardeo
de particulas (gene gun), coprecipitacion con fosfato de calcio, empleo de vectores

virales, etc.
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La secuencia de nucledtidos de la invencién puede utilizarse para dirigir la
expresion de una secuencia de 4cido nucleico de interés en meristemos axilares con el
fin de modificar la arquitectura de la planta. En este sentido, la secuencia de nucleétidos
de la invencion puede utilizarse para manipular plantas con el fin de introducir en ellas
alguna caracteristica de interés agrondmico, tal como, por ejemplo, una arquitectura
vegetal modificada. A modo ilustrativo, la secuencia de nucledtidos de la invencioén
puede utilizarse para inhibir o promover el crecimiento axilar o para estimular la
generacion de flores en lugar de ramas.

En otro aspecto, la invencion se relaciona con una célula transgénica que

comprende, insertada en su genoma, una secuencia de nucledtidos de la invencion, asi

como una planta transgénica que comprende, al menos, una de dichas células

transgénicas. Dichas plantas transgénicas, que constituyen un objeto adicional de la
invencion, se pueden obtener mediante el empleo de técnicas convencionales, por
ejemplo, utilizando vectores binarios u otros vectores disponibles para las diferentes
técnicas de transformacion de plantas existentes en la actualidad.

En una realizacion particular, la invencidon proporciona un procedimiento para
producir una planta transgénica que comprende transformar dicha planta con una
construccion de &cido nucleico proporcionada por esta invencion, comprendiendo dicha
construcciéon de acido nucleico un gen de interés util para controlar la arquitectura
vegetal de las plantas, bajo el control de la secuencia de nucleétidos de la invencioén, de
manera que la expresion de dicho gen de interés permite controlar o modificar la
arquitectura vegetal de las plantas constituyendo tal modificacion una caracteristica
mejorada en dicha planta. La planta resultante puede ser utilizada para la produccion de
nuevas plantas que conservan dichas caracteristicas mejoradas. Ejemplos no limitativos
de plantas a transformar incluyen todo tipo de planta de interés agrondémico, por
ejemplo, plantas horticolas, plantas ornamentales, plantas para tapizado de terrenos,
plantas para aplicaciones industriales, plantas para aplicaciones energéticas, etc.
Asimismo, ejemplos no limitativos de dichas caracteristicas mejoradas incluyen la
inhibicion del crecimiento axilar, la promocion del crecimiento axilar, la estimulacién
de la generacion de flores en lugar de ramas, etc.

Por tanto, la invencién también proporciona un método para modificar la

arquitectura vegetal (fenotipo) de una planta que comprende transformar dicha planta

con una construccion de acido nucleico proporcionada por esta invencion, o con un
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vector recombinante proporcionado por esta invencion, comprendiendo dicha
construccion de acido nucleico o dicho vector un gen de interés 1til para controlar la
arquitectura vegetal de las plantas, bajo el control de la secuencia de nucleétidos de la
invencion, de manera que la expresion de dicho gen de interés en meristemos axilares
permite controlar o modificar el fenotipo (arquitectura vegetal) de dicha planta
transformada.

En otro aspecto, la invencién se relaciona con un método para inhibir el

crecimiento axilar de una planta que comprende transformar dicha planta con una

construccion de acido nucleico proporcionada por esta invencién o con un vector
recombinante proporcionado por esta invencién, en donde dicho gen de interés
contenido en dicha construccion de acido nucleico o en dicho vector recombinante, bajo
el control de la secuencia de nucledtidos de la invencion, es un gen que codifica para un
péptido o proteina util para inhibir el crecimiento axilar, tal como el gen de la barnasa o
el gen de la cadena A de la toxina diftérica, de manera que la expresion de dicho gen de
interés en meristemos axilares permite inhibir el crecimiento axilar de dicha planta
transformada. Las ventajas asociadas con este método han sido mencionadas
previamente al tratar lo relativo al gen de interés til para controlar la arquitectura
vegetal de una planta, en concreto al gen que codifica para un péptido o proteina util
para inhibir el crecimiento axilar.

En otro aspecto, la invencion se relaciona con un método para promover el

crecimiento axilar de una planta que comprende transformar dicha planta con una
construccion de acido nucleico proporcionada por esta invencién o con un vector
recombinante proporcionado por esta invencion, en donde dicho gen de interés
contenido en dicha construccién de acido nucleico o en dicho vector recombinante, bajo
el control de la secuencia de nucledtidos de la invencion, es un gen que codifica para un
péptido o proteina util para promover el crecimiento axilar, tal como el gen de la
isopentenil sintasa o el gen que codifica para la ciclina D3, de manera que la expresion
de dicho gen de interés en meristemos axilares permite promover el crecimiento axilar
de dicha planta transformada. Las ventajas asociadas con este método han sido
mencionadas previamente al tratar lo relativo al gen de interés util para controlar la
arquitectura vegetal de una planta, en concreto al gen que codifica para un péptido o

proteina util para promover el crecimiento axilar.
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En otro aspecto, la invencion se relaciona con un método para estimular la

produccién o generaciéon de flores en lugar de ramas en una planta que comprende

transformar dicha planta con una construccién de acido nucleico proporcionada por esta
invencién o con un vector recombinante proporcionado por esta invencién, en donde
dicho gen de interés contenido en dicha construccion de acido nucleico o en dicho
vector recombinante, bajo el control de la secuencia de nucleétidos de la invencion, es
un gen que codifica para un péptido o proteina Gtil para estimular la produccién o
generacion de flores en lugar de ramas en una planta, tal como el gen LFY o el gen AP1,
de manera que la expresion de dicho gen de interés en meristemos axilares permite
estimular la producciéon o generaciéon de flores en lugar de ramas en dicha planta
transformada. Las ventajas asociadas con este método han sido mencionadas
previamente al tratar lo relativo al gen de interés util para controlar la arquitectura
vegetal de una planta, en concreto al gen que codifica para un péptido o proteina util
para estimular la produccion o generacion de flores en lugar de ramas en una planta.

Los siguientes ejemplos ilustran la invencién y no deben ser considerados como

limitativos del alcance de la misma.

EJEMPLO 1

Obtenciéon de un fragmento de ADN genémico que contiene el promotor del gen
BRANCHED 1 de A. thaliana; construcciones que contienen los genes delatores
GUS y GFP bajo el control de dicho fragmento; y transformacion de plantas con
dichas construcciones

1.1 Materiales y Métodos

Para aislar el fragmento de ADN genémico (ADNg) de 1.736 bases que contiene
el promotor del gen BRANCHED 1 de A. thaliana, se realizé una reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) con el enzima Pwo (Roche Diagnostics) sobre ADN del TAC
K24M9 [Transformation-competent bacterial Artificial Chromosome, vector que
contiene una region de 45.292 pares de bases de ADNg del cromosoma 3 de 4. thaliana
que incluye la zona codificante y el promotor del gen BRANCHED 1] (Nottingham
Stock Center) utilizando los iniciadores A y B, identificados respectivamente como
SEQ. ID. NO: 2 y SEQ. ID. NO: 3, siguiendo las recomendaciones de Roche
Diagnostics. La reacccion de PCR se llevo a cabo en las siguientes condiciones: (i)

Desnaturalizacion a 94 grados durante 2 minutos; (ii) 35 ciclos de: Desnaturalizacion a
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94°C durante 15 segundos, Hibridaciéon a 57°C durante 30 segundos, y Elongacion a
72°C durante 2 minutos; y (iii) Terminacion a 72°C durante 10 minutos.

Dichos iniciadores contienen en posicion 5° sitios attBl y attB2,
respectivamente, que permiten utilizar el fragmento en tecnologia Gateway [Gateway'
Cloning Technology (Life Technologies, Invitrogen Corporation)]. Esta tecnologia
utiliza la recombinacion especifica de secuencias att del fago lambda para transferir
fragmentos de ADN de un vector de clonacion a  otro
(http://www.invitrogen.com/Content/Online%20Seminars/gateway/2.htm).

El producto de PCR fue purificado mediante una columna de Qiaquick PCR
purification kit (Qiagen) y recombinado, mediante una reaccion BP (recombinacion
especifica entre sitios attB y attP mediada por la mezcla enzimatica “BP clonasa” de
Gateway' ) con el plasmido pPDONR207 que tiene sitios de recombinacion attP (todos
los detalles de este plasmido se pueden encontrar en “http://www.lifetech.com” seccion
TECH-ONLINE™).

Para corroborar que la secuencia amplificada y clonada correspondia a la regién
gendmica de aproximadamente 1,7 kilobases (kb) del gen BRANCHED 1 de A. thaliana
se secuencié el fragmento clonado (ABI System, Perkin Elmer) y se comprob6 que la
secuencia era idéntica a la descrita en la base de datos del genoma de Arabidopsis.

Una vez secuenciado, el plasmido resultante fue recombinado mediante una
reaccion LR (recombinacion especifica entre sitios attl y attR mediada por la mezcla
enzimatica “LR clonasa” de Gateway " Cloning Technology) con los plasmidos
pGWB3 y pGWB4 proporcionados por Tsuyoshi Nakagawa (Universidad de Shimane,
Japon) [Plant Biology 2003: Friday, July 25 — Wednesday July 30, 2003 — Honolulu,
Hawai, Estados Unidos, organizado por The American Society of Plants Biologists,
Abstract #935 “Gateway Binary Vectors (pGWBs) — Application and improved
pGWBs”, Tsuyoshi Nakagawa et al.]. Dichos plasmidos pGWB3 y pGWB4 contienen
secuencias attR que permitieron recombinar el fragmento de 1,7 kb aproximadamente a
los genes delatores beta glucuronidasa (GUS) y proteina verde fluorescente (GFP),
respectivamente.

Los plasmidos resultantes contienen el promotor del gen BRANCHED 1
fusionado a GUS y a GFP respectivamente (construcciones BRCI1::GUS vy
BRC1::GFP). Dichas construcciones se introdujeron en plantas de A. thaliana mediante
el método del “floral dip” (Clough and Bent (1998) Plant Journal 16:735-743) para
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generar plantas transgénicas. Se obtuvieron lineas con una unica insercidon y se
comprobd que ese fragmento reproduce la expresion silvestre de BRANCHED 1 en
meristemos axilares y que la expresion de GUS y GFP controlada por ese fragmento era
comparable al patron de expresion de BRANCHED 1 caracterizado mediante
hibridaciones in situ llevadas a cabo segiin metodologia previamente descrita (Coen et
al. (1990) Cell 63:1311-1322).

Asimismo, utilizando dichas construcciones, se obtuvieron plantas de patata y de
tomate transgénicas mediante métodos conocidos:

(http://www.potatogenome.org/nsf3/protocols/potato_trans1.php): para obtener

plantas de patata transgénicas; y

(http://www.potatogenome.org/nsf3/protocols/microtom_trans.php): para

obtener plantas de tomate (microtom) transgénicas.

1.2 Resultados

Se ha definido una regién de 1.736 bases en la region 5° del gen BRANCHED 1
de A. thaliana que reproduce fielmente la expresion de BRANCHED 1 en meristemos
axilares y en los primordios de hoja formados por estos meristemos. Dicho fragmento
tiene la secuencia de nucle6tidos mostrada en la SEQ. ID. NO: 1. Para comprobar que
dicho fragmento reproduce la expresion del gen BRANCHED 1 se realizaron fusiones de
un fragmento de 1.736 bases localizado en la posicion 5°del ATG del gen BRANCHED
Ide A. thaliana con el gen GUS y GFP (Figura 1) y se comprobé que dichas
expresiones controladas por ese fragmento son comparables al patrén silvestre de
expresion de BRANCHED 1 en A. thaliana caracterizado mediante hibridacion in situ
(Figura 2, compérese con la Figura 3). En conclusién, esta region gendmica es
suficiente para controlar la expresion de BRANCHED 1, GUS, GFP o cualquier otro gen
que se fusione a esa region en meristemos axilares de Arabidopsis. Asimismo las
mismas construcciones fueron introducidas en patata y tomate para generar lineas
transgénicas y se observd que el patron de expresion también estaba finamente
controlado y restringido a posiciones axilares (Figuras 4 y 5). En el caso de la patata,
esta expresion GUS también se detectaba en los “ojos” del tubérculo que son

meristemos axilares (Figura 5C).

1.3 Discusién
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Se ha definido una region reguladora de A. thaliana capaz de controlar la
expresion de genes exclusivamente en meristemos axilares y en los primordios de hojas
jovenes derivados de ellos. La caracterizacion de un promotor especifico de meristemos
axilares es de gran importancia aplicada ya que permite manipular la arquitectura
vegetal alterando el crecimiento o desarrollo de sus meristemos axilares. Los
promotores con expresion axilar descritos hasta la fecha también tienen expresion apical
(e.g., STM, TFL), es decir, son genes que se expresan en todos los meristemos. El
promotor proporcionado por esta invencién, que distingue las posiciones axilares
permite, por tanto, expresar en esta posicion genes de interés sin afectar con ello el

posterior desarrollo de la planta.

EJEMPLO 1
Obtencion de un fragmento de SEQ ID 1 contiene el promotor del gen
BRANCHED 1 de A. thaliana; construcciones que contienen los genes delatores
GUS'y GFP bajo el control de dicho fragmento; y transformaciéon de plantas con
dichas construcciones

Un fragmento de ADN genémico (ADNg) de 1.371 bases SEQ ID NO 4
de SEQ ID 1 indicado en el ejemplo 1 que contiene el promotor del gen BRANCHED 1
de A. thaliana,mantiene la expresion del gen. Este producto fue purificado del mismo
modo mediante una columna de Qiaquick PCR purification kit (Qiagen) y recombinado,
mediante una reaccion BP (recombinacion especifica entre sitios attB y attP mediada
por la mezcla enzimatica “BP clonasa” de Gateway' ") con el plasmido pDONR207 que
tiene sitios de recombinacion attP (todos los detalles de este pldsmido se pueden
encontrar en “http://www.lifetech.com” seccion TECH-ONLINE™).

Para corroborar que la secuencia amplificada y clonada correspondia a la region
gendémica de aproximadamente 1,371 kilobases (kb) del gen BRANCHED 1 de A.
thaliana se secuencié el fragmento clonado (ABI System, Perkin Elmer) y se comprobd
que la secuencia era idéntica a la descrita en la base de datos del genoma de
Arabidopsis.

Una vez secuenciado, el pldsmido resultante fue recombinado mediante una
reaccion LR (recombinacion especifica entre sitios attl. y attR mediada por la mezcla
enzimatica “LR clonasa” de Gateway "~ Cloning Technology) con los plasmidos

pGWB3 y pGWB4 proporcionados por Tsuyoshi Nakagawa (Universidad de Shimane,
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Japon) [Plant Biology 2003: Friday, July 25 — Wednesday July 30, 2003 — Honolulu,
Hawai, Estados Unidos, organizado por The American Society of Plants Biologists,
Abstract #935 “Gateway Binary Vectors (pGWBs) — Application and improved
pGWBs”, Tsuyoshi Nakagawa et al.]. Dichos plasmidos pGWB3 y pGWB4 contienen
secuencias attR que permitieron recombinar el fragmento de 1,7 kb aproximadamente a
los genes delatores beta glucuronidasa (GUS) y proteina verde fluorescente (GFP),
respectivamente.

Los plasmidos resultantes contienen el promotor del gen BRANCHED 1
fusionado a GUS y a GFP respectivamente (construcciones BRC2::GUS vy
BRC2::GFP). Dichas construcciones se introdujeron en plantas de A. thaliana mediante
el método del “floral dip” (Clough and Bent (1998) Plant Journal 16:735-743) para
generar plantas transgénicas. Se obtuvieron lineas con una Unica insercién y se
comprobd que ese fragmento reproduce la expresion silvestre de BRANCHED 1 en
meristemos axilares y que la expresion de GUS y GFP controlada por ese fragmento era
comparable al patréon de expresion de BRANCHED 1 caracterizado mediante
hibridaciones in situ llevadas a cabo segiin metodologia previamente descrita (Coen et
al. (1990) Cell 63:1311-1322).

Asimismo, utilizando dichas construcciones, se obtuvieron plantas de patata y de
tomate transgénicas mediante métodos conocidos:

(http://www potatogenome.org/nsf3/protocols/potato_transl.php): para obtener

plantas de patata transgénicas; y

(http://www.potatogenome.org/msf3/protocols/microtorn_trans.php): para

obtener plantas de tomate (microtom) transgénicas.

Se ha definido una regién de 1.371 bases en la region 5° del gen BRANCHED 1
de A. thaliana que reproduce fielmente la expresion de BRANCHED 1 en meristemos
axilares y en los primordios de hoja formados por estos meristemos. Dicho fragmento
tiene la secuencia de nucledtidos mostrada en la SEQ. ID. NO: 4. Para comprobar que
dicho fragmento reproduce la expresion del gen BRANCHED 1 se realizaron fusiones de
un fragmento de 1.371 bases localizado en la posiciéon 5’°del ATG del gen BRANCHED
1 de A. thaliana con el gen GUS y GFP del mismo modo que en el ejemplo 1 (Figura 1)

y se comprobd que dichas expresiones controladas por ese fragmento son comparables
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al patron silvestre de expresion de BRANCHED 1 en A. thaliana caracterizado mediante
hibridacion in situ. En conclusion, esta region gendmica es suficiente para controlar la
expresion de BRANCHED 1, GUS, GFP o cualquier otro gen que se fusione a esa region
en meristemos axilares de Arabidopsis. Asimismo las mismas construcciones fueron
introducidas en patata y tomate para generar lineas transgénicas y se observd que el
patrén de expresion también estaba finamente controlado y restringido a posiciones
axilares. En el caso de la patata, esta expresion GUS también se detectaba en los “ojos”

del tubérculo que son meristemos axilares (Figura 5C).

Se ha definido una region reguladora mas pequefia que en el ejemplo 1 de 4.
thaliana capaz de controlar la expresion de genes exclusivamente en meristemos
axilares y en los primordios de hojas jovenes derivados de ellos. La caracterizacion de
un promotor especifico de meristemos axilares es de gran importancia aplicada ya que
permite manipular la arquitectura vegetal alterando el crecimiento o desarrollo de sus
meristemos axilares. Los promotores con expresion axilar descritos hasta la fecha
también tienen expresion apical (e.g., STM, TFL), es decir, son genes que se expresan
en todos los meristemos. El promotor proporcionado por esta invencion, que distingue
las posiciones axilares permite, por tanto, expresar en esta posicion genes de interés sin

afectar con ello el posterior desarrollo de la planta.
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REIVINDICACIONES

1. Una secuencia de nucleétidos seleccionada entre:

a) una secuencia de nucledtidos que comprende la secuencia de nucleétidos
mostrada en la SEQ. ID. NO: 1;

b) una secuencia de nucledtidos que comprende la secuencia de nucledtidos
mostrada en la SEQ. ID. NO: 4;

¢) un fragmento de dicha SEQ. ID. NO: 1 que mantiene la capacidad de dirigir
la expresion de un gen de interés en meristemos axilares; y

d) un fragmento de dicha SEQ. ID. NO: 4 que mantiene la capacidad de dirigir
la expresion de un gen de interés en meristemos axilares; y

€) una secuencia de nucledtidos que es sustancialmente andloga a la secuencia

de nucledtidos definida en a) o en b) 0 en c) o en d).

2. Una construccién de 4cido nucleico que comprende una secuencia de

nucleétidos segun la reivindicacion 1, operativamente unida a un gen de interés.

3. Un vector recombinante que comprende una secuencia de nucleétidos segun la

reivindicacion 1, o una construccion de acido nucleico seglin la reivindicacion 3.

4. Una célula transformada que comprende una secuencia de nucle6tidos segun
la reivindicacion 1, o una construccion de acido nucleico segun la reivindicacion 2, o un

vector recombinante segtn la reivindicacion 3.

5. Una célula transgénica que comprende, insertada en su genoma, una secuencia
de nucledtidos segun la reivindicacion 1, o una construccion de acido nucleico segin la

reivindicacion 2.

6. Una planta transgénica que comprende, al menos, una célula transgénica

segun la reivindicacion 5.

7. Un método para modificar la arquitectura vegetal de una planta que
comprende transformar dicha planta con una construccion de 4cido nucleico segin la

reivindicacion 2 o con un vector recombinante segun la reivindicacion 3.
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8. Un método para inhibir el crecimiento axilar de una planta que comprende
transformar dicha planta con una construccion de 4cido nucleico segun la reivindicacién
2 o con un vector recombinante segun la reivindicacién 3, en donde dicho gen de interés
contenido en dicha construccion de acido nucleico o en dicho vector recombinante, es
un gen que codifica para un péptido o proteina util para inhibir el crecimiento axilar, de
manera que la expresion de dicho gen de interés permite inhibir el crecimiento axilar de

dicha planta transformada.

9. Método segun la reivindicacion 8, en el que dicho gen que codifica para un
péptido o proteina 1til para inhibir el crecimiento axilar es el gen de la barnasa o el gen

de la cadena A de la toxina diftérica.

10. Un método para promover el crecimiento axilar de una planta que
comprende transformar dicha planta con una construccion de &cido nucleico seguin la
reivindicacion 2 o con un vector recombinante segin la reivindicaciéon 3, en donde
dicho gen de interés contenido en dicha construcciéon de &cido nucleico o en dicho
vector recombinante, es un gen que codifica para un péptido o proteina Util para
promover el crecimiento axilar, de manera que la expresion de dicho gen de interés

permite promover el crecimiento axilar de dicha planta transformada.

11. Método segtin la reivindicacion 10, en el que dicho gen que codifica para un
péptido o proteina Util para promover el crecimiento axilar es el gen de la isopentenil

sintasa o el gen que codifica para la ciclina D3.

12. Un método para estimular la producciéon o generacion de flores en lugar de
ramas en una planta que comprende transformar dicha planta con una construccion de
acido nucleico segun la reivindicacién 2 o con un vector recombinante segun la
reivindicaciéon 3, en donde dicho gen de interés contenido en dicha construccién de
acido nucleico o en dicho vector recombinante, es un gen que codifica para un péptido o
proteina util para estimular la produccién o generacion de flores en lugar de ramas en
una planta, de manera que la expresion de dicho gen de interés permite estimular la

produccion o generacion de flores en lugar de ramas en dicha planta transformada.
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13. Método seglin la reivindicacién 12, en el que dicho gen que codifica para
estimular la produccion o generacion de flores en lugar de ramas es el gen LFY o el gen
API.
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