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DOMICILIO

JUAN PABLO CADENA SARMIENTO

72. APODERADO

22 BOGOTA, D.C.

(FORMAP 10) Oficina de Comunicaciones

Ul
.‘2‘5-&0»(&5{\\"



AS: 115611 PETITORIO -

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

LU T T o

\dustria v C : -009268- -00000-0000
InduStrla -‘ omercio Facha: 2011 01 27 17:02:15  Dep. 2020 DIR.NUEVASCR
SUPERINTENDENCIA Tra. 11 PATENTEIYN Eve: 379 FASENACIONALY

Act. 411 PRESENTACION Folios: 167 —_

FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE -
PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL
1 SOLICITUD DE:
E’ Patente de Invencion. D Patente de Modelo de Utilidad.
D Capituio 1. E] Capitulo II.
Nombre: DONALD DANFORTH PLANT IDENTIFICACION
SCIENCE CENTER y THE UNITED STATES
2 OF AMERICA, AS represented by THE cc. [ NIT [
SECRETARY OF AGRICULTURE
Direccion: 875 North Warson Road Saint Louis,| CE.  [] Otro [ ]
SOLICITANTE 111063132, US; Washington, D.C. 20250, US.
Nacionalidad o Domicilio: Estados Unidos de|cCyal
América Namero
Lugar de Constitucién: Estados Unidos de
América
Teléfono: Fax:
E-mail
IDENTIFICACION
3 Nombre: JUAN PABLO CADENA SARMIENTO 5 0
CC. NIT
SE,{’F?(ESSSISSTE Direccion: Calle 70A #4 — 41, Bogota, Colombia.
CE. [ Otro []
Teléfono: 744-2200 Fax; 742-2200
E-mail: Cual
Nimero 80.410.337 TP 57492
En caso de haber presentado poder general para asuntos que se adelanten ante la Delegatura
de Propredad Industrial, sirvase indicar el numero de radicacion (del poder).
4 *| Nombre: Eliot M.HERMAN, Monica A. SCHMIDT.
INVENTOR (ES) |Direccion: 315 Meramec #33, Clayton, MO 63105, US; 8140 Whitburn Drive
(72) Clayton, MO 63105, US (respectivamente).
Nacionalidad o Domicilio: Estados Unidos de América (respectivamente).
5 PCT (86)
Solicitud Internacional No. PCT/US2009/049097 Fecha 29.06.2009
Publicacién Internacional No WO 2009/158716 A1 Fecha 30.12.2009

6 Titulo (54): PRODUCCION Y ALMACENAMIENTO DE PROTEINAS MEJORADOS EN PLANTAS

7 Clasificacién internacional (51):

8 Prioridad 33) Pais de Origen (32) Fecha (31) Ndmero de Solicitud

us 28.06.2008 61/076,616
sl X NO []

9 Comprobante de pago No. 10-102.847; 10-100.368; 10-100.364;
10-100.337; 10-84.599; 11-2.721

Fecha _26-01-2011

Instrucciones para &l diligenciamiento de! presente formulario, ver reverso de esta pagina.

PI02-FO6 (2009-12-04)
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ANEXOS

Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud. $ 571.000

Documento que acredita la existencia y representacion legal de la persona juridica
peticionaria, en cuanto no estén inscritas en alguna Camara de Comercio Colombiana.
Poderes, si fuere el caso. Fotocopia autenticada.

Documento de cesién del inventor al solicitante o a su causante. Fotocopia autenticada.
Traduccién de la solicitud internacional al casteliano (Resumen, descripcidn,
reivindicaciones, dibujos).

Copia del examen preliminar intemacional efectuado por ia Autoridad Internacional de
Examen preliminar (IPEA).

Traduccién de examen preliminar internacional efectuado por la IPEA.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.
De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacion de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de depésito del material biolégico.

Arte final 12x12,

De ser el caso, informacidén sobre ofras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el

extranjero por el mismo titular ¢ su causante, relacionadas parcial o totalmente con la
invencion de esta solicitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional bajo el Art. 34.

E\ Otros: - Comprobante(s) de pago de la tasa por concepto de Reivindicaciones adicionales

$ 459.000 (17*$27.000).

11 FIGURA CARACTERISTICA:

12  Solicito la concesion de la patente,

NOMBRE: JUAN PABLO CADENA SARMIENTO

A

FIRMA:

C.C. 80.410.337 de Usaquén TP 57492 del C.S.J.

Instrucciones para la presentacion de los anexos, ver reverso de esta pagina.
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

CERTIFILACION I BXEINTE 1 10— 100, 368 LT
£ECHA : NOVIEMBRE 25 BE 2010 009269- -00000-0000

Fecha: 2011 01 =27 17:0215  Dep. 2020 DIR NUEVASCR
Tra. 11 PATENTEHYII Eve: 379 FASENACIONALII
Act. 411 PRESENTACION Folios: 167
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FETHA 1 KOYIEMERE 29 O 2010 No. 11-009269- -00000-0000

- Fecha: 2011-01-27 17:0215 _ Dep. 2020 DIR NUEVASCR
Tra. 11 PATENTE|vi)

Eva: 379 FASENACIONALJ
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
-/

No. 11 - 002721
Industria y Comercio

RECIBO DE CAJA

SUPERINTENDENCT;

Bogota D.C., 13 de 2011 - 07:45:52
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*** Soporte del Pago ***
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PATENT COOPERATION TREATY

PCT

NOTIFICATION OF THE RECORDING
OF A CHANGE

(PCT Rule 92bis.1 and
Administrative Instructions, Section 422)

PCT/US2008/049097

From the INTERNATIONAL BUREAU

To:

RANDALL, David, A.

Dickstein Shapiro LLP

2049 Century Park East Suite 700
Los Angeles, CA 90067-3109
ETATS-UNIS D AMERIQUE

Date of mailing (daywmonth/vear)
06 January 2011 (06.01.2011)

Applicant's or agent's file reference

AGRIUS228001

IMPORTANT NOTIFICATION

International application No.

PCT/US2009/049097

International filing date (daymonthivear)
29 June 2009 (29.06.2009)

1. The following indications appeared on record conceming:

DO the applicant O the inventor

Name and Address

UNITED STATES DEPARTMENT OF AGRICULTURE
5601 Sunnyside Avenue

4-1159

Beltsville, MD 20705

United States of America

O the agent ] the common representative
State of Nationality State of Residence
us us
Telephone No.
Facsimile No.

IE-mail address

[ the person B4 the name

2. The International Bureau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded conceming:

the address

] the nationality [ the residence

Name and Address

DEPARTMENT OF AGRICULTURE
Washington, D.C. 20250
United Slates of America

THE UNITED STATES OF AMERICA, AS REPRESENTED BY THE

State of Nationality State of Residence

us Us
Telephone No.

Facsimile No.

E-mail address
[[J Netifications by e-mail authorized

3. Further observations, if nccessary:

4. A copy of this nolification has becn sent to:
B the receiving Office
] the International Searching Authority
[0 the Authority(ics) specified for supplementary search

the International Preliminary Examining Authority
the designated Offices concerned

the elected Offices concerned

other:

OxROO

The International Bureau of WIPQ
34, chemin des Colombeties
1211 Geneva 20, Switzerland

Facsimile No, +41 22 338 70 90

Authorized officer

Sontag Frederic
e-mail pt12 pet@wipo.int
Telephone No. +41 22 338 74 12

Form PCT/IB/306 (Junuary 2009)

EPZO3ICKO



PATENT COOPERATION TREATY

PCT

NOTIFICATION OF THE RECORDING
OF A CHANGE

(PCT Rule 92his.1 and
Administrative Instructions, Section 422)

(O

PCT/US2009/049097

From the INTERNATIONAL BUREAU

Date of mailing (day’'monthivear)
14 January 2011 (14.01.2011)

To:

RANDALL, David, A.

Dickstein Shapiro LLP

2049 Century Park East Suite 700
Los Angeles, CA 90067-3109
ETATS-UNIS D'AMERIQUE

Applicant’s or agent's file reference

‘ AGRIUS228001 IMPORTANT NOTIFICATION
International application No. International filing date (daw/month/vear)
PCT/US2009/049097 29 June 2009 (29.06.2009)

1. The following indications appearcd on record conceming:

B the applicant [ the inventor O the agent [ the commen representative

Name and Address State of Nationalily State of Residence
THE UNITED STATES OF AMERICA, AS REPRESENTED BY THE us us
DEPARTMENT OF AGRICULTURE Telephone No.
Washington, D.C. 20250
United States of America

Facsimile No.

E-mail address

2. The Intemational Bureau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded conceming:

. [ the person B4 the name [ the address [} the naticnality [ the residence
Name and Address State of Nationality State of Residence
THE UNITED STATES OF AMERICA, AS represented by THE us Us
SECRETARY OF AGRICULTURE Telephone No.
Washington, D.C. 20250
United States of America Tacsimile No.

E-mail address
[] Notifications by e-mait authorized

3. Further observations, if necessary:

4. A copy of this notification has been sent to:
G the receiving Office

[ the International Searching Authority
] the Authority(ies) specified for supplementary search

the International Preliminary Examining Authority
the designated Offices concerned

the elected Offices concemed

other:

OO0

The International Bureau of WIPQO
34, chemin des Colombeties
1211 Geneva 20, Switzerland

Autherized officer

Clemente Rodolfo
e-mail pt12 pel@wipo.int
Facsimile No. +41 22 338 70 90 Telephene No. +41 22 338 74 12
Form PCT/IB/306 {January 2009) 1/EQAYUYBTD




PATENT COOPERATION TREATY PCT/US2009/049097

From the INTERNATIONAL BUREAU

PCT "

NOTIFICATION OF THE RECORDING RANDALL, David, A.
OF A CHANGE Dickstein Shapiro LLP

2049 Century Park East Suite 700
Los Angeles, CA 90067-3109
ETATS-UNIS D'AMERIQUE

(PCT Rule 92his.1 and
Administrative Instructions, Section 422)

Date of mailing (day/manthiyear)
06 January 2011 (06.01.2011)

. Applicants or agent's file reference

AGRIUS228001 IMPORTANT NOTIFICATION

[nternational application No. International filing date {daywmenth/vear)

PCT/US2009/049097 29 June 2009 (29.06.2009)
1. The following indications appeared on record concerning:
B8 the applicant B the inventor (] the agent [0 the common representative
Name and Address State of Nationality State of Residence
SCHMIDT, Monica, S. us uUs
975 North Warsen Road Telephone No.

Saint Louis, MO 63132
United States of America

Facstimile No.

E-mail address

2. The International Bureau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded concerning:

. [ the person B the name the address [ the nationality [ the residence
Name and Address Siate of Nationality State of Residence
SCHMIDT, Monica, A. us us
8140 Whitburn Drive Telephone No.
Clayton, MO 63105
United States of America Facsimile No.

E-mail address
[[] Netifications by e-mail authorized

3. Further observations, if necessary:

4. A copy of this notification has been sent to: [} the International Preliminary Examining Authority
B the receiving Office [] the designated Offices concerned
[] the International Searching Authority B the elected Offices concemed
[J the Authority(ies) specified for supplementary search [ other
The Intemational Bureau of WIPO Authorized oflicer
34, chemin des Colombettes .
1211 Geneva 20, Switzerland Sontag Frederic
e-mail pt12.pet@wipo.int
Facsimile No. +41 22 338 70 90 Telephone No. +4] 22 338 74 12

Form PCT/IB/306 (January 2009) I/EPZOTKYBO

/‘y
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PATENT COOPERATION TREATY PCT/US2009/049097

PCT

NOTIFICATION OF THE RECORDING
OF A CHANGE

(PCT Rule 92his.1 and
Administrative Instructions, Section 422)

From the INTERNATIONAL BUREAU

To:

RANDALL, David, A.

Dickstein Shapiro LLP

2049 Century Park East Suite 700
Los Angeles, CA 90067-3109
ETATS-UNIS D'AMERIQUE

Date of mailing (damwmonth/iear)
06 January 2011 (06.01.2011)

Applicant's or agent's file reference

AGRIUS228001

IMPORTANT NOTIFICATION

Intemational application No.

PCT/US2009/049097

Intermational filing date (day/month/year)
29 June 2009 (29.06.2009)

1. The following indications appeared on record concemning:

Saint Louis, MO 63132
United States of America

B8 the applicant B the inventor O the agent [0 the common representative
Name and Address State of Nationality State of Residence
HERMAN, Eliot, M. us us

975 North Warson Road Telephone No,

Facsimile No.

E-mail address

2. The Internalional Bureau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded conceming:

] the person ] the name Bd the address [ the nationality 1 the residence

Name and Address

HERMAN, Eliot, M.

315 Meramec #33
Clayton, MO 63105
United States of America

State of Nationality State of Residence
us us
Telephone No.

Facsimile No.

E-mail address
[ Netifications by e-mail authorized

3. Further observations, it necessary:

-

4. A copy of this notification has been sent to:
Bd the receiving Office
[[] the Intemational Searching Authority
[ the Authority(ies) specified for supplementary search

the International Preliminary Examining Authority
the designated Offices concerned

the clected Offices concermned

other:

OxX0O0

The Intemnational Bureau of WIPO
34, chemin des Colombettes
1211 Geneva 20, Switzerland

Facsimile No. +4] 22 338 70 90

Authorized officer

Sontag Frederic
e-mail ptl2.pet@wipo.int
Telephone No. +41 22 338 74 12

Form PCT/IB/306 (January 2009}

I/EPZO4U370
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(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNT)ER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

(19) World Intellectual Property Organization

Intcrnational Burcau

(43) International Publication Date
30 December 2009 (30.12.2009)
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(10) International Publication Number -
WO 2009/158716 Al—

(51)

(21

(22

(25)
(26)
(30)

(7n

(71
a5

(74)

International Patent Classification:
CI12N 15711 (2006.01) CI2N §/14 (2006.01)

Internatinonal Application Number;

PCT/US2009/049097

International Filing Date:
29 June 2009 (29.06.2009})
Filing Language: English
Publication Language: English

Priority Data:

61/076,616 28 June 2008 (28.06,2008) us

Applicants (for all designated States except 1/S). THE
DONALD DANFORTH PLANT SCIENCE CENTER
[US/US]: 975 North Warson Road, Saint Louis, MO
63132 (US). UNITTED STATES DEPARTMENT OF
AGRICULTURE [US/US], 5601 Sunnyside Avenue,
4-1159, Beltsville, MD 20705 (US).

{81) Designated States (rnless

ise indicated, for every
kind of national pr ec(iﬁ?avm!&ble) AL, AG, AL, AM,
AD, AT, AU, /BA BB, BG, BH, BR, BW, BY, BZ,
CA, CH, Cl CO C . CZ, DE, DK, DM, DO,
DZ, EC~EE/EG, E , GB, GD, GE, GH, GM, GT,
HN /H‘R ID, ILAN, 1S, IP, KE, KG, KM, KN, KD,
KR KZ, A%K' LR, LS, LT, LU, LY, MA, MD,

(ME, MG, "MK, MN, MW, MX, MY, MZ, NA, NG, NI,
NO, NZ, OM, PE, PG, PH, PL, PT, RO, RS, RU, 8C, 8D,
SE, 8G, 8K, 8L, 8M, ST, 5V, 8Y, TJ, T™M, TN, TR, TT,
TZ,UA, UG, US, UZ, VC, VN, ZA, ZM, ZW.

{84) Designated States (urless otherwise indicated, for every

kind of regional protection available). ARIPO (BW, GH,
GM, KE, LS, MW, MZ, NA, 8D, SL, SZ, TZ, UG, ZM,
ZW), Eurasian (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, T,
TM), European (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, EE,
ES, FI, FR, GB, GR, HR, HU, IE, IS, IT, LT, LU, LV,
MC, MK, MT, NL, NO, PL, PT, RO, SE, SI, 8K, TR),
OAPI (BF, B), CF, CG, CL, CM, GA, GN, GQ, GW, ML,

MR, NE, SN, TD, TG),
Published:

Inventors; and

Inventors/iApplicsnts (for US oniy: HERMAN, Eliot,
M. [US/US); 975 North Warson Road, Saint Lonis, MO
63132 ({US). SCHMIDT, Monlea, S, [US/US], 975
North Warson Road, Saint Louis, MO 63132 (US).

Agent: RANDALL, David, A.; Jones Day, 555 South
Flower Strect, Fifticth Floor, Los Anpeles, CA 90071
(Us).

with international search report (Art. 21(3)}

with sequence listing part of description (Rule 5.2(a))
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PRODUCCION Y ALMACENAMIENTO MEJORADOS DE PROTEINAS EN PLANTAS

Referencias Cruzadas de las Solicitudes Relacionadas

Esta solicitud reclama prioridad a la Solicitud Provisional de los Estados
Unidos con no. de serie 61/076,616, presentada el 28 de junio de 2008, la cual se
incorpora en la presente como referencia.

Declaracion Relacionada con la Investigacién o el Desarrollo Patrocinado

Federalmente
Por una parte, esta investigacion se realizé con la ayuda del gobierno de
los Estados Unidos de acuerdo con la cesion de investigacién especial #2006-06103
ctorgada por el USDA y administrada por la Universidad de Missouri, Columbia y por la
ayuda de investigacion intramuros del Servicio de Investigacion Agricultural de USDA,
proyecto numero “3622-210000-025-00. El gobierno de los Estados Unidos puede tener
ciertos derechos en la invencion.

Nombres y Partes que se Uniran al Acuerdo de Investigacion

Esta invencién que resulta de un acuerdo de unién de investigacion entre el
Centro de Ciencias de las Plantas de Donald Danforth y el gobierno de los Estados
Unidos, como es representado por el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos,
el Servicio de Investigacion Agricultural (“USDA” por sus siglas en inglés). Asi, el gobierno
de los Estados Unidos puede tener ciertos derechos en la invencién.

Campo de la Invencién

La presente invencion se refiere al campo de genética vegetal. Mas
especificamente, la presente invencion se refiere a construcciones y meétodos genéticos
para usar las construcciones para modificar semillas vegetales y producir una cantidad
incrementada de una proteina de interés.

Antecedentes de la Invencion

Las semillas proporcionan una fuente importante de proteina dietaria para
humanos y ganado. Ciertos tipos de semillas, tales como soya, son capaces de acumular
un nivel relativamente alto de proteina enddgena, haciendo la soya una buena opcidén

para modificacion genética para producir proteinas introducidas. A pesar de la
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disponibilidad de muchas herramientas moleculares, la modificacion genética de semillas
comunmente es restringida por una acumulacién insuficiente de la proteina manipulada.
Muchos procesos intracelulares pueden impactar la acumulacidén de proteinas total,
incluyendo transcripcidén, traduccion, ensambie y doblez de proteinas, metilacion,
fosforilacién, transporte y protedlisis. La intervencion en uno 0 mas de estos procesos
puede incrementar la cantidad de proteina producida en semillas genéticamente
manipuladas.

La introduccidén de un gen puede causar efectos dafiinos en el crecimiento y
desarrollo de las plantas. Bajo tales circunstancias, la expresion del gen puede tener que
ser limitada al tejido objetivo deseado. Por ejemplo, podria ser necesario expresar un gen
de desregulacién de aminoacidos de una manera especifica de semilla para evitar un
fenotipo no deseado que pudiera afectar el rendimiento u otros rasgos agrondomicos.

Las semillas de soya contienen de 35% a 43% de proteina sobre una base
de peso seco; la mayoria de esta proteina es proteina de almacenamiento. Hay dos
proteinas de almacenamiento de semilla de soya principales: glicinina (también conocida
como las globulinas 11S) y beta-conglicinina (conocidas también como las globulinas 78S).
Juntas, comprenden 70 a 80% de la proteina total de la semilla, 0 25 a 35% del peso en
seco de la semilla.

La glicinina es una proteina grande con un peso molecular de
aproximadamente 360 kDa. Es un hexamero compuesto de las diferentes combinaciones
de cinco subunidades mayores identificadas como G1, G2, G3, G4 y G5.

La beta-conglicinina es una giicoproteina heterogénea con un peso
molecular que varia de 150 y 240 kDa. Esta compuesta de combinaciones variables de
tres subunidades altamente cargadas negativamente identificadas como alfa, alfa’ y beta.

Kinney y Herman (“Cosuppression of the a Subunits of beta-conglycinin in
Transgenic Soybean Seeds Induces the Formation of Endoplasmic Reticulum-Derived
Protein Bodies” Plant Cell 13:1165-1178 (2001)) reportan que la transformacién con una
construccion que contiene una region que puede transcribirse a una secuencia lider no
traducida 5’ de beta-conglicinina se traduce en una reduccion de las subunidades alfa y

alfa’ de la proteina beta-conglicinina. Kinney y Herman hacen notar que “eil incremento
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en la proteina beta-conglicinina fue aparentemente compensado por una acumuiacion
incrementada de glicinina y otras proteinas vacuolares en el ER" llevdndoles a especular
que “tal vez al co-expresar otras proteinas, posiblemente como una proteina de fusién de
glicinina con un separador escindible. Puede ser posible configurar soyas para expresar y
acumular a altos niveles proteinas extrafian que requieran de eventos de doblez y
procesamiento mediados por ER”. Kinney y Herman no ensefian reducir la expresidn de
beta-conglicinina en una semilla de soya mientras se expresa bajo el control del promotor
de glicinina, una proteina extraia fusionada a un péptido de sefial ER.

Oulmassov et al. (solicitud de patente de E.U.A. 2005/0079494) describe la
expresion de glicinina mutada bajo el control de un promotor, tal como un promotor de
giicinina. Oulmassov et al. describen ademas la supresion mediada antisentido de
secuencias que contienen un bajo contenido de aminoacidos esenciales, pero que son
expresadas a niveles relativamente altos en tejidos particulares, tales como beta-
conglicinina y glicinina. Oulmassov et a/. Wu no ensefian ninguna consecuencia posible
de reducir la expresion con beta-conglicinina con respecto a la expresion y acumulacion
de proteinas que son expresadas bajo el control de un promotor de glicinina ni tampoco
ensefian alguna consecuencia posible de suprimir la expresion de beta-conglicinina en
una semilla de soya mientras se expresa bajo el control del promotor de glicinina, una
proteina extrafia fusionada a un péptide de sefial ER.

Wu (solicitud de patente de E.U.A. 2007/0067871) describe proporcionar
una soya con un contenido de beta-conglicinina en semilla incrementado, que comprende
mutaciones no transgénicas que proporcionan un fenotipo nulo de al menos dos de las
subunidades de glicinina. Uno ensefia reducir la expresiéon de beta-conglicinina o
glicinina, o la expresion de una proteina exdgena.

Lo que se requiere en la técnica es un método para usar soya para producir
altos niveles de una proteina de interés, tal como para alimento, combustible, pienso,
enzimas industriales, enzimas de bioprocesamiento, vacunas, proteinas terapéuticas,

anticuerpos o similares.
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Breve Descripcion de la Invencién

Se proporcicnan en la presente métodos para producir cantidades
incrementadas de una proteina heterdloga de interés en una semilla. En una modalidad,
suprimir genéticamente la producciéon de una proteina de semiilla causa que la semilla
reequilibre su composicién proteinica al incrementar la produccién de otras proteinas para
mantener un contenido de proteina de semilla normal. Este efecto puede ser combinado
con el uso de un “imitador de alelo” de los genes que sean subregulados para reequilibrar
el contenido proteinico y de esta manera condugir la expresién de la proteina heteréloga.

En una modalidad, se proporciona en la presente una dicotiledénea
transgénica que tiene una deficiencia de una o mas proteinas de almacenamiento vegetal
y un polinucledtido heteréloge que tiene un marco de lectura abierto enlazado
operablemente a un promotor de proteina de almacenamiento y una secuencia de sefial
ER. Opcionalmente, el polinucledtido heterdlogo comprende ademas un dominio
potenciador de traduccién 5 (TED) y/o un 3' TED. Opcionalmente, el polinucledtido
heterdlogo comprende ademas una secuencia de retencion de ER para inducir la acrecién
del polinucleétido heterdlogo en el limen del ER o una vesicula derivada del ER.

En otra modalidad, se proporciona una planta dicotiledénea transgénica
que tiene una deficiencia de una o mas proteinas de almacenamiento de semiila, en
donde la deficiencia se traduce en una reduccién de al menos 50% en proteina de
almacenamiento de semilla enddégena en comparacion con aquella de una planta tipo
silvestre, y un polinucledtido heterdlogo que tiene un promotor de proteina de
almacenamiento de semilla, un marco de lectura abierto que tiene una secuencia de sefial
ER, una secuencia de codificacién de proteina deseada y una sefial de retencién de ER,
en donde el marco de lectura abierto estd enlazado operablemente al promotor de
proteina de almacenamiento de semilla, y en donde la semilla de |a planta transgénica es
capaz de producir una proteina heterdloga a un nivel que sea mas alto que el 5% del peso
en seco total de la semilla. EI polinucledtido heterélogo también puede tener un dominio
potenciador de traduccion 5' y/o un dominio potenciador de traduccién 3'. La secuencia
de retencion ER puede inducir la acrecion de la proteina heterdloga en el limen de ER ¢

una vesicula derivada del ER. La dicotiledénea puede ser, por ejemplo, un miembro de la

X
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familia de las Fabaceas, y opcionalmente del orden Fabales, y opcionalmente del género
soya. La dicotileddnea puede ser un miembro del género glicina, tal como una soya. El
promotor puede derivarse, por ejemplo, del inhibidor de tripsina Kunitz, lectina de soya,
alérgeno de soya inmunodominante P34 o Gly m Bd 30k, proteina de unién a glucosa,
proteina de maduracion de semilla, glicinina o conglicinina. El dominio potenciador de
traduccion puede ser derivado de inhibidor de tripsina Kunitz, lectina de soya, alérgeno de
soya inmunodominante P34 o Gly m Bd 30k, proteina de unidn a glucosa, proteina de
maduracion de semilla, glicinina o conglicinina.  La deficiencia en proteina de
almacenamiento puede ser, por gjemplo, uno o mas de inhibidor de tripsina Kunitz, lectina
de soya, alérgeno de soya inmunodominante P34 o Gly m Bd 30k, proteina de unién a
glucosa‘, proteina de maduracion de semilla, glicinina o conglicinina. £n una modalidad, la
deficiencia puede deberse a, por gjemplo, la presencia de un ARNi, un fragmento de
antisentido o sentido de un &cido nucleico que codifique para una proteina de
almacenamiento de semilla.

La semilla dicotiledénea provista en la presente puede tener, por ejemplo,
una deficiencia de mas del 75% de las proteinas de almacenamientc endégenas de la
semilla. La proteina heteréloga puede acumularse en una semilla de la dicotiledénea
hasta un nivel que sea mayor que aproximadamente 2% o mayor de aproximadamente
4% o mayor de aproximadamente 5% del peso en seco total de la semilla. En otra
modalidad, se proporciona una semilla transgénica, o una proteina obtenida de la semilla.
La proteina heterdloga puede ser purificada.

En una modalidad, la secuencia de codificacion de proteina codifica para
una enzima o fragmento de la misma. La enzima puede ser una enzima celulolitica, tal
como una B-glucosidasa, una exoglucanasa |, una exoglucanasa Il, una endoglucanasa,
una xilanasa, una hemicelulasa, una ligninasa, una ligina peroxidasa o una manganeso
peroxidasa. En una modalidad, se proporciona una composicibn enzimatica
comercialmente Gtil.

En una modalidad, se proporciona en la presente una planta dicotileddnea
transgénica, que tiene una deficiencia de una o mas proteinas de almacenamiento vegetal

enddgenas, en donde la deficiencia se traduce en una reduccién de al menos 50% en el
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nivel de la proteina de almacenamiento vegetal endégena en comparacion con una planta
tipo silvestre, y un polinucledtido heterdlogo que tiene una region reguladora génica de
una proteina compensadora enlazada operablemente a un marco de lectura abierto que
codifica para una secuencia que tiene una secuencia de sefial ER, una secuencia de
codificacién de proteina deseada y una secuencia de retencion ER, en donde la semilla
de la planta dicotileddnea transgénica es capaz de producir la proteina heteréloga a un
nivel que sea mayor que el 5% del peso en seco total de la semilla.

En otra modalidad, se proporciona en la presente un método para
almacenar establemente una enzima antes de usar, al almacenar Ia enzima en una
semilla proveniente de una planta dicotiledénea transgénica que tiene una deficiencia de
una o mas proteinas de almacenamiento vegetal, en donde la deficiencia se traduce en
una reduccién de al menos 50% en la proteina de semilla endégena, y un polinucleétido
heterélogo que tiene un promotor de proteina de almacenamiento de semilla, un marco de
lectura de abierto que tiene un acide nucleico que codifica para una secuencia de senal
ER, una enzima de interés y una sefial de retencion ER, en donde el marco de lectura
abierto esta enlazade operablemente al promotor de proteina de almacenamiento de
semiila, y en donde la semilla de la planta transgénica es capaz de producir la enzima a
un nivel que es mayor que 5% del peso en seco total de la semilla, y almacenar la enzima
en la semiila de la dicotileddonea transgénica.

En otra modalidad .més, se proporciona en la presente un método para
producir una cantidad incrementada de una proteina heterdloga en una planta
dicotileddnea, que incluye trahsformar establemente una célula vegetal con un
polinucledtido que tenga un promotor de proteina de almacenamiento de semilla, un
marco de lectura abierto que tenga una secuencia de sefal ER, una secuencia de
codificacion de proteina deseada y una secuencia de retencion ER, en donde el marco de
lectura abierto esta enlazado operablemente al promotor de proteina de almacenamiento
de semilla, obtener una linea vegetal homocigética de la célula vegetal transformada
establemente, introducir |a linea vegetal transformada establemente en una planta que
tenga una deficiencia en una proteina de almacenamiento de semilla endégena, en donde

la deficiencia se traduce en una reduccion de al menos 50% en la proteina de
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almacenamiento de semilla endégena en comparacion con aquella de una planta tipo
siivestre, cultivar las semillas de la planta transgénica introducida, y obtener la proteina
heterdloga de las semillas de la planta transgénica introducida, en donde la semilla de la
planta transgénica introducida es capaz de producir una proteina heteréloga a un nivel
que es mas alto que el 5% del peso en seco total de la semilla. La deficiencia en una
proteina de almacenamiento de semilla endégena puede ser debida a, por ejemplo, la
presencia de un ARNi, un fragmento de antisentido ¢ de sentido de un acido nucleico que
codifique para una proteina de aimacenamiento de semilla.

En otra modalidad mas, se proporciona un método para producir una
cantidad incrementada de una proteina heterdloga en una planta dicotiledonea, al
transformar establemente una céluia vegetal con un polinucledtido que tenga un promotor
de proteina de almacenamiento de semilla, un marco de lectura abierto que comprenda
una secuencia de sefial ER, una secuencia de codificaciéon de proteina deseada y una
sefial de retencién ER; en donde el marco de lectura abierto esta enlazado operablemente
al promotor de proteina de almacenamiento de semilla; en donde el polinuciedtido
contiene también una secuencia de ARNi que es capaz de la subregulacion de una
proteina de almacenamiento de semilla endégena, obtener una linea vegetal
homocigética y cultivar las semillas de la planta, para obtener una proteina heteréloga.

Breve Descripcion de las Figuras

La figura 1 es un modelo de las diferentes vias de ubicacion subcelular del
reticulo endoplasmico {(ER) a una vacuola de almacenamiento de proteinas o un cuerpo
proteinico (PB).

La figura 2 es un diagrama esquematico que muestra una construccion de
ARNi disefiado para suprimir glicinina. Los segmentos para el gen de glicinina como para
el gen fad2 (acido graso desaturasa) fueron incluidos en la construccion de ARNi.  El
segmento fad2 fue afadido como una caracteristica opcional de la construccion,
proporcionando un marcador para tamizado adicional.

Las figuras 3A y 3B son micrografias electrdnicas que muestran que células
de plantas "SP-" de linea deficiente en proteina de semilla forman vacuolas de

almacenamiento de proteinas (PSVs) (Figura 3A) que son notoriamente similares en
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tamario y apariencia a las PSVs formadas en células de semillas WT (Figura 3B). PSV:
vacuola de almacenamiento de proteina; OB: cuerpo éleo; AV: vacuola autofagica; ER:
reticulo endoplasmico; Nucl: nlcleo; G: aparato de golgi. La barra es igual a 1 ym.

Las figuras 4A, 4B y 4C son fotografias de una comparacion por enfoque
isoeléctrico bidimensional/electroforesis en dodecilsulfato de sodio-gel de poliacrilamida
(IEF/SDS-PAGE) entre el proteoma de semillas tipo silvestre (WT) variedad “Jack” y SP-.

La figura 5 es una grafica de dispersion de un ensayo de transcritoma a
gran escala de la variedad SP- en comparacion con la variedad “Jack” WT usando un
ensayo de plataforma de disposicién de ADN Affymetrix.

La figura 6 esa grafica de tarta que demuestra los cambios en la
composicion de proteinas de semilla en semillas de lineas de soya WT ("Jack”) vs SP-.
La compaosicién porcentual de Ias diferentes proteinas de semilla se muestra.

La figura 7 es un diagrama esquematico que muestra los detalles de la
construccion GFP-kdel. El promotor de glicinina, glicinina 5 UTR (“TED"), secuencia de
sefial ER, secuencia de codificacién GFP, la secuencia de sefial de retencion de ER kdel
y la glicinina 3' UTR (“TED") son indicados. El sitio de inicio de transcripcion, el sitio de
inicio de traduccién y el sitio de detencién de traduccién son indicados.

Las figuras 8A, 8B, 8C y 8D son un panel de fotografias que muestran
imagenes de luz blanca (Figura 8A) y azul (Figura 8B) de semillas de soya enteras de las
dos lineas progenitoras homocigbticas y la progenie homocigética de la cruza. Las
semillas mostradas han sido fragmentadas para exponer el tejido cotiledoneo (Figuras 8A
y 8B). Las Figuras 8C y 8D son imagenes GFP pseudocoloreadas de células de
paréngquima de almacenamiento de GFP-kdel (proteina GFP con un marcador de
retencion ER KDEL C-terminal afiadido) en un fondo WT (Figura 8C) y semillas GFP-kdel
x BCS. Labarraesigual a 10 ym.

Las figuras 9A, 9B, 9C y 9D son un panel de fotografias de la separacidon
2D |IEF-PAGE del lisado de proteinas de semilla BCS (suprimida en B-conglicinina; Figura
9A), semilla GFP-kde! (Figura 9B) y semilla GFP-dkel x BCS (Figura 9C), e inmunoblot de
un gel de lisado replicado (9 Figura 9D} sondeado para GFP. Los puntos de proteina de

control GFP-kdel (Figuras 9A y 9B} o GFP son encerrados en los cuadros como se marca.

‘2/4/
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La introducciéon del rasgo GFP-kdel en la linea BCS se tradujo en la acumuiacion
incrementada de la GFP-kdel. La identidad de los puntos de GFP se determiné mediante
inmunorreactividad en blots usando una sonda de anticuerpos monoclionales comercial
(Figura 9D).

Las figuras 10A, 10B y 10C muestran microscopias de fluorescencia (Figura
10A), ID PAGE (Figura 10B), e inmunoblot de B-conglicinina (Figura 10C) ya sea para
BBC, GFP-kdel en WT, o GFP-kdel x BCS.

La figura 11 es una grafica de barras de un andlisis fluorométrico de
abundancia de GFP-kdel en lisados de semilla preparados de semillas ya sea BCS, GFP-
kdel en WT, o GFP-kdel x BCS, y ensayados usando GFP comercial como un pardmetro
de control.

La figura 12 es una fotografia de un PAGE unidimensional de proteinas de
semilla fraccionadas que muestra el procesamiento de glicina en WT (“Jack”), BCS y GFP-
kdel x BCS. El gel teriido resultante fue escaneado y la distribucién relativa de la fraccion
de proglicinina de la proglicinina sumada, glicinina A4, subunidad acida de glicinina y
subunidad basica de glicinina. Los resultados muestran una reduccion de mas de fres
veces de la fraccién de proglicinina de la poblacidn de proteinas de glicinina. Marcadores
de peso molecular e isoformas de proteina de almacenamiento son indicados.

Las figuras 13A, 13B y 13C son fotografias de un analisis en gel
bidimensional de la produccién de proteinas en una planta SP- (Figura 13A), GFP-kdel
transformada en un fondo WT (Figura 13B) y una planta SP- introducida con GFP-kdel
(Figura 13C).

La figura 14 es una grafica de barras de un analisis fluorométrico de la
abundancia de GFP-kdel en lisados de semilla préparados a partir de semillas de una
planta SP-, una planta WT transformada con GFP-kdel y una cruza GFP-kdel x SP-. GFP
comercial se usé como una norma de control.

Las figuras 15A y 15B es una micrografia electrénica que demuestra la
abundancia de cuerpos de proteinas en el citoplasma de células de semilla de
maduracién tardia de plantas BCS x GFP-kdel. Figura 315A: Los cuerpos de proteina

contienen una matriz dispersa y estan unidos por una membrana ER. Figura 15B: imagen
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que demuestra el origen ER de los cuerpos de proteina. PSV; vacuola de
almacenamiento de proteina; OB = cuerpo éleo. La barra es iguala 1 pm.

Descripcion Detallada de la Invencion

Se proporciona en la presente una planta dicotiledénea modificada
genéticamente que tiene una semilla que produce una alta cantidad de una proteina
heterdloga de interés. En ciertas modalidades, la semilla es deficiente en al menos una
proteina de almacenamiento de semilla enddgena, permitiendo que se produzca en la
misma una cantidad incrementada de una proteina extrana. La secuencia de Acido
nucleico que codifica para la proteina heteréloga puede ser enlazada operablemente a
una region reguladora de una proteina de semilla. En algunas modalidades, esta region
reguladora se deriva de una proteina de semilla que es sobrerregulada naturalmente en
respuesta a la deficiencia de la proteina de semilla endégena.

En ciertas modalidades, la programacién genética en dicotileddneas puede
utilizarse exitosamente para producir una proteina de interés, por ejemplo, una proteina
cualitativa y cuantitativamente superior (por ejempla, proteina recombinante).

En ciertas modalidades, el antecedente genético de la planta es modificado
de tal manera que haya una deficiencia en la cantidad de una o mas proteinas de
almacenamiento (por ejemplo, en peso). Al usar uno o mas promotores de proteina de
almacenamiento para conducir la transcripcion de la proteina objetivo, los mecanismos de
reequilibrio de la planta pueden traducirse en niveles especialmente altos de una
produccion de proteina heteréloga.

En esta modalidad, y sin desear ser limitados por teoria, en respuesta a
una deficiencia genética que causa la pérdida de una proteina de almacenamiento de
semilla mayor, la semilla se “reequilibra” al incrementar la produccién de otras proteinas
de almacenamiento de semilla. Al enfazar un gen heterdlogo de interés a elementos
reguladores génicos de una proteina de semilla enddgena que es sobre-regulada para
reequilibrar la cantidad total de Ia'proteina en la semilla, se puede producir un alto nivel de
proteina heteréloga en la semilla. Gracias a este alto nivel de acumulacién de la proteina
extraia, este método "mimico de alelo” es Util para producir proteinas, particularmente

proteinas comercialmente valiosas, en soya u otras semillas dicotiledoneas.
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Ademas, la direccién opcional de la proteina heterdloga al ER le permite
acumularse establemente a niveles todavia mas altos en la semilla. Pueden disefiarse
sefales en la proteina heterdloga que puedan traducirse en el secuestro de la proteina
objetivo en vesiculas derivadas del ER, no obstante de si la planta produce naturalmente
cuerpos proteicos fisioldgicamente. Estas vesiculas derivadas del ER estan
sorprendentemente libres de otras proteinas, tales como proteasas, glucosidasas, etc.,
produciendo acumulacion de niveles mas altos de proteina en una forma menos
degradada o degradable. Segin se usa en la presente, aplican las siguientes
abreviaturas y definiciones.

El término "glicinina”, se refiere a una proteina de almacenamiento de
semilla mayor, conocida también como IIS globulina, que esta presente en semillas de
soya.

El término "B-conglicinina” se refiere a una proteina de almacenamiento de

semilla mayor, también conocida como 7S globulina que esta presente en semillas de

soya.
El término “GBP” se refiere a proteina de unién a glucosa.
El término "KTI" se refiere a inhibidor de tripsina Kunitz.
El término “LE" se refiere a lectina de soya.
El termino “P34” se refiere al alérgeno de soya inmunodominante P34 o Gly
m Bd 3.

La abreviatura “fad2” se refiere a una secuencia que codifica para una
porcion de un gen de “acido graso desaturasa”.

Segun se usa en la presente, el término “vegetal” incluye células vegetales,
protoplastos vegetales, callos vegetales, grupos vegetales y células vegetales que estan
intactas en plantas o partes de plantas, tales como polen, flores, embriones, semillas,
vainas, hojas, tallos y similares.

El término “PB" se refiere a un cuerpo proteinico. Estas vesiculas de una
sola membrana son capaces de almacenar proteinas, y se derivan directamente del
reticulo endoplasmico (en contraste con las PSVs descritas abajo).

El término "PSVs” se refiere a vacuolas de almacenamiento de proteinas.
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En semillas, estas vesiculas se forman tipicamente a partir de una divisién de la vacuola
durante el proceso de maduracion y secado de la semilla. Asi, las enzimas degradadoras
de proteinas normalmente presentes en la vacuola también pueden estar presentes en la
PSV. En semillas de soya normales, la mayoria de las proteinas acumuladas se ubican
en estos organelos.

El término “SMP” se refiere a una proteina de maduracion de semilla.

El término “proteina de almacenamiento” se refiere a una proteina que se
acumula especificamente en una planta, por ejemplo, en semillas.

La abreviatura “BBI” se refiere a “inhibidor bowman birk", que es un
inhibidor de serina proteasa.

El término “BCS” se refiere a una planta que es deficiente en la proteina de
almacenamiento B3-conglicinina Unicamente.

El término "SP-" se refiere a supresion de proteina de almacenamiento, es
decir, una planta que es deficiente tanto en glicinina como en B-conglicinina.

El término “semilla” incluye generalmelnte el nUc_Ieo de la semilla, la capside
de la semilla y/o |la cascara de la semilla, o cualquier porcion de la misma.

‘Maduracion de semilla” se refiere al periodo que inicia con la fertilizacion
en la cual las reservas metabolizables, por ejemplo, almidén, azUcares, oligosacaridos,
fendlicos, aminoacidos y proteinas, se depositan en varios tejidos en la semilla, llevando a
agrandamiento de la semilla, rellenc de la semilla y concluyendo con la desecacion de la
semilla.

El término “WT" se refiere a tipo silvestre y se refiere a un antecedente de
origen natural de una planta, o, como es aparente del contexto de uso, WT puede
referirse a una planta que tenga un antecedente genético de origen natural excepto para
la manipulacién genética de la presente invencion.

El termino "ORF” se refiere a un marco de lectura abierto; es decir, una
secuencia que codifica para un péptido (por ejemplo, la “proteina objetivo”). En general,
esta secuencia es ininterrumpida por intrones entre los codones de inicio y terminacion
que codifica para una secuencia de aminoacidos.

El término “polinucledtido heterologo” se refiere generalmente a un

Al
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polinucledtido que no existe en forma idéntica en la planta anfitriona excepto como
resultado de un evento de transformacion. Los términos “ADN heterdlogo”, "gen
heterdlogo” o "ADN extrafio” se refieren a ADN, y tipicamente a una secuencia de
codificacion de ADN ("secuencia de codificacién heteréloga”), que ha sido introducida en
celulas vegetales de otra fuente, es decir, una fuente no vegetal o de otra especie de
planta, o una secuencia de codificacion de la misma especie que es puesta bajo el control
de un promotor vegetal que controla nhormalmente otra secuencia de codificacién.

El termino gen ‘endégeno” se refiere a un gen nativo encontrado
normalmente en su ubicacion natural en el genoma y no esta aislado. Un gen “"extrafio”
se refiere a un gen que no se encuentra normalmente en el organismo anfitrién pero que
es introducido mediante transferencia génica.

El término “secuencia de codificacién” o “region de codificacion” se refiere a
una secuencia de ADN gue codifica para una proteina especifica.

Un "gen quimérico” o "casete de expresion” en el contexto de la presente
invencion, se refiere a una secuencia promotora enlazada operablemente a una
secuencia de ADN gue codifica para un producto génico deseado, y de preferencia una
secuencia terminadora de transcripcion. En una modalidad preferida, el gen quimérico
contiene también una regién. de codificacibn de péptidos de sefial enlazado
operablemente entre el promotor y la secuencia de codificacién de producto génico en
cuadro de produccién con ia secuencia de codificacion de producto génico. Esta
secuencia de sefal ayuda ubicar la proteina en el ER. La secuencia puede contener
ademas elementos reguiadores de transcripcién, tales como las sefiales de terminacion
de transcripcidon mencionadas arriba, asi como sefiales reguladoras de traduccion, tales
como codones de terminacion.

‘“Enlazado operablemente” se refiere a componentes de un casete de
expresion, que estan enlazados de tal manera que funcionen como una unidad para
expresar una proteina heterdloga. Por ejemplo, un promotor enlazado operablemente a
un ADN heterdlogo, el cual codifica para una proteina, promueve la produccion de ARNm
funcional que corresponde al ADN heterélogo.

“Transcrito de ARN” se refiere al producto que resulta de una transcripcion
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catalizada por ARN polimerasa de una secuencia de _ADN.

El término "ARN mensajero (ARNm)” se refiere generalmente al ARN que
puede ser traducido en proteina por la célula.

El término ARN de “sentido” se refiere generalmente a un transcrito de ARN
que incluye el ARNm. El término “ARN de antisentido” se refiere a un transcrito de ARN
que es complementario a todo o parte de un transcrito primario objetivo 0 ARN y que
puede inhibir la expresion de un gen objetivo. La complementariedad de un ARN de
antisentido puede ser con cualquier parte del transcrito génico especifico, es decir, en la
secuencia de no codificacion 5, secuencia de no codificaciéon 3', intrones o la secuencia
de codificacién. El término “inhibicion de antisentido” se refiere a la produccién de
transcritos de ARN de antisentido capaces de impedir la expresion de la proteina objetivo.

El término “"ARNI" o “interferencia de ARN” se refiere generalmente a
métodos de inhibicidén de expresion de una proteina de introducir un fragmento de ARN en
la célula. El ARN puede ser codificado por un fragmento de ADN que sea integrado en el
genoma. E| ARNi también puede prepararse mediante cualquier otro medio conocido en
la técnica. El fragmento de ARNi puede ser de cualquier longitud adecuada, y puede ser
de una sola o de doble hebra.

En general, “secuencias reguladoras” son secuencias de nucledtidos ya sea
en genes enddgenos o heterélogos (quiméricos) que se ubican hacia el extremo 5 (5'),
dentro, o hacia el extremo 3’ hacia la regién de codificacién de la proteina. Estas
seclencias reguladoras o ‘regiones reguladoras” pueden regular la transcripcién y/o
traduccion.

Una ‘“regién reguladora de transcfipcién" o “"promotor’ se refiere a
secuencias de acido nucleico que influencian y/o promueven el inicio de transcripcion.
Los promotores se consideran tipicamente que incluyen regiones reguladoras, tales como
etementos potenciadores o inductores.

EE ]

El término ‘regiones reguladoras hacia el extremo 5" se refieren

generalmente a una regidon 5' del codon de inicio de traduccién de proteina. Asi, las

"

“regiones reguladoras hacia el extremo 5" pueden abarcar, por ejemplo, un promotor, o

pueden abarcar un promotor y una 5' UTR. La regién reguladora hacia el extremo 5’
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también se puede referir a regiones mas alla del extremo 5 de la secuencia promotora
tipica, tales como “elementos potenciadores”.

El término “TED" se refiere a un dominio potenciador de traduccién.

El 5 TED (o region no traducida 5' (UTR)) se refiere generalmente a la
regién que codifica para un ARNm que es 5’ (hacia el extremo 5') hacia el sitio de inicio de
traduccion. De esta manera, la regidn esta entre el sitio de inicio de transcripcion y el sitio
de inicio de traduccién. El 5' TED puede ser una parte de la "regién reguladora hacia el
extremo 57

La 3’ TED (o regién no traducida 3' (UTR)) se refiere generalmente a la
region en el ARNm que esta hacia el extremo 3' del coddn de paro de la secuencia de
codificacion de proteina. Esta regiéon puede contener, por ejemplo, una sefal de
poliadenilacién y/o cualquier otra sefal reguladora capaz de afectar procesamiento de
ARNmM o expresién génica.

“Codon de inicio” y "coddn de terminacion” se refieren a una unidad de tres
nucledtides adyacentes en una. secuencia de codificacion que especifica el inicio y
terminacion de cadena, respectivamente, de una secuencia de proteinas.

El alcance de la presente invencion se ilustra abajo con varios ejemplos,

caracteristicas técnicas opcionales y ensefianzas genéricas.

Proteinas de almacenamientg

Las semillas de muchas especies de plantas contienen proteinas de
almacenamiento. Estas proteinas han sido clasificadas sobre la base de su tamafio y
solubilidad (Higgins, T. J. (1984) Ann. Rev. Plant Physiol. 35:191-221). Aungue no todas
las clases se encuentran en cada especie, las semillas de la mayoria de las especies de
plantas contienen proteinas de mas de una clase. Las proteinas dentro de una clase de
solubilidad o tamano particular generalmente estan mas estructuralmente emparentadas a
miembros de la misma clase en otras especies que con miembros de una clase diferente
dentro de la misma especie. En muchas especies, las proteinas de semilla de una clase
dada son codificadas comunmente por familias de varios genes, algunas veces de tal
complejidad que las familias pueden dividirse en subclases con base en la homologia de

secuencia.
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Las semillas de soya poseen un contenido de proteina relativamente alto,
que consiste ampliamente en dos proteinas de almacenamiento, B-conglicinina y glicinina.
En semillas tipo silvestre, la B-conglicinina comprende alrededor de 15-20% de la proteina
de soya total. Ambas de estas proteinas estan constituidas de varias isoformas derivadas
de familias génicas.

Las proteinas de almacenamiento pivotal han sido identificadas en la
presente como estando implicadas en el desarrollo programado de una planta. Sin
embargo, la persona normalmente versada en la materia puede identificar ahora
facilmente ofras proteinas de almacenamiento en otras plantas objetivo mediante
homologias funcional, estructural o de secuencia. Habiendo identificado estas proteinas
de almacenamiento, experimentos de supresion como los descritos aqui pueden
identificar otras proteinas de almacenamientc que estén implicadas en el reequilibrio de la
proteina. Los elementos reguladores {por ejemplo, promotor, TEDs, etc.) pueden usarse
para producir altos niveles de una proteina deseada de acuerdo con la presente
invencién. De esta manera, los diferentes ejemplos demostrados en la presente pueden
ser aplicados ahora a otras plantas de importancia potencial para el comercio ©
humanidad.

Deficiencias genéticas

Una planta de la presente invencidon comprende una deficiencia, tal como
por ejemplo, una deficiencia genética, dando como resultado una reduccién de una
porcién sustancial del contenido de proteina de almacenamiento de semilla enddgeno de
la planta. Por ejemplo, en varias modalidades especificas, las semillas de la planta
pueden comprender menos de aproximadamente 75%, 70% ¢ menos del 60% o menos
de alrededor de 50% o menos de aproximadamente 40% o menos de alrededor de 25% o
menos de 15% de la cantidad de proteina soluble total en la semilla,

En otras modalidades especificas, la deficiencia genética se traduce en una
cantidad de una proteina de almacenamiento de semilla especifica que es menor de 1%,
aproximadamente 2%, alrededor de 5%, aproximadamente 10%, alrededor de 25%,
aproximadamente 50%, alrededor de 75%, o aproximadamente 85% de la cantidad de la
proteina de almacenamiento de semilla enddgena que normalmente esta presente en una

semilla de soya WT.
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A manera de ejemplo, una planta de la presente invencién puede ser
deficiente en una o dos o tres o cuatro o mas de glicinina, conglicinina, KTI, LE, P34, GBP
y SMP, u otras proteinas de almacenamiento de semilla.

En una modalidad, la manipulaciéon genética para crear una deficiencia de
una proteina de almacenamiento de semilla se puede obtener mediante métodos tales
como co-supresion, antisentido, ARNi u otros métodos. La patente de E.UA. No.
5,180,931 describe métodos ejempiares del uso de una construccion de antisentido para
subregular un gen. La patente de E.U.A. No. 5,231,020 describe métodos ejemplares del
uso de una construccion de acide nucleico de sentido para subregular un gen. La
inhibicion genética de la expresion de un producto génico mediante el uso de ARNm de
doble hebra se describe en la patente de E.U.A. No. 6,506,559,

En ofras modalidades, una deficiencia de una proteina de almacenamiento
de semilla particular, o proteinas de almacenamiento de semilla en el agregado, también
se puede lograr mediante métodos de reproduccidon convencionales seguidos por el
analisis para un bajo nivel de una o mas proteinas de semilla. Una deficiencia de una
proteina de almacenamiento de semilla también puede lograrse mediante mutacicnes
naturales o mutaciones inducidas, seguida por métodos de tamizado para identificar las
plantas que tengan un bajo nivel de una o mas proteinas de aimacenamiento de semilla.
En otra modalidad, una planta que tenga una deficiencia de una proteina de
almacenamiento de semilla puede obtenerse, por ejemplo, a partir de un banco o depésito
de semillas dispon.ible publicamente.

Una deficiencia genética de una proteina _en la semilla lleva a

compensacion {reequilibrio) por otras proteinas de semilla

Como se describe en la presente, la supresién de una proteina de semilla
puede llevar a una compensacién por un incremento en la produccion de otras proteinas
de semilla, flamada “compensacion” o “reequilibric”. Este reequitibrio es demostrado en fa
presente con lineas vegetales que tienen una deficiencia tanto en glicinina como en B-
conglicinina ("SP-“; ejemplo 1) como en plantas que tienen una deficiencia nada mas en B-
conglicinina {(ejemplo 11).

La supresién de la proteina de semilla B-conglicinina mediante

)
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silenciamiento génico mediado por secuencia fue compensada por una abundancia
incrementada de glicinina (ejemplo 11). La supresion de B-conglicinina a/a’ también se
logré usando tecnologia de ARNi, como también se describe en el ejemplo 11, Este
método dio como resultado el silenciamiento completo de a/a’ B-conglicinina. Una
fraccion de la produccion incrementada de glicinina fue conservada en forma de su
precursor, progiicinina, y fue secuestrada en PBs. La acumulacién de proteinas en un
cuerpo de proteina, en lugar de la PSV, demuestra dos puntos importantes: 1) que PBs
derivados del ER pueden ser inducidas y acumular proteinas en semillas de soya y 2) que
la supresion de una proteina de almacenamiento endégena se traduce en la acumulacion
incrementada de ofra proteina de almacenamiento para compensar la pérdida de masa.
Este fenémeno mantiene el contenido proteico total de la semilla de soya en menos de
40% y es llamado “reequilibrio”.

Las lineas vegetales que tienen una deficiencia tanto en B-conglicinina
como en glicinina(*SP-") fueron preparadas, como se describe en el ejemplo 1. En estas
semillas que fueron genéticamente deficientes tanto en B-conglicinina como en glicinina,
la pérdida de proteina fue compensada por la produccion de otras proteinas. Los cambios
de la produccion de proteina pueden verse en las figuras 4A a 4C, la cual es un |EF-
PAGE de extractos de proteina de semilla de la linea WT (“Jack”) en comparacioén con la
SP-. La figura 5 muestra las diferencias en el transcriptoma entre las dos lineas. La
figura 6 es un diagrama de tarta que muestra el porcentaje de varias proteinas de
almacenamiento mayores presentes en semilla de soya de WT (“Jack") contra la lina SP-.
La remocién de las proteinas de semilla -congicinina y glicinina en la linea SP-
claramente se traduce en compensacion por otras proteinas.

El fenémeno de reequilibrio puede usarse para proeducir grandes cantidades

de proteinas extrafias en semillas

En la presente se proporcionan semillas que poseen una biologia
intrinseca que pueden ser explotadas como |la base de una plataforma de produccién de
proteinas al hacer que una proteina extrafia tenga una participacién en el proceso de
reequilibrio y al acumular la proteina extrafia en una poblacion estable de PBs. Esto junto

sienta las bases para desarrollar semillas dicotileddneas como una plataforma de



10

15

20

25

30

19

produccién de proteinas.

Asi, en algunas modalidades, una (0 mas) proteinas de almacenamiento de
semilla se reducen como se describid arriba, y una proteina heterdloga deseada se
produce en la semilla. En una modalidad, cualguier promotor adecuado es enlazado
operablemente a la secuencia que codifica para la proteina heteréloga. En otra
modalidad, la secuencia que codifica para la proteina heterdloga es un promotor
especifico de semilla. Ei promotor puede ser, por ejemplo, seleccionado de los
promotores de KTI, LE, P34, GBP o SMP.

En una modalidad preferida, la expresion incrementada de la proteina
heterdloga puede ocurrir cuando su secuencia génica sea enlazada operablemente a un
promotor del gen que codifique para una proteina que sea sobrerregulada en respuesta a
la deficiencia geneética descrita arriba en una semilla de soya. Por cada proteina
especifica que sea removida en una semilla, se puede producir otra proteina (o proteinas)
en su lugar. Mediante el uso de la region reguladora geénica (tal como la regién
promotora, terminadora y opcionalmente otras regiones) de esta proteina "compensadora”
para conducir la expresién del gen heterélogo de interés, puede obtenerse un nivel
todavia mas alto de produccién de proteina en la semilla.

En consecuencia, en una modalidad, la proteina de semilla que es
suprimida es B-conglicinina, mientras que ia expresién de la proteina heterdloga es
controlada por al menos una porcion de la region reguladora de glicinina. En una
modaiidad, esta regién reguladora esta hacia el extremo 5’ de la secuencia heteréloga.
En otra modalidad, la regidn reguladora esta hacia el extremo 3' de la secuencia
heterdloga. En una modalidad la regién reguladora comprende el promotor de glicinina.
En una modalidad la region reguladora es la regién reguladora hacia el extremo 5' de
glicinina, la cual puede incluir, por ejemplo, el promotor y/o la 5 UTR. En otra modalidad,
la region reguladora de glicinina también incluye la region reguladora de glicinina 3.

En otra modalidad, la proteina de semilla que -es suprimida es tanto B-
conglicinina como glicinina, mientras que la proteina heteréloga es controlada por al
menos una porcion de las regiones reguladoras (5, 3' 0 ambas) de una de KTI, LE, P34,

GBP o SMP.
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El marco conceptual del reequilibrio de proteina y secuestro de proteina en
PBs fue probado al construir un transgen con la proteina reportera GFP, flanqueada por la
secuencia de sefal de transido ER y secuencia de sefal de retencién (KDEL), bajo el
control regulador de elementos de glicinina (ejemplo 9). Al poner la construccion GFP-
kde! bajo elementos genéticos de glicinina, la expresién dei transcrito GFP-kdel imitara
aquella de la expresion en regulacién génica y de esta manera probablemente participara
en la asignacion de nutrientes que incluye la sobrerregulacion de genes de glicinina. Las
soyas que expresan este transgen acumularon 1.6% de GFP-kdel en la semilla. Sin
embargo, cuando las plantas GFP-kdel fueron genéticamente cruzadas con las plantas
BCS, el nivel de expresion de GFP-kdel fue incrementade casi 4 veces hasta
aproximadamente 7% en las semillas (ejemplo 12). Asi, el incremento en la acumulacion
de GFP-kdel en las semillas BCS demuestra que imitar el alelo del gen que participa en
reequilibrio de proteinas puede traducirse en un grave incremento en la acumulacién de la
proteina heteréioga de interés.

Asi, en una modalidad, una gran cantidad de una proteina de interés puede
producirse en la semilla. Por ejemplo, la proteina heteréloga puede ser expresada de
aproximadamente 1%, 2%, 5%, 7%, 10%, 12%, 15%, 18%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%,
45%, 50%, 55%, 60%, 70% © mas de la proteina soluble total en la semilla.

Ademas, en una modalidad, el peso en seco de la proteina heterdloga
puede expresarse de alrededor de 0.5%, 1%, 2%, 4%, 5%, 7%, 10%, 12%, 15%, 18%,
20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50% o mas del peso en seco total de la semilla. La
proteina heterdloga puede producirse, por ejemplo, a una cantidad de alrededor de 50,
100, 150, 200, 250 0 mas mg de proteina por semilla.

En una modalidad, la cantidad de proteina heterdloga producida puede
medirse sobre una base por planta. La proteina heteréloga puede producirse, por
gjemplo, en una cantidad de alrededor de 3 g, 6 g, 8 g, 10 g, 15 g 0 20 g 0 mas de
proteina heteréloga por planta.

La proteina heterdloga puede producirse, por ejemplo, a una cantidad de
alrededor de 25, 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 850, 1,000, 1,500, 2,000 o mas

libras por acre por temporada. E! rendimiento real puede depender de muchos
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parametros tales como plantas por acre, variedad vegetal, calidad en suelo, practicas de
cultivo, estrés vegetal y también el nivel de pureza de la proteina heterdloga que sera
producida.

Promotores

En una modalidad, el polinucledtido heterdlogo provisto en la presente
comprende un promotor obtenido de, o derivado de, un gen de proteina de
almacenamiento vegetal. En varias modalidades, el promotor se deriva de la planta del
mismo orden, familia, género o especie de la planta transformada por una construccion de
la presente invencion. |

Puede usarse cualquier promotor adecuado. En una modalidad, el
promotor es un promotor especifico de semilla. En otra modalidad, el promotor es un
promotor especifico de semilla temprano. En otra modalidad mas, e! promotor es un
promotor especifico de semilla tardio. En otra modalidad, el promotor es de un gen que
compensa la deficiencia genética de la proteina de semilla.

Las secuencias promotoras pueden concluir en o cerca del codon de inicio
e incluir nucledtidos contiguos hacia el extremo 5 (5). Las secuencias promotoras
pueden ser de al menos aproxim_adamente 500 nucleétidos o por lo menos alrededor de
1,000 nucledtidos o al menos aproximadamente 1,500 nucledtidos. Aunque la longitud
exacta no es critica para la invencion, un experto en la técnica puede determinar y
optimizar faciimente 1a longitud del promotor (por ejemplo, al medir y comparar los niveles
de transcripcion).

En una modalidad, la secuencia reguladora hacia el extremo & o la
secuencia promotora puede tener una identidad de acido nucleico de al menos 80%, 85%,
90%, 95%, 97%, 99.5% o mas con por o menos una porcién de una de SEQ ID NO: 1,
SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO:
7 0 SEQ ID NO: 8.

En una modalidad especifica, la region reguladora hacia el extremo 5', que
comprende el promotor y 5° UTR ¢como se describe abajo, se selecciona de SEQ ID NO;
1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NC: 8, SEQ ID

NO: 7. SEQ ID NO: 1 y 2 se derivan de glicinina, en tanto que SEQ ID NO: 3-8
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representan regiones reguladoras hacia el extremo 5' de conglicinina, KTI, LE, P34, GBP
y SMP, respectivamente.

Dominios potenciadores de traduccion UTR

Un polinucledtide heterdlogo de la presente invencion comprende
opcionalmente un dominio potenciador de traduccion (TED) de una proteina de
almacenamiento vegetal. En algunas modalidades, esta es la region no traducida del
transcrito de ARNm. Estas regiones no traducidas pueden estar en la region 5' 0 3’ del
gen. La secuencia del TED o UTR también se puede derivar de otro organismo, o puede
ser una secuencia completamente sintética.

5 UTR (o "8' TED"): Una construccién de la presente invencién puede

comprender una 5' TED de la regién 5’ de un ARNm que codifique para una proteina de
almacenamiento vegetal tal como glicinina, conglicinina, KTI, LE, P34, GBP 0 SMP. Un &’
TED puede identificarse generalmente del promotor y el codon de inicio de una proteina
de almacenamiento vegetal. Un 5' TED puede tener al menos aproximadamente 5, 10,
25, 30, 35, 40 o mas nucledtidos o al menos alrededor de 50 nucledtidos o por lo menos
aproximadamente 100 nucledtidos, o al menos alrededor de 150 nucledtidos. Aungue la
longitud exacta no es critica para la invencion, un experto en la técnica puede determinar
y optimizar facilmente la longitud del terminador (por ejemplo, al medir y comparar 10s
niveles de traduccién). En modalidades especificas, una porcién del extremo 3' de las
secuencias reguladoras hacia el extremo 5’ descritas en SEQ ID NO: 1 (glicinina), SEQ ID
NO: 2 (una secuencia de glicinina alternativa), SEQ ID NO: 3 (conglicinina), SEQ ID NO: 4
(KTl}, SEQ ID NO: § (LE), SEQ ID NO: 6(P34), SEQ ID NO: 7 (GBP) y SEQ ID NO: 8
(SMP) comprenden, respectivamente, secuencias 5’ UTR.

3' UTR (0 "3' TED" o "terminador”): Una TED puede derivarse, por ejemplo,

de la regién 3' de un ARNm que codifique para una proteina de almacenamiento vegetal
tal como dlicinina, conglicinina, KTI, LE, P34, GBP o SMP. Este 3' TED puede iniciar en o
cerca del codon de pare e incluir nucledtidos contiguos hacia el extremo 3'. El 3' TED
puede tener aproximadamente alrededor de 10, 25, 40, 50, 75, 100, 150 nucleétidos o al
menos aproximadamente 250 nucleétidos o al menos aproximadamente 500 nucledtidos.

Aunqgue la longitud exacta no es critica para la invencién, un experto en la técnica puede
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determinar y optimizar facilmente la longitud del terminador (por ejemplo, al medir y
comparar niveles de produccion).

En una modalidad, la secuencia terminadora se selecciona de SEQ ID NO:
13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18,
SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20 y SEQ ID NO: 21. Estas secuencias representan las
secuencias 3’ TED para glicinina, una secuencia terminadora de glicinina alternativa, [3-
conglicinina, una secuencia terminadora de B-conglicinina alternativa, KT, LE, P34, GBP
y SMP, respectivamente.

En una medalidad, la secuencia terminadora puede tener una identidad de
acido nucleico de al menos 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 99.5% o mas con una de SEQ ID
NOS: 13-21.

En modalidades adicionales, las construcciones quiméricas también
pueden comprender secuencias reguladoras génicas que estén mas alla del extremo 5' o
mas alla del extremo 3’ del gen de interés, tales como secuencias potenciadoras. Por
ejemplo, las regiones “potenciadoras” de transcripcion pueden estar presentes mas alla
del extremo 5' o extremo 3’ de un gen de interés. Por ejemplo, una regién potenciadora
puede estar 1,000 -2,000 nucledtidos o incluidos 1 o mas kb hacia el extremo 5 de una
secuencia, o también puede estar presente en una ubicacion de 1,000-2,000 nucledtidos
o incluso 1 0 mas kb hacia el extremo 3’ de la region transcrita de un gen. Asi, en algunas
modalidades, estas secuencias potenciadoras mas distantes de una proteina de
almacenamiento vegetal, tal como KTI, LE, P34, GBP y SMP también estan presentes en
la secuencia quimérica. En ciertas modalidades, la presencia de estas secuencias
potenciadoras incrementa la cantidad de la proteina heteréloga que se produce en la
semilla.

El reticulo endoplasmico

El reticulo endoplasmico (ER) de plantas es una parte de! sistema de
endomembrana, un sistema altamente conservado en eucariontes. Dirigir proteinas at ER
es de considerable interés toda vez que las proteinas producidas en el ER son traficadas
a otros organelos y también permanecen asociadas con el propio ER. Los

compartimientos derivados de ER tienen diversas funciones, tales como almacenamiento
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de proteinas, aceites y enzimas hidroliticas usadas en respuesta a ataques de patégenos.
Incrementar el conocimiento de los mecanismos de trafico de proteinas de
almacenamiento al ER ha llevade a mejoras en el uso de plantas como biofabricas de
proteinas. Las plantas pueden almacenar proteinas exdégenas dentro del ER ademas de
otros compartimientos de la endomembrana.

Vesiculas derivadas de ER — cuerpos de proteinas contra vacuocla de

almacenamiento de proteinas

La figura 1 muestra un diagrama esquematico de las diferentes vias de
trafico de proteinas subcelulares que llevan a la ubicacién de una proteina en un cuerpo
de proteina o una vacuola de almacenamiento. de proteina en una semilla de soya. En
muchas especies vegetales, pero no en soya, las PBs derivadas del ER permiten la
acumulacion estable de proteina no glicosilada, ya que las proteinas no siguen una via de
endomembrana tipica del ER al aparato de Golgi y de ahi en adelante a |la prevacuola.

En plantas de soya WT, la mayoria de las proteinas de semilla se acumulan
en la vacuola de almacenamiento de proteinas (PSV), en su lugar. Las proteinas que son
dirigidas a la vacuola de almacenamiento de proteinas (PSV) o a la prevacuola (la cual se
dirige después al PSV) de semilla de soya es probable que sean degradadas
rapidamente, sin embargo, ya que la vacuola tipicamente contiene muchas enzimas
liticas.

En contraste, como se describe en la' presente con respecto a semillas de
soya transgénicas, el tiempo de residencia en el ER de proteinas que usan una secuencia
de direccion al ER C-terminal (KDEL) induce el trafico de grandes cantidades de proteina
extrafa a las PBs producidas de novo. Asi, las proteinas pueden ser secuestradas en
PBs derivadas del ER en semillas de soya. Los cuerpos de proteina resultante son una
poblacién estable de organelos que persisten a través de la maduracidn de la semilla y
permanecen en la semilla madura seca. Esto se demuestra en la presente con |a proteina
fluorescente verde de proteina reportera (GFP-kdel) de 27 kDa, como la mostrada en el
gjemplo 9.

En una modalidad opcional de la presente invencién, la secuencia

heterdloga comprende ademas una secuencia de retencion ER para inducir la acrecién

3
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del polipéptido heterdlogo en el lumen del ER o una vesicula derivada del ER. Este ER o
vesiculas derivadas del ER incluyen las ER, PBs, PSVs, vesiculas de transporte, etc.
Estas vesiculas pueden identificarse estructuralmente como comprendiendo una
membrana (por ejemplo, membrana de bicapa de lipidos), un lumen, en donde la proteina
objetivo es un componente soluble o insoluble que reside al menos parcialmente en el
lumen. Sin desear ser limitados por teoria, se cree que el ER o la ubicacién de vesicula
derivada de ER de la proteina de interés es, en parte, responsable de los aitos niveles de
proteina heterdloga producidos en plantas de acuerdo con la presente invencién. En una
modalidad, el polipéptido heterdlogo se acumula en el aparato de Golgi o vesiculas de
Golgi.

Secuencia de sefal ER

En algunas modalidades, el polinucledtido heterélogo comprende una
secuencia de sefial ER. Una secuencia de sefal ER es cualquier secuencia de
polinucledtidos que codifica para una secuencié de aminoacidos que permite ei
reconocimiento de la proteina por la particula de reconocimiento de sefal en el reticulo
endoplasmico dando como resultado la translocacion de la proteina dentro del lumen del
ER. Esta secuencia esta presente tipicamente en la region N-terminal de la proteina.

En algunas modaiidades, la secuencia de sefial ER puede afadirse a
proteinas que no tengan naturalmente una secuencia de direccidén al ER. La
proteina heterdloga puede ya tener una secuencia de sefal ER, sin embargo. Si se
desea, esta secuencia de sefial puede reemplazarse con otra secuencia de sefal
ER, tal como aquellas mostradas abajo en la tabla 1. Como alternativa, se puede
usar la secuencia de sefal original de la proteina. También puede usarse una
secuencia de senal completamente sintética. Ejemplos de secuencias de sefal que
dirigen a proteinas recién sintetizadas al reticulo endoplasmico en células vegetales
incluyen secuencias de lectina de cebada (Dombrowski et al., 1993, Plant Cell 5:587-
586), aleuraina de cebada (Holwerda et al., 1992, Plant Cell 4:307-318), esporamina
de boniato (Matsuoka et al., 1991, proc. Natf. Acad. Sci. E.U.A. 88:834-838), patatina
(Sonnewald et al., 1991, Pfant J. 1:95-106), proteinas de almacenamiento vegetal de

soya (Mason et afl., 1988, Pflant Mol. Biol. 11:845-856), y beta-fructosidasa (Faye et
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al. 1989, Plant Physiol. 89:845-851).
Aunque la persona versada en la materia puede determinar faciimente

secuencias de sefial ER utiles, otros ejemplos se muestran en |a tabla 1.

Tabla 1
SEQIDNO: 8 MKIMMMIKLCFFSMSLICIAPADA
SEQ ID NO: 10 MAASHGNAIFVLLLCTLFLPSLAC
SEQ ID NO: 11 MAARIGIFSVFVAVLLSISAFSSA

MKTNLFLFLIFSLLLSLSSAE (secuencia de sefial de
guitinasa basica de A. thafiana)

SEQID NQ: 12

Otros ejemplos de secuencias de sefial ER se describen por Emanuelsson
et al. (J. Mol. Biol. 300,1005-1016 (2000)).

Secuencia de retencion ER

Opcionalmente, el polinucledtido heterélogo comprende ademas una
secuencia de retencién ER. Se ha descubierto que cuando esta secuencia se afiade a un

polinucleétido heterélogo que también contiene una secuencia de sefial ER, el producto

de proteina sera retenido en las vesiculas derivadas del ER cuando el producto sea

secuestrado a partir de cierta accion de procesamiento tal como degradacion proteolitica.
Sorprendentemente, las presentes construcciones dirigen el producto de proteina de
polinucledtido heterdlogo a vesiculas derivadas del ER llamadas “cuerpos de proteina” sin
importar de si la planta anfitriona produce naturalmente cuerpos de proteinas. Asi, es
ahora posible estabilizar el producto de péptido heterdlogo y acumulario a mas altos
niveles.

Una secuencia de retencién ER es cualquier secuencia de polinucledtidos
que codifiquen para una secuencia de aminoacidos que se sepa se traduzca en la
retencion de una proteina dada en o asociada con el reticulo endoplasmico tales como las
secuencias que codifican para los aminoacidos (representados por el coédigo de
aminoacido de una sola letra) KDEL (SEQ ID NO: 23), KHDEL (SEQ ID NO: 25), HDEL
(SEQ ID NO: 26), KEEL (SEQ ID NO: 27) SEKDEL (SEQ ID NO: 28) y SEHDEL (SEQ ID
NO: 29). Los acidos nucleicos ejemplares que codifican para el KDEL o KHDEL,

respectivamente, se muestran en SEQ ID NO: 22 y 24. Tipicamente, estas secuencias
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son C-terminales en proteinas vesiculares y estan generalmente 3' en el ORF.

Como alternativa, una secuencia de retencion ER opcional se deriva de la
region C-terminal de una proteina vacuolar (en donde estas secuencias juegan un papel
en suministrar proteinas vacuolares a vacuola vegetal). Ejemplos no limitantes de estas
secuencias vacuolares se muestran en la patente de E.U.A. No. 6,054,637 incorporada en
la presente a manera de referencia. Otras secuencias pueden ser faciimente identificadas
por la persona experta mediante el uso de un ensayo funcional.

Marco de lectura abierto del polinuclestido heterblogo gue sera expresado

Un polinucleétido heterdlogo, de acuerdo con la presente invencion
comprende un marco de lectura abierto (ORF). ElI ORF, que codifica para una proteina de
interés que sera expresada en la semilla, puede ser cualquier ORF. Tipicamente, un ORF
de la presente invencion puede codificar para una porcibn o una proteina de
almacenamiento de semilla completa, enzima de la via de acido graso, enzima
biosintética de tocoferol, enzimas degradadoras celuldsicas, una vacuna, un péptido
terapéutico, una proteina o péptido usado en cosméticos, enzima biosintética de
aminoacidos o una enzima de ramificacion de almidén. Tipicamente, el ORF incluye, por
ejemplo, el acido nucleico que codifica para una proteina de interés objetivo, junto con
una secuencia de sefial ER de flanqueo en la regién N-terminal, y una secuencia de sefial
de retencion ER en la secuencia carboxi-terminal.

Opcionalmente, el ORF es optimizado en codones vegetales para un patrén
de uso de codones preferido. La modificacion de un ORF para uso de codones dptimo en
plantas se describe en la patente de E.U.A. No. 5,689,052.

Eleccién de la proteina que serd expresada

La proteina de interés que sera codificada para la construcciéon quimérica
puede ser cualquier proteina deseada. La proteina puede ser una proteina de longitud
completa, o puede ser un fragmento de una proteina de longitud completa. La secuencia
puede derivarse, por ejemplo, de una fuente vegetal, una fuente animal, una fuente
fungica, una fuente viral, una fuente bacteriana o puede ser una secuencia completa o
parcialmente sintética.

Cualquier proteina deseada puede manipularse usando el sistema descrito
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en la presente, independientemente de su especie de origen o su ubicacion celular
normal. Los tipos ejemplares de proteinas que pueden producirse en el sistema descrito
en la presente incluyen pero no estan limitados a una cinasa, una proteina estructural,
una proteasa, una enzima, una amilasa, una enzima celulolitica, un inhibidor, una proteina
de valor nutricional incrementado, una proteina farmacéutica, una proteina o fragmento de
proteina usado en cosmeéticos, una proteina util para bioprocesamiento, una proteina
comerciaimente atil, un anticuerpo o fragmento del mismo, una proteina de membrana,
una proteina nuclear, una proteina de transporte, una proteina de sefalizacién, proteina
de almacenamiento, una proteina receptora, un precursor de hormona, una hormona, un
peptido y una secuencia de proteinas, polipéptidos o péptidos completamente sintética.

Los genes sintéticos que codifican para proteinas de interés que incluyen
pero no estan limitadas a enzimas industriales, enzimas y proteinas terapéuticas, vacunas
y anticuerpos pueden insertarse en el casete de expresion génica especifico de semilla de
soya descrito en la presente que contiene los elementos reguladores 5' y 3’ de glicinina,
KTI, P34, SBP, SMP o LE.

En una modalidad, para sacar ventaja del mecanismo de compensacioén de
proteina para lograr expresion de proteina incrementada, los elementos de regulacion de
glicinina pueden usarse para conducir la expresién de proteinas en un antecedente BCS.
En una modalidad, los elementos reguladores de KTl, P34, SBP, SMP o LE se pueden
usar para conducir la expresion de proteinas en un antecedente SP-. Las construcciones
descritas en la presente pueden inducir a las proteinas a participar en el proceso del
equilibrio de proteina que resulta de la supresion de conglicinina y/o glicinina
incrementando la sintesis y acumulacién de proteinas.

En algunas modalidades, el ORF tiene una secuencia de nucleétidos que
codifica para la secuencia de senal de direccion al ER del gen basico de quitinasa de
Arabidopsis fusionado &' y una secuencia de nucledtidos que codifica para una secuencia
de retencion KDEL ER carboxi-terminal fusionada 3’ al gen. Algunas de las proteinas que
seran expresadas poseen sus propias secuencias de sefial ER intrinsecas; si asi es,
estas secuencias pueden ser reemplazadas, si se desea, con las secuencias de sefal ER

descritas en la presente.

v
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Los plasmidos también pueden contener un marcador de resistencia a
higromicina bajo el promotor constitutive fuerte derivado del gen de ubiquitina 3 de papa
para seleccién de transformantes. La transformacién y produccion de lineas
homocigdticas que contienen los genes de interés puede producirse como se describe en
la presente. Las plantas transgénicas pueden ser introducidas ya sea en la SP-, CS u
otra linea deficiente en proteinas de almacenamiento en semilla.

En una modalidad, la proteina que sera expresada es una enzima
celulolitica que es utih en la industria de biocombustibles. La industria de los
biocombustibles esta madurande rapidamente. Sin embargo, los costos de obtener
muchas de las enzimas necesarias para varios procesos de producciéon de biocombustible
pueden ser prohibitivos. Obtener las enzimas de una soya u otro cultivo de dicotiledénea,
en su |lugar, puede traducirse en costos mas bajos asociades con la produccion de
biocombustibles, y también puede ser mas ambientalmente amigable que los métodos
tradicionales para obtener estas enzimas.

Como un ejemplo, las plantas de soya transgénicas descritas en la
presente pueden usarse para c¢rear una “biofabrica” para producir numerosas proteinas
implicadas en la produccion de etanol celulosico. Asi, en una modalidad, la proteina que
sera expresada es una enzima celuldsica. Ejemplos de estas enzimas incluyen pero no
estan limitadas a B-glucosiada, exoglucanasa 1, exoglucanasa |, endoglucanasa,
xilanasa, hemicelulasa, y ligninasa (tales como ligina peroxidasa o manganeso
peroxidasa), y similares. La proteina que sera expresada también puede ser cualquier
otra enzima util en la industria de biocombustibles.

En una modalidad, la proteina que serd expresada es una B-glucosidasa.
Una secuencia de acido nucleico o una secuencia de amincacidos de una B-glucosidasa
de cualquier especie puede ser usada. Las B-glucosidasas ejemplares pertenecen a la
familia de proteinas EC=3.21.21. La secuencia para esta enzima puede derivarse de
cualquier especie adecuada, tal como de una especie de Aspergilfus, por ejemplo,
Aspergillus niger. Las secuencias de é&cido nucleico y aminoacidos de B-glucosidasa
gjemplares se muestran en SEQ ID NOS: 35-42.

En una modalidad, la proteina que sera expresada es una $-glucosidasa de
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Aspergilfus kawachii, tal como la mostrada en SEQ ID NO: 36, o una forma modificada de
B-glucosidasa de Aspergillus kawachii, tal como la mostrada en SEQ ID NOS: 37, 38 y 38.
En otra modalidad, la proteina que sera expresada es una B-glucosidasa de Aspergillus
niger (SEQ ID NO: 40). En otra modalidad mas, la proteina que sera expresada es una 8-
glucosidasa de Aspergillus terreus (por ejemplo, XM_00121222; SEQ ID NO: 42).

En una modalidad, la proteina que sera expresada es exoglucanasa 1, tal
como en la familia de proteinas EC=3.2.1.91, también conocida como exocelobiohidrolasa
|, CBH1, o 1,4- B-celobiohidrolasa. La secuencia para esta enzima puede derivarse de
cualquier fuente adecuada, tal como, por ejemplo, Trichoderma reesei (Hypocrea
jecorina). Una secuencia de aminodcidos de exoglucanasa 1 ejemplar se muestra en
SEQ ID NOS: 43y 44.

En una modalidad, 1a proteina que sera expresada es exoglucanasa I, tal
como en la familia de proteinas (EC=3.2.1.91), también conocida como
exocelobiohidrolasa Il, CBHIl, CBH2 y 1,4- B-celobiohidrolasa. La secuencia para esta
enzima puede derivarse de éualquier fuente adecuada, tal como, por ejemplo,
Trichoderma reesei (Hypocrea jecorina). Una secuencia de aminoacidos de
exoglucanasa Il ejemplar se muestra en SEQ ID NOS: 45y 46.

En una modalidad, la proteina que sera expresada es una endoglucanasa.
Las endoglucanasas pertenecen generalmente a la familia de proteinas EC=3.2.1.4, y
también se conocen como endo-1,4- B-glucanasa E1, celulasa E1 y endocelulasa E1. La
secuencia para esta enzima puede derivarse de cualquier fuente adecuada, tal como, por
ejemplo, Acidothermus cellulolyticus. Una secuencia de aminoacidos de endoglucanasa
ejemplar se muestra en SEQ ID NO: 47.

En una modalidad, la proteina que sera expresada es una xilanasa. Ciertas
xilanasas, tales como aquellas que pertenecen al grupo enzimatico EC 3.2.1.8 (1,4-beta-
D-xilan xilanohidrolasa), pueden catalizar la endohidrélisis de enlaces (1,4)-beta-D-
xilosidicos en xilanos. Algunas xilanasas, tales como 1,3-beta xilanasa (EC 3.2.1.32)
catalizan la degradacion de enlaces 1,3-beta-D-glicosidicos. Una secuencia de
aminoacidos de xilanasa ejemplar de Aspergillus niger se muestra en SEQ ID NO: 48.

Una secuencia de proteinas de xilanasa ejemplar de aspergiflus niger se muestra en SEQ
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ID NO: 49.

En una modalidad, la proteina que sera expresada es una hemicelulasa.
La secuencia de esta enzima se puede derivar de cuailquier fuente adecuada.

En una modalidad, ia proteina que sera expresada es una ligninasa. Estas
enzimas catalizan la degradacién de lignina de las paredes de células vegetales. La
secuencia de esta enzima puede derivarse de cualquier fuente adecuada, tal como, por
ejemplo, un basidiomicetes degradador de lignina, tal como Phanerochaete
chrysosporium. Una secuencia de aminoacidos de ligninasa -ejemplar de FPhanerochaete
chrysosporium se muestra en SEQ ID NO: 50.

En una modalidad, la proteina que sera expresada es una enzima lignasa
tal como una enzima manganeso peroxidasa (EC 1.11.1.13). La secuencia de proteinas
para esta enzima puede derivarse de cualquier fuente adecuada, tal como, por ejemplo,
Trametes versicolor. Una secuencia de aminoacidos de manganeso peroxidasa ejemplar
se muestra en SEQ ID NO: 51.

Oftro tipo de enzima degradadora de lignina es lignina peroxidasa (por
ejemplo, grupo enzimatico EC 1.11.1.14), una hemoproteina que puede catalizar el corte
oxidante de enlaces C-C y eniaces de éter (C-O-C) en un nimero de compuestos de
lignina. Esta enzima puede catalizar la siguiente reaccion: 1,2-bis(3,4-
dimetoxifenil)propan-1,3-diol + H20. Una secuencia de aminoacidos de lignina
peroxidasa ejemplar del microorganismo Phanerochaete chrysosporium (No. de registro
P49012) se muestra en SEQ 1D NO: 52,

En una modalidad, |la proteina que serd expresada puede tener al menos
80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 99.5% de identidad con una de las secuencias anteriores.
Como alternativa, fa proteina que sera expresada puede ser cualquier otra proteina de
interés adecuada.

Métodos para la transformacion estable de plantas

Los acidos nucleicos pueden ser incorporados en construcciones de acido
nucleico recombinantes, tipicamente construcciones de ADN, capaces de ser introducidas
establemente en una célula vegetal.

Para la practica de la presente invencion, las composiciones y métodos
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convencionales para preparar y usar vectores y células hospederas son empleadas, como
las descritas, por ejemplo, en Sambrook et al. (eds.) (1989), Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 22 edicidon, volumen 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory Press: Cold
Spring Harbor, N.Y., y Ausubel et al, ediciones, (1992) Current Protocols in Molecular
Biology, Greene Publishing and Wiley-Interscience, Nueva York.

Un numero de vectores adecuados para la transformacion estable de
células vegetales o para el establecimiento de plantas transgénicas han sido descritos en,
por ejemplo, Pouwels et al. (1985, supp. 1987) Cloning Vectors: A Laboratory Manual,
Weissbach et al., (1989) Methods for Planta Molecular Biology, Academic Press: Nueva
York; y Gelvin et al. {1990} Piant Molecular Biology Manual, Kluwer Academic Publishers.
Tipicamente, los vectores de expresion de plantas in¢luyen, por ejemplo, uno o mas
genes vegetales clonados bajo el control transcripcional de secuencias reguladoras 5’y 3’
y un marcador seleccionable dominante. Estos vectores de expresidén vegetal también
contienen una region reguladora de promotor (por ejemplo, una regién reguladora que
controla la expresion especifica de células o tejidos inducible o constitutiva, regulada
ambientalmente o en desarrollo), un sitio de inicio de transcripcién, un sitio de unién a
ribosomas, una sefial de procesamiento de ARN, un sitio de terminacién de transcripcion
y/o una sefal de poliadenilacion.

Existen varios métodos de transformacién estable de la construccidon de
interés en el genoma vegetal. Los métodos ejemplares incluyen, pero no estan limitados
a, bombardeo de microproyectites, electroporacién, transformacion mediada por
Agrobacterium y absorcion de ADN directa por protoplastos.

Los métedos de transformacion a base de electroporacidon pueden utilizar
un cultivo en suspensién de células, tallo embrionario o transformacién directa de un tejido
tal como un embrién inmaduro u otro tejido vegetal. Los protoplastos también pueden
emplearse para la transformacién por electroporacion de plantas (Lazzeri et al., 1985, “A
procedure for plant regeneration from inmature cotyledon tissue of soybean®, Plant Mol.
Biol. Rep., 3:160-167).

Transformacion por bombardeo de particulas

Un método particularmente eficiente para suministrar segmentos de ADN

Yl
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de transformacion a células vegetales es llamado bombardeo de microproyectiles. Este
método ha sido empleado exitosamente para la transformacién de un nimero de especies
vegetales. En este método, particulas son recubiertas con acidos nucleicos y
suministradas al interior de células por una fuerza propulsora. Las particulas ejemplares
incluyen aquellas que comprenden tungsteno, platino u oro. Para el bombardeo, células
en suspension son concentradas sobre filtros o medio de cultivo sélido. Como alternativa,
embriones inmaduros u otras células objetivo pueden ser dispuestos en medio de cultivo
solido.

Muchos tipos de sistemas de bombardeo de particulas pueden usarse para el
proceso de transformacion. En un escenario de bombardeo de particulas tipico, particulas
de oro o tungsteno son recubiertas con la construccion de ADN de interés, y se ponen
sobre una plataforma en donde se usa una fuerza potente (tipicamente un gas) para
acelerar las particulas en células en espera que hayan sido puestas de tal forma que
acepten las particulas recubiertas con ADN. Un sistema ejemplar es el Biolistics Particle
Delivery System (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA).

La transformaciéon exitosa mediante bombardeo de particulas requiere
generalmente que las células objetivo tengan division activa, sean accesibles a
microproyectiles, puedan cultivarse in vitro y sean totipotentes, es decir, capaces de
regeneracién para producir plantas fértiles maduras. Los métodos de bombardeo de
particulas adecuados se describen, por ejemplo, en patente de E.U.A. No. 5,100,792,
patente de E.U.A. No. 5 179,022 y patente de E.U A No. 5204 253. Ademas, la patente
de E.U.A. No. 5,015,580 describe un método de transformaciéon mediado por particulas de
plantas de soya al bombardear el eje embrionario de una semilla de soya.

Los tejidos objetivo para el bombardeo de microproyectiles pueden incluir,
pero no estan limitados a células individuales, agregaciones de células, embriones
inmaduros, callo embrionario joven de embriones inmaduros, microesporas, embriones
derivados de microesporas y tejido de meristemo apical.

En una modalidad, el procedimiento de transformacién incluye el
bombardec con particulas combinado con embriogénesis somatica, como se describe, por
ejemplo, en Schmidt et al, (2008), In Vitro Cellular & Developmental Biology Plant,

44:162-168. La embriogénesis somatica se describe en Bailey, 1993, In Vitro Celfular and

X
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Developmental Biology Plant 29(3). 102-108. Métodos adicionales se describen en
Parrott, et al, 2004, Transgenic soybean, In: J.E. Specht and H.R. Boerma (eds).
Soybeans: Improvement, Production and Uses, 32 edicién, -Agronomy Monograph No. 16.
ASA-CSA-SSSA, Madison, WL Pag. 265-302.

La transformacién estable mediada por Agrobacterium también se puede
usar para generar plantas transformadas establemente que contengan el transgén de
interés. El uso de vectores de integracion de plantas mediado por Agrobacterium para
introducir ADN en células vegetales se conoce bien en la técnica (Fraley ef al., 1985;
patente de E.U.A. No. 5563,055). Los métodos de transformacion de soya usando
sistemas a base de Agrobacterium han sido descritos en la patente de E.UA. No.
5,569,834, la descripcidn de la cual se incorpora especificamente en la presente a manera
de referencia en su totalidad. La patente de E.U.A. No. 5,932,782 describe métodos de
transformacion usando construcciones de Agrobacterium recubiertas  sobre
microparticulas que se usaran para el bombardeo de particulas. La solicitud de patente
de E.U.A. No. US2006260012 describe métodos para transformar células o tejidos de
soya usando metodos a base de Agrobacterium.

La transformacion de protoplastos vegetales también se puede lograr
usando varios métodos, tales como precipitacién de fosfato de calcio, tratamiento con
polietilenglicol, electroporacién y combinaciones de estos tratamientos (Potrykus et al.,
1985, Direct gene transfer to protoplasts. an efficient and generally applicable method for
stable alterations of plant genomes, UCLA Sym Mol Celf Biof, 35:181-199). Ademas, la
transformacion de plantas mediante transferencia génica a base de electroporacién o
polen se describe en la patente de E.U.A. No. 5,629,183.

Marcadores seleccionables

En modalidades de la invencién, un gen marcador seleccionable se usa
para detectar las células que han completado exitosamente la transformacion de la
construccion génica ajena.  Tipicamente, se tamizan células para transformacién
exitosa dentro de pocos dias hasta pocas semanas después del procedimiento de
transformacion. El tamizado para transformantes exitosos puede llevarse a cabo mas

rapidamente ai co-transformar uno o mas casetes de expresidon transgénicos con un
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casete de expresidén de marcador seleccionable y convenientemente al tamizar células de
callo tomadas a través del proceso de transformacion para un marcador seleccionable en
cultivo o en placas de medios,

El gen marcador seleccionable en el casete de expresion de marcador
seleccionable es enlazado operablemente a elementos reguladorés de marcador
seleccionable incluyendo un promotor y terminador. La expresion en la célula vegetal
transgénica del gen marcador seleccionable generalmente codifica para una proteina que
confiere resistencia a un antibidtico o herbicida. Los genes marcadores seleccionables
comunes incluyen, por ejemplo, el gen de resistencia a npfll/kanamicina, para la seleccién
en los medios que contienen kanamicina, el gen de fosfinotricina acetiltransferasa, para
seleccién en medios que contengan fosfinotricina (PPT), o el gen de hph higromicina
fosfotransferasa, para seleccién en medios que contengan higromicina B.  Otros
marcadores seleccionables incluyen los genes marcadores de resistencia de bleomicina y
los genes marcadores de resistencia a glufosinato.

En una modalidad, el marcador seleccionable es higromicina
fosfotransferasa. Otra secuencia de higromicina fosfotransferasa ejemplar se muestra en
SEQ ID NO: 33. En otra modalidad, la secuencia marcadora seleccionable es flanqueada
por elementos reguladores hacia el extremo 3' de ubiquitina de papa 3 (SEQ ID NO: 30).
En una modalidad adicional, la secuencia de marcador seleccionable es flanqueada por
una secuencia terminadora de ubiquitina de papa 3, tal como aquellas mostradas en SEQ
1D NO: 31y 32}

Regeneracion de plantas transformadas

Cualquier método adecuado paré regenerar el material vegetal
transformado puede ser usado. Los métodos generales de embriogénesis somética se
describen en Parrott et al.,, 1994, "Somatic embryogenesis in legumes”, pag. 199-227. En
Y.P.S. Bajaj (ed) Biotechnology in Agriculture and Forestry. Somatic embryogenesis, vol.
31. Springer Verlag, Berlin & Heidelberg.

Cualquier medio de regeneracion bien conocido puede usarse para
regenerar plantas a partir del material genéticamente transformado. Segun se usa en la

presente, “medio de cultivo de plantas”™ se refiere a cualquier medio usado en la técnica
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para soportar viabilidad y crecimiento de una célula o tejido vegetal, o para el crecimiento
de especimenes vegetales enteros. Estos medios incluyen comunmente componentes
definidos incluyendo, pero no limitados a: compuestos macronutrientes que proporcionan
fuentes nutricionales de nitrégeno, fésforo, potasio, azufre, calcio, magnesio y hierro;
micronutrientes, tales como boro, molibdeno, manganeso, cobalto, zinc, cobre, cloro y
yodo; carbohidratos; vitaminas; fitohormonas; agentes de seleccidn (para células o tejidos
transformados, por ejemplo, antibidticos o herbicidas) y agentes de gelificacién (por
gjemplo, agar, Bactoagar, agarosa, fitagel, Gelrite, etc.). El medio puede ser ya sea sélido
o liguido. Los medios y metodos de regeneracidn adecuados se describen, por ejemplo,
en Schmidt, et al., 2005, “Towards normalization of soybean somatic embryo naturation,”
Plant Cell Rep. 24:383-391.

Una vez que las plantas transformadas putativas son identificadas, el tejido
puede ser probado para confirmar que el transgen haya sido transformado establemente
en el genoma vegetal.

La produccién de una linea homaocigdtica que tiene el gen heterologo
tipicamente requerira de varias etapas de cruza adicionales. En algunas modalidades, el
tejido transformado es luego cultivado en plantas maduras o “transformantes primarios”
(T0), los cuales son después auto-cruzados. Las semillas de esta auto-cruza se cultivan
{generacion T1) y los transformantes positivos se identifican y se auto-cruzan. Estas
semillas se cultivan después para crear plantas maduras (generacién T2} y se tamizan
para identificar la presencia homocigdtica de la secuencia transformada, para producir
una linea vegetal homocigética.

Dicotiledoneas

Una planta dicotiledénea (o "dicot”), segin se proporciona en la presente,
puede ser cualquier dicotiledénea. Opcionalmente, la dicotiledénea es un miembro del
orden Fabales, Opcionalmente, la dicotiledénea es un miembro de la familia de las
Fabéaceas (conocidas comunmente como legumbres). Opcionalmente, la dicotileddnea es
un grano de soya, tal como Glycine max.

Ejemplos de dicotiledoneas utiles en las composiciones y métodos

proporcionados en la presente son: Abrus Adans. (por ejemplo, semilla de abrus), Acacia

(O
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P. Mill, {por ejemplo, acacia), Adenanthera L. (por ejemplo, arbol de baya china),
Aeschynomene L. (por ejemplo, jointvetch), Afzelia Smith (por ejemplo, cacba), Albizia
Durazz. (por ejemplo, albizia), Alhagi Gagnebin (por ejemplo, alhagi), Alysicarpus Neck,
ex Desv. (por ejemplo, moneda), Amorpha L. (por ejemplo, false indigo, arbusto indigo),
Amphicarpa), Amphicarpaea Ell. ex Nult. (por ejemplo, amphicarpaea, cacahuate),
Anadenanthera Speg. (por ejemplo, anadenanthera), Andira Juss. (por ejemplo, andira),
Anthyllis L. (por efemplo, kidneyvetch), Apios Fabr. {por ejemplo, cacahuate), Arachis L.
(por ejemplo, cacahuate), Aspa.!athus L. (por ejemplo, aspalato), Aspalthium Medik.),
Astragalus L. (por ejemplo, astragales, astragalus spp., locoweed, locoweed species,
mitkvetch), Baphia Lodd. (por ejemplo, bafia), Baptisia Vent, (por ejemplo, baptisia, False
indigo, indigo silvestre), Barbieria DC. (por ejemplo, barbieria), Bauhinia L. (por ejemplo,
bauhinia), Bituminaria Heister ex Fabr. (por ejemplo, bituminaria), Bonaveria Scop.),
Brongniartia Kunth (por ejemplo, greentwig), Brya P. Br. (por ejemplo, coccuswood), Butea
Roxb. ex Willd. (por ejemplo, butea), Caesalpinia L. (por ejemplo, caesalpinia, nicker,
poinciana), Caiandra Benth.), Cajanus Adans. (por ejemplo, cajano), Calliandra Benth.
(por ejemplo, callandra, mesquita falsa, stickpea), Calopogonium Desv. (por ejemplo,
calopogonio), Camelina sp. (por ejemplo, "lino falso"), Canavaia Adans. Mut. Dc,
Canavalia Adans. (por ejemplo, jackbean), Caragana Fabr. (por ejempio, peashrub),
Cassia L. (por ejemplo, casia, especies de casia), Centrosema (DC.) Benth. (por ejemplo,
guisante mariposa, centrosema), Ceratonia L. (por ejemplo, ceratonia), Cercidium L. R.
Tulasne, Cercis L. (por ejemplo, redbud), Chamaecrista (L.) Moench (por ejemplo,
guisante sensible), Chamaecystis Link (por ejemplo, chamaecystis), Chamaesenna (Dc.)
Raf. Ex Pittier), Chapmannia Tomr. & Gray (por ejemplo, chapmannia), Christia Moench
(por ejemplo, guisante islefio), Cicer L. (por ejemplo, cicer), Cladrastis Raf. (por ejemplo,
podo sudafricano), Cliforia L. (por ejemplo, clitoria, alas de pichén), Codariocalyx Hassk.
{por ejemplo, loto), Cojoba Britt. & Rose (por ejemplo, cojoba), Cologania Kunth (por
ejlemplo, cologania), Colutea L. (por ejemplo, colutea), Copaifera L. (por ejemplo,
copaifera), Coronilfa L. (por ejemplo, crownvetch), Corynella DC. (por ejemplo, corynelia),
Coursetia DC. (por ejemplo, babybonnets, coursetia), Cracca Benth.), Crotalaria L. (por

ejemplo, rattlebox), Crudia Schreb.), Cullen Medik. (por ejemplo, scurfpea), Cyamopsis
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DC. (por ejemplo, cyamopsis), Cynometra L. (por ejemplo, cynometra), Cytiscus
Linnaeus), Cytisus Desf. {por ejemplo, rusco), Dalbergia L. f. (por ejemplo, palo rosa de la
India), Dalea L. {por ejemplo, dalea, dalea spp., trébol del prado, trébol del prado, tréboles
del prado), Danieffia Bennetft (por ejemplo, danielia), Defonix Raf. {por ejemplo, delonix),
Derris Lour, (por ejemplo, derris), Desmanthus Willd. (por ejemplo, bundleflower),
Desmodium Desv. (por ejemplo, legumbres perennes, loto, trébol, trébol amarillo), Diafium
L. {por ejemplo, dialio), Dichrostachys (DC.} Wight & Arn. (por ejemplo, dichrostachys),
Dioclea Kunth {por ejemplo, dioclea), Diphysa Jacq. {por ejemplo, diphysa), Dipogon Lieb.
(por ejemplo, dipogo), Dipteryx Schreber (por ejemplo, dipterix), Ebenopsis Britt. & Rose
(por ejemplo, ébano de Texas), Entada Adans. (por ejemplo, vid de callingcard),
Enterolobium Mart, (por ejemplo, enterolobio), Eriosema (DC.) D. Don (por ejemplo,
guisante arenoso), Ermrazurizia Phil, (por ejemplo, rusceo), Erythrina L. (por ejemplo,
eritrina), Erythrophleum Afzel. ex R. Br. {por ejemplo, sasswood), Eysenhardtia Kunth (por
ejemplo, kidneywood), Faidherbia A. Chev. (por ejemplo, acacia), Falcataria (Nielsen)
Barneby & Grimes (por ejemplo, pluma de pavo real), Flemingia Roxb. ex Ait. f. (por
ejemplo, flemingia), Galactia P. Br. (por ejemplo, guisante lechoso), Galega L. (por
ejemplo, mala hierba), Genista L. (por ejemplo, rusco), Genistidium LM. Johnston (por
ejemplo, guisante de brocha, genistidium), Gleditsia L. (por ejemplo, algarrobo melifero,
algarrobo), Gliricidia Kunth (por ejemplo, quickstick), Glottidium Desv. (por ejemplo,
glotidio), Glycine max (por ejemplo, soya), Glycine Willd. (por ejemplo, soya), Glycyrrhiza
L. (por ejemplo, regaliz), Gymnocadus Lam.), Gymnocladus Lam. (por ejemplo, cafetal),
Haematoxylum L. (por ejemplo, haematoxylum), Halimodendron Fischer ex DC. (por
ejemplo, halimodendron), Havardia Small (por ejemplo, havardia), Hedysarum L. (por
ejemplo, veza duice, sweelvelch), Hippocrepis L. {por ejemplo, hipocrepis),
Hoffmannseggia Cav. (por ejemplo, hoffmanseggia, guisante, especies de guisante,
Hoffmanseggia Cavanilles,), Hoita Rydb. (por ejemplo, leather-root), Hymenaea L. (por
ejemplo, hymenaea), Indigofera L. (por ejemplo, indigo), /nga P. Mill, (por ejemplo, inga),
Inocarpus J. R & G. Forst), Kanaloa D.H. Lorence & K. R. Wood (por ejemplo, kanaloa),
Kummerowia Schindl. (por ejemplo, kummerowia), Lablab Adans. (por ejemplo, /ablab),

Laburnum Medik. (por ejemplo, arbol dorado), Lathyrus L. {por ejemplo, chicharo, vid,
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peavine spp.), Lens P. Mill, (por ejemplo, lenteja), Lespedeza Michx, (por ejemplo,
lespedeza, lespedeza perenne), Leucaena Benth. (por ejemplo, leadtree), Lonchocarpus
Kunth (por ejemplo, fancepod), Lotononis (DC.) Ecklon & Zeyh. (por ejemplo, lotononis),
Lotus L. (por ejemplo, veza, deervetch spp., trébol), Lupinus L. (por ejemplo, lupina,
lupinas), Lysiloma Benth. {por ejemplo, tamarindo falso, lysiloma), Maackia Rupr. (por
ejemplo, maackia), Machaerium Pers. (por ejemplo, machaerium), Macroptilium (Benth.)
Urban (por ejemplo, bushbean, macroptilium), Macrotyloma (Wight & Amort) Verde, (por
ejemplo, macrotyloma), Marina Liebm. (por ejemplo, trébol del prade falso, marina),
Medicago L. (por ejemplo, alfalfa), Meibomia Heist. Ex Fabr.), Melilotus P. Mill, {por
ejemplo, trébol dulce, sweetclover), Mimosa L. (por gjemplo, mimosa, planta sensible),
Mucuna Adans. (por ejemplo, mucuna), Myrospermum Jacq. (por ejemplo, mirospermo),
Myroxylon L. f (por ejemplo, myroxylon), Neonotonia Lackey (por ejemplo, neonctonia),
Neorudolphia Britt. (por ejemplo, neorudoiphia), Neptunia Lour, (por ejemplo, neptunia,
puffy, Nissolia Jacq. (por ejemplo, nissolia, yellowhood), Olneya Gray (por ejempilo,
olneya), Onobrychis P. Mill, (por ejemplo, esparceta), Ononis L. (por ejemplo,
parabueyes), Orbexilum Raf. (por ejemplo, leather-root, orbexilum), Ormosia G. Jackson
(por ejemplo, ormosia), Ornithopus L. (por ejemplo, pie de pajaro), Oxyrhynchus Brandeg.
(por ejemplo, oxyrhynchus), Oxytropis DC. (por ejemplo, maleza loca), Pachyrhizus L. C.
Rich, ex DC. (por ejemplo, pachyrhizus), Paraserianthes 1. Nielsen (por ejemplo,
paraserianthes), Parkia R. Br. {por ejemplo, parquia), Parkinsonia L. (por ejemplo,
paloverde, parkinsonia), Parryella Torr. & Gray ex Gray (por ejemplo, parryelia),
Pediomelum Rydb. (por ejemplo, raiz, raiz de la India, pediomelo, scurfpea), Peltophorum
(T. Vogel) Benth. (por ejemplo, peftophorum), Pentacfethra Benth. (por ejemplo,
pentaclethra), Pericopsis Thwaites}), Peteria Gray {(por ejemplo, peteria), Phaseolus
Linnaeus), Phaseolus L. (por ejemplo, judia, haba), Physostigma Balf. (por ejemplo,
physostigma), Pickeringia Nutl. ex Torr. & Gray (por ejemplo, guisante chaparral), Pictetia
DC. (por ejemplo, pictetia), Piscidia L. (por ejemplo, piscidia), Pisum L. (por ejemplo,
chicharo), Pitcheria Nutt.), Pithecelfobium Mart, (por ejemplo, blackbead, pithecellobium),
Poitea Vent. (por ejemplo, wattapama), Pongamia Ventenat), Prosopis L. (por ejemplo,

mesquite), Psophocarpus Necker ex DC. {por ejemplo, psophocarpus), Psoralea

7
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Linnaeus), Psoralidium Rydb. (por ejemplo, breadrootl, scurfpea), Psorothamnus Rydb.

(por ejemplo, dalea, smokebush), Pterocarpus Jacq. (por eiemplo, pterocarpus), Pueraria

DC. (por ejemplo, kudzu), Retama Raf., nom. cons.), Rhynchosia Lour, (por ejemplo,

snoutbean), Robinia L. (por ejemplo, algarrobo), Rupertia J. Grimes (por ejemple,

5 rupertia), Sabinea DC. (por ejemplo, sabinea), Samanea Merr. (por ejemplo, raintree),

Schizolobium Vogel (por ejemplo, Brazilian firetree), Schrankia Wild. (por ejemplo,

schrankia), Scorpiurus L. (por ejemplo, cola de escorpion), Secufa Small), Senna P. Mill,

(por ejemplo, sena), Sesbania Scop, (por ejemplo, cafamo riberefio, sesbania), Sophora

L. (por ejemplo, necklacepod, sophora), Spartium L. (por ejemplo, rusco), Sphaerophysa

10 DC (eq.. sphaerophysa), Sphenostylis E. Meyer (por ejemplo, sphenostylis),

Sphinctospermum Rose (por ejemplo, sphinctospermum), Sphinotospermum Rose),

Stahlia Bello (por ejemplo, stahlia), Strongylodon Voge! (por ejemplo., strongylodon),

Strophostyles Elf. (por ejemplo, haba peluda, haba silvestre fuzzy bean, fuzzybean,

wildbean), Stryphnodendron C. Martius (por ejemplo, stryphnodendron), Stylosanthes Sw.

15 (por ejemplo, pencilflower), Sutherlandia R. Br. (por ejemplo, sutheriandia), Swainsonia

Salisb.), Tamarindus L. {por ejemplo, tamarindo), Taralea Aublet (por ejemplo, taralea),

Tephrosia Pers. (por ejemplo, hoarypea, fephrosia), Teramnus P. Br. (por ejemplo,

teramnus), Tetragonolobus Scop, (por ejemplo, tetragonolobus), Thermopsis R. Br. ex Ait.

f. (por ejemplo, gofdenbanner, goldenpea spp. {(golden banner), thermopsis), Ticanfo

20  Adans. (por ejemplo, gray nicker), Trifolium L. (por ejemplo., trébol, clover spp., trefles),

Trigoneffa L. (por ejemplo, fenogreco), Ulex L. (por ejemplo., tojo), Vexillifera ), Vicia L.

(por ejemplo, veza, vetch spp.), Vigna Savi (por ejemplo., frijol de vaca, vigna), Wisteria

Nutt. (por ejemplo, wisteria), Zapoteca H. Hermnandez (por ejemplo, guisante blanco),
Zornia J. F. Gmel. (por ejemplo, zornia), y similares.

25 Procesamiento de proteinas

Las proteinas producidas mediante los métodos descritos en la presente
pueden extraerse de las semillas y usarse directamente en un proceso comercial. Como
alternativa, las proteinas pueden ser purificadas parcial © completamente, luego ya sea
almacenadas ¢ usadas inmediatamente. Ademas, una “harina” o molienda de soya puede

30 prepararse a partir de las plantas transgénicas, y el material se puede almacenar hasta
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que se requiera.

Aislamiento, purificacion y andlisis de proteinas

Los niveles de proteinas pueden probarse usando procedimientos
protedmicos estandares. El contenido total de proteinas puede determinarse, por
ejemplo, usando un ensayo a base del método de Bradford (Bradford, 1976, Analytical
Biochem, 72:248-254).

El andlisis de proteinas puede proceder de acuerdo con métodos
ampliamente conocidos. La identidad de la proteina puede confirmarse, por ejemplo,
mediante el uso de ensayos a base de gel, inmunoblots y espectrometria de masas. El
tamaro de la proteina puede determinarse, por ejemplo, usando cromatografia de liquidos
de alto rendimiento.

La actividad enzimatica de una masa especifica de material crudo ¢ de
enzima purificada puede llevarse a cabo usando protocolos estandares para ensayar la
enzima de interés. Las mediciones de la estabilidad de la enzima, perfiles de
temperatura, perfiles de pH y vida media util de la enzima pueden determinarse también
usando métodos estandares.

La proteina transgénica de interés puede purificarse a cualquier grado que
se requiera para uso adicional. El grado de purificaciéon requerido puede depender de
muchos parametros, tales como costo, estabilidad de la proteina purificada contra la
proteina que permanezca en la semilla, requerimientos hacia abajo, remocion de
contaminantes, requerimiento de procesamiento adicional de la proteina (es decir,‘doblez
de proteina adecuado o modificaciones post-traduccionales), etc. Un ejemplo de un
método para aislar y purificar una proteina producida en semillas de soya se muestra en
el ejemplo 16.

En modalidades de la invencién, las semillas de soya pueden ser
procesadas, por ejemplo, por molienda o pulverizacion. Un extracto crudo del material
molido puede prepararse al afladir un liquido y agitar durante un tiempo, seguido por
filtracion opcional para remover las particulas grandes. Como alternativa, en algunas
modalidades, podria no ser necesario purificar la proteina de interés en absoluto - |a

molienda de semilla que contenga la proteina de interés, junto con el resto de la semilla
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de soya, simplemente puede ser usada.

Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA)

En algunas modalidades, un método de ELISA que se conoce generalmente en la
técnica, puede usarse para el analisis de la proteina expresada. Usando la produccion de
beta-glucosidasa en soya como un gjemplo, se puede usar el siguiente escenario. Placas
de varios pocillos son recubiertas con anticuerpo anti-beta-glucosidasa de conejo,
después el extracto de semilla de soya y muestras de control se afaden a pocillos
individuales de |la placa y se incuban durante 1 hora a 35°C. Conjugado peroxidasa de
rabano anti-conejo es luego afnadido a cada pocillo e incubado durante 1 hora a 35°C,
seguido por la adicién y el substrato de tetrametilbencidina (Sigma, E.U.A.) e incubacion
durante 3 minutos a temperatura ambiente. La reaccion se detiene al anadir H2S04 1N a
cada pocillo. Las placas son leidas a 450 nm en un lector de microplaca (Bio-Rad, modelo
3550) y los datos se procesan, por ejemplo, usando MICROPLATE MANAGER™ Il (Bio-
Rad). Los resultados de un analisis de varias lineas homocigéticas se miden para
determinar la cantidad de proteina expresada por semilla.

Almacenamiento de plantas transgénicas en la semilla de soya

Las semillas de soya transgénicas descritas en la presente tambien se pueden
usar como recipientes de almacenamiento de proteinas naturales. Semillas de soya secas
y maduras que contienen las proteinas transgénicas pueden almacenarse a temperatura
ambiente 0 menos, hasta que se requieran. Asi, el procesamiento adicional de la proteina
puede retrasarse hasta el momento de uso. Este método puede ser un medio eficiente y
econdémico de almacenar enzimas transgénicas que se usardn para propositos
comerciales.

Caracteristicas técnicas inesperadas de la presente invencién

Sorprendentemente, la presente invencién se traduce en una planta con
caracteristicas superiores. Por ejemplo, la invencién permite la produccién ya sea de una
proteina de interés que se presente naturalmente en la naturaleza, se modifique sobre
una proteina natural, sea sintética (nuevo disefio) o una proteina que tenga
combinaciones de las mismas. Puede producirse como una proteina que tenga

propiedades fisicoquimicas deseables (tales como solubilidad o estabilidad bajo diferentes
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condiciones; puede producirse como una proteina de fusién enlazada a residuos que
ayuden a la purificacion o incrementen su utilidad).

La presente invencidn es especialmente dtil para producir proteinas que de
otra manera sean sensibles a degradacién y, a través del secuesiro mediante
compartimentalizacién ensefiada en la presente, puedan demostrar estabilidad notable.

La presente invencidn es especialmente util para producir proteinas que
requieran baja humedad para conservar su funcion. Estas proteinas, por ejemplo, pueden
ser dirigidas a vesiculas derivadas del ER en una semilla y almacenarse durante meses o
afios y conservar su valor nutricional, actividad enzimatica o una propiedad deseada.

La presente invencion es especialmente util para producir proteinas que se
pueden usar comercialmente en forma no purificada o forma parcialmente purificada

gracias al alto nivel de abundancia en una semilla u otra parte de la planta. En algunas

modalidades, se pueden afiadir porciones que proporcionen o eviten la agregacion.

Las construcciones de la presente invenciéon pueden combinarse con otras

caracteristicas Utiles, tales como elementos reguladores adicionales que permitan al gen

ser encendido o apagado mediante sefiales temporales o externas. Ejemplos de
modalidades Utiles se muestran en la tabla 2.
Tabla 2
Secuencias quiméricas ejemplares
REGION
PLANTA GENETICA PROMOTORA/REG DSEE&’E:E?R ORF giggﬁg%ﬁ Bq | ¥TEDDE
U-LADORA 5' DE
Deficiente en glicinina y] . Enzima
Soya conglocinina KTl SEQID NO: 12 industrial KDEL KTI
Deficiente en glicinina, X Enzima
Soya conglicinina y KTt LE SEQID NO:- 12 indtustrial KDEL LE
Deficiente en glicinina y| . .
Soya conglicinina P34 SEQIDNO: 9 B-glucosidasa KDEL P34
Deficiente en B- e . Fragmento de S
Sova conglicinina Glicinina SEQ ID NO: 11 anticuerpo HDEL Glicinina
Soya Deficiente en glicinina SMP SEQ ID NO: 12 E"°9'“fa“asa SEKDEL C°"r?a“°"“i
Soya Di’lﬂg{;gﬂ?:as‘ Glicinina SEQ ID NO: 9 E"°9'“|‘|33"asa KDEL Glicinina
Haba comin .
(Phaseolus Deﬂl‘?"?".‘e en KTI SEQIDNO: 1g | Endoglucanas HDEL GBP
sp.) ghcinina 4
. Deficiente en R ;
Acacia sp. glicinina KT! SEQID NO: 12 B-glucosidasa KDEL KTI
. Deficiente en s . _— .
Camelina sp. conglicinina Glicinina SEQ ID NO: 10 Ligninasa KDEL glicinina

(¥
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Ejemplos

Los siguientes ejemplos se llevan a cabo usando técnicas estandares, las
cuales se conocen bien y son de rutina para aquellos expertos en la técnica, excepto
cuando se describa lo contrario en detalle. Los ejemplos son ilustrativos, mas no limitan
la invencion.

Ejemplo 1

Generacion de la linea de supresion de proteina de almacenamiento “SP-*

Una construccién de ARNi disefiada de acuerdo con la figura 2 para
suprimir el contenido de proteina de almacenamiento en semillas fue transferida a soya
usando protocolos de transformacién biolistica (Parrott, et af, 2004, “Transgenic
soybean”, In: J.E. Specht and H. R. Boerma (eds). Soybeans: Improvement, Production,
and Uses, 3? edicion. — Agronomy Monograph No. 16. ASA-CSA-SSSA, Madison, WI.
Pag. 265-302). Un casete de ARNi especifico para la supresion simultanea de las
proteinas de almacenamiento de soya endbégenas y FAD2-1 omega-6 acido graso
desaturasa se produjo al invertir secuencias especificas para estos marcos de lectura
abiertos que flanquean un intrén bajo el promotor de glicinina y terminador 3'. Una region
de 331pb dlel gen A1bB2 de glicinin.a (SEQ ID NO: 55) se puso adyacente a una region de
128 pb del gen FAD2-1a (SEQ ID NO: §7). Este ADN heterdlogo de 459 pb fue luego
puesto en repeticiones invertidas aproximadamente un intrén.  El intrén derivado
sintéticamente se obtuvo de una porcion de vector de silenciamiento p3UTR12850S. Este
casete (SEQ ID NQ: 56) se puso después bajo los elementos reguladores de glicinina
(figura 2). El ARNi de FAD2 se afiadid como una caracteristica opcional de la
construccion paré proporcionar un marcador para potencial de tamizado adicional para
fenotipo alto oleico y para mantener consistencia con |la supresidn de conglicinina anterior
que también incluy6 la supresién de FAD2 (Kinney and Herman {(“Cosuppression of the o
Subunits of beta-conglycinin in Transgenic Soybean Seeds Induces the Formation of
Endoplasmic Reticulum-Derived Protein Bodies", Plant Cell 13:1165-1178 (2001).

Los embriones somaticos regenerados y semillas TO fueron tamizados

mediante (D SDS/PAGE para distribucion de proteinas total y con inmunoblots que
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ensayan para reactividad cruzada con anticuerpos anti-glicinina y anti-conglicinina.

Las lineas transgénicas recuperadas no sélo exhibieron el fenotipo de
contenido de glicinina suprimido sino que también exhibieron una supresién
esencialmente completa de las subunidades o/a' y B de conglicinina. Las lineas
generadas en la presenta con una supresion tanto de glicinina como de conglicinina seran
conocidas como SP- (supresion de proteina de aimacenamiento).

Ejemplo 2

Contenido de proteinas y aceite en SP-

Las lineas SP- fueron regeneradas en plantas de soya. Las plantas
resultantes crecieron y dieron semillas equivalentes en comparacién con los controles.
Las semillas TO fueron fragmentadas para ensayar el fenotipo y las semillas SP- se
volvieron a cultivar y se reseleccionaron dos veces mas para producir una poblacién
homocigética. El fenotipo SP- fue estable a lo largo de cada generacién subsecuente con
subunidades de o/a’ y B-conglicinina no siendo detectadas y los niveles de glicinina
ampliamente reducidos. El nivel de acido oleico en las semillas SP- fue > 94% indicando
que la supresién del marcador de tamizado de FAD2 también estaba presente.

El tamafio y peso en seco para las semillas durmientes SP- cultivadas en
invernadero que promedian 146 mg es similar al promedio de semilla durmiente “Jack” de
variedad cultivado en invernaderc tipo silvestre (WT) de 163 mg. El contenido de
proteinas y aceite total de la SP- (40.2%, 19.1%) y la variedad “Jack” WT (37.5%, 20.5%)
es similar. Asi, los ensayos demuestran que la supresion de proteinas que corresponden
a una mayoria de la proteina total de soya se traduce en el reequilibrio de la composicidén
de proteina de soya a un contenido de proteina/aceite casi idéntico y tamafio de semiila.

Ejemplo 3

Microscopia electrénica e inmunocitoguimica con inmuno-oro

Muestras de tejido fueron criofijadas con un dispositivo de alta presidn
Balzer (Bal-Tech, Principality of Liechtenstein), sustituidas por congelacién con
acetona/Os04 e incrustadas en plastico epon. Secciones ultradelgadas fueron tefiidas
tanto con acetato de uranilo acuoso saturado como con citrato de plomo (33 mg/ml) antes

de la observacidn. Se llevé a cabo después el andlisis inmunocitoquimico. Muestras

M
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paralelas fueron criofijadas y luego procesadas mediante sustitucion por congelacién sin
ningun fijador. Las muestras sustituidas fueron transferidas a resina Lowicryl HM-20 que
se polimerizé mediante iluminacién con luz UV. Secciones delgadas fueron marcadas con
anti-GFP MADb (Clontech) o anti-glicinina policlonal de conejo producida previamente por
este laboratorio. Las secciones fueron marcadas indirectamente con anti-lgG (conejo o
ratén) de oro coloidal 10 nm (Sigma), luego se contrastaron con 5% de acetato de uranilo
antes de la observacion EM. Toda la TEM se llevé a cabo con un microscopio LEO
812AB con imagenes capturadas usando una camara CCD 2k x 2k operada en modo de
montaje.

Ejemplo 4
Morfologia bruta normal de SP-

Para examinar la estructura celular de la SP- en comparacién con la WT,
cotileddneas maduras de ambas fueron preparadas mediante criofijacion de alta presion y
las muestras resultantes se sustituyeron por congelacion con acetona/OsO4 y luego se
incrustaron en plastico Epon, y se procesaron como se detall6 arriba. Los granos de soya
SP- forman PSVs (figura 3A) que son notoriamente similares en tamano y apariencia a las
PSVs formadas en semillas WT (figura 3B). Las PSVs en la SP- poseen una matriz
amorfa reliena de proteinas tipica de soya.

Ejemplo 5

Analisis de proteinas bidimensional

Las proteinas totales fue asilada de semillas de soya maduras como se
describe en Joseph et al, (2006), “Evaluation of Glycine germplasm for nulls of the
immunodominant allergen P34/Gly m Bd 30k”, Crop Science 46:1755-1763. Brevemente,
un total de 150 pg de proteina se cargaron en una tira de gel (IPG) con gradiente de pH
inmovilizado de 11 cm (pH 3-10 nL) (BioRad, Hercules CA) y luego se hidrataron durante
la noche. Se llevo a cabo enfoque isoeléctrico (IEF) para un total de 40kVh usando
Protean IEF Cell (BioRad) y luego se corrieron en el gel SDS-PAGE de segunda
dimensién (gradiente lineal 8-16%). Las células fueron tefidas durante la noche en azul
de coomassie al 0.1% en 40% (v/v) de metanol y 10% (v/v) de acido acético mientras se

absorbia y la inmunodeteccién subsecuente usando anticuerpo monocionai GFP
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(Clontech Inc, Mountain View, CA) como se describe en Joseph et al., (citado arriba).
Cada muestra se corrid en geles triplicados y se escaneé y analizd en Phoretix 2D
Evolution (versién 2005; NOnlinear Dynamics Ltd.). Los puntos de GFP identificados en
el inmunoblot dejaron que los puntos correspondientes fueran ubicados en los geles
replicados y el volumen de estos puntos fue normalizado contra el volumen de puntos de
proteoma completo para determinar el volumen porcentual de la proteina GFP en el
proteoma de semilla de soya soluble completo.

Ejemplo 6

Identificacion de proteinas expresadas a un nivel incrementado debido a SP-

El analisis proteémico de las soyas SP- muestra que otras proteinas de
almacenamientoc compensan la ausencia de polipéptidos de proteina de almacenamiento.

El fraccionado por IEF/SDS-PAGE bidimensional (2D} de la SP- en
comparacion con [a WT muestra un dramatico cambio en la distribucion de puntos de las
proteinas que resulta a partir de fa supresién de las proteinas de almacenamiento.

Las figuras 4A a 4C muestran la comparacién entre ia supresion de
proteina WT y de almacenamiento usando geles 2D de segunda dimensidén de amplia
gama, pH 3-10. La tincién de proteina total muestra que hay un cambio a gran escala en
la distribucion de proteinas en SP- con las proteinas de almacenamiento ausentes
reemplazadas por otros puntos de proteinas abundantes.

La supresion de las proteinas de almacenamiento se confirmé mas al
sondear un inmunoblot replicado con anticuerpos especificos para fraccion de proteina de
almacenamiento de conglicinina y glicinina que mostraron una ausencia de las
subunidades e isoformas de conglicinina y una reduccién significativa de las subunidades
e isoformas de glicinina. Los geles 2D de SP- por triplicado fueron evaluados mediante el
volumen de punto de las proteinas totales en comparacion con la tipo silvestre. Las
proteinas alteradas significativamente fueron graduadas por examen visual con la ayuda
de volumen de puntofescanec de gel. Los puntos de proteina seleccionados fueron
extirpados, sometidos a fragmentacion triptica y analizados mediante espectrometria de
masas MS/MS tandem. El mapa de los puntos de proteinas numerados seleccionados

para analisis de espectroscopia de masas se muestra en la figura 4C.
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Los datos de proteémica compilados a partir de los puntos de proteinas en

la figura 4C se muestran en la tabla 3. Gran parte del reequilibrio de contenido de

proteinas se debe a un contenido incrementado del inhibidor de tripsina Kunitz (KTI),

lectina de soya (LE), también conocida como “aglutinina”, y el alérgeno de soya

inmunodominante P34 o Gly m Bd 30k. Otras proteinas con contenido incrementado

incluyen proteina de unidén a glucosa (GBP) y proteina de maduracién de semilla (SMP).

La identificacién de proteémica y espectrometria de masas muestra que el reequilibrio del

acortamiento de las proteinas de almacenamiento ocurre por acumulacion incrementada

solo de unas pocas proteinas.

Tabla 3
P:ETO KDal T Real:-tro Nombre de proteina pror:f’edio Pul\z;:?:‘g? " p::t.iggs

1 60.9 6.42 170064 Proteina de unién a glucosa 37 604 22
2 60.9 | 6.42 170064 Proteina de union a glucosa 15 416 8
3

4 506 6.33 70010 Proteina madura 14 246

5 23.7 6.07 70024 Proteina asociada a maduracion 67 308

6 60.9 6.42 170064 Protelna de unién a glucosa 12 373

7

8 40.7 6.19 | 22557178 Alcohol deshidrogenasa 20 278 10
9 58.6 552 4249566 Glicinina 27 171 9
10 407 6.19 | 22597178 Alcohel deshidrogenasa 38 395 17
1 353 | 596 | 4102190 | Proteinade maduracion de semila 41 353 19
12 32.0 6.60 9622153 Proteina de miun;cién de semilla 34 297 12
13

14 32 6.6 9622153 Protelna de mz'a:dMu;cidn de semilia 15 274 13
15 64.4 5.21 18641 Glicinina 20 291 7
16 | 431 | 565 | 1199563 e el 10 124 5
17 275 5.1% 3114258 Aglutinina 45 436 14
18

19 27.6 5.15 3114258 Aglutinina 41 345 11
20 64.3 521 18641 Glicinina G4 8 141 5
21

22 243 | 4.99 18770 Inhibidor de tripsina A 17 141 5
23 471 8.68 434061 Globulina 75 28 192 9
24 276 | 515 | 3114258 Aglutinina 28 225 ]
25 64.4 5.21 18641 Glicinina 1Q 204 g
26 64.4 821 18641 Glicinina 19 353 12
27 203 | 461 354134 Inhibidor de tripsina Kunitz 73 629 23

La figura 6 muestra una grafica circular que demuestra las cantidades de
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varias proteinas en semillas de soya WT (“Jack™) contra las semillas SP-. La gréafica
demuestra claramente el reequilibrio o proceso de compensacidn, en donde un
incremento de ciertas proteinas ocurre cuando otras proteinas se disminuyen en la
semilla.

Ejemplo 7

Semillas SP- forman PSVs en una morfologia y patrén correctos por desarrollo

Las vacuolas de almacenamiento de proteinas (PSVs) de semillas
dicotileddneas tales como soya se forman por la subdivisidn de la vacuola central en
forma coordinada con la sintesis y deposicién de las proteinas de almacenamiento. Esto
se traduce en PSVs rellenas de proteinas que llenan gran parte del citoplasma de semillas
que estan acumulando una proteina de almacenamiento.

Las células de parénquima de almacenamiento de plantas que tienen una
supresion tanto de proteinas de aimacenamiento de glicinina como de f-conglicinina, tales
como la linea SP- descrita en los ejemplos anteriores, parecen contener sélo PSV. Esto
indica que las proteinas PSV compensadoras son y siguen siendo vacuolares sin ninguna
redireccion de las proteinas en los cuerpos proteicos derivados de ER. La estructura y
distribucién de todos los demas organelos subcelulares y estructuras parecieron ser
idénticas en el SP- y control de wt.

En contraste, la supresién individual de conglicinina, ya sea mediante
manipulacion genética dirigida como se muestra abajo, por ejemplo, en el ejemplo11, o la
mutacién de origen natural se traduce en una gran fraccion de esa glicinina que
permanece en la forma de proglicinina precursora que es acumulada en cuerpos de
proteinas derivados de ER.

Ejemplo 8

Semillas_de soya SP- exhiben pocos cambios en_transcripcion

Las soyas SP- de maduracién tardia se compararon con la WT (tipo
silvestre) usando el chip génico Affymetrix DNA con replicas tanto biolégicas como
técnicas. Los datos de transcritoma resultantes se analizaron y mostraron pocos
transcritos sobre © subregulados usando un limite superior/inferior de dos veces

relativamente severo con una relaciéon de correlacién positiva.
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El chip génico Affymetrix se basa en las ESTs de soya por Shoemaker ef
al., 2002, A compilation of soybean ESTs: generation and analysis, Genome, 45(2).329-
38, y una gran fraccion de estas ESTs no son anotadas mas alla de ser genes
expresados. Notablemente, entre los transcritos que no mostraron ninguna variacion
significativa, estaban aquellos de las proteinas que si demostraron abundancia de
proteinas incrementada en el proteoma de la semilla SP-, en particular KT1, P34 y LE.

El transcrito que codifica para la proteina principal asociada con cuerpos
oleos, oleosina, estuvo entre aquellos que no han diferido en la semilla SP-. Una mayoria
del proteoma de la semilla de soya es remodelado con poca consecuencia paralela en el
transcritoma. La estrecha similitud de los datos de disposicién de los transcritos de SP-y
WT se ilustra en la grafica de dispersién mostrada en la figura 5.

Ejemplo 9

GFP-KDEL conducida por promotor de glicinina

Para demostrar cémo se puede usar el método para producir altos niveles
de proteina en una semilla, se hizo una construccién que tenia el ORF del polinucleétido
heterdlogo que codifica para GFP, junto con un péptido de sefial ER y sefial de retencion
ER ejemplar “KDEL” conducidr;\ por el promotor de glicinina y una 3'TED derivada de
glicinina (véase figura 7). La transformacion de embriones somaticos de soya (Glycine
max WT variedad “Jack”) por biolistica se llevé a cabo como se describe en Trick ef al.
1997, "Recent advances in soyean transformation®, Plant Tissue Culture and Biology,
3(1):9-26), y la regeneracion como se describe en Schmidt et al., 2004, “Towards
normalization of soybean somatic embryo maturation”, Plant Cell Reports 24:383-391.
The hygromicine resistance gene under the control of the potato ubiquitin 3 regulatory
elements (Garbarino y Belknap, 1994, “Isolation of a ubiquitin-ribosomal protein gene
(ubi3) de papa y la expresion de su promotor en plantas transgénicas, “Plant Mol. Biol.
24(1):119-127), se usé como un marcador seleccionable en cultivo de tejidos. Un marco
de lectura abierto (SEQ ID NO: 34) de GFP disponible comerciaimente (Clontech Inc.,
Mountain View, CA), menos los codones de inicio y codones de paro, se pusieron en un
casete que contenia los elementos reguladores de glicinina especificos de semilla

(Nielsen et al., 1989, “Characterization of the glycinin gene family in soybean”, Plant Cell,
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1(3):313-328), una secuencia de sefial ER de 21 aminoacidos del gen de quitinasa
Arabidopsis (SEQ {D NO: 12), y un marcador de retencién KDEL (SEQ ID NO: 23) como
el descrito en Moravec ef al., 2007, "Production of Escherichia coli heat labile toxin (LT) B
subunit in soybean seed and analysis of its immunogenicity as an oral vaccine”, Vaccine,
25(9).1647-57. La construccién se muestra en la figura 7.

Semillas secas maduras fueron cosechadas y observadas visualmente para
la expresion de GFP-kdel bajo un microscopio de diseccion por fluorescencia usando luz
azul (450nm) para excitacion. Las plantas positivas a GFP-kdel se cultivaron hasta la
generacion T1 para obtener semillas homocigéticas. Las semillas de GFP-kdel se
examinaron a nivel celular usande un microscopio de excitacién de dos fotones Zeiss LSM
510 con excitacidn a 488 nm usando un filtro de emision de 512 nm.

La construccién se introdujo en soya mediante transformacion biolistica
seguida por seleccion y regeneracion de las plantas. Las semillas positivas a GFP-kdel
fueron recultivadas para las generaciones T1 y T2 produciendo una linea homocigética de
semillas que expresaban GFP-KDEL especificas de semilfa.

La expresion de GFP-KDEL en las semillas homocigdticas progenitoras se
traduce en la acumulacion de 1.6% de GFP-kdel en la soya ensayada mediante la
comparacién del volumen de puntos a partir de 2D IEF/SDS-PAGE y mediante el analisis
de los lisados de semilla usando un ensayo de fluorometro con un control de curva
estandar usando GFP obtenida comercialmente. Las im&genes de microscopia de luz
fluorescente mostraron que PBs de GFP-kdel se distribuyen a lo largo del citoplasma. Los
ensayos de TEM-inmuno-oro de las PBs de GFP-kdel usando un MAb comercial
especifico para estructuras tipo PB unidas a ER de 0.2-0.3 um marcadas con GFP como
se observo previamente.

Ejemplo 10

GFP-kdel conducida por el promotor de glicinina en la linea SP-

El impacto de la expresion de una proteina extrafia se probo méas en el contexto
del proceso de reequilibrio de proteina que ocurre en la SP-. lLa construccién que
contiene el GFP-kdel conducido por el promotor de glicinina se introdujo en soya mediante

transformacién biolistica seguida por seleccién y regeneracion de las plantas, como se
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describe en el ejemplo 9. Las semillas positivas para GFP-kdel fueron recultivadas para
las generaciones T1 y T2 produciendo una linea homocigética de semillas que
expresaban GFP-kdel especificas de semilla.

La expresion de GFP-kdel en {as semillas homocigéticas progenitoras se traduce
en la acumulacién de 1.6-2% de GFP-kdel en la soya ensayada mediante comparacion de
volumen de punto a partir de 2D IEF/SDS-PAGE y por ensayos de lisado de semillas
usando un ensayo de fluorédmetro con un control de curva estandar usando GFP cobtenida
comercialmente. Estos datos se muestran en comparacion con datos producidos en las
plantas SP- introducidas se muestran en las figuras 13A a 13C y figura 14.

La microscopia de luz de fluorescencia muestra que las PBs de GFP-kdel son
distribuidas a lo largo de citoplasma. Ensayos de TEM-inmuno-oro de las PBs de GFP-
kdel usando un MAb comercial especifico para estructuras tipo PB unidas a ER de 0.2-0.3
Um de diametro marcadas con GFP como se describio previamente.

Ejemplo 11

Produccion de lineas de soya BCS

Para demostrar mas el método para reducir el nivel de una proteina de
almacenamiento de semilla, la linea de soya transgénica ("BCS), deficiente en subunidad
a/a de B-conglicinina, se preparé mediante dos tipos diferentes de supresion genética. En
un método, la planta fue transformada con una construccién de “sentido” que tenia un
promotor de B-conglicinina que conducia la expresién del gen FAD2. Esto dio como
resultado la supresién de la B-conglicinina.

En otro ejemplo, una linea BCS de soya se hizo al transformar una planta de soya
con una construccion de ARNi disefiada para suprimir B-conglicinina. Para preparar la
construccion de ARNi, un fragmento de secuencia del gen de B-conglicinina
{genbankAB030495) (SEQ ID NO: 53) se puso adyacente a un fragmento de 128 pb del
gen FAD2 (SEQ ID NO: 57). La region de 256 pb completa se puso después en
repeticiones invertidas alrededor de un intrén que se clond usando un vector pKannibal
siguiendo el método descrito en Wesley et al., (2001) “Construct design for efficient,
effective and high-throughput gene silencing in plantas”, Plani J. 27, 581-590. La

secuencia de casete completo se muestra en SEQ ID NO: 54.

(b
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La transformacién usando estas secuencias se encontré que suprimia los
niveles de B-conglicinina en semilias de soya, dando como resultado el silenciamiento
completo de la a/a’ B-conglicinina. Una fraccion de la produccidén incrementada de
glicinina se retuvo en forma de su precursor, proglicining, y fue secuestrada en PBs.

Ejemplo 12

GFP-kdel conducida por el promotor de glicinina en una linea de soya CS

La expresion de una proteina extrafia como un producto génico extrinseco debe
ser relativamente independiente del proceso intrinseco de reequilibrio de contenido de
proteinas. La proteina extrafa seleccionada, una GFP modificada para incluir una
secuencia de retencién KDEL ER, se disefia para acumuiarse en los cuerpos de proteina
derivados de ER formadores de ER que son organelos inertes, creados de nuevo y
normalmente no encontrados en soya. Debidoc a que los cuerpos GFP-kdel son
acumulados establemente a través de {a maduracién de la semilla {Schmidt y Herman
2008), la GFP-kdel puede ser cuantificada para medir su acumulacidén a través de la
maduracion de semilla.

La linea GFP-kdel fue introducida en una linea de soya transgénica (‘BCS")
deficiente en la subunidad a/a de B-conglicinina como resultado de supresion genética.
Las cruzas resultantes fueron tamizadas visualmente como semillas secas maduras
analizadas para la expresién de GFP-kdel.

Las figuras 8A a 8D muestran las imagenes de luz blanca (Figura 8A) y luz azul
(Figura 8B) de la expresion de GFP-kdel en soya. Los granos de soya fueron fragmentos
e hidratados y usados para formar imagenes de la distribucion subcelular de GFP-kdel
usando un microscopio Zeiss LSM 510 de excitacidén de dos fotones con excitacion a 488
nm usando un filtro de emisidon de 512 nm. Las figuras 8A a 8D (panel inferior) muestra
GFP-kdel en el fondo genético WT (Figura 8C) y en el fondo de BCS (Figura 8D).

La porcién restante del chip hidratado se usd para producir geles IEF/SDS-
PAGE 2D de amplio alcance. En referencia a las figuras 9A a 9D, lisado de proteinas de
la semilla BCS se muestra en la Figura 9A, lisado de proteinas de semilla de GFP-kdel
expresada en un fondo WT se muestra en el panel B, lisado de proteinas de BCS x GFP-

kdel se muestra en la Figura 9C y un inmunoblot de gel de lisado replicado (Figura 2D) se
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usé para identificar qué puntos eran GFP-kdel (en cuadro).

GFP-kdel equivale a aproximadamente 2% del proteoma de semilla en el
antecedente WT y cuando se cruza en el antecedente BCS, se incrementa a >7% del
proteoma de la semilla.

Como se muestra en las figuras 10A a 10C, (Figura 10A), porciones de los
fragmentos hidratados se visualizaron mediante microscopia de fluorescencia y las
imagenes resultantes mostraron que la GFP-kdel es expresado a un nivel mas alto en un
fondo de BCS en relacidén a un fondo de WT.

Los lisados de los fragmentos de semilla se fraccionaron después mediante 1D
PAGE. La figura 10B muestra geles 1D de proteinas de plantas homocigoéticas
transformadas expresando GFP-kdel en un fondo de WT en comparacién con un fondo de
BCS. La figura 10C es un inmunoblot que usa un anticuerpo contra R-conglicinina,
confirmando la falta de proteina B-conglicinina en los lisados de semillas de BCS y BCS x
GFP-kdel.

Para obtener una evaluacién adicional de la abundancia de GFP-kdel, lisados de
semilla se prepararon y ensayaron usando un fluorémetro con GFP comercial como un
parametro de control. Los resultados mostrados en la figura 11 confirman tanto la
impresién visual de la fluorescencia de GFP-kdel (figura 10A) como la abundancia de
volumen de puntos (figuras 9A a 9D) que la construccion de GFP-kdel introducida en una
planta BCS se traduce en aproximadamente una mejora de 3.5 a 4.0 veces de la
acumulacion de GFP-kdel en comparacion con una planta WT transformada con GFP-
kdel.

La co-produccién y acumulacion de proglicinina y GFP-kdel que se acumulan para
formar cuerpos de proteina derivados de ER se traduce en la formacién de dos
poblaciones distintas de cuerpos de proteina unidos a ER. Cuerpos de proteinas
derivados de ER formados de nuevo y el secuestro de ER de productos transgénicos
incrementan la estabilidad de proteinas de otra manera inestables después de la
traduccion. La subunidad ofo de la supresién de B-conglicinina de granos de soya
produce cuerpos de proteina de proglicinina y la introduccion de la linea GFP-kdel

produce también cuerpos de proteinas que se traducen en la formacién de cuerpos de
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proteina GFP-kdel que son tanto mas abundantes en numero como en tamafio en
comparacion con los cuerpos de proteinas en el progenitor GFP-kdel. Proteinas
estrechamente emparentadas tales como las a y y-zeinas acumuladas, formando una sola
poblacion de cuerpos de proteinas. Esto en contraste con los resultados de proglicinina y
GFP-kdel, proteinas que cuando son expresadas formaron dos cuerpos de proteina
distintos con la GFP-kdel siendo favorecida para agregacién en cuerpos de proteina. Esto
indica que la agregacion de proteinas en los cuerpos de proteinas que forman ER es un
proceso dependiente de especie de proteina que forma cuerpos de proteina solo con un
tipo de proteina incluso si mas de una proteina secuestrada de cuerpo de proteina es
sintetizada. Esto es potencialmente adecuado para usar la formacién de cuerpos de
proteinas como una plataforma para biotecnologia toda vez que aseguran que la proteina
secuestrada en las agregaciones sea relativamente pura. Los cuerpos de proteina pueden
ser después aislados directamente de lisados, simplificando ampliamente la trayectoria de
purificacion hacia abajo.

Ejemplo 13

Procesamiento de proteinas heterélogas en la linea de soya CS

El procesamiento del polinucledtido heterélogo que codifica para glicinina se
examind en plantas de soya WT y BCS.

Como se muestra en la figura 12 (linea 1), en soya WT (no transgénica), ninguna
cantidad de pro-glicinina pudo ser detectada en semillas. La linea 2 muestra que en la
planta BCS, niveles elevados de glicinina son almacenados en cuerpos de proteinas como
pro-glicinina. El porcentaje de pro-glicinina/glicinina es de aproximadamente ~24%.

Ejemplo 14

Preduccién de B-glucosidasa en semillas de soya

Las construcciones descritas en la presente pueden usarse para producir
enzimas tales como B-glucosidasa en semillas de soya. Por ejemplo, la secuencia de (-
glucosidasa Aspergillus kawachii (SEQ ID NO: 35) puede insertarse en una construccion
genética que tenga las secuencias reguladoras de glicinina de soya, junto con una sefial
ER y secuencias de retencion. La construccion puede ser después transformada en tejido

de soya usando bombardeo biolistico, plantas son regeneradas y cruzadas y se obtienen
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plantas homocigoéticas estables. Estas plantas son después introducidas en las lineas de
soya BCS. La producciéon de proteina de interés a partir de esas planias es luego
determinada. Las plantas con un alto nivel de expresidn de B-glucosidasa se seleccionan
para la produccion de escala ascendente de la proteina de interés.

Ejemplo 15

Produccidén de exocellobiohidrolasa | en semillas de soya

Las construcciones descritas en la presente pueden usarse para producir enzimas
tales como exocelobiohidrolasa | en semillas de soya. Por ejemplo, la exocelobichidrolasa
| de secuencia de Trichoderma reesei modificada (No. de registro P26294), puede
modificarse para incluir la secuencia de sefial ER de quitinasa de Arabisopsis y una
secuencia de sefial de retencidon de KDEL, como se muestra en SEQ ID NO: 22. La
regién reguladora de genes de KTI (o la regién reguladora de genes de otra proteina que
se encuentra que compensa la proteina reducida en la linea de soya que tiene la
deficiencia genética) puede usarse para conducir la expresién de la proteina. La
construccion puede ser después transformada en tejido de soya usando bombardeo
biolistico, las plantas son después regeneradas a la poblaciéon homocigética para la
expresién de la enzima. Las plantas homocigéticas que expresan enzima pueden ser
después introducidas con plantas SP- homocigéticas para formar plantas que sean
homocigéticas para la enzima exocelobiohidrolasa | y para el rasgo SP-. La produccién
de exocelobiohidrolasa | a partir de estas plantas es luego determinada. Plantas con un
alto nivel de expresion de exocelobiohidrolasa | se seleccionan de preferencia para la
produccion de escala ascendente de la proteina.

Ejemplo 16

Procesamiento de la proteina de interés a partir de semillas

La proteina puede utilizarse directamente, no purificada de |a harina de semilla de
soya, o la proteina de interés se puede purificar parcial o sustancialmente. El método
exacto dependera del tipo de proteina que se produzca, asi como de la pureza gue se
requerira. Como un ejemplo, una proteina de interés transgénica puede extraerse de
granos de soya secos y maduros al mezclar la molienda de semilla de soya con NaCl 0.35

M en PBS a 75 g/L a temperatura ambiente durante 2.5 horas. El extracto puede ser
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después pasade a través de varias capas de estopilla, y centrifugarse a 12,000 g durante
1 hora a 4°C. El sobrenadante es luego recuperado y la concentracién de NaCl se ajusta
a 0.4 M (pH 8.0). Después de una segunda centrifugaciéon a 12,000 g durante 10 minutos
a 4°C, el sobrenadante puede ser recogido y filtrado a través de una membrana de
nitrocelulosa de 045 pm. El filrado puede ser cargado en una columna SP
SEPHAROSE™ (Bio-Rad, Hercules, Calif.) la cual sea previamente equilibrada con NaCl
0.4 M en 50 mM de fosfato de sodio, pH 8.0 (regulador de pH de unién) a una velocidad
de flujo de 5 ml/min. La columna puede ser lavada con el requlador de pH de unién hasta
que ya no eluya mas contaminantes. La proteina de interés es luego eluida mediante un
gradiente lineal, seguido por la didlisis contra PBS. La proteina purificada puede ser
después analizada, por ejemplo, mediante SDS-PAGE y/o inmunoblot, y almacenada a -
80°C, o, alternativamente, liofilizada y almacenada a temperatura ambiente o menos,
hasta que se requiera.

Ejemplo 17

Produccidon de otras enzimas en semillas de sovya

Un gen sintético que codifica para una enzima industrial de interés
seleccionada puede insertarse en el casete de expresidon génica especifico de semilla de
soya descrito en la presente que contiene los elementos reguladores 5 y 3' ya sea de
glicinina, KTI, P34, SBP, SMP o LE. Los elementos reguladores de KT, P34, SBP, SMP
o LE se usaran para conducir la expresiéon de las enzimas industriales, tales como B-
glucosidasa, en un fondo SP-. La construccion induce a a enzima industrial a precipitarse
en el proceso de reequilibrio de proteina que resulta de la supresién de conglicinina y/o
glicinina incrementando la sintesis y acumulaciéon de la enzima industrial.

El ORF tiene de preferencia una secuencia de nucleétidos que codifica para
la sefial de direccién a ER del gen basico de quitinasa de Arabidopsis fusionado 5’ y una
secuencia de nucledtidos que cedifica para una secuencia de retencién KDEL ER carboxi-
terminal fusionada 3’ al gen. El plasmido puede también contener un marcador de
resistencia a higromicina para la seleccion de transformantes. La transformacion y
produccion de lineas homocigéticas que contienen el gen de interés se producira como se

describe en la presente. Las plantas transgénicas son después introducidas en su SP-,
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BCS u otra linea deficiente en proteinas de almacenamiento de semilla. La cantidad de la
proteina transgénica y la semilla sera despues determinada. Las plantas que tengan un
alto nivel de expresion de la proteina industrial de interés se usaran para la produccién a
escala ascendente de la proteina. Mediante el uso de este método, se puede obtener un
rendimiento incrementado de la proteina de interés industrial.

Ejemplo 18

Produccion de un fragmento de anticuerpo humano en semillas de

soya

Los metodos descritos en la presente pueden usarse para producir fragmentos de
anticuerpo en semillas de soya. Por ejemplo, un fragmento de anticuerpo que se producira
se selecciona. El acido nucleico que codifica para el fragmento de anticuerpo es luego
insertado en una construccién de vector que tiene elementos reguladores hacia el
extremo 5’ y hacia el extremo 3’ de glicinina, como se describio en la presente. La
construccion es luego transformada en semillas de soya usando electroporaciéon. Las
plantas transformadas son luego regeneradas y cruzadas, y las plantas homocigoticas
estables son obtenidas. Estas plantas son luego introduﬁidas en una linea BCS. La
produccion del fragmento de anticuerpo se confirma. Las plantas se cultivan para
produccion a escala ascendente de la proteina de interés. Los fragmentos de anticuerpo
son luego aislados y purificados de las semillas de soya maduras.

A partir de lo anterior, se apreciard que, aungue modalidades especificas de la
invencién han sido descritas en la presente por motivos de ilustracion, pueden hacerse
varias modificaciones sin desviarse del espiritu y alcance de la invencion. Todas las
referencias citadas en la presente se incorporan a manera de referencia en sus

totalidades.
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Tabla 4

Secuencias de acido nucleico y proteinas

ORIGEN
(GEN)

ORIGEN
(ESPECIE)

FUNCION

SECUENCIA

SEQID NO:

Glicinina

Glycine max

region promotora’
reguladora ¥

caaazcaaattaalaaaacactlacaacaccggatitttt
{taattaaaatgigccatitaggataaatagttaatattint
aalaattatttaaaaagccgtatctactaaaatgattittal
tiggtignaaatatipatatgiitanatcaacacaatctat
¢aaaaftaaactaanaaaaaaataagtgtacgtpgttaa
cattagtacagtaatataagaggaaaalgagaaatiaa
gaaatigaaagcgagtctaatititaaattatgaacctge
dtatataaaaggaaagaaagaatccaggaagaaaag
aaatgaaaccatgeatggtcccctegteatcacgagttt
ctgecattigeaatagaaacacigaaacacctitetent
gicacttaattgagatgecgaagecacctcacaccalg
aacttcatgaggtgtagcacccaaggceticeatageca
igcatactgaagaatgictcaagetcageaccetactic
Igtgacgigicectcattcaccttcetcteticectataaa
taaccacgectcaggtictcegeitcacaactcaaacat
teiciccattgstcctiagacacticatcaglcatcaccee

SEQIDNO: |

Glicinina (gen Gvl
de soya para sub-
unidad de glivina
G1; nlimero de
registro X15121.1)

Glycine max

region promatora/
reguladora 5'

caaaacaaatiaalasaacactiacaacaccgpatititt
ftaattaaaatgtgccatitaggataaatagtiaatattitt
aataattatttaaaaagccglatctactaaaatgatitiat
ftggtigaanatatiaatatgtitaaatcaacacaalctal
caaaattaaaclaaaasaaaaataagtgtacgiggttaa
cattagtacagiaalalaagaggaaaaigagaaaitaa
gaaatigaaapcgagtctaaittttaaattatgaacctge
atatatiaaaggaaapaaagaalCccaggaagaaaag
aastgaaaccatgcatggiccectcgtcatcacgagt
ctgecatitgeaatagaaacacigaaacacctiteiemt
gicacttaatipagatgcegaagecacctcacaceatg
aacticatgaggtatapcacccaaggettccatageca
tgcatactgaagaatpgictcaagetcageaccetactic
igtgacgugtccctcattcaccticctcicticectataa
ataaccacgectcaggitclcegeticacaactcaaac
aticlcotecatiggtocttaaacactcatcagtcatcac
c

SEQID NO: 2

Conglicinina

Glycine max

region promolora/
repuladora §'

gititcaaatttgaatittaatgigtgtigtaagtataaattt

anaatenaaatasaancaatiatteiatcaasalggcan
aaacatttaatacgtattatttattaaaaaaatatgtaataa
iatatttatattttaatatctattcttatgtattttttaaaaatct
attatatattgalcaactaaaatatttttatatctacacttait
ftgcatttttatcaattttcttgegtittitgpcatatitaataa
tgactattctttaataatcaatcatiaticitacatggtacat
atigtiggaaccatatgaagtgticattgeatitgactatg
tgpatagtgttitgatccatgeccticatitgecgetatta

attaattigglaacagaticgticlaatcagtiacitaatce
ficcicatcataartaaictggtagticgaatgccataata
ttpattagttitttgpaccataagaaaaagecaaggaac

aaaagaagacasaacacaatpagagtatcetitgeats

gcaatgtctaagticatasaatticaaacaaaaacgcaat
cacacacagigpgacatcacttatccactagetgatcag
galcgocgegicaagaaaaaanaaciggaccecaaa
agccatgcacaacaacacgtactcacaaaggegicaa
icgagcageccaaaacattcaccaacteaacceateat
gagcccacacattigttgttictaacccaacctcaaact
cglattcicticegecaccteatititgtttatitcaacacc
cgicaaactgcatcccacceegtggecaaatgticalg
tatgttaacaagacctatgactataaatatctgceaatetc
ggcccaagititcatcatcaagaaccagttcaatatect
aptacpceglattagapgantiiaagatatact

SEQ ID NO: 3
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ORIGEN
(GEN)

ORIGEN
(ESPECIE)

FUNCION

SECUENCIA

SEQIDNO:

KTI

Glycine max

regién promo-
tora/reguladora
5|

attgatactgataaaaaaatatcatgigetiiciggacts
atgatgcagtatacttttgacattgectitatitiatititca
gaaaagctitcttagtictggeticticattatttgiticee
atctccattgtgaattgaatcattigeticgtptcacaaat
acatttagntaggilacatgcatiggicagaticacggttt
attatgicatgacttaagttcatgglagtacattaccigee
acgcatgcantatattggttagatttgataggcaaatttpg

gttgtcaacaatataaatataaataatgtititatattatga |

astaacagtgatcaaaacaaacagtittatcitiattaac
aagattugttittgtitgatgacgtitittaat gtitacgettt
ceccetictittgaatttagaacactttatcatcataaaate
aaataclaaaaaaattacatatttcataaataataacaca
aalattitiaaaaaatctgaantaataatgaacaatattac
atattatcacgaaaaticattaataaaastattatataaat
aaaatgtaatagtapttatatgtapgtititigiactgcac
gcataatatatacaaaaagattaaaatgaactattataaa
taataacactaaattaatggtgaatcataticaaaataalg
aaaaagtlaaataaaattigiaamtaactictatatgtatta
cacacacaaataataaataatagtaaaaaaaatiatgat
aaatarttaccaictcataaagatatitaaaataatgataa
aaatatagaftatttittatgcaactagctagecaaaaag
agaacacgggtatatataaaaagagtaccttiaaattel
actgtacticctttaticclgacgtititatatcaagtggac
atacgtpaagarttitaattatcagtctasatatticaltage
acttaatactittcigitttanticctateclataagtagicee
gattcicccaacatigeitaticacacaactaactaagaa
agtcticcatagececccasaa

SEQID NO: 4

LE

Glycine max

region promo-
tora/reguladora
5

aatgccatcgtatcgigicacaatggaatacagcaatg

aacaaatgctatccictigagaaaagigaaatpcages
geageagceagaciagagigetacaaatgettatoctott
gagaaaaglgaaalgcagegecageagacctgagig
ctatatacaattagacacagggictatiaatigaaattgt

citattattaaatatticgttiatattaatttitiaaatttiaatt
aaatttatatatattatatitaagacagatatattiatitgtg

aftataaatgtgtcactittctittagtccatgtaticticta
tttfttcaatttagctittatitttatttnaagtcactetgate

aagaaaacatigftgacatasaactaitaacataaaatta
tgttaacatgtpataacatcatattitactaatataacgtc

geattitaacgitititaacaaatatcpactgtaagagta

aaaatpaaatgtiigaaaaggtiaattgcatactaactat
{tittitcctataaptaatctittiiggpatcaatigtatatca
tigagatacgatattaaatatggpgtacctittcacaaaac
clacceligtiagtcaaaccacacataagagagpatgg
atttaaaccagtcagcaccgtaagtatatagtgaagaa

ggclgataacacactctatiatigiiaglacgtacgtattt
cortngagtittigaatiiaataatiaaaatatatatg
ctaacaacattaaatttiaaatttacgtctaatiatatatipt
gatgtataalaaattgicaacclitaaaaatiataaaaga

aatattaatittgataaaceacttitgaaaagtacccaata
atgclagtalaaatagggpcatgaciceccalgeatca

cagtgcaatitapcigaapcaaage

SEQIDNO: §

P34

Glycine max

region promeo-
tora/reguladora
5

atggataaaaaatctagcaticicictittctcaciageat
attaaattaacgatccagaaatarttataaatattttttiaat
gcttaatgactcaatacacggccagtcaagpgtcaacct
Igetcggataaacaacectcataacatgacatacaata
laatggaaaatictcatatagcacaattatgaaggoana
aacatggcacacaaaaggtactigtittaactataaacy
aftaigaattittcaggpaaaatageatgttcgtetigatt
ctctigaagaactttitagglaccititactaagiggacg
lgatttlglctatgttcaggagaaaataaaggataaaat

SEQID NO: 6
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ORIGEN
(GEN)

ORIGEN
(ESPECIE)

FUNCION

SECUENCIA

SEQ ID NO:

tcttitptggacatgatitigattgtgatitcatpttaagpg
agtaaggalgatgtaginatglagagtigtaggictty
gatctitttcatiaatgaagtcatitigciictigaagatcaa
tgacaacaaaalgaagaagiaagaaaggtgatiggag
acctcattiitaagaaaaaatgagtcaagaataagcetta
ccaccataggaagicatgaataagagcetigaaapgtaa
gagaagalgaglggagggagagggagagagalgac
acaaaattatzccicaaataaggictgaacatigaagt
claatticttaaalgatcaaaatigaaaaaatacacacac
aagaccictatagittaagtptcaticaaaattggagaa
aaatttagattictatticaaarttcactigaatrigaatttat
agaptcaaattitgagtcaaaatitcattaatiataatcag
igaanttcaactatggtttagtctgctaatccaatatcaag
tccaaagticttcactaagigigcttaggtgtoatgagg
catgtaaaatataaaggacatgtacaaagtatgaccal
atgalgtgacaatgaggigtancaagcaaatgctcace
ficectitaggctipgiccaaaatitaatiggaftgagcitc
lcceaaticaattagaltictitittaacacacacatcaaat
aglpgcactgaatgcacgtgaaattacaaaactatcica
aatacaaaaactagictagptgiccilaaaalacaaaga
clgaaaaatcciatattatcagagtacectecttacacta
{ggagtcctaaatacaagacicaaanataatgaaatcct
aatataatatalpgtacaaaaataagtgpaticatacitgg
(ctattgatcpaaaatclaccttaaggeicalgagaatcc
taaggietictectgeatetctgactcaatcttitaagicic
caaccalgactiiggia

GBP

Glycine max

regién promo-
tora/reguladora
5|

tggatatttaagtctictataatatiicatttagagccaga
agccaggticaaaggaatagptaaticacatgaattcat
tctettgttictatacagetattatttticcatctagtgitge
aggazactacclcagtipttgtagalglgcaaaactigt
atggatatatatactgticagtgtigggaaacccatgett
tctlaaticacagapatacatitaaactttititagaaactt
getiagtalcttatcetgtitgtiattcatititggcaggg
tcctasagatactcclatgaaltcttgtgciagagaagac
tacgalgctaaaacaggacggegcatgoctgaacttt
aaggagacgtigeectgticcacitccaatiaggtaact
gelatcgtgatgaacaaaaattiggigagtitatcacctt
gecctitgecatgaticaattaasapeptgtitggactit
geaacctcattctaacaccaccctatgatpgpttagac
gcaaaatctagactgpgtagtgtttaacgtgtatctgtgt
gaacacagttacaaacgcattcctigittaatgctaccat
gectaggagtigaaicartigtaacittaccaatitagtca
Itactactagcaticttitccctaticaagttgatgitaget
ccagtiagtgatpgtcatiicactciataaacittaattgit
agatgagtpgaagaggaaccigtiigatigttatggtic
tagtictagtgattittattaatiggeticgaccatatiagt
gmgamgagctatagatagiiticcecaaaagatca
glcticteteatgteagaticatgg gtiggtactettittat
ccapitccaacaaactigetgticgaaciacgaagica
gicttactiangggiaacatgigggrtigptgtitaatg
galclagaatacigtttgtagctaaacctaticttatcataa
agggcclaaaaaglaaaatiggttattacattiggaaaa
aaagaaataatctaggcccaciggeacacigagaaac
gittticaatgaataatttaatagtitttittiataaaaaaatat
taataaaaaataatggagtitttasaaatattacaacaat
ctptitctctaagpttititaatagitcagataattcataget
tapapgcaatacgacatggttaggaagcataaaaaaaa
tatacgacatggtiaggaatitttitttagtatgtctgacat
aaltttttaaatgtitiggcticatalgaatitaacagtgeg
{catatpaactiacacactcatialatttttiaaccitttaaa

SEQID NO: 7
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il

ORIGEN
(GEN)

ORIGEN
(ESPECIE)

FUNCION

SECUENCIA

SEQIDNO:

tgatitiaaazaaantatigacagatgeaatcttatittcac
ttittatactticactactgcticatatgacctaaagicaga
gaaatattttaaaaagataaatacgataaagaatacgat
gagaaagaaacctcacacaatgaatagaccaaattag
acctatttattttccttagaaataaagaaaataattatttn
atfttttcacattacatttatatitictatcacttictctatita
gglatigatiggcatatgagt ptacatgaattitittititaa
aaaaagcglaaatattaatiatattcatgoatiattigittt

ctgtctitcarttitetatttaatcttacgitatcaataattiatt
attaaattitatagngatgatgaatatataagagatataa
ataaaaaaaataattaaftiataataaaaatiaaaaaala
attatittgagalaaaaaattttaagagaacaatiataaac
ggagaglattatatttagititatgtaccgigtacgigict

actaacatggigtcteteccatcaitticgtag gaaaaaac
attataggagtatgaaaaaagcaaaagtitigicigtita
tggtittgtatatacccagcetctactiggcageaatiace

cgtettgettgetacttacgagacacgtacatiaacactt
gtcetagetaptpcatgcaattgecaceceaticateac
tectcectticettetetttatatitatatatatatatatatat
atatatatatatatatatatatalatatatataaacaagcac
aatgeatcatctcaaapaaattaggagagiiiiitngc
ctcactgaccaagec

SMP

Glycine max

region promo-
iora/reguladora
5

gtttcacatgatcettcatictgipiggcttaggapactc

aacttcagagtcepigatgatcaatgactcttaagtigtp
acttatggcticatgtitaataaattacticatagacaatg

atgcectitcattaticcatcccaaatiaactaatgtiiaa

gattttctitacacaanactagaaaatanatattitaagag
aaltaatatitaghtggeepatagititaatiattagaatat
tetigttttcteteitaatttcaataaalatatiagtaaattitt
taaaacaacattatglatatatatatgtgaaaattagaata
aatattitgaatafttcaatatcaaccaatttaaatatiriett
aaaggttaaaatiatagicatiitggaacatagacagta

atatggagctagagttatgtiaaatacaggicagaaan

ataaaactcatgaaaatiigiaaaccaacgaaacttaca
ataagtticagcagtgarctitigictcatttttttacatitett
tagtcicitatittitpgttaaacgttgetittiagtitattat
gtittagtaatititititacttiattacattaaattitaaaatit
clattttgrittittatgtititgaaaatittatngttaatittt
ftcataagaacactaatacttagaaaagaataaaaaaa

aaanaggasagiicgalppaaticaagctcatgaaattt
tatgttaaaaacatgagtaaticatiaatatitiaaaattta
aaalaaaaaaaasaaggaaagticgatgpaaticaag
cicatgaaattitatgttaaaaacatgagtaaticattaat

aftttaaaatttanaataattaafigtittacttatattaaata
gliggtgaaaaittaaaaaaagatgcacgtitagacang
gtiggaatcgttttgatittaatitcaccacicgagigeea
tgcacatttagacaaggatggaateptitpactgpattt
ggtiactccitcccecaacacgetgecacctictaggy

aaggtaaggpaccgagtgaccgalaacaacaccgat
ticcaaatatatatcteattcctaagelcacacacatetitt
acgttacatticattattagatgctticaaicgttaagaca
catglcaccaccaanagagcatctcataacaacgtgic
acacclcccaageacacgtgtcacicacaacacaacc
ctcacciatatataaattatcaaaccctccticeaticele
cacalcicaatcicaatatctacacaaaaptgliccactt

gagtgasaagtaptatpiiagpaactaaacaattitica

secuencia do
seftal ER

SEQID NOC: §

mkimmmik ke ffsmsliciapada

SEQIDNO: 9

scouencia de
sefial ER

maashgnaifviliciifipsiac

SEQID NO: 10
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1

ORIGEN
(GEN)

ORIGEN
(ESPECIE)

FUNCION

SECUENCIA

SEQID NO:

Sccuencia de
seiial ER

maarigifsvfvavlisisafssa

SEQIDNO: 11

Arabidopsis
thaliana

Secuencia de
scfial ER

de quitinasa
bdsica de

A, theliana

mkmiNflifslislssae

SEQIDNO: |2

Glicinina

Glycine max

Terminador

(3’TED)

ageccitttigtatgtgctaccccactttigictitiiggea
atagtgctagcaaccaataaataataalaataataatga
ataagaaaacaaagpctttagetigectttigticacigt
aaaataataalgtaagtactctclataatgagicacgaa
actitlgcgegaataaaagpagaanticcaatgagittt
ctgtcaaatctictitgtcicteicteictetettttittitit
cttictictpagcetictigcaaaacaaaaggcaaacaat
aacgaltggiccaatgatagtiagetigatcgaigatale
ttlagpaagtgliiggcaggacagpacatgatglagaa
gactaaaattgaaagtatigcagacccaatagttgaag
attaactttaagaatgaagacgtcttalcapgticticatg
actigga

SEQID NO: 13

Glicinina (Gen
Gyl de soya
para subunidad
G1 de glicinina;
namero de
registro
X15121.1)

Glycine max

Terminador

(3'TED)

agecctititgtatgtgctaccecacuttgtetttttggea
atagtgctagcaaccaataaataataataataataatpa
ataagaaaacaaaggclttagcttgocttttgticactgt
aaaataataalgtaagtaciciclataatgagtcacgaa
acttitgcgggaalaaaaggagaaattccaatgagtttt
cigtcaaatctictngtetcteteictctetctuttittittet
tictictpagcticitgcaaaacaaaaggcaaacaataa
cgattggiccaatgatagttagetigatcgatgatatett
aggaagtgitggcaggacaggacatgatgtagaaga
ctoaaatigasagtattgeagacecaatagitgaagatt
aactitaagaatpaagacgtcitatcaggticitcatgac
figea

SEQ ID NO: 14

Beta-
conglicinina

Glycine max

Terminador

(3’TED)

aataagtatglagtactaanalgtatgcigtaatageica
tagtgagcgaggaaagiatcggpctatitaactatgact
tpagctecatctatgaataaataaatcageatatgatget
titgtitiztatac

SEQIDNO: 15

proteina de
almacenamiento
de beta-congli-
cinina (gen alfa-
besp), nlimero
de registro
M13759.1

Glycine max

Terminador

(3’TED)

ataagtatpgtagtaclaaaatgtatgctgtaatagetcat
agtgagcpagpaaagtatcggaciatitaactatgactt
gagctlccatctaigaataaataaatcageatatgatgott
ttgtttigtgtac

SEQID NO: 16

KTI

Glycine max

Terminador

(3'TED)

gacacaagtgigagagtactaaataaatgetiigetigt
acgaaatcattacactaaataaaataaicaaapcttatat
atgcctictaappccgaatgcaaapaaattggttctict

cgttatctitgecactitactagiacpianaattactactt

aatcalcttgttacggcicatiatatce

SEQID NO: 17

LE

Glycine max

Terminador

(3’'TED)

atgtgacagatcgaaggaaganaagtgtastangacga
cteicactactcgatcgctagtgattgtcatigttatatat
aataatgtiatctticacaacttatcglaatgeatigigaa
aclataacacatttaatcctacttgtcatatgataacacic
tccccatitaaaactetigtcaatitaaagatataagatic
tttaaatgattaaaaaaaatatatiataaaticaatcactc
ctactaataaattattaattaatatitatigattaaaaaaat
acttatactaatitagictgaatagaataatiagatictag

SEQIDNOQO: 18

P34

Glycine max

Terminador
(3'TED)

gecgtaaaggttcaatacaacgagtgengitttenag
gEacaagcattgiacttatgtatgattcigtgtaaccalpg
agtcticcacgttglactaalgigaagggcaaaaataaa
acacagaacaagitcgtitiictcaaalaatgtgaapget

SEQIDNO; 19
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ORIGEN ORIGEN FUNCION SECUENCIA SEQ ID NO:
(GEN) (ESPECIE)
agaaaatgpaaccalgectceletcitgeatgtpatita
aaatattagcagatget
GBP Glycine max Terminador gaggtitagaacaatcaagaaaaggtgtzcatgtegct | SEQ ID NO: 20
(3'TED) gaagatcacggggaatgtattaageticagagactctit
aaattaaattticigiatitigigttatatgtactagtictita
aattagccagatggagtitatgtgtatctaaatgeageg
atpctaatggaataaaatggccactigiattgttagetat
cicttatggiagcagaataagacgtaaactggticitige
iccaa
SMP Glycine max Terminador ttaaaacgtgatctatgatacaacaatattagtatatata | SEQ 1D NO: 2!
(3’TED) gacgcalgcagtitatatagtatatattgtcatgtigtatg
ttittacattttgatitgcttgtiiacattcteticaaaaaaaa
aaaaatgtglaglacgiglaaggtittgaagatigatict
aggciccgtgggaaccatitcaacaataaacatitigeg
cgttctigtacacgtagtgatgagaagagatgectiatg
gecaglatcatclaaaactlattticatceatcatagaatt
Iggatctatiggactggactgaactgaactgaatgatce
ttttitctitittaatticattcactaacaaatacataaaaca
ccagatanaacttagecagtatgaattitaactattigic
taatgctatgacttatcactgteigtalcatcittaaticrnt
ftcatattatttatattaaataa
marcador de Sintético Secucncia de | aaggalgaacttiaalga SEQ ID NO: 22
retencién ER sefial de reten-
(codifica KDEL, cion ER-CDS
sepuido por 2
codones de paro ]
Marcador de Sintético Retencién ER- | kdel SEQ ID NO: 23
retencion ER secuencia de
KDEL aminoéacidos
(codificada por
secuencia de
Acido nucleico
anterior)
marcador de Sintético retencién ER | aagcatgatgaactttaatga SEQID NO: 24
retencidon ER
(codifica KDEL,
seguido por 2
cadones de paro .
Marcador de Sintético Retencion ER- | khdel SEQ ID NO: 25
retencion ER secuencia de
KDEL aminacicidos
(codificada por |
secuencia de
4cido nucleico
anterior)
Marcador de Sintético retencién ER hdel SEQ ID NO: 26
retencion ER
Marcador de Sintético retencidn ER keel SEQ ID NO:; 27
retencidén R
Marcador de Siniético : retencién ER sekdel SEQ ID NO: 28
retencidn ER
Marcador de Sintético retencion ER sehdel SEQ ID NO: 29
retencion ER :
Ubiquitina 3 Solanum regidn pro- ccaaagcacatactiatcgarttaaatticatcgaagag | SEQ ID NO: 30
tuberosum motora/ attaatatcgaataatcatatacatactttaaatacataac
I'Cgl!lﬂd()l’ﬂ 5 aaaﬂtlaaalacala!atclggtatalaaﬂaammaaa

gtcatpaagtatgtatcaaatacacatatggaaaaaatl
aactaticataatttaananatagaaaagatacatctagt

gesatiaggipeatptatcaaatacatiagganaagas,
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ORIGEN
(GEN)

ORIGEN
(ESPECIE)

FUNCION

SECUENCIA

SEQ ID NO:

Fluorescente
Verde (GFP)

sccuencia -
(derivada
originalmenie
de Aequorea
Vicloria

ccaatictigtigaatiagatggtgatgtiaatgggeaca
aattttctgtcagiggagagggigaaggtgalgcaaca
tacggaaaacttacccttaaatttattigeactactggaa
aactacctgttccatggcoaacactigtcactactticiet
tatggtgticaatgcttitcaagalacccagateatatga
agcggoacgacticitcaagagegeeatgecigageg
atacgtgcagpapaggaccatciciticaaggacgac
gpgaaclacaagacacgtgeigaagtcaagtiigagy
gagacacccicgicaacaggalcgagettaaggpaat
cgatttcaaggaggacggaaacatccicggecacaa
griggaatacaactacaaclcccacaacglatacalca
cggcapgacaaacaaaagaatgpaatcaaagetaactt
caaaattagacacaacatigaagatggaagegitcaac
tagcapgaccatiatcaacaaaatactccaatiggegat
gecectgtectittaccagacaaccattacetgtceaca
caatclgecctitcgaaagalcccaacgaaaagagag
accacatggiccticttgagtitgtaacagelgetgpga
{tacacatggcatpgatpaactatactga

Beta
glucosidasa

Aspergiilus
kawachii

(secuencia CDS
original -
AB003470

atgaggticacitigatigaggegglggcictcactgel
glctcgetgpecagegetgatgaattgpettactcece
accgtattacccatcecctiggpecaalggecaggpe
gactggecgcaggcataccagegegetgtigatatigt
ctcgeagatgacattggetpagaaggicaatcigacca
caggaactggatpggaatipgagctatgtgitgatcag
aclggeggpgticeccgatiggpagttcegggaatgt
gthlacaggatapccctetggacpitcgopgacteegac
tacaaciclgetticecttcegglatgaacgiggetgca
accigggacaagaatciggcatacclecgeggeaag
gelatgggicaggaatitagigacaagggtgccgatat
ccaatigggtccagetgecggeccicicggtagaapt
cocgacggtppicgtaactgggaggectictcccceg
acccppecciaagtgptgtactotitpcagagaccalc
aaggptatccaagatgctggtgtggicgegacggeta
agcactacatigectacgagcaagagcatitcegtcag
gogectgaageccaaggtiatggatitaacatttcega
gagtggaagcgcpaaccicgacgataagactatgca
cgagctgtacctetgpcecticgeggatgecatceglg
cgeglgctgecpctgtpatgtgctcctacaaccagate
aacaacagctatggctgccagaacagetacacictga
acaapgcipctcaagpccgagetgggtitccagggettt
glcatgagtgattgggcggctcaccatgeigpigigag
tgptgettiggeagpeattggatatgictatgecaggaga
cglcgactacpacagiggtacgicttactgggptacaa
acclgaccgiagCElEclcaacggaacggigorcta
atggcptgttpatgacatggctgtecgeatcatggeeg
cclactacaaggicggccgigacogtetgtggactcet
cccaaclicageicalggaccagagatgaatlacgget
acaagtactactatgtgtcggagggaccgtacgagaa
ggtcaaccactacgipaacgigeaacgcaaccacag
cgaacigatccgoegeatiggageggacageacggt
geiccteaagaacgacggegeictgecttigactggta
aggagcgectgptegegetiatcgpapaagatgepgpe
gelccaacccttatggtgccaacggetgceagigacegt
ggatgcgacaatgpaacallggegatgppelggaga
agiggtactpecaacticccatacetgglgacccccga
geaggccatclcaaacgaggtgcicaagaacaagaat
ggtgtaticaccpocacegataactggpctalegatea
gattgaggcgctigetaagacegecagtpteicictigt
cinigtcaacgecpactclggcgagggttacalcaatgt
cgacggaaacciggpipaccgcaagaacctgacect

SEQIDNOQ: 35
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ORIGEN
(GEN)

ORIGEN
(ESPECIE)

FUNCION

SECUENCIA

SEQ ID NO:

glggapgaacggcpataatgtpatcaagpctgctget
agcaactgcaacaacaccaltgttatcaticacicigte
gECccapgtetiggtisacgaatggtacgacaacecca
atgttacegetattotetggpgiggictgeccggtcagg
agtctggeaacictettgccgacgiccictalggeegts
tcaacceoggtgecaagtcgecctitaccigpepcaa
gactcgigaggcctaccaagattactiggicaccgage
ccaacaacggeaatggagecccccaggaagacticg
Icgagggcgteticatigactaccgeggattcpacaag
cgcaacgagaccccgatctacgagticggctatggtet
gagctacaccactitcaactacicgaacciigagptge
aggtcipagegcceccgegtacgagocigeticggg
tgagacigaggragegecaacttttggagapgptigga
aatgcgicgaattaccictaccecgacggactgcaga
aaatcaccaagticatclacceetggetcaacagtace
gatctcgaggcatctictgggpatgelagetacggacs
geactcctcggactaleticccgagggagecaccegat
pectctgegcaaccgatectgecigetpglggepgic
clggeggcaacceicgecigtacgacgageicatecg
cgiglegetgaccatcaagaacaccggeaaggtigct
getgatgaagticcccaactgtatgiticectiggegge
cccaacgageccaagalcgtgetgegicaattcgage
gealcacgelgeageegtcagaggagacgaagtppa
geacgactcigacgegecgtgacctigcaaactggaa
tgrgagaagcaggactgggagaltacgicgtatccca
agatgptptitgtcpgaagetccicgeggaagecgoc
getecgpocptetcigectacigticactaa

Beta
glucosidasa

Aspergillus
kawachii

(Mo. de registro
BAA19913)

(proteina de
secuencia
original de
longitud
completa)

mrftlieavaltavsiasadelaysppyypspwang
ggdwagayqravdivsqmtlaekvnlitgtgwelel
cvgqtegvprigvpgmelqdsplgvrdsdynsafp
sgmnvaatwdknlaylrgkamgqefsdkgadigl
gpaagplgrspdgermwepfspdpalsgvifaetik
gigdagvvatakhyiayeqehfrqapeaqgygfnis
esgsanlddktmhelylwpfadairagagavmcsy
nginnsygeqnsytinkllkaelgfqgfvmsdwaa
hhagvsgalagldmsmpgdvdydsgtsywgtnlt
vsvingtvpgwrvddmavrimaayykvgrdriwt
ppnfsswirdeygykyyyvsegpyekvnhyvav
grnhselimigadstvllkndgalpltgkerlvaliged
agsnpygangesdrgedngtlamgwesgtanfpyl
vipeqaisnevliknkngvRlatdnwaidgicalakta
svslvivnadsgegyinvdgnlgdrknitiwmgdn
vikaaasncnntivithsvgpvlvnewydnpnvtai
\wgglpgqesgnsladviygrvnpgakspftwgker
eayqdylviepnngngapqedfvegvfidyrgfdk
metpiyefgyglsyttfnysnlevgvisapayepasg
eteaaptfgevgnasnylypdglgkitkfiypwinst
dleassgdasypqdssdylpegatdgsaqpilpagg
gpgenprlydelirvsvtikntgkvagdevpqlyvsl
gepnepkivirgferitlgpseetkwsttitrrdlanw
nvekgdweitsypkmvivgsssrkpplrasiptvh

SEQID NO: 36

Beta
glucosidasa

Aspergillus
kawachii
(secuencia
parcial de No.
de registro
BAA19913)

Secuencia de
arriba con 19aa
(Proteina
removida de
sccuencia de
sefial)

delaysppyypspwangqgdwaqayqravdivs
qmtlackvnlttgtewelelcvggtggvprigvpgm
clqdsplgvrdsdynsafpsgmnvaatwdknlayl
rgkamgqefsdkgadiglgpaagplgrspdggm
wegfspdpalsgvlfaetikgigdagvvatakhyia
yeqehfrqapeaqgygfnisesgsanlddktmhely
lwpfadairagagavmesynginnsygeqnsytin
kilkaelgfqgfvmsdwaahhagvsgalagidms
mpgdvdydsgtsywetnitvsvingtvpqwrvdd

SEQ IDNQ: 37
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ORIGEN
{GEN)

ORIGEN
(ESPECIE)

FUNCION

SECUENCIA

SEQ ID NO:

catatatctigatctagataattaacgatitigatitatgtat
aatttccaaatgaaggtitalatctacticagaaataaca
atatacttttatcagaacaticaacaaagcaacaaccaa
ctagagtpaaaaatacacattgtictctagacatacaaa
attpagaaaagaatcicaaaatitagagaaacaaatet
gaatttctagaagaaaaaaataatiatgeactitgetatt
gelcgaaaaataaatpaaagaaatiagacitiittaaaa
galgttagactapatatactcaaaagctattaaaggagt
aataticttctiacatiaagtattitagitacagtcctgtaat
taaagacacaltttagatigtatctaaacitaaatgiatet
agaatacatatatitgaatgcatcatatacatgtatccga
cacaccaaftcicataaaaaacgtaatatcctaaactaa
tttatccttcaagteaactlaageccaatatacatiticate
tctanaggeccaagtggcacaaaatgicaggeccaat
tacgaagaaaaggpcttgtagaacceiaataaagtgy
cactggcagagctiacactcicaticcatcaacaaaga
aaccclaaaagecgeagegeeactgatttetotecice
agpcgang

Ubiquitina 3

Solanum
tuberosum

terminador

ttzattitaatgittagcaaatgtettatcagtttclettn
giepaacggiaatitagagiittiigelatatggattiic
gtingatgtatgigacaaccctcgggatigtigatttatt
tcaaaactaagagtittigictiattgtictcgtetatitigg
atatcaa

SEQ ID NO: 31

Mondmero de
ubiquitina/pro-
teina ribostémica
{Genbank No.
de registro
Z11669.1)

Solanum
tuberosum

terminador

{tttaatgtitagcaaatgtcttatcagtittctetittigicg
aacggtaaittagagttitttittgctatatggattttcgitt
tgatgtatgtgacaacccicgggattgitgatitatitcaa
aaclaagagtitigctiatigtictcgtctatitiggatate
aa

SEQ ID NO: 32

Gen de resistencia
a higromicina

(hph)

Escherichia
coli

ORF

atgaaaaagcctgaactcaccgegacgictgicgaga
agttictgatcgaaaagticgacagcegtctecgacclg
atgcagetcicggagggegaagaatetegtgetticag
cticgalgtaggapggcgtggatatgtccigegggtaa
atagcigegecgatggtttetacanagatcegttatgtita
teggceacttigeateggecgegetccegatticcggaa
giectigacatiggggcaticagegagagectgacceta
igeatcteccgecgtgeacagggtgtcacgtigeaag
acctgcctgaaaccgaacigoccgelgtictgeagec
getepepgageccatggatgegatcgctgeggecga
{cttagccagacgagegggticggcccaticggaceg
caaggaatcggicaatacactacalggcgtgatticata
tgegegattgcigatececatgtgtatcactggcaaact
gtgatggacgacaccgicagtpegiceptegcgcag
getctcgatpagcetgalgetttgggccgaggactgece
cgaagtceggeaccicgtgcacgeggatttcggetee
aacaatgtectgacggacaalggocgeataacagep
gicattgaciggagepaggcgatpgticgggpaticec
aatacgaggtcgecaacatetictictggappeccglgg
ttgoctiptatggapcageagacgepetacticgageg
gaggcatccggagetigcaggalcgecgeggceteeg
gecgtatatgctccgeattggtettpaccaactciatea
gagctiggitgacggcaatticgatgatgeagetigeg
cgcagggicgalgegacgeaateglccgalccggag
ceggeacigicppgeglacacaaatcgeccgcapaa
gepeggecgtctpgaccgalggctgtptagaagtact
cgecgalagtggaaaccgacgecccageacteglee
gappEpcaaagpaalap

SEQIDNO: 33

Protcina

Sintético

atgticagtaaaggagaagaactittcactgpaptiglic

SEQ IDNO: 34
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v

ORIGEN
(GEN)

ORIGEN
(ESPECIE)

FUNCION

SECUENCIA

SEQIDNO:

mavrimaayykvgrdriwtppnfsswirdeygyk
yyyvsegpyekvnhyvnvgmhselirrigadstvll
kndgalpltgkerlvaligedagsnpygangesdrg
cdngtlamgwgsgtanfpylvtpeqaisnevlknk
ngvitatdnwaidgiealaktasvsivfvnadsgegy
invdgnlgdrknltlwmgdnvikaaasncnntivii
hsvgpvlvnewydnpnvtailwgglpgqesgnsia
dvlygrvnpgakspftwgktreayqdylvtepang
ngapgedfvegvfidyrgfdkmetpiyefgyalsyt
tinysnlevgvlsapayepasgeteaaptfgevgnas
nylypdglgkitkfiypwlnstdleassgdasygqds
sdylpegatdgsaqpilpagggpggnprlydelirvs
vtikntgkvagdevpqlyvslggpnepkivirgferi
tlgpsectkwsttltrrdlanwnvekqdweitsypk
mvfvesssrkpplrasiptvh

Beia
glucosidasa -
“GSF VI

Aspergillus
kawachii/ con
secuencia
sintética

{Secucncia de
sefial sustituida

y secuencias de
KDEL

en Iclrzgs
MAYUSCULAS)

MKTNLFLFLIFSLLLSLSSAEdelaysp
pyypspwangqgdwagqayqravdivsqmitlaek
vnittgtgwelelevgatggvprigvpgmelqdspl
gvrdsdynsafpsgmnvaatwdknlaylrgkamg
qefsdkgadiqlgpaagplgrspdggmwegfspd
palsgvifactikgiqdagvvatakhyiayeqehfrq
apeaggygfnisesgsanlddkimhelylwpfadai
ragagavmesynginnsygeqnsytinkllkaelgf
qgfvmsdwaahhagvsgalagldmsmpgdvdy
dsgtsywgmltvsvingtvpgwrvddmavrimaa
yykvgrdriwtppnfsswirdeygykyyyvsegp
yekvnhyvnvgmhselirrigadstvllkndgalplt
gkerlvaligedagsnpygangcsdrgedngtlam
gwasgtanfpylvtpeqaisnevlknkngvitatdn
waidgicalaktasvslvfvnadsgegyinvdgnlg
drknltlwmgdnvikaassncnntiviihsvgpvly
newydnpnvtailwgglpgqesgnsladvlygrvn
peaksphiwgktreayqdylvtepnngngapqedf
vegviidyrgfdkmetpiyefgyglsyttfnysnlev,
qvisapayepasgeteaaptfgevgnasnylypdgl
qkitkfiypwinstdleassgdasygqdssdy!pega
tdgsaqpilpagegpegnprlydelirvsviikntgk
vagdevpqlyvslggpnepkivirgferitlgpseet
kwsttltrrdlanwnvekqdweitsypkmvivgss
srkpplraslptvhKDEL

SEQ ID NO: 38

Beta
glucosidasa -
*GSF vZ"

Aspergillus
kawachii con
sgcuencia
sintética

Secucncias de
sefial sustituida

y de KDEL

en MAYUSCU-
LAS vy las sustitu-
ciones de 13
aminodcidos

en MAYUSCU-
LAS y subrayadas)

MK TNLFLFLIFS LLLSLSSAEd
elaysppyyp spwangqgdw aqayqravdi
vsqmilDekvnlugtzwel elcvgqiggy
prigvpgmel qdsplgvrds dynsafpAgm
nvaatwdknlaylrgkamgq efsdkgadiq
igpaagplgr spdggmweg fspdpalsgv
Ifaetikgiqdagvvatakh yiayegehfr
qapeaqgFef nisesgsanl ddktmhelyl
wpfadairagagavmesynq innsygegns
ytinkllkae 1gfqgfvmsd waahhagvsg
alagldmsmp gdvdydsgts ywgtnltlsv
Ingtvpqwrv ddmavrimaa yykvgrdrlw
tppnfsswirdeygykyyyv segpyekvnQ
yvavgmbhse lirrigadst vilkndgalp
ltgkerlvaligedagsnpy gangcsdrge
dngtlamgwg sgtanfpylv tpegaisnev
IkHkngvftatdnwaidgie alaktasvs]
vivnadsgeg yinvdgnlgd rRnltlweng
dnvikaaasncnntivVihs vgpvivnewy

‘dnpnvtailw pelpgaesgn sladvlygrv

SEQ ID NO: 39
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ORIGEN
(GEN)

ORIGEN
(ESPECIE)

FUNCION

SECUENCIA

SEQ ID NO:

cccagtggegtgtggatgacatggecgtecggateat
gectgectactacaaggtipgecgegaccgictetpyg
actceicccaatticagetegtggactcgegatgaatat
ggcticgegeacticticeciiccgaagpegcttalgaa
cgtgteaatgaaticgicaacgtgeageptgaccatge
ccaggtgatcegteggatipococggatagtgtegly
cicttgaagaacgacgptgcecclicectigacgggeca
gpagaagactgttggcatictgggcgaagacgecgg
glcgaatccgaagpgagcaaatggtigcagigacest
gecigtgacaagggtacictggecatgpetiggggta
glggtactgecaacticecttaccetigtgacicccgaac
agpccaticagaacgaggtictgaapgpccgtopaa
algictiigeegigacggacaactatgatacacageag
atigecgecgtigeetctcaatccacggtitcattggiett
cgtgaacgcagacgecggigaapggiticctiaalgigg
acggaaacatpgggtgatcgcaagaacctcacceictg
geagaacggagaggaapigalcaagaciglcacgga
geactgcaacaacaccgiigiigtgalceatticggtgg
gaceigitcicatcgatgagtggtatgegcaccecaat
gteaccppeattictgtgggetggteicecgggecagy
agictggcaacgccattgeggacgtgcigtacggeeg
cgtcaaccctggeggeaagacccectitacctggggt
aapacpcgcgegicctacggogactacctecteaceg
agcecaacaacggcaacggtgotecicaagacaactt
caacgagggcgtgtitattgactaccgtcgetticgaca
agtacaatgagacgeccatctacgagticgpteatgat
clgagctacacgacgtngagetgtctggectecagpt
ccagcettatcaacggatccagctatgiicccactacgg
glcagacgagcegecgeccaggceatitggtaaagicga
geacgegtctagetacctglaccetgagggactgaag
aggatticcaagttcatctatcectggetgaactcetace
gatctiaaagoptctaccggogatecigaatacggaga
gcccaacttcgagtataticoigaaggigetacegalg
gctetectcagecccgietgectigecagegpgegtee
tggcggcaaccceggtcictatgaggatciciccagg
ttctgtgaccatcaccaacaccggeaaggtigetgpt
gatgaggigecteapciptatgtitcgetpggiggeee
caacgagccgaagegpelpetgegcaagticgapeg
ccigeacatcgeccciggtcagcaaaagptctgpacy
actaccctgaaccgecgtgacctagecaacigpgatg
tcgtggeccaggaciggaagatcacicectatgetang
accatctitgttggcaccteticgcgeaagetgectelc
goigelcgetipccacpegipgeaptian

XM_001212225
de beta-glucosidasa

Aspergillus
terreus
NIH2624

Traduccion de
CDS anterior

mklsileaaaltaasvvsaqddlaysppyypspwad
ghgewsnaykravdivsqgmthekvnlttgigwele
revgqrgsvprigipsiclqdsplgirmsdynsafpa
ginvaatwdkklayqrgkamgeefsdkgidvqlgp
aagplgrspdggrowegfspdpaltgvlfactikgiq
dagviatakhyilnegehfrqvgeaggygfhitetvs
snvddktmhelylwpfadavragvgavmesynqi
nnsygcqnslilnkllkaelgfqgfvmsdwsahhsg
vgaalagldmsmpgdisfdsgtsfygtnltvgvingt
ipgwrvddmavrimaayykvgrdrlwtppnfssw
wrdeygfahffpsegayervnefvnvqrdhaqvirri
gadsvvilkndgalpitggektvgilgedagsnpkg
angesdrgedkgtlamawgsgtanfpylvipeqai
qnevikgrgnvfavtdnydiqqiaavasqgstvslviv
nadagegfinvdgnmpdrknltlwgngeeviktvt
chenntvvvihsvgpvlidewyahpnvigilwagl
pgqesgnaiadvlygrvapagktpfiwgktrasyp

SEQID NO: 42

%%
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ORIGEN
(GEN)

ORIGEN
(ESPECIE)

FUNCION

SECUENCIA

SEQTD NO:

dyllteprngngapqdnfregviidyrrfdkynetpi
yefghglsyttfelsglqvqlingssyvptigqtsaaga
fekvedassylypeglkriskfiypwinstdlkastg
dpeygepnfeyipegatdgspqpripasggpggnp
glyedifgvsviilntgkvagdevpqlyvslggpnep
krvirkferlhiapggqkvwittinrrdlanwdyvag
dwkitpyaktifvetssrkiplagriprvq

Exoglucanasa )
(No. de registro
P62694)

Trichoderma
reesei

Protcina de
longitud completa
(aa 1-17 = sefial)

myrklavisaflataragsactlgscthpplewgkoess
getctqqtgsvvidanwrwthatnsstncydgntws
stlcpdnetcaknccldgaayastygvitsgnslsigf
viqsagknvgarlylmasdttygeftlignefsfdvd

vsqlpcgingalyfvsmdadggvskyptntagaky
gtgycdsqeprdlkfingganvegwepssnnantgi
gghgscesemdiweansisealtphpettvggeice

gdgcgetysdnryggtedpdgedwnpyrigntsfy

gpgssitldtikkltvvtgfetsgainryy vangvify
gpnaclgsysgnelnddyctaceaefpgssfsdkgg
ltqfkkatsggmvivinslwddyyanmlwldstyp
tnetsstpgavrgscsissgvpagvesqspnakvifs
nikfgpigstgnpsgegnppegnrettitrrpattigssp
BIF“QShyquSB‘BYSBPWWquVI“PY}‘“I
<

SEQID NO: 43

Proteina
exocelobichidro-
lasa | modificada

Trichoderma
reesci

Proteina -

(sec anterior
con scial KR
reemplazada y
KDEL aiiadida
en MAYTISCU-
LAS)

MKTNLFLFLIFSLLLSLSSAEqsactlgs
cthppltwgkessggtetqqigsvvidanwrwihat
nsstncydgntwsstlepdnetcaknccldgaayast
ygvitsgnslsigfviqsaqknvgarlylmasdttyq
eftilgnefsfdvdvsqlpcgingalyfvsmdadgg
vskyptntagakyptgycdsqeprdlkfingqanve
gwepssnnantgigghgscesemdiweansiseal
tphpettvgqeicegdgegetysdnryggtedpdge
dwnpyrlgnisfygpgssitlditkklnvvigfetsgai
nryyvqngvifqqpnaelgsysgnelnddyctaeea
efggssisdkggligfkkatsggmvivmsiwddyy
anmlwldstyptnetsstpgavrgscstssgvpaqy
esqspnakvtfsnikfgpigstgnpsggnppegnrg
ttitrrpatitgsspgptgshygqeggigysgptveas
gticqvinpyysqelKDEL

SEQ ID NO: 44

Exoglucanasa 2
(No. de
Registro
PO7987)

Tnchoderma
reesei

Proteina de
longitud
complcta
(1-24 =
secuencia de
sefial)

mivgilitatlatlaasvpleerqacssvweqcgeqn
wsgpiccasgstevysndyysqelpgaasssssiraa
stisrvspitsrsssatpppgsttirvppvgsglatysgn
pfvgvtpwanayyasevsslaipsitgamataaaav
akvpsfmwldtldktplmeqtladirtanknggnya
gqfvvydipdrdcaalasngeysiadggvakykny
idtirgivveysdirtllviepdslanlvinlgtpkcana
gsaylccinyavtqlnlpnvamyldaghagwlgw

panqdpaaqlfanvyknasspralrglatnvanyng
whitsppsytqgnavyneklyihaigpllanhgwen
affitdggrsgkaptgqaqwedwenvigigfairps
antgdsildsfvwvkpggecdgtsdssaprfdsheal
pdalgpapgagawfgayfvglltnanpsfl

SEQ ID NO: 45

Exoplucanasa 2
Modificada

Trichoderma
reesei

Proteina -

(sce anterior
con sefial ER
reempluzada v
KDEL afadida
en MAYUSCU-
LAS)

MKTNLFLFLIFSLLLSLSSAEqacssv

wgqcggqnwsgptecasgsicvysadyysqclpg
aass555traastisrvspisrsssatpppestiurvppy
gsgtatysgnpfvgvipwanayyasevsslaipsltg
amataaaavakvpsfmwldildktplmeqtladin
anknggnyagafvvydlpdrdcaalasngeysiad
ggvakyknyidtirqivveysdinilviepdslanivi
nigtpkcanaqsaylecinyaviginlpnvamylda
ghagwlgwpanqdpaaqlfanvyknasspralrgl
atnvanyngwnilsppsytqgnavyneklyihaig

SEQID NO: 46

~
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ORIGEN
(GEN)

ORIGEN
(ESPECIE)

FUNCION

SECUENCIA

SEQID NO:

npgakspftwgkireayqdy Ivtepnngng
apqedfvegv fidyrgfdkr netpiyefgy
glsyttfnysnlevqvlsap ayepasgete
aaptfgevgn asDylypSgl qRitkfiypw
InGtdleassgdasygqdss dylpegatdg
saqpilpagg gpggnprlyd elirvsvtik
nigkvagdevpglyvsiggp nepkivirgf
eritlgpsee tkwsttltrr dlanwnvekq
dweitsypkmvfvgsssrk], pirasiptvh
KDEL

Secuencia de
beta
glucosidasa #2
de Patente de
E.U.A. No.
7223902

(No. Reg.
ABT13410.1)

Aspergillus
niger

proteina

mritlieavaltavslasadelaysppyypspwang
qgdwaqayqravdivsgmtldekvnitigtgwelel
cvgqtegvprigvpemelqdsplgvrdsdynsafp
agmnvaatwdknlaylrgkamgqefsdkgadiql
gpaagplgrspdggmwegfspdpalsgvifaetik
giqdagvvatakhyiayeqehfrqapeaqgfginis
esgsanlddktmhelylwpfadairagagavmesy
nqinnsygcqnsytinkllkaelgfogfvmsdwaa
hhagvsgalagldmsmpgdvdydsgisywgtnlti
svingtvpgwrvddmavrimaayykvgrdriwtp
pnfsswirdeygykyyyvsegpyekvnayvnvqr
nhselirrigadstvllkndgalpligkerlvaligeda
gsnpygangesdrgedngtlamgwgsgtanfpyl
vtpeqaisnevikhkngvftatdnwaidqiealakta
svslvivnadsgegyinvdgnlgdrmitiwrgdn
vikaaasncnniivvihsvgpvivnewydnpnvtai
Iwgglpeqesgnsladvlygrvnpgakspftwgktr
eayqdylvtepnngngapgedfvegvfidyrgfdk
metpiyefgyglsyttfnysnlevqvisapayepasg
cteaaptfzevgnasdylypsgliritkfiypwlingtd
leassgdasygqdssdylpegatdgsaqpilpagesg
pgenprlydelirvsvtikntgkvagdevpqlyvslg
gpnepkivirqferitigpseetkwstilurdlanwn
vekqdweitsypkmvfvgsssrkiplrasiptvh

SEQ ID NO: 40

Precursor
XM_00121225
de bcia-
glucosidasa I

Aspergillus
terreus
NIH2624

CDs

atgaagctccattitggaggeagcagetitgacagct
geeteeglagicagegcacapgacgatcicgeatact
cccegecglaclacectictecctggeccgalpeeca
cggtgagtgetegaacgegtacaagegogciglagal
atcgictctcagatgacattgacgpagaaggtcaatct
caccaccggtactggalggeagtiggagaggtgigic
ggicagacgegcagtgtccctagaciggpaatcccaa

gcctetgtetgcageatagecctetggptattegentgt
cggaclataactcggecticecigegpptattaacgttg
cggccacctgggacaagaagetigectaccaacgeg
gcaagpcaatggecgappaalicagigacaagggla
ttgatgticagttgggeccigetgeeggteciciipeca
petcecccgalggapggecgaaaciggpapgecttct
ctectgateocgecctgactggtgtgngticgccgaga
cgatcaagggtatccaggacgecggagtiatipctac
cgegaageactacaticicaacpgaacaagagceatitee
gccagglcgpegaageccagggctatggettcaacat
caccgaaaccgigagctcaaatgtgpatgacaagace
atgcacgapcigtatcictggeccticgecgatgegat
gcgegegegcegtgggcgctgtgatgtgcicctacaac
cagatcaacaacagctacggatgccaaaacagitiga
ccotgaacaagelcttgaaagcecgaactcgpatiicag
geattigtcalgagtgactpgagtgelcaccacagegg
{gttggcgecgectiggetggtitggacatgtecatgec
gegagatalcagiicgacagcggeacticetictatgg
cacgaacctgactgttegcptcctcaacgacaccatic

SEQ ID NO: 41
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4o

ORIGEN
(GEN)

ORIGEN
(ESPECIE)

FUNCION

SECUENCIA

SEQ ID NO:

pllanhgwsnaffitdqgrsgkqpteqgqwgdwe
nvigtgfgirpsantgdslldsfvwvkpggecdgtsd
ssaprfdshcalpdalgpapqagawfgayfvgllina
npsfIKDEL

Endoglucanasa
El (No, de
registro P54583)

Acidothermus
cellulolyticus

Proteina de
longitud
completa (141
= secucncia
de sefial

mpralrrvpgsrymirvgvvvavlalvaalanlavp
rparaagggywhisgreildannvpvrieginwigf
etenyvvhglwsrdyrsmidqiksigyntirlpysd

dilkpgtmpnsinfyqmnqdlqglislqvmdkiva
yagqiglriildrhrpdcsgqsalwytssvseatwisd
Iqalagrykgnptvvgfdlhnephdpacwgegdps
idwrlaaeragnavisvnpnllifvegvgsyngdsy

wwggnlggagqypvyinvpnrlvysahdyatsvy
patwisdptipnnmpgiwnknwgylfnqniapv

wlgefgtitgsttdqtwiktlvaylrptaqygadsfqw
tfwswnpdsgdiggilkddwqtvdtvkdgylapik
ssifdpvgasaspssqpspsvspspspspsasrtptpt
ptplaspiplltptatptptasptpsptaasgarclasyq
vnsdwgngftvivavtnsgsvatktwtvswifggn

gtitnswnaaviqngqsvtarnmsynnvigpgqnit
fafgasytgsnaaptvacaas

SEQID NO: 47

Xilanasa -

U39784

Aspergillus
niger

CDS

atgaapgtcactgcggcettigeaagtictetigettacg
gecticgegpeccctgeiccggagecigtictgatate
gegaagtgeeggtatcaactacgtgcagaactacaac
gacaaccitggtgacticacctacgacgagagtaccy
geacatiiiccatgtactgggaggatggagtcagtice
gacticgicptipgttiggpcetggaccactggetectct
aaatctatcacclactctgoccaatacagegcetictage
iccagctectacetggetgictacggoteggteaactct
cctcagpgccpaatactacatcgicgaggattacggtpa
ttacaaccctigeagetopgecacgagecitgptacep
igtactctgatggaagcacctaccaagictgeacegac
actcgacgaacgeggccalctatcacaggaacaage
acgttcacgeagtacnicteegticgtgaaapgtacacge
acatccggaacagigactaicgecaaccatttcaattic
tggecgcageatggpticgpgcaatagceaacticaatta
tcaggteatgpcapigpappcalggaacgptateps
cagtgecapigicacgatctectcitaa

SEQ 1D NO: 48

Xilanasa -

AAA99065.1

Aspergillus
niger

Traduccion de
proteina de
sccuencia
anterior

mkvtaafasllltafaapapepvivsrsaginy vqny
ngnlgdftydestgtfsmywedgvssdfvvglgwit
gssksitysaqysasssssylavygwvnspgacyyi

vedygdynpcssatslgtvysdgstyqvctdtrtps
itgtstitgyfsvrestrisgtvtianhfnfwaqhgfens
nfnygvmaveawngvgsasviiss

SEQ ID NO: 49

Ligninasa

1508163A

Phanerochaete
chrysosporium

Enzima

mafkqlfaaislalslsaanaaaviekratcsngktvy
dasccawidvlddigqnlfhggqcgaeshesicivl
hdsiaispameaqgkfggggadgsimifddietafh
pnigldeivklqkpfvqkhgvtpgdfiafagavalsn
cpgapgmnfitgrapatqpapdgivpepfhtvdgii
nrvndagefdelelvwmlsahsvaavndvdpivg
glpfdstpgifdsqffvetqirgtafpgsgenqggeves
plpgeiriqsdhtiardyrtacewgsfvnnqsklvdd
fqfiflaltqlgqdpnamtdcsdvipqskpipgnlpfs
ffpaghktikdveqacaetpfptlttipgpetsvgri

SEQ ID NO: 50

Ligninasa:
manganeso
peroxidasa (ILC
1.11.1.13)

Trametes
versicolor

Enzima

vaxpdgvniatnaaxxqlfdggecgeevhesiarhx
aigvsncpgapgigvsnxpgapqlardsrtaxewq
slliexselvpxpppalsnadvegaxaetpf

SEQ ID NO: 51

Lignina
peroxidasa

Phanerochacte

Enzima

mafkqlfaaitvalsitaanaavvkekratcangktv
gdasccawldviddiganmfhgegegaeahesirl

SEQ ID NO: 52

chrysosporium
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ORIGEN
(GEN)

ORIGEN
(ESPECIE)

FUNCION

SECUENCIA

SEQ ID NO:

{Accession No.
P49012)

(un
basidiomicetes)

vfhdsiaispamecakgk fggggadgsimifdtictaf
hpnigldevvamqkpfvgkhgvtpgdfiafagava
isncpgapgmnfitgrkpatqpapdglvpepfhtvd
qiiarvndagefdelelvwmlsahsvaavndvdpt -
vqglpfdstpgifdsqffvelqfrgtlfpgsgenqgev
esgmageiriqtdhilardsrtacewqsfvgngsklv
ddfgfiflaltqlgqdpnamtdesdviplskpipgng
pfsfippgkshsdieqacaetpfpslvtlpgpatsvar
ipphka

Sccuencia de
ARNi para BCS
(genbank
AB237641.1)

Sintético

Fragmento de
ARNi-suprime
conglicinina

cclacagacticaatclgptgatgecctgagagicecct
caggaaccacatactalgtggtcaaccctgacaacaa
cgeaaaictcagatiaataacactegecataceegttaa
caapceteetacatitpag

SEQ ID NO: 53

Secuencia de
ARNi
quimérica

Sintético

El casete de
ARNi completo
para producir
BCS

geggecgeetcgagectacagacticaatctggtgat
gecctgagagteccctcaggaaccacatactatgtgpt
caacceigacaacaacgaaaatcicagatiaataacac
tcgecataccogttaacaapoctgptapattigapgal
atcgagcteggpctgtttcictictegteacactcacaat
agggtggeclatgtalitagecticaatgtelciggtaga
ccctatgatagttttpcaagecactaccaccetiatgetc
ccetatatictaaccgtgaaagcitactagictagtacoe
caatiggtaagpgaaataattafttictirtiiccttitagtat
aaaalagttaagipatgtiaaltagtatgattataataata
tagttgttataatigtgaaaaaataatttataaatatatigtt
tacataaacaacatagtaatgtaaaaaaatatgacaagt
gatgigtaapacgaapaapataaaagtipagaglaag
tatattatitttaatgaattigalcgaacatgtaagatgata
tactagcattaatattigttitaatcataataglaatictag
ciggtitgatgaatianataicaatgzatanaatactatagl
asagzataagaataaatasattaaaataatattitittatgat
taatagttiattatataattaaatatctataccattactaaat
attitagttinaaagtiaataaatatttigttagaaaticca
atctgettgtantitatcaatasacaanatatiaaataaca
apclaaagtaacaaalaalatcaaactaatagaaacag
{aalctaalgtaacaaaacataaictaatpctaatalaac
aaagcptaaagcetttcacggttagaatatalgpgagea
taagggtggtagiggetigeaaaactatcatagggict
accagagacattgaaggctaaatacataggccaccect
altgtpagtgipacgagaagagaaacagcccgagelc
gatatcctcaaatctaccaggetigttaacgggtatgge
gagtgttattaatcigagattitcgtigtigtcaggpitga
ccacatagtatgtpgriccigageggactcicagggea
tcaccagatigaagiciglaggeicgagtctagagege
ccge

SEQID NO: 54

Fragmento de
ARNi de
glicinina (de
f,licinina AlbB2)
genbank
AB(30495)

Sintético

Sccucncia de
ARNi de pro-
teina de almage-
namiento (para
producir linea
SPa)

cattgacgagaccatttgcacaatgggacticgecaca
agataggecagacticatcacclgacatcticaacccle
aagclgglageatcacaaccgctaccagecicgactic
ccagecctctegiggcteaaactcagtgeecagtiigp
alcactccgoaagaatgotatgttegtpecacactaca
acclgaacgceaazcagcataatatacgcatigaalgga
cgggcatigptacangtgpigaatigcaalgglpgaga
gagtgtitgatggagagcigcaagagggacagptgatt
aactgilgccacaaaactitgcgpigactg

SEQ ID NO-: 55

Inserto de ARNi
de plicina
completo

Sintético

Inscrto de cascte
completo

‘usado para pro-
dugir linea SP-

gegpecgeclcgageatigacgapaccatttgeacaa
tgggacticgecacaacataggecagacticatcacct
gacatcticaacccicaagciggtageatcacaaccec
laccagcectogacticccagecctictegtggetcaaac
lcagtgcecagttiggatcactccgeaagaatgetatgt
legtgocacactacaaccigaacgeaaacagcataat

atac gcaugaalggacgggcatlgglacaagtgg}ga

SEQ 1D NO: 56
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ORIGEN
(GEN)

ORIGEN
(ESPECIE)

FUNCION

SECUENCIA

SEQIDNO:

attgcaatgptgagagagtgtitgatggagagctgcaa
gagggacaggigtiaactgtgccacaaaaciigogat
ggctggatatcgagetegggetgicicticicgtcac
actcacaatagggtpgcectatgtattiagecttcaatgic
tctgptagaccelatpatagtitigcaagecactaccac
ccitatgetcccatatatictaaccgtgaaageitactag
tctagtaccccaattpptaaggaaataattatticttittt
cctittagtataaaatagttaagtpatgtiaattagiatgat
tataataatataptigtiataatigtgaaaaaataatiiata
aatatatigtttacataaacaacatagtaatgtanaaaaa
tatgacaagtpatgiglaagacgaagaagataaaagtt
gapapgtaagtatatiatitttaatgaattigatcgaacalg
taagatgatatactagcattaatattigitttaatcataata
glaattctagctgpiitgatpaatiaaatalcaatgataaa
atactatagtaaaaataagaataaataaattaazataata
ittttatgatiaatagttiatiatataattaaatatctatace
attaclanataititagtttaaaagttaataaatatittgtta
gaaattccaatetgetigtaattiatcaataaacaaaatat
taaataacaagclaaaglaacaaataatatCasactaat
agaaacagtaatctaatgtaacaaaacataatctaatge
taatataacaaagcptaaagctitcacggitagaatatat
pgggapcataaggptggtagtgpctigcanaactalcat
apgplctaccagagacatigaaggcetaaatacatagg
ccaccctattgigagtgigacgagaagagaaacagec
cgagctcpatatccagecaccgcaaagingigrcac
agttaacacclglceetcttgeagetcticeateaaacac
tcteteaccattgoaaltcaccactigtaccaatpcecgt
ccattcaatgogtatattatgetgtitgegticaggtigta
gtgtggeacgaacalageaticiigeggagtgatccaa
actggpcacigagittgagecacgagapgggclgega
agtcgaggetggtagegptigtgatgetaccagetiga
gegtipaagatgtcaggtgatgaagtctpgectatgit
gtggegaagteccattgtgcaaatggtelcgicaatget
cgapictagagcgaccec

ARNi de FAD2
(genbank
ab188250)

sintético

ARNi - suprime

|FaD2

gegclgtitctcticteglcacactcacaatagggiggc
ctatgtatitagecticaalgtetctgptagacectatgat
agtttigcaagccactaccacccttatgetcecatatalt

ctaaccgtga

SEQID NO: 57
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REIVINDICACIONES

1. Una planta dicotiledénea transgénica, caracterizada porque comprende:

a. una deficiencia de una 0 mas proteinas de almacenamiento de semilla,
en donde la deficiencia se resulta en una reduccion de al menos 50% en proteina de
almacenamiento de semilla endégena en comparacidon con aquella de una planta tipo
silvestre; y

b. un polinucledtido heterdlogo que comprende un promotor de proteina de
almacenamiento de semilla, un marco de lectura abierto que comprende una secuencia
de sefial ER, una secuencia de codificacion de proteina deseada y una secuencia de
sefal de retencidn en ER, en donde el marco de lectura abierto esta enlazado
operablemente al promotor de proteina de almacenamiento de semilla; y

en donde la semilla de la planta transgénica es capaz de producir una
proteina heteréloga a un nivel que es mayor que 5% del peso en seco total de la semilla.

2. La planta dicotiledénea de conformidad con la reivindicacién 1, caracterizada
porque el polinucleétido heterdlogo comprende ademas un dominio potenciador de
traduccion 5' y/o un dominio potenciador de traduccion 3.

3. La planta dicotiledonea de conformidad con la reivindicacién 1, caracterizada
porque la secuencia de sefal de retencién en ER induce la agregacién de la proteina
heteréloga en el lumen del ER o una vesicula derivada del ER.

4. La planta dicotileddnea de conformidad con la reivindicacién 1, caracterizada
porque es un miembro de la familia de las Fabaceas, y opcionalmente del orden Fabales,
y opcionalmente del género soya.

5. La planta dicotileddénea de conformidad con la reivindicacién 4, caracterizada
porgue es un miembro del género Glycine.

6. La planta dicotiledonea de conformidad con la reivindicaciéon 5, caracterizada
porgue es una soya.

7. La planta dicotiledénea de conformidad con la reivindicacién 1, caracterizada
porque el promotor se deriva de inhibidor de tripsina Kunitz, lectinas de soya, alérgeno de
soya inmunodominante P34 ¢ Gly m Bd 30k, proteina de unién a glucosa, proteina de

maduracion de semilla, glicinina o conglicinina.
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8. La planta dicotiledénea de conformidad con la reivindicacién 2, caracterizada
porque el dominio potenciador de traduccién se deriva de inhibidor de tripsina Kunitz,
lectina de soya, alérgeno de soya inmunodominante P34 o Gly m Bd 30k, proteina de
unién a glucosa, proteina de maduracion de semilla, glicinina o conglicinina.

9. La planta dicotiledonea de conformidad con la reivindicacion 1, caracterizada
porque la deficiencia de proteina de almacenamiento es de uno o mas de inhibidor de
tripsina Kunitz, lectina de soya, alérgeno de soya inmunodominante P34 o Gly m Bd 30k,
proteina de unidn a glucosa, proteina de maduracion de semilla, glicinina o conglicinina.

10. La planta dicotiledénea de conformidad con la reivindicacion 9, caracterizada
porque la semilla tiene una deficiencia de mas del 75% de las proteinas de
almacenamiento endégenas de la semilla.

11. La planta dicotiledénea de conformidad con la reivindicacién 1, caracterizada
porque comprende ademas un dominio potenciador de traduccion 5 y un dominio
potenciador de traduccion 3', en donde el promotor y los dominios potenciadores de
traduccién 3' y 5’ se derivan de la misma proteina de almacenamiento.

12. La planta dicotiledénea de conformidad con la reivindicacion 1, caracterizada
porque la proteina heteréloga se acumula en una semilla de la planta dicotileddnea hasta
un nivel que es mayor que aproximadamente 2% o mayor que aproximadamente 4% o
mayor que aproximadamente 5% del peso en seco total de la semilia.

13. Una semilla caracterizada porque es de la planta dicotileddnea de conformidad
con la reivindicacion 1.

14, Una proteina transgénica caracterizada porque se obtiene de la semilla de
conformidad con la reivindicacién 13.

15. La proteina transgénica de conformidad con 1a reivindicacion 14, caracterizada
porque la proteina heterologa ha sido purificada.

16. La planta dicotiledénea de conformidad con la reivindicacion 1, caracterizada
porque la secuencia de codificacion de proteina deseada codifica para una enzima o
fragmento de la misma.

17. La planta dicotiledénea de conformidad con la reivindicacién 16, caracterizada

porque la enzima es una enzima celulolitica.
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18. La planta dicotileddénea de conformidad con la reivindicacién 17, caracterizada
porque la enzima celulolitica se deriva de una fuente fingica, una fuente bacteriana, una
fuente animal o una fuente vegetal.

19. La planta dicotiledénea de conformidad con la reivindicacién 17, caracterizada
porque la enzima celulolitica es una pB-glucosidasa, una exoglucanasa |, una
exoglucanasa Il, una endoglucanasa, una xilanasa, una hemicelulosa, una ligninasa, una
ligina peroxidasa 0 una manganeso peroxidasa.

20. Un producto caracterizado porque comprende la proteina de conformidad con
la reivindicacion 14.

21. Una composicion de enzima comercialmente util, caracterizada porque

comprende la proteina de conformidad con la reivindicacién 14.

22. La planta dicotiledénea de conformidad con la reivindicacion 1, caracterizada

porque la deficiencia de una o mas proteinas de almacenamiento de semilla se debe a la
presencia de un ARNi, un fragmento de antisentido o de sentido de un acido nucleico que
codifica para una proteina de almacenamiento de semilla.

23. Una planta dicotiledénea caracterizada porque comprende:

a. una deficiencia de una o mas proteinas de almacenamiento de semilla,
en donde la deficiencia se resulta en una reduccion de al menos 50% en proteina de
almacenamiento de planta endégena en comparacion con aquella de una planta tipo
silvestre; y

b. un polinucleétido heterélogo que comprende una regidn reguiadora
génica de una proteina compensadora enlazada operablemente a un marco de lectura
abierto que codifica para una secuencia que comprende una secuencia de sefial ER, una
secuencia de codificacion de proteina deseada y una secuencia de sefial de retencién en
ER;

en donde la semilla de la planta dicotiledénea transgénica es capaz de producir la
proteina heteréloga a un nivel que es mayor que 5% del peso en seco total de la semilla.

24. Un método para almacenar establemente una enzima antes de usar,
almacenar dicha enzima en una semilla de una planta dicotiledénea transgénica, en

donde;
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a. tenga una deficiencia en una o mas proteina de almacenamiento de
semilla, en donde la deficiencia se resulta en una reduccién de al menos 50% en una
proteina de semilla endégena; y

b. un polinucleétido heterdloga que comprende un promotor de proteina de
almacenamiento de semiila, un marco de |ectura abierto que comprende una secuencia
de sefial ER, un enzima deseada y una secuencia de sefial de retencion en ER, en donde
el marco de lectura abierto esta enlazado operablemente al promotor de proteina de
almacenamiento de semilla; y

donde la semilla de la planta transgénica es capaz de producir dicha
enzima a un nivel que es al menos aproximadamente 5% del peso en seco total de la
semilla; y

almacenar dicha enzima en dicha la semilla de la planta transgénica.

25. Un método para producir una cantidad incrementada de una proteina
heteréloga en semillas de una planta dicotiledénea, caracterizado porque comprende:

a. transformar establemente una célula vegetal con un polinucledtido que
comprende un promotor de proteina de almacenamiento de semilla, un marco de lectura
abierto que comprende una secuencia de sefial ER, una secuencia de codificacion de
proteina deseada y una secuencia de sefal de retencion en ER, en donde el marco de
lectura abierto esta enlazado operablemente al promotor de proteina de almacenamiento
de semilla;

b. obtener una linea vegetal homocigética de |a célula vegetal establemente
transformada;

c¢. introducir la linea vegetal establemente transformada en una pianta que
tenga una deficiencia en una o mas proteinas de almacenamiento de semilla enddgenas,
en donde la deficiencia se resulta en una reduccién de al menos 50% en la proteina de
almacenamiento de semilla endégena en comparacion con aquella de una planta tipo
silvestre;

d. cultivar semillas de la planta transgénica introgredida; y

e. obtener la proteina heterdloga de las semillas de la planta transgénica

introgredida,
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donde dicha semilla de la planta transgénica introgredida es capaz de

producir una proteina heteréloga a un nivel que es mayor que 5% del peso en seco

total de la semilla.

26. El método de conformidad con la reivindicacién 25, caracterizado porque la
deficiencia en una proteina de almacenamiento de semilla endogena se debe a la
presencia de un ARNi, un fragmento de antisentido ¢ de sentido de un acido nucleico que
codifica para una proteina de almacenamiento de semilla.

27. Un método para producir una cantidad incrementada de una proteina
heterologa en semillas de una planta dicotiledénea, caracterizado porque comprende:

a. transformar establemente una célula vegetal con un polinucledtido que
comprende un promotor de proteina de almacenamiento de semilla, un marco de lectura
abierto que comprende una secuencia de sefial ER, una secuencia de codificacion de
proteina deseada y una secuencia de sefial de retencién en ER, en donde el marco de
lectura abierto esta enlazado operablemente al promotor de proteina de almacenamiento
de semilla, en donde el polinucleétido comprende ademas una secuencia de ARNi que es
capaz de la subregulacién de una proteina de almacenamiento de semilla endogena;

b. obtener una linea vegetal homocigética de la célula vegetal establemente
transformada;

c. cultivar las semillas de la linea vegetal homocigética; y

d. obtener la proteina heterdloga de las semillas de la planta homocigética.
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REIVINDICACIONES

1. Una planta dicotiledénea transgénica, caracterizada porque comprende:

a. una deficiencia de una o mas proteinas de almacenamiento de semilla,
en donde la deficiencia se traduce en una reduccién de al menos 50% en proteina de
almacenamiento de semilla endégena en comparacion con aquella de una planta tipo
silvestre; y

b. un polinucledtido heterdlogo que comprende un promotor de proteina de
almacenamiento de semilla, un marco de lectura abierto que comprende una secuencia
de sefal ER, una secuencia de codificacién de proteina deseada y una secuencia de
sefial de retencion en ER, en donde el marco de lectura abierto estd enlazado
operablemente al promotor de proteina de almacenamiento de semilla; y

en donde la semilla de la planta transgénica es capaz de producir una
proteina heterdloga a un nivel que es mayor que 5% del peso en seco total de la semilla.

2. La planta dicotiledénea de conformidad con la reivindicacion 1, caracterizada
porque el polinucleétido heterblogo comprende ademas un dominio potenciador de
traduccion §' y/o un dominio potenciador de traduccion 3.

3. La planta dicotiledonea de conformidad con la reivindicacidén 1, caracterizada
porque la secuencia de sefal de retencidon en ER induce la agregacion de la proteina
heterdloga en el lumen del ER ¢ una vesicula derivada del ER.

4. La planta dicotiledénea de conformidad con la reivindicacién 1, caracterizada

porque es un miembro de la familia de las Fabaceas, y opcionalmente del orden Fabales,

y opcionalmente del género soya.

5. La planta dicotiledénea de conformidad con la reivindicacion 4, caracterizada
porgue es un miembro del género Glycine.

6. La planta dicotiledénea de conformidad con la reivindicacién 5, caracterizada
porque es una soya.

7. La planta dicotiledénea de conformidad con la reivindicacién 1, caracterizada
porque el promotor se deriva de inhibidor de tripsina Kunitz, lectinas de soya, alérgeno de

soya inmuncdominante P34 o Gly m Bd 30k, proteina de unidn a glucosa, proteina de

HOJA MODIFICADA -IPEA/US
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maduracién de semilla, glicinina o conglicinina.

8. La planta dicotileddnea de conformidad con la reivindicacidén 2, caracterizada
porque el dominio potenciador de traduccion se deriva de inhibidor de tripsina Kunitz,
lectina de soya, alérgeno de soya inmunodominante P34 o Gly m Bd 30k, proteina de
unién a glucosa, proteina de maduracion de semilla, glicinina o conglicinina.

9. La planta dicotiledénea de conformidad con la reivindicacion 1, caracterizada
porque la deficiencia de proteina de almacenamiento es de uno o mas de inhibidor de
tripsina Kunitz, lectina de soya, alérgeno de soya inmunodominante P34 o Gly m Bd 30k,
proteina de unidn a glucosa, proteina de maduracién de semilla, glicinina o conglicinina.

10. La planta dicotiledénea de conformidad con la reivindicacion 9, caracterizada
porque . la semilla tiene una deficiencia de mas del 75% de las proteinas de
almacenamiento endégenas de la semilla.

11. La planta dicotiledénea de conformidad con la reivindicacién 1, caracterizada
porque comprende ademdas un dominio potenciador de traduccion 5 y un dominio
potenciador de traducciéon 3', en donde el promotor y los dominios potenciadores de
traduccion 3’y 5’ se derivan de la misma proteina de almacenamiento.

12. La planta dicotiledénea de conformidad con la reivindicacién 1, caracterizada
porque la proteina heterdloga se acumula en una semilla de la planta dicotiledénea hasta
un nivel que es mayor que aproximadamente 5% del peso en seco total de la semilla.

13. Una semilla caracterizada porque es de la planta dicotiledénea de conformidad
con la reivindicacion 1. |

14. Una proteina transgénica caracterizada porque se obtiene de la semilla de
conformidad con la reivindicacion 13.

15. La proteina transgénica de conformidad con la reivindicacion 14, caracterizada
porque la proteina heterdloga ha sido purificada.

16. La planta dicotiledénea de conformidad con la reivindicacion 1, caracterizada
porque la secuencia de codificacién de proteina deseada codifica para una enzima o
fragmento de la misma.

17. La planta dicotiledénea de conformidad con la reivindicacion 16, caracterizada

HOJA MODIFICADA -IPEA/US
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porque la enzima es una enzima celulolitica.

18. La planta dicotiledénea de conformidad con la reivindicacion 17, caracterizada
porque la enzima celulolitica se deriva de una fuente fungica, una fuente bacteriana, una
fuente animal o una fuente vegetal.

19. La planta dicotileddénea de conformidad con la reivindicacion 17, caracterizada
porque la enzima celulolitica es una p-glucosidasa, una exoglucanasa |, una
exoglucanasa I, una endoglucanasa, una xilanasa, una hemiceluiosa, una ligninasa, una
ligina peroxidasa 0 una manganeso peroxidasa.

20. Un producto caracterizado porque comprende la proteina de conformidad con
la reivindicacion 14,

21. Una composicidn de enzima comercialmente dtil, caracterizada porque
comprende la proteina de conformidad con la reivindicacion 14.

22. La planta dicotiledonea de conformidad con la reivindicacién 1, caracterizada
porque la deficiencia de una o mas proteinas de almacenamiento de semilla se debe a la
presencia de un ARNi, un fragmento de antisentido o de sentido de un acido nucleico que
codifica para una proteina de almacenamiento de semilla.

23. Una planta dicotiledénea caracterizada porque comprende:

a. una deficiencia de una o mas proteinas de almacenamiento de semilla,
en donde la deficiencia se traduce en una reduccién de al menos 50% en proteina de
almacenamiento de planta enddgena en comparaciéon con aquella de una pianta tipo
silvestre; y

b. un polinuciedtido heterélogo que comprende una region reguladora
génica de una proteina compensadora enlazada operablemente a un marco de lectura
abierto que codifica para una secuencia que comprende una secuencia de senal ER, una
secuencia de codificacion de proteina deseada y una secuencia de sefial de retencién en
ER;

en donde la semilla de la planta dicotiledénea transgénica es capaz de producir la
proteina heterologa a un nivel que es mayor que 5% del peso en seco total de la semilla.

24. Un meétodo para almacenar establemente una enzima antes de usar,
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caracterizado porque comprende:

almacenar una enzima enddgena en semillas de una planta dicotiledénea
transgénica, en donde la enzima enddgena comprende al menos aproximadamente 5%
del peso en seco total de las semillas y la enzima enddgena se acumula
predominantemente en cuerpos de proteinas ER dentro de las semillas.

25. Un meétodo para producir una cantidad incrementada de una proteina
heteréloga en semillas de una planta dicotiledénea, caracterizado porque comprende:

a. transformar establemente una célula vegetal con un polinucledtido que
comprende un promotor de proteina de almacenamiento de semilla, un marco de lectura
abierto que comprende una secuencia de sefial ER, una secuencia de codificaciéon de
proteina deseada y una secuencia de sefial de retencién en ER, en donde el marco de
lectura abierto esta enlazado operablemente al promotor de proteina de almacenamiento
de semilla;

b. obtener una linea vegetal homocigética de la célula vegetal establemente
transformada;

¢. introducir la linea vegetal establemente transformada en una planta que
tenga una deficiencia en una 0 mas proteinas de almacenamiento de semilla enddgenas,
en donde la deficiencia se traduce en una reduccion de al menos 50% en la proteina de
almacenamiento de semilla endégena en comparacion con aquella de una planta tipo
silvestre;

d. cultivar semillas de la planta transgénica introgredida, las semillas de la
planta transgénica introgredida produciendo una proteina heterdloga a un nivel que es
mayor que 5% del peso en seco total de la semilla; y

e. obtener la proteina heteréloga de las semillas de la planta transgénica
introgredida.

26. El método de conformidad con la reivindicacion 25, caracterizado porque la
deficiencia en una proteina de almacenamiento de semilla se debe a la presencia de un
ARNI, un fragmento de antisentido o de sentido de un acido nucleico que codifica para

una proteina de almacenamiento de semilla.

HOJA MODIFICADA —-|PEA/US

X
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27. Un método para producir una cantidad incrementada de una proteina
heteréloga en semillas de una planta dicotileddnea, caracterizado porque comprende:

a. transformar establemente una célula vegetal con un polinucleétido que
comprende un promotor de proteina de almacenamiento de semilla, un marco de lectura
abierto que comprende una secuencia de sefial ER, una secuencia de codificacion de
proteina deseada y una secuencia de sefial de retenciéon en ER, en donde el marco de
lectura abierto esta enlazado operablemente al promotor de proteina de almacenamiento
de semilla, en donde el polinucledtido comprende ademas una secuencia de ARNi que es
capaz de la subregulacién de una proteina de almacenamiento de semilla endédgena;

b. obtener una linea vegetal homocigoética de la célula vegetal establemente
transformada;

c. cultivar las semillas de la linea vegetal homocigdtica; y

d. obtener la proteina heterdloga de las semillas de la planta homocigética.

HOJA MODIFICADA —IPEA/US



RESUMEN DE LA INVENCION

Se describe una planta dicotiledénea transgénica que tiene una deficiencia
de una o mas proteinas de almacenamiento de semilla vegetal, que tiene ademas una
construccion de polinucledtide transgénica que comprende un marco de lectura abierto
enlazado operablemente a un promotor de proteina de almacenamiento y una secuencia
de s'eﬁal ER. La construccién de polinucledtido codifica para un producto de proteina que
puede acumularse a altos niveles en la semilla. Se proporcionan también métodos para

producir una proteina heterdloga en una semilla vegetal.

9
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<110> The Donald Danforth Plant Science Center
Departamento de Agricultura de los Estados Unidos

<120> PRODUCCION Y ALMACENAMIENTO DE PROTEINAS MEJORADOS EN PLANTAS

<130> AGRIUS-228001-PCT

<140>
<141>

<150> 61/076,616

<151> 2008-

<160> 57

06-28

<170> FastSEQ para Windows Versién 4.0

<210> 1
<211> 6372
<212> ADN

<213> Glycine max {soybean)

<220>

<223> promotor/regién reguladora 5' de Glicinina

<400> 1

Ccaaaacaaat
aggataaata
ttatttggtt
daaaaaataa
aagaaattga
agaatccagg
ccatttgcaa
ccacctcaca
tgaagaatgt
tcttecectat
ttggtecctia

<210> 2
<211> 632
<212> apn

<213> Glycine max

<220>

taataaaaca
gttaatattt
gaaaatatta
gtgtacgtgg
aagcgagtct
aagaaaagaa
tagaaacact
ccatgaactt
ctcaagctca
aaataaccac
aacactcatc

cttacaacac
ttaataatta
atatgtttaa
ttaacattag
aatttttaaa
atgaaaccat
gaaacacctt
catgaggtgt
gcaccctact
gcctcaggtt
agtcatcacc

{soybean)

cggatttttt
tttaaaaagc
atcaacacaa
tacagtaata
ttatgaacct
gcatggtccc
tetettigtce
agcacccaag
tctgtgacgt
cteegecttea
gc

<223> Gen Gyl de soya para subunidad Gl de

<400> 2

Caaaacaaat
aggataaata
Ltatttggtt
aaaaaaaltaa
aagaaattga
agaatccagg
ccatttgcaa
ccaccteaca
tgaagaatgt
ctcbtcecta
cattggtcct

taataaaaca
gttaatattt
gaaaatatta
gtgtacgtgy
aagcgagtct
aagaaaagaa
tagaaacact
ccatgaactt
ctcaagctca
taaataacca
taaacactca

cttacaacac
ttaataatta
atatgtttaa
ttaacattag
aatttttaaa
atgaaaccat
gaaacacctt
catgaggtgt
gcaccctacht
cgcctcaggt
tcagtcatca

cggatttttt
Cttaaaaagc
atcaacacaa
tacagtaata
ttatgaacct
gcatggtcec
tctetttgtc
agcacccaag
tctgtgacgt
tctcegetic
cc

ttaattaaaa
cgtatctact
tctatcaaaa
taagaggaaa
gcaltatataa
ctecgtcatca
acttaattga
gcttecatag
gtccctecatt
caactcaaac

glicinina

ttaattaaaa
cgtatctact
tctatcaaaa
taagaggaaa
gcatatataa
ctegtcecatca
acttaattga
gctteccatag
tgteccctecat
acaactcaaa

tgtgeccattt
aaaatgattt
ttaaactaaa
atgagaaatt
aaggaaagaa
cgagtttctyg
gatgccgaag
ccatgcatac
caccttccte
attectcteca

(No. reg. x15121.1)

tgtgccattt
aaaatgattt
ttaaactaaa
atgagaaatt
aaggaaagaa
cgagttictyg
gatgccgaag
ccatgcatac
tcaccttect
cattctcctc

60

120
180G
240
300
360
420
480
549
600
632

60

120Q
180
240

300

360
420
180
540
600
632
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<210> 3

<211> 962
<212> ADN
<213>

<220>
<223>»

<400> 3
gtttitcaaat
aattattata
ataatatatt
gatcaactaa
ctttttggcat
atattgttgyg
catgcccttce
taatccttce
tggaccataa
catagcaaty
acttatccac
catgcacaac
tcaacccatc
ttcecgecace
aaatgttcat
tttcatcatc
ch

<210> 4
<211> 1088
<212> ADN

Glycine max

ttgaatttta
Lcaaaatggc
tatattttaa
aatattttta
atttaataat
aaccatatga
atttgcecget
tcatcataat
gaaaaagcea
tetaagttea
tagchtgatca
aacacgtact
atgagecccac
tcatttttgt
gcatgttaac
aagaaccagt

(soya)

atgtgtgttyg
aaaaacattt
tatctattct
tatctacact
gactattctt
agtgttcatt
attaattaat
taatctggta
aggaacaaaa
taaaattcaa
ggatecgccgce
cacaaaqggcyg
acatttgttg
ttatttcaac
aagacctaty
tcaatatcct

<213> Glycine max {soya)

<220>
<223>

<220>
<221>
L222>
<223>

175

<400> 4

attgatactg
cattgccttt
ttcecatcte
acatgcattg
acctgccacg
taaatataaa
tttattaaca
tctittgaat
cataaataat
ttatcacgaa
taggtttttt
aataacacta
attaactict
aatatttacc
gcaactagct
ctgtacttcc
atcagtctaa
agtcecgatt
ccccaaaa

n==4ar7TCo G

ataaaaaaat
attttatttt
cattgtgaat
gtcagattca
catgcattat
taatgttttt
agattttgtt
ttagaacact
aacacaaata
aattcallaa
gtactgcacy
aattaatggt
atatgtatta
atctcataaa
agccaaaaag
tttattectg
atatttcatt
ctecccaacat

caracteristica misc

albcatgtgct
tcagaaaagce
tgaatcattt
cggtttatta
atiggttaga
atattatgaa
tttgtttgat
ttatcatcat
tttttaaaaa
tLaaaaatatt
cataatatat
gaatcatatc
cacacacaaa
gatatttaaa
agaacacggyg
acgttittat
agcacttaat
tgettattca

taagtataaa
aatacgtatt
tatgtatttt
tattitgcat
taataatcaa
gcatttgact
ttggtaacaqg
gttcgaatgce
gaagacaaaa
acaaaaacgc
gtcaagaaaa
tcaatcgagce
tttctaacce
accegtcaaa
actataaata
agtacgccegt

promotor/regién reguladora 5' de KTI

ttctggactg
tttcttagtt
gcttegtgte
tgtcatbgact
tttgataggc
ataacagtga
gacgtttttt
aaaatcaaat
atctgaaata
atataaataa
acaaaaagat
azaataatga
taataaataa
ataatgataa
tatatataaa
atcaagtgga
acttttctgt
cacaactaac

promotor/reglidn reguladora 5' de Conglicinina

tttaaaataa
atttattaaa
ttaaaaatctl
ttttatcaat
tcattattct
atgtggatag
attegticta
cataatattyg
cacaatgaga
aatcacacac
aaaaactgga
agcccaaaac
daacctcaaac
ctgcatccca
tctgcaatct
attaaagaat

atgatgcagt
ctgggttctt
acaaatacat
taagttcatg
aaatbtggtt
tcaaaacaaa
aatgtttacg
actaaaaaaa
ataatgaaca
aatgtaatag
taasatgaac
aaaagltaasat
tagtaaaaaa
aaatatagat
aagagtacct
catacgtgaa
tttattccta
taagaaagtc

aaataaaaac
aaaatatgta
attatatatt
tttcttgegt
tacatggtac
tgttttgatce
atcagttact
attagttttt
gtatccttig
aglggacatc
ccccaaaage
attcaccaac
tcgtattcte
cceccgtggece
cggcccaagt
ttaagatata

atacttttga
cattatttgt
ttagntaggt
gltagtacatt
gtcaacaata
cagttttatc
ctttcceoct
ttacatattt
atattacata
tagttatatg
tattataaat
aaaatttgta
aattatgata
tattttttat
ttaaattcta
gattttaatt
tcctataagt
Ltecatagee

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
180
840
500
960
962

60.
120
180
240
360
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
260
1020
1080
1088
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<210> 5

«<211> 966
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 5

aatgccatcg
amagtgaaat
aagtgaaatg
attgaaattg
atttatatat
ttcttttagt
tcactctgat
gtgataacat
gactgtaaga
cctataagta
gtaccttttc
aaccagtcag
gtacgtacgtl
taacaacatt
aacctttaaa
ataatgctag
caaagc

<210> &

<211> 1369
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 6

atggataaaa
aatatttata
cttggtcgga
agcacaatta
tLtatgaattt
taccttttac
gtoctttigtg
ttlatgtaga
gatcaatgac
aaatgagtca
agaagatgag
tgaacattga
ctatagttta
tgaatttgaa
tttecaactat
cttaggtgte
tgacaatgag
tggattgagc
actgaatgca
aaatacaaaqg
aaatacaags
tcatacttgg
tcectgecatcet

Glycine max

Glycine max

tatcgtgtca
gcagcagcayg
cageggecagce
tcttattatt
attatattta
ccatgtattc
caagaaaaca
catattttac
gtaaaaatga
atcttttttyg
acaaaaccta
caccgtaagt
atttectitt
aaattttaaa
aattataaaa
tataaatagg

aabctagcat
aatattrLtt
taaacaaccc
t.gaaggcaaa
ttcagggaaa
taagttggac
gacatgattt
gtttgtaggt
daacaaaatga
agaataagct
tggagggaga
agtctaattt
agtgtcattce
tttatagagt
ggtttagtct
atgaggcatg
gtgtaacaag
ttctceccaat
cglgaaatta
actgaaaaat
ctcaaaaata
tctattgatce
ctgactcaat

(soya)

caatggaata
cagcagacta
agacctgagt
aaatattteg
agacagatat
ttctattttt
ttgttgacat
taatataacg
aatgtttgaa
ggatcaatty
coccttgttag
atatagtgaa
ttgtttagtt
tttacgtcta
gaaatattaa
ggcatgactc

{soya)

tctetectttt
taatgcttaa
tcatsacatg
aacatggcac
atagcatgtt
gtgattttgt
tgattgtgat
cttggatctt
agaagtaaga
taccaccata
gggagagaga
cttaaatgat
aaaattggag
caaattttga
gctaatccaa
taaaatataa
caaatgctca
tcaattaaat
caaaactatc
cetatattat
atgaaatecct
gaaaatctac
cttttaagtc

promotor/regidén reguladora 5' de LE

cagcaatgaa
gagtgctaca
gctatataca
ttttatatta
atttatttgt
tcaatttaac
aaaactatta
tcgecatttta
aaggttaatt
tatatcattg
tcaaaccaca
gaaggctgat
tttgaattta
attatatatt
ttttgataaa
cccatgecatce

promotor/regién reguladora 5' de P34

ctecacltagea
tgactcaata
acatacaatt
acaaaaggta
cgtcttgatt
ctatgttcag
ttcatgttaa
tttcattaat
aaggtgattg
ggaagtcatg
tgacacaaaa
caaaattgaa
aaaaatttag
gtcaaaattt
tatcaagtcc
aggacatgla
ccttoccttt
ttctttttta
tcamatacaa
cagagtaccc
aatataatat
cttaaggctc
tccaaccatg

caaatgctat
aatgcttaic
attagacaca
attttttaaa
gattataaat
tttttatttt
acataaaatt
acgttttttt
gcatactaac
agatacgata
cataagagag
aacacactct
attaattaaa
gtgatgtata
caacttttga
acagtgcaat

tattaaatta
cacggcceagt
ataatggaaa
cttgttttaa
ctettgaaga
gagaaaataa
gggagtaagqg
gaagtcattt
gagacctcat
aataagagct
Lttatgecte
aaaatacaca
atttctattc
cattaattat
aaagttcttc
caaagtatga
aggctggtco
acacacacat
aaactagtct
tccttacact
atgtacaaaa
atgagaatcc
actttggta

cctcttgaga
ctettgagaa
gagtctatta
ttttaattaa
gtgtcacttt
tatttttaag
atgttaacat
aacaaatatc
tattttittet
ttaaatatgg
gatggattta
attattgtta
atatatatge
ataaattgtc
aaagtaccca
ttagctgaag

acgatccaga
caaggtcaac
attctcatat
ctataaacga
actttttagg
aggataaaat
atgatgtagt
gcttcttigaa
ttttaagaaa
tgaaagtaag
aaataaggtc
cacaagacct
aaatttcact
aatcagtgaa
actaagtgtg
ccatatgatg
aaaatttaat
caaatagtgc
aggtgtccta
atggagtcct
ataagtggat
taaggtcttc

60

120
180
240
300
360
429
480
540
600
660
720
T80
840
900
960
966

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1369
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<210> 7

<211> 2262
<212> ADN
<213>

220>
<223>

<400> 7

tggatattta
ggtaattcac
ttgcaggaaa
tcagtgttgg
aacttgctta
tcctatgaat
actttaagga
aaaatttggt
cttiggaacc
agtgtttaac
atgcctagga
ttccctattce
aattgttaga
tttattaatt
aaaagatcag
acaaacttgc
gtgtttaatg
aaagtaaaat
gagaaacgtt
ataatggagt
gataattcat
tggttaggaa
gaatttaaca
attttaaaaa
ttcatatgac
gagaaagaaa
daagaaaata
tatttaggta
atattaatta
ttatcaataa
daaaaagtaa
taagagaaca
actaacatgg
gcaaaagttt
cgtctitgett
ttgeccaccceeo
atatatatat
aagaaattaa

<210> 8

<211> 1387
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 8

gtttcacaty
tcaatgactc
gatgcececttt
ctagaaaata

agtcttctat
atgaattcat
ctacctcagt
gaaacccatyg
gtatcttatc
cttgtgctag
gacgttgceec
gagtttatca
tcattctaac
gtatatctgt
gttgaatcat
aagttgatgt
tgagtggaag
gggttcgacc
tettctctca
tgttcgaact
gatctagaat
tggttattac
ttcaatgaat
ttttaaaaat
agcttagagc
ttttttttta
gtgegtecata
aaatatgaca
ctaaagtcag
cctcacacaa
attatttttt
ttgattggca
tattcatgeca
tttattatta
ttaattttat
attataaacg
tgtctctcea
tgtctgttta
getacttacg
attcatcact
atatatatat
gagagttttt

atccttecatt
ttaagttgtg
cattattcca
aatatittaa

Glycine max (soya)

aatatttcat
tctettgttt
tgttgtagat
ctttcttaat
ctgtttgtta
agaagactta
tgttecactt
ccttgeccocett
accaccctat
gtgaacacag
ttgtaacttt
tagctccagt
aggaacctgt
atattagtgt
tgtcagattc
acgaagtcag
actgtitgta
atttggaaaa
aatttaatag
attacaacaa
aatacgacat
gtatgtctga
tgaacttaca
gatgcaateot
agaaatattt
tgaatagacc
attitticac
tatgagtgta
ttatttgttt
aattttatag
aataaaaatt
gagagtatta
tcattttcgt
tggtttitgtea
agacacgtac
ccteceetitt
atatatatat
tttgttccte

Glycine max {soya)

ctgtgtgget
acttatgget
tcccaaatta
gagaattaat

promotor/regién reguladora 5' de GBP

ttagageccag
ctatacagct
gtgcaaaact
tcacagagat
ttcatttttg
cgatgctaaa
ccaattaggt
tgccatgatt
gatgggttag
ttacaaacgc
accaatttag
tagtgatggt
ttgattgtta
ttgatitgag
atgggttggt
tottaclttat
gctaaaccta
aaagaaataa
trtrttttita
tectgtitete
ggttaggaag
cataattitt
cactcattat
tattttcact
taaaaagata
aaattagacc
attacattta
catgaatttt
tctgtettte
ttgatgatga
aaaaaataat
tatttagttt
aggaaaaaac
tatacccagc
attaacactt
cocttetettt
atatataaac
actgaccaaqg

promotor/regidn reguladora 5' de SMP

taggagactc
tcatgtttaa
actaatgttt
atttagttgg

aagccaggtt
attattttte
tgtatggata
acattlLaaac
gcagttggtc
acaggacggg
aactgctatc
caattaaaag
acgcaaaatc
attecttgtt
tcattactac
catttcactc
tggttctagt
ctatagatag
actctlittta
tgggtaacat
tcttatcata
tctaggccea
tazaaaaata
taaggttttt
cataaaaaaa
taaatgttit
attttttaac
ttttatactt
aatacgataa
tatttatttt
tatttttecta
tttttttaaa
attttctatt
atatataaga
tattttgaga
tatgtaccgt
attataggag
tctacttgge
gtcctagcta
atatttatat
aagcacaatg
cc

aacttcagag
taaattactt
aagattttet
gggataattt

caaaggaata
catcttagtg
tatatactgt
ttLttttaga
ctaaagatac
gcatgecetga
gtgatgaaca
cgtgtttgga
tagactgggt
taatgctacc
tagcattctt
tataaacttt
tctagtgatt
ttttttecece
tccagttcca
gtgggttitg
aagggcctaa
ctggcacact
ttaataaaaa
taatagttca
atatacgaca
ggcitcatat
cttttamalg
tcactactge
agaatacgat
cctiagaaat
tcactttcte
aaaagcgtaa
taatcttacg
Jatataaata
taasaaattt
gtacgtgtct
tatgaaaaaa
agcaattacc
gtgcatgcaa
atatatatat
catcatctca

tccgtgatga
catagacaat
ttacacaaaa
taattattag

60
120
180
240
300
360
429
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1089
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2262

60

120
180
240
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aatattcttg
ttatgtatat
tttaaatatt
agctagagtt
cgaaacttac
tetttatttt
ctttattaca
ttttgttaat
aagkttcgatg
attbtaaaat
tttatgttaa
tacttatatt
atcgttttga
gtttgacttg
gggaccgagt
acacatctit
caccaaaaga
cacaaccctc
tcaatatcta
tttttca

<210> 9
<211> 24
<212> PRT

ttttctctet
atatatgtga
tttttaaagg
atgttaaata
aataagttca
ttggttaaac
ttaaatttta
ttttitcata
gaattcaagc
ttaaaataaa
aaacatgagt
aaatagttqgyg
ttttaatttc
gatttggtta
gaccgataac
tacgttacat
gcatcteata
acctatatat
cacaaaagtg

taatttcaat
aaattagaat
ttaaaattat
caggtcagaa
gcagtgatct
gttgeottttt
aaatttctat
agaacactaa
tcatgaaatt
aaaaaaaagg
aaticattaa
tgaaaattita
accactcgag
cteccttecce
aacaccgatt
ttcattatta
acaacgtgtc
zaattatcaa
ttccacttga

<213> Arabidopsis thaliana

<220>

aaatatatta
aaatattttyg
agtcattttg
aaataaaact
tttgtctcat
agtttattat
tttgtbtttit
tacttagaza
ttatgttaasa
amagttcgat
tattttaaaa
aaaaaagatg
tgggatgcac
caacacgcectg
tccaaatata
gatgctttca
acacctccea
accctectte
gtgaaaagta

gtaaattttt
aatatttcaa
gaacatagac
catgaazaatt
ttttttacat
gttttagtaa
ttatgttett
agaataaaaa
aacatgagta
ggaattcaag
tttaaaataa
cacgtttaaa
atttagacaa
ccaccttcta
tatctcattc
atcgttaaga
agcacacgtg
catteccteeca
gtgtgttaag

<223> Becuencia de sefial ER de un gen anhidrasa carbdnica alfa (NP_850685)

<400> 9

taaaacaaca
tatcaaccaa
agtaatatgy
tgtaaaccaa
ttetttagtc
ttitttitta
gaaaatitta
aaaaaaagga
attcattaat
ctcatgaaat
ttaattgttt
caaggttgga
ggatggaatc
gggaaggtaa
ctaagctcac
cacatgtcac
tcactcacaa
catctcaatc
aactaaacaa

Met Lys Ile Met Met Met Ile Lys Leu Cys Phe Phe Ser Met Ser Leu

1

5

Ile Cys Tle Ala Pro Ala Asp Ala

<210> 10
<211> 24
<212> PRT

20

<213> Oryza sativa Japonica

<220>

10

i5

300
360
420
480
540
600
660
720 ¢
780
840
206
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1387

<223> Secuencia de sefial ER de una proteina sin nombre {BAGR7020)

<400> 10

Met Rla Ala Ser His Gly Asn Ala Ile Phe Val Leu Leu Leu Cys Thr

1

5

Leu Phe Leu Pro Ser Leu Ala Cys

<210> 11
<211> 24
<212> PRT

20

<213> Arabidopsis thaliana

<220>
<223>

<400> 11

10

Secuencia de sefial BR de riboforina I

15

(AT2G01720)

Met Ala Ala Arg Ile Gly Ile Phe Ser Val Phe val Ala val Leu Leu
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1

5

Ser Ile Ser Ala Phe Ser Ser Ala

<210> 12
<21i>» 21
<212> PRT

20

<213> Arabidopsis thaliana

<220>

10

15

<223> Secuencia de sefial ER de guitinasa bésica de A, thaliana

<400> 12

Met Lys Thr Asn Leu Phe Leu Phe Leu Ile Phe Ser Leu Leu Leu Ser

1

5

Leu Ser Ser Ala Glu

<210> 13
<211> 447
<212> ADN

<21i3> Glycine max

<220>

<223> Terminador (TED 3-prima) de Glicinina

<400> 13

agcccttttt
aaataataat
taaaataata
agaaattcca
tttttecttic
atagbtaget
agactaaaat
gtcttatcag

<210> 14
<211> 445
<212> ADN

<213> Glycine max

<22G>

<223> Terminador (TED 3-prima) de gen Gyl de soya para subunidad
Gl deglicinina {(No.

<400> 14

ageectttit
aaataataat
taaaataata
agaaattcca
tttetttett
agttagecttg
actaaaattg
cttatcaggt

<210> 15
<Z11> 133
<212> ADN

<213> Glycine max

20

gtatgtgcta
aataataatg
atgtaagtac
atgagttttce
ttetgagett
tgatcgatga
tgaaagtatt
gttcttcatyg

gtatgtgcta
aataataatg
atgtaagtac
atgagttttc
ctgagcttct
gtcgatgata
aaagtattge
tettcatgac

{soya)

ccccactitt
aataagaaaa
tctetataat
tgtcaaatct
cttgcaaaac
tatctttagg
gcagacccaa
acttgga

(soya}

ccccactttt
aataagaaaa
tctetataat
tgtcaaatct
tgcaaaacaa
tectttaggaa
agacccaata
ttgga

(soya)

10

gtctttttygg
caaaggcttt
gagtcacgaa
tcttttgtet
aaaaggcaaa
aagtgttggce
tagttgaaga

gtctitttgg

caaaggcttit,

gagtcacgaa
tettttgtet
aaggcaaaca
gtgttggcag
gtigaagatt

caatagtgcet
agcttgectt
acttitgegg
ctctctetet
caataacgat

aggacaggac
ttaactttaa

Registro X15121.1)

caatagtgcet
agcttgecott
acttttgcgg
ctetetetet
ataacgattg
gacaggacat
aactttaaga

15

agcaaccaat
ttgttcactg
gaataaaagg
ctettttttit
tggtccaatg
atgatgtaga
gaatgaagac

agcaaccaat
ttgttcactg
gaataaaagy
ctecttttitt
gtccaatgat
gatgtagaag
atgaagacgt

60

120
180
240
300
360
4290
447

60

120
180
240
300
360
420
445
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<220>
€223> Terminador (TED 3-prima) de Beta conglicinina

<400> 15

aataagtatg tagtactaaa atgtatgctg taatagectca tagtgagcga ggaaagtatc 60
gygctattta actatgactt gagctccate tatgaataaa taaatcageca tatgatgett 120
ttgttttgtg tac 133

<210> 16

<211> 132

<212> ADN

<213> Glycine max (soya)

<220>
<223> Terminador (TED 3-prima) de gen (alfa-prima-bcsp) de proteina

de almacenamiento de Beta-conglicinina (No. de Registro M13759.1)

<400> 16
ataagtatgt agtacltaaaa tgtatgctgt aatagctcat agtgagcgag gaaagtatcg 60
ggctatttaa ctatgacttg agctccatet atgaataaat aaatcagecal atgatgettt 120

tgttttgtgt ac 132
<210> 17

<211> 188

<212> ADN

<213> Glycine max (soya}

<220>

<223> Terminador (TED 3-prima) de KTI

<400> 17

gacacaagtg tgagagtact aasataaatgc tttggtitgta cgaaatcatt acactaaata 60
aaataatcaa agcttatata tgcecttctaa ggccgaatgc aaagasattg gttcttetceg 120
ttatcittge cactttacta gtacgtatta attactactt aatcatcttg ttacggetca 180
ttatatec 188.
<210> 18

<211> 325

<212> ADN

<213> Glycine max (soya)

<220>

<223> Terminador {TED 3-prima) de LE

<400> 18

atglgacaga tcgaaggaag aaagtgtaat aagacgactc tcactacteyg atcgctagtg €0
attgtcatty ttatatataa btaatgttatc tttcacaact tategtaatg cattgtgaaa 120
ctataacaca tlhtaatccta cttgtcatat gataacactc tcceccatbta azactcttgt 180
caatttaaag atataagatt ctttaaatga ttaaaaasaa tatattataa attcaatcac 240
tcctactaat aaattattaa ttaatattta ttgattaaaa aaatacttat actaatttag 300
tctgaataga ataattagat tctag 325
<210> 19

<211> 213

<212> ADN

<213> Glycine max

<220>

(sovya)

<223> Terminador (TED 3-prima) de P34

<400> 189
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gccgtaaagg tLcaatacaa cgagtgettg ttttcocttagg gacaagcatt gtacttatgt
atgattctgt gtaaccatga gtcttccacy ttgtactaat gtgaagggca aaaataaaac
acagaacaag ttcgtttttc tcasataatyg tgaaggtaga aaatggaace atgcctecte
tettgeoatgt gatttaasaat attagcagat ggt

<210> 20
<211> 246
<212> ADN

<213> Glycine max (soya)

<220>

<223> Terminador (TED 3-prima) de GBEP

<400> 20
gaggtttaga
agcticagag
taaattagce
gccacttgta
ctccaa

<210> 21
<211> 475
<212> ADN

<213> Glycine max

<220>

<223> Terminador

<400> 21

Ltaaaacgty
tatatattgt
aaaaaaaaaa
catltcaaca
atgggcagta
gactgaactyg
aaaacaccag
ttatcactgt

<210> 22
<211> 18
<212> ADNW

acaatcaaga
actctttaaa
agatggagtt
ttgttagcta

atctatgata
catgttgtat
tgtgtagtac
ataaacattt
tecatctaaza
aactgaatga
atattaactt
ctgtatcatc

aaaggtgtge atgtggctga

ttaaattttc
tatgtgtatc
tctottatgyg

{soya}

caacaatatt
gtttttacat
gtgtaaggtt
tgcgogttct
ctbatttteca
teetttttte
agccagtatyg
tttaattctt

<213> Secuencia Artificial

<220>

tgtattttgt
taaatgcagg
tagcagaata

(TED 3-prima) de SMP

agtatatata
tttggtttge
ttgaagattg
tgtacacgta
tccatcatag
ttttttaatt
aattttaact
ttttcatatt

agatcacggg
gttatatgte
gatgctaatg
agacgtaaac

gacgcatgca
tigtttacat
gttctaggct
gtgatgagaa
aatttggatc
tcattcacta
attttgtcta
atttatatta

gaatgtatta
actagttctt
gaataaaalg
tggttctttg

gtttatatag
tctcttcaaa
cecgbtgggaac
gagatgcctt
tattggactg
acaaatacat
atgctatgac
aataa

<223> Secuenciz de seflal de retencién en ER (marcador de
retencidén codifica KDEL seguido por 2 codones de paro)

<400> 22
aaggatgaac

<210> 23
<211> 4
<212> PRT

tttaatga

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Marcador de retencién en ER - XDEL

<400> 23

Lys Asp Glu Leu

1

60

120
180
213

60

120
180
240
246

60

120
180
240
300
360
420
475

18



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

24

21

ADN

Secuencia Artificial

Secuencia de sefial de retenciédn en ER (marcador de
retencidén codifica KHDEL seguido por 2 codones de parxo)

249

) aagcatgatg aactttaatg a

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223»

<400>

25

5

PRT

$ecuencila Artificial

Marcador de retencidédn en ER - KHDEL

25

Lys His Asp Glu Lesu

10 M

<210>
<211>
<212
<213>

<220>
<223>

15 <400>

26

]

PRT

Secuencia Artificial

Secuencia de sefial de retencién en ER (marcador de
retencién codifica HDEL)

26

His Asp Glu Leu

1

<210>
<211>
212>
<213>

<220>

<223>
. 20

<440>

27

q

PRT

Secuencla Artificial

Marcador de retencidén en ER - KEEL

27

Lys Glu Glu Leu

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
25 <223>

28

(4]

PRT

Secuencia Artificial

Marcador de retencién en ER - SEKDEL
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400> 28

Ser Glu Lys Asp Glu Leu

1

<210> 29
<211> &
<212> PRT
«<213>

<220>

<223>» Marcador de retencién en ER - SEHDEL

<400> 29

5

Secuencia Artificial

Ser Glu His Asp Glu Leu

1

<210> 30

211> 920
<212> ADN
213>

<220>
<223>

<400> 30

ccaaagcaca
acatacttta
aaagtcatga
aaatagaaaa
catatatctt
ttatatctac
aactagagtg
aatttagaga
ctcgaaaaat
aaagctatta
taaagacaca
gcatcatata
Lttatcctte
acaaaatgtc
ggcagagotl
tttctectect

<210> 31

<211> 178
<212> ADN
<213>

<220>
223>

<4Q00> 31

5

tacttatega
aatacataac
agtatgtatc
gatacatcta
gatctagata
ttcagaaata
agaaatacac
aacaaatctg
aaatgaaaga
aaggagtaat
ttttagattg
catgtatccg
aagtcaactt
aggcccaatt
acactctcat
ccaggcgaag

Solanum tuberosum

tttaaattte
aaattttaaa
aaatacacat
gtgaaattag
atltaacgatt
acaatatact
attgttctct
aatttctaga
aattagactt
attcttctta
tatctaaact
acacaccaat
aagcccaata
acgaagaaaa
tccatcaaca

Solanum tuberosum

terminador de Ubigquitina 3

10

atcgaagaga
tacatatatc
atggaaaaaa
gtgcatgtat
ttgatttatyg
tttatcagaa
agacatacaa
agaaaaaaat
ttttaaaaga
cattaagtat
taaatgtatc
tctcataaaa
tacattttca
gggctigtaa
aagaaaccct

promotor/regidn reguladora 5' de Ubiquitina 3

ttaatatcga
tggtatataa
ttaactattc
caaatacatt
tataatttce
caitcaacaa
aattgagaaa
aattatgcac
tgttagacta
tttagttaca
tagaatacat
aacgtaatat
tctctaaagg
aaccctaata
aaaagccygca

ataatcatat
ttaattettt
ataatttaaa
aggaazaaggg
aaatgaaggt
agcaacaacc
agaatctcaa
tttgctattg
gatatactca
gtectgtaat
atattigaat
cctaaactaa
cccaagtggce
aagtggcact
gcgecactga

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
%00
920

ttgatttlaa tgtttagcaa atgtcttate agtttictet ttttgtcgaa cggtaattta 60
gagttttttt tgctatatgg attttcgttt ttgatgtatyg tgacaaccct cgggathbglt 120
gattiatttc azaactaaga gtttttgtet tattgttctc gtctattttg gatatcaa 178

<210> 32
<211> 174
<212> ADN

<213> Sclanum tuberosum
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<220>

11

<223> terminador de mondmero de Ubiguitina/preteina ribosdmica
{Genbank No. de Registrc 211669.1)

<400> 32

tittaatgtt tagcaaatgt cttatcagit
ttttttttge tatatggatt ttocgtttttg
ttatttcaaa ackaagagtt tttgcttatt

<210> 33
<211> 1026
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<220>

<223> ORF de gen de resistencia

<400> 33
atgaaaaagc
agcgtetacy
gtaggagggc
cgttatgttt
ggggcattca
caagacctgc
gcgatbtecgetyg
atcggtcaat
cactggcaaa
ctgatgcttt
Lccaacaatlg
atgttegyygy
tgtatggagc
cggctecggy
ggcaatttcg
gccgggacty
tgtgtagaag
gaatag

<210> 34
<211> 717
<212> ADN

ctgaactcac
acctgatgca
gtggatatgt
atcggcactt
gcgagagect
ctgaaaccga
cggccygatcet
acactacatg
ctgtgatgga
gggccgagga
tcctgacgga
attcccaata
agcagacgcg
cgtatatgect
atgatgcage
tegggegtac
tactcgcega

cgecgacgtet
gctctcggag
cctgcgggta
tgcatcggcc
gacctattgce
actgecegcet
Lagccagacg
gcgtgattte
cgacaccgtcoc
ctgceccegaa
caatggeege
cgaggtegee
ctacttecgag
ccgecattggt
ttgggcgcag
acaaatcgcecco
tagtggaaac

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223» Secuencila sintética de Proteina Fluorescente Verde

Ltctecttttt gtcgaacggt aatttagagt 60
atgtatgtga caaccctcgyg gattgttgat 120
gttctegtet attttggata tceaa

a Higromicina

gtcgagaagt
ggcgaagaat
aatagctgcg
gcgetcccga
atctcecegeco
gttetgeage
agcgggttog
atatgcgcga
agtgcgtecg
gtccggeace
ataacagegyg
aacatcttct
cggaggcatc
cttgaccaac
ggtcgatgeg
cgcagaagcyg
cgacgecceca

(hph)

ttctgatega
ctecgtgeltt
ccgatggttt
ttccggaagt
gtgcacagygg
cggtcgegga
gcccattegg
ttgcltgatec
tcgegeagge
tegtgecacge
Lcattgactyg
tetggaggcece
cggagcltge
tctatcagag
acgcaatcgt
cggcegtety
gcactcgtceo

derivada originalmente de Aequorea Victoria

<4Q00> 34

atgttcagta
ggtgatgtta
ggaaaactta
cttgtcacta
cggcacgact
ttecaaggacg
gtcaacagga
aagttggaat
ggaatcaaag
gaccattatc
tacctgtcca
cttcttgagt

daggagaaga
atgggcacaa
cccttaaatt
chttctetta
tcttcaagag
acgggaacta
tcgagettaa
acaactacaa
ctaacttcaa
aacaaaatac
cacaatctgce
ttgtaacagc

acttttcact
attttctgtc
tatttgcact
tggtgttcaa
cgccatgcct
caagacacgt
gggaatcgat
ctcececacaac
aattagacac
tccaattggce
cetttegaaa
tgctgggatt

ggagttgtcc
agtggagagyg
actggaaaac
tgecttitcaa
gagggatacyg
gctgaagtca
ttcaaggagg
gtatacatca
aacattgaag
gatggccetg
gatcccaacg
acacatggca

caattcttgt
gtgaaggtga
tacctgttcc
gatacccaga
tgcaggagag
agtttgaggy
acggaaacat
cggcagacaa
atggaagcgt
tcecttttace
aaaagagaga
tggatgaact

aaagttcgac
cagcticgat
ctacaaagat
gcttgacatt
tgtcacgityg
ggccatggat
accgcaagga
ccatgtgtat
tctecgatgag
ggatttecgge
gagcgaggeg
gtggttgget
aggatcgccg
cttggttgac
ccgatccgga
gaccgatggce
gagggcaaag

(GFP)

tgaattagat
tgcaacatac
atggccaaca
tcatatgaag
gaccatctct
agacaccclc
ccteggecac
acaaaagaat
tcaactagca
agacaaccat
ccacatggtc
atactga

174

60
120
i80
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020
1026

60

i20
180
240
300
360
420
480
540
600
660
717




10

15

20

25

<210> 35
<211> 2583
<212> ADN

<213> Aspergillus kawachii

<220>
<223>

<400> 35
atgaggttca
gaattggctt
gcgcaggcat
aatcltgacca
cceegattgg
gactacaact
gcatacctece
ttgggtccag
ttcteceoeccg
gatgctggtyg
caggcgcctg
gacgataaga
gctggegety
tacactctga
tgggcggete
ggagacgtcg
ctcaacggaa
tactacaagg
gatgaatacg
tacgtgaacg
gtgctectca
atcggagaag
gacaatggaa
acccccgage
accgataact
gtctttgtca
cgcaagaacc
tgcaacaaca
gacaacccca
tctetitgecy
ggraagachte
gcccecccagg
aacgagacecc
aaccttgagg
gcagegcecaa
cagaagatca
ggggatgcta
tctgegeaac
gagctcatce
ccccaactgt
gagecgcatca
gaccttgcaa
gtgtttgtcg
taa

<210> 36
<2i1> B&O
212> PRT

ctttgattga
actcccecace
accagcgcegc
caggaactgg
gagttcegyg
ctgctttcec
gcggcaaggc
ctgccggeoco
acccggcect
Lggtcgegac
aagcccaagyg
ctatgcacga
tgatgtgcecte
acaagctgcet
accatgctgg
actacgacag
cggtgecececa
teggecgiga
gctacaagta
tgcaacgcaa
agaacgacgg
atgcgggcectc
cattggcgat
aggcecatctc
gggctatcga
acgccgactc
tgaccctgtg
ccattgttat
atgttaccgce
acgtectcta
gtgaggccta
aagacttcgt
cgatctacga
tgcaggttet
cttttggaga
ccaagttcat
gctacggaca
cgatcctgee
gcgtgteggt
atgtttcect
cgctgcagcc
actggaatgt
gaagctccte

secuencia CDS original de

ggcggtgget
gtattaccca
tgttgatatt
atgggaattg
aatgtgttta
ttceggtatg
tatgggtcag
tctcggtaga
aagtggtgtg
ggctaagecac
ttatggattt
gctgtaccte
ctacaaccag
caaggccgag
tgtgagtggt
tggtacgtct
atggcgtgtt
ccgtcigtgg
ctactatgtg
ccacagcgaa
cgetetgect
caacccttat
gggctgggga
aaacgaggtyg
tcagattgag
tggcgaggygt
gaggaacdgc
cattcactct
tattctctgyg
tggccgtgte
ccaagattac
cgagggcgtce
gttcggetat
gagcgeceoo
ggttggaaat
ctacccctgyg
ggactcctecg
tgctggtygge
gaccatcaag
tggcggcecec
gtcagaggag
tgagaagcag
gcggaagcecyg

<213> Aspergillus kawachii

<220>

12

Beta glucosidasa (No.

ctcactgctg
tcecceottggg
gtctegeaga
gagctatgtg
caggatagcce
aacgtggctyg
gaatttagtg
agtcccgacg
ctetttgcag
tacattgcct
aacatttccg
tggccctteg
atcaacaaca
ctygggtttce
gctttggeag
tactggggta
gatgacatgg
actcctecca
teggagggac
ctgatccgce
ttgactggta
ggtgccaacy
agtggtacty
ctcaagaaca
gcgcettgeta
tacatcaatg
gataatgtga
gtcggecceag
ggtggtctge
aaccccggtg
ttggtcaccy
ttcattgact
ggtctgagct
gegtacgagc
geghegaatt
cbtcaacagta
gactatcttc
ggtcelggeyg
aacaccggca
aacgagccca
acgaagtgga
gactgggaga
cegeteeggg

tctegetygge
ccaatggeca
tgacattggco
ttggtcagac
ctctgggegt
caacctggga
acaagggtgc
gtggtcgtaa
agaccatcaa
acgagcaaga
agagtggaag
cggatgeccat
gctatggetg
agggctttgt
gattggatat
caaacctgac
ctgtcecgeat
acttcagctce
cgtacgagaa
gecattggage
aggagcgect
gctgcagtga
ccaacttecce
agaatggtgt
agaccgccag
tcgacggaaa
tcaaggcltge
tcttggttaa
ccggtcagga
ccaagtcgcc
agcccaacaa
accgcggatt
acaccacttt
ctgcttcggg
acctctaccc
ccgatctega
ccgagggagc
gcaacccteg
aggttgctgy
agatcgtget
gcacgactct
Lbtacgtcgta
cgtctctgece

Reg. AB003470)

cagcgctgat
gggcgactgg
tgagaaggtc
tggcggggtt
tcgegactee
caagaatctg
cgatatccaa
ctgggagggce
gggtatccaa
gcatttcegt
cgcgaaccte
ccgtgegggt
ccagaacagc
catgagtgat
gtctatgcca
cgttagcgtg
catggcogec
atggaccaga
ggtcaaccac
ggacagcacyg
ggtcgegett
ccgtggatge
atacctggtyg
attcaccgce
tgtctctett
cctgggtgac
tgctagcaac
cgaatggtac
gtctggecaac
ctitacctgg
cggcaatgga
cgacaagcgc
caactactcg
tgagactgag
cgacggactg
ggcatcttct
caccgatggce
cctgtacgac
tgatgaagtt
gcgtcaattc
gacgecgecgt
tcccaagalg
tactgttcac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
500
960
1020
1080
11407
1200
12690
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
Z583

<223> secuencia de proteinas de longitud completa de Beta glucosidasa
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<400> 36

Met
1

Ala
Trp
Asp
Gly
65

Pro
Val
Ala
Gly
Ala
145
Phe
Lys
Ala
Gly
Met
225
Ala
Cys
Phe
Ser
Tyr
305
Leu
Ile
Pro
Tyr
Gln
385
Val
Leu

Asn

Trp

(No.

Arg
Ser
Ala
Iie
50

Thr
Arg
Arg
Ala
Gln
130
Gly
Ser
Gly
Tyr
FPhe
210
His
Gly
Gln
Gln
Gly
290
Asp
Asn
Met
Asn
Val
370
Arg
Leu
Val

Gly

Gly
450

de Registro BAA19913)

Phe Thr

Ala Asp
20

Asn Gly

35

Val Ser

Gly Trp
Leu Gly

Asp Serx
100

Thr Tzp

115

Glu Phe

Pro Leu
Pro Asp

Ile Gln
180

Glu Gln

195

Asn Ile

Glu Leu
Ala val

Asn Ser
260

Gly Phe

275

Ala Leu

Ser Gly
Gly Thr

Ala Ala
340

Phe Ser

355

Ser Glu

Asn His
Leu Lys

Ala Leu
420

Cys Ser

435

Ser Gly

Leu
5

Glu
Gln
Gin
Glu
Val
BS

Asp
Asp
Ser
Gly
Pro
165
Asp
Glu
Ser
Tyr
Met
245
Tyr
Val
Ala
Thr
Val
325
Tvr
Ser
Gly
Ser
Asn
405
Ile
Asp

Thr

ile
Leu
Gly
Met
Leu
70

Pro
Tyr
Lys
Asp
Arg
150
Ala
Ala
His
Glu
Leu
230
Cys
Thr
Met
Gly
Ser
310
Fro
Tyr
Trp
Pro
Glu
390
Asp
Gly

Arg

Ala

Glu

Ala

Asp

Thr
55

Glu
Giy
Asn
Asn
Lys
135
Ser
Leu
Gly
Fhe
Ser
215
Trp
Ser
Leu
Ser
Leu
295
Tyr
Gin
Lys
Thr
Tyr
375
Leu
Gly
Glu

Gly

Asn

455

Ala
Tyr
Trp
40

Leu
Leu
Met
Ser
Leu
120
Gly
Pro
Ser
Val
Arg
200
Gly
Pro
Tyr
Asn
Asp
280
Asp
Trp
Trp
Val
Arg
360
Glu
Ile
Ala
Asp
Cys

440
Phe

Val
Ser
25

Ala
Ala
Cys
Cys
Ala
105
Ala
Ala
Asp
Gly
Val
185
Gln
Ser
Phe
Asn
Lys
265
Trp
Met
Gly
Arg
Gly
345
Asp
Lys
Arg
Leu
Ala
425

Asp

Pro

13

Ala
1¢

Bro
Gln
Glu
Val
Leu
90

Phe
Tyxr
Asp
Gly
Val
170
Ala
Ala
Ala
Ala
Gln
250
Leu
Ala
Ser
Thr
Val
330
Arg
Glu
Val
Axrg
Pro
410
Gly

Asn

Tyr

Leu
Pro
ala
Lys
Gly
15

Gln
Pro
Leu
Ile
Gly
155
Leu
Thr
Pro
Asn
Asp
235
Ile
Leu
Ala
Met
Asn
315
Asp
Asp
Tyr
Asn
lle
395
Leu
Ser

Gly

Leu

Thr
Tyr
Tyr
Val
&0

Gln
Asp
Ser
Arg
Gln
140
Arg
Phe
Ala
Glu
Leu
220
Ala
Asn
Lys
His
Pro
300
Leau
Asp
Arg
Gly
His
380
Gly
Thr
Asn
Thr

Val
450

Ala
Tjr
Gln
Asn
Thr
Ser
Gly
Gly
125
Leu
Asn
Ala
Lys
Ala
205
Asp
Ile
Asn
Ala
His
285
Gly
Thr
Met
Leu
Tyr
365
Tyr
Ala
Gly
Pro
Leu

445
Thr

Val
Pro
30

Arg
Leu
Giy
Pro
Met
110
Lys
Gly
Trp
Glu
His
190
Gln
Asp
Arg
Ser
Glu
270
Ala
Asp
Val
Ala
Trp
350
Lys
Val
Asp
Lys
Tyr
430

Ala

Pro

Ser
15

Ser
Ala
Thr
Giy
Leu
95

Asn
Ala
Pro
Glu
Thr
175
Tyr
Gly
Lys
Ala
Tyr
255
Leu
Gly
Val
Ser
Val
335
Thr
Tyr
Asn
Ser
Glu
415
Gly
Met

Glu

Leu
Pro
Val
Thr
Val
80

Gly
Val
Met
Ala
Gly
160
Ile
Ile
Tyr
Thr
Gly
240
Gly
Gly
Val
Asp
Val
320
Arg
Pro
Tyr
Val
Thr
400
Arg
Ala
Gly

Gln

i’
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195

20

25

Ala
465
Thr
Ser
Asn
Asn
1le
545
Asp
Glu
Gly
Asp
Asp
625
Asn
Phe
Glu
Gly
Lys
705
Gly
Ala
Gly
Ile
Val
785
Glu
Leu

Glu

Lys

Ile
Asp
Val
Val
Gly
530
Val
Asn
Ser
Ala
Tyr
610
Phe
Glu
Asn
Pro
Asn
690
Phe
Asp
Thr
Gly
Lys
770
Ser
Arg
Thr

ile

Fro
850

<210> 37
<211> 84

<212>
<213>

<220>

<223>

Ser
Asn
Ser
Asp
515
Asp
Ile
FPro
Gly
Lys
595
Leu
val
Thr
Tyr
Ala
675
Ala
Ile
Ala
Asp
Asn
755
Asn
Leu
ile
Arg
Thr

835
Pro

1

PRT
Secuencia

Asn
Trp
Leu
500
Gly
Asn
Ile
Asn
Asn
580
Ser
Val
Glu
Pro
Ser
660
Ser
Ser
Tyr
Ser
Gly
740
Pro
Thr
Gly
Thr
Arg
820

Ser

Leu

secuencia

BAA19913)

Glu
Ala
485
val
Aszn
Val
His
Val
565
Ser
Pro
Thr
Gly
Ile
645
Asn
Gly
Asn
Pro
Tyr
725
Ser
Arg
Gly
Gly
Leu
805
Asp

Tyr

Arg

Val
470
Ile
Phe
Leu
Ile
Ser
550
Thx
Leu
Phe
Glu
Val
630
Tyrxr
Leu
Glu
Tyr
Trp
710
Gly
Ala
Leu
Lys
Pro
790
Gln
Leu

Pro

Ala

Leu
Asp
Val
Gly
Lys
535
Val
Ala
Ala
Thr
Pro
615
Phe
Glu
Glu
Thr
Leu
695
Leu
Gln
Gln
Tyr
Val
775
Asn
Pro
Ala

Lys

Ser
B55

Artificial

Lys
Gln
Asn
Asp
520
Ala
Gly
Ile
Asp
Trp
600
Asn
Ile
Fhe
Val
Glu
680
Tyxr
Asn
Asp
Pro
Asp
760
Ala
Glu
Ser
Asn
Met

840
Leu

Asn
Ile
Ala
505
Arg
Ala
Pro
Leu
Val
585
Gly
Asn
Asp
Gly
Gln
6E5
Ala
Pro
Ser
Ser
Ile
745
Gliu
Gly
Fro
Glu
Trp
825

Val

Pro

14

Lys
Glu
490
Asp
Lys
Ala
Val
Trp
570
Leu
Lys
Gly
Tyr
Tyr
650
Val
Ala
Asp
Thr
Ser
730
Leu
Leu
Asp
Lys
Glu
810
Asn

FPhe

Thr

Asn
475
Ala
Ser
Asn
Ser
Leu
955
Gly
Tyr
Thr
Asn
Arg
635
Gly
Leu
Pro
Gly
Asp
715
Asp
Pro
Ile
Glu
Ile
795
Thr
Val

Val

Val

Gly
Leu
Gly
Leu
Asn
540
Val
Gly
Gly
Arg
Gly
620
Gly
Leu
Ser
Thr
Leu
700
Leu
Tyr
Ala
Arg
Val
780
Val
Lys
Glu

Gly

His
860

Val
Ala
Glu
Thr
525
Cys
Asn
Leu
Arg
Glu
605
Ala
Phe
Ser
Ala
Phe
685
Gln
Glu
Leu
Gly
val
765
Pro
Leu
Trp

Lys

Ser
845

Phe
Lys
Gly
510
Leu
Asn

Glu

Preo

'Val

590
Ala

Pro
Asp
Tyxr
Pro
€70
Gly
Lys
Ala
Pro
Gly
7540

Ser

Gln

"Arg

Ser

Gln
830
Ser

Thr
Thr
495
Tyr
Trp
Asn
Trp
Gly
575
Asn
Tyr
Gln
Lys
Thr
655
Ala
Glu
Ile
Ser
Glu
735
Gly
Val
Leu
Gln
Thr
815
Asp

Ser

Ala
480
Ala
Ile
Arg
Thr
Tyr
560
Gln
Pro
Gln
Glu
Arg
640
Thr
Tyr
Val
Thr
Ser
720
Gly
Pro
Thr
Tyr
Phe
800
Thr

Trp

Arg

parcial de Beta glucosidasa {(No. de Registro
con secuencia de sefial (19 aa) suprimida
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<400> 37

Asp
1
Gly
Ser
Trp
Gly

65

Ser
Trp
Phe
Ley
Asp
145
Gln
Gln
Ile
Leu
Val
225
Ser
Phe
Leu
Gly
Thr
305

Ala

Ser

Glu

His
Lys
385
Len
Ser
Gly

Asn

Trp
463

Glu
Gln
Gln
Glu
50

Val
Asp
Asp
Ser
Gly
130
Pro
Asp
Glu
Ser
Tyr
210
Met
Tyr
Val
Ala
Thr
290
Val
Tyr
Ser
Gly
Ser
370
Asn
Ile
Asp
Thr
Glu

450
Ala

Leu
Gly
Met
35

Leu
Pro
Tyr
Lys
Asp
115
Arg
Ala
Ala
His
Glu
195
Leu
Cys
Thr
Met
Gly
275
Ser
Pro
Tyr
Trp
Pro
355
Glu
Asp
Gly
Arg
Ala
435

Val

Ile

Ala
Asp
Thr
Glu
Gly
Asn
Asn
1G0
Lys
Ser
Leu
Gly
Phe
180
Ser
Trp
Ser
Leu
Ser
260
Leu
Tyr
Gln
Lys
Thr
340
Tyr
Leu
Gly
Glu
Gly
420
Asn

Leu

Asp

Tyr
Trp
Leu
Leu
Met
Ser
85

Leu
Gly
Fro
Ser
Val
165
Arg
Gly
Pro
Tyr
Asn
245
Asp
Asp
Trp
Trp
Val
325
Arg
Glu
Iie
Ala
Asp
405
Cys
FPhe

Lys

Gln

Ser
Ala
Ala
Cys
Cys
70

Ala
Ala
Ala
Asp
Gly
150
Val
Gln
Sar
Phe
Asn
230
Lys
Trp
Met
Gly
Arg
310
Gly
Asp
Lys
Arg
Leun
350
Ala
Asp
Pro

Asn

ile
470

Pro
Gln
Glu
Val
55

Leu
Fhe
Tyr
Asp
Gly
135
Val
Ala
Ala
Ala
Ala
215
Gln
Leu
Ala
Ser
Thx
295
Val
Arg
Glu
Val
Arg
375
Pro
Gly
Asn
Tyrx
Lys

455
Giu

Pro
Ala
Lys
40

Gly
Gln
Pro
Leu
Tle
120
Gly
Leu
Thr
Pro
Asn
200
Asp
Ile
Leu
Ala
Met
280
Asn
Asp
Asp
Tyr
Asn
360
Tie
Leu
Ser
Gly
Leu
440

Asn

Ala

Tyr
Tyr
25

Val
Gln
Asp
Ser
Arg
105
Gln
Arg
Phe
Ala
Glu
185
Len
Ala
Asn
Lys
His
265
Pro
Leu
Asp
Arg
Gly
345
His
Gly
Thr
Asn
Thr
425
Val

Gly

Leu

15

Tyr
10

Gln
Asn
Thr
Ser
Gly
Gly
Leu
Asn
Ala
Lys
170
Ala
Asp
Ile
Asn
Ala
250
His
Gly
Thr
Mel
Leu
330
Tyr
Tyr
Ala
Gly
Pro
410
Leu
Thr

Val

Ala

Pro
Arg
Leu
Gly
Pro
75

Met
Lys
Gly
Trp
Glu
155
His
Gln

Asp

Arg,

Ser
235
Glu
Ala
Asp
Val
Ala
315
Trp
Lys
Val
Asp
Lys
395
Tyr
Ala
Pro

Phe

Lys
475

Ser
Ala
Thr
Gly
60

Leu
Asn
Ala
Pro
Glu
140
Thr
Tyxr
Gly
Lys
Ala
220
Tyr
Leu
Gly
Val
Ser
300
Val
Thr
Tyr
Asn
Ser
380
Glu
Gly
Met
Glu
Thr

460
Thr

Pro
Val
Thr
45

Val
Gly
Val
Met
Ala
125
Gly
Ile
Ile
Tyr
Thr
205
Gly
Gly
Gly
Val
Asp
285
Val
Arg
Pro
Tyr
Val
365
Thr
Arg
Ala
Gly
Gln
445
Ala

Ala

Trp
Asp
30

Gly
Pro
Val
Ala
Gly
110
Ala
Phe

Lys

Ala

Gly

190
Met

Ala
Cys
Phe
Ser
270
Tyr
Leu
ile
Pro
Tyx
350

Gln

val

Leu

Asn
Trp
430
Ala
Thr

Ser

Ala
15

Ile
Thr
Arg
Arg
Ala
95

Gln
Gly
Ser
Gly
Tyr
175
Phe
His
Gly
Gln
Gln
255
Gly
Asp
Asn
Met
Asn
335
Val
Arg
Leu
Val
Gly
415
Gly
Ile

Asp

Val

Asn
Val
Gly
Leu
Asp
80

Thr
Glu
Pro
Pro
Ile
160
Glu
Asn
Glu
Ala
Asn
240
Gly
Ala
Ser
Gly
Ala
320

Phe

Ser

Len
Ala
400
Cys
Ser
Ser

Asn

Ser
480
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Leu
Gly
Asn
Ile
Asn
5435
Bsn
Ser
Val
Glu
Pro
625
Ser
Sar
Ser
Tyr
Ser
705
Gly
Pro
Thr
Gly
Thr
785
Arg

Ser

Leu

Val
Asn
Val
His
530
Val
Ser
Pro
Thr
Gly
610
Ile
Asn
Gly
Asn
Pro
690
Tyx
Ser
Arg
Gly
Gly
710
Leu
Asp
Tyr

Arg

<210> 38
<211> 86
<212> PR

<213>

<220>

<223>

1

Reglstro BAR19913)

Phe
Leu
Ile
515
Ser
Thr
Leu
Phe
Glu
595
Val
Tyr
Leu
Glu
Tyr
675
Trp
Gly
Ala
Leu
Lys
755
Pro
Gln
Leu

Pro

Ala
835

5
T

Val
Gly
500
Lys
Val
Ala
Ala
Thr
580
Pro
Phe
Glu
Glu
Thr
660
Leu
Leu
Gln
Gln
Tyr
740
Val
Asn
Pro
Ala
Lys

820
Ser

Secuencia

Asn
485
Asp
Ala
Gly
Ile
Asp
565
Trp
Asn
Ile
Phe
Val
645
Glu
Tyr
Asn
Asp
Pro
125
Asp
Ala
Glu
Ser
Asn
805

Met

Leu

Ala
Arxg
Ala
Pro
Leu
550
Val
Gly
Asn
Asp
Gly
630
Gln
Ala
Pro
Ser
Ser
710
Ile
Glu
Gly
Pro
Glu
790
Trp
Val

Pro

16

Asp Ser Gly Glu Gly
490
Lys Asn Leu Thr Leu
505
Ala Ser Asn Cys Asn
520
Val Leu Val Asn Glu
535
Trp Gly Gly Leu Pro
555
Leu Tyr Gly Arg Val
570
Lys Thr Arg Glu Ala
585
Gly Asn Gly Ala Pro
600
Tyr Arg Gly Phe Asp
£15
Tyr Gly Leu Ser Tyr
635
Val Leu Ser Ala Pro
650
Ala Pro Thr Phe Gly
665
Asp Gly Leu Gln Lys
680
Thr Asp Leu Glu Ala
695
Ser Asp Tyr Leu Prc
715
Leu Pro Ala Gly Gly
730
Leu Ile Arg Val Ser
745
Asp Glu Val Pro Gln
760
Lys Ile Val Leu Arg
115
Giu Thr Lys Trp Ser
795
Asn val Glu Lys Glna
810
Phe Val Gly Ser Ser
825
Thr Val His
B840

Artificial

¥y KDEL afadida
<400> 38
Met Lys Thr Asn Leu Phe Leu Phe Leu Ile Phe Ser Leu Leu Leu Ser

5

10

Tyr
Trp
Asn
Trp
540
Gly
Asn
Tyr
Gln
Lys
620
Thr
Ala
Glu
Ile
Ser
700
Giu
GLy
Val
Leu
Gln
180
Thr
Asp

Ser

Ile
Arg
Thr
525
Tyr
Gln
Pro
Gln
Glu
605
Arg
Thr
Tyr
Val
Thr
685
Ser
Gly
Pro
Thr
Tyr
765
Fhe
Thr
Trp

Arg

Asn
Asn
510
Ile
Asp
Glu
Gly
Asp
530
Asp
Asn
Phe
Glu
Gly
670
Lys
Gly
Ala
Gly
Ile
750
Val
Glu
Leu

Glu

Lys
830

Val
495
Gly
Val
Asn
Ser
Ala
575
Tyr
Phe
Glu
Asn
Pro
655
Asn
Phe
Asp
Thr
Gly
735
Lys
Ser

Arg

Thr

Tle

815
Pro

Beta glucosidasa GSF V1 - Beta gluccsidasa (No. de
con secuencia de seflal sustituida

15

Asp
Asp
Ile
Pro
Gly
560
Lys
Leu
Val
Thr
Tyr
640
Ala
Ala
Ile
Ala
Asp
720
Asn
Asn
Leu
Ile
Arg
800
Thr

Pro

Leu Ser Ser Ala Glu aAsp Glu Leu Ala Tyr Ser Pro Pro Tyr Tyr Pro
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Ser
Ala
Thr
65

Gly
Leu
Asn
Ala
Pro
145
Glu
Thr
Tyr
Gly
Lys
225
Ala
Tyr
Leu
Gly
Val
305
Ser
Val
Thr
Tyr
Asn
385
Ser
Glu
Gly
Met
Glu
465

Thr

Thr

Pro
Val
50

Thr
Val
Gly
Val
Met
130
Ala
Gly
Ile
Ile
Tyr
210
Thr
Gly
Gly
Gly
Val
2590
Asp
Val
Arg
Pro
Tyr
370
Val
Thr
Arg
Ala
Gly
450
Gln
Ala

Ala

20

Trp
Asp
Gly
Pro
Val
Ala
115
Gly
Ala
Phe
Lys
Bla
195
Gly
Met
Ala
Cys
Phe
275
Ser
Tyr
Leu
Ile
Prao
355
Tyr
Gln
Val
Leu
Asn
435
Trp
Ala

Thr

Ser

Ala
Ile
Thr
Arg
Arg
100
Ala
Gln
Gly
Ser
Gly
180
Tyr
Phe
His
Gly
Gln
260
Gln
Gly
Asp
Asn
Met
340
Asn
Val
Aryg
Leu
Val
420
Gly
Gly
Ile

Asp

Val
500

Asn

Val

Gly

Leu
85

Asp
Thr
Glu
Pro
Pro
165
Ile
Glu
Asn
Glu
Ala
245
Asn
Gly
Ala
Ser
Gly
325
Ala
Phea
Ser
ASsn
Leu
405
Ala
Cys
Ser
Ser
Asn

485
Ser

Gly
Ser
Trp
70

Gly
Ser
Trp
Phe
Leu
150
Asp
Gln
Gln
Ile
Leu
230
Val
Ser
Phe
Leu
Gly
310
Thr
Ala
Ser
Glu
His
390
Lys
Leu
Ser
Gly
Asn
470
Trp

Leu

Gln
Gln
55

Glu
Val
Asp
Asp
Ser
135
Gly
Pro
Asp
Glu
Ser
215
Tyr
Met
Tyr
Val
Ala
295
Thr
Val
Tyr
Ser
Gly
375
Ser
Asn
Ile
Asp
Thr
455
Glu
Ala

Val

Gly
40

Met
Leu
Pro
Tyr
Lys
120
Asp
Arg
Ala
Ala
His
200
Glu
Leu
Cys
Thr
Met
280
Gly
Ser
Pro
Tyr
Trp
360
Pro
Glu
Asp
Gly
Arg
440
Ala
Val
Ile

Phe

25
Asp

Thr
Glu
Giy
Asn
105
Asn
Lys
Ser
Leu
Gly
185
Phe
Ser
Trp
Ser
Leu
265
Ser
Leu
Tyr
Gln
Lys
345
Thr
Tyr
Leu
Gly
Glu
425
Gly
Asn
Leu

Asp

Val
505

17

Trp
Leu
Leu
Met
90

Ser
Leu
Gly
Pro
Ser
170
Val
Arg
Gly
Pro
Tyr
250
Asn
Asp
Asp
Trp
Trp
330
Val
Arg
Glu
Ile
Ala
410
Asp
Cys
Phe
LyS
Gln

4990
Ash

Ala
Ala
Cys
75

Cys
Ala
Ala
Ala
Asp
155
Gly
val
Gln
Ser
Fhe
235
Asn
Lys
Trp
Met
Gly
315
Arg
Gly
Asp
Lys
Arg
395
Leu
Ala
Asp
Pro
Asn
475
Ile

Ala

Gln
Glu
60

Val
Leu
Phe
Tyr
Asp
140
Gly
Val
Ala
Ala
Ala
220
Ala
Gln
Leu
Ala
Ser
300
Thr
Val
Arg
Glu
Val
380
Arg
Pro
Gly
Asn
Tyr
460
Lys
Glu

Asp

Ala
45

Lys
Gly
Gin
Fro
Leu
125
Ile
Gly
Leu
Thr
Pro
205
Asn
Asp
Ile
Leu
Ala
285
Met
Asn
Asp

Asp

Tyr

30
Tyr

Val
Gln
Asp
Sexr
110
Arg
Gin
Arg
Phe
Ala
190
Glu
Leu
Ala
Asn
Lys
270
His
Pro
Leu
Asp
Arg

350
Gly

365 -

Asn
Ile
Leu
Ser
Gly
445
Leu
Asn

Ala

Ser

His
Gly
Thr
Asn
430
Thr
Val
Gly

Leu

Gly
510

Gln
Asn
Thr
Ser
95

Gly
Gly
Leu
Asn
Ala
175
Lys
Ala
Asp
Ile
Asn
255
Ala
His
Gly
Thr
Met
335
Leu
Tyr
Tyr
Ala
Gly
415
Pro
Leu
Thr
val
Ala

495
Glu

Arg
Leu
Gly
Pro
Met
Lys
Gly
Trp
160
Glu
His
Gln
Asp
Arg
240
Ser
Glu
Ala
Asp
Val
320
Ala
Trp
Lys
Val
Asp
400
Lys
Tyr
Ala
Pre
Phe
480

Lys

Gly
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Tyr
Trp
Asn
545
Trp
Gly
Asn
Tyr
Gln
625
Lys
Thr
Ala
Glu
Ile
705
Ser
Glu
Gly
Val
Leu
785
Gln
Thr
Asp

Ser

Glu
865

<210>
<211>
<212>
<213>

Ile
Arg
530
Thr
Tyr
Gln
Pro
Gln
alQ
Glu
Arg
Thr
Tyr
Val
690
Thr
Ser
Gly
Pro
Thr
170
Tyr
Phe
Thr
Trp
Arg

850
Leu

<220>

39
866
ERT
Secuencia Artificial

Asn
515
Asn
Ile
Asp
Glu
Gly
595
Asp
Asp
Asn
FPhe
Glu
675
Gly
Lys
Gly
Ala
Gly
755
Ile
Val
Glu
Leu
Glu

835
Lys

Val

Gly

Val
Asn
Ser
580
Ala
Tyr
Phe
Glu
Asn
660
Pro
Asn
Phe
Asp
Thr
740
Gly
Lys
Ser
Arg
Thr
820
Ile

Pro

Pro
565
Gly
Lys
Leu
Val
Thr
645
Tyr
Ala
Ala
Ile
Ala
725
Asp
Asn
Ash
Leu
Ile
805
Arg

Thx

Pro

Gly
Asn
Ile

550
Asn

Val
Glu
%30
Pro
Ser
Ser
Ser
Tyr
710
Ser
Gly
Pro
Thr
Gly
790
Thr
Arg

Ser

Leu

Asn
Val
535
His
Val
Ser
Pro
Thr
615
Gly
ile
Asn
Gly
Asn
695
Pro
Tyr
Ser
Arg
Gly
775
Gly
Leu
Asp

Tyr

Arg
855

Leu
520
Ile
Ser
Thr
Leu
Phe
600
Glu
Val
Tyr
Leu
Glu
680
Tyr
Trp
Gly
Ala
Leu
760
Lys
Pro
Gln
Leu
Pro

B40D
Ala

18

Gly Asp Arg

Lys
Val
Ala
Ala
585
Thr
Pro
Phe
Glu
Glu
665
Thx
Leun
Leu
G1ln
Gln
745
Tyr
Val
Asn
Pro
Ala
825
Lys

Ser

Ala
Gly
Ile
570
Asp
Trp
Asn
lie
Phe
650
val
Glu
Tyr
Asn
Asp
730
Pro
Asp
Ala
Glu
Ser
810
Asn

Met

Leu

Ala
Pro
555

Leu

Val

Gln
Ala
Pro
Ser
715
Ser
Ile
Glu
Gly
Pro
795
Glu
Trp

Val

Pro

Lys
Ala
540
Val
Trp
Leu
Lys
Gly
620
Tyr
Tyr
val
Ala
Asp
700
Thr
Ser
Leu
Leu
Asp
780
Lys
Glu
Asn

Phe

Thr
860

Asn
525
Ser
Leu
Gly
Tyr
Thr
605
Asn
Arg
Gly
Len
Pre
685
Gly
Asp
Asp
Pro
1le
765
Glu
Ile
Thr
Val
Val

845
Val

Leu
Asn
Val
Gly
Gly
590
Arg
Gly
Gly
Leu
Ser
670
Thr
Leu
Leu
Tyr
Ala
750
Arg
Val
Val
Lys
Glu
8230
Gly

His

Thr
Cys
Asn
Leu
575
Arg
Glu
Ala
Phe
Ser
655
Ala
Phe
Gln
Glu
Leu
735
Gly
Val
BEro
Leu
Trp
815
Lys

Ser

Lys

Leu
Asn
Glu
560
Pro
Val
Ala
Pro
Asp
840
Tyx
Pro
Gly
Lys
Ala
720
Pro
Gly
Ser
Gln
Arg
800
Ser
Gln

Ser

Asp

<223> Beta glucosidasa GSF V2 - Beta glucosidasa (Na. Reg.
BAA19913) con secuencia de sefial sustituida y KDEL afiadida,
asi como 13 sustituciones de amincidcido en posiciones 59, 110,
210, 320, 382, 475, 524, 549, 695, 700, 704, 715 ¥y 852

<400> 39
Met Lys Thr Asn Leu Phe Leu Phe Leu Ile Phe Ser Leu Leu Leu Ser
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Leu
Ser
Ala
Thr
65

Gly
Leu
Asn
Ala
Pro
145
Glu

Thr

Leu
Gly
Val
305
Ser
Val
Thr
Tyr
Asn
385
Ser
Glu
Gly
Met
Glu

465
Thr

Ser
Fro
Val
50

Thr
Val
Gly
Val
Met
130
Ala
Gly
Ile
Ile
Phe
210
Thr
Gly
Gly
Gly
Val
290
Asp
Val
Arg
Pro
Tyr
370
Val
Thr
Arg
Ala
Gly
459
Gln

Ala

Ser
Trp
35

Asp
Gly
Pro
Val
Ala
115
Gly
2la
Phe
Lys
Ala
195
Gly
Met
Ala
Cys
Phe
215
Ser
Tyr
Leu
Ile
Pro
355
Tyr
Gln
Val
Leu
Asn
435
Trp
Ala

Thr

Ala
20

Ala
Ile
Thr
Arg
Arg
100
Ala
Gln
Gly
Ser
Gly
180
Tvr
Phe
His
Gly
Gln
260
Gln
Gly
Asp
Asn
Met
340
Asn
val
Arg
Leu
Val
420
Gly
Gly

Ile

Asp

Glu
Asn
Val
Gly
Leu
85

Asp
Thr
Glu
Pro
Pro
165
Ile
Glu
Asn
Glu
Ala
245
Asn
Gly
Ala
Ser
Gly
325
Ala
Phe
Ser
Asn
Leu
405
Ala
Cys
Ser

Ser

Asn
485

Asp
Gly
Ser
Trp
70

Gly
Ser
Trp
Phe
Leu
150
Asp
Gln
Gin
Ile
Leu
230
Val
Ser
Phe
Leu
Gly
310
Thr
Ala
Ser
Glu
His
390
Lys
Leu
Ser
Gly
Asn

470
Trp

Glu
Gln
Gln
55°
Glu
Val
Asp
Asp
Ser
135
Gly

Pro

Tyr
Val
Ala
295
Thr
Val
Tyr
Ser
Gly
375

Ser

Asn
Ile
Asp
Thr
455
Glu

Ala

Leu
Gly
44

Met
Leu
Pro
Tyr
Lys
120
Asp
Arg
Ala
Ala
His
260
Glu
Leu
Cys
Thr
Met
280
Gly
Ser
Pro
Tyr
Trp
360
Pro
Glu
Asp
Gly
Arg
440
Ala

Val

Ile

Ala
25

Asp
Thr
Glu
Gly
Asn
105
Asn
Lys
Ser
Leu
Gly
185
FPhe
Ser
Trp
Ser
Leu
265
Ser
Leu
Tyr
Gln
Lys
345
Thr
Tyr
Leu
Gly
Glu
425
Gly
Asn

Leu

Asp

19

10
Tyr

Trp
Leu
Leu
Met
20

Ser
Leu
Gly
Pro
Ser
170
Val
Arg
Gly
Pro
Tyx
250
Asn
Asp
Asp
Trp
Trp
330
Val
Arg
Glu
Ile
Ala
410
Asp
Cys
Phe

Lys

Gln
490

Ser
Ala
Asp
Cys
75

Cys
Ala
Ala
Ala
Asp
155
Gly
Val
Gln
Ser
Phe
235
Asn
Lys
Trp
Met
Gly
315
Arg
Gly
Asp
Lys
Arg
395
Leu
Ala
Asp
Pro
His

475
Ile

Pro
Gln
Glu
60

Val

Leu

Phe

‘Tyr

Asp
140
Gly
Val
Ala
Ala
Ala
220
Ala
Gln
Leu
Ala
Ser
300
Thr
Val
Arg
Glu
Val
380
Arg
Pro
Gly
Asn
Tyr
160

Lys

Glu

Pro
Ala
45

Lys
Gly
Gln
Pro
Leu
125
Ile
Gly
Leu
Thr
Pro
205
Asn
Asp
Ile
Leu
Ala
285
Met
Asn
Asp
Asp
Tyr
365
Asn
Iie
Leu
Ser
Gly
445
Leu

Asn

Ala

Tyr
30

Tyr
Val
Gln
Asp
Ala
119
Arg
Gln
Arg
Pha
Ala
1380
Glu
Leu
Ala
Asn
Lys
270
His
Pro
Leu
Asp
Arg
350
Gly
Gln
Gly
Thr
Asn
430
Thr
Val

Gly

Leu

15
Tyr

Gln
Asn
Thr
Ser
95

Gly
Cly
Leu
Asn
Alz
175
Lys
ARla
Asp
Ile
Asn
255
Ala
His
Gly
Thr
Met
335
Leu
Tyr
Tyr
Ala
Gly
415
Pro
Leu
Thr

Val

Ala
495

Pro
Arg
Leu
Gly
80

Pro
Met
Lys
Gly
Trp
160
Glu
His
Gln
Asp
Arg
240
Ser
Glu
Ala
Asp
Ile
320
Ala
Trp
Lys
Val
Asp
400
Lys
Tyr
Ala
Pro
Phe

480
Lys
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Thr Ala
Tyr Ile

Trp Arg
530

Asn Thr

545

Trp Tyr

Gly Gln
Asn Pro

Tyr Gln
610

Gln Glu

625

Lys Arg

Thr Thr
Ala Tyrx

Glu Val
650

Ile Thr

705

Ser Ser

Glu Gly
Gly Pro

Val Thr
770

Leu Tyr

785

Gln Fhe

Thr Thr
Asp Trp
850

Glu Lew
BG5S

<210> 49
<211> 86
<212> PR

Ser
Asn
515
Asn
Ile
Asp
Glu
Gly
585
Asp
Asp
Asn
Phe
Glu
675
Gly
Lys
Gly
Ala
Gly
155
Ile
Val
Glu
Leu
Glu

835
Lys

0
T

Val
500
Val
Gly
Val
Asn
Ser
580
Ala
Tyr
Phe
Glu
Asn
660
Pro
Asn
Fhe
Asp
Thr
740
Gly
Lys
Ser
Arg
Thr
820
Ile

Leu

Ser
Asp
Asp
Val
Pro
565
Gly
Lys
Leu
Val
Thr
645
Tyr
Ala
Ala
Ile
Algz
725
Asp
Asn
Asn
Leu
Ile
805
Arg

Thr

Pro

Leu
Gly
Asn
ile
350
Asn
Asn
Ser
Val
Glu
230
Pro
Ser
Ser
Ser
Tyr
710
Ser
Gly
Pro
Thx
Gly
790
Thr
Arg

ser

Leu

<213> Aspergillus niger

<220>

Val
Asn
Val
535
His
Val
Ser
Pro
Thr
615
Gly
Ile
Asn
Gly
Asp
885
Pro
Tyr
Ser
Arg
Gly
775
Gly
Leu
Asp

Tyr

Arg
855

Phe
Leu
520
Iie
Ser
Thr
Leu
Phe
600
Glu
Val
Tyr
Leu
Glu
6BO
Tyr
Try
Gly
Ala
Leu
760
Lys
Pro
Gln
Leu
Pro

840
Ala

Val
505
Gly
Lys
Val
Ala
Ala
585
Thy
Pro
Phe
Glu
Glu
665
Thr
Leu
Leu
Gln
Gln
745
Tyr
Val
Asn
Pro
Ala
825
Lys

Ser

20

Asn
Asp
Ala
Gly
Ile
570
Asp
Trp
Asn
Ile
Phe
650
Val
Glu
Tyr
Asn
Bsp
730
Pro
Asp
Ala
Glu
Ser
810
Asn

Met

Leu

Ala
Arg
Ala
Pro
555
Leu
Val
Gly
Asn
Asp
635
Gly
Gln
Ala
Pro
Gly
715
Ser
Ile
Glu
Gly
Pro
795
Glu
Trp

Val

Pro

Asp
Arg
Ala
540
Val
Trp
Leu
Lys
Gly
520
Tyr
Tyr
Val
Ala
Ser
700
Thr
Ser
Leu
Leu
Asp
780
Lys
Glu
Asn

Phe

Thr
860

Ser
Asn
525
Ser
Leu
Gly
Tyr
Thr
605

Asn

Arg

Gly

Leu
Pro
685
Gly
Asp
Asp
Pro
Ile
765
Glu
Ile
Thr
Val
Val

845
Val

Gly
510
Leu
Asn

Val

Gly

Gly-

590
Arg

Gly
Gly
Leun
Ser
670
Thr
Leu
Leu
Tyr
Ala
750
Arg
Val
Val
Lys
Glu
830
Gly

His

Glu
Thr
Cys
Asn
Leu
575
Arg
Glu
Ala
Phe
Ser
655
Ala
Phe
Gln
Glu
Leu
735
Gly
Val
Pro

Leu

Trp

.815

Lys
Ser

Lys

<223> Beta glucosidasa (SEQ ID NO.2 de US Pat. No. 7223902,
también No. de Reg. ABT13410)

<400> 40

Gly
Leu
Asn
Glu
560
Fro
Val
Ala
Pro
Asp
640
Tyr
Pro
Giy
Arg
Ala
720
Pro
Gly
Ser
Gln
Arg
800
Ser
Gln

Ser

Asp

Met Arg Phe Thr Leu Ile Glu Ala Val Ala Leu Thr Ala Val Ser Len
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Val
Ala
Gly
Ela
145
Phe
Lys
Ala
Gly
Met
225
Ala
Cys
Phe
Ser
Tyr
305
Leu
Tle
Pro
Tyr
Gln
385
Val
Leu
Asn
Trp
Ala

465
Thr

Ser
Ala
Ile
50

Thr
Arg
Arg
Ala
Gln
130
Gly
Ser
Gly
Tyr
Phe
210
His
Gly
Gln
Gln
Gly
290
Asp
Asn
Met
Asn
Val
370
Arg
Leu
Val
Gly
Gly
450
Ile

Asp

Ala
Asn

35
Val

Gly
Leu
Asp
Thr
11%
Glu
Pro
Pro
Ile
Glu
185
Asn
Giu
Ala
Asn
Gly
275
Ala
Ser
Gly
Ala
Phe
355
Ser
Asn
Leu
Ala
Cys
435
Ser

Ser

Asn

Asp
20

Gly
Ser
Trp
Gly
Ser
100
Trp
Phe
Leu
Asp
Gln
180
Gln
Ile
Leu
Val
Ser
260
Phe
Leu
Gly
Thr
Ala
340
Ser
Glu
His
Lys
Leu
420
Ser
Gly

Asn

Trp

Glu
Gln
Gln
Glu
Val
B5

Asp
Asp
Ser
Gly
Pro
165
Asp
Glu
Ser
Tyr
Met
245
Tyr
Val
Ala
Thr
Val
325
Tyr
Ser
Gly
Ser
Asn
405
Ile
Asp
Thr

Glu

Ala
485

Leu
Gly
Met
Leu
70

Pra
Tyr
Lys
Asp
Arg
150
Ala
Ala
His
Glu
Leu
230
Cys
Thr
Met
Gly
Ser
310
Pro
Tyr
Trp
Pro
Glu
3990
Asp
Gly
Arg
Ala
Val

470
Ile

Ala
Asp
Thr
55

Glu
Gly
Asn
Asn
Lys
135
Ser
Leu
Gly
Phe
Ser
215
Trp
Ser
Leu
Ser
Leu
295
Tyr
Gln
Lys
Thr
Tyr
375
Leu
Gly
Glu
Gly
Asn
455

Leu

Asp

Tyr
Tre
40

Leu
Leu
Met
Ser
Leu
120
Gly
Prao
Ser
Val
Arg
200
Gly
Pro
Tyr
Asn
Asp
280
Asp
Trp
Trp
Val
Arg
360
Glu
Ile
Ala
Asp
Cys
449
Phe

]JYS

Gln

Ser
25

Ala
Asp
Cys
Cys
Ala
105
Ala
Ala
Asp
Gly
Val
185
Gln
Ser
Phe
Asn
Lys
265
Trp
Met
Gly
Arg
Gly
345
hsp
Lys
Arg
Leu
Ala
425
Asp
Pro
His

Ile

21

1¢
Pro

Gln
Glu
Val
Leu
a0

Phe
Tyxr
Asp
Gly
Val
179
Ala
Ala
Ala
Ala
Gln
250
Leu
hla
Ser
Thr
Val
330
Arg
Glu
Val
Arg
Pro
410
Gly
Asn
Tyr
Lys

Glu
490

Pro
Ala
Lys
Gly
Gln
Pro
Leu
Ile
Gly
155
Leu
Thr
Pro
Asn
Asp
235
Ile
Leu
Ala
Met
Asn
315
Asp
Asp
Tyr
Asn
Tle
395
Len
Ser
Gly
Leu
Asn

475
Ala

Tyr
Tyr
Val
60

Gln
Asp
Ala
Arg
Gln
11¢
Arg
Phe
Ala
Glu
Leu
220
Ala
Asn
Lys
His
Pro
300
Leu
Asp
Arg
Gly
Gln
380
Gly
Thr
Asn
Thr
Val
460
Gly

Leu

Tyr
Gln
45

Asn
Thr
Ser
Gly
Gly
125
Leu
Asn
Ala
Lys
Ala
205
Asp
Ile
Asn
Ala
His
285
Gly
Thr
Met
Leu
Tyr
365
Tyr
Ala
Gly

Pro

Leu,

445
Thx

Val

Ala

Pro
30

Arg
Leu
Gly
Fro
Met
110
Lys
Gly
Trp
Glu
His
150
Gln
Asp
Arg
Ser
Glu
270
Ala
Asp
Ile
Ala
Trp
350
Lys
Val
Asp
Lys
Tyr
430
Ala
Pro
E’pe

Lys

Ala

Thr

Gly
Leu
95

Asn
Ala
Pro
Glu
Thr
175
Tyr
Gly
Lys
Ala
Tyr
255
Leu
Gly
Val
Ser
Val
335
Thr
Tyr
Asn
Ser
Glu
415
Gly
Met
Glu

Thr

Thr
195

Pro
Val
Thr
Val
80

Gly
Val
Met
Ala
Gly
160
Ile
Ile
Phe

Thr

Gly
240
Gly
Gly
Val
Asp
Val
320
Arg
Pro
Tyr
Val
Thr
400
Arg
Ala
Gly
Gln
Ala

480
Ala



22

Val Leu Val Phe

500 .
Asp Gly Asn
515

Asp

Ser Ser Val Asn Ala Ile
505
Gly Asp Arg Arg
520

Ala

Asp Ser Gly Glu Gly
2190

Leu

Tyr
Val Thr
525
Cys

Asn Leu Asn Leu Trp Arg

Asn Gly val
530

Val

Ile Ala Ala Ser Asn Asn Asn Thr

540
Val

Asn Lys
535
Ser Val
550

Thr Ala

Ile
545
Asp

Val Ile Val Leu Asn Glu

555
Gly Gly

His Gly Pro Trp Tyr
560
Gly Gln
575

Asn

Pro Asn Val
565
Ser

Asn Ile Leu Trp Leu Pro

570
Glu Asn Leu
580

Ser

Ser Gly Ala Asp Val Pro

585
Gly

Tyr Gly Arg.Val
590

Thr Arg Glu RAla
605

Gly Asn Gly Ala
620
Gly

Gly Ala Lys Proc Phe Thr Gln

595
Leu

Trp
600
Asn Asn

Lys Tyr

Val Thr Glu Pro Gln Glu

al5
Phe

Asp Tyr

610
Asp Phe Val Glu
625

Asn

Gly Val
630
Tyr

Ile Asp Tyr Arg Phe
635

Gly

Asp Lys Axrg

640
Glu Thr Pro Ile Thr
645

Asn

Glu Thr
655

Pro Ala

Phe Gly Tyr Leu Ser

650
Gln val
665
Thr Glu Ala
580

Tyre

Phe Ser Leuv Glu val Leu Ser Ala

660
Ser

Asn Tyr Tyr

Glu Ala
675
Ala

Pro Gly Glu hla Pro Thr Phe Gly Glu Val

685
Gly Leu Leu Arg Ile Thr
700

Leu

Leu Pro Ser
695

Leu

Asn
690
Phe

Ser Asp Tyr Gly

ile Glu Ala Ser
720

Gly

Lys Pro Asn Ser

705
Gly Asp Ala

Tyr Trp
710

Gly Gln

Gly Thr Asp
715
Ser Asp
730

Leu

Ser Giu

735

Gly Gly Gly
750

Ser Val

Tyr
125
Ser Ala

Asp Ser Tyr Leu Pro

Ala Thr Asp Gly Gln
740

Pro

Ile
745
Glu

Fro Pro Ala Pro
Gly Gly Asn
755

Asn

val
765
Pro

Arg Leu Tyr Asp Leu Thr

760
Ala

Ile Arg

Ile Val
775

Asn

Lys
770
Ser

Thr Gly Lys val Gln
780

Val

Gly Asp Glu Leu Tyr
Val
785

Glu

Leu Glu Ile

795

Ser Glu Glu Thr
810

Trp Asn Val

825

Val

Gln Phe
800

Thr

Pro Leu
790

Gln

Gly Gly Pro Lys Arg

Ile Thr Leu Pro

805
Asp

Arg Thr
B15
Gln Asp
830

Ser

Lys Trp Ser

Leu Thr Arg Arg Ala

820
Ser

Leu Asn Glu Lys Trp

Glu Ile Thr
835

Pro

Tyr Pro Met Phe Val

840
Leu

Ser
845

Lys Gly Ser Arg

Thr Val His

ged

Ser Pro

855

Leu
850

Lys Leu Arg Ala

<210> 41

<211> 2586

<212> ADN

<213> Aspergillus terreus NIH2624

<220>

<223> CDS de precursor de Beta-glucosidasa I {No. Reg. ¥M_001212225)

<400> 41

25

atgaagcttt
gacgatctecg
tggtcgaacg
glcaatctea
gtcectagac

ccattttgga
catactccee
cglacaagcg
ccaccggtac
tggyaatccee

ggcagcagct
gccgtactac
cgctgtagat
tggatgggagy
aagcctctgt

ttgacagctyg
cettectecet
atcgtctctce
ttggagaggt
ctgcaggata

cctcegtagt
gggccgatgg
agatgacatt
gtgtcggtca
gcecctotggy

cagcgcacag 60
ccacggtgag 120
gacggagaag 180
gacgggcagt 2490
tattcgcatg 300




10

15

20

25

tcggactata
cttgecctace
cagttgggcc
ggcttctectc
caggacgccy
cgccaggtcyg
gtggatgaca
ggcgtgggcy
agttigaccc
gactggagty
cegggagata
gtcctcaacyg
gccetactaca
cgcgatgaat
gaattcgtca
gtcgtgetet
attctgggeg
tgtgacaagg
gtgactcceg
gtgacggaca
ttggttttcg
gatcgcaaga
cactgcaaca
tatgcgcacce
aacgccattg
tggggtaaga
ggtgctcectce
tacaatgaga
tctggecctcee
agcgcogcec
ctgaagagga
accggcgate
ggctctcete
gaggatctct
gtgcctcage
ttecgagegeo
cgtgacctag
accatecttlbyg
cagtaa

<210>
<211>
<212>
<213>

42
861
PRT

<220>
<223>

actcggectt
aacgcggcaa
ctgctgececgy
ctgatcccge
gagttattge
gcgaagocca
agaccatgca
ctgtgatgtg
tgaacaagct
ctcaccacag
tcagtttcega
gcaccattce
aggttggeeg
atggcttege
acglgcagcg
tgaagaacga
aagacgccgy
gtactctggce
aacaggccat
actatgatac
tgaacgcaga
acctcaccct
acaccgttgt
ccaatgtcac
cggacgtgct
cgcgegegtc
aagacaactt
cgccecatcta
aggtccaget
aggcatttgg
tttccaagtt
ctgaatacgg
agccecegtet
tecaggtite
tgtatgttitc
tgcacatcge
ccaactggga
ttggcaccte

cectycgggt
ggcaatggge
tcctettgge
cctgactggt
taccgcgaag
gggctatgge
cgagctgtat
ctecctacaac
cttgaaagcc
cggtgtiggc
cagcggeact
ccagtggegt
cgaccgtcte
gcacttcttc
tgaccatgee
cggtgcectt
gtcgaatcceg
catggecttgg
tcagaacgag
acagcagatt
cgecgagtgaa
ctggeagaac
tgtgatccat
cggcattcty
gtacggecgco
ctacggcgac
caacgagggc
cgagttcggt
tatcaacgga
taaagtcgag
catctatcee
agagcccaac
gcctgecage
tgtgaccatc
gctggglgge
cccltyggtcag
tgtcgtggee
ttegegcaag

precursor de Beta-glucosidasa I

Registro XM 001212225}

<400> 42

Met Lys Leu
1

Val Ser Ala

Ala

35

Ile

Pre Trp
Val Asp
Thr

Val Pro Arg

Ile
5
Asp

Ser

Gln
20
Asp Gly

Val Ser
Gly Trp

Leu

Leu
Asp Leu
His
Gln
Glu

0
Ile

.

Glu Ala

Ala

Ala

23

attaacgttyg
gaggaattca
aggtcceceg
gtgttgttcg
cactacattc
ttcaacateca
ctctggecct
cagatcaaca
gaactcggat
gecgecocttgg
tcettctatg
gtggatgaca
tggactccte
ccttecgaag
caggtgatcc
ccectlgacgg
aagggagcaa
ggtagtggta
gttctgaagg
goecgeegtty
ggtttcctta
ggagaggdaag
tcggtgggac
tgggectggte
gtcaaccctyg
tacctectca
gtgtttatty
catggtctga
tccagctatg
gacgcegteta
tggctgaact
ttcgagtata
gggggteetg
accaacaccg
cccaacgagce
caaaaggtct
caggactgga
ctgccteteg

Aspergillus terreus NIH2624

Ala
149
Ser

Leu

Tyr

25

Glu
40
Thr

Gly

Met
55
Leu Glu

Pro Ser

Trp
Leu
Arg

Leu

Ser Asn

Thr Glu
Val
75
Leu

Cys

Cys

(traduccidn

Pro

cggccacctyg

gtgacaaggyg
atggaggccy
ccgagacgat
tcaacgaaca
ccgaaaccgt
tcgeegatge
acagctacgg
ttcagggatt
ctggtttgga
gcacgaaccl
tggcegtcog
ccaatttcag
gecgettatga
gtcggattgg
gccaggagaa
atggttgcag
ctgccaactt
geeocgtggaaa
cctectecaate
atgtggacgg
tgatcaagac
ctgttctcat
teccecgggeca
gcggeaagac
cegagcecccaa
actaccgtcg
gctacacgac
ttcccactac
gctacctgta
ctacecgatct
ttcctgaagg
gcggoaacec
gcaaggttge
cgaagegggt
ggacgactac
agatcacteg
ctggtcgett

Thr Ala Ala

Pro Tyr Tyr

30

Ala Tyr Lys

45

Lys Val Asn

60

Gly Gln Thr

Gln Asp Ser

de No.

ggacaagaadg
tattgatgtt
aaactgggag
caagggtatc
agagcatttic
gagctcaaat
ggtgcgcgeyg
atgccaaaac
tgtcatgagt
catgtccatyg
gactgttggc
gatcatggct
ctegtggact
acgtgtcaat
cgeggatagt
gactgttggc
tgaccgtgge
cccttacctt
tgtctttgce
cacggtttca
aaacatgggt
tgtcacggag
cgatgagtgqg
ggagtctgge
cccetttace
caacggcaac
cttcgacaag
gltttgagctyg
gggtcagacy
ccectgaggga
taaagcgtct
tgctaccgat
cggtctetat
tggtgatgag
gctgegcaag
cctgaaccgce
ctatgctaag
gccacgggiyg

de

Ser Val

15
Pro Ser

Arg Ala

Leu Thr

Gly Ser
BO

Pro Leu

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

2960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1820
1280
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
25806
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Gly
Val
Met
Ala
145
Gly
Ile
Ile
Tyr
Thx
225
Gly
Gly
Gly
Val
Ser
305
Val
Arg
Pro

Phe

Val
385

Val

Lys
Ala
Ala
Gln
465
Val
Ser
Leu
Gln
Thr

545
Tyr

Ile
Ala
Gly
130
ala
Phe
Lys
Leu
Gly
210
Met
Val
Cys
Fhe
Gly
290
Phe
Leu
Ile
Pro
Phe
37¢
Gln
Val
Thr
Asn
Trp
459
Ala
Thr
Thr
Asn
Asn
530
Val

Ala

Axrg
Rla
115
Glu
Gly
Ser
Gly
Asn
195
Phe
His
Gly
Gln
Gln
275
Ala
Asp
Asn
Met
Asn
355
Pro
Arg
Leu
Val
Gly
435
Gly
Ile
Asp
Val
Val
515
Gly

Val

His

Met
100
Thr
Glu
Pra
Pro
Ile
180
Glu
Asn
Glu
Ala
Asn
260
Gly
Ala
Ser
Gly
Ala
340
Phe
Ser
Asp
Leu
Gly
420
Cys
Ser
Gln
Asn
Ser
500
Asp
Glu
Val

Pro

85
Ser

Trp
Phe
Leu
Asp
165
Gln
Gln
1le
Leu
Val
245
Ser
Phe
Leu
Gly
Thr
325
Ala
Ser
Glu
His
Lys
405
Ile
Ser
Gly
Asn
Tyr
485
Le_:u
Gly
Glu

Ile

Asn
565

Asp
Asp
Ser
Gly
150
Pro
Asp
Glu
Thr
Tyr
230
Met
Leu
Val
Ala
Thr
310
Iile
Tyr
Ser
Gly
Rla
390
Asn
Leu
Asp
Thr
Glu
470
Asp
Val
Asn
Val
His

550
Val

T-yr

Lys

.Asp

135
Arg

Ala
Ala
His
Glu
215
Leu
Cys
Thr
Met
Gly
295

Ser

Pro

Tyr

Trp
Ala
375
Gln
Asp
Gly
Arg
Ala
455
Val
Thr
Phe
Met
Ile
535

Ser

Thr

Asn
Lys
120
Lys
Ser
Leu
Gly
Phe
200
Thr
Trp
Ser
Leu
Ser
280
Leu
Phe
Gln
Lys
Thr
3ald
Tyr
Val
Gly
Glu
Gly
440
Asn
Leu
Gln
Vai
Gly
520

Lys

Val

Ser
105
Leu
Gly
Pro
Thr
Val
185
Arg
Val
Fro
Tyr
Asn
265
Asp
Asp
Tyr
Trp
val
343
Arg
Glu
Ile
Ala
Asp
425
Cys
Phe
Lys
Gln
Asn
505
Asp
Thr
Gly

Ile

24

20
Ala

Ala
Ile
Asp
Gly
170
Ile
Gln
Ser
Phe
Asn
250
Lys
Trp
Met
Gly
Arg
330
Gly
Asp
Arg
Arg
Leu
410
Ala
Asp
Pro
Gly
Ile
490
Ala
Arg
Val

Pro

Leu
57¢

Phe
Tyr
Asp
Gly
155
Val
Ala
Val
Ser
Ala
235
Gln
Leu
Ser
Ser
Thr
315
Val
Arg
Glu
Val
Arg
395
Pro
Gly
Lys
Tyzr
Arg
475
Ala
Asp
Lys
Thr
Val

555
Trp

Pro.

Gln
Val
140
Gly
Leu
Thr
Gly
Asn
220
Asp
Ile
Leu
Ala
Met
300
Asn
Asp
Asp
Tyr
Asn
380
Ile
Leu
Ser
Gly
Leu
460
Gly
Ala
Ala
Asn
Glu
540

Leu

Ala

Ala
Arg
125
Gln
Arg
Phe
Ala
Glu
205
Val
Ala
Asn
Lys
His
285
Pro
Leu
Asp
Arg
Gly
365
Glu
Gly
Thr
Asn
Thr
445
Val
Asn
Val
Gly
Leu
525
His
Ile

Gly

Gly
110
Gly
Leu
Asn
Ala
Lys
190
Ala
Asp
Val
Asn
Ala
270
His
Gly
Thr
Met
Leu
350
Phe
Phe
Ala
Gly
Pro
430
Leu
Thr
Val
Ala
Glu
510
Thr
Cys
Asp

Leu

95
Ile

Lys
Gly
Trp
Gliu
175
His
Gln
Asp
Arg
Ser
255
Glu
Ser
Asp
Val
Ala
335
Trp
Ala
Val
Asp
Gln
415
Lys
Ala
Pro
Phe
Ser
495
Gly
Leu
Asn

Glu

Pro
575

Asn
Ala
Pro
Glu
160
Thr
Tyr
Gly
Lys
Ala
240G
Tyr
Leu
Gly
Ile
Gly
320
Val
Thr
His
Asn
Ser
400
Glu
Gly
Met
Glu
Ala
480
Gln

Phe

“Trp

Asn

Trp
560
Gly

7
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Gln
Pre
Gly
Asp
625
Tyr
Thr
Tyr
Val
Ser
705
Thr
Gly
Pro
Thr
Tyr
785
Phe
Thr

Trp

Arg

<210>
<21i>
<212>
<213>

Glu
Gly
Asp
610
Asn
Asn
Phe
Val
Glu
890
Lys
Gly
Ala
Gly
Ile
70
Val
Glu
Leu

Lys

Lys
850

<220>

<223>

<400> 43

43

513
PRT
Trichoderma reesei

Ser
Gly
595
Tyr
Phe
Glu
Glu
Pro
675
Asp
Phe
Asp
Thr
Gly
755
Thr
Ser
Arg
Asn
Ile

835
Len

Gly
580
Lys
Leu
Asn
Thr
Leu
660
Thr
Ala
Ile
Pro
Asp
740
Asn
Asn
Leu
Lew
Arg
820
Thr

Pro

Asn
Thr
Leu
Glu
Pro
645
Ser
Thr
Ser
Tyr
Giu
725
Gly
Pro
Thr
Gly
His
805
Arg

Pro

Leu

Ala
Pro
Thr
Gly
630
Ile
Gly
Gly
Ser
Pro
710
Tyr
Ser
Gly
Gly
Gly
750
lle
Asp
Tyr

Ala

Registro P62694)

Ile
Phe
Glu
615
Val
Tyr
Leu
Gln
Tyr

695
Trp

Pro
Leu
Lys
775
Fro
Ala
Leu

Ala

Gly
855

Proteina de longitud

Met Tyr Arg Lys Leu Ala Val

1
Ala

Trp
Val
Thr
65

Asn

Ser

Gln

Gln

Val

50

Asn

Glu

Thr

Ser

Lys
35
Ile

Cys
Thr

Tyr

Ala
20

Cys
Asp
Tyr

Cys

Gly
100

5
Cys

Ser
Ala
Asp
Ala

85
Val

Thr
Serxr
Asn
Gly
70

Lys

Thr

Leu
Gly
Trp
55

Asn

Asn

Thr

Ala
Thr
600
Pro
Phe
Glu
Gln
Thr
680
Leu
Leu
Glu
Gln
Tyr
760
Val
Asn
Pro
Ala
Lys

840
Axg

Asp
585
Trp
Asn
Ille
Phe
Val
665
Ser
Tyr
Asn
Pro
Pro
745
Glu
Ala
Glu
Gly
Asn
8§25
Thr

Leu

25

Val
Gly
Asn
Asp
Gly
650
Gln
Ala
FPro
Ser
Asn
173G
Arg
Asp
Gly
Pro
Gln
810
Trp
Ile

Pro

completa de

Ile
Gln
Gly
40

Arg
Thr
Cys

Ser

Ser
Ser
25

Thr
Trp
Trp

Cys

Gly
105

Ala
10

Glu
Cys
Thr
Ser
Leu

90
Asn

Leu
Lys
Gly
Tyr
635
His
Leu
Ala
Glu
Thr
715
Phe
Leu
Leu
Asp
Lys
795
Gln
Asp

Phe

Arg

Tyr
Thr
Asn
620
Arg
Gly
Ile
Gln
Gly
700
Asp
Glu
Pro
Phe
Glu
780
Arg
Lys
Val

Val

Val
860

Gly
Arg
605
Gly
Arg
Leu
Asn
Ala
685
Leu
Leu
Tyr
Ala
Gln
765
Val
Val
Val
Val
Gly

845
Gln

Arg
590
Ala
Ala
Phe
Ser
Gly
670
Phe
Lys
Lys
Ile
Ser
750
Val
Pro
Leu
Trp'
Ala

830
Thr

Exoglucanasa (N

Phe
Thr
Thr
His
Ser
75

Asp

Ser

Leu
His
Glm
Ala

60
Thr

Gly

Leu

Ala
Pro
Gln
45

Thr
Leu

Ala

Ser

Thx
Pro
30

Thr
Asn
Cys

Ala

Ile
11¢

Val
Ser
Pra
Asp
Tyr
655
Ser
Gly
Aryg
Ala
Pro
735
Gly
Ser
Gln
Arg
Thr
815

Gln

Ser

o.

Ala
15

Leu
Gly
Ser
Pro
Tyr

95
Gly

Asn
Tyr
Gln
Lys
640
Thr
Ser
Lys
Ile
Ser
720
Glu
Gly
Val
Leu
Lys
800
Thr

Asp

Ser

de

Arg
Thr
Ser
Ser
Asp
80

Ala

Phe



Val
Ala
Ser
145
Leu
Thr
5 Cys
Trp
Ser
225
Ala

Gly

Cys

Ser
10
'l' Leu
305
Tyr
Ser
Ala
Phe
Asp
15 385
Asn
Ser
Val

Pre

Arg
465

His
@ 20

Ala

Leu

<210>
<211>
<212>
<213>

Thr
Ser
130
Phe
Tyr
Asn
Pro
Glu
210
Cys
Leu
Asp
Asp
Phe
290
Thr
Val
Tyr
Glu
Lys
337G
Asp
Glu
Ser
Thr
Ser
450
Arg

Tyr

Ser

<220>

25 <223

44

521
PRT
Secuencia

Gln
115
Asp
Asp
Phe
Thr
Arg
135
Pro
Cys
Thr
Gly
Pro
275
Tyr
Val
Gln
Ser
Phe
355
Lys
Tyr
Thr
Gly
Phe
435
Gly
Fro

Gly

Gly

Ser

Thr

Val

val

Ala
180
Asp
Ser
Ser
Pro
Cys
260
Asp
Gly
Val
Asn
Gly
34¢
Gly
Ala
Tyr
Ser
Val
420
Ser
Gly
Ala
Gin

Thr
500

Ala
Thr
Asp
Ser
165
Gly
Leu
Ser
Glu
His
245
Gly
Gly
Pro
Thr
Gly
325
Asn
Gly
Thr
Ala
Ser
405
Pro
Asn
Asn
Thr
Cys
485
Thr

Gln
Tyr
Val
150
Met
Ala
Lys
Asn
Met
230
Pro
Gly
Cys
Gly
Gln
310
Val
Glu
Ser
Ser
Asn
380
Thr
Ala
Ile
Pro
Thr
470
Gly

Cys

Lys
Gln
135
Ser
Asp
Lys
Phe
Asn
215
Asp
Cys
Thr
Asp
Ser
295
Phe
Thr
Leu
Ser
Gly
375
Met
Pro
Gln
Lys
Prc
455
Thr
Gly

Gln

Artificial

Asn
120
Glu
Gln
Ala
Tyr
Ile
200
Ala
Ile
Thr
Tyr
Trp
280
Ser
Glu
Phe
Asn
Phe
360
Gly
Leuy
Gly
Val
?he
440
Gly
Gly

Ile

Val

Val
Phe
Leu
Asp
Gly
i85
Asn
Asn
Trp
Thr
Ser
265
Asn
Phe
Thr
Gln
Asp
345
Ser
Met
Trp
Ala
Glu
425
Gly
Gly
Ser

Gly

Leu
505

26

Gly
Thr
Proc
Gly
170
Thr
Gly
Thr
Glu
Val
250
Asp
Pro
Thr
Ser
Gln
330
Asp
Asp
Val
Leu
Val
410
Ser
Pro
Asn
Ser
Tyr

490
Asn

Ala
Leu
Cys
155
Gly
Gly
Gln
Gly
Ala
235
Gly
Asn
Tvr
Leu
Gly
315
Pro
Tyr
Lys
Leu
Asp
395
Arg
Gln
Ile
Arg
Pre
475

Ser

Pro

Arg
Leu
140
Gly
Val
Tyr
Ala
Ile
220
Asn
Gin
Arg
Arg
Asp
300
Ala
Asn
Cys
Gly
Val
380
Ser
Gly
Ser
Gly
Gly
460
Gly
Gly

Tyr

Leu
125
Gly
Leu
Ser
Cys
Asn
205
Gly
Ser
Glu
Tyr
Leu
285
Thr
Ile
Ala
Thr
Gly
365
Met
Thr
Ser
Pro
Ser
445
Thr
Pro

Pro

Tyr

Proteina de exocelobiohidrolasa I modificada

Tyr
Asn
Asn
Lys
Asp
186
Val
Gly
Ile
Iie
Gly
270
Gly
Thr
Asn
Glu
Ala
350
Leu

Ser

Tyr

Cys
Asn
430
Thir
Thr
Thr
Thr

Ser
510

Leu
Glu
Gly
Tyr
175
Ser
Glu
His
Ser
Cys
255
Gly
Asn
Lys
Arg
Leu
335
Glu
Thr
Leu
Pro
Ser
415
Ala
Gly
Thr
Gln
Val

495
Gln

Met
Phe
Ala
160
Pro
Gln
Gly
Gly
Glu
240
Glu
Thr
Thr
Lys
Tyr
320
Gly
Glu
Gln
Trp
Thr
400
Thx
Lys
Asn
Thr
Ser
480
Cys

Cys

(sefial ER
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<400> 44

27

reemplazada y secuencia KDEL afiadida a No. Reg.

Met Lys Thr

1
Leu

Pro
Gln
Thr
65

Leu
Ala
Ser
Leu
Gly
145
Leu
Ser
Cys
Asn
Gly
225
Ser
Glu
Tyr
Leu
Thr
305
Ile
Ala
Thr
Gly
Met
385
Thr
Ser

Pro

Ser

Ser
Pro
Thr
50

Asn
Cys
Ala
Ile
Tyr
130
Asn
Asn
Lys
Asp
Val
210
Gly
Ile
Ile
Gly
Gly
290
Thr
Asn
Glu
Ala
Leu
370
Ser
Tyr
Cys
Asn

Thr
450

Ser
Leu
35

Gly
Ser
Pro
Tyr
Gly
115
Leu
Glu
Gly
Tyr
Ser
195
Glu
His
Ser
Cys
Gly
275
Asn
Lys
Arg
Leu
Glu
355
Thr
Leu
Pro
Ser
Ala

435
Gly

Asn
Ala

20
Thr

Asp
Ala
100
Phe
¥et
Phe
Ala
Pro
180
Gln
Gly
Gly
Glu
Glu
260
Thr
Thr
Lys
Tyr
Gly
340
Glu
Gln
Trp
Thr
Thr
420
Lys

Asn

Leu
5
Glu
Trp

Val

- Thr

Asn
85

Ser
Val
Ala
Ser
Leu
165
Thr
Cys
Trp
Ser
Ala
245
Gly
Cys
Ser
Leu
Tyr
325
Serx
Ala
Phe
Asp
Asn
4053
Ser

Val

Pro

Phe
Gln
Gln
Val
Asn
70

Glu
Thr
Thr
Ser
Phe
150
Tyr
Asn
Pro
Glu
Cys
230
Leu
Asp
AsSp
Phe
Thr

310
Val

390
Glu

Ser
Thr

Ser

Leu
Ser
Lys
Ile
55

Cys
Thr
Tyr
Gin
Asp
135
Asp
Phe
Thr
Arg
Pro
215
Cys
Thr
Gly
Pro
Tyr
295
Val
Gln
Ser
Phe
Lys
375
Tyr
Thr
Gly

Phe

Gly
455

Phe
Ala
Cys
40

Asp
Tyr
Cys
Gly
Ser
120
Thr
Val
Val
Ala
Asp
200
Ser
Ser
Pro
Cys
Asp
280
Gly
Val
Asn
Gly
Gly
360
Ala
Tyr
Ser
Val
Ser

140
Gly

Leu
Cys
25

Ser
Ala
Asp
Ala
Val
105
Ala
Thr
Asp
Ser
Gly
185
Leu
Ser
Giu
His
Gly
265
Gly
Pro
Thr
Gly
Asn
345
Gly
Thr
Ala
Ser
Fro
425

Asn

Asn

Ile
10

Thr
Ser
Asn
Gly
Lys
%0

Thr
Gln
Tyr
Val
Met
170
Ala
Lys
Asn
Met
Pro
250
Gly
Cys
Gly
Gln
Val
330
Glu
Ser
Ser
Asn
Thr
410
Ala

Ile

Pro

Phe Ser Leu

Leu
Gly
Trp
Asn
75

Asn
Thr
Lys
Gln
Ser
155
Asp
Lys
Phe
Asn
Asp
235
Cys
Thr
Asp
Ser
Phe
315
Thr
Leu
Ser
Gly
Met
395
Pro
Gln
Lys

Pro

Gln
Gly
Arg
60

Thr
Cys
Ser
Asn
Glu
140
Gln
Ala
Tyr
Ile
Ala
220
Ile
Thr
Tyr
Trp
Ser
300
Glu
Phe
Asn
Phe
Gly
380
Leu
Gly
Val

Phe

Gly
460

Ser
Thr
45

Trp
Trp
Cys
Gly
Val
125
Phe
Leu
Asp
Gly
Asn
205
Asn
Trp
Thr
Ser
Asnh
285
Phe
Thr
Gln
Asp
Ser
365
Met
Trp
Ala
Glu
Gly

445
Gly

Leu
Glu
30

Cys
Thr
Ser
Leu
Asn
110
Gly
Thr
Pro
Gly
Thr
190
Gly
Thr
Glu
Val
Asp
270
Pro
Thr
Ser
Gln
Asp
350
Asp
val
Leu
Val
Ser
430
Pro

Asn

P62694})

Leu
15

Thr
Thr
His
Ser
Asp
95

Ser
Ala
Leu
Cys
Gly
175
Gly
Gln
Gly
Ala
Gly
255
Asn
Tyr
Leu
Gly
Pro
335
Tyr
Lys
Leu
Asp
Arg
415
Gln
Ile

Arg

Ser
His
Gln
Ala
Thr
80

Gly
Leu
Arg
Leun
Gly
160
Val
Tyr
Ala
Ile
Asn
240
Gln
Arg
Arg
Asp
Ala
320
Asn
Cys
Gly
Val
Ser
400
Gly
Ser

Gly

Gly
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Thr
465
Pro

Pro

Tyr

<210
<211>
<212>
<213>

Thr

Thr

Thr

Ser

<220>
<223> Proteina de longitud
PO7987)

<400>

Thr

Gln

vVal

Gln
515

45

471
PRT
Trichoderma reesei

45

Thr

Arg Arg Pro

470

Ser His Tyr Gly

Cys
500
Cys

Met Ile Val Gly

1
Ala

Gln
Ser
hla
65

Val
Ser
Ser
Ala
Ala
145
Asp
Arg
Tyr
Tyr
Thr
225
Val
Pro
Ala
Gly
Gln

305
Arg

Ser
Cys
Thr
50

Ala
Ser
Thr
Gly
Ser
130
Thr
Thr
Thr
Asp
Ser
210
I;e
Ile
Lys
Val
His
290

Leu

Gly

Val
Gly
35

Cys
Ser
Pro
Thr
Asn
115
Glu
Ala
Leu
Ala
Leu
195
Ile
Arg
Glu
Cys
Thr
275
Ala

Phe

Leu

Pro
20

Gly
Val
Ser
Thr
Thr
100
Pro
Val
Ala
Asp
Asn
180
Pro
Ala
Gln
Pro
Ala
260
Gln
Gly

Ala

Ala

485

Ala Ser Gly

Leu Lys Asp

Ile
5

Leu
Gln
Tyr
Ser
Thr
85

Arg
Phe
Ser
Ala
Lys
165
Lys
Asp
Asp
Ile
Asp
245
Asn
Leu
Trp

Asn

Thr
325

Leu
Giu
Asn
Ser
Ser
70

Ser
Val
Val
Ser
Ala
150
Thr
Asn
Arg
Gly
Val
230
Ser
Ala
Asn
Leu
Val

310
Asn

Thr
Glu
Trp
Asn
55

Ser
Arg
Pro
Gly
Leu
135
Val
Pro
Gly
Asp
Gly
215
Val
Leu
Gln
Leu
Gly
295
Tyx

Val

Ala

Gln

Thr

Glu
520

Thr
Cys
Thr

505
Leu

28

Thr

Gly
450
Cys

completa de

Thr
Arg
Ser
10

Asp
Thr
Ser
Pro
Val
120
Ala
Ala
Leun
Gly
Cys
200
Val
Glu
Ala
Ser
Pro
280
Trp

Lys

Ala

Leu
Gln
25

Gly
Tyr
Arg
Ser
Val
105
Thr
Iie
Lys
Met
Asn
185
Ala
Ala
Tyrx
Asn
Ala
265
Asn
Pro

Asn

Agn

Ala
10

Ala
Pro
Tyr
Ala
Ser
90

Gly
Pro
Pro
Val
Glu
170
Tyr
Ala
Lys
Ser
Len
250
Tyr
Val
Ala

Ala

Tyr
330

Thr Gly Ser Ser

475

Gly Ile Gly Tyr

Gln Val Leu Asn

510

Exoglucanasga 2

Thr
Cys
Thr
Ser
Ala
15

Ala
Ser
Trp
Ser
Fro
155
Gln
Ala
Leu
Tyr
Asp
235
Val
Leu
Ala
Asn
Ser

315
Asn

Leu
Ser
Cys
Gln
60

Ser
Thr
Gly
Ala
Leu
140G
Ser
Thr
Gly
Ala
Lys
220
Ile
Thr
Glu
Met
Gln
300

Ser

Gly

Ala
Ser
Cys
45

Cys
Thzr
Prc
Thr
Asn
125
Thr
Fhe
Leu
Gln
Ser
205
Asn
Arg
Asn
Cys
Tyx
285
Asp

Pro

Trp

Thr
Val
30

Ala
Leu
Thr
Pro
Ala
110
Ala
Gly
Meﬁ
Ala
Phe
190
Asn
Tyr
Thr
Leu
Ile
270
Leu
Pro

Arg

Asn

Pro

Ser
495
Pro

{No.

Leu
15

Trp
Ser
Pro
Ser
Pro
25

Thr
Tyr
Ala
Trp
Asp
175
Val
Gly
Ile
Leu
Gly
255
Asn
Asp
Ala
hla

Iie
333

Gly
480
Gly

Tyr

Reg.

Ala
Gly
Gly
Gly
Arg
Gly
Tyr
Tyr
Met
Leu
160
Ile
Val
Glu
Asp
Leu
240
Thr
Tyr
Ala
Ala
Leu

3az2o0
Thy
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Ser
Tyxr
Ala
Gln
385
Ile
Trp
Pro

Pro

Asn
465

FPro
Ile
Phe
370
Gln
Arg
Val
Arg
Gln

450
Ala

<210> 46
<211> 47

<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 46

Met
1
Leu

Gly

Val

. Ser

65
Thr

Thr
Pro
Val
Ala
145
Asp
Asn
Pro
Ala
Gln

225
Pro

Lys
Ser
Gln
Tyr
50

Ser
Thr
Arg
Phe
Ser
130
Ala
Lys
Lys
Asp
Asp
210
Ile

Asp

Pro
His
355
Phe
Gln
Fro
Lys
Phe
435
Ala

Asn

2

PRT
Secuencia

Thr
Ser
Asn
35

Ser
Ser
Ser
Val
Val
115
Ser
Ala
Thr
Asn
Arg
195
Gly
Val

Ser

Ser
340
Ala
Iie
Trp
Ser
Pro
420
Asp

Gly

Pro

Asn
Ala
20

Trp
Asn
Ser
Arg
Pro
100
Gly
Leu
Val
Pro
Giy
180
Asp
Gly
Val

Leu

Tyr
Ile
Thr
Gly
Ala
405
Gly
Ser

Ala

Ser

Thx
Gly
Asp
Asp
390
Asn
Gly
His
Trp

Phe
470

Gln
Pro
Gln
375
Trp
Thr
Glu
Cys
Phe

455
Leu

Artificial

Leu
5
Glu
Ser
Asp
Thr
Ser
85
Pro
Val
Ala
Ala
Leu
165
Gly
Cys
Val

Glu

Ala

Phe

Gln

Val

Thr

Ile

Lys
150
Met

Asn

Ala

Ala

Tyr
230
Asn

Leu
Ala
Pro
Tyr
55

Ala
Ser
Gly
Pro
Pro
135
Val
Glu
Tyr
Ala
Lys
215

Ser

Leu

Gly
Leu
360
Gly
Cys
Gly
Cys
Ala

440
Gln

Phe
Cys
Thr
40

Ser
Ala
Ala
Ser
Trp
1290
Ser
Pro
Gln
Ala
Leu
200
Tyr
Asp

Val

Asn
345
Leu
Arg
Asn
Asp
Asp
425

Leu

Ala

Leu
Ser
25

Cys
Gln
Ser
Thr
Gly
105
Ala
Leu
Ser

Thr

Gly
185
Ala
Lys
Ile

Thr

29

Ala
Ala
Ser
Val
Ser
410
Gly

Pro

Tyr

Ile
10

Ser
Cys
Cys
Thr
Fre
20

Thr
Asn
Thr
Phe
Leu
170
Gln
Ser
Asn

Arg

Asn

Val
Asn
Gly
Ile
395
Leu
Thr

hsp

Phe

Phe
Val
Ala
Leu
Thr
75

Pro
Ala
Ala
Gly
Met
155
Ala
Phe
Asn
Tyr
Thr

235
Leu

Tyr
His
Lys
380
Gly
Leu
Ser

Ala

Val
460

Ser
Trp
Ser
Pro
60

Ser
Pro
Thr
Tyr
Ala
1490
Trp

Asp

Val

Gly

Ile
220
Leu

Gly

Asn
Gly
365
Gin
Thr
Asp
Asp
Leu

445
Gln

Leu
Gly
Gly
45

Gly
Arg
Gly
Tyr
Tyx
125
Met
Leu
Ile
Val
Glu
205
Asp

Leu

Thr

Glu
350
Trp
Pro
Gly
Ser
5er
430
Gln

Leu

Leu
Gln
30

Ser
Ala
Val
Ser
Ser
110
Ala
Ala
Asp
Arg
Tvr
190
Tyr
Thr

Val

Pro

Lys
Ser
Thr
Phe
Phe
415
Ser

Pro

Leu

Exoglucanasa 2 modificada (sefial ER reemplazada y
secuencia KDEL afiadida a No. de Registro P0O7987)

Leu
15

Cys-

Thr
Ala
Ser
Thr
95

Gly
Ser
Thr
Thr
Thr
175
Asp
Ser
ile
Ile

Lys

Leu
hsn
Gly
Gly
400
Val
Ala

hla

Thr

Ser
Giy
Cys
Ser
Pro
80

Thr
Asn
Glu
Ala
Leu
160
Ala
Lau
Ile
Arg
Glu

240
Cys

%
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245
Ala Asn Ala Gln Ser Ala
260
Gln Leu Asn Leu Pro Asn
275
Gly Trp Leu Gly Trp Pro
290
Ala Asn Val Tyr Lys Asn

Tyr
Val
Ala

295
Ala

305 310 |

Ala Thr Asn Val Ala Asn
325
Ser Tyr Thr Gln Gly Asn
340
Ala Ile Gly Pro Leu Leu
355
Ile Thr Asp Gln Gly Arg
370
Trp Gly Asp Trp Cys Asn
385 390
Ser Ala Asn Thr Gly Asp
405
Pro Gly Gly Glu Cys Asp
420
Asp Ser His Cys Ala Leu
435
Gly Ala Trp Phe Gln Ala
450
Pro Ser Phe Leu Lys Asp
465 470

<210> 47
<211> 562
<212> PRT

Tyr
Ala
Ala
Ser
375
Val
Ser
Gly
Pro
Tyr

455
Giu

Leu
Ala
280
Asn
Ser
Asn
Val
Asn
360
Gly
Ile
Leu
Thr
Asp
440
Phe

Leu

Glu
265
Met
Gln
Ser
Gly
Tyr
345
His
Lys
Gly
Leu
Ser
425
Ala

Val

<213> Acidothermus cellulolyticus

<220>

30

250
Cys Ile

Tyr Legu
Asp Pro
Pro Arg
315
Trp Asn
330
Asn Glu
Gly Trp
Gla Pre
Thr Gly
395
Asp Ser
410
Asp Ser
Leu Gln

Gln Leu

Asn
Asp
Ala
300
Ala
Ile
Lys
Ser
Thr
380
Phe
Phe
Ser

Pro

Leu
460

Tyr
Ala
285
Ala
Leu
Thr
Leu
Asn
365
Gly
Gly
Val
Ala
Ala

445
Thr

Ala
270
Gly
Gln
Arg
Ser
Tyr
350
Ala
Gln
Ile
Trp
Pro
430
Pro

Asn

<223> secuencia de longitud completa de Endoglucanasa
(No. de Registro P54583)

<400> 47
Met Pro Arg Ala Leu Arg
1 5

val Gly Val Val Val Ala
20

Leu Ala Val Pro Arg Pro

35
Thr Ser Gly Arg Giu Ile
50

Ala Gly Ile Asn Trp Phe

65 70

Gly Leu Trp Ser Arg Asp
’ 85

Leu Gly Tyr Asn Thr Ile
100

Pro Gly Thr Met Pro Asn

118
Leu Gln Gly Leu Thr Ser
130

Ala Gly Gln Ile Gly Leu

145 150

Cys Ser Gly Gln Ser Ala

Arg
Val
Ala
Leu
55

Gly
Tyr
Arg
Ser
Leu
135

Rrg

Leu

Val
Leu
Arg
40

Asp
Phe
Arg
Leuy
Ile
120
Gln
Ile

Trp

Pro
Ala
25

Ala
Ala
Glu
Ser
Pro
105
Asn
Val
Ile

Tyr

Gly Ser
1¢G
Leu Val

Ala Gly
Asn Asn
Thr Cys
75

Met Leu
90

Tyr Ser
Phe Tyr
Met Asp
Leu Asp

155
Thr Ser

Arg
Ala
Gly
Val
60

Asn
AsSp
Asp
Gln
Lys
140
Arg

Ser

Val
Ala
Gly
45

Pro
Tyr
Gln
Asp
Met
125
Iie
His

Val

Met
Leu
30

Tyr
Val
Val
Ile
Iie
110
Asn
Val
Arg

Ser

255
Val

His
Leu
Gly
Pro
335
Ile
Phe
Gln
Arg
Val
415
Arg

Gln

Ala

El

Leu
15

Ala
Trp
Arg
Val
Lys
95

Leu
Gln
Ala

Pro

Glu

Thr
Ala
Phe
Leu
320
Pro
His
Phe
Gln
Pro
400
Lys
Phe

Ala

Asn

Arg
Asn
His
Ile
His
80

Ser
Lys
Asp
Tyx
Asp

160
Ala

D
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Thr
Pro
Cys
Arg
225
Val
Ash
Arg
Thr
Asn
305
Leu
Leu
Asp
Thr
Asp
385
Ala
Pro
Pro
Pro
Cys
465
Val
Thr
Asn
Ser
Gln

545
Ala

<210>
<211>
<212>
<213>

Trp
Thr
Trp
210
Ala
Glu
Leu
Leu
Trp
290
Lys
Gly
Lys
Ser
Gly
370
Gly
Ser
Ser
Thr
Thr
450
Thr
Thr
Val
RARla
Tyr
530
Ala

Ser

<220>

<223>

48

636
ADN
Aspergillus niger

Ile
Val
195
Gly
Gly
Gly
Gln
Val
275
Phe
Asn
Glu
Thr
Phe
355
Gly
Tyr
Ala
Proc
Ala
435
Ala
Ala
Val
Ser
Ala
515

Asn

Ser

Ser
180
Val
Cys
Asn
Val
Gly
260
Tyr
Ser
Trp
Phe
Leu
340
Gln
Ile
Leu
Ser
Ser
420
Ser
Ser
Ser
Ala
Trp
500
Val

Asn

Tyr

165
Asp

Gly
Gly
Ala
Gln
245
Ala
Ser
Asp
Gly
Gly
325
Val
Trp
Leu
Ala
Pro
405
Pro
Pro
Pro
Tyr
Val
485
Thr
Thr

Val

Thr

Leu
Phe
Asp
Val
230
Ser
Gly
Ala
Pro
Tyr
310
Thr
Gln
Thr
Lys
Pro
390
Ser
Ser
Thr
Thr
Gin
470
Thr
Phe
Gin

Ile

Gly
550

CDS de ¥Xilanasa

Pro
215
Leu
Tyr
Gln
His
Thr
295
Leu
Thr
Tyr
Phe
Asp
375
Ile
Ser
Ala
Pro
Pro
455
Val
Asn
Gly
Asn
éln
535
Ser

(No.

Ala
Leu
200
Ser
Ser
Asn
Tyr
Asp
280
Phe
Phe
Leu
Leu
Trp
360
Asp
Lys
Gln
Ser
Thr
440
Ser
Asn
Ser
Gly
Gly
520

Pro

Asn

Leu
185
His
Ile
Val
Gly
Pro
265
Tyr
Pro
Asn
Gln
Arg
345
Ser
Trp
Ser
Pro
Arg
425
Leu
Pro
Ser
Gly
Asn
505
Gln
Gly

Ala

31

170
Ala

Asn
Asp
Asn
Asp
250
Val
Ala
Asn
Gln
Ser
330
Pro
Trp
Gln
Ser
Ser
410
Thr
Thr
Thr
Asp
Ser
450
Gln
Ser

Gln

Ala

Gln
Glu
Trp
Pro
235
Ser
Val
Thr
Asn
Asn
315
Thr
Thr
Asn
Thr
Ile
395
Pro
Pro
Pro
Ala
Trp
475
Val
Thr
Val

Asn

Pro
555

Arg
Pro
Arg
220
Asn
Tyxr
Leu
Ser
Met
300
Ile
Thr
Ala
Pro
Val
380
Phe
Ser
Thr
Thr
Ala
460
Gly
Ala
Iie
Thr
Thr

540
Thr

de Registro U39784)

Tyr
His
205
Leu
Leu
Trp
Asn
Val
285
Pro
Ala
Asp
Gln
Asp
365
Asp
Asp
Val
Pro
Ala
445
Ser
Asn
Thr
Thr
Ala
525

Thr

Val

Lys
190
Asp
Ala
Leu
Trp
Vail
270
Tyr
Gly
Pro
Gln
Tyr
350
Ser
Thr
Pro
Ser
Thx
430
Thr
Gly
Gly
Lys
Asn
510
Arg
Phe

Ala

175
Gly

Pro
Ala
Ile
Gly
255
Pro
Pro
Ile
Val
Thr
335
Gly
Gly
Val
val
Pro
415
Pro
Pro
Ala
FPhe
Thr
495
Ser

Asn

Gly

Asn
Ala
Glu
Phe
240
Gly
Asn
Gln
Trp
Trp
320
Trp
Ala
Asp
Lys
Gly
400
Ser
Thr
Thr
Arg
Thr
480
Trp
Trp
Met

Phe

Ala
560

Y
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<400> 48
atgaaggtca ctgeggettt tgcaagtctc
gagcctgtte Lyggtgtcgeg aagtgccgygt
cttggtgact tcacctacga cgagagtacc
gtcagttccg acttcegtecgt tggtiltggge
tactctgcce aatacagcge ttetagetec
aactctectce aggeccgaata ctacatcgtce
tecggecacga gocttggtac cgtgtactet
actcgacgaa cgcggccatc tatcacagga
cgtgaaagta cacgcacatc cggaacagtg
cagcatgggt tcggecaatag caacttcaat
ggtgtcggeca gtgccagtgt cacgatctec
<210> 49
<211> 211
<212> PRT
<213> Aspergillus niger
<220>
<223>
<400> 49
Met Lys Val Thr Ala Ala Phe Ala
1 5
Ala Pro Ala Pro Glu Pro Val Len
20
Tyr Val Gln Asn Tyr BAsn Gly Asn
35 . 40
Ser Thr Gly Thr Phe Ser Mef Tyr
S0 55
Phe Val Val Gly Leu Gly Trp Thr
65 70
Tyr Ser Ala Gln Tyr Ser Ala Ser
a5
Tyr Gly Trp Val Asn Ser Pro Gln
100
Tyr Gly Asp Tyr Asn Pro Cys Ser
115 120
Tyr Ser Asp Gly Ser Thr Tyr Gln
130 135
Arg Pro Ser Ile Thr Gly Thr Ser
145 150
Arg Glu Ser Thr Arg Thr Ser Gly
165
Asn Phe Trp Ala Gln His Gly Phe
180
Val Met Ala Val Glu Bla Trp Asn
195 200
Ile Ser Ser
210
<210> 50
<211> 366
<212> PRT

32

ttgettacgg
atcaactacyg
gggacatttt
tggaccactg
agctcctace
gaggattacyg
gatyggaagca
acaagcacgt
actatcgcca
tatcaggtca
tcttaa

Leu Leu
10

Ser

Ser

Val
25
Leu

Arg

Gly Asp

Trp Glu Asp

Thr Gly Ser
75
Ser Ser
30

Glu

Ser

Ala
105
Ser

Tyr

Ala Thr

Val Cys Thr

Thr Phe Thr

155

Thr Val Thr
170

Gly Asn

185

Gly

Ser

Val Gly

<213> Phanerochaete chrysoéporium

<220>

<223>

<400>

50

Ligninasa 1508163A

ccttegegge
tgcagaacta
ccatgtactyg
gctoctectaa
tggctgtcta
gltgattacaa
cctaccaagt
tcacgcagta
accatttcasa
tggcggtgga

Leu Thr Ala

Ser Ala Gly
30
Thr Tyr
45

Val

Phe
Gly Ser
%0

Ser

Lys Ser

Ser Tyr Leu

Ile val
110
Gly

Tyr

Leu
125
Thr

Ser

Asp
140
Gln

Arg

Tyr Phe

Ile Ala Asn

Asn Phe Asn
190
Ala Ser

205

S5er

cectgetoeg
caacggcaac
ggaggatgga
atctatcacc
cggctgggte
ccetigeage
ctgcaccgac
cttcteegtt
ttictyggeyg
ggcatggaac

Fhe
15
Ile

Ala
Asn

Asp Glu

Ser Asp

Ile Thr
RO
Ala Val
95

Glu Asp

Thr Val

Arg Thr
Val
160
Phe

Ser

His
175
Tyr Gln

Val Thr

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
636

secuencia de proteinas de Xilanasa (No. de Registro ARA95065.1)
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et
Ser
Asn
Leu
Glu
&5

Ser
Gly
Ile
His
Leu
145
Ala
His
Asp
Val
Pro
225
Thr
Leu
Tyr
Leu
Gln
305
Lys
Thr

Leu

<210>
<211>
<212>
<213>

Ala
Ala
Gly
ksp
50

Ala

Pro

Gly
Gly
130
Ser
Pro
Thr
Glu
Asn
210
Gly
Ala
Pro
Arg
Val
2990
Asp
Pro

Ile

Thi

<220>

<223>

<220>

<221>
<222>»
<223>

51

102
PRT
Trametes versicclor

3,

Phe
Ala
Lys
35

Rsp
His
Ala
Ile
Leu
115
Val
Asn
Ala
Val
Leu
195
Asp
Ile
Phe
Gly
Thr
275
Asp
Pro
Ile
Lys

Thr
355

Lys
Asn
20

Thr
Ile
Glu
Met
Met
100
Asp
Thr
Cys
Thr
Asp
180
Glu
Val
Phe
Pro
Glu
260
Ala
Asp
Asn
Pro
Asp

340
Leu

VARIANTE

15,
Xaa =

16,

Gln
Ala
vVal
Gln
Ser
Gliu
85

Tie
Glu
Pro
Pro
Gln
165
Gln
Leu
Asp
Asp
Gly
245
Iie
Cys
Phe
Ala
Gly
3z5
Val

Pro

3e,

Leu
Ala
Gly
Gin
Tie
70

Ala
Phe
Ile
Gly
Gly
150
Pro
Ile
Val
Pro
Ser
230
Ser
Arg
Glu
Gln
Met
3190
Asn

Glu

Gly

54,

Phe
Ala
Asp
Asn
55

Arg
Gln
Asp
Val
Asp
135
Ala
Ala
Ile
Trp
Thr
215
Gln
Gly
Ile
Trp
Phe
295
Thr
Leu

Gln

Pro

68,

ala
Val
Ala
40

Leu
Leu
Gly
Asp
Lys

120
Phe

Asn
Met
200
Val
Phe
Gly
Gln
Gln
280
Ile
Asp
Pro

Ala

Glu
360

7,

Ala
1le
25

Ser
Phe
Val
Lys
Ile
105
Leu
Ile
Gln
Asp
Arg
185
Leu
Gln
Phe
Asn
Ser
265
Ser
Phe
Cys
FPhe
Cys

345
Thr

83,

Cualguier Aminoacido

33

Iie
10

Glu
Cys
His
Phe
Phe
S0

Glu
Gln
Ala
Met
Gly
170
Val
Ser
Gly
Val
Gln
250
Asp
Phe
Leu
Ser
Ser
330
Ala

Ser

97

Ser
Lys
Cys
Gly
His
75

Gly
Thr
Lys
Phe
Asn
155
Leu
Asn
Ala
Leu
Glu
235
Gly
His
Val
Ala
Asp
315
Phe

Glu

Val

Leu
Arg
Ala
Gly
Asp
Gly
Ala
Pro
Ala
140
Phe
Val
Asp
His
Pro

220
Thr

Thr
Asn
Leu
300
Val
Fhe

Thr

Gln

Ala
Ala
Trp
45

Gln
Ser
Gly
Phe
Phe
125
Gly
Phe
Bro
Ala
Ser
205
Phe
Gln
Val
Ile
Asn
285
Thr
Ile
Pro

Pro

Arg
365

Leu
Thr
30

Phe
Cys

Ile

His
110
Val
Ala
Thr
Glu
Gly
190
Val
Asp
Leu
Glu
Ala
270
Gin
Gln
Pro
Ala
Phe

350
Ile

Ligninasa: manganeso percxidasa (EC 1.11.1.13)

Ser
15

Cys
Asp
Gly
Ala
Ala
95

Pro
Gin
Val
Gly
Prxo
175
Glu
Ala
Ser
Arg
Ser
255
Arg
Ser
Leu
Gln
Gly

335
Pro

Leu
Ser
Val
Ala
Tle
80

Asp
Asn
Lys
Ala
Arg
160
Phe
Phe
Ala
Thir
Gly
240
Pro
Asp
Lys
Gly
Ser
320

Lys

Thr
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<400>

Val Ala Xaa Pro

1

Gln Leu Phe Asp

Ala Arg His Xaa

Iie Gly Val Ser

50
Arg Th
65
val Pr

Xaa Al

<23i0>
<211>
<212>
<Z213>

<220>
<223>

<400>

Met Al
1

Thr Al

Asn Gl

51
26
35
r Ala Xaa
o Xaa Pro
a Glu Thr
10G
52
371
PRT

hsp Gly
5
Gly Gly

Ala Ile
Asn Xaa

Glu Trp
70

Pro Pro

85

Pro Phe

Val
Glu
Gly
Pro
55

Gln

Ala

Asn

Cys
Val
40

Gly
Ser

Leu

Thr

Gly
25
Ser

Ala

Leu

Ser

34

Ala
10

Glu
Asn
Pro

Leu

Asn
8Q

Thr
Glu
Cys
Gln
Ile

75
Ala

Asn
Val
Pro
Leu
60

Glu

Asp

Ala Ala

His Glu
30

Gly Ala

45

Ala Arg

Xaa Ser

vVal Glu

Phanerochaete chrysosporium {(un basidiomiceteas)

Lignina peroxidasa {No. de Registro P49012)

52
a Phe Lys

a Ala Asn
20
Yy Lys Thr
35

Leu Asp Asp Ile

50
Glu Al
65
Ser Pr

Gly Se
Ile G1

His Gl
13
Leu Se
145
Lys Pr

His Th
Asp G1

Val As
21
Pro Gl
225
Thr Le

a His Glu
o Ala Met

r Ile Met
100
y Leu Asp
115
y Val Thr
0
r Asn Cys

o Ala Thr

r Val Asp
186
u Leu Glu
195
n Asp Val
0
y Ile Phe

u Phe Pro

Met Ala Gly Glu

260

Ser Arg Thr Ala

Gln Leu
5
Ala Ala

Val Gly
Gln Ala

Ser Ile
70

Giu Ala

85

Ile Phe

Glu Val
Pro Gly

Pro Gly
150

Gln Pro

165

Gln 1le

Leu Val

Asp Pro

Asp Ser
230

Gly Ser

245

Ile Arg

Cys Glu

Phe
Val
Asp
Asn
55

Arg
Lys
Asp
Val
Asp
135
Ala
ala
Ile
Trp
Thr
215
Gln
Gly

Ile

Trp

Ala
Val
Ala
40

Met
Leu
Gly
Thx
Ala
120
Phe
Pro
Pro
Ala
Met
200
Val
Phe
Gly
Gln

Gln

Ala
Lys
25

Ser
Phe
val
Lys
Ile
105
Met
Tle
Gln
Asp
Arg
185
Leu
Gln
Phe
Asn
Thr

265
Ser

Ile
10

Glu
Cys
His
Phe
Phe
S0

Glu
Gln
Ala
Met
Gly
170
Val
Ser
Gly
Val
Gln
250
Asp

Phe

Thr
Lys
Cys
Gly
His
15

Gly
Thr
Lys
Phe
Asn
155

Leu

Asn

Ala-

Leu
Glu
235
Gly
His

Val

val
Arg
Ala
Gly
60

Asp
Gly
Ala
Pro
Ala
14Q
Phe
Val
Asp
His
Pro
220
Thr
Glu
Thr

Gly

Ala Leu

Ala Thr
30

Trp Phe

45

Gln Cys

Ser Ile
Gly Gly

Phe His
110

Phe Val

125

Gly Ala

Phe Thr
Pro Glu
Ala Gly
18

Ser val
205

Phe Asp
Gl Phe
Val Glu
Leu Ala

270
Asn Gln

Xaa
15

Ser
Pro
Asp
Glu

Gln
@5

Ser
is

Cys
Asp
Gly
Ala
Ala
95

Pro
Gln
Val
Gly
Pro
175
Glu
Ala
Ser
Arg
Ser
255
Arg

Ser

Xaa
Tle

Gln

Leu
80
Ala

Leu
Ala
Val
Ala
Ile
80

Asp
Asn
Lys
Ala
Arg
160
Phe
Phe
Ala
Thr
Gly
240
Gly
Asp

Lys

|
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275
Leu Val Asp
290
Gln Asp Pro
305
Lys Pro Ile
Ser His Ser
Leu Val Thr
355
His Lys Ala
370

<210> 53
<211> 134
<212> ADN
<213> Glyci

<220>

280

35

Asp Phe Gln Phe Ile Phe Leu Ala

295

Asn Ala Met Thr Asp Cys Ser Asp
310
Pro Gly Asn Gly Pro

325

315

Phe Ser Phe

330

Asp Ile Glu Gln Ala Cys Ala Glu
345
Leu Pro Gly Pro Ala Thr Ser Val

340

ne max

360

(soya)

285
Leu Thr Gln
300 :
Val Ile Pro

Phe Pro Pro

Thr Pre Phe

350

Ala Arg Ile
365

Leu Gly

Leu Ser
320

Gly Lys

335

Pro Ser

Pro Pro

<223> secuencia para subunidad alfa de beta-conglicinina ({BCS)
{genbank No. de Registro ABZ237643.1)

<400> 53

cctacagaclt tcaatctggt gatycoctga gagiccecctc aggaaccaca tactatgtgg 60
caacaacgaa aaltctcagat taataacact cgccatacce gttaacaage 120

tcaaccctga
ctggtagatt

<2i0> 54
<211> 1195
<212> ADN

tgag

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223>

<400> 54

gcggecgcoct
cacatactat
accecgttaac
acactcacaa
agttttgcaa
gtctagtacc
gttaagtgat
atttataaat
gtgtaagacg
aacatgtaag
ggtttgatga
aaaataatat
aaatatttta
tatcaataaa
aacagtaatc
cacggtltaga
taccagagac
adacagcccg
tattaatctg
gactctcagg

<210> 55
<211> 332

casete de ARNL

cgagcctaca
gtggtcaacc
aagcctyggta
tagggtggee
gcecactacca
ccaattggta
gttaattagt
atattgtita
aagaagataa
atgatatact
attaaatatc
tLtttttatga
gtttaaaagt
caaaatatta
taatgtaaca
atatatggga
attgaaggct
agctcgatat
agattttegt
gcatcaccag

completo para producir BCS

gacttcaatc
ctgacaacaa
gatttgagga
tatgtattta
cccttatget
aggaaataat
atgattataa
cataaacaac
aagttgagag
agcattaata
aatgataaaa
ttaatagttt
taataaatat
aataacasagc
aaacataatc
gcataagggt
aaatacatag
cctcazatct
tgttgtcagg
attgaagtct

tggtgatgec
cgaaaatctc
tatcgagetc
gecttcaatg
cccatatatt
tattttettt
taatatagtt
albagtaatgt
taagtatatt
tttgttttaa
tactatagta
attatataat
tttgttagaa
taaagtaaca
taatgctaat
ggtagtgget
geccacceotat
accaggcttig
gttgaccaca
gtaggctcga

ctgagagticc
agattaataa
gggctgttte
tctctggtag
ctaaccgtga
tttectttta
gttataattyg
aaaaaaatat
atttttaatg
tcataatagt
aaaataagaa
taaatatcta
aLtccaatct
aataatatca
ataacaaagc
tgcaaaacta
tgtgagtgtg
ttaacgggta
tagtatgtgg
gtctagagcg

cctcaggaac
cactcgccat
tcttetegte
accctatgat
aagcttacta
gtataaaata
tgaaaaaata
gacaagtgal
aattigatcg
aattctagct
taaataaatt
taccattact
gcttgtaatt
aactaataga
gtaaagcttt
tcatagggtc
acgagaagag
tggcgagtgt
ttcctgaggyg
goccyc

134

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
360
1020
1080
1140
1185
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<212>
<213>

ADN

<220>
<223>

Secuencia Artificial

No. de Registro AB030495)

<400> 55

cattgacgag
tgacatcttce
cctctogtgg
gccacactac
acaagtggtg
gttaactgtg

<210> 56

<211> 1591
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 5¢

gcggeegeoct
cagacttcat
ctegactice
aatgctatgt
ggacgggeat
caagagggac
gctgtttete
tctggtagac
aaccgtgaaa
tccttttagt
tataattgtg
aaaaatatga
ttttaatgaa
ataataglaa
aataagaata
aatatctata
tccaatctge
taatatcaaa
aacaaagcgt
caaaactatc
tgagtgtgac
gcacagttaa
Lcaccacttyg
tgtagtgtgg
gcocacgagag
tgaagatgtc
tctcgtcaat

<210> 57

<211> 130
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

accatttgca
aaccctcaag
ctcaaactca
aacctgaacy
aattgcaatg
ccacaaaact

Casete de ARNi

cgagcattga
cacctgacat
cageccctectce
tegtgocaca
tggtacaagt
aggtgttaac
ttctecgteac
cctatgatag
gcttactagt
ataaaatagt
aaaaaataat
caagtgatgt
tttgatcgaa
Ltctagctgg
aataaattaa
ccattactaa
ttgtaattita
ctaatagaaa
aaagctttca
atagggtcta
gagaagagaa
cacctgtecc
taccaatgcc
cacgaacata
ggctgggaaqg
aggtgatgaa
gctecgagtet

caatgggact
ctggtagcat
gtgcccagtt
caaacagcat
gtgagagagt
ttgeggtgge

Secuencia Artificial

36

tcgeocacaac
cacaaccgct
tggatcactc
aatatacgca
gtttgatgga
tg

ataggccaga
accagcctecg
cgcaagaatg
ttgaatggac
gagctgcaag

complete para producir SP-

cgagaccatt
cttcaaccct
gtggctcaaa
ctacaacctg
ggtgaattge
tgtgccacaa
actcacaata
tLttgcaagce
ctagtacccecc
taagtgatgt
ttataaatat
gtaagacgaa
catgtaagat
tttgatgaat
aataatattt
atattttagt
tcaataaaca
cagtaatcta
cggttagaat
ccagagacat
acagcccgag
Ltcttgcaget
cgteccattca
gcattcttge
tcgaggctgg
gtctggecta
agagcggccg

Secuencia Artificial

tgcacaatgg
caagctggta
ctcagtgeccc
aacgcaaaca
aatgglgaga
aactttgcgg
gggtggocta
cactaccacc
aattggtaag
taattagtat
attgtttaca
gaagataaaa
gatatactag
taaatatcaa
ttttatgatt
ttaaaagtta
aaatattaaa
atgtaacaaa
atatgggagc
tgaaggctaa
ctcgatatec
ctccatcaaa
atgegtatat
ggagtgatcc
tagcggttgt
tgttgtggey
le:

gacttcgccea
gcatcacaac
agtlttggatc
gcataatata
gagtgtitga
tggctggata
tgtatttagce
cttatgctcc
gaaataatta
gattataata
taaacaacat
gttgagagta
cattaatatt
Lgataaaata
aatagtttat
atazatattt
taacaagcta
acataatcta
ataagggtygy
atacataggc
agccaccgea
cactctcteca
tatgectgtit
aaactgggca
gatgctacca
aagtcccatt

Gen FAD2-1 (Genbank No. de Registro AB188250)

cttcatcacc
acttecccage
ctatgttegt
gggeattggt
agggacaggt

caacataggc
cgctaccage
actccycaag
cgcattgaat
tggagagcty
tcgagctcgg
cttcaatgtc
catatattct
ttttettett
atatagttgt
agtaatgtaa
agtatattat
tgttttaatc

ctatagtaaa

tatataatta
tgttagaaat
aagtaacaaa
atgctaatat
tagtggcttyg
caccctattyg
aagttttgkg
ccattgcaat
gegitcaggt
ctgagtttga
gcttgagggt
gtgcaaatgg

Fragmento de ARNi de glicinina de glicinina AlbBZ {Genbank

60

120
180
240
300
332

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
2840
900
260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1591
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gggctgtttc tcttetegtc acactcacaa tagggtggcec tatgtattta gcecttcaatg 60

tetctyggtag accctatgat agttttgcaa gcoccactacca coccttatgel cccatatatt 120
ctaaccgtga 130
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International application No.
INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT ON PATENTABILITY

PCT/US09/49097

Box N¢. 1 Basis of the report

!. With regard to the language, this report is based on:

E the international application in the language in which it was filed.

D a translation of the international application into English , which is the language of a translation furnished for
the purposes of:

D international search (under Rules 12.3(a) and 23.1(b)}
D publication of the international application (under Rule 12.4(a))
[[] international preliminary examination (under Rules S5.2(a) and/or 55.3(2))
2. With regard 1o the elements of the intermational application, this repor is based on {replacement sheets which have been

fumished 1o the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to in this report as "originally filed”
and are not annexed to this report}:

D the international application as originally filed/furnished
& the description:

pages 1-63 as originally filed/furnished
pages* NONE received by this Authority on
pages* NONE received by this Authority on
@ the claims:
pages NONE as originally filed/furnished
pages* NONE as amended (logether with any statement) vnder Article 19
pages* 64-67 received by this Authority on 28 October 2010 (28.10.2010)
pages* NONE received by this Authority on

}x the drawings:
pages 1/15 - 18/15 as originally filed/furnished
pages* NONE received by this Autherity on
pages* NONE received by this Authority on

& a sequence listing and/or any related table(s} - see Supplemental Box Relating to Sequence Listing.

3. D The amendments have resulted in the cancellation of:

the description, pages

the claims, Nos

the drawings, sheets/figs

the sequence listing (specify):

Qo000

any table(s) related to the sequence listing (specify):

4, D This report has been established as if (some of) the amendments annexed to this report and listed below had not been made,
: since they have been considered to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rute 70.2(c)).

the description, pages

the claims, Nos

the drawings, sheets/figs

the sequence listing (specify):

I [ |

any table(s) related to the sequence listing (specify):

5. D This repont has been established taking into account the rectification of an obvious mistake suthorized by or notified to this
Authority under Rule 91 (Rule 70.2(e)).
* If item 4 applies, some or all of those sheets may be marked “superseded.”

Form PCT/IPEA/409 (Box No. I} (April 2007)



INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT ON PATENTABILITY

International application No.
PCT/US09/49097

Box No. V. Reasoncd statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial
applicability; citations and explanations supporting such statement ‘

1. Siatement

Novelty (N}

Inventive Step (IS)

Industrial Applicability (1A)

Claims
Claims

Claims
Claims

Claims
Claims

1-27 YES
NONE NO
NONE YES
1-27 NO
1.27 YES
NONE NO

2. Citations and Explanations (Rule 70.7}
Please See Continuation Sheet

Form PCT/IPEA/4Q9 (Box No. V) (April 2007)



International application No.

INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT-ON PATENTABILITY
PCT/US09/45097

Supplemental Box Relating to Sequence Listing

Continuation of Box Ne. I, item 2:

1. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application and necessary to the
claimed invention, this report was established on the basis of:

a. type of material

IE a sequence listing
D table(s) related to the sequence listing

b. format of matcrial

@ on paper

@ in electronic form

¢. time of filing/furnishing
& contained in the international application as filed
& filed together with the international application in electronic form
D furnished subsequently to this Autherity for the purposes of search and/or examination

D received by this Authority as an amendment* on

2. @ In addition, in the case thal more than one version or copy of a sequence listing and/or table(s) relating thereto has been
filed or furnished, the required stalements that the information in the subsequent or additional copies is identical to that
in the application as filed or does not go beyond the application as filed, as appropriate, were furnished,

3. Addinional commenis:

* fiem 4 in Box No. I applies, the listing and/or table(s) relaied thereto, which form part of the basis of the report, may be
marked “superseded. ”

Form PCT/IPEA/409 (Supplemental Box Relating to Sequence Listing) (April 2007T)



International application No.
INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT ON PATENTABILITY PCT/US09/49097

Supplemental Box

In casc the space in any of the preceding boxes Is not sufficient.

Continuation of:

V. 2, Citations and Explanations:

Claims 1-27 lack an inventive step under PCT Article 33(3} as being cbvious over Tada et al (Plant Biotechnology Journal (2003)
Yol. 1, pages 411-422) in view of Takaiwa et al (US 2004/0031075; pages 1-11), further in view of Kinney et al (VS 2004/0139504;
pages 1-23), further in view of Baulcombe et al (US 2007/0130653; pages 1-43, further in view of Maruta (US Patent No.
5,516,668), further in view of Huang {WO 02/064750), and further in view of Budworth et al {US 2006/0120750).

The claims are directed to iransgenic dicots in which expression of one or more seed storage proteins has been inhibited or suppressed
and in which a “desired” protein is expressed under the control of a seed storage protein promoter.,

The general inventive concept is following the “Source™ / "Sink™ theory wherein the inhibilion of expression of endogenous seed
storage proteins will make more energy and free amino acids available as a “source”™, and the simultaneous expression of a protein of
interest under the control of a seed-preferred promoter will allow for high expression levels due to providing a “sink™ for the extra
amine acids to go into. This general idea is taught in Tawaiwa (se¢ left column on page 2) and Tada (see entire article).

Plants that are deficient in one or more seed storage proteins were known in the art (see Tada, Takaiwa, Kinngy, Baulcombe, and
Maruta), with Kinney specifically teaching soybean plants and antiserise inhibition of cxpression of glycinin and conglycinin (see
paragraph 0012 on page 2) although they are silent with regard to the percent reduction in accumulation of the proteins. Baulcombe
specifically claim RNAI inhibition of expression of glycinin (see ¢laim 49). Tada 1eaches rice plants in which storage proteins are
significantly reduced, including over a 50% reduciion in the amount of glutelin in LGC-1 compared to wild 1ype (see Figure 4 on
page 414). It would have been obvious to screen for plants in which the endogenous seed storage proteins were inhibited the most
which would have resuited in plants with at least a 75% reduction in the endogenous seed storage proteins,

Form PCTHPEA/409 (Supplemental ‘Box) (April 2007)

!,



International application No,
INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT ON PATENTABILITY PCT/US09/49097

Supplemental Box

Plants that express a heterologous protein of interest at high tevels were well-known in the art, and are specifically taught by Huang
et al (see entire document); including the use of seed-preferred promoters and signal peptides for trafficking into the secretory
pathway via the endoplasmic reticulum (see pages 35 - 36 of Huang ¢t al). Huang et al teach over 40% 10tal soluble protein for some
of the transgenic lines they produced (sc¢ Figure 6). Given that soybean seeds have 35% to 43% proiein on a dry weight basis (see
paragraph 0007 on page 2 of the instam specificaiton), then if one were to practice this method in soybeans, one would get a yield
14% 10 17% of the total dry weight of the seed. Huang teaches purified protein for which specific activities were calculated (see data
for lysozyme produced in seeds). Budworth teaches the preduction of recombinant proteins in plants, and specifically mentions a
carboxy-terminal extension that causes a protein to be retained in the ER (see paragraph 0060). Such ER-retention signals (ie. KDEL
or HDEL or SEKDEL.) were well known in the art, Budworth teaches the production of cellulolytic enzymes including beta-
glucosidase {see Table 5 on page 60).

Kinney specifically 1eaches seed-preferred prometers for use in soybeans, such as the kunitz trypsin inhibitor promoter (KT1) (see
Figure 1}, the beta-conglycinin promoter (sce Figure 2}, and glycinin promoter (see paragraph 0055 on page 5). The instant
specification discloses glycinin as a protein that compensates for a decrease in beta—conglycinin (paragraph 0010 on page 2). Kinney
teaches enhancers (see paragraph 0048 on page 4}, and teaches that they can be an innate element of a promoter or it may be
heterologous to the promoter.

Takaiwa et al teach the S"UTR of the GluB-1 gene as having enhancer activity {see right cotlumn on page 1), and the GluB-1 gene
encodes a seed maturation protein as required in the instant claim 8.

The properiy of stably storing an enzyme prior 10 use in plant seeds was well known in the art, because seeds have naturally dried 10
the point where protease activity is very low, therefore, proteins that are stored in dry seeds are inheremtly stable,

Claims 1-27 meet the criteria set out in PCT Aaticle 33(4), and thus have industrial applicability because the subject matter claimed
can be made or used in industry.

Form PCT/IPEA/409 (Supplemental Box) (April 2007)
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REPLACEMENT SHEET
WHAT IS CLAIMED:
1. A transgenic dicot plant comprising:
a. a deficiency of one or more seed storage proteins, wherein the deficiency

results in an art least 50% reduction in endogenous seed storage protein compared to that of a
wild type plant; and

b. a heterologous polynuclectide comprising a seed storage protein promoter,
an open reading frame comprising an ER signal scquence, a desired protein coding sequence, and
an ER retention signal sequence, wherein the open reading frame is operably linked to the seed
storage protein promoter; and

whercin the seed of the transgenic plant is capable of producing a heterologous

protein at a level that is greater than 5% of the total dry weight of the seed.

2, The dicot plant of claim |, wherein the heterologous polynucleotide further

comprises a 5’ translational enhancer domain and/ot & 3' translational enhancer domain.

3. The dicot plant of claim 1, whercin the ER retention signal sequence induces

accrction of the heterologous protein in the lumen of the ER or an ER-derived vesicle.

4, The dicot plant of claim 1, wherein said dicot plant is a member of the Fabaceae

family, and optionally Fabales order, and optionally of soyu genus.

5. The dicot plant of claim 4, wherein said dicot plant is a member of the Glycine
genus.

‘6. The dicot piant of claim 5, wherein said dicot plant is a soybean.

7. The dicot plant of claim 1, wherein the promoter is derived from Kunitz trypsin

inhibitor, soybean lectin, immunodominant soybean allergen P34 or Gly m Bd 30k, glucose

binding protein, seed maturation protein, glycinin, or conglycinin.

64
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8. The dicot plant of claim 2, wherein the translational enhancer domain is derived
from Kunitz trypsin inhibitor, Soybean lectin, immunodominant soybean allergen P34 or Gly m

Bd 30k, glucose binding protein, sccd maturation protein, glycinin, or conglycinin.

9. The dicot plant of claim 1, wherein the storage protein deficiency is of one or
more of Kunitz trypsin inhibitor, soybean lectin, immunodominant soybean allergen P34 or Gly

m Bd 30k, glucose binding protein, seed maturation protein, glycinin, or conglycinin.

10, The dicot plant of claim 9, whercin the seed has more than & 75% deficiency of

the sced’s endogenous storage proteins.

11.  The dicot plant of claim 1, further comprising a 5' translational enhancer domain
and a 3' translational enhancer domain, wherein the promoter and the 3' and the 5’ translational

cnhancer domains are derived from the same sterage protein.

12.  Thedicot plant of claim 1, wherein the heterologous protein accurnulates in a seed

of the dicot plant to a level that is greater than about 5% of the secd’s total dry weight.
13. A seed of the dicot plant of claim 1.
14. A transgenic protein obtained from the seed of claim 13.

15.  The transgenic protein of claim 14, wherein the heterologous protein has been

purified.

16.  The dicot plant of ciaim 1, whercin the desired protein coding sequence encodes

an enzyme or fragment thereof.
17. The dicot piant of claim 16, wherein the enzyme is a cellulolytic enzyme.

18.  The dicot plant of claim 17, wherein the cellulolytic enzyme is derived from a

fungal source, a bacterial source, an animal source, or a plant source.

63
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19.  The dicot plant of claim 17, wherein the cellulolytic enzyme is a P glucosidase, an
Exoglucanase 1, an Exoglucanase I, an endogiucanase, a xylanase, a hemicellulase, a ligninase,

a ligin peroxidasc, or a mangancsc peroxidase.
20. A product comprising the protein of claim 14,
21. A commercially useful enzyme composition comprising the protein of claim 14.

22.  Thedicot plant of claim 1, wherein said deficiency of one or more seed storage
proteins is duc to the presence of an RNAI, an antisensc, or a sensc fragment of a nucleic acid

encoding a seed storage protein.

23, A transgenic dicot plant comprising:

a. a deficiency of one or more endogenous plant storage proteins, wherein
the deficiency results in an at least 50% reduction in the level of said endogenous plant storage
protein compared to a wild type plant; and

b. a heterologous polynucleotide comprising a gene regulatory region of a
compensating protein operably linked to an open reading frame encoding a sequence éomprising
an ER signal sequence, a desired protein coding sequence, and an ER retention signal sequence;

wherein the seed of the transgenic dicot plant is capable of producing the

heterologous protein at a level that is greater than 5% of the total dry weight of the seed.

24, A method of stably storing an enzyme prior to use, the method comprising:
storing an endogenous enzyme in seeds of a transgenic dicot plant, wherein the
cndogenous enzyme comprises at least about 5% of the total dry weight of the seeds and the

endogenous enzyme is predominately accumutated in ER protein bodies within the seeds.

25. A method of producing an enhanced amount of a heterologous protein in sceds of
a dicot plant, comprising;
a. stably transforming a plant cell with a polynucleotide comprising a seed

storage protein promoter, an open reading frame comprising an ER signal sequence, a desired
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protein coding sequence, and an ER retention signal sequence, wherein the open reading frame is
operably linked to the seed storage protein promoter;

b. obtaining a homozygous plant line from said stably transformed plant ccll

¢ introgressing said stably transformed plant line to a plant having a
deficiency in an endogenous seed storage protein, wherein the deficiency resuits in an at ieast
50% reduction in said endogenous seed storage protein compared to that of a wild type plant;

d. growing sceds of said introgressed transgenic plant, said seeds of the
introgressed transgenic plant producing a heterologous protein at a level that is greater than 5%
of the toial dry weight of the sceds; and '

e obtaining the heterologous protein from the seeds of the introgressed

transgenic plant,

26.  The method of claim 25, wherein said deficiency in an endogenous seed storage
protein is duc to the presence of an RNA, an antiscnse, or a sense fragment of a nucleic acid

encoding a seed storage protein.

‘ 27. A method of producing an enhanced amount of a heterologous protein in seeds of
a dicot plant, comprising;

a. stably transforming a plant celt with a polynucleotide comprising a sced
storage protein promotcr; an open reading frame comprising an ER signal sequence, a desired
protein coding sequence, and an ER retention signal sequence, wherein the open reading frame is
operably linked to the sced storage protein promoter, whercin said polynucleotide further
comprises an RNAi sequence that is capable of downregulation of an endogenous seed storage

protein and the seed storage protein promoter comprises a promoter of a compensating protein;

b. obtaining a homozygous plant line from said stably transformed plant celi;
c. growing the seeds of said homozygous plant ling; and
d. obtaining the heterologous protein from the seeds of the homozygous dicot
plant.
67
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REIVINDICACIONES

1. Una planta dicotileddnea transgénica, caracterizada porque comprende:

a. una deficiencia de una o mas proteinas de almacenamiento de semilla,
en donde la deficiencia se traduce en una reduccién de al menos 50% en proteina de
almacenamiento de semilla endoégena en comparaciéon con aquella de una planta tipo
silvestre; y

b. un polinucleétido heterdlogo que comprende un promotor de proteina de
almacenamiento de semilla, un marco de lectura abierto que comprende una secuencia
de sefial ER, una secuencia de codificacion de proteina deseada y una secuencia de
sefal de retencion en ER, en donde el marco de lectura abierto esta enlazado
operablemente al promotor de proteina de almacenamiento de semilla; y

en donde la semilla de la planta transgénica es capaz de producir una
proteina heterdloga a un nivel que es mayor que 5% del peso en seco total de la semilla.

2. La planta dicotiledénea de conformidad con la reivindicacién 1, caracterizada
porque el polinucledtido heterdlogo comprende ademas un dominio potenciador de
traduccion &' y/o un dominio potenciador de traduccién 3'.

3. La planta dicotiledénea de conformidad con la reivindicacién 1, caracterizada
porque la secuencia de sefal de retencion en ER induce la agregacion de la proteina
heteréloga en el lumen del ER o una vesicula derivada del ER.

4. La planta dicotiledénea de conformidad con la reivindicacién 1, caracterizada
porque es un miembro de la familia de las Fabaceas, y opcionalmente del orden Fabales,
y opcionalmente del género soya.

5. La planta dicotiledénea de conformidad con la reivindicacién 4, caracterizada
porgue es un miembro del género Glycine.

6. La planta dicotiledénea de conformidad con la reivindicacion 5, caracterizada
porque es una soya.

7. La planta dicotileddnea de conformidad con la reivindicaciéon 1, caracterizada
porque el promotor se deriva de inhibidor de tripsina Kunitz, lectinas de soya, alérgeno de

soya inmunocdominante P34 o Gly m Bd 30k, proteina de unién a glucosa, proteina de
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maduracion de semilla, glicinina o conglicinina.

8. La planta dicotiledénea de conformidad con la reivindicacién 2, caracterizada
porque el dominio potenciador de traduccién se deriva de inhibidor de tripsina Kunitz,
lectina de soya, alérgeno de soya inmunodominante P34 o Gly m Bd 30k, proteina de
union a glucosa, proteina de maduracién de semilla, glicinina o conglicinina.

9. La planta dicotiledénea de conformidad con la reivindicacion 1, caracterizada
porque la deficiencia de proteina de almacenamiento es de unc o mas de inhibidor de
tripsina Kunitz, lectina de soya, alérgeno de soya inmunodominante P34 o Gly m Bd 30k,
proteina de unidn a glucosa, proteina de maduracion de semilla, glicinina o conglicinina.

10. La planta dicotiledénea de conformidad con la reivindicacién 9, caracterizada
porque la semilla tiene una deficiencia de mas del 75% de las proteinas de
almacenamiento endogenas de la semilla.

11. La planta dicotiledénea de conformidad con la reivindicacion 1, caracterizada
porque comprende ademas un dominio potenciador de traduccion 5 y un dominio
potenciador de traduccién 3', en donde e! promotor y los dominios potenciadores de
traduccién 3’ y 5' se derivan de la misma proteina de almacenamiento.

12. La planta dicotileddnea de conformidad con la reivindicacion 1, caracterizada
porque la proteina heterdloga se acumula en una semilla de la planta dicotiledénea hasta
un nivel que es mayor que aproximadamente 5% del peso en seco total de la semilla.

13. Una semilla caracterizada porque es de la planta dicotiledénea de conformidad
¢on la reivindicacion 1.

14. Una proteina transgénica caracterizada porque se obtiene de la semilla de
conformidad con la reivindicacion 13.

15. La proteina transgénica de conformidad con la reivindicacién 14, caracterizada
porque la proteina heterdloga ha sido purificada.

16. La planta dicotiledénea de conformidad con la reivindicacion 1, caracterizada
porque la secuencia de codificacion de proteina deseada codifica para una enzima ©
fragmento de la misma.

17. La planta dicotileddnea de conformidad con la reivindicacién 16, caracterizada
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porque la enzima es una enzima celulolitica.

18. La planta dicotiledénea de conformidad con la reivindicacion 17, caracterizada
porque la enzima celulolitica se deriva de una fuente flingica, una fuente bacteriana, una
fuente animal o una fuente vegetal.

19. La planta dicotiledénea de conformidad con la reivindicacion 17, caracterizada
porque la enzima celulolitica es una (-glucosidasa, una exoglucanasa |, una
exoglucanasa ll, una endoglucanasa, una xilanasa, una hemicelulosa, una ligninasa, una
ligina peroxidasa o una manganeso peroxidasa.

20. Un producto caracterizado porque comprende la proteina de conformidad con
la reivindicacion 14.

21. Una composicion de enzima comercialmente Gtil, caracterizada porque
comprende la proteina de conformidad con la reivindicacion 14.

22. La planta dicotiledénea de conformidad con la reivindicacién 1, caracterizada
porque la deficiencia de una o mas proteinas de almacenamiento de semilla se debe a la
presencia de un ARNi, un fragmento de antisentido o de sentido de un acido nucleico que
codifica para una proteina de almacenamiento de semilla.

23. Una planta dicotileddnea caracterizada porque comprende:

a. una deficiencia de una o mas proteinas de almacenamiento de semilla,
en donde la deficiencia se traduce en una reduccién de al menos 50% en proteina de
almacenamiento de planta endégena en comparacién con aquella de una planta tipo
silvestre; y

b. un polinucledtido heterdlogo que comprende una regién reguladora
génica de una proteina compensadora enlazada operablemente a un marco de lectura
abierto que codifica para una secuencia que comprende una secuencia de sefial ER, una
secuencia de codificaciéon de proteina deseada y una secuencia de sefial de retencién en
ER:

en donde la semilla de la planta dicotiledénea transgénica es capaz de producir 1a
proteina heterdloga a un nivel que es mayor que 5% del peso en seco total de la semilla.

24. Un método para almacenar establemente una enzima antes de usar,
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caracterizado porque comprende:

aimacenar una enzima endogena en semillas de una planta dicotiledénea
transgénica, en donde la enzima endbégena comprende al menos aproximadamente 5%
del peso en seco total de las semillas y la enzima endoégena se acumula
predominantemente en cuerpos de proteinas ER dentro de las semillas.

25. Un método para producir una cantidad incrementada de una proteina
heteréloga en semillas de una planta dicotiledonea, caracterizado porque comprende:

a. transformar establemente una célula vegetal con un polinucleétide que
comprende un promotor de proteina de almacenamiento de semilla, un marco de lectura
abierto que comprende una secuencia de sefial ER, una secuencia de codificacion de
proteina deseada y una secuencia de sefial de retencion en ER, en donde el marco de
lectura abierto esta enlazado operablemente al promotor de proteina de almacenamiento
de semilla;

b. obtener una linea vegetal homocigética de la célula vegetal establemente
transformada;

c. introducir la linea vegetal establemente transformada en una planta que
tenga una deficiencia en una o mas proteinas de almacenamiento de semilla endégenas,
en donde la deficiencia se traduce en una reduccion de al menos 50% en la proteina de
almacenamiento de semilla endégena en comparacién con aquella de una planta tipo
silvestre;

d. cultivar semillas de la planta transgénica introgredida, las semillas de la
planta transgénica introgredida produciendo una proteina heterdloga a un nivel que es
mayor que 5% del peso en seco.total de la semilla; y

e. obtener la proteina heterdloga de las semillas de la planta transgénica
introgredida.

26. El método de conformidad con la reivindicacion 25, caracterizado porque la
deficiencia en una proteina de almacenamiento de semilla se debe a la presencia de un
ARNi, un fragmento de antisentido o de sentido de un acido nucleico que codifica para

una proteina de almacenamiento de semilla.
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27. Un método para producir una cantidad incrementada de una proteina
heterdloga en semillas de una planta dicotiledénea, caracterizado porque comprende:

a. transformar establemente una célula vegetal con un polinucleétido que
comprende un promotor de proteina de almacenamiento de semilla, un marco de lectura
abierto que comprende una secuencia de sefal ER, una secuencia de codificacion de
proteina deseada y una secuencia de sefal de retencion en ER, en donde el marco de
lectura abierto esta enlazado operablemente al promotor de proteina de almacenamiento
de semilla, en donde el polinucledtido comprende ademas una secuencia de ARNi que es
capaz de la subregulacién de una proteina de almacenamiento de semilla enddgena;

b. obtener una iinea vegetal homocigotica de la célula vegetal estabiemente
transformada;

c. cultivar las semillas de la linea vegetal homocigética; y

d. obtener la proteina heterdloga de las semillas de la planta homocigética.
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m‘-:_)\ Industria y Comercio
T SUPERINTENDENCLA
Bogota D.C.,
2020
Doctor{a)

CADENA SARMIENTO JUAN PABLO
Apoderado{a) y/o Representante de
THE UNITED STATES OF AMERICA, AS REPRESENTED BY THE  SECRETARY OF AGRICULTURE

REFERENCIA Radicacién No. 11 009269
Solicitud internacional PCT/US2009/049097
Fecha inicio fase nacional 28/01/2011
Tramite 1"
Evento 379

Actuacién 430 |
Oficio No. & 0 3,9 6 3

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de la Decision 486 de la
Comision de la Comunidad Andina, arliculo 27 de! Tratado de Cooperacidon en Materia de Patentes (PCT), regla
51 bis del Reglamento y Circular Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el lleno de los requisitos exigidos por los articulos
63 y subsiguientes del Codigo de Procedimiento Civil. Adicionalmente, deberé presentar el documento que
acredita la existencia y representacion legal de la sociedad sclicitante, cuando ésta fuere persona juridica.

2. La solicitud no contiene la copia del documento en que consta la cesion del derecho a fa patente del inventor al
solicitante 0 a su causante, conforme a lo establecido por el articulo 26 fiteral k) de la Decisién 486 de la
Comisién de la Comunidad Andina. Cuando se trate de documentos otorgados en el extranjero, estos deberan
jegalizarse de conformidad con lo dispuesto por los articulos 259 y 260 del Cédigo de Procedimiento Civil.
Cuando se trate de las declaraciones a que hace referencia la Regla 4.17 i} del Tratado de Cooperacidn en
Materia de Patentes PCT., el alcance de las tales declaraciones se determinara segun indiquen claramente una
cesion de derechos del inventor al solicitante o su causante, de conformidad con lo dispuesto en el numeral
5.2.15 del Capitulo Quinto, Titulo X de la Circular Unica de Superintendencia de Industria y Comercio.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decision 486, se le requiere para que dentro del término
de dos meses siguientes a la fecha de notificacion del presente oficic, complete los requisilos anteriormente
enunciados. En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la soficitud se consideraré abandonada y
perdera su prelacion.
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Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal e}, del capitulo quinto del titulo
primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

)

JOSE LUIS SALAZAR LOPEZ
Director de Nuevas Creaciones (¢)

o 4 MAR. ui
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