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METHODS AND COMPOSITIONS TO REDUCE OR ELIMINATE TRANSMISSION
OF A TRANSGENE

5 CROSS REFERENCES TO RELATED APPLCATIONS

This application claims priority to Provisional Application 60/185,524, filed February
28, 2000, which is hereby incorporated by reférence in its entirety.

STATEMENT OF RIGHTS TO INVENTIONS MADE UNDER FEDERALLY
10 SPONSORED RESEARCH

This invention wag partially made with government support under Geant Nos, NIH GM
RO GM38148 and NSF 61-2558. |

FIELD OF THE INVENTION
This invention relates generaily to the production, maintenance and control of

transgenes in transgenic enkaryotic organsims that undergo meiosis in which pollen or sperm
can be outcrossed; this includes: transgenic animals, plant cells, plant tissues and whols plants.

15

More specifically, this invention relates to the control of transgene transmission by male and/or
fernale gametes or gametophytes. The genetic constructs and methodologies of the present

20 invention pravide the ability to contro! the undesired spread of transgenes. In addition, this
invention aiso provides the tools and methodalogies to entich a plant genorme, or apy other
enkaryotic genome, for dispersed and/or stable transposition events,

BACKGROUND OF THE. INVENTION

25 All pubiications and patent applications herein are incorporated by reference to the
same extent a5 if each individual publication or pa.tn:ii application was specifically and
individually indicated to be incorporated by reference.

Transgenic crops and the application of bictschnology are dramaticalty altering sced

and agrochemical businesses throughout the world, The seeds of commercially important

30 crops have been genetically enginesred to be resistant to herbicides and pests, especially insect
pests. According to surveys by the United States Department of Agriculture (Juns, 2000),
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genctically modified com, soybeans and cotton were grown on approximatety 25%, 54% and

+ 61%, respectively, of the total U.S. acres for each crop in 2000.

The uncontrolled transmission of heterologous traits in commercially important crop
plants is cﬁnmﬂy a major concern throughout the world and especially within the agricultural
community. The nndesited dissemination of transgenic pollen may unintentionally harrn
beneficial insects and may result in the spread of transgenes to related plant species leading 1o
the contamination of food praducts and the production of herbicide- and pesticide-resistant
weasdy specits, ' |

The biotechnology industry is interested in transferring traits such as tolérances to
drought, insects, diseases, salinity, frost and hetbicides inte cultivated plants which might
confer an adaptive advantage over wild plants, Several crop species are known to be cross-
compatible with wild species and it is possible that these traits could be inadvertently
transferred to wild weedy relatives through sexual hybridization leading to possible sconomic

" and ecologicat harm. Since most forage and turf grasses have undergone relatively little

domestication and may even be considered weeds in certain instances {e.g., bermudagrass),
there is a high probability of greater problems in the ultimate release and use of such
genetically transformed plants, Hecause forage grasses, in general, are not highly
domesticated, possess weedy characteristics, and are highly outcrossing, special difficulties
may be encountered in the ultimate release of transgenic forage grasses.

It would be highly desirable to have a method to prevent the undesired transmission of
heterologous traits in commetciatly important crop plants. If this could be achieved, genetic
leakage of heterclogous trpits would be brought under control and the spread of these traits to
undesired recipients would be curtailed. Thus, the need exiis for a genetic system that selects
against male or female gametophytes containing transgenes, thereby preventing, eliminating or
reducing the undesired transmission of heterologous traits. In particular, there i a need for a
genetic system which allows for the transmission of non-transgenic {Z.e., wild typej
gametophytes while preventing the transmission of the trensgenic (e, heterclogous)
gametophytes from the same plant.

Thus, an object of this invention is to provide recombinant nucieic acid constructs and
methods for controlling, reducing or elit_ninaling the undesired transmission of heterclogous
traits in commercially important crop plants,
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SUMMARY OF THE INVENTION

The instant invention iz directed to genetic constructs and methods for controlling the
spread of heterologous traits in planis. Control i3 achieved by providing a sex-specific
promoter gperably linked to a suicide gene that selects against mafe or female gametes
containing the suicide gene. The suicide gene locus is termed the "gametophytic suicide trait"
{GST) (Figure 1A). By linking a transgene of interest to a suicide gene under the control of a
sex-specific promoter, transmission of the transgene to progeny is effectively eliminated,
reduced or prevented because no gametes bearing the GST will be produced.

In one aspect, the invention can be said to broadly consist of a suicide gene under the
conirol of a pollen-sperific promoter linked 1o a transgene of interest. The transgens complex
can be introduced into a virgin plant genome and plants can be sejected which are hemizygous
for the transgene complex. The only pollen produced by the hemizygous plant will lack the
transgenic complex due to its physica! linkage to the suicide gene, Uncontrolled spread of the
heterologous trait encoded by the transgene complex is thereby prevented because no poilen
containing the transgene complex is produced.

A second aspect of the invention is based on placing the GST in close proximity to a
transposon 1o produce selective enrichment of dispersed transposition events in progeny ceils
since only those gametes lacking the GST locus will be viable. Since a fraction of the progeny

cells produced from viable gametes will have undergone transposition events, setective
enrichment of dispersed transposition: events is achicved because the transposen is nevessarily
1o longer linked to the GST. (the GST destroys those gametes that inherit the GST gene locus)
{Figure 1B}. . '

Thus, the present invention provides genctic systems which can be uged for the
elimination of a GST transgene complex and for the selection for unfinked transpositions. By
using the GST together with any transgene, one can completely eliminate male (or female in
the case of a female gametuphytic-&pmiﬁc promoter:suicide construct) transmission of both
the GST and the associated transgene (Figure 2},

This invention provides nucleic acid constructs comprising a male gamete- or female
gamete-specific promater operably linked to a snicide gene, whersin said promoter and said
suicide gene combination is linked to a gene of interest. )

This invention provides nucleic acid constructs comprising a male gamete- or femnale
gamete-specific promoter operably linked to @ suicide gene, wherein the promoter and the
suicide gene combination is linked ta & gene of interest. This invention further provides such

nucleic acid constructs wherein the promotet is selected from the group consisting of a pollen-
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specific promoter and an ovule-specific promoter. This invention stil} further provides such
nucleic acid constructs wherein the suicide gene is selected from the group cunsisting. of
barnase, tasselsesd?2 and diphtheria toxin A gene. This investion aiso provides such nucleic
acid constructs wherein the gene of interest is selected from the group consisting of a nucleic
acid encoding herbicide resistance, antibiotic resistance, umecuclde resistance, nitrogen
fixation, improved nutrition and cellulose content.

This invention provides nucleic acid constnicts comprising a pollen-specific promoter
or an ovule-specific promoter operably linked to a suicide gene selected from the group
consisting of barnase, tasselseed2 and diphtheria toxin A gene; wherein the promoter and the
suicide gene combination Is linked to a gene of interest selected from the group censisting of a
gene coding for herbicide resistance, antibiotic tesistance, insecticide resistance, nitrogen
fixation, improved nutrition and cellulose content or other agronomic frait of interest.

This invention provides methods for reducing or eliminating male transmission of a
transgene locus in a plant comprising:

a} transforming a plant cell with a nucleic acid construct in which a male gamete-

specific promoter is operably linked to a suicide gene, wherein said promoter and said

suicide gene combination is linked to a heterologous polynuclectide;

b) propagating said transformed piant cel] through meiosis to produce male gametes

lacking said transgene locus.

This invention also provides methods for reducing or ¢liminating male transmission of
a transgene focus in a plant comprising:

a) transforming & ptant cell with a nucleic acid construct in which a pellen-specific

promoter is operably linked to a suicide gene;

i) wherein said suicide gene i3 selected from the group conmstmg of hammase,
tasselseed? and dlphthma toxin A gens;

1) wherein said promater and said suicide gene combination is linked to a
heterologous polynucieotide;

iii) wherein said heterologous polynucleotide is sclected from the group
consisting of DNA encoding herbicide resistance, antibiotic resistance,
insecticide resistance , nitrogen fixation, improved nutrition and cellulose
content;

b) propageting said transformed plant cell throngh meiosis to produce male gametes
lacking said transgene locus. "
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This invention also provides methods for reducing or eliminating female transmission

- of a ransgene locus in a plant comprising:

a) transforming a plant cell with a mucleic agid construct in which a female gamete-
specific promoter is operably linked to a suicide gene, wherein said promoter and said
suicide gene combination is linked to a hetéfdlogous polynucleotide;

b) propagating said transformed plant celi through meiosis to produce female gametes

lacking said transgene locus. B |

Thiz invention frther provides methods for reducing or elimipating female
transmission of a transgene locus in a plant comprising:

a) transforming a plant cell with a nucteic acid construct in which an ovale-specific

mﬁnter is pperably finked to a snicide gene;

- i) wherein said snicide gene is selected from the group consisting of barase,
tasselseed and diphtheria toxin A gene,;
ii) wherein said promoter and said suicide gene combination is linked to a
heterologous polyitaclearide;
iii} wherein said heterologous pnlynﬁ;imtide is selected from the group
consisting of DNA encoding herbicide resistance, antibiotic resistance,
insecticids resistance, nitrogen fixation, improved nutrition and cellulose
content.

b) propagating said transformed plant cejl through meiosis to produce female gametes

lacking said transgene locus. '

This invention ajse provides transformed plant ceils prodiced by the methods of the
present invention wherein the transformed plant cells are hemizygotic for the nucleic acid
consirmct,

This invention provides nucleic acid constructs comprising a male gamete- of female
gamete-specific promoter operably linked to a suicide gene wherein said promoter and said
suicide pene combination is linked to a transposable element. This invention also provides
such nucleic acid constructs which further comprise one or more transposase genes. This
invention further provides such aucleic acid constructs which further comprise one or more
genes of interest. This invention still further provides such nucleic acid constructs wherein the
gene of interest iv gssociated with the fransposable element. |

This invention provides nucleic acid construets in which a poilen-specific promoter or
an ovule-gpecific promoter is operably linked to a suicide gene selected from the group
consisting of barnase, tasseiseed? and diphtheria toxin A gene; wherein said promoter and said
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suicide gene combination is linked to & transposon, wherein said transposon comprises a
selectable marker selected from the group consisting of a gene coding for herbicide resistance,
antibiotic resistance, insecticide resistance, nitrogen fixation, improved nutrition: and cellnlose
content. This invention also provides such nucleic acid constructs wherein the promoter is

selected from the group consisting of a pollen-specific promoter and an ovule-specific

_promoter. This invention also provides such nucleic acid constructs wherein the suicide gene

is selected from the group consisting of bamase, tasselseed? and diphtheria toxin A gene.

The present invention provides methods for enriching dispersed transposition events in
a population of plant cell progeny comprising:

a) transforming a plant cell with the nur.:lem acid construct of any one of the

aforementioned nucleic agid constructs to pmduce a ttansformed plant cell;

b} propagating said transformed plant cell through meiasis to produce plant cell

progeny in which dispersed transposition events are enriched. '

The present invention also provides such methods which include the additional step of
:sulatmg the plant cel} progeny in which dispersed transposition events are entiched, The
present invention ajso provides plant cells and plants which contain dispersed transposition
events and, particularly, the planit cells and plants are hemizygotic for the nucleic acid,

The present invention provides nucleic acid constructs comprising a first promoter
wherein the first promoter is a male gamete- or female gamete-specific promoter operably
linked to a suicide gens and further comprising a nucleic acid encexling a transposase and a
nugleic acid encoding a transposon. The present invention also provides such nucleic acid
comstricts wherein the fransposon comprises a second promoter operably linked to a selectable
marker, wherein the sejectable marker is not a suicide gene.

Tha present invention provides nucleic acid constructs in which a pollen-specific
promoter or an ovule-specific promoter is operably linked to a suicide gene selected from the
grotp consisting of bamase, tasselseed2 and diphtheria toxin A gene, wherein said promoter-
and said suicide gene combination is linked to a nocleic acid encoding transposase; wherein
said promoter and said suicide gene combination linked to said nucleic acid encoding
transposase comptise a transgene locus which further comprises a transposon; wherein said
transposon comprises a polynucleotide sequence encoding a member selected from the group
consisting of herbicide resistance, antibiotic resisiance, insecticide resistance, nitrogen fixation, '
improved nutrition and cellulose content. The present invention provides such nucleic acid
constructs wherein the promoter is selected from the éroup consisting of a pollen-specific

promoter and an ovule-specific promoter. The present invention further provides such nucleic
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acid constructs wherein the suicide gene is selected from the group consisting of banase,
tasselseed? and diphtheria toxin A gene. The present invention also provides such nucleic acid
constructs wherein the transposon comprises a pulynucléutide sequence enﬁading & member
selected from the group consisting of herbicide resistance, antibiotic resistance, insecticide
resistance, nitrogen fixation, improved nutrition and cellulose content.
The present invention also provides methods for snriching stably dispersed
transposition events in a population of plant cell progeny comprising:
1) transforming a plant cell with a nucleic acid constructs of the present invention to
produce a transformed plant ceil;
- b) propagating said transformed plant cell through meiosis to produce plant cell
progeny in which stably dispersed transposition events are enriched.
The present invention also provide such ;xxethﬁds further comprising the step of
isolating the plant cell progeny in which the stahly dispersed traneposition events are eoriched.
The invention further provides plant cells isolated by such tnethods and plants produced from

- the plant cells,

This invention provides vectors comprising the nucleic acid construcis of the present
invention as well as host oells, recormnbinant plant cells and transgenic plants comprising the
vectors of the present invention. More particularly, this invention provides such cells and
transgenic plants which are hemizygotic for the nux:idé acid constrpets.

Cther objects, advantages and features of the present invention become apparent to one
skilied in the art ypon reviewing the specification and the drawings provided herein, .

BRIEF DESCRIPTION OF THY. DRAWINGS

The foregoing swnmary, as well as the following detailed description of the invention,
will be better understood when read in conjunction with the appended drawings. For the

putpose of illustrating the invention, there are shown in the drawings embodiment{s) which are

© presently preferred. It should be understood, however, that the invention is not limited to the

precise arrangements and instrumentalities shown,

In the drawings:

Figure 1A shows an illustrative GST (Gametophytic Sterility Trait) Construet in which
a pullen—spéciﬁc promoter is operably linked to a suicide gene. The GST construct can be

pbysicatly linked to 3 gene of interest to form a transgene complex. The GST construet is used
to prevent or eliminate transmission of the gene of interest.

PCTIUSO1/66249 \"/Z/
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Fipnre 1B shows an illustrative GST construct linked 1o 4 transposable glement and a
tratisposase source. This construct can be used to enrich a population of plant cell pregeny for
stably dispersed transposcns.

Figure 2 shows a generalized stratepy for eliminating 2 transgene complex from
meiotic products and to select for dispersed transpositions.

Flgures 3A and 3B show schematics of GST constructs.

Figures 4A and 48 show schematics of pY U904 and pYTJ9G3 constructs, respectively.

Figure 5 shows a schematic of pYUB46 transposase construct.

DETAILED DESCRIPTION

Unless defined otherwise, all technical and scientific terms used herein have the same
meaning as commonly understood by one of ordinary skill in the art to which this invention
belangs. Although any metheds and materials similar or equivalent to those described herein
can be used in the prax:ticr.. ot testing of the present invention, the preferred methods and
material; are described,

Tt will be appreciated from the above that the tools and methods of the present
invention have application to al! plants that produce gametes. Such plants include, but are not

limited to, forage grasses, turf grasses, forage legumes, vegetables, field crops, trees and
omamental flowers.

Definits

As used herein, the term “allele” refers to any of several alternative forms of a gene.

As used hereén, the term “crop plant” refers to any plant grown for any commercial
purpose, including, but not limited to the following purposes: seed production, hay production,
omamental use, fruit production, berry production, vegetable production, oif production,
protein production, forage production, animal grazing, golf courses, lawns, fiower production,
landscaping, erosion control, green manure, improving soil tilth/health, producing
pharmaceutical products/drugs, producing food additives, smoking products, pulp production
and wood preduction, )

As used hersin, the termn “cross pollination® or “cross-brecding” refer to the process by
which the pollen of one flower on one plant is applied (artificially or naturally) to the ovule
(stigma) of a flower on another plant, |
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As used herein, the term “cultivar’ refers to a variety, strain or race of plant that has
been produced by horticultural or agrenomic techriques and is not normally found in wild
populations. ‘

The term “disperi;ed transposition evert” cofers to the movement of a transposon such
that itis no longer linked {i.&. in close proximity) 1o the transposon launch site {donor site).

The term “female™ refers to a plant that produces ovules, Female plants generally
produce seeds after fertilization. A plant designated as a “female plant” may contain beth male
and female sexval organs. Altemnatively, the “female plant” may only contain female sexual
organs either naturally {e.g., in dicecious species) or due to emasculation (e.2., by
detasselling),

As used herein, the term “filial generatlon™ refess to any of the generations of cells,
tissues Or organisms following a particular parental generation. The generation resuiting fom
a mating of the parents is the firsi filial generation (designated as “F1™ or “Fr"), while that
resulting from crossing of F1 individuals is the second filiai generation {designated as “F2” o
“Fy).

The term “gamete™ refers to 2 reproductive cell whose fincleus (and often cytoplasm)
fuzes with that of another gamete of similar origin but of opposite sex to form a zygote, which |
has the potential to develop into a aew individual, Gametes are naploid and are differentiated
into male and famale.

The term "gene” refers to any segment of DNA associated with 2 biclogical function.
Thus, genes include, hﬁt are not [imited to, coding sequences and/or the regulatory sequences
required for their expression, Genes can also includes nonexpressed DNA segments that, for
example, form recognition sequences for other proteins, Genes can be obtained from a variety
of sources, including cloning from & source of interes! or synthesizing from known of predicted
sequence information, and may include sequences designed to have desired paramieters.

As used herein, the term “genotype™ refers to the genetic makeup of an individuai ceil,
cell culture, tissue, plant, or group of plants.

As used herein, the term "hemizygous™ refers to a cell, tissue or erganism in which 2
gene is present only once in a genotype, as a gene in a haploid cell or arganism, 2 sex-linked
gene in the heterogametic sex, or a gene in a segment of chramosoms in a dipleid cell or
organism where its partner segment has been deieted. _

A “heterologous pofynucieotide” or & "heteralogous nucleic acid” or an "exogenous
DNA segment” refers to a polynucteotide, nucleic acid or DNA segment that originates from a

source foreign to the particular host celf, or, if from the same source, is modified from its
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otriginal form. Thus, a heterologous gene in a host cell incindes a gene that is endogenous to
the particular bost cetl, but has been modified. Thus, the terms refer to a DNA segresnt which
‘ is foreign or heterologous to the cell, ar homologous to the cell but in a position within the host
cell nucleic acid in which the clement is not ordinarily found. Exogenous DNA segments are
5  expressed to yield exogenous polypeptides.

A “heterologous trait” refers to a phenotype imparted to a transformed host cell or
transgenic organism by an exogenous DNA segment, heterologous polynucleotide or
heterologous nucleic acid.

As used herein, the term “heterozygote” refers to a diploid or polypleid individual cell

10 or plant having different alleles {forts of a given gene) present at {east at one locus,
’ As used herein, the term “heterozygous” refers to the presence of different alleles
(forms of a given gens) at a-particular gene locus.
As used herein, the term “homozygote” refers to an individual ceil or plant having the
sarne atleles at one or more loci.
. 15 As used herein, the term “homozypous” refers to the presence of identical alleles at one
or more loci in homologous chromosormal segtaents.
As naed hersin, e term “hybrid” refers to any individual c2ll, tissue of plant resulting
from a cross between parents that differ in one or more genes,
As used herein, the term “inbred” or “inbred line” refers to a relatively true-breeding
20 strain.
As used herein, the term “line” is used broadly to include, but is not limited te, a group
of plants vegetatively propagated from a single parent plant, via tissue culture technigques or a
‘ group of inbred plants which are genetically very similar due to descent from a common
parent(s). A plant is said to “belong” to a particular line ifit (a) isa primary transformant (T0)

25  plant regenerated from material of that line; (b} has a pedigree cnmprisgd of 2 TO plant of that

. line; or (c) is genetically very similar due to comtmon ancestry {e.g., via inbreeding or selfing).
In this context, the term “pedigree” denotes the lineage of a plant, e.g. in terms of the sexual
crosses effected such that a gene or a combination of genes, in heterozygaus (hemizygous) or
homozygous condition, imparts a desired frait to the plant.

30 As used herein, the term “locus” {plural: “loci™} refers to any site that has been defined
genetically. A locus may be a gene, or part of a gene, or a DNA sequence that has some
regulatory Tole, and may be cteupied by different sequences.

The term “male” refers to a plant that produces polleén grains. The “male plant”
generally refers to the sex that produces gametes _f't.';r fertilizing ova. A plant designated as a
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“male plant” may contain both male and fernale sexual organs. Alternatively, the “mate plant”

'may ¢nly contain male sexual organs either naturally (e.g., in dioecious species) or due to

emasculation (e.g., by removing the ovary).

As used herein, the tenm “mass selection” refers to a form of selaction in which
individual plants are selected and the next generation propagated from the aggregate of their
et .

As used herein, the terms "nucleic acid” or "pnlrynunleotide“. refer to
deoxyribonucleotides or ibonuclectides and polymers thereof in either single- ar double-
stranded form. Unless specifically limited, the terms encompass nucleic acids containing
known analogues of natural nucleotides that have similar binding ﬁmp:niu a3 the reference
nueleic acid and are metabolized in a manner similar to paturally occurring nucleotides. Unless
otherwise indicated, a particular nucleic acid sequence also implicitly encompasses
conservatively modified variants thereof (e.g. degenerate codon substitutions) and
complementary sequences ag well as the sequence explicitly indicated. Specifically, degenerate
codon substitutions may be achieved by generating seguences in which the third position of
one o1 more selected {or 2il) codons is substituted with mixed-base and/or deoxyinasine
residues (Batzer ef al. (1991) Nucleic Acid Res. 19:5081; Ohtsuka et af, {1985} J. Bicl. Chem.
260:2605-2608; Cassol ef af, {1992); Rossolini er af. (1994) Mol, Cell. Probes 8:91-98). The
term nucleic acid is nsed interchangeably with gene, cDNA, and mRNA encoded by & gene.

As used herein, a DNA segment is referred to as "opetably linked" when it is placed
into a functional relationship with another DNA segment. For example, DNA for a signal
sequence is cperably linked to DNA encoding a polypeptide if it is expressed as a preprotein
that participates in the secretion of the polypeptide; a promoter or enhancer is operably linked
to a coding sequence if it stimujates the transcription of the sequence. Generally, DNA
sequences that are operably linked are contiguous, and in the case of a signal sequence both
contiguous and in reading phase. However, enhancers need not be contiguous with the coding
SEQUENCES whnse: transcription they control. Linking is accomplished by ligation at convenient
restriction sites or at adapters of linkers inserted in lien thereof,

As used herein, the term “open pollination™ refers to a plant pupu‘tattun that is freely
exposed o some gene flow, as opposed to a closed one it which there is an effective barrier to
gene flow. | ‘

As used herein, the terms "npen-puli;hlated population” or “open-poilinated variety”
vefes to plants normelly capable of at least some crass-fertilization, selected to a standard, that

may show variation but that also have one or more genotypic or phenotypic characteristics by

v
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‘which the population or the varicty can be differentiated from others. A hybrid, which has no

barriers to cross-pollination, is ant open-pollinated populatior or an open-pollinated variety.

As used herein, the tertn “ovule” refers to the famale gametophyte, whereas the term
“pollen” means the male gametophiyte.

As used herein, the term “ovule-specific promotar” refers broadly to a necleic acid
sequence that regulates the expression of nucleic acid sequences selectively in the cells or
tissues of a plant essential to ovule formation and/or function and/er limits the expression of a
nucleic acid sequence to the pétiod of ovule formation in a plant.

As used hersin, the term “pollen-specific promoeter” refers broadly to a nucleic acid
sequence that regulates the sxpression of nucleic acid sequances selectively in the ceils or
tissues of a plant essential to pollen formatiot and/or function and/or limits the expression of a
nucleic acid sequence to the period of pollen formation in the plaﬁt.

As used herein, the tertn “phenotype” refers to the observable characters of an
individual cell, cell culture, plant, of group of plants which results from the interaction between
that individual’s genetic makeup (i.e., genotype) and the environment.

As used herein, the term "plant” refers to whole plants, plant organs (e.g., leaves, stems,
roots, efc.), seeds and plant cells and progeny of it, The class of plants that can be used in the
methods of the invention is generally as broad as the class of higher plants amenable to
transformation techniques, including both monecot¥ledonous and dicotyledonous plants.

As used herein, the term "promoter” refers to a region of DNA involved in binding
RNA polymetase to initiate transcription. '

As used herein, the term “recombinant” refers to a cell, tissue or organism that has
undergone transformation with recombinant DNA. The eriginal recombinant is designated as
"RO™ or “Ro." Selﬁng.thu RO produces a first transformed generation designated as “R1” or
“R,.”

As used hersin, the term “self-incompatible™ means the failure, following mating or
pollination, of a male gamete and a female gamete to achieve fertilization, where each of them
is capable of uniting with other gametes of the breeding group after similar mating ot
pollination (Mather, /. Genet. 25:215-235 {1 2439,

As used herein, the temm “self poilinated”™ or ""self-paliination” means the pollen cf one
flower on one plﬁnt is applied (artificially or naturally) to the ovule (stigima) of the same or a
different flower ot the sams plﬁnt.
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As used herein, the term “'stably dispersed transposition event™ refers to a dispersed

© transposition that does not undergo further transpositions such as secondary transposition

events, ,
As used herein, the term “suicide gene™ refert to any gene that expresses a product that
is fatal to the cell expressing the suicide gene.

As used herein, the term “synthetic” refers to a set of progenies derived by
intercrossing & specific set of clones or seed-propagated lines. A synthetic may contain
mixtures of seed resulting from cross-, self-, and sib-fertilization.

As used herein, the term “transformation” refers to the transfer of nucleic acid (i.e., a

nucleotide polymer) into a cell. As used herein, the term “genetic trausfurmatiﬁﬁ” tefers to the

transfer and incorporation of DNA,, especiaily recombinant DN A, intg 2 cell,

As used herein, the term “transformant” refers to a cell, tissne or organism that has
undergone transformation, The original transformant is designated as *“T0” or “To.”" Selfing
the TD produces a first fransformed generation designated as “T1" or “T\."

As used herein, the teom “transgene” refers to a nucleic acid that is inserted into an
organism, host cell or vector in a manner that ensures its function,

As nsed herein, the term "“transgenic” refers to cells, cell cultures, urgﬂnisﬁls, plants,
and progeny of plants which have received a foreign or modified gene by one of the various
methods of transformation, wherein the foreign ot modified gene is from the same or different
species than the species of the plant, or organism, receiving the foreign or modified gene, |

As used herein, the term “transpﬂsas:e“ refers to an enzyme, enzymes, Or more
generally, a molecule or molecules that catalyze a transposition event.

As used herein, the term “tansposition event” refers to the movement of a transposon
fram a donor site to a target site.

As used herein, the term “transposon® refers to a genetic element, including but not
limited to segments of DNA or RNA that can move from one chromosomal site to another.

| As used herein, the term “variety™ refers to a subdivision of a species, consisting ofa
group of individuals within the species that are distinct in form or function from other similar
arrays of individuals. ]

As used herein, the term "vector" refers broadiy to any plasmid or virus encoding an
exogenous nucleic acid. The term should also be constnted to include non-plasmid and non-
viral compounds which facilitate transfer of nucleic acid into virkms or cells, such as, for
example, polylysine compounds and the like. The vector may be a viral vector that is suitable

as a delivery vehiele for delivery of the nucleic acid, or mutant thereof, to a ¢eli, or the vector

)
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may be a non-viral vector which is suitable for the same purpose, Examples of viral and non-
viral vectors for delivery of DNA to cells and tissues are well known in the art and are
described, for sxample, in Ma ef al. (1997, Proc. Natl. Acad. Sci, U.8.A. 94:12744-12746).
Examptes of vira} vectors include, but are not imited to, a recombinant vaccinia virus, 2
recombinant adenovims, a recombinant retrovirus, a recombinant adeno-associated virus, a
recombinant avian pox virus, and the like (Cranage et al., 1986, EMBO J. 5:3057-3063;
International Patent Application No. WO94/17810, published Avgust 18, 1994; Intemational
Patent Application No. WQ94/23744, published October 27, 1994). Examples of non-viral
vectors include, but are not limited to, liposomes, polyamine derivatives of DNA, and the like.

OVERVIEW OF THE INVENTION

Constructs and methods are described for the destruction of the male or female
gametophyte {microspores or megaspores) for the purposes of eliminating transmission of a
transgene Jocus {gene of interest). In one embodiment, microspore destruction is genetically
engineered using a pollen-specific promoter fused to an appropriate suicide gene or through the
nse of genetic mutations that are unable to be transmitted through one of the sexes.

When hmz}'guua, eliminating transmissicn of a transgene jocus is achieved by lmkmg
a gene of interest to a suicide gene under the controi of a male o female-specific promoter,
This construct, termed the “gametophytic suicide trait” (GST) induces cell death that is
restricted to microspores or megaspores, thereby effectively reducing or eliminating
transmission of the gene of interest that is linked to the GST. Since the GST/tranggene
construct is hemizygous, 50% of the poilen grains will be viable and non-transgenie. Thus, the
transmission of a tranggene r.:ﬁn be controlied while permitting pollination to cceur so as to
achisve fertilization apd ultimately obtain a seed supply for planting or food use. Since many
plants produce an over-abundance of pollen, the loss of 50% of the pollen produced will not
adversely affect seed set for most plant speciss. As one example, coen (Zea mayr) produces 25
many as 107 pollen grains/day for a plant in the psak of a 7 day flowering period (Coe o1 af.,
The Genetics of Com, [): Com and Com Improvement, Third Edition. Editors: Sprague et al,
(1988) pp. 81-258),

Eliminating male transmission of a transgene locus can also be used as a novel sirategy
to entich for dispersed and/or stable iransposition events. This is amnmplishe& hy engincering
a “‘transgene complex” containing a transpu.sahln elermnent and/or transposase pene along with a
“gametophytic suicide_trailt” {GST). The GST induces cell death that is restricted to

microspores, severely reducing male transmission of nearby chromosomal regions and other
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transgenes, including the transposon (denor slement) and/or transposase gene within the
transgene complex,

When the transgené complex is heterozygons in the male parent, approximately 50% of
the rmicrospores will undergo destruction, thereby préventing male transmission of the
transgene complex and greatly reducing male transmission of linked transposed eletnents. This
elimination of the transposon donor site and nearby transpositions has the net effect of
enriching for pollen containing umlinked transpositions and transposed elements that have
recombined with the donar transgene complex.

Surviving ansposition svents can be readily selected in offspring by including an
herbicide selectable marker gene within the transposable element. The GST can also be
physically linked to the transposase source to eliminate gametes containing a source of
transposasc. This arrangement prevents transmission of the transposase source to gametes,
thereby stabilizing insentions in subscquent genetations.

All three components -- the suicide gene or mutation, the transposase source and the
trénspnson -- can be engineered a2 a unit to provide 2 robust method of generating dispersed,
stabls transpositions. An altemative strategy to microspore destruction is to engineer ovule

serni-sterility using a megaspore suicide trait to eliminate fernale trapsmission of the transgene
cotnplex.

L. Nuclefe Acids
A, Promoters
Thete are many excellent examples of suitable promoters to drive pollen-specific

expression in plants. Pollen-specific promoters have been identified in many plant species

L)

such as maize, rice, tomato, tobacco, Arabidopsis, Brassica, and others (Odell, T. O., & ai.
{1985) Nature 313:810-812; Marrs, K. A, et al, (1993) Dev Genst, Voi. 14/1:27-41; Kim,
(1992} Transgenic Res, Vol. 1/4:188-94; Carpenter, I. L., et at. (1992) P.!ant Cell Vol. 4/5:557-
71; Albani, D. et af., {1992) Plant J. 2/3:331-42; Rommens, C. M., et al, (1992), Mol. Gen.
Genet., Vol. 231/3:433-41; Kioeckener-Gruissem, et al.,, (1992) Embe I, Vol. 11/ 1:157-66;
Hamilton, D. A. gt al., (1992), Plant Mol Bic}, Vol. 18/2:211-18; Kyozuks, 1., et al. {1991},
Mol Gen. Genet., Vol 228/1-2:40-8; x;klba.ni, D, et ai (1991) Plant Mol Biot Vol. 16/4:501-13;
Twell, D. ef al. (1991} Genes Dev. 5/3:496-507; Thorsness, M. K. &t al., {1991} Dev. Biol Vol.
{43/1:173-84; MceCormick, S. et al. {1991) Symp Soc Exp Biot Vol. 45:229-44; Guerrero, F.
D. et al. (1990) Mol Gen Genet Vol 224/2:161-8; Twell, D. ef al,, (1990) Development Val.
1019/3:705-13; Bichler, I; et al. (1990), Eur | Biochem Vol. 190/2:415-26; van Tunen, & al
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(1990), Plant Cell _Vul 2/5:393-401; Siebertz, B. er al,, (1989) Plant Cell Vol 1/10:961-&;

- Sullivan, T. D. er al., (1989) Dey Genet Vol 10/6:412-24, Chen, 1. et al. (1987}, Genetics Vol

116/3:469-77). Several other examples of pollen-specific promoters can be found in GenBanlg,
Additional promoters are also provided in U.S. Patent Nos. 5,086,169; 5,756,324; 5,633,438;
5,412,088: 5,545,546 and 6,172,279

There are also several other eukaryotic sex-specific promaters suitable for use in the
instant invention. Examples include: the mouse spermatocyte-gpecific Pgk-2 promotar (Ando
et al. (2000) Biochem. Biophys. Res. Comm. 272/1:125-8); the PACAP testis-specific
promoter (Daniel e al. {2000} Endocrinology, 141/3:1218-27); the mouse mSP-10 spermatid-
specific promoter {(Reddi ef al. (1999) Biology of Reproduction, 61/5:1256-66); the mouse
sperm-specific promoter (Ramara ef al. (1998} J. Clin. Invest. 102/2:371-8); the mouse and rat
H1t promotets (vanWert e? al. (1596) J. Cell. Biochem. 60/3:348-62); the buman PRM1,
PRM2 and TNP2 spermatid-specific promoters {Nelson ef e/ (1995) DNA Sequence 5/6:329-
37); the Drosophila exu sex-specific promoter (Crowley et al, (1995) Molec, Gen. Genet.
248/3:370-4); the mouse testis ACE promoter (Zhou ot af, (1995) Dev. Genet. 16/2:201-9); the
rat GHRH spermatogenic-specific promoter (Srivastava et al. (1995) Endocrinclogy
136/4:1502-8); the Drosophila testis-specific promoter {Lankenau et af. (1994) Mol. Cels, Biol.
14/3:1764-75); the spermatocyte-specific hst70 gene promoter (Widlak et af. (1994) Acta
Biochim. Polonica 41/2:103-5); and the mouse Prm-1 spermatid-specific promoter
(Zambrowicz et al. (1993} Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 90/11:5071-5).

For the present invention, any promoter will be suitable if the promoter is speciiic to
one sex (male or femate) and specificaily drives gene expression after metosis [ when
homologous chromosomes have separated into different cells. For instance, gene expression in
the tetrad stage of meiosis [T, the post-mitotic division of the microspore leading to pollen

maturation, the mature pollen grain, or in the germinating pollen grain, would be suitable for

the current invention.

B. Suicide G

One aspect of the gametophytic suicide trait {GST) is the directed expression of 2
suicide gene to kill unwanted meiotic products. Examples of genes whose explession results i
cell death inciude, but are not limited to, those that have been described in the literature
including the barnase (Custers, J. B., ef al., (1997) Plant Mol Biol Vol. 35/6:689-99; Y azynin,
S., et al., {1999) FEBS Lett Vol. 452/3:351-4; Goldman, M. H, &t al., (1994) Embo J Vol.
13/13:2976-84, 1994), tasselseed? (DeLong, A, et al., (1983) Cell Vob, 74/4:757-768), and the
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diptheria toxin A gene (Day, C. D., ef al., (1995) Development Vol. 121/9:2887-95). Because
suicide gene expression is confined to post-meiosis 1, only 50% of the gametes will be
eliminated when the transgens is hemizygous and segregates normally in meicsis, Viable
gametes will not have inherited the suicide gene.

According to another aspect of the invention, semi-sterility can also ba achieved using
antisense RNA technology to inhibit expression of a gene, or genes, ¢ssential for viability of
the pollen or egg. This technology i discussed in raore detail below.

Alternatively, mntations that are incapable of transmission through one of the sexes,
such as deletions that are not pollen transmitted, can alse be used to achieve semi-sterility.

Specific examples of suicide genes include, but are not limited to, the following:

Tasselsead? (152), Genetic and tholecular evidence shows that te2 is required for pistil
elimination in both tassel and ear spikelets. /52 expression in pistil cells is coincident with loss
of nuclear integrity and cell death. It is not clear how the tz2 gene product functions in a cell
death pathway., On the basis of its similarity to short-chain alcohol dehiydrogenases, especially
to hydroxysteroid dehydrogenases, twa possibilities are theorized, The ts2 product may
metabolize a snbstrate, perhaps a steroid, required for cell viability. Alternatively, T52 action
may result in the formation of a signaling molecule that activates a cell death response,
(Calderon-Urrea ef al. (1999} Development, {26:4335).

Dightheriz Toxin A-chain (DTA), Diphtheria Toxin A-chain (D'TA) inhibits protein
synthesis, Greenfield et al., Proc. Natl. Acad., Sci.:USA, 80:6833 (1983); Palmiter ez al,, Cell,
50:435 (1987).

Pegtate [vase poiE, Pectate lyase pelE from Erwinia chrysanthemi EC16 degrades
pectin, cavsing cell iysis. Keen et al,, 1. Bacteriology, 168:595 (1986).

T-urfl3 (TURE-13), T-urfl3 {TURF-IB) from cms-T maize mitochondrial genomes;
this gene encades a polypeptide designated URF13 which disrupts mitochondrial or plasma
membranes, Braun er gi., Plant Cell, 2:153 {1990); Dewey ¢ al., Froc, Natl. Acad, Sci:UBA,
£4:5174 (1987); Deway et al., Cell, 44:439 (1986). '

Gig recombinage, Gin recombinase from phage Mu a gene encodes a site-specific
DNA recombinase which will cause genome rearrangements and loss of ceil vialsility when
expressed in cells of plants. Marcser ef ol Muol. Gen. Genet., 230:170-176 (1991).

Indole acetic acid-lysine synthetase (izal). Indole acetic acid-lysine synthetase (iaal)
frota Pseudomonas syringae encodes an enzyme that conjugates lysine to indoleacetic acid
(TAA), When expressed in the ceils of plants, it causes altered developmenis due to the
removal of JAA from the cell via conjugation, Romano et al., Genes and Development, 5:438-
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446 {1991); Spena &¢ al,, Mol. Gen; Genet.,-22‘?:2ﬁ5-2i2 (1991}, Roberto ef al., Proc, Natl.
Acad. Sei,:USA, §7:5795-58C1. .

Barpase, Ribonuclease from Bacilius amyloligusfaciens, also known as barnase,
digests mRNA iﬁ those cells in which it is expressed, leading to cell death, Manian er al.,
Natute 347:737-741 {1990); Mariani ¢! ai., Nature 357:384-387 {1992).

CvtA toxin gene, CytA toxin gene from Bacillus thuringiensis israsliensis encodes a
protein that is mesquitocidal and hemeoiytic, When expressed in plant cells, it causes death of
the cell due to disruption of the cell membrane. McLzan et al., 1. Bacteriology, 16%;1017-1023
(1987); Ellar et ai., 1).8. Pat. No. 4,918,006 (1990).

Suitable cell death genes for use as suicide genes in other cukaryotic organisms
include: human fDCDQ {programmed cell death 9} and the Gallus gallus pro-apoptotic protein
P52 (Carim et al. (1999) Cytogenctics and Cell Genetics (Switzerland) 87/1-2:85-8); the C.
elegans programmed cell death genes CED-3 and EGL-1 (Hengartner et al. (1999) 54:213-22);
the gens encoding the mammalian homolog of C. efegans CED-3: ICE (interleukin-1beta-
converting enzyme) (Kondo ef af. {(1998) Investigative Ophthalmology & Visual Science
39/13:2769-74); the genes encoding [CE-like proteases Ich-1L, CPP32h;=ta, Mch2alpha and
Mch3alpha (Xondo ef al. (1998) 58/5:962-7); or the mammalian celi death gene Nedd?
(Kumar ef al. (1997) Leukemia 11 Suppi 3:385-6).

T {H I Nuclei ids

Gienes successfully introduced into plants using recombinant DNA methodologies
include, but ars not limited to, those coding for the following traits:seed storage proteins,
including mudiﬁ.eﬂ 7S tegume sced storage proteins (U.S. Patent Nos. 5,508,468, 5,555,223
and 35,576,203); herbicide tolerance or resistance (U.S. Patent Nos. 5,498,544 and 5,554,?98;
Powell et al,, Science 232:738-743 (1986); Kaniewski #¢ af, Bio/Tech. 8:750-754 (1990); Day
et al., Proc, Natl. Acad. Sci. US4 88:6721-6725 (1991)); phytase (U.S. Patent Ne, 5,593,963),
resistance to bacterial, fungal, nematode and insect pests, including resistance to the N
lepidoptera insects conferred by the Bt gene (U5, Patent Nc:s: 5,597,945 and 5,597,946; Hiider
et ai., Nature 330:160-163; Johnson et af,, Proc. Natl, Acad. 5ci. USA., 86:9871-0875 (1989),
Perlak et af., Bio/Tech. 8:939-943 (1990)); lectins (U.S. Patent No, 5,276,269}, and flower
color (Meyer ef af., Nature 330:677-678 (1987); Napoli e o/, Plant Cell 2:279-289 (1990); van
der Krol ef af., Plant Cell 2:291-299 (1990)).

Of particular interest are genes that confer resistance to a herbicide. Examples include,
but are not limited to, the following:
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(1) An herbicide that inhibits the grm'-fiﬁg pl;lali:"llt oF meristem, such as an imidazalinens
or a sulfonylutea, Exemplary genes in this categarf code for mutant ALS and AHAS enzymes
as described, for example, by Lee et al,, EMBO J. 7: 1241 (1988), and Miki et af,, Theor. Appl.
Genet. 80: 449 (1990), respectively.

(i) Glyphosate ( resistance imparted by mutant S-encipyruvl-3-phosphikimate
synthase (EPSP) and aroA genes, respectively) and other phosphono compounds such as
ghufosinate (phosphinothricin acetyl transferase (PAT) and Streptomyces hygroscopicus
phosphinothricin acety! transferase (bar) genes), and pyridinoxy or phenoxy proprionic acids
and cycloshexones (ACCase inhibitor-encoding genes), See, for exampie, 1.5, Pat. Ne.
4,940,835 to Shah et al., which discloses the nucleotide sequence of a form of EPSP which can
confer glyphosate resistance. A DNA molecule encoding a mutant aroA gene can be obtained
under ATCC accession No. 39256, and the nucleotide sequence of the mutant gene is disclosed
in 11.5. Pat. No. 4,769,061 to Comai. European patent application Ne. 0333 033 to Kumada ef
al. and U.S. Pat. No. 4,975,374 to Goodman ef af. disclose nuélsotide sequences of glutamine
synthetase genes which confer resistance to herbicides such as L-phosphinothricin, The
nucleotide sequence of a phosphinothricin-acetyl-transferase gene is provided in European
application No, 0 242 246 to Leemans et af. De Greef er al,, Bio/Technology 7: 61 (1983),
describe the production of transgenic plants that express chimeric bar genes coding for
phosphinothricin acetyl transferase activity, Exemplary of genes conferring resistance to
phenoxy proprionic acids and cycloshexones, such as sethoxydim and haloxyfop, are the Accl-
S1, Acel-82 and Accl-53 genes described by Marshall ef al., Theor. Appl. Genet. 33; 435
(1992). The expression of a Streptomyces bar gene encoding a phosphinothricin acetyl
transferase in maize plants results in tolerance to the herbicide phesphinothricin or glufosinate
(U.S. Pat. No. 5,489,520, incorporated herein by reference).

For certain target species, different antibiotic or herbicide selection mmakers may be
preferred. Selection markers used routinely in transformation include the nptll gene which
confers resistance to kanamycin and related antibiotics (Messing & Vierra, Gene 19: 259-268
{1982); Bevan et al., Nature 304:184-187 (1983)), the bar genc which confers resistance to
the herbicide phosphinothricin {White et 2/, Nuc! Acids Res 18: 1 062 {1990}, Spencer & al,
Theor Appl Genet 79: 625-631(1990)), the hph gene which confers resisiance to the antibiotic
hygromyein (Blochinger & Diggelmann, Mol Celi Biol 4: 2529-2931), and the dhir gene,
which confers resistance to methotrexate (Bourouis ef al., EMBO J. 2(7): 1099-1104 (1383)).

Transgenic alfalfa plants have been produced using a number of different genes isolated

" from bath alfalfa and non-atfalfa species mcluding, but not limited to, the foilnwiﬁg: the
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promoter of an early nodulin gene fused to the reporter gene gusA (Bauer er al., The Plant

Toumnal 10(1):91-105 {1996); the casly nodulin gene (Charon ef al., Proc. Natl. Acad of Sei.

USA 94(16):8901-8906 (1997); Bauer et al., Molecular Plant-Microbe Interactions 10{1%:39.
49 (1997}, NADH-dapendent glutamate synthase (Gantt, The Plant Journal 8(3):345-338
{1995)), promoter-gusA fusions for each of thiee lectin genes (Bauchrowitz et al., The Plant
Journal (113143 {1996)); the huciferase enzyme n;*-i-;hc marine soft coral Renilla reniforms
fused to the CaMV promoter (Mayerhofer e/ af., Tht_Plant Journal 7{6):1031-1038 (1995));
Mnu-superoxide dismmutase cDNA (McKersie ef ol., Plant Physiology 111(4):1177-1181
{1996)); synthetic cryIC genes encoding a Bacillus thuringiensis delta-endotoxin (Strizhov et
al., Proc. Nat}, Acad. Sci. USA 93(26):15012-15017 (1996)}; glucanse (Dixon &f af,, Gene
179¢1):61-71 (1996); Masoud et al., Transgenit Research 5(5):313-323)); and leaf senescence
gene (U.5. Patent No. 5,689,042). | ' |

Genes successfully transferred into clover using recombinant DNA technelogies
include, but are not limited to, the following: Bt genes (Voisey er al., supra); neomycin
phosphotransferase T (Quesbenberry er al,, supra); the pea lectin gene (Diaz e 2/, Plant
Physiclogy 109(4):1167-1177 {1995); Eijsden er af., Plant Molecular Biology 29(3):431-439
(1995)); the auxin-responsive promoter GH?3 (Larkin ex af, Transgenic Research 5(5):325-335
(1996); seed albumin gene from sunfiowers (Khan e¢ al, Transgenic Research 5(3):179-185
(1996)): and genes sncoding the enzymes phosphinothricin acety! transferase, beta-
glucuronidase (GUS) coding for resistance to the Basta® herbicide, neomycin
phosphotransferase, and an alphta-amylase inhibitor (Khan ef af, supra).

Other transgenes of interest include, but are not limited to, those coding for or related to
lignin content, cellulose content, nitrogen Sxation, improved nutrition, color, vitamin content
and recomibinantly groduced vaccines. '

D Site-Specific B bination S

Methods and constructs for targeting of IDMA sequences for ingsertion into a particular
DNA locus, while enabling removal of randomly inserted DNA sequences that occur as a by-
product of transformation procedures, are described in ULS, patent Nos. 5,527,695 and
6,114,600, One manner of removing these random insertions is to utilize a site-specific
recombinase aystem. In general, a site~specific recombinase system consists of three elements:
two pairs of DNA sequence (the site-specific recombination sequences) and a specific enzyme
(the site-specific recambinase). The site-specific recombinase will catalyze a recombination

reaction only between two site-specific recombination sequences.
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A number of different site-specific recombinase systems can be used, including but not
limited to the Creslox system of bacteriophage P1, the FLP/FRT system of yeast, the Gin
recombinase of phage Mu, the Pin recombinase of E. coli, and the R/RS system of the pSR1
plasmid. The two preferred site-specific recombinase systems are the bacteriophage P1

5 Cre/lox and the yeast FLP/FRT systems. In these systets a recombinase (Cre or FLF) will
interact specifically with its respective site-specific recombination sequence (lox or FRT
respectively) to invert or excise the intervening sequences. The sequence for each of these two
systems is relatively short (34 bp for lox and 47 bp for FRT). Currently the FLP/FRT system
of yeast is the preferred site-specific recombinase system since it normally functions in a

1¢  eukaryotic organistn (yeast), and is well characterized. [t is thought that the eukaryotic origin
| » of the FLP/ERT systemn allows the FLP/FR'T system to function more efficiently in eukaryotic
celis than the prokaryotic site-specific recombinase systems.
The FLP/FRT recombinase system has heen demonstrated to fanetion efficiently in
| plant cells. Experitnents on the performance of the FLB/FRT system in both maize and rice
@ 15 protoplasts indicates that FRT site structure, and amount of the FLP protein present, affects
| . excision activity, In general, short incomnplete FRT sites leads to higher accumulation of

excision products than the complate full-length FRT sites. Site-specific recombination systems

can catalyze both intra- and intermolecular reactions in maize protoplasts, indicating that the

|  system can be used for DNA excision as well as intcgration reactions. The yecombination

20  reaction is reversible and this reversibility can compromise the efficiency of the reaction in
each direction, Altering the structure of the sit¢-specific recombination sequences is one

| approach to remedying this gituation. The site-specific recombination sequence can be

v mutated in a manner that the preduct of the recombination reaction is no longer recognized as a
substrate for the reverse reaction, thereby stabilizing the integration ot excision event.
| Z5
. E. Vectors

| Expression Units to Express Exogenous DNA in a Plant
As pmvi&od above, several embodiments of the present invention employ expr.assicm
units (or expression vectors or systems) to express at exogenously supplied nucleic acid
| X 30  sequence.in a plant, Methods for generating exprassion units/systems/vectors for use in plants
are well known in the art and can readily be ddapted for use in the instant invention. A skilled
artisan can veadily use any appropnate p]mﬂvzctur!&xpmaian sysiem in the present methods
| following the outline provided hersin.
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The expression eontrol e]_umtmtﬁ used to regulate the expression of the preotein can
either be the expression control slement that is normally found associated with the coding
sequence {homologous expression ¢lament) or can be a hetarologeus expression control
element. A variety af homologous and heterologous exp:msiﬂn control elements are known in
the art and can readily be nsed to make expression units for use in the present invention.
Transcription initiation regions, for example, can inclede any of the various opine initiation
regions, such as octopine, mannopine, nopaline and the like that are found in the Ti plasmids of
Agrobacterium tumgfucians, Alternatively, plant viral prommoters can alse be used, such as the
caulifiower mosaic virus 358 promoter to control gene expression in a plant. Lastly, plant
promoters such as prolifera promoter, fruit-specific promoters, Ap3 promoter, heat shock
promoters, seed-specific promoters, ezc. can also be used. The most preferred promoters will
be most active in male or famale gametes, '

Either a gamete-specific promoter, a constitutive promoter (such as the CaMV or Nos

promoter), an atgan-specific promoter {such as the E8 promeoter from tomato) or an inducible
promoter is typically ligated to the protein or antisense encoding region using standard

| techniques known in the art. The expression unit may be further optimized by employing

suppiemental elements such as transcription terminatord and/or enhancer clerments.

Thus, for expression in plants, the expression units will typically contain, in addition to
the protein sequence, a plant promoter region, a transcription igitiation site and a transcription
termination sequence. Unique restriction enzyme sites at the 5’ and 3' ends of the expression’
unit are typically included to alldw for easy insertion into a preexisting vector.

In the construction of heterologous promoter/structural gene or antisense combinations,
the promoter is preferably positioned about the same distance from the heterologous
transcription start site as it is from the transcription start site in its natural setting. As is known
in the art, however, some variation in this distance can be accommodated without loss of
promoter function. _ ‘

In addition to a promoter sequence, the expression casselte can also contain a
transcription temmination region downstream of the structural gene to provide for efficient
termination. The termnination region may be obtained from the same gene as the promoter
sequence or may be obtained from different genes. If the mRNA encoded by the structural
gens is to be efficienily processed, DNA seguences which direct polyadenylation of the RNA

are also commonly added to the vector construct. Polyadenylation sequences include, but are
not limited to the dgrobacterium octapine synthase signal (Gielen er ai., EMBQ J 3:835-846
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{1984} or the nopaline synthase signal (Depicker e al., Mal. and Appl. Genet. 1:561-573
{1982)).

The resulting expression unit is ligated into or otherwise constructed to be included in a
vector that is appropriate for higher plant transformation. The vector will alse typically
contain a selectable marker gene by which transformed plant cells can be identified in culture.
Usualty, the market gene will encode antibiotic resistance. These markers inelude resistance to
(G418, hygromycin, bleomycin, kanamyein, and gentamicin. After transforming the plant cells,
those cells having the vector will be identified by their ability to grow on a medium containing
the particular antibictic, Replication sequences, of bacterial or virel origin, are generally also
included tp allow the vector to be cloned in a bacterial or phage host, preferably a Emad host
range prokaryotic origin of replication is included. A selectable marker for bacteria should
also be included to allow selection of bagterial cells bearing the desired construct, Suiteble
prokaryotic selectahle markers also include resistance to antibiotics such as ampicillin,
kanamycin or tatracycline. _

Other DNA sequences encoding additional functions may alsa be present in the vector,
as js known in the art. For instance, in the case of Agrobecterium transformations, T-DNA,
seguences will also be included for subseguent transfer to plant chromosomes.

The sequences of the present invention tan algo be fused to various other nucleic acid
molecules such as Expressed Sequence Tags (ESTs), epitopes or fluorescent protein markers.

ESTs are gene fragments, typically 300 to 400 nucleotides in length, sequenced from
the 3 or §' end of complementary-DNA (cDNA) clories, Nearly 30,000 Arabidopsis thaliana
ESTs have been produced by a French and an American consartium (Delseny et /., FEBS
Lett. 405(2):129-132 (1997); Arabidopsis thaliana Dratabase, ’
http://genome. www. stanford.edu/Arahidopsis). For a discugsion of the analysis of gene-
gxpressian patterns derived from large EST databases, see, e.g., M. R. Fannon, TIBRTECH
14:294-298 (1996), |

Biologically compatible fluorescent protein probes, particularly the seif-assembling
green fluorescent protein (GFP) from the jellyfish Aequorea victoria, have revolutionized
research in cell, molecular and developmenta! biology because they aliow visualization of
biochernical events in living cells (Murphy et al., Curr. Biol. 7(1 1}:870-876 (1997); Grebenck
et o), Plant J, 11{3):573-586 (1997}, Pang et al,, Plant Physiol, 112(3) (1996Y; Chiu ef al.,
Curr. Biol, 6(3):325-330 (1596); Plautz et al., Gene 173(1):83-87 (1996); Sheen et al,, Plant J.
8(5):777-784 (1995)). |

(43

/
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Site-directed mutagenesis has been used to develop a more soluble version of the
codon-modified GFP called soluble-modified GFF (smGFP). When introduced into
Arabidopsis, greater flucrescence was observed u;.rh-.-,n compared to the codon-modified GFP,
implying that smGFP is "prighter because more of it is present in a soluble and functional foyrm
(Davis et al., Plant Mot, Bio).-36(4):521.528 (1998)). By fusing penes encoding GFP and
beta-glucuronidase {GUS), researchers were able ta create a set of bifunctional reporger
consiructs which are optimized for use in transient and stabie expression systems in plants,
including Arabidopsis (Quaedviieg et al., Plant Mol. Biol. 17(4):715-727 {1998)).

Berger et al, (Dev. Biol. 194(2):226-234 (1998)) report the isolation of a GFP marker
line for Arabidopsis hypocotyl epidermal cells, GFP-fusion proteins have been used to localize
and characterize & number of Arebidopsis genes, mcluding geranvigeranyl pyrophosphate
(GGPPY (Zhw et af., Plant Mol. Biol. 35(3):331-341 {1997,

Disabling G

An example of an effective disabling modification would be a single nucleotide

deletion occurring at the beginning of a gene that would produce a translational reading
Fameshift. Such a frameshift would disable the gene, resulting in non-expressible gene _
product and thereby disrupting functional protein production by that gene. If the unmedified
gene encodes a protease, for example, protease production by the gene could e disruptad if the
regulatory regions or the coding regions of the protease gene #re disrupted,

In addition to disabling genes by deleting nucleotides, causing » transitional reading
frameshift, disabling modifications would also be possible by other techniques including
insertiops, substifutions, inversions or transversions of nucleotides within the gene's DNA that

- wauid effectively prevent the formation of the protein encoded by the DNA.

It is aiso within the Eap&bi!ities of one skilled in the act to disable genes by the use of
less specific methods. Examples of less spacific methods weuld be the use of chemical
routagens such as hydroxylamine o nitrosoguaniding or the usc of radiation mutagens such as
gamma radiation or ultraviolet radiation to randomly autate genes. Such mutatad strains
could, by chance, contain disabled genes such that the genes were no longer capable of
producing functional proteins for any one or more of the domains. The presence of the desired
disabled gernas could be detected by routine screening techniques, For further guidance, see
U.S. Patent No. 5,759,538. '
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Antisense Encoding Yeciors

Methiods for inhibiting expression in plants using antisense construets, including .
generation of antisense sequencas in situ are described, for example, in .S, Patents 5,107,065;
5,254,800; 5,356,799; 5.728,926; and 6,184,439, The later two patents being entitled:
“Antisense gene systems of pollination control for hiybrid ssed production”™.

Other methods that can be used to inhibit expression of an endogenous gene in a plant
may also be psed in the present methods, For example, formation of a triple helix at an
esgential ragion of a duplex gene serves this purpose. The triplei code, permitting design of
the proper single stranded parficipant is also known in the art, (See H. E. Moser, ez al., Science
238:645-550 {1987) and M., Cmnr.jr, et al., Science 241:456-459 (1988)). Regions in the
comitrol sequences containing siretches of puring bases are particularly attractive targets. Triple
helix formation along with photocrosslinking is described, e.g., in D, Praseuth, ¢f ol., Proe.
Nat'l Acad. Sci. USA 85:1,34%-1,351 (1988),

IL Trausforination

A, Plant Transformation

To introduce a desired gene o set of genes by conventional methods requires a sexual
cross between two lines, and then repeated back-crossing between hybrid offspring and one of
the parents until a plant with the desired characteristics is obtained. This process, however, is

restricted to plants that can sexually hybridize, and genes in addition to the desired gene will be
transferred. -

T

Recumbinant DNA tachniques allow plant researchers to circumvent these limitations
by enabling plant geneticists to identify and clone specific genes for desirable traits, such as
résistance to an insect pest, and to introduce these genes into already useful varieties of plants.
Orice the foreign genes have been introduced into 2 plast, that plant can than be used in
conventional plant breeding schemes (2.g., pedigree breeding, single-seed-duscent breeding
schemes, reciprocal recurrent selection) to produce progeny which also contain the gene of
interest,

Genes can be infroduced in a site directed fashion using homologous recombination.
Homologous Tecombination permits site-specific modifications in endogenous genes and thus
inherited or acquired mutations may be correcied, and/or novel alterations may be engineered
into the genome. ' .

Homologous recombination and site-directed integration in plants are discussed in UL.S,
Patent Nos. 5,451,513 5,500,567 and 5,527,695,



10

15

20

25

30

WO 01/64926 )

PCTURNING24D
26-

B, Transformation Methods

Methods of producing transgenic plants are well known to those of ordinary skill in the
ari. Transgenic plants can now be produced by a variety of different transformation methods
including, but not limited to, electroporation; microinjection; mictoprajectile bombardment,
also known as particle acceleration or biolistic bombardment; viral-mediated transformation;
and Agrobacterivm-mediated transformation {see, e.g., U.5. Patent Nos. 5,4035,765; 5,4.1’2,369;
5,538,877; 5,538,880; 5,550,318; 5,641,664; 5,736,369 and 5,736369; Watson er al.,
Recombinant DN A, Scientific American Books {1992}, Hinchee et ai., Bio/Tech. 6:915-922
(1988); McCabe et al,, Bio/Tech. 6:923-226 (1988); Toriyama et al,, Bio/Tech. 6:1072-1074
{1988); Fromm et al,, Bio/Tech. 3:833-839 (1590); Muilins et al,, Bio/Tech. 8:833-839 (1950},
and, Raineri et al,, Bio/Tech. 8:33-38 {1990)). . '

Transgenic alfalfa plants have been produced by many of these mathods including, but
not limited to, agrobacterium-mediated ransformation (Wang ef ai., Australian Journal of
Plant Physiology 23(3):265-270 (1996); Hoffman et al., Molecular Plant-Microbe Interactions
10(3%:307-315 {1997); Trieu et af., Plant Cell Reports 16:6-11 (1996)) and pariicle acceleration
(LS. Patent No. 5,324,646).

Transformation has also been successfully accomplished in clover using
agrobacterium-mediated transformation (Voisey er al., Biccontro] Science and Technology
4(4):475-481 (1994); Quesbenberry et al., Crop Science 36(4):1045-1048(1996); Khan &f af,,

Plant Physiology 105(1):81-38 {1994); Voisey et al., Plant Cell Reports 13(6):309-314 (1994)).

Genetic transformation has alsc been reported in numerous forage and turfgrass species
(Conger B.V. Genetic Transformation of Forage Grasses /s Molecular and Cellular
Technologies for Forage Improvement, C3SA Special Publication Ne. 26, Crop Science
Society of Ametica, Inc. E.C, Brummer et @l. Eds, 1998, pagss 49-58). These inélude
orehardgrass (Dactylis glomerata 1), tall fescue (Festuca arundinacea Schreb.) ted fescue
{Festuca rubra L.}, meadow fescue (Festuca pratensis Huds.) perennial ryegrass (Lolium
perenne L.) creeping bentgrass (Agrostis palustris Huds.) and redtop (Agrostis aiba L.).

Successful gene transfer in such forages and turfgrasses has been accomplished by
direct uptake of DNA by protoplasts and by bombardrnent of cells or tissues with DNA coated
microprojectiles. In both cases, the transfer is followed by whole plant regeneration. Much of
the work has focused on developing and improving protocels for the transformation and have
used the reporter gene widd coding for —glucouronidase ((GUS) and the selectable marker bar
that confers tolerance to phosphinothricin-based herbicides. Proof of the transformation has

\
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been provided by polymerase chain reaction (PCR) techniques, northem hybridization analysis
of transeribed RNA, western blot analysis of soluble protein (gene product), and southemn blot
hybridization of total genomic DNA,

I1L Hemizygosity
A transgenic plant formed using Agrobacterium transformation methods typically

contains a single gene on one chromosome, aithough muitiple copies are possible. Such
transgenic plants can be referred to as being hemizygous for the added gene. . A more accurate
namé for such a plant is an independent segreganf, hiecanse each transformed plant represents a
unigue T-DNA integration event (U.S, Patent No, 6,156,933), A transgene locus is generally
characterized by the presence and/or absence of the transgene. A heterozygous genotype in
which one afiele corresponds to the absence of the transgene is also designated hemizygous

" (1J.8, Patent No. 6,008,437).

Assumning normal hemizygosity, seifing will result in maxitum genotypic segregation
in the first selfed recombinant gencration, aiso known as the K1 o, R, generation. The Ri
generation is produced by selfing the original recombinant line, eiso known as the R0 or Ro
generation. Because cach insert acts as 4 dominant atlele, in the absence of linkage and
assuming only one hémizygous insert is required for tolerance expression, one insert would
segregate 3:1, two insects, 15:1, three ingerts, £3:1, str. Therefore, relatively few R1 plants
need to be grown to find at least one resistance phenotype (U.S. Patent Nos.5,436,175 and
5,776,760). ’

As mentioned aiove, self-pallination of a hemizygous transgenic regenerated plat
should produce progeny equivalent to an F2 in which approximately 25% should be
hamozygous fransgenic planis. Self-pollination and testerossing of the F2 progeny to non-
teansformed control plants can be used to identify homozygous transgenic plants and to '
maintain the line. Ifthe progeny initially sbtained for a regenerated plant were from cross
pollination, then identification of homezygous transgenic plants will require an additional
generation of self-pollination (.S, Patent 5,545,543).

IV, Semi-Sterility and Gepetic Sterility Filter
The G hytic Sterility Trait (GST)}
The GST can be composed of two or three clements:’ 4 sex-specific promotet, a suicide
gene and, optionally, a region encoditig & transposon and/or transposase. Normally, the GST

construct ends in a transcription teminator element. The inclusion of a transposon ot a
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transposase source is specific to the application of selecting for dispersed transpositions and
not necessanly used for the purposes of eliminating transmission of transgenies.

Sex-spevific promtoters that may be used include but are not limited to: pollen-specific
nromoters from maize, rice, tomato, tobaceo, Ambi-:i;:lpsis and Brassica. Several other
examples can be found in GenBank. The promoter must be specific to one sex (male or
female) and specifically drive gene expression after meiosis I when homologous chromosomes
have separated into different cells.

The suicide gene is used to kill unwanted meiotic products. Suicide genes include but
are ppt limited to: Darmase, tasselsecd2 a.nd the diphtheria toxin A gene. Two altematives to
using a suicide gene include 1) using antisense RNA technology to inhibit expression of genes
essential to the viability of the polien or the egg; or 2) mutations that are inr.apahle of
transmission through one of the sexes, such as deletions that are not poﬂm—t;ansmitted. Both

of these alternatives can be nsed to achieve semi-sterility.

B. Semi-Stesili { Genetic Sterility Fil

The terms "semi-sterility” and “penetic sterility filter” are used by the inventors to
convey the idea that since suicide gene expression is confined to post-meiosis I, only 50% of
gametes will be eliminated when the GST Jocus is hemizygous and segregates nonmally in
meiosis. This is due to the fact that when the GST locys is present in the genome in a single
copy (hemizygous condjtion), the suicide gene will be transmitted to approximateiy one-half of
the products of mejosis, resulting in a 50% sterility rate. Pollen inheriting the GST will not
survive if a pollen specific promoter is operably linked to the suicide gene.

The production of 50% viable pelien is necessary for the recovery of dispersed
transpositions andfor to prevent transgene transmission without a major effect on male fertility.

C.G lvtic Semi-Sterili

The current invention describes the use of a technology that utilizes gametophytic
“semi-stcﬁlitf', such as pollen semi-sterility, t0 generate a “‘genetic sterility filter” that
elitinates gametes that inherit a specific transgene complex. Incorporation of a pollen-
specific promoter into the GST prevents the transsission of ransgenes linked to the GST in
pollen inite:l:iting this transgene complex. '

This transgene complex may also contain a lannching site for a transposable slement
and/or fransposase gene. In this case, the elimination of the tratsgene complex, along with the
transposctt donar site andfor transposase, has the net effﬁ:_t of eliminating neatby transpositions
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. while enriching for transposjtion events that have recombined with the transgene complex or

that are dispersed {no longer linked to the GST) throughout a gem}rﬁc. This methodology
overcornes several current limitations of transpeson mutagenssis strategies that favors mostly
localized over dispersed transpogitions. The invention greatly improves on the current use of
nagative selectable markers to achieve transposon dispersion (Sundaresan, V., ef af, (1995}
Genes Dev. 9/14:1797-810; Tissier, A.F. e af., (1999} The Plant Calt Vo, }1:1841-1852).
Moreaver, the use of the genetic sterility filter to eliminate transmission of a transposase
source stabifizes the newly transposed ¢lements in progeny, thereby eliminating somatic ot
secondary transposition events that hamper mutation identification,

The nature of the semi-sterility trait and its associated transposon and/or transposase,
may differ in details depending on the choice of suicide genes, promnoters, transposon systems,
and species, It is emphasized, however, that the same basic technology of semi-stedility can be
used fo recover transpositions in many plants, both monocets and dicots, in such species such
as maize, rice, soybeans, wheat, oats, barley, and in non-plant systems, such as animals and
fungi, that can be sexually propagated. Furthermore, an alternative strategy to microspore
elimination is to eliminate female transmission of the fransgene complex by engineering a
megaspote suicide trait,

The semi-sterility trait is used to eliminate the pm-dﬁcts of meiosis (gametes} that canry
a particular chromosomat region, such as a transposon launching-site and/or iyansposase geue.
This “genstic sterility filter” is vsed o eliminate male or ferale transmission of 4 transgene
complex. This elimination process has the net effect of enriching for unlinked {dispersed)
transposed elements or elements that recombined from the launching site; it is also used to
simultaneously eliminate transmission of other genes, such as a transpnsase gene, thereby
stabilizing transpositions in progeny. To achieve semi-sterility, 2 number of preferred methods
are conteraplated by the instant invention. One method reliss on directing microspore-specific
expression of a suicide gene 1o kil unwanted microspores. This method is achieved by
employing a specific promoter, such as a pollen-specific promoter, fused to an appropriate
suicide gene, theteby killing only the products of meiosis that have inhetited the gene fusion.
For a single copy iransgene in hemizygous condition, this represents 50% of the gametes.
Becanse pollen is produced in large excess, reducing pollen fertility by 50% has no major
consequence on subsequent secd productior.

The aspect of the current invention relating to generating semi-sterility differs from
previous methods aimed at achieving full male-sterility for hybrid seed pmductmn that are
known in the art. In these methods, the aim has been to achieve complete male steritity to
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facilitate the commercial production of hybrid seed. This usually involves expression of the
suicide gene in the sporophyte or in all microspores. For instance, bamase expression in
ﬁpehl cells results in complete male sterility (Beals, T.P. ¢t al. {1997) The Plant CéiL Vol.
9:1527-43), In hybrid seed production, poileti semi-sterility would be insufficient to achieve
the desired result, i.s. ovicrossing of male-sterile (female) parent. In cases wheve a
microspore-specific suicide gene and its associated elements are present in the genome in 2
single copy (in hemizygous condition), the suicide gene will be transmitied to approximately
one-half of the products of meiosis, resulting in an average of 50% semi-sterility, a rate of
viable poilen production that is comunercially uniaccaptable for hybrid seed production, For the
present invention, the production of 50% viable pollen is necessary and important to recover
dispersed transpositions and/or to prevent transposase transmission. Hence, the gametophytic
sterility trait is used as a filter to eliminate undesirable genomes while at the same time
allowing other genomes {non-transgenic and genomes {:untaim:ng transposed elements without
the donar element and/or (ranspasase gene present) to be imnsmitted. In one embodiment, the
present invention makes us of this “genetic sterlity filter” to eliminate a transgene complex
containing a transposon launching site and/of transposase source.

V. Breeding Methods

Ogen-Pollinated Popylations. The improvement of open-pollinated populations of such
CTOPS a8 rye, many maizes and sugar beets, herhage grasses, legumes such as alfaifa and
clover, and tropical tree crops such 2s cacao, coconuts, oil palm and some rubber, depends
essentially upon changing gene-frequencies towards fixation of favorabie ailefes while
maintajning a high (but fac from maximat) degree of heterozygosity. Uniformity in such
populations is impossible and trueness-to-type in ai open-pollinated variety is a statistical
feature of the population as a whale, not a characteristic of individual plants. Thus, the
heterogeneity of open-pollinated populations contrasts with the homogeneity (or virtually so)
of inbted lines, clones and hybrnds.

Population improvement methods fall naturally into two groups, those based on purely
phenotypic selection, normally called mass selection, and those based on selection with
progeny testing. .Intcrpupulation improvement utilizes the concept of open breeding
populations; allowing genes for flow from ane population to another. Planits in one population
(cuIﬁvér, strain, ecotype, or any germplasm source} are crossed either naturally (e.g., by wind)

ot by hand or by bees (commonly Apis mellifera 1.. or Megachile rotundata F.) with plants



10

15

20

25

3¢

¥

WO 01/64926 _ PCTUSOLIO6249 n’ﬁp
1.

from other populations. Selaction is #ppled 1o improve one (or sometimes both) popu lation(s)
by isolating plants with desirable traits from both sources,

There are basically two primary methods of open-pollinated population improvement,
First, there is the situation in which a popuiation is changed en masse by 2 chosen selection
procedure, The outcome is an improved population that is indt;ﬁnitely propagable by random-
mating within itself in isolation. Second, the smﬂwﬁ variety attains the same end result as
population improvement but is not itself propagable as such; it has to be reconstructed from
parental fines or clones. These piant breeding procedures for improving open-pollinated
popuj.atiuns are well known to those skilled in the art and comprehensive reviews of breeding
procedures routinely used for improving cross-pollinated plant;s are provided in numerous texts
and articles, inchuding: Altard, Pringiples of Plant Breeding, fohn Witey & Sons, Inc. (1960);
Simmonds, Principles of Crop Improvement, Longman Group Limited (1979); Hallauer and
Miranda, Quantitative Genetics i Maize Breeding, Towa State University Press {1981); and,
Jensen, Plant Breeding Methodology, John Wiley & Sons, Inc. (1988).

Mass Selection, Tn mass selection, desirahle individual plants are chosen, harvested,
and the seed compaosited without progeny testing to produce the following geperation. Since
seiection is based on the matemal parent only, and there 18 no tontrel over pellination, mass
selection amounts to a form of random mating with selection. As stated above, the purpose of
mass selection is to increase the proportion of supetior genotypes in the population.

Synthetics, A synthetic variety is produced by crossing inter se a number of genotypes
selected for good combining ability in all possible hybrid combinations, with subsequent
maintenance of the variety by open poilination, Whether parents are {more or Jess inbred)
seed-propagated lines, a8 in some sugar beet and beans (Fieia) or clones, a8 in herbage grasses,
cliovers and alfalfa, makes no difference in principie. Parents are selected on general
combining ability, sometimes by test crosses or toperosses, more generatly by polycrosses.
Parentai seed lincs may be deliberatcly inbred {e.g. by selfing or sib crossing). However, even
if the parents are not deliberately inbred, selection within lines duting line maintenance will
ensure that some inbreeding occurs. Clonal parents will, of course, remain unchanged and
highly heterozygous,

Whether 2 synthefic can go straight from the parental $eed production plot to the farmer

or must first undergo one or two cycles of mnltiplication depends on seed production and the

scale of demand for seed, In practice, grasses and clovers are generally multpiied once or
twice and are thus considerably remaved from the original synthetic,
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transposase in trans caty transpose transpesons that do not enceds transposase but contain tenminal

sequences, usually inveried repeats, required for transposition (non-autanomons elements). -

A, Ds Elements
In one of the preferred embodiments, a Ds element is contemplated such that it contains
the terminal sequences required for transposition (Couptand, G., ef al,, {1985} Proc Natl Acad
Sci USA 86:9385-8; Chatterjee, S. et al, {1995) Mol Gen Genet, 249:281-8), 2 minimal
promotet (-47 CaMV 358 promoter} fused to GUS reporter gene for enhancer detection; in
opposite orientation, a splice acceptar site fused to an eﬂhanced fucrescent, dual-spectrim
GFP gene (Haselaft, J., et al., {1997) Proe Natl Acad Sci USA. 94:2122-7; Haseloff, 1., et al.,
(1999) Methods Mol Biol. 122:241-59; Haseloff, I. (1999) Methods Cell Biot. $8:139-51) for
gene 1rapping purposes. This Ds element caa be used to screen for enhancer traps in one
inserticn ori¢ntation or gene traps in the other orientation, with respect 10 target gene
transcription. A second embodiment using Ds substitutes a transcriptional activator at one end
of the D element in order to generate gain-of-function mutations, Both elements confain a fox
P site for site-specific recombination {Osborne, B.1, et al., (1995) 7:687-701; Medberry, S.L.,
ef ai,, (1995) Nucleic Acids Res. 23:483-9G; Qin, M., er a., (1994} Proc Natl Acad Sci USA
91:1706-1C) and the dar gene Thompson, C.J., e &/, {1986) EMBO 1. 6:2519-23) for
herbicide (Finale®) for tissie culttre and s0i) selection. Finale®is the registered trademark of
a giufosinate herbicide.

bacterial, fungal, plant and animal genomes. In plants, genetically enginzered transposens
have been successfully introduced into several species (for review see Sundaresan, V., (1696}
"Trends Plant Sci. Vol. 1:184-190) including rice {fzawa, T. er af., (1997} Piznt Mol Bic! Vol.
15/1-2:219-29), tobacco, Arabidopsis, icttuce and several others. Several investigators have
come up with ingenious methads to enhance the efficiency of recovering transposition gvents,
including methads for positive selections for transposition (Fedoroff, N.V. et al., (1993} Plant
I Vo) :3:273-289; Honma, M. A, et al,, (1993) Proc Natl Acad Sci USA Vol. 90/13:6242.6),
selection for unlinked elements, (Tissiet ef al., (1999) The Plant Cell Vol. 11:1841-1852; W,
R.; Sundaresan, ef al, (19935) Genes Dev. 9/14:1797-810), dispersed launching sites
throughout a genome (Caaley, M, B. et al., (1996) Mol Gen Genet Vol. 252/1-2: 184-94,
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While mass selection is sometimes used, pmgeﬁy testing is generally preferred for
polycrosses, because of their operational simplicity and obvious relevance to the chjective,
namely exploitation of general combining ability in a synthetic.

The munber of parental lings or ¢lones that enter a synthetic vary widely. In practice,
numbets of parental lines range from 10 to several hundred, with 100-200 being the average.
Broad based synthetics formed from 100 or more clones would be expected to be more stable
during seed multiplication than natrow based synthetics, :

Hybrigs, A hybrid is an individual plant resulting from a cross between parents of
differing genotypes. Commercial hybrids arc now used extensively in many crops, including
com (maize), sorghum, sugarbeet, sunflower and broceoli. Hybrids can be formed in a number
of different ways, including by cressing two parents directly {single cross hybrids), by crossing
a single ¢ross hybrid with another parent (three-way ot tripie crosa hybnids), or by crossing two
different hybrids (four-way or double cross hybrids).

Strictly speaking, most individuals in an out breeding (i.e., open-pollinated) population
are hybrids, but the term is usually reserved for cases in which the parents are individuals
whose genomes are sufficiently distinct for them to be recognized as different species or
subspecies. Hybrids may be fertile or sterile depending on qualitative and/or quantitative
differsnces in the genomes of the bwo parents. Heterosis, or hybrid vigor, is usually associated
with increased heterozygosity that results in increased vigor of growth, survival, and fertility of
hybrids as compared with the parental lines that were used to form the hybrid. Maximum
heterosis is usually achieved by crossing two genetically different, highly inbred lines.

The production of hybrids is a well-developed industry, involving the isolated
production of both the parental lines and the hybrids which resuit frem crossing those lines.
For a detailed discussion of the hybrid production process, see, e.g., Wright, Commerciat
Hybrid Seed Production 8:161-176, In Hybridization of Corp Plants, supra.

¥1. Transnosons.and Transposable Elements .

Transposons are genetic glements capuble of transposition (movement) from a donot
chromosomal site to a target site on the same chromosoms or different chromosome. Transposous
cauze mutations by insettion into coding sequences, introns, and promoters, often completely

climinating target gene activity, Mutations caused by transposons can often be destabilized by .

" subssquent excision of the transposon from the gene. One or mote proteins, collectively referred to

“trapsposase”, are requited for the cxcision and integration of the transposon. Transposons that

encode their own source of transposase are referred fo as autonomous elements. Supplying
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Knapp, 8. et al., (1994) Mol Gen Genet Vol. 243/6:666-73; Osbome, B. L et al., (1991)
Genetics Vol. 129/3:833-44; Takken, F. L. eraf, (1998) Plant J Voi. 14/4:401-11, Thomas, C,
M, f al., (1994) Mol Gen Genet Vol. 242/5:573-85; van det Biszen, E. A, ef al., 1596 Mol
Gen Genet Vol. 251/3:267-80) and adding features into clements such as enhancer and gene
traps (for reviews see Sharknes, W.C., (1990} Riotechnology 8:327-831; W. R.; Sundaresan, ef
al, (1995 Genes Dev 9/14:1797-810) and transcriptional activation (Fritze, K. ez al. (1995)
Methods Mol Biol Vol, 44:281-94; Kakimioto, T., (1996) Science Vol 274/5289:982-5;
Kardailsky, 1.; er af, (1999) Science Vol. 286/5446:1962-5),

Even given the enonmous prégmss in the utility of transposons, they still have
limitations for functional genomic analysis. Transpositions are ofien intrachromosoma, often
within a short physical distance hetween donor and target sites (Moreno, MLA e al, (1992)
Genetics Vol, 131:939-956; Athma, P. et al,, {1992) Genetics Vol, 131:199-209), This
limifation means that most new (nsettions accur in régions surrovnding the donor site
(launching site} with many fewer elements found dispersed randomly throughout the genome.
Secondly, the process of transposition is not usuaily contrelied leading to a great many somatic
insertions, which are pot transmitied to progeny, and developmentally early transpositions that
can lead to non~-concordance in germinally transmitted events, The inability to control

~ transpositions somatically and temporally can result in a high background of false positive

insertions in genes of interest due to the non-correspondence between somatic and germinal
mutational events.

Two methods are currently available to partially overcome the limitation of non-
dispersed transpositions. One method makes nse of first dispersing transposon launching sites
throughout a genome. This method, however, requires a large number of transgenic starter
lines to achieve widespread genome coverage. A second method to disperse transposition
events is to employ anegative selectable marker(s), such as iaaf, pehd, R404, or a cytosine
deaminase gene, to select agajnst the donor site cantaining the transposon and/or transposase.
Seiection against the donor element also sejects against yearby (linked} transpositions resulting
in enrichment for unlinked &mxspnsitians. Negative seléctions have been used in Arabidopsis
ta recover unlitked Ds and Spm transpositions (W. R.; Sundaresan, et al., (1995) Genes Dev.
G/14;1797-810; Tissier, A.F., ot &l, {1999) The Plant Cell Vol. 11:1841-1 852) and two
negative selectable markers are based on proherbicide conversion (O'keefe, D.P. et al., {1994)
Plant Physiol Voi. 105:473-482; Dotson, §.B. ef al., (1996) The Plant Journal Vol. 142:383-
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392), a process theorstically amenzble to soil selections.

Nevertheless, the use of negative selectable markers imposes serious limitations on the
tecovery of large numbers of independent transpositions. First, several of these markers
require the use of tissue-culture based (W. R.; Sundaresan, et al,, {1995) Genes Dev.
9/14:1797-810; transposition (Fedoroff, N.V. et al., (1993) Plant J. Vol,:3:273-289), a labor-
intensive procedure that adils great expense and time to the process of recovering large
numbers.of dispersed transpositions. Second, negative selections are based on the elimination
of progeny carrying linked elements or naﬁspusase. ot hoth, ’uy'r chemical (Tissier, A.F., ef al.,
(1999) The Plant Cell Vul._ 11:1841-1852; W, R_; Sundaresan, ef al, {1995} Genes Dev.
9/14:1797-810), ngcny elimination ¢an be problematic when seed mumber is flimited, For
instance, in a plant such as rice (Qrza sativa), a predominantly self-poliinating species,
putcrossing is tedious and time-consuming, greatly limiting the number of progeny that can be
readily obtained, Hence, if transposition rates are low and unjinked transpositions represent
the minority of transposition events, it would be costly and impractical to use negative
selections to recover dispersed transpositions. Fof ingtance, accounting for a rate of 1-5%
transposition, 50% meiotic segregation, and only 30% unlinked transpositions, to recover

10,000 transpositions by outcrossing would require an estimated several million ptogeny
plants. Finally, the use of negative selectable agents, such as proherbicides, can have a serious
environmental impact and be costly due to the applicitions of chemicals that may be needed to
select for largs numbers of progeny carrying dispersed transpositions. Moreover, most of these
chemicais are pot approved for field use. ;

¥ii Tragsposase

Florally Expressed Transposise

A further limitation associated with using transposons for mutagenesis, gene-tagging
and functional genomic analysis, is the lack of developmental and temporal control over the
transposition process, In most cases transposase gene expression, under the control of its own
pmﬁattr, or under the control of constitutive promoters, occurs during vegetative development
of the plant. Vegstative expression of a transposase source leads o somatic transpositions.
These iranspositions are transmitted to progeny (gevminal transpositions) only when these
somatic cell lineages later produce megaspores or microspores. This is problematic for two
TSasons. Oﬂe reason is that transpositions that ocour dunng vegetative ot early reproductive
development can be clonally propagated and later transmitted into many gametes, resuling ina

jarge iumber of non-independent efemenits recovered in progeny. This is undesirable when
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large numirers of independent transpositions are needed for functional genomic analysis or
gene-tagging. Second, somatic transpositions often do not include lineages that give ris¢ to
gametes, such as those occurring in epidernal lineages or in tarminal vegefative structures.
These transpositions are never meictically transmitted and therefore go unrecavered in
progeny. This is problematic because these somatic everts can be falsely identified in tissue
DNA samples as mutations, yet are never recovered in progeny. This is especially problematic
when mutational screans ars PCR-based examﬁies chemical (Tissier, A.F., ef ai., (1599} The
Plant Cell Val. 11:1841-1852; McKinney, E.C,, et al., (1995) Plant 1. Vol. 8:613-622; Krysan,.
P.J et al., {1996) Proc. Natl. Acad, Sci. USA Voi. 93:8145-8150; Frey, M er al, (1597) Science
Vol. 277:696-699,

In a further embodiment of the instant invention, to minithize the problem of sematic
transpositions, a transposase gene is placed under the control of 4 floral-specific promoter that
drives gene expression in subepidermal lineages of the fower that lead to the production of
microspores and megaspores, Such promoters include those foumd in genes yuch as agamous,
apetalal apetalal, apetala3, pistillate, and their homologs found in other plant species such as
maize, and rice. For example, the apetaia3 promoter drives sxpression of a reporier gene in
petal and sepal primordial cells of the developing floral meristemns. Transposase expression
under the conira! of the ap3 promoter results in transpositions that are confined io fioral
development and, when occurring fa linsages that give mise 1o microspores, these events will be
transmitted to the next generation, Control of transposition by this method has two effects: 1)
it shuts down somatic transpositions; and 2} it Jeads to a Mge-numhcr of independent
transpusitions when pollen is derived frosn many different floral meristems. Hence, somatic
tissue can be sampled without the concem of somatic or secondary transpositions, and each

floral meristern becomes an in'd&pmdent source of transposition svents.

VIIL. Rice - A Model Plant System

A Ricé Asgiculture in the US and Worldwid

Approximately half of the world's population derives its caloric intake mainly from
rice. Annual worldwide production levels are over 400 million metric tons, grown on over 200
million heetares {Anonymous (2000} USDA World Agriculture Supply and Demand
Estimates. USDA Apricultural Marketing Service. Publication WASDE-362),

At present, the U.S, praduces 7.5 million metric tons of rice per year, planted on 1.4
million hectares, resulting in $1.7 billion dollars in commerce (Anonymous (2000) USDA
World Agricuiture Supply and Demand Estimates, USDA Agricultural Marketing Service.

\)\\
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Publication WASDE-362). More than two-thirds of the rice produced in this country is
exported to markets, mainly in Asia and- Latin America, making the U.5. the third largest
exporter worldwide. '

Approximately 99% of the rice vaneties curvently grown are the result of public
breeding programs, many originating from breeding programs sponsored by CGIAR
international research centers (hitpe/Awww. cgiar.orgfiri/cracial htm) such as International Rice
Research Tnstitute (TRRI) and International Center for Tropical Agriculturs (CIAT). The
majerity of 1.5, rice varieties are developed in the states of Askansas, Louisiana, Mississippi,
Texas and California. Agricultural biotechnojogy is becoming increasingly important to
develop modern varistal rice lines; biotechnology development is expected to greatly assist the
U.5. rice farmers competing in this global marketplace . .

B. Rice as a Model System for Monocot Development

Cereals include the most important food crops in the world, and are considered a
relatively recent taxon, evalving from a common ancestor only 65 million years age (Martin,
W., ef al., (1989) Nature 339:46-48; Moore, G., et al., (1995) Trends Genet, 11:81-82). This
young history is reflected in a remarkable degree of conservation in gene structure and order
even though differences have arisen in genome size, haploid chromosome nwmber, and
variations in repetitive sequence composition (Moore, G., ef al., (1993) Bio/technology.
'11:584-589). For example, the maize genome is 8-fold larger then that of rice {Ai'ln, S.etfal,
(1993} Genetics 90:7980-7984) and organized into a different mimber of chromosoraes, yet
comparative molecular analysis has shown that extensive synteny can be identified between
much of their genomes (Ahn, 8. et af., (1993) Genetics. 50:7980-7984; Bennetzen, J.L. et al.,
(1993) Trends Genat, $:259-261),

Rice is an outstanditig model plant for the cereal grasses. Rice can be used to
investigate basic biological issues and to learn: about agronomic traits such as yield, hybrid
vigor, and single and multigenic disease resistance. Different races of rice are adapted to a
wide variety of envirenmental situations, from tropical ficoding to temperate dry land, so itisa
modet for real life adaptive responses.

Rice has a veiatively short geﬁemtion time (90-120 days), making it possible to obtain
three or more generations per year, A large collection of mutations have been discovered and
characterized in rice. '

Transgenic rice is efficiently generated by either Agrodacterium-mediated {Hiei, Y., et
ai.. (1864} Plant J. §:271.82; Hiel, Y., et al., (1997) Plant Molec Bio. 35:205-218; Zhang, J., &f
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al., {1997} Mol Biotechnol, 8:223-31} or biolistic methads (Christon, P., er af., {1991)
Biotechnology. 9:957-962; Buchholz, W.G., &f al,, (1998) Methods Mol Biol, 81:383-96).
Most importantly, rice has a genome size approximately 500 megabases (Mb)
(Aramanagathan, XK. ef al., (1991) Plant Mol Biol. Report. 9:208-218), only abaut 3-fold
larger than that of the Arabidopsis genome, and scheduled to be sequanced around 2004. As a
member of the Graminae and an important crop plant, a wealth of fundamental information
abaut important aspects of plant biology can be learmed from the rice genomics (McCouch, S.
{1998) Proc. Natl. Acad, Sci. USA 95:1983-5; Wilson, W_A., et al,, (1999) Genetics. 153:453-
7).

¢ Rice.G .
Rice is one of the most densely mapped plant genomes (McCouch, S.R., et al,, {1997)
Plant Mol Biol. 35:89-99; Panand, O., et al, {1996) Mol Gen Genet. 252:597-6G7). The two
best-develaped vecombinational maps are those developex at Cornell
(http://genome.comell.edwrtice/y and at the Rice Genome Project (RGP) i Japan
(hitpe/fwnw dna affre.go.jo). on which more than 3,000 RFLP and SSR markers have been
mapped, The Y AC-based physical map of rice cavers more than §4% of the genome and -
contains 4,000 mapped ESTs (Ashikawa, L, ef al, (1999) Genome. 42:330-7). A PAC library
af 71,000 clones has been mapped with STSs and ESTs and the mapped clones cover
approxitiately 30% of the genome, Two BAC libraries with 37,000 and 55,000 members have
heen BAC-end sequented and finger printed and a BAC-based physical map has been
constructed {itpi/iwww genome, clemson.edy/ projects/rice).
The sice genome is estimated to contain 560 Mb (Arumanagathan, K. et af,, (1391)
Plant Mol. Biol. Report. 9:208-218) and 340,000 genes. The International Rice Genome
Sequencing Project was formed in 1998 to obtain the complete genoree sequence of Onyze
sativa ssp. japoni'ca cv. Nipponbare, Ten countries ars collaborating in this effort, Currertly
about 10 Mb have been submitted to GenBank.

The main justification for the use of transposons is their distinet advantage over other
types of mutagens for functional genomic studies. In vice, T-DNA and retrotransposen
mumagenesis have serions limitations. Currently, both miethods require contipnal tissie culture
selection and somatic regeneration to recover insertions, processes that are incfficient, time-

consuming and prone to induction of somaclonat variation {Bao, P.1., ez al. (1996) Transgenlc
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Res. 5:97-103; Evans, D A. (1989) Trends Genat, 5:45-50). Both agents generate only stable
insertions, which subsequently limit the utility of any mtutanit allele. To Rirther complicate
matters, T-DNA insertions are oflen [arge, complex tandem arrays, causing difficulties with
malecular analysis of mutant alleles (McKinney, E.C., er o/, (1795) Plant 1. 8:613-622;

| Krysan, P.1., et al., (1996} Proc. Nat!. Acad. Sci. USA 93:8145-815C; Krysan, P.J., et o/,

{159%) Piant Cel}. 11:2283-2290; Galbiati, et al., (2000) Functional & Integrative Genomics, iz
press).

In many instances, single loss-of-function mutationz, such ag T-DNA- or
retrotransposon-inguced alleles, will not provide sufficient information to derive gene funciion.
For instance, haged on limited studies to date, many gene disruptions do not produce a readily
discemmable phenotype (McKinney, E.C., ef g/, {1995} Plant J. 8:613-622; Krysan, P.J., et al.,
(1996) Proc, Natl. Acad. Sci. USA 93:5145-8150). This does not imply lack of gene
importance, howsver, since many of these genes will have partially redundant, overlapping or
specific fonctions not detectable based on morphologieal or developmental screening of mutant
linas. More detailed information, such as expréssion znalysis and additional alleles, will be
IeCSFEATY.

Cn the other hand, two-element transpeson mutagenesis, such as the Ac/Dy system, can
perierate stabie gene disruptions by simplé insertion. Genetically engineered Ds elements have
been successfully introduced inta several plant species {for review see Marfienssen, R.A-
{1998) Proc. Natl. Acad. Sci, USA 95:2021-6; Sundaresan, V. (1596) Trends Plant Sci. 1:184-
190) including sice (fzawa, T., e¢ al. (1997) Plant Mol Biol. 35:219.29).

The utility of transpesons for functianal genamics has been greatly enhanced by
building features inte synthetic transposons such as enhancer and gene traps (for reviews see
Martienssen, R.A. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:2021-6; Sharknes, W.C. (1990)
Biatechnology 8:827-831; Sundaresan, V., Springer, ef af,, {1995) Genes Dev, $:1757-810)

and transcriptiona) activation (Fritze, K. et af,, (1995) Methods Mol Biol, 44:281-94;
Kakimoto, T. (1996) Science. 274:982-5; Kardailsky, I., et al., {1999) Science. 286:1962-3).
By incorparating such features, even genes that are genetically redundant can be functionally
analyzed. Most importantly, the ability to remobilize a transposon creates the unique
opportunity to efficiently generate derivative alleles and to efficiently mutate nearby genes by
jocalized transposition properties of these clements (Long, D., et af,, (1997) Plant J. 11:145.8;
Jones, J.D.G., et al., (1990) Plant Cell. 2:701-707; Osborne, B.L, et al., (1991) (Genetics.
120:833.44). Starting with a just a few, well-characterized tlmnsgenic iines and the appropriate
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genetic strategies, an exiensive collection of dispersed iranspositions can be efficiently

generated without the need for subsequent tissue culture selection or regeneration,

The present invention inclugdes methods that may be applied to specific genomes,
including but not limited to, the rice genome. Rice is an outstanding model plant for the cereal
prasses. In applying the methods of the instant invention to the rice genome, one goal is to
produce an extensive collection of stable Ds insertions that are distributed throughout the rice
genome. To accomplish this task, several genetic strategies are contemplated, with the main
goals of minimizing non-independent transpositions, dispersed Ds transpositions throughout
the rice genome, and stabilized transposed elements in progeny. A specific strain
contemplated for vse in the methods of the instant invention is Oryza sativa ssp. japonica cv,
Mippotbare, the strain being sequenced by the IRGEP.

In one embadiment of the instant invention, randomly dispersing Dy throughout the rice
geriome is contemplated. Becguse Ds tends to transpose locally often over short genetic
distances, genetic strategies rmus? be used to counter this bias. In the past, this bas been
accomplished using various rethods that basically involve selecting against the Ds launching
site in progeny (Sundaresan, V., e @l, {1995) Genes Dev. 9:1797-810; Tissier, AF. et al,
{1999) The Plant Ceti L1:1841-1852}, or by initially dispersing many launching sites
throughout a genome (Osborne, B.L, of af., (1991} Genetics. 129:833-44; Cocley, M.B,, et af.,
(1996) Mol Gen Genet. 252:184-94; Knapp, 8., et ol {1994) Mol Gen Genet, 243:666-73;
Takken, F.L., ef al., (1998) Plant J. 14:401-11; Thomas, C.M., et 2/, (1994) Mol Gen Genet.
242:573-85; van der Biezen, E.A., ef al., (1996} Mol Gen Genet, 251:267-80).

Two strategies for dispersing Ds transpuaitid’n‘s ave contemplated. The first method is
broadly directed to including a poflen-specific suicide trajt gene an the Dr launching site to
eliminate transmission of the launching site along with any linked transposed elements. The
suicide trait is ¢ngincered by incorporating & poilen-specific pﬁmm driving expression of an
aphropriate cel} death gene. Since the launching site construct is single copy and hemizygous
in stock plants, 50% of the products of meiosis inherit T-DNA aad undergo genetic suicide; the
remaining products pradice viable polien. Those transposed Ds that have recombined, either
intra- or imer-chfnmummally with the launching site, arc poilen transmitted, These clements
are readily detected in progeny by incorporating an herbicide marker (Eiar gene) into the D
clement. The herbicide marker serves a dual purpose -~ as an initial ssue~culture selectable
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marker for rice transformation, and later as a soil-based selection for progeny harboring
unlinked Ds elernents. |

The pollen suicide method has distinet advantages over previous sirategies to select for
untinked transpositions. Its main advamtage is that pollen is produced in vast excess and pollen
semi-sterility is environmentally sound and wiil have little, if any, impact on seed production.

- In progeny, 50% of the tastcross offspring (or 75% when seifing) are culied by negative

sefection simply because they inherit the [aunching site {and‘or transpasase gene, as explained
below). In rice, when outcrossing is required to recover iranspositions, seed production can be
a limiting factor. Moreover, chenticals, such as proherbicides used for negative selection
(Tissier, A.F., er al (1959) The Plant Ceil. 11:1841-1852; Dotson, S.B., 2 al,, (1996) The
Plart Jourgal. }0:383-392) are neither commercially available nor federally approved for field
use, Tissue culture based negative sclections (Sundaresan, V., et al., (1995} Genes Deav,
9:1797-810; Kobayashi, T., et al., (1995) Jpn J. Genet. 70:409.22) are impractical in rice.

In one embodiment of the instant invention, the pollen-specific suicide trait is
engineered using an appropriate promoter driving the expression of a suicide pene. Several
snicide genes are available, including the barnase gene {Goldman, M.H., ¢ 2l {1994} EMBO
1. 13:2976-84), related RNases (Fedorova, N.II,, ef o/, (19‘94;} Mol Bio] IMosk). 28:468-11),
diphtheria toxin A chain gene (Tsugeki, R, e 2/, {1999) Proc Nat] Acad Sci U'S A. 96:12941-
6; Nilsson, O., ef af,, {1598} Plant I, 15:799-804; Uk Kim, e/ 2., {1998) Mol Cells. 8:310-7,
Day, CI., et al., {1995} Development 121:2887.95) and others (DeLong, A., & af., (1993)
£all. 74:757-768). Use of the barnase gene has been shown to be an effective way to generate
microspore-autenomons cell death when fused to a pollen-specific promoter (Custers, J.B., er
al., (1997) Plant Mol Biol. 35:689-99). In contrast to previous methods, the metheds of the
instam inverdson depend on g&nmthg semi-sterility, as opposed to complete maie sterlity,
which may be achieved in one aspect of the present invention by cnginﬁering'barn&.w
expression specifically in microspores, Several promoters are avatlable fof this purpose,
including both rice (Zou, 1.T., f af., (1994) Amer. }. Botany. 81:552-561) and maize pollen-
specific promoters (Famitton, D.A,, e# 4, (1992) Plant Mol Biol. 18:211-8), and pollen-
specific promoters from several dieotyledonous species (Twell, D., er al., (1991) Genes Dev.
5:496-507; Kulikauskas, R. et al, {1997) Plant Mol Riol. 34:809-14; Custers, 1.B., et al.,
{1997 Plant Mol Biol. 35:689-99; Albani, D, ef al., (1991} Plant Mol Biol. 16:501-13; Kim,
Y, et gl., (1992) Transgenic Res, 1:188-94; Twell, D., er al.;(1990) Development. 109:705-13,
van Tunen, AL, et al., (1990) Plant Call. 2:393-401). In a preferred embodiment, a
heterologous poilen-specific promoter, such as the maize promoter (Hanxton, DA, er 2l
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{1992} Plant Mol Bic}, 18:211-8), is contemplated to minirize the possibility of gene
silencing.

Evaluation of the effectiveness of the palien ‘suicide mechanism in eliminating T-DNA
{launching sites), may be achieved for exampie, by employing & construct contaitting the
suicide gene and the bar gene transformed into an organism such as rice via Agrodacieriium-
mediated T-DNA transformation (Hiei, Y., et al,, (1994) Plant ], 6:271-82; Hiei, Y., i af,
{1997) Plant Molec Bio. 35:205-218; Zhang, T, et al.; (1997) Mol Biotechnol, 8:223-31).
Several single copy T-DINA lines (SCTLs) would then be identified by Southern analysis
(Ausebel, FM., et al, (1987) In: Curvent protocols in molecuiar biology, ed, Chanda, V.B.
Boston: fohn Wiley & Sons, Inc.). To test for the efficiency of T-DNA elimination, 2 PCR
experirent would then be performied on unselected outoross progeny for detecting
transmission of the T-DNA. This analysis would be nerfortred on DNA pools from unselected
progeny (e.g. 2 minimnm of 384 DNA pools, each poof confaining 12 plants). Using this
evaluation procedure, it is contemplated that other constructs may be tested, such as those that
include a transposase source (explained below), the pollen suicide gene, and the Ds-bar
element,

F. Transposase Expression
A fucther embodiment of the instan? inventiop is directed to enriching for independent
transpositions while minimizing the recovery of non-independant ones. One way to
accomplish this is by delaying transposition in devefopment to prevent the eatly clona)
_propagation and meiotic transmission of not-independent wents.l Controi aver the
developmental timing of ransposition is achieved by u&ing heterologous promoters driving the
Ae transposase genc (Rommens, C.M., et al,, (1992) Mol Gen Genet. 231:433-41, Balcells, L.
et al, (1994) Plant Mol Biol. 24:789-98; Scofisld, S.R,, et al,, (1992} Plant Cell. 4:573-82;
Swinburne, J., < al, {1992} Plant Cell. 4:583-95; Grevelding, C., ef al., (1992) Proc Natl Acad
Sei U S A. 89:6085-5). Several heterologous promoters are envisaged in the instant
embodiment.
In a preferred embodiment the sirategy ta ¢nrich for independent trangpositions is to
limit trapsposase expression gxglusively to floral devefopment, preferably excluding pistil
expression {for reasons explained below), to prevent vegetative transpositions. A flaral-

specific promoter may be used to drive transposase expression during the formation af stamen

primordis and several are available that preclude pistil expression such as rice {Moon, Y.H., er -

ol., {1959} Plant Mo) Biol. 40:167-77; Kang, H.G., et al., {1 998} Plant Mol Biol. 3§:1021-9;

-~

PCTAUROIO624 f
P iy 1 ' \jr



1¢

15

20

25

30

WO 01/64926

PCT/USO1/06249 A(}
-43- 0(

Greeo, R, et al, (1%57) Mol Gen Genet. 253:615-23) or maize MADS-bax gene promters
(Mena, M., et af.,, (1996} Science 274:1537-40; Mena, M., &t gL, {1995) Plant J. 8:845-54}, To
enhance the frequency of transposition, both full-length cDMA angd & truncated version of Ae
transposase may be used in rice. The truncated version (ORF103.807) has been shown to
enhance the frequency of transposition in heterolagous plant ap-et‘.‘ries (Hlouba-Herin, €t af.,
(1990) Mol Gen Genet. 224:17-23, Li, M.G. et af,, (1990) Proc Natl Acad Sci U § A. §7:6044-
8).

Limiting transposase expression to floral development means that sach floret represents
an jndependent sovrce of transpositions. Statistically, the recovery of non-independent
transposition is low — if polien from each anther is considered a source of independent
transpositiong then the frequency of progeny seed derived from pellen from the same anther
will be unlikely -- at least six tiﬁas mare ahthers (six per spikelet} will be produced than seed
(one per spikelet). Embodiments of the instant invention include the use of 355-driven
transphsase [full-length and truncateﬂ] and florally-expressed iransposase constructs
transformed into rice along with a simpie Dy element inserted into the 5° UTR of a bgr gene.
Single copy insert lines are then identified by Southem analysis and these plants are putcrossed
to wild type, maia—sterﬂe TR36 females. Progeny seedlings are then subjected to (wo foliar
applications of Finale® (see befow) to sclect progeny in which Dir has excised. Based on the

. mechanism of Ac/Ds transposition (Chen, 3., ef gl.,, (1987) Genetics. 117:109-116; Chen, J., et

al, [1992) Genetics 130:665-676; Greenblatt, 1.M. et al., (1962) Genetics. 47:489-501) more
than 50% of these progeny contain linked or unlinked transposed Dt elements. Finale®-
resistant progerly from each stock are analyzed by Southern analysis to determine the
effectiveniess of recovery of independent transpositions.

Once transposed, the Ds element needs to be stabilized, yet stil] have the ability to be
remobijized. To stabilize transposed Ds clements, the appropriate transposase gene is included
within the final T-DNA construct containing the Ds 1aunching site. The pollen suicide process
or bar antisense Istra.teg}f eliminates the transposase source alang with the T-DNA, thereby
stabilizing any transposed Ds element in progeny. Reintroducing transposase in subsequent
generations can easily destabilize the Ds element, permitting localized mutagenesis of
neighboring genes (Long, D., et al, (1997) Plant J. 11:145-3; Iio, T., et al., {1999) Plant J.
17:433-44) or reconstitutional {saturation) mutagenesis (Moreno, M.A., et al,, (1992) Genetics.

131:939-956; Athma, P., ef af., (1992) Genetice. 131; Das, L. et al, (1995) Plant Cell, 7.287-
. 94) of any single gene.
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EXAMPLES

Example 1, Genetic Constructs.

pY US04 — Synthesic Ds element

The synthetic Ds element was constructed by combining the 5° and 3' ends of Ae
requited for transposition. Primers P643 (aagettiggeoatatigeagteatec) (SEQ ID NO:1) and
Pa44 (aagetigetepageagggatgaasgtaggatgpra) (SEQ ID NO:2) are used to amplify the 5° end of
the dceivator element {Ac} from coordinates 4312 10 4565 bp (GenBank Accession X01380)
{SEQ ID NO:3) while adding a Hind ITI cloning site to the 3' end and both a Hind I and Xhe
I site 1o the 5" end of the fragment. Primers P645 (gaattcoctogagtagpgatgaaaacggicgetaac)
(SEQ ID NO:4Y and-P646 (geattcgaatatatgititcatgtgtgat) (SEQ ID NO:S) are used to amplify
the 3' end of the Ac element from coordinates 1 to 221 bp with the additional EcoRT and Xhol
restriction sites were added to the 3' and of the fragment and an additional EcoR] restriction
site was added to the 5" end of the fragment being amplified, These ﬁ-agmémé Were
individually cioned in the vector pCR2.1-TOPO (Invitrogen).

Pliasmid pYUS90 contained the 5° end fragrent of the 4c element, and piasmid
pYUI892 contained the 3" end fragment of the Ae slement.

pYURD2 was digested with EcoRl (Mew England Biolabs), and the 230 base pair (bp)
Eco RI insert was cloned into the Eco RI site of pUCLS (GenBank Accession M77789) to
generate pYUS99. .

DYUBSO was digested with HindlT {(New England Biolabs), and the 250 bp insert was
subeloned into the HindIT site of plasmid pYU899 giving rise to plasmid pYU902. This
plasmid contains the 5* and 3' ends of Ac, required for transposition, and an intermal polylinker
site for subsequent cloning purposes. '

A deletion detivative {pYUS3) of pBLUESCRIFT IK/S {Stratagene) was constructed
by first digesting with Sac | and Sai I, filling in with Klenow and religated. The plasmid was
thes digested with Asp 718 and Apa ], filled in with Klenow and relegated. The denvate
plasmid represents a deletion of the restriction sites of the Kpnl-Sacl polylirtker but with an
intact Xhol (:.I‘.uning site.

pYU902 was digested with Xhol (New England Biolabs), and the internal 571 bp
fragment was cloned into the Xhol site of pYUS03 giving rise to pY1J904 (Figure 4A). This
plasmid contains the $* and 3" ends of Ac, and muitiple cloning site within the Ds element that

are now unigue for the plasmid, This Ds element is referred 10 a8 “De-palylinker™.

Qf\
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A 1.1 kb Sma I Fragment containing the bar genc from Streptomyces hygroscopicus (Genba
Accession X17220) (SEQ ID NO:6) is fused to a 0.5 kb CaMV 358 promoter fragment (Renfey and
Chua, 1990) and 3’ polyadenylation signal element {¢coordinates 514-813) (GenBank Accession
VOD090) {SEQ ID NO:7) to create the ptasmid pYUL1T.

Plasmid pYUJ 117 was digested with HindIIl and $naBT (new England Blnla‘as} and the 1.8 %
frapment containing the CaMV 338 promoter-bar gene-mnnmatqr gene was filled in with Klenow
fragment DNA polymerase (New England Biolabs). The medified fragment was cloned into the Sn
gite of pYUSD4 to generate pYUI0S (Figure 4B).

pYU9D5 containg the CaMV 358-driven bar gens inside the De-polylinker hansposabla
element, This synthetic Ds element is termed “Ds-bar”.

pYUR46 - Transposase source

The plasmid pKU108A contains a transposase cDNA, with a ttuncated reading frame
{ORFa103-807) {Lee and St;ﬂinger, PNAS £7:6044-6048, 1950} was digested with Meol and  °
BamHt (New England Biolabs). The internat 2.1 kb fragment was purified and subcloned into
pRTL2 (Restrepo-Hartwig and Carrington. J. Virology 66:5662) previously digested with the
same gnzymes. The resulting plasmid, pYU346 (Figure 5), contained 2 transcriptional fusion
between the CaMV 358 promoter, the truncated 4« transposase cDNA [atmrm acids103-80T)
and the 355 polyadenylation sequence.

GST constnicts

Two examples of GST constructs based on the barrase gene of Bacilius amyloliquefaciens 8
shovm in Table 1 (SEQ ID NO:15) and Table 2 (SEQ [D NO:16). These constructs are derived by
replacing the tapetal-specific tobaceo promoter TA29 (Genbank Accession A18052) (SEQ ID NO:R
with a dicot pollen-specific promoter from Arabidapsis thaliora (At5%) or monocot poilen-specific
promoter from Oryza sativa (rice) (GenBank Accession Z16402) (SEQ ID NO.

The At59 promoter and §° UTR is amplified from 4, thaliana Col-O genomic DNA using
primers P753 (acceatgtgagtittetitetictesat) (SEQ ID NO:10} and P756 (tiataggasaattceageagoteapeat
{SEQ ID NO:11). These primers simultaneously aroplify the promoter and 5° UTR sequence while
introducing 2 5° Pst [ clening site and 2 3" Neo Lsite situated at the start of translation, This Ncols
‘s fused to 2 0.74 kb Neo | — Eeo RI site of the barnase gene confaining the nopaline synthase

polyadenylation signal efement at the 3° end ro creats the AtS9PSP:bamase:nos transgens (Table
D(Figure 3A)
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Likewise, the rice pollen-specific promater (GenBank Accession Z16402) (SEQ ID NO:9) is
amphified from Orza sotiva ssp. indica IR36 genomic DNA using primers P731
(gaattccgggecatggcatecittag) (SEQ 1D ND:12) and P732 {ceatggatpatgtgactgeanatg) (SEQ D NO:13)
which amplify a promoter and 5° UTR fragment while introducing a 5' EcoRI site and including the 3”
Neo I site at the start of translation. This 0.74 kb Eco RI - Nco I fragment is ligated to the Neo I site
of the barnase gene containing the nopaline synthase polyadenylation signal eiement at the 3’ end to
create the OsPSP:bamase:Nos transgene (Table 2)(Figure 3B).

T-DNA Construct :

The T-DNA vector pPZP200 (GenBank Accession 110460} (SEQ [D NQ: [4) is digested with
Pst [ ligated to the 3.2 kb Pst I fragment from pYUB46 to generate pYU1001. pYULDOL is digested
with Asp 718, filled in with Kletiow, and ligated to the T4 DNA polymerase-treated 1.2 kb Pst I - Eco
RI At59:barnase:nos gene fragment (pYUT002) or to the 1.3 kb Klenow-treated Eco RI
OsPSP:bamasemnos gene fragment (p¥U1003), '

pYUL002 or pYU1003 is digested with Sal I and ligated to the 2,3 kb Xho I Ds-bat element
derived from pYUS0S to give plasmid pY{U'1004 containing the GST, transposase source and Ds-bar
element.



G

15

20

a5

30

35

4%

W 01/64926

47-

PUTS01 /06249

Table . Sequence and Features of AT5%:Barnase:Nos GST Construct

FERTURES

mige_feature

5'UTR

TATA_signal
primer_bind

primer bind

cD3

promoter
misc_feature
misc _feature

BASE cCUWT

ORIGIN
1
&1
121
ipl
241
a0l
161
42}
481
541
01
661
721
781
A41
501
981
1831
1081
1141
1291

ctgcaggyga
dtatatsactx
tagttacecto
tcaaggraan
ctataatrog
atgtraacic
ggttattaaa
gadacascaa
tetgoatteg
abttatcCoca
soeceegocty
goagagacat
gtgaagogga
gogactaget
gaaapAaatdg
Ltbtetobton
cagatogtos
cgakgattat
gecatgacgtt
acgogataga
ctatattackt

400 a-

Locarien/Cualifiera

B40..1345

fnotes"i! requlatory sequence contalning the
polyadenylation site derived from the nopaline

aynthade

gene From Agrobacterium T-DNA®

183, .503

Al changed to ©C at 3' epd ko cresate Mool sifte

iga..3s8
1..30

change from COAT to TGCA
complement (480, .501)

primer to swplify AtSS promoter and inkroduce Neool site

B4, .89

foctesvocoding seguence of the barnase genae®
1,,392 AcE5 promoter Teglon
1241..124% Eca RI cloting sice
1..6 pat I cloning alte

a2 ¢©

tctettoaat
qgttteakaz
aagtketaan
aataactgaa
getittbgga
tocaatoctot
goaatoagdt
cctoogtityg
caatatackd
gacatatcat
gatggoatoa
cttetcadac
tattaactat
gattitacaaa
gettegtqeg
adctotgato
adacacttgg
catataattct
atttatgaga
aaacagaata
agatcgglasa

435 g

tacttatatg
toatargtag
qgtgctakctg
aatatccaga
gaaatgacca
acttgactott
gattcaaats
aggttttgee
accakograc
aagotacoby
aaagggaznce
agggaaygoa
asaccaggekc
acaacggace
gaggcoghit
ggrcaattrc
caataaagtht
ctattgaatt
tgggtitcta
tagegegoas
gatcoregaa

75

ataattattc
tatghatgar
ggraattats
aaagaaggat
tagagattta
ctoaAbobont
tetaatotte
aggaaaatat
cggttatoaa
ataactacat

ttgoagacygt’

aactooogoe
teagaaacts
attatcagac
kbt cagoet
agtttoongn
tcthaagatt
acgttaaqgoa
tgaccadagt
actaggataa
tacogagoho

tcaatagace
taattaagta
tcagtaaaaa
Caaacanadggy
aatcaatggt
trectcooke
tagtcoogge
aaagttcaca
cacghbtgas
tacasaacca
chectocggyy
caaaagcgda
agacoqgatt
wtotacsman
tacataaaqat
nnnctetags
gaateotgth
tgraataatt
cocgoaatta
attatcaogs

tagagacttg
AatACAIAAN
taatartaqa
Catooasaat
tgtoraatol
cocaghtoot
aggootarer
ggchooggte
gefggttatag
gaagcacaag
aadagcatcg
cgaacatygs
ctttacteaa
arcpgataac
gtgtaataaa
ggactccgaag
goeggtertg
adcatgtaat
ftacatttaat
goggtgtcat

gxatte (FEQ ID NO:15)
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Table 2, Sequence and Features of OsPSP:Bamase: Nos GST Construct

FEATURES

migc fearure

mige fmarure

CRs

miac feature

promo

BASE COUNT
ORIGIN
1
61
121
181
241
30l
a8l
421
481
541
ehl
68l
721
781
241
a0l
951
1921
1081
1141
1201

Ter

174 a

gaattcoggy
tgtgaacatc
ccaagttgtg
acaacgdcan
fadaaagragy
tocoaacqatt
taccacaget
aodaatanta
ttatcAacac
artacattac
cagacgieqc
tocogggcaa
gaamttoaga
atoagacckt
toagoitEac
ttcogsnnnn
txagarctgad
ctaageargh
ttagaghece
aggacaaatt
cgagotogan

Location/ualifiers

1208..1213

/aote=*Ece RI cloning aite”

BOT..1212

/notes"3' regulatory sequence containing the
polyadenylation aite derived from the nopaline

aynthage

gens from Agrobacterium T-DHA"

471..808

/notewtcoding segquence of the barnase gense"

iI..8

Arnte="Eop RI cloning sibte

£..470

/noce="0aPSP promoter

279 o

coarggcatc
ctatgaagtt
ggoctcogha
taatagookto
akcaaatcaa
cctacttJaa
cgsatcogee
atagaaggaag
gtrtgacgyy
adagtoadiaa
Lorggaganid
Adqoagacgs
coggattctt
tacaaaaatec
atanagtotg
checagadgos
Leptgtigee
aacaattaac
geaattatac
Atggogoygeg
tee

239 g

gtttagaatg
aActgoatoca
acgtcaaaat
gotogtcaan
caatotgoot
ggatagocat
ccamaccagy
gagaaaaaca
gttgoggatt
gcacangoog
agoatcoggedy
acatggogtyg
tactcaagey
agacaacgan
taataaattr
tocogaagoag
ggtottgoga
atgtaatgoa
atttaatacg
gogrocateta

{8EQ ID HO:16}

ragion*
17 &

gaggaattha
aqgoIoocss
togacagatt
acattcacco
toctetecage
ggaaatcote
coattteagt
catttgcayc
atettocagac
Lteggetggyt
gagacatctt
azgrggarar
actgycrgat
aaaascggct
thottcaaac
atcgitoaan
ctgattateoat
tgacgtrath
cgatagaiaa
tgttactaga

agtgaaacty
catgazabct
totggotage
attcttaget
cactogatcs
caggttoces
accctootot
cactatcaEsc
ataccataag
ggeatcaaaa
ctoRpaCagy
taactacaca
ctacadaaca
tocotgoggag
tctgateggt
catttggcaa
ataattcctyg
tatgagatgg
caaaatatag
tegggaagat

agctaaacta
atroaggire
taaaacacgoo
tggtoatsat
caacyggcats
aggttactes
cacatttteoc
atyatacegg
ctaccotgata
ggygaacettyg
gaaggcaaac
taggothca
2cggaccAatt
googhtbtet
caatktteoact
thaagtttot
ttgaatbacg
gtocttakcga
Sgogeasact
coodgggtac
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Example 2. f'reventmg or Eliminating Transmission of a Transgene

When hemizygous, climinating transmission of a transgene locus is achieved by linking
a gene of interest to g suicige gene onder the control of a male- or female-specific promoter.
This construct, termed the “pametophytic suicide trait”" (GST) induces cell death that is
restricted to the microspores or megnsnc-res. which receive the GST, thereby effactively
reducing or eiiminating transmission of the gene of intersst that is linked to the GST,

‘The gene carrying the special trait {/.e., transgenc of interest) that you want to eliminate
from transgenic pollen can be placed anywhere as loag as it is in physical proximity to the
GST. Because the GST transpene compieX i hemizygous, there will be camplete linkage in
the GST transgene complex and there is no concem that the GST and other geneys and/or
transgenes will recombine.

The methods of this invention can be used with in planta or seed transformation
techniques that do ot require culture or regeneration. Examples of these techniques are
described in Bechtold, N., ef al. (1993) CR Acad, Sci. Paris/Life Sciencey 316:1 11893,
Chang, §. §., ef al. (1990} Abstracts of the Fourth International Conference on Arabidopsis
Research, Vienna, p. 28; Feldmann, X. A. and Marks, D, M (1987) Mol. Gen. Genet. 208:1-9;
Ledoux, L., ef af. (1985) Arabidopsis Inf Serv. 22:1-11; Feldmann, K. A. (1992} In: Methads

in Arabidopsis Research (Eds. Koncz, C., Chua, N-H, Schell, 1.) pp. 274-289; Chee, et af., U.S.
Pat. Ser. No, 5,376,543,

A rabidonsi

Plasmids containing the GST constructs {i.e., At59PSP:bamase:nos or
GsPSP:bammase:Nos} linked o the bar transgene are transformed by electroporation into
Agrobacterium and then into Arabidopsis using the vacuum infiltration method {Bechtold et
al., 1993, supma). As discussed previously, the bar gene construct codes for phosphinothricin
acety) transferase (PAT) driven by the CaMV 355 promoter to provide resistance to
phophincthricin (PPT). |

Transformants are seiected based on resistance to PPT, and T2 seed is generated from a
number of independent lines. This seed is plated on GM media containing various )
concentrations of herbicide and scored for germination and survival, Multipte transgenic lines
overexptessing either the wild type or the resistant mutant pmdui:e significant numbers of
green seedlings on an herbicide cﬂncenttatiuﬁ that is (ethal to the empty vector cantrol.

The transgehe or gene of interest ta be included in the transgene complex and the initial
tranggeme lines .l'lf.‘.ﬁd only be characterized for pumber of transgene loci and complexity of the
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transgene insertion in order to identify lines with single-copy, non-tandemly duplicated
insertions, Characterization of the initial transgenics is accomplished by PCR and/ar Southem
analysis, both methods being well known to those skitled in the art of DNA amplification and
gel electrophoresis. | '

Transformed plants hemizygous for the GST/ransgene of interest, in this sxample the
bar gene, are grown under the same growing conditions with transformed plants
homozygous/heterozygous for thc1transg=ne of interest alone (i.e., no GST is present with the
transgene) and with control, wild-type plants (i.e., plants facking both GST and the transgene
of interest) using appropriate statistical procedures (e.g., randomized complete block design or
lattice design). Pollen is coilected from the each of the individual plants and analyzed for the
transgene and/ot controlled crosses to wild-type plants ate conducted and the seed is collected
on a per plant basis and the resultant seeds/plants are analyzed for the transgene.

Plants hemizygous for the GST/transgene complex and wild-type plants produce pollen
and/or seeds/plants all of which fail to contain the transgene of interest. In contrast, plants
heterezygous for the transgene produce pollen and seeds/piants which show normai
segregation for the ransgene of interest. Plants homazygous for the transgene of interest
produce pollen 2l! of whtich contain the transgene of interest. Plants homozygous for the
transgene of interest when crossed to wild-type plants produce F2 seeds/plants which show
normat segregation pattems for the transgene of interest. Thus, plants hemizygous for the
GST/transgene complex fail to produce pollen with the transgsne while plants homozygous or
heterozygous for the transgene alone produce at least some poilen which does contain the
transgene of interast, .

This is the same situation for the dispersed transposition aspect of the invention. The
nitial transgene complex carries both the GST and transposon and/or transposase.  After the
transgenic lines are generated, they are selected for dispersed transpositions. That is, one or
two fransgenic lines are all that are needed for subsequent selections. No further
transformation is necessary. An additional, optional transgene, such as the CaMV 138

promoter/bar gene construct can be added if' desired 10 aid in the selection of transformants.

Turfgrass

A nucleic acid construct {(GST) in which the gene encoding barnase under the control of
2 pollen-specific promoter from maize is made such that the Roundup® resistance gene is
linked 1o the GST. A virgin (i.e., wild-type) turfgrass genome is transformed with the
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transgene complex containing the three elements (maize pollen-specific promoter, bamnase

gene, Roundup® resistance gene) such that the resultant transgenic plant is hemizygous for the

- transgene complex.

The transgeniic plant is vegetatively propagated to yield progeny plants that are also
hemizygous for the transgene complex. Although all plants generated asexually from the
transgenic piants are resistant to Roundup® treatment, transmission of the Roundup®.
resistance genc via cross-pollination is eliminated because no viable transgenic pollen is
produced.

Since the GST construct is male-specifie, the hemizygotic transgenic lines can be
maintained by crossing to wild-type pollen. When transgene elimination is required (e.g., in
selection for dispersed transpositions} then the hemizygotic transgenic lines are used as males
(pollen donors) and crossed to wil:i-t:,rpe' females, In this instance, onhly non-transgenic pollen
of polien containing dispersed transpositions would be propagated. For the purposes of
elintinating unwanted pollen transoyssion of a transgene {e g., herbicide resistance in

turfgrass), the hemizygotic transgenic lines can be planted and only wild-type pollen will
survive, '

Alfalfa

A nuclsic acid construct (GST) in which the gene encoding bamase, under the contrel
ofa pulien—sp&ciﬁc promoter from rice, is made such that a B¢ gene is linked ta the GST. A,
vitgin (7.2., wild-type) alfalfa genome is transformed with the transgene complex containing
the three elements (rice pollen-specific promoter, bamase gene, Bt geae) such that the resultant
transgeni¢ plant is hemizygous for the transgene complex.

The hemizygotic transgenic plant is vegetatively propagated to yield progeny plants
that are also hemizygous for the transgene complex. Although the plant is resistant/tolerant to
certain lcpidoptlcran insect pests, transmission of the Bt gene via cross pollination is eliminated

because ne viable transgenic poilen is produced.

Transformed Com
In the case of com, the GST/transgene complex is insetted into th; corn genome and the
“female™ parent carries the transgene complex. Upon hybridization with wild-type pollen, only
1/2 of the progeny hybrid seed wil) carry the transgene complex {not a probiem for functional
genomics applications), This limitation is circumvented by using a flp or lox recombinase

Wb
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systetn - the GST trait is kapt inactive and homozygous until the hybrid is produced. At that
point, fr1- or cre-mediated recombination activates the GST trait {e.g., by removing a DNA
block to transeription or by activating transcription), now present in ail hybrid progeny instead
of 1/2. The transgens complex containing activated GST is eliminated from any pollen
inheriting the transgene complex (e.g. 30% of the meiotic products).

Exzmple 3, Enriching Dispersed Transpesition Events

By physically linking the sterility trait to a traﬂspnsun launching site and/or transposase
sourcs, the “genetic sterility filter” is used to highly enrich for dispersed and/or stabilized
transposition events without the use of chemicals and without the need to select against
progeny containing linked transposition events and/or transposase source.

For instance, when 5G% polien steri!it} is achieved, the retaining viable haploid
genomes will not have inherited the suicide gene and its associated elements such as the
transposon launching site and/or trapnsposase gene because of normal homolagous chromoseme
segregation, independent assortment and meijotic recombination. A fraction of these viable
genomes will contain newly transposad eiements, especially those efements that have a{sscﬂ:.ed
independently or recombined from the lannching site and its associated suicide gene.
Therefore, the “genetic sterility filter” eliminates gametes containing transposed elements that
remain linked to the Jannching site and/or gametes containing a transposase gene.

If the remaining viable pollen is used to fertilize ovules, gither by controlled
pollinations or by wind-pollination, a fraction of the resultant progeny will contain {ransposed
elements, These progeny are readily identified by the inclusion of a selectable or screenable
marker inside of the transposon, such as the petunia, Arabidopsis, or Ag?abuc!erium CP4
EPSPS gene (Padgette, S. R.er al, (1987} Arch Biochem Biophys Vol. 258/2:564-73; Klee, H.
I. ef al.. 1987 Mol Gen Genet Vol. 210/3:437-42; Hoef, A., et al.. (1998) Food Addit Contam
Vol.15/7:767-74; Harrison, L. A, et af,, (1596} J Nutr Vol, 126/3:728-40), encoding
elyphosate (Roundup(®) resistance (Malik, J., ef al, (1989) Biofactars Vol. 2/1:17-28); ot 8
variety of acetolactate synthase {ALS) genes, encoding resistance to sulfonylurea herbicides
(Whitcomb, C. E. (1999) Texicol Ind Health Vol. 15/1.2:231-9), such as the Arabidopsis
multiherbicide-resistant gene, csrf-4 (Mourad, G. ef af, (1994) Mol Gen Genet Voi..
243/2:178-84), or the bar gene from Streptomyces (Thompson, C.1 et al., (1986} EMBO J. Vol.
6:251%-2523), encoding resistance 10 phusphinotliricin (Finaln:@]; io namne a few.

In the case of the transmission of an autonomous eiement, such as Ac, progeny
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contajning dispersed transposed Ac elements are identified by classical genetic means such as

transactivation of a Ds-induced reporter gene. In one embodiment of the instant invention, the

transposon is constructed with a pollen survival gene that permits oaly viable pollen that

contain transposed clements, theteby completely eliminating the need for chemical selectior or
SCITens.

If the GST complex additionally contains a transposable element, then the frequeney of
transposition {both to linked and unlinked sites) can be high, depending on the source of
transposase and other factors. Assuming atra.nsp-usiﬁun frequency of 5%, 70% of which may
be linked, then 30% are unlinked and 15% of these (random independent assortmeat of the
transposon with the GST chromosome) will be recovered in progeny and easily identified by
herbicide resistance contained on the transposable element. If we want to vecover 100,000
independent insertions, an estimate of the number of seed required would be: (100,000 X |
2/,3)0.05 = 13,333,333 F1 seed needed. These could be generated and screened (recovered as
individual plants) in less than 3 years.

Examp]le 4, Enriching Stably Dispersed Transposition Events

A further embodiment of the instant invention is directed to inclusion, in the transgené
complex, in addition to the transposon launching site and the suicide gene, other genes such as
a transposase source. In this embodiment, the “genetic sterility Slter” enriches for dispersed
elements while also eliminating the {ransmission of the tfansposase source to progeny.

The simulianeous elimination of the tranaposon doctor sits and transposase gene has the
added benefit of transmitting transposed elements that are stabilized (i.e. no longer transposing
due to loss of the transposase gene) thereby preventing additional transpositions {secondary
transpesitions) from occurring.

Ofther embodiments of the instant invention include positioning the transposase source
and transposon launching sites in separate transgene complexes. For instance, the launching
site and the transposese soirce can be brought togetlier in one genome on separate elements to
achieve the same enrichment for dispersed transpositions. Méreuver, in cases where localized
transposition is desirable, i.., to saturate a specific chromosomal region with ingettions or to
recover insertions in nearby genes of interest, the transposase source is eliminated by the
sterility filter method without necessarily eliminating linked transpositions.

4
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Example 5. Rice - A Model Plant System
s Rice Transfi :

Rice transpenics are gencrated employing a 24-well microtiter-based method that
pennits high throughput transpenie production. The method is an adaptation of published
protocols (Hiel, Y., ef af, (1994) Plant J. 6:271.82; Hisi, Y. ot ol (1997) Plant Molec Bio,
35:205-218; Zhang, J., ef al., (1997) Mol Biotechno!l, 8:223-31) and involves an entirely liquid
cultering and transformation system that allows the production of transgenic from scutellar
callus induction, co-cultivation with Agrobacterium, treatment with Timentin, and shoot
regeneration. This system is used to generate ca. 50-100 independent transgenic lines each
month.

A tissue sampie from each tranggenic line is collected, DNA extracted and analyzed by
Southern ta identify lines that contain single copy T-DNA inserts (SCILs). Shoots from

SCTLs are micropropagated, rooted and transplanted to soil according to methods well known
to one skilted in the art, '

B. Genetic Mothodologi

A broad-based, high volume-crossing program is available at CIAT for the generation
of stacks, seed and transposon lines. Typicaily, about 1000 controlled (hand) crosses are made
each cycle, including single, doubled, top and backcrosses. Number of F1 seeds obtained
depends on the cross type and breeding objectives.

Crosses can be made throughout the year under biosafety- apprnved screetthoyse
conditions. Three plantings of parents at intervals of from 7 to 10 days are made to assure
simultaneous flowering. Parents are grown in large pots or grown in the field in 2
hybridization block when empioying the maie-stertle fernale line

For hand pollinations, the methods for crossing are: selection of parent plants,
emasculation of panicles (removal éf anthers for the female parent), covering of emasculated
florets with a glassine bag, poliination of female paremnt with pollen collected from: the male
parent, covering of the pollinated panicle with the glassine bag, and identification of panicles
used for crossing with a crossing tag containing relevant information about the parents, dates,
and name of the person who did the crossing. For detailed information on the hybridization of
rice see, for example, Coffinan, W, R. and R. M, Herrera (1980) Rice, In; Hybridization of
Crop Plants, W. R. Febr and H. H. Hadley, Editors, Chapter 36: 511.522, American Society of
Agronomists. '
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Selected F1 and T1 plants are harvested individually to produce F2 seeds. About 25
days after pollination hybrid seed is harvested, threshed, ¢leaned, placed in coin envelopes.
This seed i3 stored under low hurnidity and temperature, T1 seed are grown in flats and
selected for herbicide resistance by two foliar applications of (.05% Finale® af 25 and 35 days

after germination.

C. Sample Tracking :

A relational, barcode sampic tracking database can beused to track plants, seed, and
DNA samples through the workflow. Each transgenic that is created is assigned a unique
(alphanumeric) identifier. Stock plants derived from transgenics carry this identifier and a
second unique stock identifier. All stocks that enter the production nursenies carry the
transgenic/stock identifiers and testcross seed derived from each stock are assipned a unique
identifier for each cross (T1 seed lot},

After Finale® selection, each resistant plant is assigned a unique line identifier, This
information is coded on 2 plant label with two tearoff labels; =ach one contains identical
alphanumerical identifiers and associated barcode. One tearoff label 1s attached to tissue
sarmple and the other remains on the plant, nitimately stapied fo the seed package. A widge?
bar code reader logs tissue samples into @ database that then tracks samples through the DNA
extraction queus and altimately into a position of 2 384-microtiter plate used for PCR
ampiification and DNA sequencing,

D. High-T} hout DNA lsolat N izatior
Tissue sa;nples are lyophilized prior to DNA extraction. Lyophilized tissug for
shipping in plastic bags is sealed with desiccant. Tissue is ground with Zirconiurn silica beads
(ATGC, Inc.) by rapidly shaking 96-384 tubes on a commercial 10 gal paint shaker (Fluid

Dynamics, Inc.), '

The DNA js extracted using a high throughpist, paraliel method adapted from
previously published methods (Galbiati, M., ef af., (2000} Functional & Integrative Genomics,
in press) and the purified DNA is stored in 96-format microtiter piate. DNA concentration is
measured robotically by the Picogreen method (Molecular Probes, Inc.) using 2 Spectrofluor
plate reader and Genesis robotics wotkstation (Tecan, Inc.).

To make a second working plate for PCR analysis, DNA is normatized robotically by
removing a fixed amount of DNA from each well together with the appropriate amount of
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buffer into a second microtiter plate. Mother-daughter replicas of these normalized working
plates are made robotically and samples are shipped for amplification and sequencing.

The feasibility of thié entire procadure, including seripts, from tissue sxtraction to
normalization, has been enabled for both maize and Arabidopsis.

Mﬁwﬂw i .

Selection of transposon lines involves transgenic production and penetic testing for the
recovery of singles copy lines {SCLs), scaleup, sample tracking, pmlcessing and shipping
followed by a production phase. Methods inciuding DNA fingerprinting of T-DNA both in
Agrabacterium inoculants and in primary rice transgenics, Agrobacterium-mediated
trans formation protocols, and methods for rice regeneration, micropropagation, and
iransplantation to seil may be employed.

Tissue is coliected from each transgenic line, DNA extracted and analyzed by Scuthern

analysis to identify single copy T-DNA lines (S8CLs), All SCLs may be maintained in shoot
culture and shipped for micropropagation. Rooted plantlets may be transplanted to soil and
tested for transposition rates.

E. Stock Production |

Genatic data on transpesition frequencies is used to select for the best transgenic lines
for continual stock production, Rooted shoots are transplanted to soil and further propagated by
simple division to increase the numbers of male plants in the production nursery.

In one embodiment, if transpositions are limited to stamen development, an aitemative,
but not mutually exclusive method of stock propagation, is to cross wild-ty;ie polien to the
fermnale transgenic piants - T-DNA elimination and transposition will not occur in this
direction. Therefore, this sced can simply be reptanted each season to generate additional stock
for new transposition selections. .

The flowering time for the rice varisty Nipponbare is 60 days when grown at or near
the equator. By using an equatorial location it is possible to achieve nearly 4 plant generations
each year. The abbreviated generation time and constant year-round growing conditions in

Cali, Mexico make rice genetics nearly as efficient as Arabidopsis.
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G. Foundation Seed Progucti

In one embodiment of the instant invention, the objective is to select for single,
disperséd transpositions and to recover these insertions in hemizygous condition, This permits
the recovery of non-lethal, recessive lethal and famale hapio-insufficient mutations,

To produce T1 geed, stock plants are crossed as maies to male-sterile female plants in
the nursery. Efficient outcrossing in rice can be achieved by interplanting males and male-
sterile females. Male-sterility in Nipponbare is not presently available 50 a nuciear male
sterility {ms) mutation is introgressed from an G. sativa ssp. indica strain into Nipponbare in
the nurseries, The introgression process is greatly accelerated by marker-assisted mapping and
breeding, selecting backeross progeny for the ms mutation and Nipponbare markers,

The ms locus is first mapped using previously characterized simple sequence repeat
(SSR) markers (McCouch, S.R., er af., (1997) Plant Mot Biol, 35:89-99; Panaud, O., et al,,
(1995} Mol Gen Genet, 252:597-607). 7000 S5R sequences are available from the Monsanto

rough draft (www rice-research.org). Linked SSRs are used to follow the ms allele during

introgression, while unlinked SSRs throughout the genome are used to select against donor
germplasm.

Two backerosses and one sef pollination should be sufficient to transfer the ms allele
to the Nipponbare background, The Fi crosses are made ang F2 progeny are generated. The
intropressed mas line is made available for T1 seed production. A 1:1 fine segregating for the
ms phenotype is used in the nursery, genotyped by SSR analysis, and the male-f2rtile pi.ants

culled, Transposon stocks are hybridized to ms/ms female plants to generate T1 seed for Ds
line selection. ) '

T Line Seigcti

T1 seed i planted in fats and 25-day-old seedlings are selected by a foliar application
of 0.05% Finale® followed by a second treatment 10-15 days later, Finale®-resistant plants
are bar-coded and trans.plantﬂd to the nursery and alfowed o setf-pollinate to generate T2 seed.

A tissue sample (ca. 1-2 gm leaf tisgue) from eaph plant is collected, placed in bar-
coded tubes, lyophilized and prepared for DNA extraction.

12 seed from sach line are collected, threshed, placed in bar-coded envelopes and
prenared for storage or public distiibution, |
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‘What i8 claimed is:

1. A nucleic acid construct comprising a male gamete- or famale gamete-gpecific
prometer operably linked to a suicide gene, wherein said promoter and said suicide gene
combination is linked 1o a gepe of interest.

2. A nucleic acid construct comprising a poilen-specific promoter or an evule-specific
promoter operably linked to a suicide gene selected from the group consisting of barnase,
tasselseed? and diphtheria toxin A gene; whertein said promoter and said suicide gene
combination is linked to a gene of inferest selected from the group consisting of a gene coding
for herbicide resistance, antibiotic resistance, insecticide resistance, nitrogen fixation,
improved nutrition and cellulose content or other agronomic trait of interest.

3. The micleic acid construet of claim 1 wherein said promoter is selected from the group
consisting of a pollen-specific promater and an ovule-specific promoter.

4, The nucleic acid construct of claim 1 wherein said suicide gene is selected from the
group consisting of bamase, tasselseed2 and diphtheria toxin A gene.

5. The nucleic acid construct of claim 1 wherein said gene of interest is selected from the
group consisting of a mucleic acid encoding herbicide resistance, antibiotic resistance,
insecticide resistance, nitrogen fixation, improved nutrition and ceilulose content.

8. A vector comprising the aucleic acid construct of claim 1.

7. A vector comprising the mucleic acid construct of claim 2.

8. A host cell r:urﬁprising the vector of claim 6.’

9. A host cell comprising the vector of claim 7.

10. A recombinant plant cell comprising the vector of any one of claims 6-7.

11. A transgenic plant comprising the vector of any one of claims 6-7.
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12. . The transpenic plant of claim 11, wherein'the transgenic plant is hemizygotic for the
nucleic acid construct.

13. A method for reducing or eliminating male transmission of a transgene locus in a plant
cornptising:
;1] transforming a plant cell with a nucleic acjd construet in which a male gamete-
specific promoter is operably linked to a suicide gene, wherein said promoter and said
suicide gene combination is linked to a heterologous polynucleotide;
b} ptopagating said transformed plant cell through meiosis to produce male gametes
lacking said transgene 1o§us.

14. A miethod for reducing or eliminating male wansmission of a transgene locus in a plant
comprising:.
a) transforming a plant cell with a nucleic acid construct in which a pollen-specific
promoter is operably linked to a suicide gene;
i) wherein said suicide gene is selected from the group consisting of barnase,
tasselseed2 and diphtheria toxin A gene;
ii} wherein said prometer and said suicide gene combination is linked to 2
. heterologous polynucleotide; ‘
11t} wherein said heterologous polynucleotide is selected from the group
cansisting of DNA encoding herbicide resistance, antibiotic resistance,
ingecticide resistance , nitrogen fixation, improved nutrition and cellulose
contetit;
b} propagating said transforroed plant cell through meiosis to produce male pametes
lacking said transgene locus,

15. A method far reducing or climinating female transmission of o transgene locus in a
plant compnsing;
a) transforming a plaﬁt cell with a nucleic acid construct in which a female gamete-
specific promoter is operably Jinked 1o a suicide gene, wherein said proemoter and said
suicide gene combination is linked to a heterologous polynucleotide; '
b) propagating said transformed plant cell through meiosis to produce female gametes
lacking Isaid transgene locus,



10

15

20

25

30

WO /64926 PCI/USILI06249 )Gb
: : -61- '

i6. A method for reducing or eliminating female transmission of a transgene locus in a
plant comprising:
. a} transforming a plant gell with a nucleic acid construet in which an avule-specific
promoter is operably linked to a suiéide'gmu;
i) wherein said suicide gene is selected from the group consisting of bamase,
tasselseed2 and diphtheria toxin A gens:
ii} whevein said promoter and 2ald svicide gene combination is linked to a
heterologous polynugclsotide;
iii) wherein said heterologous palynuciectide iz selected from the group
consisting of DNA encoding herbieide resistance, antibiotic resistance,
insecticide resigtance, nitrogen fixation, improved nutrition and cellidose
content,
b) propagating said transformed plant ceil through meigsis to produce female gametes
‘.lankiﬁg said transgene locus. |

17, The transformed plast cell of claim 13, 14, 15 or 16, wherein the transformed plant cell
is hemizygotic for the nucleic acid construct.

18. A nugleic acid construct comprising a male gamete- or fernale gamete-specific
promoter operably Enked to a suicide gene whereit: sard promoter and said suicids gene
combination is linked to a transposable clement.

19,  The nucleic acid construct of ciaim 18§, further comprising a transposase gene.

20.  The nucleic acid construct of claim 18 or claim 19 further comprising a gene of interest,

21.  The nuclei¢ acid canstruct of claim 20, wherein the gene of interest is associated with
the transposable element.

22, Anucleic acid construct in, which a pollen-specific promoter or an ovule-specific
promoter is opcrably linked to a suicide gene salected from the group consisting of barnase,

tasselseed? and diphtheria toxin A gene; Wherein said promoter and said suicide gene

combination is linked to 4 transposon, wherein said transposon comprises @ selectable marker
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selected from the group consisting of a gene coding for hervicide resistance, antibivtic
resistance, insecticide resistance, nitogen fxation, improved awtrition and cellulose content,

23

The nucleic geid canstruct of elaim 22 whersin szid promoter is selected from the group
consisting of a pollen-specific promaoter and an ovule-specific promoier.

24, The nucleic acid construcs of ciaim 22 wherein ssid suicide gens is selected from the
group consisting of barnase, tasselzeed? and diphtharia toxin A gene.

25. A vector comrprising the nucisic acid construet of claim 18,

26. A vector comprising the nucleic acid construct of claim 22,

27.  Ahostcel] comprising the vector of claim 18,

28. A host cell comprising the vector of claim 22,

29.  Arecombinant piant cell cornprising the vector of claim 18 or claim 21,

30.  The recombinant plant cell of claim 29, whesein the recombinant plant celi is
hemizygotic for the nucleic acid construet,

31, Atransgenic plant comprising the vecter of cleim 18 or ciaim 22,

32.  The transgenic plant of claitn 11, wherein the recornbinant plant cell is hemizygotic for
the nueleic acid constmcet.

13, A method for enriching dispersed transposition gvents in a population of plant ceil
Prageny compnsing: _
2} transforming a plant cell with the rucieic acid construct of any aue of claims 18-24
ta praduce » transformed plant cell;
b:} propagating said transfonmed plmt' cefl theough medosis to produce plant cell
progeny in which dispersed transposition events are enriched.



1G

i3

20-

25

30

WO /64926 PCTUS01/06249 ﬂg
-63- i

34,  The method of claim 33 further comprising:

) isglating said plant cell progeny in which dispersed transposition svents are enriched.
35. A plant ceil isolated by the method of claim 34.

36. A plant produced from the plant cell of claim 35,

37.  The plant cell of any one of claims 33, 34 or 35, wherein the plant cell is hemizygotic
for the nucleie acid,

38.  Anuucleic acid construct comprising a first promoter wherein the first promoter is a

male gamete- or female gamete-specific promoter operably linked to a suicide gene and further
comprising a nucleic acid encoding a transposase and a nucleic acid encoding a transposon.

39.  The nucleic acid construct of ¢laim 38, wherein the transposon comprises a second

promoter aperably linked to a selectable-marker, wherein the selectable macker is not a suicide
gene.

40, A nucleic acid canstruct ins which a pollen-specific promoter or an pyvule-specific

promoter is opetably linked to a suicide gene selected from the group consisting of baase,

tasselseed? and diphtheria toxin A gene, wherein said promotef and said suicide gene

combination is linked to a nucleic acid encoding transposase; wherein said promoter and said
suicide gene combination linked to said nucleic acid encoding transposase comptise a
transgene locus which Rurther camprises a transposon; wherein said transposon comprises a
polynucieotide sequence encoding a member selected from the group consisting of herbicide
resistance, antibiotic resistance, insacticide resistance, nitrogen fixation, improved nuinition
and cellulose content. |

41.  The tmeleic acid construct of claim 40 wherein said promoter is selected from the group
consisting of a pollen-specific promoter and an ovule-specific promoter.

42.  The nueleic acid construct of claim 4f] wherein said suicide genc is selected from the
group consisting of barnase, tasseiseed2 and diphthetia toxin A gene.
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43,  The nucleic acid construct of claim 40 wherein said transpogon comprises &

polynucleatide sequence encoding a member sefected from the group consisting of herbicide

resistance, antibiotic resistance, insecticide resistance, nitrogen fixation, impreved nutrition
and cellulose content.

44, A vector comprising the nuciele acid construct of claim 38.
45. A vector comprising the nucleic acid construct of claim 4G,
46. A hostcell comprising the vector of claim 44,
47. A host cell compnsing the vector of claim 43,

48,  The host cefi of claim 46 or claim 47, whercin the nucleie acid construct is
hemizygotic.

49, A rccombinant plant cell comprising the vector of any one of claims 4443,

50,  Therecombinant plant ceil of claim 49, wherein the nugleit acid construct is
hemizygotic.

51, A transgenic plant comprising the veetor of any one of claims 44-45.
52.  The transgenic plant of claim 51, wherein the nucieic acid is hemizygotic.

%3, A method for enriching stably dispersed transposition events in a population of plant
cell progeny comprising:

a} transforming a plant cell with a nucleic acid consiruct of any one of claims 38-43 to
produce a traisformed plant cell;

b} propagating said wransformed plant csil through meiosis 10 produce plant cell
progeny in which stably dispersed transposition evonts are enziched,

54,  The method of claim §3 further comprising:
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<150:=
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2210
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213>

220>
223

<40
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THNA
Artificial Seguence

Dageription of Artificial Sequence: 5' PCR primer

1

dagettitgas catattgoag bocatol 2&

<210
«211>
<21ix
2213z

‘ 220>

‘ €333

400>

2

35

DNA

Artificial Seguence

Degcription of Artificial Sequence: S' PCR primar

2

aagcttgoie gagragagat gzaagtagga tgaga ig

. <21l0=

211>

3
4565

c2ld> DNA
211> Zea mays

<2205

223> Transposable siement Ac

w400 3
tagggakgaa aacggtoggt aacagtegge aazataccte taccghbtttc attttcatat 60
ttaacttgoyg ggacdgaadc gassacgggl rataccggta Acgeaiacga acgggakaaa 120

1
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tacggtaate
gratcetigt
apdaaattght
cacatagtrr
catataagte
ctrgotcaca
acaazcataa
taagattcta
aaatacatat
AaCatgaats
gotgggagec
agtgagatca
aggogoakgrs
aatagcaaakt
tgackctoat
attgttggaa
attgbtgaak
atgoLgotac
tgoggtaagg
acacttgtat
tteecotoca
tatacttatce
tthgaaatte
tekttghoht
contaacaza
asLoaR o
tagacacttt
camattttie
aaaataaatc
Lobtcocazaca
categhactk
Acaatcgaga
ataatataag
tgagatoocot
ctgeaaagga
azttacagecc
aaagaaaqgcoa
atgracagct
aargttecac
ccckteaaca
atgmatggtg
actgaagoga
taaatccaty
agacttaaca
gattbattguc
gagattitatyg
actacgtgat
gtacttagee
atcgacchoco
cktegecocto
tygttgtgat
atcegtaget
cteagotyct
tacattctga
atttrtogta
ctaatgecrat

gaaaacogat
tocggheaaat
agacacaadart
aatatagcad
Cactagcaca
totggatcac
Hacacattye
Legogtotta
Aagaagaacat
tgtgaactaa
taacagchadg
aaaatcbgtt
FLoRAalIoAR
taatagooos
gatttgttge
aatatgtage
aactataaar
coaakotite
atcaacaaca
tgctagcaca
gcatqatasa
caattoattec
atcatcttca
tggagotgaa
gtcatctaca
takrrterty
goaatatite
atgaacacan
tgcagtagaa
cttaasaafga
acaataattg
caaacareoo
geatcoctea
ctagatttat
gaagattita
aagecatooe
ccatcaciaa
agtteatthg
ttaaccatya
tgaaaazagyc
acacacatgt
gactgaacat
atacatttro
aactcaacaa
aaatgaaget
totttgocat
gtteotcaagt
ttgoaatfag
acttcaatrt
ttotgtagtg
tgtgyttgrg
gtaceattitg
gatgatgakg
atgegactay
ttattetaca
tgetactgtt

acgatcogat
cacacatfgaa
cttaattaanm
ataaqtgata
caktgacacas
ttagocataoa
tcatgyagag
atcotgttaa
gaattaatat
cacggetggg
cagrtagoag
zatgeoagos
goCgacagnca
tgracgaagt
ageagcaata
acettgaatg
tggaacttca
gtgratacca
cogaccancad
tcecktgeaa
atakcaaact
gactetackt
LECECcCateca
ggactacaac
tgaacthrgh
tacctagggt
ccaaackett
cattgotoaa
ractgagtano
gttaatgeooa
acatttgatt
tgogaggate
acatcaaata
coaagtoaca
cagoadgEac
ttgcaaccaa
ctagatttga
cactageatt
ttgcagktgas
caacaattct
atgacttatk
cttrkagttt
tagcagtgac
agtactcoatg
tenttagget
gaccoheeka
gatttiogaaa
giaaaghigos
ccttottgat
cttottotko
getghtyggetre
catractackt
gtgatgrgeg
asgaggeottd
gtcaatatga
ttcccaatat

cgggttaasg
aadatatatt
catagaraas

.agtctrggge

tataaagtct
taaactatta
gagicacttg
tacatasaaa
goagagagta
agetaggoag
cCaarcaada
atgcagggag
RAcAgecocat
aaataataat
acagagtota
acacaaatat
ttataacata
aagcttcaac
cactgaacge
tttyggatgag
gaccactatg
gatcataats
aggtatcate
tagaatagaa
atgaatcace
caaggaagea
cactocattge
toaaatoott
cagataggay
tCtbooacke
aattgagaat
acttgttcta
ggttgaattc
Ltcactagca
aatogotity
gttoagtatyg
atcagrgtcc
atcoaaagad
ggtttgtgat
tttbbggaga
ttgacaagat
tocatagaac
acaggacttt
ttCtacaata
aaceoacttca
actttttaga
toegottgtt
atgreooocat
gaaatgetygc
gggtbcaggt
atgaacaata
gCtracacto
gocacatooa
AgCELiECcEn
tgottcocaa
atacctigag

a

tegaaatcgy
cafgaacttaa
atGCcatataa
tottggotan
adgacacata
cAaxCoaagge
ctacarcctte
taagtecagtt
taaatagata
ctagcagota
caaggeogaca
tataacacgy
gCaECcaaaac
ctkttaaatac
goacckegag
goatcaakbat
tatgcatteoa
aatotocogaa
agactcagaa
aataggatat
cttcaaaaqgg
cttcaactox
catactatca
ttgatacast
atgmaatttt
tooctacaget
ascggocatte
tatotcacag
ttoagtgaga
ctogycttta
ctataatgat
ageettatea
catctagttg
gacctcatta
aLEccotoas
tgacaagoas
tgcapatcoot
AaggCaAAcs
aacctibggo
caccaatcat
gtocacatat
TrLtockteott
artggaaagt
trgasaggat
togtacttat
cCacaactgacg
cratgatgac
accrgaacgat
catacatccy
tgtggotgta
goeatateat
tgaataaaat
tacccacgoy
ttcaacecty
toctacaacca
catatgcaga

PCT/US01 /06249

acqggaaccyg
aaacaaatat
atcitggageoa
catzagaage
ttcataatca
tcaktctgtoa
actatbectka
ctggataaatc
catataggag
gogoctasga
aggecgeatge
ctgggcagea
agragtgant
ctcatocaka
attaccaato
aagraaaata
agttttctag
craagacgat
grascagttg
totgcaactoe
ggttcagaca
tgosaatagt
ttagtaqttyg
tttotaatga
ttecatataga
agtgcaatat
ctectaatga
aaacctttgt
tcaaassact
ggacaaattg
gacatgtaca
gtgeaggett
agacatcata
gttattogoa
tkgrrecigr
acgtocacatyg
caattatatc
attLtoooro
cagratgyoyg
catoaatoca
coatagttgr
cefQCcaaaca
gaggycgcay
atteaktgrat
aaggctoaat
ctttaactaa
copcagoaet
atkctcttroo
atgtgoactt
gttgtggckc
cttgacteog
goototaygge
cacgtgcacy
ttacasagag
attagtaatg
gaatacggaa

189
240
300
a0
420
480
5440
G0
560
T20
78d
840
=L
ga0
1920
1oeq
1149
1200
1280
1224

l3gq

1440
iz04¢
1580
15620
16ED
1740
1800
1880
1920
1389
2040
2100
2141
2220
2289
23410
2409
2460
2530
2580
2640
2700
27&0Q
2824
2880
2540
LIl
3080
iizg
3149
1240
I3g0
3350
3420
3480
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Ettgttttge
gaocobgagy
gocbagoogas
gractgotgt
oeootggacs
grhaagbgeot
ggcgagogen
gggoggacog
cgoggatogy
gtooggegtg
googgotagy
tecggegtgog
tgatgctgkt
ggtatttett
tgcagtoats
gatccoggty
tatatcoogh
aactadcaas
weekg

=210 4
<21l> 1&
«212>» DNA

gagtagaagyg
gagaattate
atggagagos
gacttghgag
goacacadat
grtgagooctgt
gagcagtgaa
cggataddeq
cgegtogcga
cogogtcacyg
agacagggag
getgacggeg
agrogtgtgg
arcatgagstqg
¢ogaattaga
aaacggtogg
ttecyttdog
atcggttatca

cgotoetigry
Locascogga
gageocotgga
gacoctggacyg
gacacaicag
gagtaghegt
ggtotggagy
agcagLagag
goagtggagt
googtoacog
agtcdgagay
tecggacton
tgoetggoog
ggoctcagtg
aaatacyggta
dgagaactaget
ttttogkett
cgataacggt

«213i> Artificlal Sequence

220>

cgtagacatca
ggogtoabol
cagcaggtgt
gebagacage
cttagtgcaa
ggagacaggy
accgotgacco
tagaggtoty
ggagggegga
agtgtggtge
agoaggagag
ggcstggged
cotgggagay
gttatggatg
acgaaacggg
ctaccgtttc
ttacoctegyg
cggkaoggga

«223> Description of Artificial Segquence:

400> 4

gaattoochc gagtagggat gaadacggte ggbtadc

=21l0> b
w31l 29
212> DNA

«213» Artificial Saquenca

<220

2223 Degeviption of Artifigial Sequence:

240> 5§

gaactogaat atatgtttte atgtatgat

210> &
«211l> 615
«212> DNA

acttggoocha
gaggaatbgga
tcageaatea
aatcagoagyg
tggtgotga
agaccgogga
ACRgatgady
ggcggatgud
cogtggatyy
ctggtgocage
agogagacge
£gtagogycy
aggoagadgea
ggagritgygag
atcatoccga
cgttEcoatt
ttogaaateg
titteeccato

4
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tcttatggct
gtogkagoog
gotrgaobgot
tgttgocagag
dtgotgtact
tggcogdaty
gatggeggat
cggaccgoag
cogegtotac
cCagoggoecg
gtegooggeyg
tatgaacatg
gocgttogeta
ctggoaatat
ttaaaaacgd
taccgtittyg
atogggakcaa
ctactrtcat

3! PCH primer

3' PCR primer

3540
AEDD
IgEQ
I7I0
3780
1840
1500
3®60
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4384
4440
4500
4560
%565

35

a8

£213> Streptomyces hygrossopicup

<220
«<223» bar gene for phosphinothricin acetyl transferase

<400= &

gaartegage toggtacocg gogatetace atfdagoocag Aacgacgooc ggecgacate &4
cgeogtgoca oogagdogga catgcoggeg gtotgeacca tegtcaacca ctacatogag 120

3
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acaagcanygy
gtecgtotge
atogockacg
gragtacgtct
ctgaagtcec
gaccogageg
gcogactica
coggtacege
caggcatgea

<210 7

=3211» 831
<2212 DA
eZ1l3x>

«220n
221>
222>

<400=> 7

cgageattit
cooogaaatae
ttgtcitaca
gacctagact
asagdagagy
Loacadogga
accataaage
trecazagoa
datcgoocat
atcaaktttat
Ctgatataat
tttgettaga
Lttcaagata
LLtoanptas

<210 B
<211= 1287
212> DNA

tcaacttoog
gggagugcta
idrririalulof ot ]
cocogoodgoeca
tggaggoaca
Lgogoatyca
AQTACEGYAA
cooegdtecagt
agott

polyh signal
(5)4)..(8132}

atgoatttig
atcgocagag
caaacacace
aggecatgoga
taatocaaac
ttcatgacar
rFagehgagac
actatttoct
ttetgtaceco
gtattacaca
cagttattbga
ctataatace
tcatecttta
atgtaaaatc

tactgagcog
tecckgyoto
gaagoracges
cCAgoggacy
ggdctitcaag
cgaqacgéto
ctogoabgac
cotgooocgtco

Agrobacterium tumelacisis

Ltcagatgay
gtogtoonag
tcacatcatg
agagtttate
aaacaatggy
adacotcaaa
gasggoqgoad
grgogtttea
catagtagoe
taatatcgeoa
aatacttokty
tgacttgeta
caagtatacy
atgaaatggg

«2173» Artificial Seguance

<2280~

caggaacsge
gtogocgagy
aapgootacyg
ggactgggit
adegtagtcg
ggatatgcooo
gtgggttrch
acogadgatot

ackagrfican
cocggcatct
aatttegoag
aaaacttacy
crgotgtatt
thtaaggagsa
Caaagtgatt
aatcoagaga
tatggatcga
Ctcaghotit
aatctaaact
ttttatcaat
tgtttasatt

agtgatggeg

<223> Depeription of Artificial Sequence:
Th29:parnase:n. tumefaciens poly-A sice

=400> B

atcrtagotad
agggacaatt
tatatacate
amakbttaaars
ragaataaac
tgagacaaaa
atgaaacctt
caacagasgt
gtgeoaagtgk

grataactgg
gacktgtcas
ctantegaat
agttcttgaa
atcttekocta
ttbbgytact
aatgttacce
tagtttigea
aacagtacaz

atasttigca
tttatganag
taaagogata
tcaazgrtaaa
goacagette
thttcctrae
toagattage
agetgtrary
cateateact

trazcagatt
atgattcaan
taggctogaa
agoagactty
ataatgraat
ACTARTETICHE
ctgetacton
tatgtertgr
caaaktcadag

4

aggaghtggag
tggacggoga
Acrtagacsgec
Cccacgotota
ctatcatogg
cocgogacat
ageagetgga
gatgsceogg

gurigaaaat
atatatageon
atactogote
gtgeatcteo
tgtaktggcaa,
aggaagaatt
Laacttatta
aaggcttbot
tgadotaadc
catctacage
tgcatcaata
aaatatttaa
gaatacosta
accogagcton

Ponstruct-

gaacacagtg
catgattict
gtatgcacat
cataaggrgg
tEcataact
tgttigoanc
cecatttteck
gotoratata
cttccactta

PCTUSO1AM 240

ggasgacote
gotogooguc
coadgtogacc
cacgoaccty
getgeacaac
gctyeggdeg
ghtocageoceg
gogatonoey

taageoecooc
coaatatagrt
gyaotecnEe
acaattagaa
aggrttcacte
abtoottsact
tgtogoTact
gagatgecat
tagetatate
aatgtaccag
aatttatgret
actatattte
azrrritarr
a

coaascaaga
tatgtactaa
ttagqraatgt
gtyggctaggac
gaaatCagyq
2az2Eraarac
cyaaatbgelco
tgcooteghqg
dagaaattag

O

184G
2470
300
g0
420
4dg
540
&Ro
&5

&0

120
180
240
00
JEp
420

80 -

5440
£00
ged
Tz0
780
B3l

&0

120
150
240
300
3e0
420
480
540
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ctacgatggt
ataagctacc
caamdgggaa
aCATYY ARG
atacatcagg
SAACaaOgHa
cggaggeegt
teggteaacy
ggcaataaag
tcotgttgay
gacgggtett
tatagogeas
AggAr ooy

«2i0= 9
211> 1303
212> DNA

acoggrrate
tgataattan
cotbtygoagac
caaactcoog
cttcagaaak
coattatcag
ttEtcccage
tcactttocy
Cttortaada
LLacgttasag
tatgattaga
asactaggat
ggtaccgage

«213» Oryza sativa

<220%

223> Pollen-specific

<400> 9

cogggocatg
acatoctaty
tegtgggactt
ggcaataata
gtaggatcaa
cgakttootac
cagetegaat
taataataga
accattoogy
gacgCacoag
gagaccaatg
caatgaaaat
aagaactgca
cagoaktgge
ctLtggtace
caagattdag
coocottgoa
caggaatgec
ckaccactge
ghaatgeaat
ggattgoaaa
aatgtacact

«210= 10
«231= 27
«212> DNMA

aoatecttha
aagttackyr
ccgtaacgho
goctogeteg
at&éaacaacs
ttgaaggaca
ccgttc CaADA
gEdaggygaa
tgatobtegg
actacgtogk
trcaccgagta
grigaaatga
gagtetotge
tcacctgate
gacaaggtog
choaaggaca
aactgcraeg
agoabotgtg
cogbetgogg
gatogroaty
atageatygga
catcactaag

aacacgtttg
Attarasaat
gtoqotecdg
goCanazygeg
tocagacogga
acctttacaa
tttacataaa
gonmctcta
tEgastockg
catgrtaataa
gtcceogoaak
aaagtatcge
togmatt

gene

gaatagagga
aftpaaggeg
aaaattcgac
tcaaaacatt
tgcettokat
gooatggaaa
tCaggcooatt
aaacacakttt
cagookbotte
&oasggoogk
taccazagggt
ataacctoog
atocgatttgt
tottgattge
agogtgogat
gocatgagg:
Agatocgagge
acaxocbgod
cgotgetoaa
gaaccteogy
teeatotgaa
tacteagatyg

<213> prtificial Begquence

2200

acggggttor
cagsagcaca
guaaaagoat
gacgaacatg
rrercracte
azatcagata
gtatgtaata
gaggatocogs
trgocggtet
ttaacatgta
tatacattta
gcygegatgec

atttaagkbga
chcoaacatga
agatttchgg
cacocatety
toaqooacto
tootccaggt
tragtancct
guagocacat
tatgtcottg
gtcrcactgty
AagyaaRtes
atatatgageo
Amacatgasa
aggtgccaag
tgacgatgtg
agacatetgs
Cgaeaagggart
oLtagcoaac
geagttcgac
agaggctaca
aggeoayaact
tgactaccoy

2223» Degeriprtion pf Artificial Seguence:

gEattatont
agoootogge
cgycggagac
goytgaagog
aagogantog
ACYaAREAAR
aactertote
agcagatogl
tgggatgact
atgocataacd
atacgogaka
atctatgtta

aattgageta
aatctattca
crtggctiaaa
taguttggre
gatcooaacd
Eocoocaggt
coktotoacat
catccatggs
coagoactgo
Acacgtgoeg
ttttttgggt
agcagaactt
ogotadcchg
gooaggetgg
actgatgaga
qaggttgtec
cgtgonegtg
cocactbogget
ctggctgatg
ttaattatcaa
aagoatacgt
agg

PLTAIR) /06249

cagacatate
toggtggeat
Atcttctoaa
gatattaact
ctgatttaca
aggecteckyg
caaactotga
tomadcdbet
atcatataat
ttatctacga
gaaaacaaaa
ctagatcgyg

aactatgtga
ggttcocaag
cacocacaag
atoatcaaaa
geakotocas
acttatacca
ttbceocaaa
ctoctotoogo
cactgooacao
cgocgagrhe
vaggagtctd
aggaagacoa
gttagyagks
agtgcaagca
ccgggacata
toeghocacag
tttegaotoagc
acctcaagga
atgataacga
atcagttada
camazoalgR

§' PCR primer

00
EsD
720
780
g4Q
900
480
o220
1lgg0
1140
1200
1260
1287

&0
120
180
240
3040
3&0
420
480
540
600
Gal
F20
a0
B4 0
200
agd
1620
108G
1140
1200
1260
1303
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<430 17

accatghga yhttettteot beotocat

210> 11
<Z211» 28
«21d» DHR

«213> Artificial Saquence

<2202

«223> Dagcription of Artificial Bequence:

<400 11

ttataggaaa attocageag ctcageat

210> 13
<211> 2g
<212> ONA

213> Artificial Seguence

<220

«223> Description of Artificial Sequence:

<400> 12

gaALEoCgay owatggoabs crbtag

=210 13
«21l» 24
«212> DNA

<217 Artificial] Zequence

<220

<223> Description of Artificial Segquance:

430> 13

ctatagatga tghgqohgea aatyg

210> 14
<21l £741
212> DHA

213> Artificial Segquencs

«220=

<223» Deacription of Artificial Sequence:
vedtor pPZR200 for plant transfcrmation

2300> 14

agtacittgs
coghottotg
Sootorkoct
Lagadcchgdga
cyedtoagca
tgeaccaago

tegaappoct
agaacqgacat
gEogtrEtok
gacattacgs
Cagacgacta
tgttcbcega

cogergotat
gtogoacaadq
tFEogogtgt
catgascaag
ggarstftgats
gaagatoact

agtgeagtog
Locraagktta
tttagtogeoa
agcgesgoeg
aaccaacggg
ggcaccaggoe

5I

Cloning

gettorgacy
cgrgacagyc
taaagtagaa
ctggootget
cogeactgoa
gegaccacoc

)

PCTIUS0L06245

§' PCR primar

5' BCR primer

FCR primer

tccagtgoag
tgcagoeneg
tacttgegac
gggotatyec
cgeggecygac
ggagetggon

a7

i

2

24

&0

120
1840
240
3on
260
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agaatrgottyg
geoogragca
ctgcgoagos
accgtygttog
Qgzogcgady
geacagatog
guegoactge
gJtgadgoosa
gqacgocctag
RCGOOCAHTIR
ggtacgtgtt
gtitgeootga
goeogaoget
cgtatatgar
tatactctaac
worgnaacte
cgattaggog
gattgacoeyge
ccagueggag
geagecaago
cattgaggte
cacgcgcake
gtodcgtate
cgaatcagaa
atcasaacte
agtdccggeoc
acgceagoca
atgtacgogg
ctacoagant
cogeatggas
aargggoggt
aacccocaan
goooggoget
aacqecatoga
graaagaats
AGATIAYCR
goagoatcat
Egabocogora
ccagtgtgtyg
accgatadccy
acgtactean
cetgeattog
goegootagat
gogaaacygy
tCacagaigy
ccggoategg
gatggttgltc
grotoacogt
aggogagIgea
cabtoegcoagy
aagpLogaaia
ttaggaaccy
tgtaagtgac
Ltattaaaac
argagctgra
atcagootar

acqacctang
cCogogacct
tggcagagoe
cogyocattgd
cogooaagge
cgTacgoooyg
ttgacgtgoa
oLRaggEoag
cogoogtoda
cgaacoagtth
cgagcogoos
tgecaagatg
adadaggtga
gogatgagyta
Cagaadygdoeyg
gocggyaceg
geogtgogag
gacgrdaagg
gagttgygetg
cottacgaca
acggatoggaa
ggeggtgagy
AL ograog
ccegagyggcg
attrgagtta
gtocgagoge
Cgaagogygt
Cacgotaagy
asgabgagcaa
aatcaagaac
tggeocagacg
guegagygaat
dagtdatgac
gQooagasqgoa
coggCaacoy
accaga el
ggacgrggce
ogagCELocy
ggattacgad
agdagggaay
qtroctgoody
gtLaaacaco
gacggratceo
FoAgooga A
Qaagaacoog
cogittteto
cadgdogato
gegoaagetg
gortggetcg
ttecktaatgt
aggtetchtc
gaacecghac
tgatataiaa
tertaaaace
aaaagogeot
agooggocooE

woctggogac
agtggacate
gtygyccgac
cgagttoaag
ccgagacgta
cgagergale
tegotogace
goggogogyt
gratgaacqc
tkcattactg
gegracgtes
goggoetgygs
tgtgtattka
aatazacaaa
gygtcaggcaa
atgtectatc
asgatcaacec
ccateoggoeg
tgtcogodat
tatgggocac
SgThacadgs
ttgocagaage
tgagrcraceg
acgoctgoacg
atgaggtaaa
acgcagcago
caactttiag
caagaccatt
atgaatazat
aavoRgyLac
taagoagetg
cggoegtaacg
ctggtagaga
ogoooogghy
coggoagooy
rtegetocgs
gttctcogte
gacgggcacy
ctQqtacoga
qgagacaagc
caagocgatg
acquacgttg
gagogtgasag
tacatcgaga
gaggtactaa
tagogooeay
cadvgadcgod
ategggltcaa
atpotagrea
acggagqiraya
getgtagata
attggyaacc
gagaadaaayg
cgectggoet
agcottegat
ggoogotoas

gttatgacayg
gecgagodaa
Accacoaces
cgitioootas
aagtittggoc
gaooaggaszg
ctgbaccegog
goottocogrg
caagadgasas
aagagatoga
caacogtacyg
cyggooagett
agtaaascag
Eacgcaagag
gacgagratc
agtodactes
geraacegtt
gugogacths
FARggagos
cgocgaccty
ggostebgtn
gergaeegdy
aggractgos
CIAGGLooaYy
gagasaatga
Aaggctgoaa
trgooagegy
aocgadatge
gagtagatda
Qgacgeogty
ggttgcotge
grogoadacs
agttgaagge
aabogEgasa
gtygogoogha
tgctorataa
tgtogaagog
tagaggkttto
tgyoggttte
coagoogrgt
guggaadgoa
cocatgoadgog
cocttgatfag
togagotage
oggttcaces
cacgoogge
gryycagogo
atgacetgec
tgcqutaceg
cactagguea
gtacghacat
caadgeocyTa
gogateitoe
gtgoataact
ogebgegoee
aaatggotag

i?

tgaucagget
tecaggadgo
cgdecygteg
tedbogacog
coegaoctas
yoogoaccgt
cacttgagog
aggacgcact
aajcatdaaa
gacyyagaty
getgcatgaa
ggceogetgas
cttgogtacat
gaacygoatga
graatocats
gatooocagg
gteggedlieg
gtagtgatecyg
gacrrogtan
atggagetqq
gtotegogog
tacgagetgo
gUogooygoa
gogotggyccg
goaaaagoac
cqttggccag
aggattacad
tatoctgaata
attttaacgg
gaatgooeca
cgyeectgoa
atoogygoocy
cgcgoaggos
agogygoeget
gattcaggaag
cgtyggeace
tgacogacga
cgcagggecy
ceatetaace
gttcogtoca
gaaagacgac
tacgaagaag
cegobEcAad
tgattagates
cygakctacrtt
cgcaggoaag
cggagagtta
gyagtacgat
caacctgate
asttgooeca
tgggasccea
cattgggaac
ogretaaaac
gtetggooad
decacygooog
LorRcqgoca

PCTAIS01H624%

agacogocoty
cggegogydaT
catgotgteg
Tacoogyage
cotcacoecy
gazaagaggcy
cagogdadgaa
gacogaqqeos
Cogcaccady
atcgogacog
atectggeocg
gaaaccgage
geggtegety
aggttatoge
tagcoocgogs
goagtgoocg
ACogCoogacs
acggagogcce
Lgatteoogar
ttaageageq
fgatcaaadg
ccatbcttga
caacogttct
ttgadattasa
aaacacgota
petggeagac
caagotgasag
cabegogoag
ctaaaggadqg
tgtatggasyy
ataggeactyg
gkafgaatrsg
goocagogye
gatcgaabeoe
cogcocaagy
cgegatadte
gotagogagg
gocggeatgg
gaatogatga
cacattgeag
ctglragaaa
greaagailcyg
artograzaga
taccgogaga
ttaatcgato
gragaadcaa
angaagtict
ctazaggagg
gagggcgaag
goagggyaza
aagoogtaca
cggbcacAcA
tetttaagac
cyTacagoog
geogottege
CgCcaASLCLAD

420
q8a
540
EDD
5640
720
T80
B40
540
950
1020
1980
1140
1200
1260
1329
1385
144D
1z00
1560

1520,

1680
1740
1800
1850
1224
izag
2040
2100
Z2164Q
2220
22B0
2340
2400
2480
2320
23840
2640
2700
2750
282
2880
2840
3god
aneg
3120
3180
1240
3300
3360
3420
34607
315440
500
isel
3729

o
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«213» Artifipial deguence

2202

«22%» Depcription of Arcificlal Seduenca:
AT5%:Barnare:Hog GST

400> 18

ctgcagggga
atatatacgta
tagttaccks
tCaaggcaaa
ctataattagg
atgctaatce
ggttattaaa
gadacaAdcas
tctogcattog
attacctrea
cockoggony
gocggagacat
qtgaagcaga
gogactgget
gaaakaaacy
ttettottca
cagaktogets
cgatgattat
geatgacgtt
acgaegataga
ctatgttact

<Z21ld»> 14
211> 1213
<212 DHA

Egretttaat
CcgiLttaartas
aagtthtaaa
aataactgaa
grittchitgya
teaatoeotcth
gcaatcanggt
caecogtittg
caatatatet
gacatatcat
ggtggoetaa
cttoteaaas
tactaactcat
gattteoaan
gqeottoctgoy
aactctgato
FaacatEEgq
catataattk
atttatgaga
aaacaaaata
agatoggyaa

tacbrgrtatyg
tcatatgtag
gytgutattg
aatatccaga
gaaatgacca
attgactcotn
gatt.caaatoc
agghiegon
accatggrac
aagecacctg
A3AggOaRcc
agggaaggoa
acatcagact
Acaacggaceo
gagyoogttt
ggtecaattce
caatrasagit
ctatrgaatt
tgggkittta
tagogogoaa
gatceooegygg

213> hrtificial Seguence

<2Z20>

ataattatct
targtatgat
ggtaattate
adzgeaggat
tagagattta
cteatoctoot
thtaarctbt
Tocaaaatat
cggttatcaa
ataattacat
ttgragacyt
aapctocooggy
tragaaatte
attatcagac
certoagort
actttooggn
Eettaagatt
agqrtaagea
tgattagagt
actaggataa
taccgagete

«323> pascriprion of Artificial Sequence:
QeFSP:Barnagc:doe H5T

<400 16

gaattccgag
tgtgaacace
coaaghigtg
AZaacHqoada
caaaadtagd
Ccoaacgatt
taccacagot
ceaaabaata
tcatcaacac
attacattac
cagacgtogc
tecogggoan
gaaattcaga
aecagasckt
teagotttac
Ltecagnnnn

ccatgqoate
ctatgaagkt
gocottocegta
taatageocote
atoaaatoda
coctacttgaa
cgaatcoart
atafaggaag
gEttgacgasg
Aaaatcagaz
tocoggggaaa
aageggacya
coggattott
Eacasadarc
ataaagtgtg
ctotagagga

ctitkagaatg
accgecateea
acgtcaanal
gotogtcaaa
CEALoEgest
ggacagecat
CQaaAceROY
dggarazaca
gtcgoggatt
goagaagcoos
agcatoggeg
acatggoyrd
tactcaaqcy
‘agataacgaa
Laatadattt
tpegaageag

gaggaattta
aggogociaa
togacagate
acatibcacco
keecktocage
ggaaatcote
coatttoagt
catttgeadc
atctrocagaq
toeggergagt
gagacatctt
aagcggatar
actggotgat
aaaaacggrt
ttetreaaac
atcathcaaa

g

Construct-

tcaatagace
taattaagta
tcagtaaada
taAACanaqgg
aatcaabogt
tttorototc
taatgoogge
aaagttcaca
cacgtttgac
tacaaaatea
cgotoogdyg
CRAdageLGa
agaccggatt
gtttacanaa
tacataaagr
nnncbotaga
gaatectgtt
tgtaataagt
coccgoaskbta
attatcgego
gaakteo

Conatract -

atitgaaakbta
catgaaarccet
totgaotage
attretaget
cagtogatoc
caggttooco
acgetadtek
cacatoateoo
atatcataag
gacatoadas
ctoaaacagy
ftagetataca
ttacaaaaca
tocckbgegyag
tcegateggt
cattiggeaa

PCTIUR01/D6249

tagagaccty
aatacasaaa
taatattaga
caAbecaaaat
tgkgtaatet
ocodgrtoek
aggoetatet
ggotttggte
ggggattacgy
gaaqcasaag
Adsagoaccg
canacatgge
ctetactcoas
atcagalkaac
gtgtaataaa
ggatccgaag
googgtettg
aacatgtaat
tacatttraat
aoggtatcat

agctasacta
arceagygtte
tasaacacor
tggtcatcoat
caacugrate
aggttactra
cagatceton
atggtaccay
ctacotgata
aggadcrriy
gaagacaaas
tocagaottca
acgyacoatt
gococgtohokk
caatttcact
camagettct

60

120
149
240
joo
360
420
4180
540
500
BED
720
780

B4D

00

960

igz20
080
1140
L2od
1246

&0

120
180
240
g0
180
4210
480
540
&00
GEO
T2
TER
B40
200
860
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IN THE EURQPEBAN PATENT OFFICE
UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY

In re Application of: YALE UNIVERSITY ET AL, -
Internationai Application No. PCTIUSDIDG248
International ﬁppiicatiun Filed: 28 February 2001
Priotity Dat: 28 Febmary 2000

Title: METHODS AND COMPOSITIONS 10 REDUCE OR ELIMINATE
TRANSMISSION OF A TRANSGENE

Burapean Patent Office
P.B. 5818 Patentlaan 2

NL-2280 HV Rijswijk
The Netherlands

Attention: EPQ International Searching Authority
Authonized Officer — Andria Overbacke-Siepkas

RESPONSE TO INVITATION TO PAY ADDITIONAL FEES
TICLE 7 g 40.1

Dear Officer Overbecke-Siepkes:
In response to the Tnvitation fo Pay Additional Fees dated 17 Octeber 2041,

Applicants request that ths International Search Report be established on the basis of all

of the claims {Group [ and Group 2). Applicants hereby submit payment in the amount of

EUR 945.00 to establish the international examination for all the claims (Group 1 and
Group 2}.
Applicants believe that the enclosed payment meets the requirements of the
invitation and tac no farther action is required.
Reapectfully submitted,

Morgan, Lewis & Backius L1LP

Erich E. Veitenheimet, U.S. Reg. No. 40,420
Datad: 29 November 2001 '
Morgan, Lewis & Bocklus LLF
1800 M Street, NW
Washiogton, D.C. 20036
Telephone: 202.467.7747
Facsimile; 202.467,7258



PATENT COOPERATION TREA . o
From tha INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY :
& _ PCT
MORGAN LEWIS & BOCKIUS LLP
Atin. Voltenbeinen Eeich E. INVITATION TO PAY ADDITIONAL FEES
1800 M Street, H.H&ﬁ (PCT Artcls $7(3)(2) and Ful
Washington, 0.C. 20036 & 17(3}(8) and Buls 40 1
UNLTED STATES OF AMERICA | RECEIVED
_ 0CT £ . 2001
REGISTERED
Totm ot ol —HORGAHENMEAROCKSUS
foayimonthiysan 1711012001
Applizant's or sgent's e refemnce PAYMENT DUE | 45
44574-5078W0 from the abova dete of Y
Intarnationsl appifcation Mo, Triberereatiarna Ming dater
PCT/US 01/ 06249 , Wayrmoniniyees) 2810272001
Applicant l

YALE UNIVERSITY et al. : . '
1%
1. Thia nlernational Searching Authority

{y rconsideratheitharears _ 2 frunnbar off Inventions chaimed in the ttemational app
by the cialma Indicated MEREG'an the exira shast: ? ! el spplcation caverad

i [X] has camled oul a parfia intsmasional search {sae Annex)
o1t thooa parta of the intematonal applicatlon which ealate 1o the Invsation first menbanad jo cisims Nos.:

See adaltional Sheet, Inventiaon 1.

(i wilt amiablich e Itamations 2earch rport o the other pana at ihe Internations! spplkcatkon onty f, and 1o the sxant
Iz which, addiflonal faes are palg - '

2. Theapplieant is herety Invlted, within the ilme timil indlcated abave, to pay 1ha 2mount Indicated below:

_EUR @48 00 _ . 1 . LEUR S48, 060 -

Fea par addiflanal lnventlon numbaf ol adritionsl bravmnilang toial amoun of additonal fees

Car, x —— T
The applicant Is informed that, accarding tG Rule 40.2(), the payment of any additional les may he mede under prates,
i.€., & raasened sizbyment 12 thy affec) that iha Intarnational applleation comglles with the requlrement of wnity of Invantion

ar that the amuunt of Ine required addiilonal tee | axressie, i

3. [[] Cleimis) Nos. have been found o ke unsearchabls under
Anlzle 17{ENED pecpuse tf dofects uhdar Aricle 17{2){a) and themtors kave nob een ingluded with any Invension,
L . — }
Mame and maling Agidress af e inermations Searcling Auherlty 1 Authorized oilicer
" o European FPatant Office, P.B. 5818 Patenilaan 2 ) . :
ML-Z2ED HY Rl Andria Cverbeake-Siepkes w
. Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epa nl,
Fax: {+31 701 3403016

Form POTASALOE [uly 19921



.
| ’
. I
| ~ : -

intamalinal applzation Mo,
PCT/US @1/06249

INVITATION TS PAY ADDITIOMNAL FEES

This International Searching Authority found muitiple {groups of}
inventions in this ifnternational application, as follows:

1. Claims: 1-17

A nucleic acid construct comprising a male gamete- or female
gamete-specific promoter operably Tinked to a sufcide gene,
wherein said promoter and said suicide gene combination is
linked to a gene of interest, A vector, a host cell, a
recombinant plant cell, a transgenic plant, methods for
reducing or eliminating male or female transmission of a
transgene locus in a piant comprising said construct.

2. Claims: i5-56

A nucleic acid construct comprising a maje gamete- or female
& gamete-speci fic pramoter operably linked to a suicide gene
wherein said promoter and suicide gene combination is linked
to a4 transposable 4lement. A vector, a host cell, a
recombinant plant cell, a transgenic plant and a method for
enriching dispersed transposition events comprising said
. nucleic acid construct.

e BREH

Methods for reducing or eliminating male or female transmission of a
transgene locus in a plant have been well documented in the prior art.
See for example WO093/25695, WO96,26283, WO97/13401 and WO91,/62068.

In view of the prior art documents, a first problem underlying the
application can pe defined as the provision of further methods for
reducf?g or etiminating male or female transmission of a transgene locgus
in a plant.

The solution proposed in underlying application can be defined as the

provision of nucleic acid constructs comprising a male gamete- or femaie

‘ gamete-speci fic promoter operably Tinked tg a suicide gene which are
linked to a gene of interesi.

In view of the prior art documents, & second problem underlying the
application can be defined as the provision of metheds for enriching
. dispersed transposition events in a plant cell population,

The salution proposed in underlying application can be defined as the

provision of nucleic acid constructs comprising a male gamete~ or femaie
amete-specific promoter operably limked te 2 suicide gene which are
inked to a transposable element.

e WRkR

-

pue to the fact that methods for reducing or 2liminationy male or female
transmission of a transgene locus in a plant have been described in the
prior art, due to the essential difference bhetween the problems and the
different solutions, and dug to the fact that no sther technical

Farm POTASAZDE 2wy shaefi [huly 1942) page 1 of 2
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Intematidnal appleatlan Ma,

PCT/US 01706249 \\

features can he distinguished which, in the light of the prior art could
be regarded as special technical features, the ISA is of the opinion
that there is no single inventive concept underlying the piurality of
clatmed fnventions of the present application in the sense of rule 13.1
PCT. Consequently there is lack of unity and the different inventions,
not belonging to a comnon inventjve concept, are formulated as the
different subjects on the communication pursuant te Art. 17{3){a} PCT.

Formn PCTASASZUE (sxira sheet) (July 1993}
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Patent Family Annex
Prricamatlon oo pateat family membars " Apghaation No
PCT/US 01706249

Palant focyurmant Fublication Patent lamily Puyilication

cited in Search rapen data Ak E] date

WO 9325635 A 23-12-1992 CA 2137559 Al 23-12-1903
WD 9325695 Al 23-12-1993
EP 0644943 Al 29-93-1995
5 5977433 A 02-11-15%99
us 5750867 A 12-B85-1998
AU 5457494 A 24-85-1904
CA 2148483 Al 11-05-1%94
EP 0668786 Al 3g-08-1985
W 0409836 AZ 11-05-1994
us 5550060 A 27-08-1%06

WD 9626283 A 25-95-1995 AU 715758 EE 10-02-20880
AU 4540596 A 11-69-1546
CA © 2213394 Al 29-08-1%96
W0 9526283 Al 29-08-1996
EP 0811670 4l 1p-j2-1997
JpP 11500617 T 15-01-1999
us 6325546 15-&2-29@9

W0 9713401 A 17~ Bﬂ-lgg? AU 716781 82 nG- GE 2069
Al 7062806 A 30-084-1597.
CA 2234557 Al 17-04-19%7
EF Sar&G04 Al 13-11-1998
Jp 11514233 T n7-12-1999
NZ 322673 A 29-08-1599
WO 9713481 Al 17-04-1997
us E677175 A 14-10-1997
UE 020307 A 27-97-199%

W0 9102068 A 21-02-1991 HT 197816 T 15-12-2088
ALl §273390 ﬂ 11-93-199]
LA 2038933 Al 05-62-15491
PE 69033657 D1 04-01-2001
DE 65033667 T2 29-03-2001
BK 4126006 T3 05-p3-2001
WO 9102068 Al 21-92-1991
ER P412006 Al 86-g2-15%1
ES 2152208 T3 5l-02-2001
1E 002825 Al 27-02-1951
i) 08267 A 15-06-1998
Jp 3143120 B2 07-83-~2001
PT 94805 A 22-05~198]
us 5633441 A 27-05-1997
Us G374 A 16-66-19%8
¥ 6006179 A ?9-05-1501
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From ihe INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY pCT
Ta.
NOTIFICATION OF TRANSMITTAL DF

MORGAN LEWLS & BOCKIUS LLP THE INTERNATQONAL SEARCH REPORT
Attn. Veitenheimar, Erich L. OF THE DECLARATION
1800 M Streat, N.W.
Washimgton, D.C. 20036 MCEWEQ
UNITED STATES OF AMERICA , {PCT Rule 44.1)

FER 2., 2007

YALE UNIVERSITY et ai.

Date of maling
{daymanth/year} 14 01 W
Applicants of agenis ke ralerence :
A4574-507BKWO FOR FURTHER ACTION Sas parographs 1 2ng 4 balow
Intsrnatonsl application No. — " [intemational WMing ate
PCT/US 01/ 06249 (dayimonthiyear)  DRIRI2O01
Applicant

i m The appucant |5 heraby notiiled that the nirmatans! Search Rapor has beon astablahed and |s tranemitied harnyith,

] Fillng of amendrrants and statemont under Article 19:
The appllcant 1s aniiteq, It ha o wishas, 1o amend tha claima at the Itemationad Appication (ses Sule 48]

WhanT The tima |t for iNng such armeandments B normally 2 monta fram the daee of irenemittal of he

1241 Geneva 20, Switzarlgnd Q
Faacimite Mo.: [41-22) 740, 14.35

Far mare detalled Instructons, 526 tha noted on the accmmpanying Sheds

2, D Tha applicant 13 hareby nottled thal no Intemational Seatch Aeport will berebfabliched and Ihat IM declamtion under
Anbole 1T02)(a) (o that afhac ts Mansmittad harswith.

3. [ with vagartt to the protest againet payment of (an] adeiuonal fes{a} under Fluia 40,2, the eppliicant is nofitied that:

[j the proteat together with tha decision thaneon has besn ansmitied 1o he Internatlonal Buteau togeher with tha
applicant's recquast 10 forward the taxta of botk Boe fretest and the dacision heredn to the designated Cffloe,

D no ceei2ion has bean meda yet on he protest; the applitant will ba nofied es e00on as a detlsion 1s mads.

1 4. Further uotlon{s): ThHE appitant is reainded of te lolowing:

ShoMy after T8 monthy front the prioety date, the Mtsmatiana) apaication wil be nublished by e Intematonal Burasy.
Il tha applicant wishas & avold or postpona publication, a nates of withdrawal of the International apHcaticn, o of B
priory claim, must jaach the lnlernefional Bureau a2 provided in Fulés 90b0s.1 and BINE.3, mapaciively, beltne Hik
complation of the tachnical praparations for Intetnatonal publcaton,

Withln 19 months fom the piorly dala, 3 demand lor intsrnational prefiminary exadination st pe fed  the appilcant
wihes I JoBipone he enty Il the ratlonal phase until 30 months from the prierily date (in some {ffioes Bven 1aark.

Within 20 nentha fom the pricrly data, the applicant must perfarm e preecrbed achs for sniry Inte the NANONE phase
belore all designated Otfices which have not peen eisced in tha demarnd or t  Jater alecion within 18 menihs from the
priority date or could not be slectad bacause they are not bound by Chapter 1.

international Seaich Aeport howdver, for mard datalle, 5ea tha notes on Mg ehuest
Whora¥ Clactly fo the  Imernationa) Suraau ol WIPO
a4, chemin des Calombottes Cusa WL —

Narma and maling acdresa of the (ntemational Searching Authorly  § Authorizd officer

T a& Bumpean Paten) Offtce, P8, BH18 Palentasan 2 . .
Ntezso HY Fijawi]k Henriétte Huysing-5S¢l les
. Tol, (+31-70) 240-2040, Te. 31 651 ¢po i, .
Fax: (+31=-70) 340-301&

l

Form PCTASAMRZ20 (July 1598
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PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT

{PLT Article 18 ang Rulas 43 and 44)

Agplicant s o agenrs lle rafer e ¥t T ransTHR) of § & Search Aegot

" &6 reternee B R PR R R A/2L0) on el a5, vikers amlcable. o 6 beiow,
44574507800 ACTION
Internanonal appRcaton No. intemational fling date (daymontvyear) {Eartiesl) Friofity Dete (caymonthiysar)
PCT/US 01/ D6249 28212001 280212000
Applicant

YALE UNIVERSITY et al.

Thia Intarnational Saarch Psport has been prepared by thie Inlemational Searching Authority and 1s franamiilad 1o the applicant
according to Ariicia 18, A copy (& being mansmilted 10 the interhations) Bursey.

Thie intemational Search Report consists ofstoklof _ 5 shests,

It is atwa acoampanhed by & Sopy oF sach poor art dooymant cited In this repo,

Basls of the repart

&  With rapard 1o the (anguags, the biternationa!l saarch waa Sarmad oul on the basls OF the Inkmatonal appilcation n fhe
languatya It winkch k was fled, unless otharwi2a [noicaked undes this fem,

(3

the tematonal soarch was camled out on e basm of 8 treTsfidbion of the hmmddona applinaton furmished i hie
Authorliy (Rule 23,1(R)).

B With ragard b any nuclsotide atdfor amine acld asqusnee diecleend [n the [ntemabona sppieafon, the inerfatiens soarch
wad CArriad fut on Lhe bass ol he sequence Lebng :

o0 O COO0EE

Ly
1

LY
[

L]
]
U

conkapned iy the ntemational application in wriden farm.

e topwther whh the Inlemations] applleaton in computar resdakie fom.
Turnilshed Bubsaruenty 1o Ihia Authanty In wiitten ltim,

fumished supsanuentty 16 this Aulhorly In computer readple i,

the siztement Ihat the subsaguenty furmished writhen sacuance llsfing doss not 9o beyord the dsclesure In tha
Intermational appicaton a2 Hed has besn lumlshadg,

the sizntamant that the iaformatdon reeordad b compuler readabln form ta [dentcal 1o the wilten sequance |g8ng has hasn
furn|zhed

GCertadn clalme wars faund pnsearchable (Sae Sox 1),
Unlty af Ipyrantan Iy Incklng [2oe Box L.

- 'With regard t he tithe,

thé foxt [ approved s submitteq by tho applcant,
the ferkt e s boet aalabished by s Aulnonty to read og toliowa:

. With ragrd 1o the ahsiract,

they sk ls appiroved as submittad by the applicenk,

the taxd has bhen sitablshed, according 1o Pule 38.2(0), by this Authodty as it appesra in Box lil, The applicant may,
within one month Bom e dabe of mading of this intlemitional search mpot, subrmie ConMmarTts i dis Authanily.

. Thafigure of tha drawlnge 1o be published with the absoct is Figure N, -

a3y puphpsted by the apnllcan. 1:] Mone ¢f tha figuras.
besausg the applicant lalled 10 suggest a igurse.
bcaush thie figure better characienzan tha imvaion,

Form PCT/ISA210 (fral sheet) {July 1998
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Box | Dbsan_'nﬂnna whats cattain clalns weoré found unsearchebla (Cantinuation of ltem 1 of lirst aheat)

. [ claima s

because iy relsta ta suljsct malter ot rBguired 1o be searched by this Aathorly, namely:

2 D Clalms Nos.:

bacausg Iney relata 1o parts of the ntemationa Appdcation that do not comely vwith the peieesbed reguirsmanis o such
an extant that 0o mesningful Internetional Search: can be carfed out, spacillzally:

2. [ Claims Noa.;

bmcaues thay arm depandent clalms and are ot dratted in accordancs with the second and third sentencas of Ruls §.4(a).

Tl Internationdl Search Feport has nat Been established In respect of cortain claims under Amicle 172} a) for i follawing reagons:

Box U Obsarvationa where unity of inventlon \s iacking (Continuation of Item 2 of tirat sheat)

Thia famationat Begrching Auarity found mpdiple invantions in ihls nternatons) application, as follows:

see additional sheet

1. A all requlred sddilonal search lads wers timaly pald by the applicar, this Irtemational Search Repart covens alt
saarchabe slatms

2. D As 5l searchabla clakma cauld be searched wikhoul affon justiying an addilonal fee, this Aulbwity did Mot invite paymeant
of ary addilonal fes.

3. D i oty Sgme gl the required addilonal xesrch fesy ware timely paid by the Brpp'lbant this International Saarch Repart
covars ohly thosa ciims for wilkch faes were paid, specifically elalms Noa.:

a4, Mo raquired sddllonai ssamh fesd wers Hitsly pakd by H'manp.lham. Consanuently, s Intermational Search Repart {8
restrictad 1 e Inventicn first mentionsd In the claims: it ia covered by clalma biog,:

Ne pratest Reeompanied the paymant of additonal search fees.

Remdrk on Protest E:] Tha addllona) search fees ware accompanied by the applicant's protest.

Frrm POTASARI0 [Contiruation of first sixdat {11} Ay 1950}
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International Application Na. PCT/US 81 /062

FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM  PCTASA! 21D

This International Searching Authority found muitiple (groups of}
inventions in this international application, as follows:

1. Claims: 1-17

A nucieic acid construct comprising a male gamete- or female
gamete-specific promoter operabiy Tinked to a suicide gene,
wherein said prameter and said suicide gene combination is
linked to a gene of interest. A vector, a host cell, a
recombinant plant ¢ell, a transgenic plant, methods -for
reducing or eliminating male or female transmission of a
transgene locus in a plant comprising said construct.

2. Claims: 18-56

A nucieic acid construct comprising a male gamete- or female
gamete-specific promoter operably linked to a suicide gene
wherein sajid prometer and suicide gene combination 15 1inked
to a transposabte element. A vector, a host cell, a
recombinant plant cell, a fransgenic plant and a method for
enriching dispersed transposition events comprising said
nuciaic acid camstruct,




ilonal Apglieation Ho

INTEF-'ATIONAL SEARCH REPORT :
[_;CTIUS 01/06249

T N A srar . YEPns0 AGINS/00

Acconding fo lntesnational Fatant Clasaifoaion (PO o &7 Ot idiliane! slassibearos and IPC

3. FIELDS SEARCHED

Winltnum docurmamation searched (classiiicetom syavem folowed by chasalfioation symbets)

pc 7 C12R AgIN

Dgeumertation saarchad olhver en mienwm dosumenalion to tha axlant that such documanty ars ncheded 10 the etz caarched

Elactranlc data bate conautted during the Interational easrch (name of dev base and. whane pracioal, Seacch ooy uasd)
EPO~Internal, WP1 Data, PAJ, BIOSLS

C. QOGUMENTS CONBIRRAED TO BE AELEYANT

mmTcmmmm, with Indlcafian, whem apormporlae, of tha ralovant parasges J Rstarvard o cialmy Mo,

[BE}: PLAKT GENETIC SYSTEMS Nv (BE})
23 December 1993 [19%3-12-23)
the whole docurent

-

29 Augqust 1996 [1996-D8-29)
the whole document

LESZE) 17 April 1997 (1997-04-17)
the whole document

the whole document

-

fea [_

X WO 93 25695 A (LEEMANS JAR WILLIAMS MARK 1-14,17

X WO 96 26283 A (PLANT GERETIC SYSTEMS NV 1.2,
sMICHIELS FRARK (BE}: BOTTERMAN JOHAN (BE] 4-14,17

X WD S7 13401 A [LEE JANG YONG ;HODGES 1,2,
THOMAS K (US); HUQ ENAMUL (US): LYZNIK 414,17

A W0 81 82068 A (PLANT GENETIC SYSTEMS NV) 1-12,
: 21 Februyary 1991 (1991-02-21) 15-17

Furlhgr dacuments ara Tated m ha  conkinuation of bee G, Patart amity mueThars a6 Lted i e,

* Spiclal catagories of cied documedns @

"A" decument dellnleg the ganers! state of ma enwhieh s not
CoMSIRm (0 ba of particer rekvaaoe

“E" sarlef documem byt publghed on or afas the INKRmalional
fillrog thate

"L" dooament which may oo dowtts o priorky clalmis) of
which L IR Lo eslatlesh te nmm e
cHalon o tivar Spwclal reason (as Spetiied)

A0 docwment rahsrrng 1o an ol diaclostre, ofe, adhbibon ar

"T" Latee dgpcument aublshed ater e frbamatonel Bing data
of pdé.'“% I:Iat&pand 0t i SOnTeT Wik the gpmieadion ol
Ghed bo urderatand tus panclple of theory urderylsg ihe

"X* docurnani of particuler relevance, the clalmed Inyenton
cannest e conaldaned noval o cRnnot ba constdered o
Inwd]e i [nvaribve Stp wiven (he docueman! /g (AK® aidoe

data of another = documment of padioar relevancs: tha ckaimed invenfian

cannagt B consitfardd {o TMegke &7 imsimive Shap vhan 1he
docymednt i combued with one of mora other such docy-
athar means TR, $Uth cortinetion being otvicus 1o B ERreon eklled

"P' decwmént publlshed prior o e Inernatenal fbng dats bt
fatar Fraem ohve prizoity dede cleited

in tha gt
"&" doeumant tnarmbiar of the same patant (amfy

Cata o e petual compeellon of the miernatons saarth

£8 January 2862

Tty of maing o 1hair-n;a_mma.l geanch raport

14 02
I 2002

Mame and waling adotess of e (4
European Potent Office, P.B. 5348 Pmentiasn 2
Pl - 280 My R
5 Tal. i+31-?ﬂg 340-2040, Tx. 31 851 epo M,
Fpoc [+31-T0) 2403018

Auther|zee) ehcor

{derwald, H
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C.(Continuation) DOCUMENTS CONBIDERED TO BR HELEVANT

Calegory 'Tﬂllm ol doctment, with Widiatin, whsis appropciats, of e fetavat passiges _Inamamw Clibm N,

X WO 96 64393 A (4S AGRICULTURE ;DELTA &
PINE LAND €O (U5))

15 February 1996 (1996-02-15)

the whole dociment
A SUNDARESAN ¥ ET AL: "PATTERNS OF GERE
ACTIOR IN PLANT DEVELOPMENT REVEALED BY
ENHANCER TRAP AND GEWE TRAF TRANSFOSABLE
ELEMENTS"
EEHEESnHD DEVELOPMENT, COLD SPRING HARBOR,
] ]
vol. 9, po. 14, 15 July 1995 (1995-87-15),
9 pages 1797-1818, XPOGG574520
[55H: 0890-935%
cited in the application
the whole document
A TISSIER ALATIH F ET AL:  "Multiple
independent defective Suppressor-mutatar
transposon insertions in Arabidopsis: A
tool for functional genomics.”
PLANT CELL,
vpl. 11, no, 10, October 1959 {1955-10%,
pages 1841-1852, XP202188474
I53N; 1940-265]
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MORGAN, LEWIS & BOCKUS LLPCT Tor

VEITENHEIMER, Erich, E.
Maorgan, Lewis & Bocklus LLP
NOTICE INFORMING THE APPLICANT OF THE 1800 M Street, NW
COMMUNICATION OF THE INTERNATIOMAL Washington, DC 20036

APPLICATION TO THE DESIGNATED OFFICES ETABEHIRS, 2' A EE§§1GUE nm“w

(PCT Rute 47.1{c), first sentence} Cate _, _MWRAW -S04a 90y

DusDats i Y

Date of malling [day/monthiyear) Action ,,_._D.E..!I\Wrdd D_: [
06 September 2001 {06.09.01) o Py , . Lk ——
Appiiears’s or agent's [ile mieremos .
44574.5078W0 . IMPORTANT NOTICE
International apalioation Mo, Intamnationat flling date iday/monthirmar! | Priarity date dayimonthfyear)
PETAISDIADE248 28 February 2001 (28.02.01) 28 February 2000 (28.02.00)
| Apolicam
YALE UNIVERSITY et al

to the follgwing dasignated OHicses on the data indiceted above ay the dats of mutilhg of this Motics:
KP.KR US

In areoddanes with Rule 47.1{g), third sentance, thoge Oices will acoapt the prasant Notice as aoncluslye evidencs that
the cemmunioation of the International applisation has duly taken plaoe on the date of malllng ind|oated aboye and no copy
of the IMtornatinnal epplication is raquired to ba furnished by the applicant to tha dasignated Officels).

2, Tha following designated Offices have waived the requlramant for such a communlcation at this tima:

AEAGALAMAP AT, AU AZ BABB,BG,BR,BY,BZ,CACH,CN,CR,CU,CZ DE,DK,DM,DZ,EAEE EP,
£S,FLGB,GD,GE,GH,GM HR, HUID,IL,IN,I5,JP.KEKG, KZ,LC LK, LR, LS LT LU, LV.MAMD, MG,

The communigation wili be mada ta those Officas only upon their request. Furthermars, those Offloes do not require the
applicant to furhish & papy of the iInternational abplicatian (Rule 48,1 (a-kis)).

3. Enclosed with this Motios |x a oopy of the intarnationsl appllcation es publixhad by the internaticnal Bureau on
07 September 2001 107.0R.01) under Mo, WO 01/54828

REMINDER REGARDING CHAPTER 1 {Article 31{2){a) and Rule 54.2}

H4h» appligant wishas to postpans sntry into the netional phase gnill 38 months jor leter 1n some OHlass) from tha priotity
date, a demand for intamational pratiminery axaminetion must ba Nad with the competent International Fralliminary
Examining Auwthority betora the sxpimtiaon of 18 manths fram the griorty date.

It is the applicant's sole responsibiity to monitor tha 19-month tme iimit.

tota that only an applicant who is a national or restdent of & PCT Contracting State whieh i bound by Chapter Il has the
right to flla a demand far intarnational praliminary examination,

REMINDER REGARDING ENTRY INTO THE NATIONAL PHASE (Article 22 or 39(1))

\f the applicant wishes to proosad with the international application in tha naticnal phase, he must, within 20 months
of 30 manths, o later in some Offions, psrfarm the aots referrag ta thereln bafore wach deslgnated or sisctad Qfica,

Far furthar impartant irformation on the time limits and acts to be performed far anteing the natiang| phass, sea the
Annax tg Fortn PCTABRAOY (Matilost on of Reaceipt of Record Copy) and Valume b of the FCT Appllcent’s Guide.

1. Motica Is hereby glven that the Interpational Buréay hag communicatad, a providad | Articls 20, the internetlonal applcation

MK, MN, MW, MX MZ,NO,NZ,0A FPLFT,RO,RU,50,5E,5G,8,5K 5L, T, TM, TR, TT.TZ UA UG, UZ VN,

2od off
Tha imtern ot « of Authorized offigar
3, chemin des Colombeties J. Zahra
1211 Geneva 20, Switseriand
Focsimile Mo, {41-22) 740.14.35 Telephone Ng. {41-22} 338.83.28
Farmt PCTARSHR (July 1998) ' . A248986
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Iutm?;:inm] Application No.
REQUEST |

International Filing Date

The undersigned requests that the present
international application be processed
according o the Patent Cooperation Treaty. Name of receiving Dffice and "PCT International A pplication”

Applicant's ot agent's file reference ]

Box No. { TITL.E OF INVENTION
METHODS AND COMPOSITIONS TO REDUCE OR ELIMINATE TRANSMISSION CF A TRANSGENE

I

Box No. 11 ABFPLICANT

‘[Mame and sddress: (Family name followed by given wmame; for a lege! emtty, full offolal
The address #oust Include portal cpde and name of counmp. The eouwmery of obn oddnes dmaffemad e 25y

Tkis person is also inventor.
oz ir the applicant’s Siate [tha &, country) of residence if no Sizte of vesidence tr Indicared below.) Ej

e r—— _—— iy _—

Telephons No,
203-428-4679

Y¥ALE UNIVERSITY

451 College Sirent

‘Mew Haven, Connecticut 08511
Unltet] States of Amadca

Facsimile No,
~03-435-8088

Teleprinrer o,

State {that is, counirp) of nationality:
s

Stake (that I, countey) of residence:
Us

This person s applicant pll designated FOP] all designated States sxcept the United Statss the States indicated in
for thI; gumns:spgf: D Stafes ol .14 the Urtifed Srater of Ame:gea of Amtrica ohly the Supplemental Box

Bez No. TH FURTHER APPLICANT{S) AND/OR (FURTHER) INVENTOR(S)

[MName and address: (Family neme fotlowed by glvan rame; for ¢ lagol entity, fl offfcial designation,
Tire adirexs wust ficlude pastal code and nome of corniry. The ooy of ohe addvers Indicatzd It 3his) This person is:
Hox is the applicant's Skate fthat ix, country] of residance i ne State of ragidance is indicaed below. }
applicant ani
DELLAPQRTA, Stephen, L. L1 e ¥
451 College Strast ] licant end iftvertor
| New Haven, Cannecticut 0851 . wp
Unlied States of Ametica i:] invepter orly (8 cAsct-fr
! is marked, do mot filf in Belgw.}
State (ke ix, cotrnirgy of nalionality: ] Stane (that i, counry) of residence:
us |_ us .—I
{5 persen is appiicant all designated all designated States except  [Rf] the United Siates the Statey indicated in
;"rc!‘lrl?hpe pur;c‘;espgfl E:l Stares i E] the Unggg States of hmﬂﬁca ‘A‘ of America onl the Su Temen:al Bax |

Further 2pplicants andior (further} iventors wre indicated on 2 continuation sheet.

Box No. [V AGENT DR COMMON REPRESENTATIVE; OR ADDRESS FOR CORRESPONDENCE

The person ideniified below s herebyhas been appointed to act on bebalf i
af the applicants) before the competent International Autherities as: agent

| Name and address: (Fanily name followed by given name; for 4 legal enilty, full official) Teléphone No.
degignation. The addresy s include prtal code and name of couatry.) 200 AGT-TOO0

VEITENHEIMER, Erich, E.
MORGAN, LEWIS & BOCKIUS LLP

D Common répresettalive

Facsiiile Na.

1830 M Straal, NV 202-467-T550
Washington, DG 20036 _
Linited States of Amarica Teleprinter T,

Address for cosrespondence: Mark this check-hox where no agenl or common fepresentative ishas been appointed and the
space abgve & used instead tr lndicats & special address o whith correspondence should be seat.

Farrn PCTROA DT {first sheet) (luly 1998 reprint July 1999 Legaussing 1569, Fonm PCTREG See Notes ro the request fakm
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Continuation of Box No. IH FURTHER APPLICANTS AND/OR (FU/RTHER) INVENTOR{S)

If none af the following sub-boxes Is used, this sheet is not o be included In the reguest

o
Name and address: (Family name foliowed by giver name. for o tegal entity, full oficial designation.
The address must include postal code and neme of country. The cawniry of the address indicated fn ihi)  Thig petsol is:
Box i ke appiicants Soate (that i, country} of residence if ng State of reridence is indicated below.) )
MORENO, Maria, A, [] epplicant anly
451 Collega Sirast o . .
Mew Havan, Connacticut 06511 egplicant and inventor
United States of Amarl:c.a inveator only (ff this check-box
iy marked, do not fHI in below.}
State (thai i, country) of nationality: State {that is, country) of residence: l
us us :
This pergon is applicant all designated all destanaled States ex | the United States the Srapes indicated in
for the purposes Ef : B States E the United Siates of M\{ﬁu ‘J of America only fite Suppl=mental Box

Name and address:(Family name folfowed by given Aame: for o fegal eniity, Jull efficial desighation.
Tha addrers must inglude pasiof code and name of couniry. The coutiry of e dddress mdicated in thixl  Thic narean s
Box ir ihe applicant’s Siate (that f5, coumtry) of residence if ap State of residancs is indlcated below) peraTd 16

I:! applicant ¢nly
D applicant and inventar

D inventor anlv (T thir chaok-box
iz mavked. do nad fifl in below.)

State fihar L5, conniry) of nationality: State (Fhai is, couniry) of residence:

This pergan 5 spplicant all dexignated all desipniated States except the Vnited States the Srates indicated in
for lhI:: pur[!DSﬂFgﬁ Stales e I:! the Jﬁ:ﬁd Slates ofﬁmr%ca I:l of Amenca only the Supplemental Bax

Name and address: famtly name frlfowed by giver name; for & legal entity, full offclal derigration.
The addrest wmust include postal code and name of country. The couniry of the address indicated fn. ihig

Box is the applicani’s Shate fithat Is, couniry) of residence if no Siate of residence If itdicated Bedaw. ‘This person 15:
i' D applicant enly
. D gpplicant and inventor

D inventor only [T this cheok-box
iy marked, do nat fill in belaw.)

State (ot 15, country) of nationAlity: \ Slate (tha is, couniry) of residence: —
This person is applicant all designated il designated States except the [nited Srates the States indicated in
furlz-ﬂ p&ll'pﬂsépgf.} D Siates & D ?he Linited Seates nt’Am:rE':ca of America only I:J the Supplemental Box

bl

Name and address: (Famiy name foffowed by given name; far @ legal enifty, il offfcial Jarignation, ) ]
e addrass mus ineiude poseal cade and nama of couniry. The couniry of the addrers indleated in thiy This person is:
fox i the applicani’s Staie (that i, ¢ourtry] of residence if ng State af residesce ir indicated balow.]

. D applicant only

D applicant and inventor

1:] inventar anly (if this check-hox
t

iz marked, do net fill in helow.}
State fthai is, cowntryd of nationziity: \ Suate (thar i, country) of residence: T
Thig persen is applicant all designaled 1l designated Statey exce the United States the States indicated in
fnrlthispurpﬂsespgf:l Statcs & D iahe Unifed States of Am;ﬁtca E] of America only the Supplemental Box

D Furiter applicants andfor {further) aventors are indicated on apctner contioaalitn shee

- i e L L . ' 1 er 4 mAnm I

| aans LaoglStar 1993, Form PCTREDQ

B R rem wa tha s FRan
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Hox Mo.¥ DESTGNATION OF STATES
The fllowing dusignetions are hereby mado under Rule 4.9(2) {iwark the applicable check-bokas; mi least one must be panked)

Rexionnl Fatent
AP ARIFQ Patent: GH (hara, GM Gambia, KE Kenye, L8 Lesetho, MW Malawi, 85Z Mozambique, S Stidan, SL Sierrs Leone,
87, Swiziland, TZ United Republic of Tanzania, UG Uganda, ZW Zimbabwe, wvd sny other State which is 2 Comfracting Stage
of the Hararg Protosol and of the PCT
il EA Suratian Patent: AM Autteniz, AZ Azarbeiian, BY Belaus, KG Kyrgyzstan, K2 Kazakhstan, MIF Republic of holdovs,
R Raesaian Federation, TT Tajikisten, THM Tut ittan, and any gther Statawhichis a Contracting State of tha Eurasian Paten:
Convention atvd of the PCT
&) EF European Patent: AT Austis, BE Belgiom, CH asd LT Switpetland and Liechiensisin, CY Cypris, DE Germany,
DR Dennarie, £S5 Spatn, FT Finlaod, FR F%arwe, 58 Unied Kingdom, GR Greece, 1E Ieland, IT l'ta.lp, LU Luxembourg,
BC Manaco, N1 Nathetands, BT Pomﬁ%‘sli SwodmgT‘RTuﬁfcy, and any olher Siate which is & Coptracting State of'the
Burepean Patenl Convention and of the
¥l OA4 OAPT Patent: BF Burkina Faso, BJ Benits, CF Cenural Adftican Republic, CG CE Cita &' lvoire, CH Cameronn,
GA Gabon, GI Guines, GW Guines-Bissaw, ML Mall, MR Mauritania, NE Niger, 8N 5 TD Clyad, TGTuEﬂ-ml;E'
other State witich ia o memmber State of AP knd a Contracting State of the BCT (i other kind of proteciion ar treatmenr desir
specifir on dodted HRED L e e et
Nationgd Patent (f oher kind of prosection or treatmend derired specify o dotted lneh:
AE United Arb Emirates ®] £ Saint Lucia
Kl AG Antigna and Barbuds L 5rLanka
Eﬁfaﬁm ...................... Em Liberia
Bl AM Ammenia ...l e WILE Lesottio . ........o...-. e
FIAT AuStRE ..... . cc - oo icrinin-noar-- FlLT Lithusnia
1AL Austrafia .. - ..o o e e Kl LY Lucembeurg
Kl AZ Azehbaijan LV Latvia
El AA Bostia and Herzegoving ..o n ks BT A MOOTEa « « v o e e e e e et e
El BB Barbades : K] MDD Repullic of Maldovh .. ..o oovoiniiinnia, I
ﬂ nc BLI'-EEI"'IB ............................. m MG m.wﬂu ______________________________
EIBR Beazll ... ooovii e Wl MK The fagmer Yugostay Republic of Macedonia . ... ... -
E BY Belanm ., ..., i, ciias et e 'E i) Mﬂ]g\ﬂfﬂ
EIRZ Belize. ... ..., cccercrinroiinaniin-- B WO Maltwi ovovu e i et st aaa
El ca Camada B MO Meica -.oo.oiiinloen e
K] CH and LT Switeeriand and Lischtenstein fl MZ Mozambique
CN CHIBB . 0o oo s cvar e ranreaaia s Bl NO MNorway
ElcR CostaRica ........ et BINZ New Z8alth . vnvreereie oot iinsnnanes
BICU Cuba oo BLPL PO ¢0vnt e e ranninrennorasais
W] CZ Cassh Replblic . - voooveioen o Bl BT Bortugal oo oovooernn i n e
EIDE Germany ... e Kl RO Rowania
Bl DK Demmark .. ooooi e . ED MG Roussian FeOerton ... .eo...ecu.aoeis s
¥l DM Diminica El 5D Sudan
Elor Algeda .. oo vaoiiaeciiiace oo EJSE Sweden
EIBE Eftonia .. ..cooocvrcmanioninrooninny B %G Singaport
EJES SPAIM - v o covicvinosniriaiin aninnnra ElS0 Shovenia - ...... ... e e
HIF] Fillamd . ovoeroins v cnnmmannime e on vo BIBK Slavakilt ... - i
kKl GB United Kingdom Bl BL Siema Lemif . .. .. .uoervcsoneasiarareeinees
Kl GD Grenada Bl 1y Tejikstan......... e e e
EIGE Ceorgls . - o cveeiritinr i iniaaiaeaas Tl TM TRtkm&histan .. ovcvvnrcreroonma.arans
BT GH Ghana .. oo ovveiieeinenenanaccnnene TR TWREY «rovnren e a i
El GM Gambia Bl TT Trinidad spd Tobago ... vovriorioareanns
KD HR Cromlis oo oviearvcvninaases ovv..... TE1TZ Unitsd Republic of Tanzania
Bl HU Hungary ...oocovvvonrrccinrmoiinenn, UA Ulrgine ... ... .. e e
&l 10  Indonesia : EIUG Ueanda - vovvrinvinoarioner- e e
Ll (O Bl U8 Usited Stobes o ARBCCR . .+ .0 oo v o v
BT TN 10l . e n o oer et et UZ UZBEKISED . oo ove o vat e inenia st aans
El 15 [esland Bl WM VEREMAM . oerimrncmnecircinmtronnss
KTJP Japan ... ociaiieiaan e B yir vugeshawid ...
K] EE Eeoya......... b w e e Bl ZA South ARIGE oo vurceroirnn s
EIKG Kyrgyastan ... ... .aunioi i Bl ZW ZimbabWe . . ..o ouun e
] " ol Kared ., .. ..., designating 5 which have become
K e oo RS OfKIE. 72010 oo P e e o 1 et
Bl EZ Eacakhslan - ... cve o neianr s e -3 R L

Precantlonary Desiguation Statement: fn agdition o the designations madeabovs, theapplicant slzo makes under Rule4.5(6) all other
designatians which would be peemitied unset the PCT cxcapt any designstion(s) indicalsd in the Supphetmontal Box 25 being exceluded
from the scape of this statement. The applicant declares that those additional designations are subject to confitmation and that any
desigroation which isnet confiomed before the cxpiration of 15 manths ffom e priarity date i t be raarded as withdrawn by the applicant

a1 the expiration of that time limit, (Corffrmanion (Techading fees) mi regch the recerming Clitoe witior he S-onomth dane i) ]
Fom PCT/ROALD (Second sheer) (Tanuary 2001) Sae Notes fo the regquese form
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Box No. VI PRIORITY CLAIM [ Further priority clatms are indicated in the Supplerental Box,
Filing dj-m | ] lll:qumbeirl y Where earlier application is:
of carlier application of FATUEr applical] natignal application: | regiena! gpelication:™ | intematinpal application:
{day/monthivear] caytitry tegional CHlice Teceiving Office
item (1) — T T
28 FM?E’DQDDD GOIB5. 524 s
{28.02.00)
Ft:m {2} 1 (

ihem (3) Ii o

The receiving Gifice is ted to and pransmoit to the International Burean a ceptified copy

2y of the earlier application(s) fenly if the eurfmr application was fHed with the Office which for the
purpeses of the present iniernational upphm.rmn ix'the receiving Ofice) identified ahove as itémis):

* Where the eariior dppfiunm i & ARIFOY applicatiam, I b mrandatary to AT [y e amental Bax ar !u.u' and eounEy parly to tha Pary Coavearisn far pha

Protectian af Inditirial Froperty for whick that earliar gppileation wet flid {fudd 4, 10/, Supplesiensd

Box No, VIl INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY .

Cholee sl Toternations] Searching Authority (154} Hequest to wie resslits of earller search; raference ta that scarch ﬁ,n"urr:;:;'

(if two o mtore Internationg! Segrching Awihprities are sarch jad ot Intarngriona! Searching Authorit):
com te £ArTY our the incernatlonad séarch, indicats the ? hat begn carcied oUl by or reguaried fom the Mitsma { o
4 chosen 1he rua-letter code may be ured): Trate (daymonthivear) Numiber Country (ar mgiansl Cifice)

ISA/ ep ' B
Box Mo, VIl CHECK LIST: LANGUAGE OF FILING

I This nernationial gpplication cantafas | This intermationa) apbiicaiion is sccompscled by the item{s) marked below:
the foliowing number of sheets: 1. ] fee cateulation shest
recquest : 4| 2 17 separate signed power of atiomey
description (=xcluding) 3, [7] capy of general power of atiorney; reference number, if any:
sequence listing party 58} 4 [ statement explaining lack of signakre '
claims : T 5. [ priority decument(z) identificd in Box No. VI as itemns(s):
abstr.m . translation of intemational application into (Janguage):
dravwings - : 5 7. L separate indications concerning depasited microotganism of ather Biological material
;q::l;pﬁ:? Part , 10 §. B nucleotide andior amine acid sequence listing in computer readable form
" ———— | 3. [ other (specify): Transmittal Latler
Total numher_p_i‘ﬂets : 83 .
Figure of the drawings which Langulge of filing of the
should accompany the abstracy 14 internationa) application: EMGLISH

Box Na. X  SIGNATURE OF AFPLICANT OR AGENT

Mext 1o gach s:gndum indicate the nams of the person sgting and the capacity it which the person sighs (if such cupacfly it
airviouy from reading the requesy),

el S S

Erich E. VEITENHEIMER
Agentatiorney for Applleant

For meceiving Office use ondy S Draw
. Drawngs:

D TecEived:
D T o] red!

. Draie af actua) receipt of the purported
international application:

3. Comeeted date of actual receipt dut 16 Tater but
timely received papers or drawingd completing the
gm_w_d internatienal application:

Drate of timely receipt of the r ﬂ%ullﬂi
corrections under BCT Article [1{2)

5. international Searching Authority ]_'ﬁ Transmittal of search copy deiayed
{if twa or More are competent): 15A/ until search fee is paid

For International Bureau vse only

Diate af receipt of the record copy
by the Intematianal Bureau:

Form PCT/ROAG (last sheet) {faly 199E; reprint Tuly 1999) Lagalstar 1889, Fonn PCTRED See Motes fo the reiues form
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Industm y Comercio
o : SUPEKINTENDENCIA
REnussrros NEGS samos PARA PRESEH'I'&CIGN Y AGILIZAGION DEL TRAMITE

L T USUMUC  RADICADOR

I;PATEHTEDE muammn‘{?iy“"/--' - -Moosi.a PEUTLIDAD . {1 (%

P mdcadéﬂdequesem&l ndeunaﬁatante //f i1

= Datos da identificacion del olighafils 0 dela p&rsona que presenta!a solicitud (1 (1

‘o Dascripclin da i3 invenclda il 1

X Ulmgosdﬁsaraatcspuﬁnemes (1 1

‘e GﬂmrobanmdﬁPagudelastasasestaHeddas | A3 17

CUMPLETP«.E se T L INCOMPLETA (] ]
?ISEHDINDUSTRMLI 1L , |

e mqummmaamodemmﬂalnma (L

# Datps da dentificacion del selicitante o da la persona que presenta la soficitud. [V [}

Represantacidn gréficay fulc gridica del Dlsaﬁn lndus%nal 0 muestra del
material queincomporg el dlsafo:. .

(Y 1
Carnpmbarﬁe o pagode tag tasas estab&aidas (1 [

CGM?LETH 11 INCOMPLETA (] 1]

asaum DE mno [ _

« {ndlcacibnde qus sasollcla el registro da un Esquamada trazado, [) 1)
Datos da Identificaclén det-sollcitants 0 de la persona que presema la solicitud, (1 1]
Representacion grafica d X ssquema de trazado (]

. Compmbanta de pago de 1a., msm astabledﬁas. 2 0t

INCOMPLETA (1 [

Ay
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th‘hdmacl#ﬁ BEBTUET  HERRE Folics: tiR
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

E. S. D

REF: Expediente No.02 G75.735
Solicitud de Patente FASE NACHONAL
a favor de YALE UNIVERSITY

Titulada: METODO ¥ COMPOSICION PARA REDUCIR O
ELIMINAR LA TRANSMISION DE UN TRANSGENE

RAMIRO CASTRO DUQUE, vecino de Bogot§, portador de la tarjeta
profesional No. 1003, obrando comeo apoderado de |a sociedad YALE
UNIVERSITY, me permito anexar al presente escrito los siguientes
documentos:

1. Traduccién de la solicitud internacional al castellano (resumen,
descripcidn y reivindicaciones).

De la seficra jefe atentamente,

RAMIR® CASTRO DUQUE

C.C. No. 170.322 de Bogota
Codigo 340
Cra 7 No. 16-56 Piso 9

Bogota, Septiembre 09, 2002
CPBthsr.



METODOS Y COMPOSICIONES PARA REDUCIR O ELIMINAR
EA TRANSMISION DE UN TRANSGENE

REFERENCIAS CRUZADAS A SOLICITUDES RELACIONADAS
Esta solicitud reivindica prioridad de la Solicitud Provisional
60/185,524, presentada en Febrero 28, 2000, la cual se incorpora aqui a

modoe de referencia en su tofalidad.

DECLARACION DE DERECHOS A  INVENCIONES
REALIZADAS BAJO INVESTIGACION BAJO AUSPICIO
FEDERAL

Esta invencion se realiza parcialmente con el soporte del gobierno
bajo Concesién Nos. NIH GM R01 GM38148 y NSF 61-2558.

CAMPO DE LA INVENCION

Esta invencion se relaciona generalmente con la produccion,
manienimiento y controf de fransgenes en organismos encardHiicos
transgénicos que sufren meiosis donde polen o esperma puede cruzarse;
esto mcluye ammales transgénicos, células de plantas, tejidos de plaatas
y plantas completas. Mas especificamente, esta invenciéon se relaciona
con ¢l control de la transmision de iransgenes wediante gameios o
gametocitos machos y/o hembras. Los constructores v metodologias
genéticas de la presente invencion proporcionan la habilidad de coptrolar
el indeseado esparcimicnto de transgenes. Adicionalmente, esta
mvencidn iambién proporciona las berramientas y metodologias para
enriquecer un genema de planta, o cualquier ofro genoma eucariotico,

para eventos de transposicion dispersa y/o estable.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION



Todas las publicaciones y solicitudes de patente se incorporan a
modo de referencia en la misma extensién como si cada publicacion
individual o solicitud de patente fuera indicada especifica e

mdividualmente como incorporada a modo de referencia,

Las cosechas transgénicas y la aplicacion de biotecnologia estén
alterando dramdticamente los negocios de semillas y agroquimicos a
través del mundo. Las semillas de cosechas comercialmente importantes
s¢ han producido genéticamente por ingenieria para ser resistentes a
herbicidas y pestes, especialmente pestes de insectos. De acuerdo con
encuestas del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (Junio,
2000), el maiz, la soya y el algodén genéticamente modificados crecieron
en aproximadamente 25%, 54% y 61%, respectivamente, del total de

acres 1.8 para cada cosecha en el 2000,

La transmision no controlada de rasgos heter6logos en plantas de
cosecha comercialmente importantes es corrientemente un factor
importante a través del mundo y especialmente dentro de la comunidad
agricola. La indeseada diseminacién de polen transgénico puede no
intencionalmente afectar a los insectos benéficos y puede dar como
resullado ¢l esparcimiento de transgenes a especies de plantas
refacionadas que fieva a la contaminacion de productos alimenticios v [a

produccién de especies de malezas resistentes a herbicidas y pesticidas.

La industria de la biotecnologia v esta interesada en transferir
rasgos tales como tolerancias a sequia, insectos, enfermedades, salinidad,
helada y herbicidas en plantas cultivadas que puede conferir una ventaja
de adaptacion sobre las plantas silvesires. Varias especies de cosecha
son conocidas por ser compatibles con especies silvestres y es posible

que estos rasgoes puedan ser transferidos inadvertidamente a relacionados




de malezas silvestres a través de la hibridizacion sexual llevando a
posible perjuicio econdmico y ecologico. Debido a que la mayoria de ios
pastos de forraje y césped ha tenido relativamente poca domesticacion y
pueden ain ser considerados malezas en algunas instancias (por gjempio,
pasto de bermuda), hay una alta probabilidad de mayores problemas en la
ultima liberacién y uso de dichas plantas transformadas genéticamente.
Debide a que los pastos de forraje, en general, no estan altamente
domesticados, poseen caracteristicas de malezas, y se cruzan altamente,
pueden encontrarse especiales dificultades en la dltima liberacion de

pastos de forraje transgénicos.

Puede ser altamente deseable tener un método para prevenir la
indeseada transmision de rasgos heterdlogos en plantas de cosecha
comercialmente importantes. Si esto se puede lograr, la pérdida genética
de rasgos heterélogos puede tenerse bajo control y el esparcimiento de
estos rasgos a recipientes no deseados puede cortarse. Consecuentemente,
existe la mecesidad de un sistema genético que seleccione contra
gametocitos machos o hembras que contienen transgenes, previniendo,
eliminando o reduciendo asi la indeseada tramsmisién de rasgos
heterdlogos. En particular, existe una necesidad de un sistema genético
que permita la transmisién de gametocitos no transgénicos (es decir, del
tipo silvestre) mientras que previene la transmision de los gametocitos

transgenicos (es decir, heterdlogos) de la misma planta.

Consecuentemente, un objetivo de esta invencién es proporciohar
constructores de dcido nncleico recombinante v métodos para controlar,
reducir o ehminar la indeseada transmision de rasgos heterélogos en

plantas de cosecha comercialmente importantes.

RESUMEN DE LA INVENCION



La presente invencidn esta dirigida a constructores genéticos y
métodos para controlar el esparcimiento o diseminacion de rasgos
heterdlogos en plantas. El control se logra proporcionando un promotor
de sexo especifico enlazado operativamente a un gen suicida que
selecctona contra gametos machos o hembras que contienen el gen
suicida. El foco de gen suicida se denomina el "rasgo suicida
gametofitico” {GST) (Figura 1A). Enlazando un transgene de interés a un
gen suickda bajo ¢ contro)l de un promotor de sexo especifico, la
transmision del transgene a la progenie se elimina, reduce o previene

efectivamente, debido a que no se producirdn gametos que llevan el GST.

En un aspecto, se puede decir que la imvenciom consiste
ampliamente de un gen suicida bajo el control de un promotor especifico
a pelen enlazado a un transgene de interés. El complejo de transgene
puede introducirse dentro de un genoma de planta virgen y pueden
seleccionarse plantas que son hemizigosas para el complejo de transgene.
El tmico polen producido por la planta hemizigosa no tendra el complejo
de transgene debido a su enlace fisico al gen suicida. La diseminacién no
controlada del rasgo heterélogos codificado por el complejo de transgene
se previene consecuentemente puesto que no se produce polen que

coniiene el complejo de transgene.

Un segundo aspecto de la invencion esta basado en la colocacidn
del GST en cercana proximidad a un transposon para producir en
enriquecimiento selectivo de eventos de transposicion dispersa en células
de progenie puesto que unicamente aquellos gametos que no tienen el
foco GST seran viables. Puesto que una fraccién de las células de
progenic producidas a partir de gametos viables sufriran eventos de
trangposicién, el enriquecimiento selectivo de eventos de transposicion

dispersos se logra debido a que ¢l transposon no ¢s5td mas necesariamente




enlazado al GST (el GST destruye aquellos gametos que ingieren el foco
del gen GST) (Figura 1B).

Consecuentemente, la presenfe invencién proporciona sistemas
genéticos que pueden usarse para la eliminacién de un complejo de
transgene GST y para la seleccion de transposiciones no enlazadas,
Usando el GST conjuntamente con cualquier transgene, se puedeliminar
completamente la transmision de machos (o hembras en el caso de un
constructor suicida promotor especifico gametofitico de hembras) de

tanto el GST como el transgene asociado (Figura 2).

Esfa invencién proporciona constructores de acido nucleico que
comprenden un promotor especifico a gameto macho o gameto hembra
enlazado operativamente a un gen suicida, donde la combinacién de

dicho promotor y dicho gen suicida estd enlazada a un gene de interés,

Esta invencion properciona constructores de acido nucleico que
comprende un promotor especifico a gameto macho o gameto hembra
enlazado operativamente a un gen suicida, donde la combinacion de
promotor v el gen suicida estd enlazado a un gene de interés. Esta
invencion proporciona adicionalmente dichos constructores de acido
nucleico dondel promotor se selecciona a partir del grapo que consiste de
un promotor especifico a polen y un promotor especifico a dvulos. Esta
mvencion ain adicionalmente proporciona dichos constructores de acido
nucleico dondel gen suicida se seleceiona a partir del grupo que consiste
de barnasa, semilla de borla 2 y gen A de toxina de difteria. Esta
mvencion también proporciona dichos constructores de acido nucleico
dondel gene de interés se selecciona a partir del grupo que consiste de un

acido nucleico que codifica resistencia a herbicida, resistencia a



antibioticos, resistencia a insecticidas, fijacion deé nitrégeno, nutricion

mejorada v contenido de celulosa,

Esta invencién proporciona constructores de 4cido nucleico que
comprenden promotor especifico a polen o promotor especifice a ovulos
enlazado operativamente a un gen suicida seleccionado a partir del grupo
que consiste de barnasa, semilla de borla 2 y pen A de toxina de difteria;
donde la combinacion del promotor y ¢l gen suicida estd enlazada a un
gen de interés seleccionado a partir del grupo que consiste de un gen que
codifica resistencia a herbicida, resistencia a antibidtico, resistencia a
insecticidas, fijacion de nitrégeno, mejorada nutricién y contenido de

celulosa u otros rasgos agronomicos de interés,

Esta invenciéon proporciona métodos para reducir o eliminar la
transmisién macho de un foco de transgenes en una planta que
comprende:

a) transformar una célula de planta con un constructor de acido

nucleico dondel promotor especifico a pgamete macho esta

enlazado operativamente a un pen snicida, donde la combinacion
de dicho promotor y dicho gen suicida esta enlazada a un poli
nucledtido heterdlogo;

b) propagar dicha célula de planta transformada a través de meiosis

para producir gametos machos que no tienen dicho foco de

transgene.

Esta invencién también proporciona métodos para reducir o
eliminar la transmisién de machos de un foco de transgene en una planta

que comprende:

\\OD



a) transformar una célula de planta con un constructor de dcido
nucleico dondel promotor especifice a polen estd enlazado
operativamente a un gen suicida;
i} donde dicho gen suicida se selecciona a partir del grupo
que consiste de barnasa, semilla de borla 2 y gen A de
toxina de difteria;
ii) donde ta combinacidn de dicho promotor v dicho gen
suicida estd enlazada a un poli nucleétide heterélogo;
iii} donde dicho poli nucledtido heterdlogo se selecciona a
partir del grupo que consiste de DNA que codifica
resistencia a herbicidas, tesistencia a antibidticos,
resistencia a insecticidas, fijacién de nitrépeno, mejorada
nutricién y contenido de celulosa;

b) propagar dicha ¢célula de planta transformada a través de meiosis

para producir gametos machos que no tienen dicho foco de

transgene.

Esta invencién también proporciona métodos para reducir ©
eliminar fransmision hembra a un foco de transgene en una planta que
comprende:

a) transformar una ¢élula de planta con un constructor de acido

nucleico dondel promotor especifico a gameto hembra esta

¢nlazado operativamente a un gen suicida, donde la combinacion
de dicho promotor y dicho gen suicida esta enlazada a un poh
nuclestido heterdlogo;

b) propagar dicha célula de planta transformada a través de meiosis

para producir gametos hembra que no tiemen dicho foco de

transgene.



Esta invencién adicionalmente proporciona métodos para reducir o

gliminar transmision de hembras de un foco de transgene en una planta

gue comprende:
a) transformar una ¢élula de planta con un constructor de acido
nucleico donde un promotor e¢specifico a Svulos estd enlazado
operativamente a un gen suicida;
iy donde dicho gen suicida se selecciona a partir del grupo
que consiste de barnasa, semilla de borla 2 v gen A de
® toxina de difteria;
i i} donde la combinacion de dicho promotor y dicho gen
‘ suicida esta enlazada a un poli nucledtido heterélogo,
® iii} donde dicho poli nucledtido heterdlogo se selecciona a
partir del grupo que consiste de DNA que codifica
resistencia herbicidas, resistencia a antibidticos, resistencia a
insecticidas, fijacion de nitrégeno, mejorada nuiriciéon y
contenido de celulosa.
b) propagar dicha célula de planta transformada a través de meiosis
] para producir gametos hembras que no tienen dicho foco de

transgene,

Esta invencton también proporciona células de plantas
transformadas producidas mediante los métodos de la presente invencion
donde las células de plantas transformadas son hemizigosas para el

constructor de acido nucleico.

Esta invencion proporciona construcciones de acido nucleico que
comprenden un promotor especifico a gameto macho o gameto hembra
operativamente enlazados a un gen suicida donde la combinacion de
dicho promotor y dicho gen suicida estd enlazada a un elemento

transpenible. Esta invencidn también proporciona dichas construcciones
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de &cido nucleico que adicionalmente comprenden unc o mas genes de
transposasa. Esta invencion adicionalmente proporciona dichas
construcciones de acido nucleico que comprenden adicionalmente uno ¢
mas genes de interés. Esta invencion aun adiciopalmente proporciona
dichas construcciones de acido nucleico dondel gen de interés esta

asociado con el elemento transponible.

Esta invencidén proporciona construcciones de acido nucleico
donde un promotor especifico a polen o un promotor especifico a évulos
esta enlazado operativamente a un gen suicida seleccionado a partir del
grupo que consiste de barnasa, semilla de borla 2 v gen A de toxina de
difteria; donde la combinacion de dicho promotor y dicho gen suicida
estd enlazada a un transposon, donde dicho transposon comprende un
marcados de seleccidn seleccionado a partir del grupo que consiste de un
gen que codifica para resistencia a herbicidas, resistencia a antibidticos,
resistencia a insecticidas, fijacion de nitrégeno, nutricidon mejorada y
contenido de celulosa. Esta invencién también proporciona dichas
construcciones de acido nucleico dondel promotor se selecciona a partir
del grupo que consiste de un promotor especifico a polen y un promotor
especifico a ovulos. Esta invencidén también proporciona dichas
construcciones de 4cido nucleico dondel gen suicida se selecciona a partir
del grupo que consiste de bamasa, semilla de borla 2 y gen A de toxina
de diftena,

La presente invencion proporciona métodos para enriquecer
eventos de transposicion dispersos en una poblacion de progenie de
¢élulas de planta que comprende:

a) transformar una célula de planta con el constructor de 4cido

nucleico de una cualquiera de las anteriormente mencionadas
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construcciones de 4cido nucleico para producir una célula de
planta transformada;

b) propagar dicha célula de planta transformada a través de meiosis
para producir progenie de célula de planta donde los eventos de

transposicién dispersa son enriquecidos.

La presente invencién también proporciona dichos métodos que
incluyen el paso adicional de aislar la progenie de célula de planta donde
los eventos de transposicion dispersa son enriquecidos. La presente
invencion también proporciona células de plantas y plantas que contienen
eventos de transposicion dispersa y, particularmente, las células de

plantas y plantas son hemizigosas para el acido nucleico.

La presente invencidon proporciona construcciones de  acido
nucleico que comprenden un primer promotor dondel primer promotor
es un promotor especifico a gameto macho o gameto hembra enlazado
operativamente a un gen suicida y adicionalmente que comprende un
deido pucleico que codifica mna transposasa y un acido nucleico que
codifica un transposon. La presente invencién también proporciona
dichas construcciones de 4cido nucleico dondel transposon comprende un
segundo promotor enlazado operativamente a un marcador seleccionado,

dondel marcador seleccionado no es un gen suicida.

La presente invencién proporciona constructores de dcide nucleico
donde un promotor especifico a polen o un promotor especifico a ovulos
esta enlazado operativamente a un gen suicida seleccionado a partir del
grupo que consiste de barnasa, semilla de borla 2 y gen A de toxina de
difteria, donde Ja combinacién de dicho promotor y dicho gen suicida
esta enlazada a un acido nucleico que codifica transposasa; donde la

combinacitn de dicho promotor y dicho gen suicida enlazada a dicho
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deido nucleico que codifica transposasa comprende un foco de transgene
el cual adicionalmente comprende wn ftransposon; donde dicho
transposon comprende una secuencia de poli nucledtidos que codifica un
miembro seleccionado a partir del grupo que consiste de resistencia a
herbicidas, resistencia a antibioticos, resistencia a insecticidas, fijacion de
nitrégeno, nutricion mejorada y contemido de celulosa. La presente
invencidén proporciona dichas constructores de dcido nucleico dondel
promotor se selecciona a partir del grupe que consiste de un promgtor
especifico a polen y un promotor especifico a owvulos. La presente
invencién adicionalmente proporciona dichos comstructores de acwdo
nucleico dondel gen suicida se selecciona a partir del grupe que consiste
de barnasa, semilla de borla 2 y gen A de toxina de difteria. La presente
invencién también proporciona dichas construcciones de acido nugleico
dondel transposon comprende una secuencia de poli nucledtidos que
codifica wn miembro seleccionado a partir del grupo que consiste de
resistencia a herbicidas, resistencia a antibidticos, resistencia a
insecticidas, fijacion de nitrégeno, nutricion mejorada y contenido de

celulosa.

La presente invencion también proporciona wmétodos para
enriquecer establemente evenios de transposicion dispersa en una
poblacion de progenie de células de planta que comprende:

a) transformar una célula de planta con un constructor de acido

nucleico de la presente invencién para producir una célula de

planta transformada;

b) propagar dicha célula de planta transformada a través de meiosis

para producir progenie de células de planta donde se enriquecen

establemente eventos de transposicidn dispersa.
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La presente invencion también proporciona dichos métodos que
comprenden adicionalmente el paso de aisiar la progenie de células de
pianta donde son enriquecidos establemente eventos de transposicion
dispersa. La invenciéon adicionalmente proporciona células de plantas
aisladas mediante dichos métodos v plantas producidas a partir de las

células de plantas.

Esta invencion proporciona vectores que comprenden las
construcciones de acido nucleico de la presente invencion asi como
células huéspedes, células de plantas recombinantes y plantas
transgénicas que comprenden los vectores de la presente invencién, Mas
particularmente, esta fnvencidn proporciona dichas células y plantas
transgénicas que son hemizigosas para las comnstrucciones de acido

nucleico.

Otros objetivos, ventajas y caracteristicas de la presente invencion
seran evidentes para expertos en el arte ante la revision de la

especificacion y los dibujos aqui proporcionados.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

El anterior resumen, asi como la siguiente descripeion detallada de
la inveneidn, se entendera en mejor forma cuando se lea en conjuncidn
con los dibujos del apéndice. Con el propésito de ilustrar la invencion, se
muestran e¢n los dibujos modalidad({es) que son actualmente preferidas.
Debera entenderse, sin embargo, que la invencién no estd limitada a los
arteglos precisos e capacidades de instrumentacion mostradas.

En los dibujos:

La Figura 1A muestra un constructor ilustrative GST (Rasgo de
Esterilidad Gametofitica) donde un promotor ¢specifico a polen esta
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enlazado operativamenie a un gen suicida. El constructor GST puede
enlazarse fisicamente a un gen de interés para forma un complejo de
transgenes. E! constmctor GST se usa para prevenir o eliminar la

transmision del gen de interés.

La Figura 1B muestra un constructor ilustrative de GST enlazada a
un elemento transpomible vy una fuente de transposasa. Este constructor
puede usarse para enriquecer una poblacion de progenie de células de

planta para transposones establemente dispersos.

La Figura 2 muestra una estrategia generalizada para eliminar un
complejo de transgenes de productos meioticos y para seleccionar

transposiciones dispersas.
Las Figuras 3A y 3B muestran esquemas de constructores GST.

Las Figuras 4A y 4B mmesiran esquemas de constructores pYU9(M
y pYU9035, respectivamente.

{a Figura 5§ muestra un esquema de consituctor de transposasa
pYU846,

DESCRIPCION DETALLADA

A menos que se defina de otra forma, todos los términos técnicos y
cientificos usados aqui tienen ¢l mismo significado entendido
comunmente por una persona experta en el arte al ¢ual periensce esta
invencion. Aunque pueden usarse cualesquiera de los métodos y

materiales similares o equivalentes a aquellos aqui descritos en la



practica o prueba de la presente invencion, se describen los métodos y

materiales preferidos.

A partir de lo anterior se apreciard que las herramientas y métodos
de la presente imvencion tiener aplicacion en todas las plantas que
producen gametos. Dichas plantas incluyen, pero no estan limitadas a,
pastos de forraje, pastos de grama, legumbres de forraje, vegetales,

cosechas de campo, drboles y flores omamentales.

Definiciones

Tal como se usa aqui. el término “allele” se refiere a cualquiera de
E

las varias formas alternativas de un gen.

Tal como se usa aqui, ¢l término “planta de cosecha™ se refiere a
cualquier planta que crece con cualquier proposito comercial, incluyendo,
pero no limitada a los siguientes propésitos: produccion de semillas,
produccion de heno, use omamental, produccion de frutas, produccion de
bayas, produccién de vegetales, produccion de aceite, produccién de
proteinas, produccién de forrajes, pastos para animales, campos de golf,
gramas, produccion de flores, prados, control de erosion, abono verde,
mejora de suelo de tomeo/salud, produccidn de productos/drogas
farmacéuticas, produccion de aditivos para alimentos, productos para

fumar, produccién de pulpa y producciéon de madera.

Tal como se usa aqui, el término “polinizacion fransversal” o
“crecimiente transversal” se refiere al proceso mediante el cual el polen
de una flor en una planta se aplica (artificial o naturalmente) al dvulo

{estigma) de una flor en otra planta.
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Tal como se usa aqui, el término “cultivar” se refiere a una
variedad, cadena o raza de planta que ha sido producida mediante
técnicas horticolas o agronomicas v no se encuentra normalmente en

poblaciones silvestres.

El término “evento de transposicion dispersa” se refiere al
movimiento de un transposon tal que ya no estd enlazado (es decir, en

cercana proximidad) al lugar de entrada del transposon (lugar donante).

El término “hembra”™ se refiere a una planta que produce dvulos.
Las plantas hembras generalmente producen semillas después de la
fertilizacion, Una planta designada como una “planta hembra” puede
contener organos sexuales tanto macho como hembra. Altexrnativamente,
la “planta hembra” puede contener tnicamente 6rganos sexuales hembra
va sea naturalmente (por ejemplo, en especies dioeciosas) ¢ debido a

emasculacion (por ejemplo, mediante sellado deta).

Tal como se usa aqui, el término “generacion filial” se refiere a
cualquiera de las generaciones de células, tejidos n organismos que
siguen una generacion de padres particular. La generacion resultante de
un cmparejamiento de los padres es la primera generacion filial
(designada como “F1” ¢ “F,™), mientras que la resultante de cruce de
mdividuos F1 es la segunda generacion filial (designada como “F27 o
“F,™,

El término “gameto” se refiere a una célula reproductiva cuyo
nicles (v a menudo citoplasma) se fusiona con el de otro gameto de
origen similar pero de sexo opuesto para formar un zigoto, que tiene ¢l
potencial de desarrollarse en un nuevo individuo. Los gametos son

haploides v se diferencian en macho y hembra.
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El término "gen o gene" se refiere a cualquier segmento de ADN
asociado con una funcién bioldgica. Consecuentemente, los genes
incluyen, pero no estan limitados a, secuencias de codtficacion y/o las
secuencias regulatorias requeridas para su expresion. Los genes pueden
incluir también segmentos no expresados de ADN que, por ejemplo,
forman secuencias de reconocimiento para otras proteinas. Los genes
pueden obtenerse a partir de una variedad de fuentes, incluyendo
clonacién a partir de una fuente de interés o sintetizando a partir de
informacidn de secuencia conocida o predicha, y puede incluir secuencias

designadas para tener parametros deseados.

Tal como se usa aqui, ¢l término “genotipo™ se refiere a la
formacion genética de una célula individual, cultura de célula, tejido,

planta, o grupo de plantas.

Tal como se usa aqui, el término “hemizigosa” se refiere a wna
célula, tefido u organismo donde un gen esta presente dnicamente una
VE€Z en un genotipo, como un gen en una célula haploide u organismo, un
gen enlazado sexual en el sexo heterogamético, 0 un gen en un segmento
de cromosoma en una célula diploide u organismo donde su segmento

compafiero se ha eliminado.

Un "polt nucledtido heterdlogo” o un "acidoe nucleico heterélogo”
0 un "segmento exégeno de ADN" se refiere a un poli nucleétido, acido
nucleico o segmento de ADN que se origina a partir de una fuente
foranea a la célula huésped particular, o, si a partir de la misma fuente, se
modifica de su forma original. Consecuentemente, un gen heterélogo en
una célula huésped incluye un gen que es enddpgeno a la célula huésped
particular, pero ha side modificado. Consecuentemente, el término se

refiere a un segmento de ADN que es foraneo o heterdlogo a la célula, u

o

?/’;b
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homélogo a la célula pero en una posicién dentro del acido nucleico de la
célula huésped dondel elemento no se encuentra ordinariamente. Los
segmentos exogenos de ADN se expresan para lograr polipéptidos

exOgenos.

Un “rasgo heterdlogo” se refiere a un fenotipo impartido a la célula
huésped transformada u organismo transgénico mediante un segmento
exégeno de ADN, poli nucledtide heterélogo o acido nucleico
heterdlogo.

Tal como se ysa aqui, ¢l término “heterocigoio”™ se refiere a una
célula individual diploide o poliploide o una planta que tiene diferentes

alleles (formas de un gen dado) presentes por lo menos en un foco.

Tal como se usa aqui, el término “heterocigoto™ se reficre a la
presencia de diferentes alleles (formas de un gen dado) en un foco de gen

particular.

Tal como se usa aqui, ¢l término *homocigoto™ se refiere a una
¢élula individual o planta que tiene las mismas alleles en uno o mdas

focos.

Tal como se usa aqui, el término “homocigoto™ se refiere a la
presencia de alleles idénticas en uno o mas focos en segmentos de

cromosomas homélogos.

Tal como se nsa aqui, el término “hibrido™ se refiere a cualquier
célula individual, tejido o planta que resulta de un cruce entre padres que

dificre en uno o mas genes.
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Tal como se usa aqui, el término “criada sin mezcla” o “linea

criada sin mezcla™ se refiere a una cadena de cria relativamente real.

Tal como se usa aqui, el término “linea” se usa ampliamente para
incluir, pero no limitada a, un grupo de plantas propagadas vegetalmente
a partir de una dnica planta padre, via téenicas de cultivo de tejido o an
grupo de plantas criadas sin mezcla que son genéticamente muy similares
debido a que descienden de padre(s) comim(es). Una planta se dice que
“pertenece” a umna linea particular si (a) es una planta transformante
primaria {T0) regenerada a partir de material de esa linea; (b) tiene un
pedigri compuesto de una planta TO de esa linea; o (¢} es genéticamente
muy sumifar debido a un ancestro comiin (por ejemplo, via crianza o auto
cria). En este contexto, el término “pedigri” denota el linaje de una
planta, por ejemplo en términos de los cruces sexuales efectuados en
forma tal que un gen o una combinacién de genes, en condicién
heterocigota (hemizigosa) u homozigosa, imparte un rasgo deseado a la

planta.

Tal como se wsa aqui, el término “foco™ (plural; “focos™) se refiere
a cnalquier lugar que ha sido definido genéticamente. Un foco puede ser
un gén, ¢ parte de un gen, o una secuencia de ADN que tiepe algiin rol

regulatorio, y puede ser ocupado por diferentes secuencias.

El término “macho” se refiere a una planta que produce granos de
polen. La “planta macho™ generalmente se refiere al sexo que produce
gametos para fertilizar huevos. Una planta designada como una “planta
macho” puede contener 6rganos sexuales tanto machos como hembras.
Alternativamente, la “planta macho” puede imcamente contener érganos

sexuales machos ya sea naturalmente (por ejemplo, en especies
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dioeciosas) o debido a emasculacion (por ejemplo, removiendo los

0varios).

Tal como se usa aqui, el término “seleccion de masa™ se refiere a
una forma de seleccion donde plantas individuales se seleccionan y la

signiente generacién propagada a partir del agregado de sus semillas.

Tal como se usa aqui, los términos "acide nucleico” o "poli
nucledtido” se refiere a desoximbonucledtdos o rnbonucledtidos y sus
polimeros €n forma ya sea de simple o dable cadena. A menos que se
limite especificamente, los términos comprenden acidos nucleicos que
contienen analogos conocidos de nucledtidos naturales que tienen
similares propiedades de enlace como el referenciado acido nucleico y
son metabolizadas en una forma similar a Jos nucledétidos que ocurren
naturalmente. A menos que se indique de otra forma, wna secuencia
particular de acido nucleice también comprende implicitamente sus
variantes modificadas conservativamente (por gjemplo, sustituciones de
codon degenerado) v secuencias complementarias asi como la secuenhcia
explicitamente indicada. Especificamenie, las sustituciones de codon
degenerado pueden lograrse generando secmencias donde la tercera
posicion de uno o mas codones seleccionados (o todos) se sustituyen con
residuos de base mezclados y/o residuos de deoxinosma {Batzer v otros,
(1991) Acido nucleico Res. 19:5081; Ohtsuka y otros, (1985) J. Biol.
Chem. 260:2605-2608; Cassol y oiros, {1992); Rossolini y otros, {1994)
Mol. Cell. Probes &:91-98), El témmino dcide nucleico se usa
intercambiablemente con gen, ¢cADN, ¥y mARN codificado mediante un

gen.

Tal como se wsa aqui, un segmento de ADN se refiere como

"operativamente enlazado" cuando esti colocado en una relacion
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funcional con oo segmento de ADN. Por ejemplo, el ADN para una
secuencia de sefial estd enlazado operativamente a ADN que codifica un
polipéptido si esta expresado como una pre-proteina que participa en la
secrecion del polipéptido; un promotor o elevador estd endazado
operativamente a wna secuencia de codificacién si estimula la
transcripeidén de la secuencia. Generalimente, 1as secuencias de ADN que
estan enlazadas operativamente son contipwas, y en el caso de una
secuencia de sefial tanto contiguas como en fase de lectura, Sin embargo,
los elevadores no tienen que ser contiguos con las secuencias de
codificacion cuya transcripcion controlan. El enlace se cumple mediante
lipacién a lugares convenientes de restriccién o a adaptadores o

enlazadores insertados en su lupgar.

Tal come se usa aqui, el término “polinizacion abierta™ se refiere a
una poblacion de plantas poblacién que estd expuesta libremente a algin
flujo de genes, en oposicién a una cerrada donde hay una barrera efectiva

al flujo de genes.

Tal como se usa aqui, los términos “poblacion de polinizacion
abierta” o “variedad de polinizacién abierta” se refieren a plantas
normalmente capaces de por lo menos alguna fertilizacién cruzada,
seleccionada a un estdndar, que puede mostrar variacion pero que
también tiene una © més caracteristicas genotipicas o fenotipicas
mediante las cnales 1a poblacion o la variedad puede diferenciarse de
otras. Un hibrido, €} cual no tuene barreras a la polinizacidén cruzada, es
una poblacion de polinizacion abierta o una variedad de polimzacién

abierta.

Tal como se usa aqui, el término “dvulo™ se refiere al gametofito

hembra, mientras que ¢l término “polen” significa el gametofito macho,

/32
//Z,/
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Tal como se usa aqui, el término “promotor especifico a dvnlos” se
refiere ampliamente a una secuencia de deido nucleico que regula la
expresitm de secuencias de acido nucleico selectivamente en las células o
tejidos de una planta esencial para la formacion de dvulos y/o funcién v/o
limita la expresion de una secuencia de dcido nucleico al periodo de

formacion de dvulos en una planta.

Tal camo se usa aqui, el término “promotor especifice a polen” se
refiere ampliamente a una secuencia de acido nucleico que regula la
expresion de secuencias de acido nucleico selectivamente en las céhulas o
tejidos de una planta esencial para la formacién de pelen y/o funcién y/o
limita la expresién de una secuencia de acido nucleico al periodo de

formacién de polen en [a planta.

Tal como se usa aqui, el término “fenotipo” se refiere a los
caracteres observables de una célula individual, culiivo de células, planta,
o prupo de planias que resulta de la interaccidon entre ese desarrollo

genético individual {(es decir, genotipo) v el ambiente.

Tal como se usa aqui, ¢l término "planta" se refiere a plantas
completas, organos de plantas (por ejemplo, hojas, vastagos, raices, ets.),
semillas v ¢élulas de plantas y su progenie. La clase de plantas que
pueden usarse en los métodos de la invencion es generalmente fan amplia
como fa clase de plantas mayores disponibles por técnicas de
transformacién, incluyendo plantas tanto monocotiledoneas como

dicotileddneas.

Tal como se usa aqui, el término "promotor” se refiere a una region
de ADN involucrada en enlazar RNA polimeraza para imiciar

transcrpcion.



Tal como se usa aqui, ¢l términe “recombinante’™ se refiere a una
céhula, tejide o organismo que ha sufrido transformacion con ADN
recombinante. El recombinante original se designa como “RO” o “Ry.”
La auto regulacidn del RO produce una primera generacion transformada
designada como “R1” ¢ “R,.”

Tal como se usa aqui, el término “auto-incompatible™ significa la
falta, después del emparejade polinizacion, de un gamete macho y un
gameto hembra para loprar la fentilizacién, donde cada uno dellos es
capaz de umirse con otros gametos del grupe de cultivo después de

similar emparejado polinizacion (Mather, J. Genet. 25:215-235 (1943)),

Tal como se usa aqui, el término “auto polinizade™ o “anto-
polinizacion™ significa que ¢l polen de una flor en una planta cs aplicado
(artificial o naturalmente) al dvulo {estigma) de la misma o una flor

diferente en la misma planta.

Tal como se usa aqui, el término “¢vento de transposicion disperso
establemente” se refiere a una transposicion dispersa que sufre
adicionalmente transposiciones fales como eventos secundarios de

transposicion.

Tal como se usa aqui, ¢l término “gen suicida” ge retfiere a
cualquier gen que expresa un producto que es fatal para la célula que

expresa el gen suicida.

Tal como se usa aqui, el término “sintético” se refiere a una serie
de progenies derivadas mediante el entrecruce de una serie especifica de
clones o lincas de semillas propagadas. Un smi€tico puede contemner

mezclas de semillas resultantes de fertilizacion cruzada, auto, y sub,
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Tat coma se usa aqui, el término “iransformacion” se refiere a 1a
transferencia de acido nucleico (es decir, un polimero nucleétide) en una

célula.

Tal como se usa aqui, el término “transformacion genética” se
refiere a la transferencia e incorporacion de ADN, especialmente ADN

recombinante, dentro de una célula.

Tal como se usa aqui, el término “transformante™ se refiere a una
célula, tejido o organismo que ha sufrido transformacién. El
transformante original se designa como “T0” o “T,.” La auto regulacion
del TO produce una primera generacion transformada designada como
“T17 0 “T.”

Tal como s¢ usa aqui, el término “transgene” se refiere a dcido
nucleico que es msertado dentro de un organismo, célula huésped o

vector en una manera que asegura sa funcion,

Tal como se usa aqui, el térmipo “tfransgenice” se refiere a células,
cultives de ¢élulas, organismos, plantas, y progenie de plantas que han
recibido un gen foraneo ¢ modificado mediante uno de los wvarios
métodos de transformacién, dondel gen forinco o modificado es de la
misma o diferente especie de la especie de la planta, u organismo que

recibe ef gen fordneo o modificado.

Tal como se usa aqui, el término “fransposasa” se refiere a wna
gnzima, enzimas, o mis generalmente, una molécula o moléculas que

catalizan un evento de transposicion.



Tal como se usa aqui, el término “evento de transposicion” se
refiere al movimiento de un transposon desde un [ugar donante hasta un

lugar objetivo.

Tal como se usa aqui, €l término “transposon™ se refiere a un
elemento genético, que incluye pero no estd limitado a segmentos de

ADN o RNA que pueden moverse desde un lugar cromosémico a otro.

Tal como se usa aqui, el término “variedad” se refiere a una
subdivisiéon de una especie, que consiste de un grupe de individuos
dentro de la especie que son distintos en forma o funcién de otros

arreglos similares de individuos.

Tal como se usa aqui, el término "vector" se refiere ampliamente a
cualquier plasmido o virus que codifica un dcido nucleico exégeno. El
término puede también construirse para mcluir compuestos no plasmido
y no viral que facilitan la transferencia del dcido nucleico en vims o
células, tales como, por ejemplo, compuestos de poli lisina y similares. El
veetor puede ser un vector viral que es adecuado commo un vehiculo de
suministro para el sumimistro del Acido nucleico, o su mutante, a una
¢élula, o el vector puede ser un vector no viral que es adecuado para el
mismo proposite. Ejemplos de vectores wvirales y no virales para
suministro de ADN a células y tejidos son bien conocidos en el arte y se
describen, por ejempio, en Ma y otros, (1997, Proc. Natl Acad. Sci.
USA. 94:12744-12746). Ejemplos de vectores virales incluyen, pero no
estan bimitados a, un virus recombinante de vacuna, uwn adenovirus
recombinante, un retrovirus recombinante, un virus recombinante adeno
asociado, un virus recombinante de aves, y similares {Cranage y otros,
1986, EMBO I. 5:3057-3063; Solicitud de Patente Internacional No.
WO94/17810, publicada en Agosto 18, 1994; Solicitud de Patente
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Internacional No. W(094/23744, publicada en Octubre 27, 1994),
Ejyemplos de vectores no virales incluyen, perc no estan limitados a,

liposomas, denvados de poliamina de ADN, v similares.

RESUMEN DE LA INVENCION

Se describen construcciones y métodos para la destrccion de los
gametofitos machos ¢ hembras {micro esporas o mega esporas) para los
propésites deliminar la transmision de un foco de transgene (gen de
iateres). En una modalidad, la destruceidn de micro esporas se efectia
por ingenictia genética usando un promotor especifico a polen fusionado
a un apropiade gen smeida o a través del uso de mutaciones genéticas

que no pueden ser transmitidas a través de nne de los sexos.

Cuoando es hemizigosa, la transmisién que elimina un foco de
transgene se logra enlazando un pen de interés a un gen suicida bajo el
contro} de un promotor especifico a machos o hembras. Este constructor,
denommado el “rasgo suicida gametofitico™ (GST) induce la muerte de la
célula que se resiringe a micro esporas o mega esporas, reduciendo o
eliminando asi efectivamente la transmision del gen de interés que esta
enlazado al GST. Puesto que el constructor de GST/transgene ¢s
hemizigoso, 50% de los granos del pelen sera viable y no transgénico.
Consecuentemente, la transmision de un transgene puede controlarse
mientras que permite que ocumna la polimzacidn en forma tal de lograr la
fertilizacidon y obtener dltimamente un suministro de semmllas para plantar
0 uso en alimentos. Puesto que muchas plantas producen una super
abundancia de polen, 1a pérdida de 50% del polen producido no afectara
adversamente ¢l establecimiento de semillas para la mayoria de las
especies de plantas, Como un gjemplo, €l maiz (Zeg mays) produce tanto

como 107 granos de polen por dia para una planta en el pico de un

/

'



periodo de floracién de 7 dias (Coe y otros, La Genética del Maiz, En:
Maiz y Mejora del Maiz, Tercera Edicidn. Edstores: Sprague y otros,
(1988} pdginas 81 a 258).

La eliminaciéon de la transmision de machos de un foco de
transgene puede usarse también como una novedosa estrategia para
enriquecer eventos de transposicidén dispersos y/o estables. Esto se logra
por ingenieria de un “complejo de transgene™ que contiene un elemento
transpenible y/o gen de transposasa conjuntamente con un “rasgo suicida
gametofitico” (GST). El GST induce la muerte de fas células que estan
restringidas a micro esporas, reduciendc severamente la Iransmision
macho de las regiones cercanas de cromosomas y ofros transgenes,
incluyendo el transposon (elemento donante) y/c gen de transposasa
dentro del complejo de transgene.

Cuando ¢l complejo de transgene es heterocigoto en el padre,
aproximadamente 50% de micro esporas safrirdn  destruccion,
previniendo asi la transmision macho del complejo de tramsgene y
reduciendo en pran medida la trapsmision machko de los elementos
enlazados transpuestos. FEsta eliminacion del Iugar donante del
transposon y transposiciones cercanas tiene el efecto neto de enriquecer
al polen que comtiene transposiciones no enlazadas y elementos
transpuestos que se han recombinado con el complejo de transgene

donante.

Los eventos sobrevivientes de transposicion pueden seieccionarse
rapidamente incluyendo un gen marcador que se selecciona de herbicida
dentro del clemento transpomible. El GST puede también enlazarse
fisicamente a la fuente de transposasa para eliminar gametos que

contienen 1ma fuente de transposasa. Este amreglo previene la transmision
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de la fuente de transposasa a gametos, estabilizando asi ias inserciones en

subsecuentes gensraciones,

Todos los tres componentes — el gen suicida o mutacion, la fuente
de transposasa y el transposon — pueden desarrollarse por ingenieria
como una unidad para proporcicnar un método robusto de generar
transposiciones dispersas, estables. Una estrategia alternativa para la
destruccién de micro esporas es desarrollar por ingenieria la semi
esterilidad de los ovulos usando um rasgo suicida de mega espora para

eliminar la transmision de hembras del complejo de transgene,

L. Acidos nucleicos

A Promotores

Existen muchos ejemplos excelentes de adecuados promotores
para accionar la expresion especifica a polen en plantas. Promotores
especificos a polen se han identificado en muchas especics de plantas
tales como maiz. arroz, tomate, tabaco, Arabidopsis, Brassica, y olras
(Odell, T. O., y otros (1985) Naturaleza 313:810-812; Marrs, K. A., ¥
ofros, (1993) Dev Genet, Vol. 14/1:27-41; Kim, (1992) Transgenic Res,
Vol. 1/4:188-94; Carpenter, J. L., y otros (1992) Célula de planta Vol.
4/5:557-71; Atbani, D., y otros, (1992) Plant J. 2/3:331-42; Rommens, C.
M., y ofros (1992), Mol. Gen. Genet., Vol. 231/3:433-41; Kloeckener-
Gruissem, ¥ otros, (1992) Embe J, Vol, 11/1:157-66; Hamilton, D. A, ¥
otros, (1992), Plant Mol Biol, Vol. 18/2:211-18; Kyozuka, J., y ofros,
{1991}, Mol. Gen. Genet., Vol. 228/1-2:40-8; Albani, D., y otros (1991)
Plant Mol Biol Vol. 16/4:501-13; Twell, D, y otros {1991) Genes Deyv.
5/3:496.507; Thorsness, M. K., y otros, (1991) Dev. Biol Vol. 143/1:173-
84: McCormick, S., ¥ otros (1991) Symp Soc Exp Biol Vol. 45:229-44;
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Guerrero, F. D., y otros (1990) Mol Gen Genet Vol 224/2:161-8; Twell,
D, v otros, (1990) Desarrolio Vol. 109/3:703-13; Bichler, J., y otros
(1990} , Eur J Biochem Vol. 190/2:415-26; van Tunen, y ofros (1990),
Célula de planta Vol 2/5:393-401; Siebertz, B., y otros, {1989) Célula de
planta Vol 1/10:961-8; Sullivan, T. D., vy otros, (1989) Dev Genet Vol
10/6:412-24; Chen, J., vy otros (1987), Genetics Vol 116/3:469-77).
Varios ofros ¢jemplos de promotores especificos a polen pueden
encontrarse en el GenBank, Adicionales promotores se proporcionan
también en las Patentes US Nos. 5,086,169, 5756324, 5,633,438,
5,412,085; 5,545 546 v 6,172,279,

Hay también varios otros promotores eucaridticos especificos al
sexo adecuados para uso en la presente invencidén. Ejemplos incluyen: el
promotor Pgk-2 especifico a espermatofito de raton (Ando y otros (2000)
Biochem. Biophys. Res. Comm. 272/1:125-8); el promotor PACAP
especifico a testiculos (Daniel y otros (2000) Endocrinclogia,
141/3:1218-27); el promotor mSP-10 de ratén especifico a esperma
{Reddi y otros (1999) Biologia de la Reproduccion, 61/5:1256-66); el
promotor especifico a esperma de ratén (Ramara y otros (1998) J. Clin.
Invest. 102/2:371-8); los promotores de ratom y ratas H1t (vanWert y
otros (1996) J. Cell. Biochem. 60/3:348-62); los promotores humanos
PRMI, PRM2 y TNP2 especificos a esperma (Nelson y otros (1993)
Secuencia de ADN 5/6:329-37); ¢l promotor especifico al sexo
Drosophila exu (Crowley y otros (1995) Molec. Gen. Genet. 248/3:370-
4); el promotor ACE de testiculos de ratén (Zhou y otros {1995) Dev.
Genet. 16/2:201-9):; ¢l promotor de rata GHRH especifico
espermatogénico (Srivastava y otros (1995) Endocrinologia 136/4:1502-
8); el promotor especifico a testiculo Drosophila (Lankenaw y otros
(1994) Mol. Cell. Biol. 14/3:1764-75); e promotor de gen hst70
especifico a espermatofito (Widlak y otros (1994) Acta Biochim.
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Polonica 41/2:103-5), y el promotor especifico a esperma de ratén Prm-1
(Zambrowicz y otros (1993) Proc. Nat’l. Acad. Sci. USA 90/11:5071-5).

Para la presente invencién, cualquier promotor serd adecuado si el
promotor es especifico a un sexo (machos o hembras} y especificamente
acciona Ja expresion de gen despuds de meiosis I cuande los cromosomas
homélogos se han separado en dos células diferentes. Por ejemplo, la
expresion del gen en la tercera etapa de meiosis JI, Ja division post-
mitdtica de la micro espora que Yeva a la maduracion del polen, €l grano
madure de polen, o en ¢l grano de polen germinado, serdan adecuados

para la cortiente invencion,

B. Genes suicidas

Un aspecto del rasgo suicida gametofitico (GST) en la expresion
dirigida de un gen suicida para matar productos meioticos no deseados.
Ejemplos de genes cuya expresién resulta en la muerte de las células
incluye, pero no estin limitados a, aquellos que se han descrito en la
literatura incluyendo la bamasa (Custers, J. B., y otros, (1997} Plant Mol
Biol Vol. 35/6:689-99; Yazynin, S., y otros, (1999} FEBS Lett Vol.
452/3:351-4; Goldman, M. H, v otros, (1994) Embo J Vol. 13/13:2976-
B4, 1994), semilla de borla 2 (DeLong, A, y otros, (1993) Cell Vol
74/4:757-768), v el gen A de la toxina de difteria (Day, C. D., y otros,
(1993) Desarrolle Vol. 121/9:2887-95). Debido a que la expresion del
gen suicida esté confinada a post-meiosis I, Gnicamente €l 50% de los
gametos seran eliminados cvando el transgene ¢s hemizigoso y s
segrega normalmente en meiosis. Los gametos viables no esconderan el

gen sunicida.

X
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De acuerdo con otro aspecto de la invencion, la semi esterilidad
puede lograrse también usando tecnologia RNA conira sentido para
intibir 1a expresion de un gen, o genes, esencial para la viabilidad del

polen o huevo. Esta tecnologia se discute en mds detalle abajo.

Alternativamente, las mutaciones que son incapaces de transmision
a través de uno de los sexos, tales como retiros que no son transmitidas

por polen pueden también usarse para lograr la semi esterilidad.

Ejemplos especificos de genes suicidas incluyen, pero no estin

limitados a, lo signiente:

Semilla de borla 2 (ts2). La evidencia genética y molecular
muestra que el ts2 se requiere para la ¢liminacién de pistilo tanto en botla
como en espiguitas. La expresion de ts2 en células de pistilo es
coincidente con la pérdida de integridad nuclear y Ja muerte de las
células. No esta claro ¢6mo el producto del gen ts2 funciona en una
trayectoria de muerte de células. Sobre la base de su similitud con las
deshidrogenasas de alcohol de cadena corta, especialmente a las
deshidrogenasas hidroxi-esteroides, se teonzan dos posibilidades. El
producto ts2 puede metabolizar un sustrato, talvez un esteroide, requerido
para la viabilidad de las cétulas. Alternativamente, la accion del T32
puede dar como resultadn' 1a formacién de una molécula de sefializacion
que activa una respuesta de muerte de células. (Calderon-Urrea y otros,
(1999) Desarrollo, 126:435).

Cadena de Toxina A de difteria (DTA). La cadena de Toxina A de
difteria (DTA) inhibe la sintesis de proteinas, Greenfickd y otros, Proc.
Natl. Acad., Sci.;-USA, 80:6853 (1983); Palmiter y otros, Célla, 50:435
(1987).
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Pectato liase pelE. El pectate liase pelE de crisantemos Erwinia
ECI6 degrada la pectioa, causando lisis de células. Keen y otros, I
Bacteriologia, 168:595 {19863

I-urfl3 (TURF-13). T-urfl3 (TURF-13) de cms-T genomas
mitocondrias de maiz; este gen codifica un polipéptido designado URF13
que interrumpe las membranas de mitocondrias o membranas de plasma.
Braun y otros, Célula de Plantas, 2:153 (1990), Dewey vy otros, Proc.
Natl. Acad. Sci.:USA, 84:5374 (1987); Dewey v otros, Célula, 44:439
{1986).

Recombinasa Gin, Recombinasa Gin del gen fago Mu codifica una

recombinasa de AND de lugar especifico que causard amreglos de
genomas y pérdida de la viabilidad de las células cuando se expresa en
células de plantas. Maeser y otros, Mol. Gen. Genet., 230:170-176
(1991).

Sintetasa de indolo acido acético-lisina (i . La sintetasa de

indolo acido acético-lisina (iaal)) de Pseudomonas syringae codifica una
enzima que conjuga lisina al acido indolécetico (JAA). Cuando se
expresa en las células de plantas, causa desarrollos alterados debido al
retiro de IAA de la ¢élula via la conjugacién. Romano y otros, Genes y
Desartollo, 5:438-446 (1991}, Spena y otros, Mol. Gen; Genet., 227:203-
212 (1991); Roberto y otros, Proc. Natl. Acad, Sci..:USA, 87:5795-3801.

Bamiasa, Ribonucleasa de Baciflus amyloliquefaciens, también
conocida como bamasa, digiere mRNA en aquellas células donde se
expresa, llevando a la muerte de fas células. Mariani y ofras, Naturaleza
347:737-741 (1990); Mariani y otros, Naturaleza 357:384-387 (1992).
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Gen de toxina CyviA. El gen de toxina CytA del Bacillus

thuringiensis israeliensis codifica una proteina que mata mosquios y es
hemolitica. Cuando se expresa en células de plantas, causa la muerte de
la célula debido a la interrapcion de la membrana de 1a célula. McLean y
otros., J. Bacteriologia, 169:1017-1023 (1987), Ellar vy otros, U.S. Patente
No, 4,918,006 (1990},

Adecuados genes de muerte de células para uso como genes
smeidas en oftos organismos eucaridticos incluyen: PPCDY humana
{muerte de células programada 9 y el Gallus gailus pro-apoptotico
proteina p32 (Carim y otros {(1999) Citogenética v Genética de Células
(Suiza) 87/1-2:85-8); los genes de muerte de células programada C.
elegans CED-3 y EGL-1 (Hengartner v otros (1999) 54:213-22); el gen
que codifica €] homologo mamifero de C. elegans CED-3. ICE (enzima
interleukina-lbeta-conversion) (Kondo v otros (1998) Oftalmologia
Investigativa & Ciencia Visual 39/13:2769-74); los genes que codifican
ICE-como proieasas Ich-1L, CPP32beta, Mch2alpha y Mch3aipha
(Kondo v otros {1998) 58/5:962-7); o el gen de muerte de células de
mamiferos Nedd2 (Kumar v otros {1997} Leukemia 11 Suppl 3:385-6).

C. Transgeaes v Acidos Nucleicos Heterdlogos

Los genes introducidos exitosamente en plantas usando
metodologias de AND recombinante incluyen, pero no estan limitados a,
aquellos que codifican para las siguientes prateinas de almacenamiento
de raspos ; semillas, incluyendo proteinas de almacenamiento de semillas
de legumbres modificadas 7S (Patentes U.S. Nos. 5,508 468, 5,559223 y
5.576,203), tolerancia o resistencia herbicida (Pafentes U.5. Nos.
5,498,544 y 5,554,798, Powell vy otros, Ciencia 232:738-743 (1986);
Kanjewski y otros, Bio/Tech. 8:750-754 {1990}; Day y otros, Proc, Natl.
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Acad. Sci. USA 88:6721-6725 (1991)); fitasa (Patente U.S. No.
5,593,963); resistencia a bacterias, hongos, nematodos y pestes de
insectos, incluyendo resistencia a lo insectos lepiddpteros conferida por
el gen Bt (Patentes U.S, Nos. 3,597,945 y 5,597.946; Lider v otros,
Natyraleza 330:160-163; Johnson y otros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
86:9871-9875 (1989); Perlak y otros, Bio/Tech. 8:939-943 (1990));
lectinas (Patente U.S. No. 5,276,269}, v color de flores (Meyer vy ofros,
Naturaleza 330:677-678 (1987); Napoli y otros., Célula de planta 2:279-
289 (1990); van der Krol y otros, Célula de planta 2:291-299 (1990)).

De particular interés son los genes que confieren resistencia a un
herbicida. Ejemplos incluyen, pero no estan hmitados a, los siguientes:

(1) un herbicida que inhibe el punto de ¢crecimiento o meristema, tal
como una imidazalinona o una sulfonil wrea. Genes de ejemplo en esta
categoria codifican para enzimas mutantes ALS y AHAS como se
describe, por ejemplo, por Lee v otros, EMBQ J. 7: 1241 (1988), y Mika
y otros , Theor. Appl. Genet. 80: 449 (1990}, respectivamenie.

{(ii) Glifosato (resistencia impartida por sintasa mutante 5-
enolpyruvl-3-fosfikimata (EPSP) y aroA genes, respectivamente) y otros
compuestos de fosfono tales como glufosinato (fosfinotricina acefil
transferasa (PAT) y Streptomyces hyveroscopicus fosfinotricina acetil
transferasa (bar) genes), y pitidinoxi o fenoxi acidos propidmicos y
cicloshexonas {(ACCase genes inhibidores-codificadores}. Ver, por
ejemplo, la Patente T1.5. No. 4,940,835 a Shah y otros, la cual divulga la
secuencia de nuclettidos de una forma de EPSP gue puede confenr
resistencia a! glifosato. Una molécula de AND gue codifica un gen
mutante argA puede obtenerse bajo el nimere de acceso ATCC No.
39256, y la secuencia de nucledtidos del gen rmitante se divulga en la
Pateate U.S. No. 4,769,061 de Comai. La solicitud de patente Eurapea
No. 0 333 033 de Kumada y otros v 1a Patente U.S. No. 4,975.374 de
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Goodman y otros divulga secuencias de nucledtidos de genes de sintetasa
que confieren resistencia a herbicidas tales como L--fosfinotricina. La
secuencia de nucledtidos de un gen de fosfinotricina-acetil-transferasa se
proporciona en la solicitud Europea No. 0 242 246 de Leemans y otros
De Greef y otros, Bio/Tecnologia 7: 61 (1989), describe [a produccion de
plantas transgénicas que expresan genes quiméricos barrera que cedifican
para actividad de fosfinotricina acetil transferasa. Ejemplos de genes que
confieren resistencia a fenoxi dcidos propidnicos y cicloshexonas, tales
como setoxidima y haloxifop, son los genes Accl-S1, Acel-82 y Accl-
S3 descriios por Marshall v otros, Theor. Appl. Genet. 83: 435 (1992).
La expresion de un gen de Streptomyces barrera que codifica una
fosfinotricina acetil transferasa en plantas de maiz resulta en tolerancia al
herbicida fosfinotricina o pglufosinato (Patente U5, No. 5,489,520,

incarporada agui a modo de referencia).

Para algunas especies objetivo, se pueden preferir los marcadores
de seleccion de antibidticos o herbicidas. Marcadores de seleccidn usados
rutinariatmente en la transformacion incluyen el gen nptll el cual confiere
resisiencia a cananicing y antibidticos relacionados (Messing & Viemra,
Gene 19: 259-268 (1982); Bevan y ofros, Naturaleza 304:184-187
{1983)), el gen de barrera que confiere resistencia al herbicida
fosfinotricina (White y otros, Nucl Acids Res 18: 1062 (1990), Spencer y
otros. Theor Appl Genet 79: 625.631(1990)), ¢l gen hph que confiere
resistencia al antibidtico higromicina (Blochinger & Diggeimann, Mol
Cell Biol 4: 2929-2931), v el gen dhft, el cual confiere resistencia 2l
metotrexato (Bourouis y otros, EMBO I 2(7): 1699-1104 (1983)).

Las plantas transgénicas de alfalfa se ban producide usando un
nimero de diferentes genes aislados de especies tanto de alfalfa como no

de alfalfa incluyendo, pero mo limitadas a, las siguientes: el promotor de



un gen de nodulin fundido al gen de reporte gusA (Bauer y otros, El
diario de Plantas 10(1).91-105 (1996); ¢l gen de nodulin (Charon v otros,
Proc. Natl. Acad. de Sci. USA 94(16):8901-8906 (1997); Bauer y otros,
Interacciones moleculares de Planta-Microbio 10(1}:39-49 (1997}};
NADH-dependiente glutamato sintasa (Gantt, El Diario de Plantas
8(3):345-358 (1995)); fusiones de promotor-gusA para cada uno de los
tres genes de lectina (Bauchrowitz y otros, El Diario de Plantas 9(1):31-
43 (1996));, la enzima luciferasa del coral marino blando Renilla
remiforms fundido al promotor CaMV (Mayerhofer v otros, El Diario de
Plantas  7{(6):1031-1038 (1993)); Mn-superdxido dismutasa cADN
(MecKersie y otros, Fisiologia de las Plantas 111(4):1177-1181 (1996)};
genes sintéticos crylC que codifican un Bacillus thuringiensis delta-
endotoxina {Strizhov y otros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93(26):15012-~
15017 (1996)); glucanse (Dhxon y otros.,, Gene 179(1):61-71 (1996);
Masoud vy ofros, Investigacion transgénica 5(5):313-323)); v gen de hoja
de senescencia (Patents U.S. No. 5,689,042),

Genes transferidos exitosamente en trébol usando tecnologias de
ADN recombimante incluyen, pero 1o estdn limitados a, los siguientes:
cenes Bt (Voisey y ofros, supra), neomicina fosfotransferasa II
{Quesbenberry v otros, supra); el gen de lectina de arveja {Diaz y otros,
Fisiologia de las Plantas 109(4):1167-1177 (1993); Eijsden y otros,
Biologia Melecular de 1as Plantas 29(3):431-439 (1995)); ¢l promotor de
respuesta auxin GH3 (Larkin y otros, Investigacion transgénica 5(5):325-
335 (1996); pen de semilla de albumina de girasoles (Khan y otros,
Investigacion transgénica 5(3):179-185 (1996)); y genes que codifican las
enzimas de fosfinotricina aceti] transferasa, beta-glucuronidasa {GUS)
que codifica para resistencia al herbicida Basta®, neomicina

fosfotransferasa, y un inhibidor de alfa-amilasa (Khan y otros, supra).
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Otros transgenes de interés incluyen, pere no estan Limitadaos a,
aquellos que codifican para o relacionados con contenido de lignina,
contenido de celulosa, fijacién de nitrogeno, nutricion mejorada, color,

confenido de vitaminas y vacunas producidas en forma recombinante.

D. Sistemas de Recombinacion Especificos a Lugares

Los métodos v construcciones para el objetivo de secuencias de
ADN para insercion dentro de un foco particular de ADN, mientras que
permite ¢l retiro de secuencias de ADN insertadas al azar que ocurren
como un producto colateral de procedimientos de transformacion, se
describen en las patentes U.S. Nos. 5,527,695 v 6,114,600, una manera
de retirar estas inserciones al azar es utilizar un sistema de recombinasa
especifico a lugar. En general, un sistera de recombinasa especifico a
lugar consiste de tres elementos: dos pares de secuencia de ADN (las
secuencias de recombinacion especificas a lugar) y una enzima especifica
(1a recombinasa especifica a lugar). La recombinasa especifica a lugar
catalizara una reaccion de recombinacidn reaccidn Unicamente enire dos

secuencias de recombinacion especificas a tugar,

Un ntunero de dhferentes sistemas de recombinasa especificos a
lugar pueden wsarse, incluyendo pero no limitado al sistema Cre/lox de
bacteria fago P1, ¢! sisterna FLP/FRT de veso, la recombinasa Gin de
fago Mu, Ia recombinasa Pin de E. coli, ¥ el sistema R/RS del plasmido
pSR1. los dos sistemas preferidos de recombinasa especifica a lugares
son los sistemas bacteriofagos P1 Cre/lox y yeso FLF/FRT. En estos
sistemas una recombinasa (Cre o FLP} interactuara especificamente con
st respectiva secuencia de recombinacion especifica a lugares (lox o FRT
respectivamente) para invertir ¢ ejercer las secuencias que intervienen.

La secuencia para cada uno de estos dos sistemas s relativamente corta
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(34 bp para lox v 47 bp para FRT). Corrientemente el sistema FLP/FRT
de yeso es el sistema preferido de recombinasa especifico a lugar puesto
que funciona normalmente en un organismo eucaridtico (yeso), y esta
bien caracterizado. Se comsidera que el origen eucariético del sistema
FLP/FRT permite al sistema FLP/FRT funcionar més eficientemente en
células eucaridticas que los sistemas procaridticos de recombinasa

¢specificos a lugares.

El sisttma de recombinasa FLP/FRT se ha demostrado que
funciona eficientemente en células de plantas. Expenmentos sobre el
desempefic del sistema FLP/FRT en protoplastos tanto de maiz como de
arroz indica qu?e la estructura de lugar de FRT, y la cantidad de la
proteina FLP presente, afecta la actividad de escision. En general, los
lugares de FRT incompleta llevan a mayor acumulacion de producios de
ascision que los lugares FRT de total longitud completa. Los sistemas de
recombinacién especificos a lugares pueden catalizar las reacciones tanto
entre como intermoleculares en protoplastos de maiz, indicando que el
sistema puede usarse para reacciones de escision de ADN asi como
integracién. La reaceidn de recombinacion es reversible y esta capacidad
de reversién puede comprometer la eficiencia de la reaccion en cada
direccion. Alterando la estructura de las secuencias de recombinacién
especificas a lugares es una aproximacion al remedio de esta situacion,
La secuencia de recombinacidn especifica a lugares puede ser mutada en
una manera que el producto de la reaccion de recombinacion no es mas
reconocida como un sustrato para la reaccidn reversa, estabilizando asi el

evento de integracion o escision.
E. Vectores

Unidades de Expresion para Expresar ADN Exogeno en una Planta

1A
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Como se menciond arriba, varias modalidades de la presente
invencién emplean unidades de expresion (o vectores o sistemas de
expresion) para expresar una secuencia de 4cido nucleico suministrada en
forma exégena en una planta. Los métodos para generar unidades/
sistemas/vectores de expresion para uso en plantas son bien conocidos en
el arte y pueden adaptarse facilmente para uso en la presente invencion.
Un artesano experto puede factlmente usar cualquier apropiado sistema
de planta/vector/expresion en los actuales métodos siguiendo los

lineamientes aqui provistos,

Los elementos de control de expresion usados para regular la
expicsion de la proteina puede ser ya sea el elemento de control de
expresiéon que se encuentra normalmente asociado con la secuencia de
codificacion (elemento homélogo de expresion) o puede ser un elemento
heterdlogo de control de expresién. Una variedad delementos de control
de expresién homélogos v heterologos se conocen en ¢l arte y pueden
usarse facilmente para hacer las unidades de expresidn para uso en la
presente invencién. Las regiones de iniciacion de transcripeion, por
gjemplo, pueden incluir cualquiera de las varias regiones de iniciacion
opinas, lales como octopina, manopina, nopalina y similares que se
encucniran en los plasmidos Ti de Agrobacterium tumafacians.
Alternativamente, los promotores virales de plantas pueden usarse
también, tales como los promotores de virus mosaicos de coliflor 358
para controlar la expresion de genes en una planta. Por ulumo, los
promotores de plantas tales como el promotor prolifero, especificos a
frutas, promotor Ap3, promoiores de choque de calor, promotores
especificos a semillas, ete. Pueden también usarse. Los promotores mas

preferidos seran mis activos en gametos machaos 0 hembras.

8%
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Ya sea un promotor especifico a gametos, un promotor constitutivo
(tal como el promotor CaMV o Nos}, un promotor especifico a érganos
(12l como el promotor del tomate E8) o uwn promotor inducible estd
tipicamente ligado 2 Ia proteina o regidn de codificacion contra sentido
usando técnicas estandares conocidas en el arte, La unidad de expresién
puede optimizarse adicionalmente empleando elementos suplementarios

tales como terminadores de transcripeidn y/o elementos mejoradores.

Consecuentemente, para expresién en plantas, las unidades de
expresion contendran tipicamente, en adicion a la secuencia de proteinas,
una region promotora de plantas, un lugar de iniciacién de transcripeion y
una secuencia de terminacién de transcripeion, Los unicos lugares de
restriceién de enzimas en los extremos 5' y 3' de 1a unidad de expresién
se Incluyen tipicamente para permitrr la facil insercién dentro de un

vector preexistente.

En ¢l comstfucfor de promotor heterdlogo/gen estructural ©
combinaciones conira sentido, ¢l promotor esta colocado preferiblemente
alrededor de la misma distancia del lugar de inicio de transcripcion
heterdloga como lo es desdel lugar de inicio de la transcripeion en su
asentamiento natural. Como se conoce en el arfe, sin embargo, alguna
variacién en esta distancia puede acomodarse gin pérdida de la funcién

promotora,

En adicion a una secuencia promotora, ¢l casete de expresion
puede contener también una regién de ferminacién de transcripcion
corrtentes abaje del gen estructural para proporcionar una terminacion
eficiente. La regién de terminacion puede obtenerse a partir del mismo
gen como la secuencia promofora o puede obtenerse a partir de genes

diferentes. Si la mRNA codificada por €l gen estructural va a ser
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procesada eficientemente, las secuencias de DNA que dirigen la poli
adenilacion del RNA se agregan también cominmente a ¢l constructor
del vector. Las secuencias de poli ademilacion incluyen, pero no estan
limitadas a la sefial de sintasa octopina Agrobacterium (Gielen y otros,
EMBO J 3:835-846 (1984)) o la sefial de sintasa nopalina (Depicker y
otros, Mol, v Appl. Genet. 1;561-573 (1982)).

La unidad de expresion resultante esta ligada dentro o construida
de otra forma para ser incluida en un vector que es apropiado para mayor
transformacion de plantas, El vector contended también tipicamente un
gen marcador de seleccion mediante el cual las células de plantas
transformadas pueden identificarse en el cultivo. Usualmente, <l gen
marcador codificard la resistencia a antibidticos. Estos marcadores
incluven resisiencia a G418, higromicina, bleomicina, camamicina, ¥y
gentamicina, Después de transformar las coélulas de plantas, aquellas
células que tiene el vector seran identificadas por su halmlidad para crecer
en un medic que contiene el antibidtico particular. Las secuencias de
replicacion, de origen bacterial o viral, también se incluyen generalmente
para permitir que el vector a ser clonado en un huésped bacterial o fago,
preferiblemente un amplio range huésped de origen procariotico de
replicacion se incluye. Un marcador de seleccion para bacterias puede
incluirse también para permitir la selecciéon de células bacteriales que
lHevan el constructor deseada. Adecuados marcadores de seleccidn
procaridticos también incluyen resistencia a antibioticos tales como

ampicilina, canamicina o tetraciclina,

Otras secuencias de ADN que codifican adicionales funciones
pueden también estar presentes en el vector, como se conoce en el arte,

Por ejemplo, en el caso de transformaciones de Agrobacterium, las
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secuencias de T-ADN también estaran incluidas para subsiguiente

transferencia a cromosomas de planias,

Las secuencias de la presente invencitn pueden también fusionarse
a varias otras moléculas de 4cido nucleico tales como los Tags de
Secuencia Expresada (ESTs), epitopes o marcadores fluorescentes de

proteina

Los ESTs son fragmentos de genes, tipicamente 300 a 400
nucledtidos en longitud, secuenciados desdel extremo 3' ¢ 5' de los clones
complementanios de ADN (cADN), Casi 30 000 Arabidopsis thaliana
ESTs se han producide por un consorcio Francés v Americano {Delseny
y otros, FEBS Lett. 405(2):129-132 (1997), Base de Datos de
Arabidopsis thaliana, http://genoma. www stanford.edu/Arabidopsis).
Para una discusién del analisis de los patrones de expresion de genes
derivados de grandes bases de datos EST, ver, por ejemplo, M. R.
Fannon, TIBTECH 14:294-298 (1996).

Las sondas de proteina fluoregcentes biologicamente compatibles,
particularmente, 1a proteina fluorescente verde de auto-ensamble (GFP)
de Ia Aequorea victoria del pez dorado, han revolucionade la
investigacion en células, biologia molecular y de desarrollo debido a que
permiten la visualizacién de eventos bioquimicos en las células vivas
{Murphy y otros, Curr. Biol. 7(11):870-876 (1997); Grebenok y otros,
Plant J. 11(3):573-586 (1997); Pang y otros, Plant Physiol, 112(3)
{(1996); Chiu y otros, Curr. Biol. 6(3):325-330 (1996); Plautz y otros,
Gen 173(1):83-87 (1996); Sheen y otros, Plant J. 8(5).777-784 (1993)).

La muta-génesis dirigida a lugar se ha usado para desarrollar una
versidn mas soluble del GFP de codon modificade GFP (smGFP).



Cuando se introduce en Arabidopsis, mayor florescencia se observo
cuando se compard al GFP de codon modificade, implicande que el
smGFP es 'mas brillante' debido a que mas de €l estd presente en una
forma soluble y funcional (Davis y otros, Plant Mol, Biol. 36(4):521-528
(1998)). Fusionando genes que codifican GFP y beta-glucuronidasa
(GUS), los investigadores pudieron crear una serie de construcciones de
reporte de dos funciones que son optimizados para usc en sistemas de
transiente y expresion estable em plantas, incluyendo Arabidopsis
(Quaedvlieg y otros Plant Mol. Biol. 37(4);715-727 (1998)).

Berger y otros, (Dev. Biol. 194(2):226-234 (1998)) reporte de
aislamiento de uma linea de marcador GFP para células epidérmicas
hipocotilo de Arabidopsiss. Las proteinas de fusion de GFP se han usado
para localizar y caracterizar un nimero de genes de Arabidopsis,
incluyendo pirofosfato de geranilgeranil (GGPP) (Zhu y otros, Plant Mol.
Biol. 35(3):331-341 (1997).

(Genes No habilitadores

Un ejemplo de una efectiva modificacién no habilitadora puede ser
un inico retire de nuclediidos que ocurre al comienzo de un gen que
puede producir una estructura de lectura de traslacién. Dicha estructura
puede inhabilitar el gen, dado como resultado un producto de gen no
expresable e interrumpiendo consecuentemente la produccion de proteina
funcional mediante ese gen. Si el gen no modificado codifica una
proteasa, por ejemplo, la produccion de proteasa por el gen puede
interrumpirse si las regiones regulatorias o las regiones de codificacién

del gen de proteasa son interrumpidas.



Agdicionalmente a inhabilitar genes retirando nucleétidos, causando
una estructura de lectura de transicion, la inhabilitacion de Ias
modificactones puede también ser posible mediante ofras técnicas que
incluyen inserciones, sustituciones, inversiones o transversiones de
nucleotidos dentro del gen de ANA que puede prevenir efectivamente la
formacién de la proteina codificada por el ADN.

Esta también dentro de las capacidades de una persona experta en
¢l arte inhabilitar genes mediante el uso de métodos menos especificos.
Ejemplos de métodos menos especificos pueden ser el uso de mutigenos
quimicos tales como hidroxilamina o nitrosoguanidina o el uso de
radiacion de mutagenos tales como radiacion gamma o radiacion
ultravioleta a genes mutados al azar, Dichas cadenas mutadas pueden, por
suerte, contener genes inhabilitados en forma tal que los genes no fueron
mas capaces de producir proteinas funcionales para uno o mds de los
domintos. La presencia de los desecados genes inhabilitados puede
detectarse mediante técnicas de tamiz de rutina. Para guia adicional, ver
la Patente U.S. No. 5,759,538,

Veciores de Codificacidn Contra Sentido

Los métodos para inhibir la expresion en plantas usando
consiraceiones de contra sentido, incluyendo Ja generaciom de secuencias
contra sentido en el sitio se describen, por ¢jemplo, en las Patentes U.S.
5,107,065; 5,254,800, 5,356,799; 5,728,926, v 6,184,439 las dltimas dos
patentes que se titulan: “Sistemas de gencs contra sentido de contrel de

polinizacion para la produceion de semillas hibridas™.

Otros métodos que pueden usarse para inhibir la expresién de un

gen enddgeno en una planta puede usarse también en los presentes
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- métodos. Por ejemplo, la formacitn de una hélice triple en wna regidn
esencial de un gen diplex sirve a este propdsito. El cédigo triple, que
permite el disefio del participante de cadena iinica apropiada también se
conoce en el arfe. (Ver H. E. Moser, y ofros, Ciencia 238:645-650
(1987) y M. Cooney, vy ofros, Clencia 241:456-459 (1988)). Regiones en
las secuencias de control que contienen alargamientos de bases de purina
son objefivos particularmente atractivos. La formacion de hélice friple
comjuntamente con foto reticulacion se describe, por ejemplo, en D.
Praseuth, v otros, Proc, Nat’l Acad. Sci. USA 85:1,349-1,333 (1988).

IL Transformacién

A. Transformacion de Plantas

Para introducir un gen deseado o serie de genes mediante métodos
convencionales se requiere un cruce sexual entre dos lineas, y entonces
repetir ¢l cruce en retroceso entre desarrollo hibrido v uno de los padres
hasta que se obtiene yna planta con las deseadas caracteristicas. Este
proceso, sin embargo, esti restringido a plantas que pueden hibridizar

sexualmente, y genes en adicién al gen deseado se transformara.

Las técnicas de ADN recombinante permiten a los investigadores
de plantas sobrepasar estas limitaciones permitiendo a los genetistas de
plantas identificar y clonar genes especificos para rasgos deseados, tales
como resistencia 2 una peste de insectos, ¢ introducir estos genes en
variedades de plantas ya utiles. Una vez que los genes fordneos se han
introducido dentro de una plantz, esa planta puede entonces usarse en
esquemas convencionales de cultivo de plantas {por gjemplo, cultive de

pedigri, esquemas de cultivo descendente de semilla tnica, s¢leceidn
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reciproca recurrente) para producir progenie que también contiene €l gen

de interés,

Los genes pueden introducirse en una forma dirigida a lugar
usando recombinacion homdloga. La recombinacién homologa permite
modificaciones especificas a lugar en genes endogenos vy
consecuentemente Mmutaciones imherentes o adquiridas pueden corregirse,

y/o novedosas alteraciones pueden hacerse por tngenieria en el genoma.
La recombinacion homologa y la integracion dirigida a lugares en
plantas se discuten en las Patentes UU.S. Nos. 5,451,513; 5,501,967 ¥

5,527,695.

B Meétodos de Transformacian

Los métodos de producir plantas transgénicas son bien conocidas
para aguellos expertos en ¢l arte. Las plantas transgénicas pueden ahora
producirse mediante una variedad de diferentes méiodos de
transformacién que inchryen, pero no estan limitados a, electroporacion;
micro inyeccion; micro bombardeo de proyectiles, también conocido
como aceleracién de particulas o bombardeo balistico; transformacion
mediada por virus; y transformacién mediada por agro bacterias (ver, por
ejemplo, las Patentes U.S. Nos. 5405765, 5,472,869, 5,538 877;
5,538,880; 5,550,318, 5,641,664; 5,736,369 y 5,736369; Walson y ofros,
ADN recombinante, Libros Cientificos Americanos (1992); Hinchee ¥
otras, Bio/Tech. 6:915-922 (1988); McCabe vy otros, Bio/Tech. 6:923-926
(1988); Torivama y otros, Bio/Tech. 6:1072-1074 (1988); Fromm ¥
otros, Bio/Tech. 8:833-839 (1990}, Mullins y otros, Bio/Tech. 8:833-839
(1990): v, Raineri y otros, Bio/Tech. 8:33-38 (1990)).

X



Las plantas de alfalfa transgénicas s¢ han producido mediante
muchos de estos métodos que incluyen, pero no estin limitados a,
transformacién mediada de agro bacterias (Wang y otros, Diario
Australiano de Fisiologia de Plantas 23(3):263-270 (1996); Hoffman y
otros, Interacciones Moleculares de Plantas-Microbios 10(3):307-315
{1997); Trieu y otros, Reportes de Células de planta 16:6-11 (1996)) v
aceleracion de particulas (Patente U.S. No. 5,324,646).

La transformacion también se ha llevado a cabo exitosamente en
trébol usando transformacion mediada por agro bacterias (Voisey y ofros,
Ciencia y Tecnologia de Control Bioldégico 4(4):475-481 (1994},
Quesbenberry y otros, Ciencia de las cosechas 36(4):1045-1048(1996);
Khan vy otros, Fisiologia de Plantas 105(1):81-88 (1994); Voisey y otros,
Repories de Células de planta 13(6):309-314 (1994)).

La transformacién genética se ha reportado también en numerosas
especies de forraje v pastos (Conger B.V. Genetic Transfermacién de
Pastos de Forraje en Tecnologias Molecular y Celular para la Mejora de
Forraje, CSSA Especial Publicacion No. 26, Sociedad de América de la
Ciencia de las Cosechas, In¢. E.C. Brummer y otros Eds. 1998, paginas
49-58). Estas incluyen pasto de orquidea (Dacivlis glomerata L.}, cafiuela
alta (Festuca arundipacea Schreb) cafivela roja (Festuca rubra L.),
cafivela de pradera {Festuca prafensis Huds.) ballico perenne {Lolium
perenne L.) agrostide crepado {Agrestis pafustris Huds) y agrostide
(Agrostis alba L.).

Exitosa transferencia de genes en dichos forrajes y céspedes se ha
llevado a cabo mediante toma directa de ADN por protoplastos y
mediante bombardeo de células o tejidos con micro proyectiles revestidos

de ADN. En ambos casos, la transferencia estd regida por la total
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regeneracién de la planta. Mucho del trabajo se ha centrado en protocolos
de desarrollo y mejoras para la transformacion y han usado el gen de
reporte uidA codificando para —glucouronidasa (GUS) y la barrera de
marcador de seleccidn que confiere tolerancia a herbicidas basados en
fosfinotricina. La prueba de la transformacion se ha provisto mediante
técnicas de la reaccidn de cadena de polimeraza (PCR), analisis de
hibridizacién nortefia de RNA transerita, analisis de mancha del este de
proteina soluble (producto de gen), e hibridizacion surefia de mancha de

total ADN gendmico.

II1. Hemizigosidad

Una planta transgénica formada usando métodos de transformacion
de Agrobacterium contiene tipicamente un UNICo gen en UN Cromosoma,
aungue miltiples copias son posibles. Dichas plantas transgénicas pueden
referirse como hemizigosas para el gen agregado. Un nombre mas
preciso para dicha planta es un segregante independiente, debido a que
cada planta transformada representa un Unico evento de integracion T-
ADN (Patente U.5. No. 6,156,953). Un foco de transgene se caracteriza
gencralmente por la presencia y/o ansencta del transgene. Un genotipo
heterozigoso donde una allele corresponde a la ausencia del transgene se
designa también hemizigoso (Patente 1.S. No. 0,008,437).

Asumiendo hemizigosidad normal, la auto-reproduccion resultard
en maxima segregacién genotipica en la primera generacion
recombinante auto-reproducida, también conocida como la generacion
Rl o R, La generacion R1 se produce auto-reproduccion de la linea
recombinante original, también conocida como la generacion RO o Ro.
Debido a que cada inserto actia como una allele dominante, en ausencia

de enlace y asumiendo que dnicamente un inserto hemizigoso se requicre



para expresion de tolerancia, un inserto puede segregar 3:1, dos insertos,
15:1, tres insertos, 63:1, etc. Consecuentemente, relativamente pocas
plantas R1 necesitan crecer para encontrar por 1o menos wn fenotipe de
resistencia (Patentes U.S. Nos.5,436,175 y 5,776,760).

Como s¢ menciond arriba, la auto-polinizacion de la planta
regenerada transgénica hemizigosa puede producir progenie equivalente
a un F2 donde aproximadamente 25% pueden ser plantas homozigosas
transgénicas. La auto-polinizacién v cruce de prucba de la progenie F2 a
plantas de control no transformadas pueden usarse para identificar las
plantas homozigosas transgénicas y mantener la linea. Si la progenie
inicialmente obtenida para una planta regenerada fuera de polintzacion
cruzada, entonces Jla identificacion de las plantas homozigosas
transgémicas requeritd wna generacién adicional de auto-polinizacion
(Patente U.S. 5,545,545).

1V. Semi-Esterilidad v Filtro de Esterilidad Genética

A. El o de Esterilidad Gametofitica (GST

El GST puede estar compuesto de dos o tres elementos: un
promotor especifico a sexo, un gen suicida y, opcionalmente, Una region
que codifica un transposon y/o trangposasa. Normalmente, el constructor
GST termina en un elemento terminador de transcripeion. La inclusion de
un fransposon 0 una fuente de transposasa es especifica a la aplicacion de
seleccidn para transposiciones dispersas y no $€ usa necesariamente para

¢l proposito deliminacion de la fransmision de transgenes.

Los promotores especificos a sexo pueden incluir pero no estan

limitados a: promotores especificos a polen del maiz, arroz, tomate,
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tabaco, Arabidopsis y Brassica. Varios oftos ¢jemplos pueden
enconirarse en el GenBank. El promotor debe ser especifico a un sexo
(machos o hembras) y especificamente dirigir Ia expresion del gen
después de melosis I cuando 105 cromosomas homologos se ha separado

en celulas diferentes.

El gen suicida se usa para matar productos indeseados de meiosis.
Los genes suwicidas mcluyen pero no estan limitados a: bamasa, semilla
de borla 2 y el gen A de toxina de difteria. Dos alternativas para usar un
gen suicida incluyen 1) usar tecnolegia contra-sentide de RNA para
inhibir ]a expresion de genes esenciales para la viabilidad del polen o el
huevo; o 2} mutaciones que son mcapaces de transmisién a través de uno
de los sexos, tales como retiros que no son transmitidos por polen.

Ambas alternativas pueden usarse para lograr semi-esterilidad.

B. Semi-Esterilidad v Filtro de Esterilidad Genética

El términos "semi-esterilidad" y "filtro de esterilidad genética” se
usan por los inventores para traspasar la idea de que puesto que la
expresion gen suicida esta confinada a post-meiosis I, inicamente el 50%
de gametos s¢ ¢liminard cuando el lugar GST es hemizigoso y se segrega
normalmente e¢n meiosis. Esto es debido al hecho de que cuando ¢l lugar
GST esta presente en el penoma ep una Unica copia (condicion
hemizigosa), el gen suicida se trasmitird aproximadamente a una mitad
de los productos de meiosis, dando como resultado un 50% de velocidad
de esterilidad. El polen inherente al GST no sobrevivird 51 un promotor
especifico a polen esta enlazado operativamente al gen suicida.

La ptoduccion de 50% de polen viable es necesaria para la

recuperacidon de las transposiciones dispersan y/o pata prevenir la

Lo
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transmision de transgene sin un importante efecto en la fertilidad del

macho.

C. Semi-esterilidad pametofitica

La presente invencion describe el uso de una tecnologia que utiliza
“semi-esterilidad”™ gametofitica, tal como semi-esterilidad del polen, para
generar un “filtro de esterilidad gendtica™ que ¢limina gametos inherentes
a un especifico complejo de transgene. La incofporacion de un promotor
especifico a polen dentro del GST previene la transmision de transgenes

enlazados al GST en polen inherente a este complejo de transgene.

Este complejo de transgene puede también contener un lugar de
lanzamiento para un elemento transposable y/o gen de iransposasa. En
¢ste caso, la eliminacién del complejo de transgene, conjuntamente con el
lugar de donante de transposon y/o transpgsasa, tiene €l efecto neto
deliminar las transposiciones cercanas mientras enriquece los eventos de
transposicion que han recombinado con el complejo de transgene o que
estan dispersos (va no enlazados al GST) a través de un genoma. Esta
metodologia supera varis limitaciones corrientes de las estrategias de
muta génesis del transposon que favorece en gran medida las localizadas
con respecto 2 las transposiciones dispersas. La invencion mejora en gran
medida el uso corriente de marcadores negativos de seleccton para lograr
Ja dispersion del transposon (Sundaresan, V., y otros, (1995) Genes Dev.
9/14:1797-810; Tissier, A.F. v otros, (1999} La Célula de planta Vol.
11:1841-1852). Mas ain, el uso del filtro de esterilidad genética para
eliminar la transmisién de la fuente de iransposasa estabiliza los
elementos recién transposados en progenie, eliminando asi los eventos de
transposicion somatica o secundaria que obstruyen la identificacion de la

mutacion.
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La naturaleza del rasgo de semi-esterilidad y su transposon
asociado y/o fransposasa, puede diferir en los detalles dependiendo de la
escogencia de los genes suicidas, promotores, sistemas de transposon, y
especies. Se enfatiza, sin embarge, que 1a misma tecnologia basica de la
semi-esterilidad puede usarse para recuperar las tfransposiciones en
muchas plantas, tanto monocotiledéneas como dicotiledoneas, ¢n dichas
especies tales como maiz, arroz, soya, trigo, avenas, barley, y en sisternas
no de plantas, tales como amimales y hongos, que pueden propagarse
sexualmente. Adicionalmente, una estrategia alternativa para la
eliminacion de micro-esporas €s eliminar la transmisién de hembras del

complejo de transgene por ingenieria de un rasgo suicida de mega espora.

El rasgo de semi-esterilidad se usa para eliminar los productos de
meiosis (gametos) que llevan una region cromosomica particular, tal
como un lugar de lanzamiento de transposon y/o den de transposasa. Este
“filtro de esterilidad genética” se¢ usa para eliminar transmisiéon de
machos y hembras de un complejo de transgene. Este proceso
deliminacion tieng el efecto neto de enriquecer los elementos
transpuestos no enlazados (dispersos) o elementos gue recombinan a
partir del sitio de lanzamiento, esto también se usa para eliminar
simultineamente la transmision de otros genes, tales como un gen de
transposasa, ¢stabilizando asi las transposiciones en progenie. Para lograr
la semi-esterilidad, un nimero de métodos preferidos se contempla para
la presente invencion. Un método se relaciona con la direccion de la
expresion especifica a micro espora de un gen suicida para matar micro
esporas indeseadas Este método se logra empleando un promotor
especifico, tal como un promotor especifico a polen, fusionado a un
apropiado gen suicida, matando asi tinicamente los productos de meiosis
que son inherentes a la fusion de genes. Para un transgene de dnica copia

en condicién hemizigosa, esto representa el 50% de los gametos. Debido

Vb
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a que ¢l polen se produce en gran exceso, la reduccion de la fertilidad del
polen en 50% no tiene importante consecuencia en la subsiguiente

produccion de semillas.

El aspecto de la presente imvencion que se relaciona a la
peneracion de semi-esterilidad difiere de los métodos previos
demandados para lograr completa esterilidad de machos en la produccién
de semtillas hibridas que son conocidos en el arte. En estos métodos, la
demanda ha sido lograr la completa esterilidad de machos para facilitar la
produccion comercial de la semilla hibrida. Esto usualmente involucra la
expresion del gen suicida en el esporofito o en todos las micro esporas.
Por ejemplo, la expresion de barnasa en ¢élulas tapetal da como resultado
la completa esterilidad de machos (Beals, T.P. y otros {1997) La Cé€lula
de Planta Vol. 9:1527-45). En la produccion de semillas hibridas, la
semi-esterilidad del polen puede ser insuficiente para lograr €l resultado
deseado, es decir, el cruce del padre (hembra) estéril (macho). En casos
donde un gen swicida especifico a micro espora v sus elementos
asociados estan presentes en ¢l genoma en una unica copia (en condicion
hemizigosa), el gen suicida se transmitird aproximadamente a la mitad de
los productos de meiosis, dando como resultado un promedio de 50% de
semi-esterilidad, una rata de produccién viable de polen que no es
aceptable comercialmente para la produccion de semillas hibridas. Para la
presente invencion, la produccion de 50% e polen viable es necesania e
importante para recuperar las transposiciones dispersas y/o para prevenir
la transmisién de transposasa. Consecuentemente, el rasgo de estenlidad
gametofitico se usa como un filtro para eliminar genomas indeseables
permitiendo al mismo tiempe que otros genomas {no transgénicos ¥
genomas que contienen elementos transpuestos sin el elemento donante
y/o gen de transposasa presente) a ser wransmitido, En una modalidad, la
presente invencion hace uso de este “filtro genético de esterilidad™ para
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eliminat un complejo de transgene que contiene un lugar de lanzamiento

de transposon y/o fuente de transposasa.

¥. Métodos de Regeneracion

Pobilaciones Polinizadas Ablertas. La mejora de las poblaciones

polinizadas abiertas de dichas cosechas como centeno, muches maices ¥
cafias de azicar, pastos de hierba, legumbres tales como alfalfa y trébol,
¥ cosechas de drboles tropicales tales como cacao, mani, palma de aceite
y algin caucho, depende esencialmente del cambio de frecuencias de
genes hacia la fijacion de allele favorables mientras se manti¢ne un alto
grado (pero lejos del maximo) de heterozigosidad. La uniformidad en
dichas poblaciones es imposible y dificil de tipo en uma variedad
polinizada abierta €5 una caracteristica estadistica de la poblacidn como
un todo, no uma caracteristica de plantas individuales.
Consecuentemente, la heterogeneidad de las poblaciones polinizadas
abiertas con la homogeneidad (o virtualmente) de lineas no regeneradas,

clones ¢ hibridos.

Los métodos de mejoramtento de la poblacion caen naturalmente
en dos grupos, aquellos basados en la seleccion puramente fenotipica,
normalmente llamada seleccién de masa, y aquellas basadas en la
seleccion con prueba de progenie. El mejoramiento de inter-poblacion
utiliza el concepte de las poblaciones de regeneracion abierta;
permitiendo que los genes fluyan de una poblacién a otra. Las plantas en
una poblacion (cultivos, cadena, ecotipo, o cualquier fuente de germo-
plasma) se cruzan ya sea naturalmente (por ejemplo, por €l viento) o
manualmente o por las abejas (cominmente Apis mellifera L. o

Megachile rotundata F.) con plantas de otras poblaciones. La seleccion
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se aplica para mejorar una (o algonas veces ambas) poblacion(es)

atslando plantas con deseables rasgos de ambas fuentes.

Hay basicamente dos métodos principales de mejora en pablacion
polnizada abierta, Primero, hay una situacion donde wna poblacion se
cambia en masa mediante un procedimiento de seleccion escogido. El
resuliado es una mejorada poblacidn que es propagable mdefinidamente
mediante emparejamicnto al azar deniro de si misma en aislamienso.
Segundo, Ia vanedad sintética logra el mismo resultado final que la
mejora de Ia pablacidn pero no ¢s ella misma propagable como tal; tiene
que Teconstruirse a partir de lineas o clones padres. Estos procedimientos
de regeneracidn de plantas para mejorar las poblaciones polinizadas
abier{as son bien conocidos para aquellos expertos en el arte v tevisiones
comprehensivas  de  procedimientos de  regeneracién  usados
rutinariamente para mwejorar plantas de polinizacion cruzada se
proporcionan en numerosos textos y articulos, incluyendo: Allard,
Principios de Regeneracion de Plantas, John Wiley & Sons, Inc. (1969);
Simmonds,_Principios de Metoramiento de Cosechas, Longman Grouwp
Limited (1979), Hallawer vy Miranda, Genética Cuaphtativa ¢n la
Regeneraciom del Maiz, Towa State University Press (1981); y, Jensen,

Metodologia de la Regenevacién de Plantas John Wiley & Sons, Inc.
(1988),

Seleccion de Masa. En la selecctén de masa, se escogen deseables
plantas individuales, se cosechan, y las semillas se componen sin prucba
de progenic para producir la siguierde generacion. Puesto que la
seleccion se basa (nicamente en la madre o pariente matemo, ¥ no hay
contro] sobre la polinizacidn, la seleceién de masa ammenta con respecto

a una forma de emparejamiento al azar con seleccion. Como se establecié
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artiba, el proposito de la seleccidén de masa es incrementar la proporeion

de genofipos superiores en la poblacidn,

Sintgticos. Una variedad sintética 2 produce cruzando entre ellog
un mimerdo de genotipos seleccionades por su buena habilidad de
combinacién en todas las posibles combinaciones hibridas, con
subsecuente mantenimiento de la variedad para polinizacién abierta.
Donde los padres son {mas ¢ menos reconstruidos) lineas de propagacion
de semillas, como en algunas cafias de azucar y granos (Vicia) o clones,
como en pastos de hierba, tréboles y alfalfa, no hace diferencia en
principio. Los padres son seleccionados en habilidad de combinacion,
algunas veces mediante cruces de prucba o cruces superiores, mas
generalmente mediante multiples cruces. Las lineas de semillas de
parientes pueden cruzarse deliberadamente (por ejemplo, mediante auto-
reproduccion o cruce inferior). Sin embargo, atn si los padres no son
cruzados deliberadamente, la seleccién dentro de lineas duranie el
mantenimiento de la linea asegurard que ocurre algo de regeneracion. Los
padres clonados permarteceran, por supuesto, sin cambios, y altamente

heterocigotos.

Si un sintético puede ir directamente del punto de produccién de
semtllas padre al granjero o debe primero sufrir wno o dos ciclos de
multiplicacion depende de la produccion de¢ semillas y la escala de
demanda de 1a semilla. En la prictica, pastos y tréboles se multiplican
generalmente una o dos veces v son ast retirados considerablemente del

sinfético onginal

Aundque a veces se nsa la seleccidn de masa, la proeba de progeme

se prefiere generalmente para muiluples cruces debido a su simphcidad
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operacional vy obvia relevancia para el objetivo, nominalmente la

explotacion de la habilidad de combinacidn general en un sintético.

El nimero de lineas padres o ¢lones que entran a un sintético varia
ampliamente. En la prictica, los nimeros de lineas parientes varian
dentro del rango de desde 16 hasta varios cientos, siendo el promedio 100
a 200. Sintéticos de base amplia formados a partir de 100 ¢ mds clones
pueden esperarse como mas estables durante la multiplicacién de

semillas que los sintéticos de base estrecha,

Hibridos. Un bibrido es una planta individual que resulta de un
cruce padres de diferentes genotipos. Los hibridos comerciales se usan
ahora extensivamente en muchas cosechas, incluyendo maiz, sorgo, cafia
de azicar, girasol ¥ brocoli. Los hibridos pueden formarse en un niimerc
de formas diferentes, incluyendo mediante el cruce de dos padres
directamente (hibridos de cruce unico), mediante ¢] cruce de un hibrido
de unico cruce con otro padre (hibridos de tres vias o de triple cruce) o
mediande ¢l cruce de dos diferentes hibridos (hibridos de cuatro vias o de

doble cruce).

Estrictaments hablando, la mayoria de individuos en una
regeneracion exterior de poblacion {(es decir, de polinizacion abierta) son
hibridos, pero el término se reserva usualmente para los casos donde los
padres son individuos cuyos genomas son suficientemente distintivos
para ser reconocidos como diferemtes especies o sub-especies. Los
hibeidos pueden ser fértiles o estériles dependiendo de las difergncias
cualitativas y/o cuantitaiivas en tos genomas de os dos padres. Heterosis,
o hibrido vigor, se asocia usualmente con incrementada heterozigosidad
que resulta en incrementado vigor de crecimiento, supervivengia, ¥

fertilidad de los hibridos en comparacion con las lineas de padres que s¢
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usaron para formar el hibrido. La heterosis maxima se¢ logra usualmente

cruzando dos lineas altamente desarralladas, gensticamente diferentes.

La praduccién de hibridos es una industria bien desarroliada, que
involucra [a produccidn aislada de tanto las lineas de padres como los
hibridos que resuita de] cruce de esas lineas. Para una discusion detallada
del proceso de produccion de hibridos, ver, por ¢jemplo, Wright,
Produceion Comercial de Semillas de Hibridos 8:161-176, en
Hibridizacién de Plantas, supra.

VI Transposon Elemenios Transposables

Los transposomes son elementos genéticos capaces de
transposicion {movimiento) desde un lugar cromosbmico donante hacia
un lugar objetivo en el misme cromosema o diferente cromosoma, Los
transposones causan mutacfones mediante la ingercidn dentro de
secuencias de codificacion, intrones, y promotores, a menudo eliminando
completamente la actividad del gen objetivo. Las mutaciones causadas
por los transposaoncs pueden a menudo desestabibizarse mediante
subsecuente escision del transposon del gen. Una o mas proteinas, a las
cuales se hace referencia colectivamente como “transposasa”, sé
tequicten para la escisidn e integracidn del transposon. Los transposones
que codifican su propia fuente de transposasa son referidos como
elementos auténomos. El suministro de transposasa en trans puede
transponer log transposones gue no codifican transposasa pero contiencn
las secuencias terminales, usualmente repeticiones invertidas, requeridas

para la transposicion (elementos no auténomos).

A, Elementos Ds




En una de las modalidades preferidas, un elemente Ds se
contempla tal que contiene las secuencias terminales requeridas para la
transposicidn {(Coupland, G., v otros, {1989) Proc Natl Acad Sci USA
86:9385-8; Chatterjee, S. y otros, (1995) Mol Gen Genet. 249:281-8), un
promotor minimo (promotor -47 CaMV 358) fusionado al gen de reporte
GUS para detecaadn de mejora; en 1a orientacion opuesta, un lugar
aceptor de lonja fusionado a un gen mejorado fluorescente, GFP de doble
especiro (Haseloff, 1., y otros, (1997) Proe Natl Acad Sci USA. 94:2122-
7, Haseloff, J., vy otros, (199%) Métodas Mol Biol. 122:241-59; HaselofT,
L. (1999) Métodos Cell Biol. 58:139-51) para propositos de atrapar genes.
Este ¢lemento Ds puede usarse para tamizar las trampas mejoradas en
una offentacion de Insercion o trampas de genes en la otra orientacion,
con respecto a la transcripeion del gen objetive. Una segunda modalidad
que usa Ds sustituye un activador de transeripcion en un extremo del
elemento Ds con el fin de generar ganancia de mutaciones de funcion.
Ambos elementos contienen un lugar lox P para recombinacién
especifica a ugar (Osborne, B.L., v otros, (19935) 7:687-701; Medberry,
S.L., ¥ otros, (1993) Acido nucleicos Res. 23:485-90: Qin, M., vy otros,
(1994) Proc Natl Acad Sci USA 91:1706-10) y the barrera gene
Thompson, C.J., y otros, (1986) EMBO JI. 6:2519-23) para herbicida
(Finale®) para cultivo de tejido v seleccidn de suelo. El Finale® es la
marca registrada de un herbicida de glufosinato.

B. Utilidad del Transposon ¢ Tasercion de Mutaciones en Plantag

Los transposones tienen gran utilidad en analisis genético v
analisis pendmico funcional de genomas de bacterias, hongos, plantas y
animales, En plantas, transposones elaborados por ingenieria genética se
han introducidoe exitosamente en varias especies (para revisidn ver
Sundaresan, ¥, {(1996) Trends Plant Sci. Vol. 1:184-190) que inchryen
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arroz (lzawa, T. v otros, {1997) Plant Mol Biol Vol. 35/1-2:219-29),
tabaco, Arabidopsis, lechuga vy varias otras. Vamog investipadores han
advertido ingeniosos métodos para mejorar la eficiencia de eventos de
recuperacion de transposicién, mcluyendo métodos para selecciones
positivas para transposicion {Fedoroff, N.V. vy otros, {1993) Plant I.
Vol.:3:273-289; Honma, M. A. y otros, (1993) Proc Natl Acad Sci USA
Vol. 90/13:6242-6), seleccidn para ¢lementos no enlazados, (Tissier v
ofros, (1999) La Célula de planta Vol. 11:1841-1852; W, R.; Sundaresan,
y otros, (1995) Genes Dev. 9/14:1797-810), Iugares dispersos de
lanzamiento a través de un genoma (Cooley, M. B. y otros, (1996) Mol
Gen Genet Vol. 252/1.2:184.94, Knapp, S. y otros, (1994} Mol Gen
Genet Vol. 243/6:666-73; Osborme, B. L. y otros, {1991) Genetics Vol.
129/3:833-44; Takken, F. L. y otros, {1998) Plant J Vol. 14/4:401-11,
Thomas, C. M, v otros, (1994) Mol Gen (Genet Vol. 242/5:573-85; van
der Biezen, E. A. y otros, 1996 Mol Gen Genet Vol. 251/3:267-80) v
adicién de caracteristicas en elementos tales como trampas de genes y
mejoradores (para revision ver Sharknes, W.C., (1990) Biotecnologia
8:827-811, W. R.; Sundaresan, y ofros, {1995} Genes Dev 9/14:1797-
810) y activacién de transcripcion (Fritze, K. ¥ otros (1995) Métodos
Mol Biel Vol 44;281-94; Kakimoto, T., (1996} Science Vol.
274/5289:982-5; Kardailsky, 1. y otros, (1999) Science Vol
286/5446:1962-5).

Atin dado el enorme progreso en la utilidad de transposones, tienen
ain limitaciones para analisis genomico funcional. Las transposiciones
son a menudo entre-cromosdémicas, a menudo dentro de una corta
distancia fisica entre lugares de donamie objetive (Moreno, MLA ¥ otros,
(1992) Genetics Vol 131:939-956; Athma, P. v otros, (1992) Genetics
Vol. 131:199-209). Esta limitacion significa que la mayoria de 1as nuevas

inserciones ocurfen en regiones que rodean el lugar donante (lugar de
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lanzamiento) con varios pocos elementos encontrados dispersos al azar a
través del genoma. En segundo lugar, el proceso de transposicion no se
controla usualmente llevando en gran medida a inserciones somaticas, las
cuales no son transmitidas a la progenie, v fransposiciones cercanas
desarrolladamente que pueden llevar a no concordancia en eventos
transmitidos germinalmente, Esta inhabilidad para controlar las
trangposiciones somatica y temporalmente puede resultar en un alto
antecedente de 1as inserciones positivas falsas en genes de interés debido

a la no correspondencia entre eventos de mutacion somética y germinal,

C. Métodes Cornientes del Estado del Arte para Recuperar las
Transposiciones Dispersas

Dos métodos se encuentran corrientemente disponibles para
superar parcialmente la limitaciéon de transposiciones no dispersas. Un
método usa los primeros lugares de lanzamiento del transposon de
dispersion a través de un genoma. Este método, sin embargo, requiere de
un gran namero de lineas transgénicas de indcio para lograr cubrimiento
de genoma de amplio espectro. Un segundo método para dispersar
eventos de transposicion es emplear un{os) marcador(es) negativo(s) de
seleccion, tales como iaaH, pehA, R404, o un gen de citosina deaminasa,
para scleccionar contra ¢l lugar donante que contiene el transposon y/o
transposasa. La seleccidn contra el elemento donante también selecciona
contra  transposiciones cercanas (enlazadas) que resulta en
enriquecimiente para transposiciones no enlazadas. Las selecciones
negativas se han usado en Arabidopsis para recuperar transposiciones no
enlazadas Ds v Spm (W. R.; Sundaresan, v otros, (1995) Genes Dev.
9/14:1797-810; Tissier, AF., ¥ otros, (1999) La Célula de planta Vol.
11:1841-1852) y dos marcadores negativos de seleccidn se basan en la

conversion pro-herbicida (O'keefe, D.P. vy otros, (1994} Fisiologia de
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Plantas Vol. 105:473-482; Dotson, S.B. v otros, (1996) The Plant Jowmnal
Vol. 10/2:383-392), un proceso que es tedricamentie disponible paia

seleceiones de suelo.

No obstante, el uso de marcadores de seleccién negativos impone
serias limitaciones en la recuperacidn de grandes mimeros de
transposiciones independientes. Primero, varnas de estos marcadores
requieren del uso de basados en tejido-cultivo (W. R.; Sundaresan, vy
otros, (1995) Genes Dev. 9/14:1797-810; transposicion (Fedoroff, N.V. v
otras, (1993) Plant I Wol.:3:273-289), wn procedimiento de labor
ntensiva gue agrega grandes costos y tiempo al proceso de recuperacion
de grandes numeros de transposiciomes dispersas. Segundo, las
selecciones megativas estin basadas en la eliminacién de progenie que
lleva elementos o transposasa enlazados, o ambos, mediante quimicos
(Tissier, A.F., y otros, (1999) La Célula de planta Vol. 11:1841-1852; W.
R.; Sundaresan, y otros, {1995) Genes Dev. 9/14:1797-810). La
eliminacion de progenie puede ser problematica cuando el nimero de
semillas ¢s limitado. Por ejemplo, en una planta tal como aitoz {(Orza
saiva), upa especie predominaniemente de anto-polinizacion, el cruce
exterior es tediose ¥ consume tiempo, limita en gran medida el nimero
de progenie que puede obtenerse facilmente. Consecuentemente, si las
velocidades de transposicion son lentas y las transposiciones no
enlazadas representan la minoria de los eventos de transposicign, puede
ser costoso e impractico usar selecciones negativas para recuperar
transposiciones dispersas. Por ejemplo, contando con una velocidad de 1
a 5% de transposicién, 50% de segregacidn meidtics, y dnigamente 30%
de transposiciones no enlazadas, para recuperar 10 000 framsposiciones
medianie cruce exterior requerira de un estimado de varios miilones de
plantas de progenie. Finalmente, el uso de agentes de seleccion

negativos, tales como pro-herbicidas, puede tener un serio Impacto
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arabiental y ser costoso debido 2 las aplicaciones de quimicos que pueden
necesitarse para seleccionar grandes nimeros de progenie que llevan
transposiciones dispersas Mais ain, ,a mayoria de estos quimicos no

estan aprobados para uso en campo.

VIL. Transposasa
Transposasa Expresada Floralmente

Una adicional limitacién asociada con ¢l use de transposones para
muta-génesis, marcado de genes y analisis gendmico funcional, es la falta
de control de desarrollo y temporal sobre el proceso de transposicion. En
muchos casos la expresion del gen de transposasa, bajo el control de su
propio promotor, © bajo ¢l control de promoetores constitutivos, ocurre
durante el desarrollo vegetativo de la planta. La expresion vegetativa de
una fuente de transposasa lleva a transposiciones somtdticas. Estas
transposiciones son {ransmitidas a la progenie (transposiciones
germinales) unicamente cuando estos linajes de células somaticas
producen mis tarde mega-esporas o micro-gsporas. Esto es problemitico
por dos razones. Una razon es que las transposiciones que ocurren
durante el desarrolly vegetativo o reproductivo tempranc puede
propagarse por clonacion y posteriormente transmitirse dentro de muchos
gametos, dando como resultado en un gran mumero delementos no
independientes recuperados en la progenie. Esto ¢s indeseable cuando
grandes numeros de transposiciones independientes se necesitan para
andlisis genomico funcional o marcado de genes. Segundo, las
transposigiones somaticas a menudo no incluyen linajes que dan lugar a
pametos, tales como aquellos que ocurren en linajes epidérmicos © en
gstructuras wvegetativas terminales. Hstas (rangposicionss nunca 8¢

transimiteg meidticamente y consecuentemente van no recuperadas en

ERY
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progenie. Esto es problematico debido a que estos eventos somdaticos
pueden ser falsamente identificados en muestras de tejido de ADN como
mutaciones, afin nunca se recuperan en progenie. Esto es especialmente
prablemético cuando los tamices de mutaciones son quimicos de gjemplo
basados en PCR {Tissier, A F., v ofros, (1999} La Célula de Plantas Vol.
11:1841-1852; McKinney, E.C., v otros, (1995) Plant J. Vol. 8:613-622;
Krysan, P.J v otros, (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. USA Vol. 93:8145-
8150; Frey, M y ofras, (1997) Science Vol 277:696-699).

En una modalidad adicional de la presente invencién, para
minimizar ¢l problema de transposiciorres somdticas, wn gen de
transposasa se ¢oloca bajo el contral de wn promotor especifica floral que
dirige expresion de genes en linajes sub-gpidérmicos de 1a flor que lleva a
la produccién de mricro-gsporas v mega-esporas. Dichos promotores
in¢luyen aquellos encontrados en penes tales como agamoesa, apetalal
apetala2, apetala3, pistilato, y sus homélogos encontrados en otras
especies de plantas tales como malz, ¥ sivoz. Por gjemplo, el promotor
de apetala3 dirige la expresion de un gen de reporte en células
primordiales de petal y sepal de los meristemas de desarrolle floral. La
expresion de transposasa bajo el control del promotor ap3 da como
resultado trapsposiciones que estan confinadas al desartollo floral v,
cuando ocurren en linajes que llevan a micro-esporas, estos eventos seran
transmitidos a la sigwiente generacion. El control de transposicion
mediante éste método tiene dos efectos: 1) cae transposiciones somaticas;
y 2) lleva a un gran numero de transposiciones independientes cuando el
polen es denvado de  varios  diferentes mensternas  florales.
Consecuentemente, €l tejido somatico puede mostrarse sin {ener en
cuenta lag transposiciones somdaticas o secundarias, v cada meristema

floral se vuelve una fuente independiente de eventos de transposicion.

X



VI, Arvez - Un Sistema de Planta Modelo

A. Agricultura de Arroz en US vy en el mundo

Aproximadarmente la mitad de la poblacién mundial deriva su toma
calorica principalmente del arroz. Los niveles anuales de produceién en
el munda son de por encima de 400 millones de toneladas métricas, que
crecen en mas de 200 millones de hectareas (Angnimeo (2 000) USDA
Suministro de Agricultura Mundial y Estimativos de¢ Demanda, USDA
Servicio Agricola de Mercadeo. Publicacién WASDE-362),

Actualmente, los Estados Unidos producen 7.5 millones de
toneladas métricas de amoz por afio, plantado en 1.4 millones de
hectareas, dando como resultado $1,7 billones de ddlares en comercio
(Andnimo (2 000) USDA Suministro de Agricultura Mundial ¥
Estimativos de Demanda. USDA Servicio Agricola de Mercadeo.
Publicacién WASDE-362), Mas de dos tercios del arroz producido en
este pafs se exporta a mercados, principalmente en Asia y América
Latina_ lo cwal hace a los Estados Unidos el tercer mds grande exportador

en ¢l mundo.

Aproximadamente 99% de las variedades de arroz que crecen
corrtentemente son el resultado de programas de regeneracidén piblica,
muchos que se onginan ep programas de regeneracidn auspiclados por
centros de bisqueda internacional (http-//www cgiar org/ir/erucial htm)
CGIAR tales como Imstituto Internacional de Imvestigacion de Arroz
(IRRI) y el Ceniro Internacional para la Agricultura Tropical (CTAT). La
mayoria de las variedades de arroz 1).8. se desarrollan en los estados de
Arkangas, Lowisiana, Mississippi, Texas y California. La biotecnologia

agricola se ha wvuelip incrementadamente 1mportante para desarrollar
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modernas lineps de variedades de arroz; se espela que el desarrollo de la
biotecnologia ayude en gran medida a los granjeros de arroz U.S. para

competir en este lugar de mercado global

._Arroz _como un Sistema Modelo para el Desarrollo de
Monocotileddneas

Los cereales incluyen las mas importantes cosechas de alimentos
en ¢l mundo, vy son considerados un taxon relativamente reciente, que ha
evolucionado a partir de wn ancestro comun hace Gnicamente 65 millones
de afios (Martin, W., y otros, (1989) Naturaleza 339:46-48; Moore, G., ¥
otros, (1995) Trends Genet. 11:81-82), Esta joven historia se refleja en
un apreciable grado de conservacion en la estructura del gen y orden adin
cnando ha habido diferencias en el tamafio del gemoma, nimero de
cromosomas haploides, y variaciones en la composicion de secuencia
repetitiva (Moore, G., y otros, (1993) Bio/tecaologia. 11:384-589). Por
gjemplo, el genoma del maiz es 8 pliegues mas grande que el del arroz
(Ahn, 8. v otros, (1993) Genética 90:7980-7984) y organizado en un
namero diferente de cromosomas, ya el analisis molecular comparativo
ha mostrado que la sintenia extensiva puede identificarse entre muchos
de sus penomas {Ahn, 5. y otros, (1993) Genética. 90:7980-7984;
Bennetzen, JL. y otros, (1993) Trends Genet. 9:259-261).

El arroz es una planta modelo scbresaliente para las pastos de
cereales. El arroz puede ysarse para investigar los basicos resultados
biolagicos y aprender acerca de los rasgos agrondmicos tales como
obtenido, vigor hibrido, y resistencia a enfermedades de dmico y
mrlitiples genes. Diferentes razas de arroz estan adaptadas a una amplia
variedad de situaciones ambientales, desde flyjo tropical hasta tierra seca

temperada, tal que es un modelo para respuestas adaptables a vida real.
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El arroz tiene un tiempo de generacion relativamente corto (90 a
1260 dias), que hace postble obtener tres o mas generaciones por afio. Una

gran coleccion de mutaciones se ha descubierto y caracterizado en arroz.

El arroz transgénico se genera sficientemente por va sea mediacion
de Agrobacterium (Hiei, Y., y otros, (1994} Plant J. 6:271-82; Hiei, Y., ¥
otros, (1997) Plant Molec Bio. 35:205-218; Zhang, J., y otros, (1997)
Mol Biotechnel. 8:223-31) o biolistic methods (Christou, P., v otros,
(1991) Biotecnologia. 9:957-962; Buchhelz, W.G., v ofros, (1998)
Métodos Mol Biol. 81:383-96). En forma mas importante, el arroz tiene
un tamario de genoma de aproximadamente 500 mega-bases (Mb)
{Arumanagathan, K. y otros, (1991) Plant Mol. Biol. Report. 9:208-218),
vicamente alrededor de 3 phepues mayor que el del penoma de
Arabidopsis, y considerados como secuenciadas alrededor de 2 004
Como un miembro del Greminage y una importante planta de cosecha,
una rigqueza de informacion fundamental acerca de importantes aspectos
de Ia biologia de plantas puede aprenderse a partir de Jos gendémicos del
arroz (McCouch, S. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:1983-5;
Wilson, W.A | v otros, {1999) Genetics. 153:453-73).

C. Gendmicos de Arroz

El aroz es uno de los genomas de plantas mds densamente
representados (McCouch, S.R., ¥ otros, (1997) Plant Mol Biol. 35:89-99,
Panaud, O., y otros, (1996) Mol Gen Genet. 252:597-607). Los dos
mapas mejor desarrollados  de  recombinaciones son  aquellos
desarrollados en Comell ( ) y en ¢l
proyecto de  Genoma de  Armmoz  (RGP) en  Japén
( ), donde mds de 3 O marcadores RFLP y

S8R se han incluido. El mapa fisico a base de YAC de arroz cubre mds

EX



de 64% del genoma y contiene 4 0D) representaciones de ESTs
{Ashikawa, 1., y ofros, (1999) Genoma, 42:330-7). Una libreria PAC de
71 000 clones se ha representado con STSs y ESTs y los clones
representados cubren aproximadamente 30% del genoma. Dos librerias
BAC con 37 000 y 55 000 miembros se han secuenciado en extremo
BAC ¢ tmpreso v un mapa fisico basade en BAC se ha construido

( projects/rice/).

El genoma de amroz se estima que contiene 300 Mb
(Arumanagathan, K. y otros, (1991) Plant Mol Biol. Report. 9:208-218)
y 340 000 genes. El proyecto Internacional de la Secuencia del Genoma
de Arroz se formd en 1998 para obtener la secuencia completa del
genoma de Oryza sativa ssp. japonica ¢v. Nipponbare. Diez paises estan
colaborando en este esfuerzo. Corrientemente alrededor de 10 Mb se han
sometido al GenBank,

D. [}ilidad de un Programa de Gendmicos Basado en Transposon

[.a principal justificacién para ¢l uso de transposones es su ventaja
distintiva respecto a ofros tipos de mutdgenos pata estudios gendmicos
funcionales en arroz, T-DNA y muta-génesis de retro-transposon tiene
serias limitaciones. Corrientemente, ambos métodos requieren continua
seleceidn de cultivo de tejido y regeneracidn somdtica para recuperar
inserciones, procesos que son ineficientes, consumen tiempo y provecan
induccion de variaciéon soma-clonica (Bac, PH, y otros (1996)
Transgenic Res. $:97-10%; Evans, DA, {(1985%) Trends Genet. 5:46-50),
Ambos agentes generan Unicamente insetciones estables, las cuales
limitan subsecuentemente la utilidad de cualquier allele mutante. Para
complicar adicionalmente las materias, ias mserciones T-DNA son a

menudo grandes, arreglos complejos en tandem, que cauwsan dificultades
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con el analisis molecular de alleles mutantes (McKinney, E.C., y otros,
(1995) Plant J. 8:613-622; Krysan, P.J., y otros, (1996) Proc, Natl. Acad.
Sci. USA 93:8145-8150; Krysan, PJ., y otros, (1999} Plant Cell,
11:2283-2290; Galbiati, y otros, (2000) Genémicos Funcionales ¢

Integrantes, en prensa).

En varias instanctas, simples mutaciones de pérdida de funcién, tal
como alleles de T-ADN- o inducidas por retro-transposon, no
proporcionaran suficiente informacion para derivar la funcion del gen.
Por ejemplo, basado en estudios limitados a la fecha, muchas
interrupciones de genes no producen un fenotipo ficilmente discernible
(McKinney, E.C., y otros, (1995} Plant J. 8:613-622; Krysan, P.I., v
otros, (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:8145-8150). Esto no
implica falta de importancia de genes, sin embargo, pussto gue varios de
estos genes tendrdn funciones parcialmente redundantes, sobrelapantes o
especificas no detectables basadas en tamizado morfolégico o de
desarrollo de lineas mutantes. Informacién més detallada, tal come

analisis de expresion v alleles adicionales, sera necesaria.

Por otro lado, la muta génesis de transposon de dos elementos, tal
como el sistema Ac/Ds, puede generar interrupciones de genes ¢stables
mediante simple insercion. Elementos Ds producidos por ingenieria
genética se han introducido exitosamente en varias especies de plantas
(para revision ver Martienssen, R.A. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
95:2021-6; Sundaresan, V. (1996) Trends Plant Sci. 1:184-190% que
incluye arroz (Izawa, T., v ofros (1997) Plant Mol Biol. 35:219-29).

La utilidad de transposones para gendmicos funcionales se ha
mejorado en gran medida construyendo caracteristicas en transposones

sintéticos tales como agentes de mejora v trampas de genes (para Fevision
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ver Martienssen, R.A. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:2021-6;
Sharknes, W.C. (1990} Biotecnologia 8:827-831; Sundaresan, V.,
Springer, y otros, (1995) Genes Dev. 9;1797-810) y activacion de
transcripcion (Fritze, K. y otros, {1995) Métodos Mol Biol. 44:281-94;
Kakimoto, T. {1996) Science. 274:982-5; Kardailsky, L., ¥ otros, (1999)
Science. 286:1962-5). Incorporando dichas caracteristicas, aiin genes que
son genéticaments redundantes pueden analizarse funcicnalmente. Mas
importantemente, [a habilidad de valver a movilizar un transposon crea la
Unica oportunidad de generar eficientemente alleles derivadas y mutar
eficientemente genes cercanos mediante propiedades de transposicién
localizada de estos elementos (Long, D)., v otros, (1997) Plant J. 11:143-
8; Jones, I.D.G., y otros, (1990) Plant Cell. 2:701-707; Osborne, B.I., ¥
otros, (1991) Genética, 129:833-44), Iniciando con un upa a pocas lineas
transgémicas bien caracterizadas v las apropiadas estrategias genéticas,
una extensiva coleccion de transposiciones dispersas pueden generarse
eficientemente sin la necesidad de subsecuente seleccion o regeneracion

de cultivo de tejido.

E. Ds de Dispersion al Azar g través del Genoma de Arroz

La presente invencion incluye métodos que pueden aplicarse a
genomas especificos, que incluyen pero no estdn limitados a, el genoma
de arroz. El arroz €8 una planta modelo sobresaliente de planta para los
pastos de cercal. Mediante la aplicacién de los métodos de la presente
invencion al gemoma de arroz, un objetivo es producir una coleccién
extensiva de inserciones estables de Ds que son distribuidas a través del
genoma de arroz. Para cumplir esta tarea, se han contemplado varias
estrategias genéticas, con los objetivos principales de minimizar las
transposiciones no independientes, las transposiciones dispersas Ds a

través del genoma de arroz, y 1os elementos estabilizados transpuestos en

1
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progenie. Una cadena especifica contemplada para uso en los métodos de
la presente mvencidn es Oryza safivg ssp. japonica cv. Nipponhare, la

cadena secuenciada por el IRGSP.

En una modalidad de la presente invencién, el Ds dispersado al
azar a fravés del genoma de amoz z¢ contempla. Debido a gue ¢t Ds
tiende a transposicion localmente a menudo sobre cortas distancias
genéticas, deben usarse esirategias genéticas para contar esta inclinacion.
En el pasado, esto se ha cumplido usando varios métodos que involucran
basicamente seleccionar conira el lugar de lanzammento de Ds en
progenie {(Sundaresan, V., y otros, (1995) Genes Dev. 9:1797-810;
Tissier, AF, y otros, {1999y La Célula de planta 11:1841-1852), o
dispersando inicialmente varios lugares de lanzamiento a traveés de un
genoma {Osborne, B.1., v otros, {1991) Genetics, 129:833-44; Cooley,
MB., v otros, (1996) Mol Gen Genet. 252:184-94; Knapp, $., v otros,
{1994) Mol Gen Genet. 243:666-73; Takken, F L, y otros, (1998) Plant
J. 14:401-11; Thomas, C.M., ¥ otros, (1994) Mol Gen Genet, 242:573-
85; van der Biczen, E.A., y otros, (1996) Mol Gen Genet. 251:267-80).

Dos estrategias para dispersar {ransposiciones Ds se contemplan,
El primer método estd ampliamente dirigido a incluir un gen de rasge
suicida especifico a polen en el lugar de lanzamiento de Ds para eliminar
la transmisién del ligar de lanzamiento conjuntamente con cualesquiera
elementos transpuestes enlazados. El rasgo suicida se trata por ingenieria
mediante la incorporacién de un promotor especifico a polen accionando
la expresién de un gen de muerte de células apropiado. Puesto que ¢l
constructor del Jugar de lanzamiento e¢s Unica copia y hemizigoso en
plantas de lote, 50% de los productos de meiosis esconden T-ADN y
sufren el suicido genético; 10s productos remanentes producen polen

viable. Aquellos Ds transpuestos que s¢ han recombinado, ya sea entre- o
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inter-cromosémicamente con el Ingar de lanzamiento, son transmitidos
por ¢l polen. Estos elementos se detectan facilmente en progenie
incorporando un marcador herbicida (gene barrera) en el elemente Ds. El
marcador herbicida sirve a un proposito dual — como un marcador de
seleccion de tejido imicial-cultivo para transformacién de arroz, y
posteriormente como una seleccion de base de suclo para elementos Ds

no enlazados que producen progenie.

El método suicida de polen tiene distintas ventajas respecto a
previas estrategias para seleccionar transposiciones no enlazadas. Su
principal ventaja es que el polen se produce en vasto exceso y la semi-
esterilidad del polen es ambientalmente sonora y tendrd muy poco, si
algan, impacto en la produccion de semilla. En la progenie, 50% del
cruce de prueba (o 75% cuando hay auto-reproduccion) son
desperdiciados por la seleccion negativa simplemente debido a que no
separan ¢l lugar de lanzamiento (y/o gen de transposasa, como s¢ explica
abajo). En arroz, cuando se requiere del cruce exterior para recuperar
transposiciones, la produceion de semillas puede ser un factor hinitante.
Mas ann, los quimicos, tales como los pro-herbicidas usados para
seleccion negativa (Tissier, A.F., y otros, {1999) La C¢lula de Plantas.
11:1841-1852; Dotson, SB., v otros, (1996) El Diario de las Plantas.
10:383-392) son ya sea comercialmente disponibles no aprobados para
uso en el campo. Cultivo de tejidos basado e¢n selecciones megativas
(Sundaresan, V., y otros, (1995) Genes Dev. 9:1797-810; Kobayashi, T.,
y otros, (1995} Jpn J. Genet. 70:409-22) no son practicas en arroz.

En una modalidad de la presente invencion, el rasgo suicida
especifico a polen se trata por ingenieria usando un apropiado promotor
que acciona la expresién de un gen suicida, Varios genes suicidas estan

disponibles, incluyendo el gen de barnasa (Goldman, MH., y otros,
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{1994) EMBQ J. 13:2976-84), RNases relacionados {(Fedorova, ND., ¥
otros, (1994) Mol Biol (Mosk). 28:468-71), gen de cadena de toxina A de
difteria (Tsugeki, R. y otros, (1999) Proc Natl Acad Sci USA. 96:12941-
6; Nilsson, O., y otros, (1998) Plant J. 15:799-804; Uk Kim, y otros,
(1998) Mol Cells. 8:310-7; Day, C.D., y otros, {1993) Desarrollo
121:2887-95) y otros (DeLong, A, y otros, (1993) Cell, 74:757-768). El
uso del gen de bammasa s¢ ha mostrado como ser una via efectiva para
generar la muerte de células de micro-esporas autdnomas cuando se
fusionan a un promotor especifico a polen {(Custers, J.B., y otros, (1997)
Plant Mol Biol. 35:689-99). En contraste con previos métodos, los
métodos de la presente invencion dependen de la generacion de semi-
esterilidad, en oposicion a la completa esterilidad del macho, la cual
puede lograrse en un aspecto de la presente invencién mediante el
tratamiento por ingenieria de la expresion de barnasa especificamente en
micro-esporas. Varios promotores estan disponibles para este proposito,
incluyendo ambos arroz (Zou, J.T., y otros, (1994) Amer. J. Botany.
$1:952-561) y maiz promotores especificos a polen (Hamilton, DAL, ¥
otros, (1992) Plant Mol Biol. 18:211-8), y promotores especificos a polen
para varias especies dicotiledoneas (Twell, D., y otros, {1991) Genes
Dev. 5:496-507; Kulikauskas, R. v otros, (1997) Plant Mol Biol. 34:809-
14: Custers, I B., y otros, (1997) Plant Mol Biol. 35:689-99; Albani, D., y
otros, (1991} Plant Mol Biol. 16:501-13; Kim, Y. y otros, (1992)
Transgenic Res. 1:188-94; Twell, D., y otros; (1990) Desarrollo.
109:705-13; van Tunen, A.J., y otros, {1990} Célula de Plantas. 2:393-
401). En una modalidad preferida, un heterdlogo promotor especifico a
polen, tal como el promotor de maifz (Hamilton, D.A., ¥y ofros, (1992}
Plant Mol Biol. 18:211-8), se contempla para minimizar la posibilidad de

silenciamiento de genes,
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La evaluacion de la efectividad del mecanismo del polen suicida
en 1a eliminacion de T-ADN (lugares de lanzamiento), puede lograrse por
ejemplo, empleando un constractor que contiene el gen suicida v ¢l gen
de barrera transformado en un organisme tal como arroz via
transformacién de T-ADN mediada por Agrobacterium (Hiei, Y., ¥ ofros,
(1994) Plant J, 6:271-82; Hiei, Y., y otros, (1997) Plant Molec Bio.
35:205-218; Zhang, J., v otros; (1997) Mol Biotechnol. §:223-31).
Varias leas de T-ADMN de {mica copia (SCILs) pueden entonces
identificarse por Analisis del Sur (Ausebel, F.M., y otros, (1987) Im:
Protocolos corrientes en biologia molecular, ed. Chanda, V.B, Boston:
John Wiley & Sons, Inc.). Para probar la eficiencia de la eliminacion de
T-ADN, puede entonces llevarse a cabo un ¢xperimente PCR en progenie
cruzada exterior no seleccionada para detectar la transmision del T-ADN.
Este analisis puede llevarse a cabo en estanques de ADN a partir de
progenie no seleccionada (por ejemplo, un minimo de estanques 384 de
ADN, cada estanque que contiene 12 plantas). — Usando este
procedimiento de evaluacién, se contempla que otras construcciones
pueden probarse, tales como aquellos que incluyen uma fuente de
transposasa (explicado abajo), ei gen suicida de polen, y ¢l elemento de

barrera de Ds.

F. Expresion de Transposasa

Una adicional modalidad de la presente invencion ests dirigida
hacia el enriquecimienio de transposiciones independientes mientras se
minimiza la tecuperacién de unos no independientes. Una via de llevar a
cabo esto es retrasando la transposicion en el desarrollo para prevenir la
temprana propagacion de clones y la transmision meidtica de los eventos
no independientes. El control sobre la temporizacién de desarrollo de la

transposicion se logra usando promotores heterélogos promotores que
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accionan ¢l gen de Ac transposasa (Rommens, C.M., y otros, (1992) Mol
Gen Genet, 231:433-41; Balecll, L. y otros, {(1994) Plant Mol Biol.
24:789-98: Scofield, SR, y otros, (1992) Plant Cell. 4:573-82;
Swinburne, ., v otros, {1992) Plant Cell. 4:583-95; Grevelding, C., ¥
otros, {1992) Proc Natl Acad Sci U S A. 89:6085-9). Varios promotores

heterdlogos se visualizan en la presente modalidad.

En una modalidad preferida la estrategia para enriquecer las
transposiciones independientes es limitar la expresion de transposasa
exclusivamente & desarrollo floral, preferiblemente excluyendo la
expresién de pistilo (por las razones explicadas abajo), para prevenir las
transposiciones vegetativas. Un promotor especifico floral puede usarse
para accionar la expresidn de tramsposasa durante la formacién de
estambre primordial y varios estin disponibles que precluyen la
expresion de pistilo tal como arroz (Moon, Y.H., y otros, (1999) Plant
Mol Biol. 40:167-77; Kang, H.G., y otros, (1998) Plant Mol Biol.
3R:1021-9; Greco, R, y otres, {1997) Mol Gen Genet. 233:615-23) o
promotores de gen de maiz de caja MADS (Mena, M., y otros, (1996)
Ciencia 274:1537-40;, Mena, M., y otros, (1995) Plant J. 8:845-54), Para
mejorar la frecuencia de transposicion, tanto la version de total longitud
de cADN como una version truncada de transposasa Ac pueden usarse €n
arroz. La version truncada (ORF103-807) se ha mostrado que mejora la
frecuencia de transposicién en especies de plantas heterélogas (Houba-
Herin, y otros, {1990y Mol Gen Genet. 224:17-23; Li, M.G. y otros,
(1990) Proc Natl Acad Sci U S A. 87:6044-8).

Limitar la expresion de transposasa al desarrollo floral significa
que cada flor representa una fuente independiente de transposiciones.
Estadisticamente, la recuperacion de transposicion no independiente es

baja — si el polen de cada una es considerada una fuente de
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transposiciones independientes entonces la frecuencia de la semilla de
progenie derivada del polen del mismo anter sera desventajosa - por lo
menos seis veces mds anters (seis por espiguita) se produciran que en la
semilla (una potr espiguita). Las modalidades de la presente invencion
incluyen el uso de 35S-accionadas de transposasa (completa longitud y
truncada) y construcciones de tramsposasa expresadas floralmente
transformadas en arroz conjuntamente con elemento simple de Ds
insertado dentro de 5° UTR de un gen de barrera. Unicas lineas de
insercion de copia se identifican entonces mediante andlisis del Sur y
estas plantas se cruzan exteriormente a hembras IR36 macho estéril, de
tipo salvaje. Las sementeras de progenie so sometidas entonces a dos
aplicaciones foliares de Finale® (ver abajo) para seleccionar progenie
donde Ds se ha cortado. Basado en el mecanismo de transposicion Ac/Ds
(Chen, J., y otros, (1987) Genética. 117:109-116; Chen, J., y otros,
(1992) Genética 130:665-676; Greenblatt, LM. y otros, (1962) Genética
(47:489-501) mas del 50% de esta progenie contiene elementos Ds
transpuestos enlazados o no enlazados. La progenie resistente a Finale®
de cada lote se analiza mediante analisis del Sur para determunar la

efectividad de recuperacion de transposiciones independientes.

Una vez transpuestos, Jos elementos Ds necesitan ser estabilizados,
aunque tuene avn la habilidad de ser removilizados. Para estabilizar los
elementos Ds transpuestos, el apropiado gen de transposasa se incluye
dentro del constructor final de T-ADN que contiene el lugar de
lanzamiento DS. El proceso del polen suicida o estrategia contrasentido
de barrera climina la fuente de transposasa conjuntamente con la T-ADN,
estabilizando asi cualguier elemento Ds transpuesto en la progenie,
Reintroduciendo la transposasa en subsecuentes generaciones se puede
desestabilizar facilmente el elemento Ds, permitiendo la muta-génesis

localizada de genes vecinos (Leng, D., y otros, (1997) Plant J. 11:145-8;
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EJEMPLOS

Ejempio 1. Constructores Genéticos.

pYL904 — Elemnento Sintético Ds

El elemento sintético Ds se construyd combinando los extremos 5°
vy 3’ de Ac requerido para transposicidn. Los precursores P643
(aagetttggocatattgeagteateey (SEC D NO:1) vy Podd
(aagettgctcpageagpgatgaaagtaggatggga) (SEC ID NO:2) se usan para
amplificar el extremo 5’del elemento Activador (Ac) de las coordenadas
4312 a 4565 bp (Acceso a GenBank X01380) (SEC ID NO:3) mientras
se¢ agrega un lugar de clonacion Hind IIT al extremo 37 y tanto un lugar
Hind III como un lugar Xho I en el extremo 5° det fragmento, Los
precursores P645 (gaattccctcgagtagggatgaaaacggteggtaac) (SEC ID
NO:4} vy Po46 (gaaticgaatatatpttttcatgtgtgat) (SEC ID NO:5) se usan para
amplificar el extremo 3’ del elemento Ac de las coordenadas 1 a 221 bp
con lugares de resirtccién adicionales EcoRI y Xhol agregados al
extremo 3° del fragmento y un lugar de restriccion adicional EcoRI se
agrego al extremo 5° del fragmento que se amplifica. Estos fragmentos se

clonaron individualmente en €l vector pCR2.1-TOPO (Invitrogen).

El plasmido pYUS90 contenia el fragmento de extremo 5° del
elemento Ac, y ¢l plasmido pYU892 contenia el fragmento del extremo

3’ del elemento Ac.

pYUBS2 se digirid con EcoRI (New England Biolabs), y el par de
base 230 (bp) Eco RI insertado se cloné en el higar Eco RI de pUCI19
(Acceso del GenBank M77789) para generar pY U899,
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pYUB90 se digiri6 con Hindlll (New England Biclabs), y el
inserto 250 bp se subclond en e} lugar HindIll del plidsmide pYU899
lievando al pidsrmdo pYU902. Este plasmido contiene los extremos 3 y
3’ de Ac, requeridos para transposicién, y un lugar poli-enlazante interno

para subsecuentes propositos de ¢lonacion.

Una eliminacién detivada (pYU903) de pBLUESCRIPT II K/S
(Stratagene) se construyd digiriendo primero con Sac I y Sal 1, llenado
con Kienow y religado. El plasmido se digirié entonces con Asp 718 y
Apa 1, se llend con Klenow y relego. El plasmido derivado representa una
eliminacion de los lugares de resiriceién del poli-enlazante Kpni-Sacl

pero con un lugar de clonacion intacto Xhol.

pYU902 se digirié con Xhol (New England Biolabs), y el
fragmento interno de 571 bp se clond en el lugar Xhol de pYU903
Hevando a pYU904 (Figura 4A). Este plasmido contiene los extremos §
y 3’de Ac, vy el lugar de clonado multiple dentro del elemento Ds que ¢s
ahora Gnico para el plasmido. Este elemento Ds se refiere como “Ds-poli-

enlazante™.

pYU905 — Elemento Ds que contiene Gen Marcador de Seleccidn

Un fragmento Sma I de 1,1 kb que contiene el gen de barrera de
Streptomyces hygroscopicus (Acceso de Genbank X17220) (SEC ID
NO:6) se fusiona a un fragmento promotor de 0,6 kb CaMV 358 (Benfey
y Chua, 1990) y el elemento 3’ de sefial de poli-adenilacidn
(coordenadas 514-813) (Accese de GenBank Y00090) {SEC ID NO:7)
para crear el plasmido pYU117. |

El plasmide pYU 117 se digirié con HindIll y SnaBl (new
England Biolabs) y e} fragmento de 1,8 kb que contiene el gen terminal-
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gen de barrera-promotor CaMV 358 se llend ¢on polimeraza de ADN de
fragmento Klenow (New England Biolabs). El fragmento modificado se
clond en el lugar Smal de pYU904 para generar pYU905 (Figura 4B}

pYU905 contiene el gen de barrera accionado CaMV 35S al
interior del elemento Ds-poli-enlazante transposable. Este elemento Ds

sintético se denomina “Ds-bar”.

pY U846 — Fuente de transposasa

E] plasmido pKUID8A contiene una transposasa cADN con una
estructura de lectura truncada (ORFal03-807) {Lee y Starlinger, PNAS
87:6044-6048. 1990) se digirid con Ncol v BamHI (New England
Biolabs). El fragmento interno de 2,1 kb se purificd v subcloné dentro de
pRTL2 (Restrepo-Hartwig vy Carrington. J. Virology 66:5662)
previamente digerido con jas mismas enzimas. El plasinido resultante
pYUB846 (Figura 5), contenia la fusién de transcripcion entre €l promotor
CaMV 358, la Ac transposasa ¢cADN truncada (aminoacidos 103-807) y

la secuencia 355 poli-adenilacion.

Constructores GST

Dos gjemplos de constructores GST basados en ¢l gen de bamasa
de Bacillus amyloliguefuciens se muestran en la Tabla 1 (SEC D
NQO:15) v Tabla 2 (SEC ID NO:16). Estos constructores se derivan
remplazando ¢ pmmﬁtor de tabaco especifico a tapetal TA29 {Acceso a
Genbank A18052) (SEC ID N(:8) con una dicotiledénea promotiora
especifica a polen de Arabidopsis thaliona (At39) ¢ moncoatileddnea
promotora especifica a polen de Oryvza sativa (arroz) (Acceso a GenBank
Z16402) (SEC 1D NO:9).

A
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El promotor At59 y 5° UTR se amplifica a partir de 4, fhaliana
Col-0O gendémico ADN usando PIECUFSOTES P755
(acccatgtgagttttettteticteeat) (SEC ID NO:10y y  P756
(ttataggaanaticcageageteageat) (SEC ID NO:11). Estos precursores
amptlifican simultdneamente el promotor y 1a secuencia 5’ UTR mientras
introduce un lugar de clonacion 5° Pst Iy un lugar 3° Nco 1 situado al
inicio de la translacion. Este lugar Nco I se fusiona a un lugar de 0,74 kb
Nco I - Eco RI del gen de barnasa que contiene el elemento de sefial de
peli-adenilaciéon de sintasa nopalina en el extremo 3° para crear el
transgene At59PSP:barnasa:nos (Tabla 1) (Figura 3A).

Similarmente, ¢l arroz promotor especifico a polen (Acccso a
GenBank Z16402) (SEC ID NO:9) se amplifica a parlir de Orza sativa
ssp. indica TR36 ADN gendmico usando precursores P731
{gaattccggpecatggeatectttag) (SEC ID NO:1Z2y vy P732
(ccatggatgatgtpgeteeaaatg) (SEC ID NO:13) que amplifican un promotor
y un fragmento §° UTR mientras introduce un lugar 5° EcoRI e incluye
el lugar 3” Nco I al inicic de la translacién. Este fragmento de 0,74 kb
Eco RI-Nco [ estd ligado al lugar Nco 1 del gen de barnasa que contiene
el elemento de sefial de poli-adenilacién de sintasa nopalina en el
extremo 3” para crear el transgene OsPSP:barnasa:Nos (Tabla 2) (Figura
3B;.

Constructor T-ADN

El vector T-ADN pPZP200 (Acceso a GenBank U10460) (SEC ID
NO:14) se digiri6 con Pst I ligado al fragmento de 3,2 kb Pst I a partir de
pYUB846 para generar pYU1001. El pYU1001 se digirié con Asp 718,
llenado con Klenow, y ligado al fragmento de gen T4 ADN polimerasa-
tratada de 1,2 kb Pst I ~ Eco RI At59:bamase:nos (pYU1002) o al
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Tabla 1. Secuencia y Caracteristicas de ATS59:Barnasa: Constructor Nos
G8T

CARACTERISTICAS Localizacién/Calificadores
misc_feature 840..1245
nota ="3' secuencia regulatoria que contiene el
lugar de poli-adenilacién derivado del gen de sintasa
nopalina
a partir de Agrobacterium T-ADN"
5UTR 393,503
AA cambiado a CC en ¢l extremo 3' para crear lugar Ncol
TATA sefial 364..368 :
primer_bind 1.30 cambio de CCAT a TGCA
primer_bind complemento(480..501)
precursor para amplificar At59 promator e introduce lugar Neol
CDs 504..839
/mote=" codificar secuencia de gen de barnasa”
promotor 1..392 At59 promotor region
misc_feature 1241..1246 Eco RI lugar de clonacidén
misc feature 1.6 Pst 1 lugar de clonacidn
BASE CONTEQ 400a 232¢ 235g 3754
ORIGEN _
1 ctgoagggea tittttaat tacitptaty ataattattt tcaatagace fagagacitg
61 atatatacta cgtttaataa tcatatgtag tatptatgat taattaagta aatacaaaaa
121 tagttaccic aagititaaa getgctaltg gptaattate tcagtaaaaa taatattaga
181 tcaaggoana aataactgaa aatatceaga aaagaaggat taaacaaagg catccaaaat
241 ctataatigg ptittttgga ganatpacca tagagatita aatcaatgpt tgtotaatet
301 atgttaattc tcaatcetct attgactett cteatetect titetetete cecagticct
361 ggttattaaa geaalcaggt galicaaate titaatettt taatcccgge aggectatot
421 paaacaacaa ccteogtttg agetittgee gpgaaaatat anagttcaca ggetttpgic
48] tetgeattty caatatatlt accatggtac cgpttatcaa cacgttigac gepgttgcgp
541 attatctica gacatatcat aagetacctg ataattacat tacaaaatca gaageacaag
601 cectoggetg gptgpcatea aaagggaace ttgeagacgt cgetccggag aaaageatcg
661 gcgeagacatctictcaaac agggaaggca aactocogeg caaaagegea cgaacatgge
721 grgaapcppa tattaactat acatcagget tcagaaatte agaccggatt ctttactcaa
781 gegactgect gatitacana acaacggace attatcagac ctttacaaaa atcagataac
841 gaaaaaaacg geftoctgeg gaggoogtit tttcagett tacataaagt gigtaataaa
901 tttttcttca aactctgate goteaattic actttceggn nnnctetaga gpatccgaag
961 cagatcgtic anacatttyg caataaagtt tettaagatt gaateetptt gecgptotty
102] cgatgattat catataattt ctgtigaatt acgttaagea tgtaataatt aacatgtaat
1081 geatgacptt atftatgapa tgggtittia teattagagt cocgeaatta tacatttaat
1141 acgcgataga aaacaaanta tagegegeaa actaggataa attatcgege geggtgteat
1201 ctatgtiact agatogggaa gatecococgge taccgagete gaatte (SEC ID NO:15)
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Tabla 2. Secuencia y Caracteristicas de OsPSP:Barnasa: Constructor
Nos GTS
CARACTERISTICAS Localizacién/Calificadores
misc_feature 1208..1213
/note="Ecc RI lugar clonacion”
mise feature 807..1212
/mote="3" secuencia repulatoria que
conticne g lugar de poli-ademlaciéon
derivado de sinfasa nopalina
gene de Agrobacterium T-ADN"
CDS 471..806
/nota ="secuencia de codificacton del
gen de barnasa”

misc_feature 1.6
fnota ="Eco Rl fugar de clonacion™
promaotor 6..470

/mota ="QsPSP promotor regién”

BASE CONTEO 374a 279c¢ 239g 3171

ORIGEN

1 gaattcoggg ceatggeate cittagaatg pagpaattta agtgaaatig agetaaacta
61 tgtgaacate ctatgaagit actgeatica aggegeccaa catgaaatet attcaggtic
121 ccaagttgtyg ggeticegta acgtcaaaat tcgacagatt tetggctgge taaaacacec
181 acaacggcaa taatageetc petegteaaa acaticacce atttttaget tggteatcat
241 caaaagtagy atcaaatcaa caatetgoct tetettcage caclogatee caacggeate
301 tecaacgatt cetacttgaa gpacagecat ggaaatecte cagpttcece aggttactta
361 taccacaget cgaatecgtt coaaaceagg ceattteapgt accoteclct cacatiifee
421 ccaaataata atagaggaay gppaaaaaca catttgeage cacaicatoc atggtaccegg
481 ftatcaacac gittgacpeg gtigogpalt atcttcapgac atatcataag ctacctgata
541 attacattac aaaatcagaa gcacaagecc toggetgget gecatcasaa gggaacceitg
601 cagacgtcge teopgggaaa ageateggey gagacatott cfcaaacagg gaapgeaaac
661 tccogppeaa aageggacea acatggeptg aageppatat taactataca teaggettca
721 gaaattcaga cepgattett tacteaageg actggetpgat ttacaaaaca acggaccatt
781 atcagacctt tacaaaaatc agataacgaa aaaaacgget tectgeggap geogtittit
841 tcagctttac ataaagtgty taataaattt ticttcaaac tetgateggl caattteact

901 ttccpgnnnn cictagagga tocgaageay alcgticaaa catttgpcaa taaagttict
961 taagattgaa tectgtigee gotottgega tpattateat ataatttetg ttgaattacg

1021 tlaageatgt aataattaac atglaatgon lgacgtiatt latgapatgg gittitatga
108} ttagagtece peaattatac atttaatacy cgatagaaaa canaatatag cpgegcaaact
1141 aggpataaatt atcpegegeg gtotcateta tpttactapa togggaagat ccecgggtac
1201 cgagetegaa tte {SEC ID NO:16)
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hembras del tipo salvaje. En ésta instancia, (micamente €l polen no
transgénico o polen que contiene transposiciones dispersas se puede
propagar. Para propdsito de eliminar transmision no deseada de polen de
un fransgene (por gjemplo, resistencia a herbicidas en césped), las lineas
transgénicas hemizigosas pueden plantarse y unicamente sobrevivira el

polen tipo salvaje.

Alfalfa

Un constructor de 4cido nucleico (GST) donde el gene codifica
barnasa, bajo el control de un promotor especifice a polen a partir de
arroz, se elabora en forma tal que un gen Bt se enlaza al GST. Un genoma
de alfalfa virgen {es decir, tipo salvaje) se fransforma con el complejo de
transgene que contiene los ires elementos {arroz promotor especifico a
polen, gen de bamasa, gen Bt) tal que la planta transgénica resultante es

hemizigosa para el complejo de transgene.

La planta transgénica hemizigosa se propaga vegetativamente para
lograr plantas de progenie que son también hemizigosas para el complejo
de transgene. Aunque la planta es resistente/tolerante a algunas pestes de
insectos lepidopteros, la transmisién del gen Bt via polinizacién cruzada

se elimina debido a que no se produce polen transgénico viable.

Maiz Transformado

En ¢l caso de maiz, el GST/complejo de transgene se inserta dentro
del genoma del maiz y el padre “hembra” Heva e} complejo de fransgene.
Ante 1a hibridizacion con el polen de tipo salvaje, inicamente 1/2 de la
semilla hibrida de la progenic llevara el complejo de transgene (no es un

problema para las aplicaciones de genémicos funcionales). Esta

zo=
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limitacion esta circunscrita usando un sistema de recombinasa flp o lox—
el rasgo GST se mantiene inactivo y homocigoto hasta que el hibrido se
produce. En este punio, la recombinacién mediada por fit- o cre- activa ¢l
rasgo GST (por ejerplo, retirando un bioque de ADN para transcripeion
o0 activando 1a transeripeidn), ahora presentes en toda la progenie hibrida
ent vez de 1/2, Fl complejo de transgene que contiene GTS activado se
elimina de cualquier que activa el complejo de transgene (por ejemplo,

50% de los productas meioticos).

Ejemple 3. Eventos Enriquecedores de Transposicidn Dispersa

Enlazando fisicamente el rasgo de esteritidad rasgo a un lugar de
lanzamiento de iransposon y/o fuente de transposasa, el “filtro de
esterilidad penétfca™ se usa para enriquecer altamente los eventos de
transposicién dispersos y/o estabilizados sin ¢l uso de quimicos y sin la
necesidad de seleccionar contra progenpie que contienc evenios enlazados

de transposicion y/o fuente de transposasa.

Por eiemplo, cuando se logra el 50% de esterilidad del polen, los
remanentes genomas viables haploides no desarrollardn el gen suicida y
sus elementos asociados tales como el lugar de lanzamiento del
transposon yfo gen de transposasa debido a la normal segregacion de
cromosoma homologo, independiente escogencia y recombinacion
meiotica. Una fraccién de eslos genomas viables contendra nuevos
elementos transpuestos, especialmente aquellos elementos que s¢ ha
escogido independientemente © recombinado a partir del lugar de
lanzamiento y su asociado gen suicida. Consecuentemente, el “filiro de
esterilidad genética” elimina los gametos que contienen elementos
fransposados que permanecen enlazados al lugar de lanzamiemto y/o

gametos que contienen un gen de ransposasa.
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Si se usa polen remanenie viable para fertilizar ovulos, va sea
mediante polinizaciones controladas o mediante polinizacion por el
viento, una fraccién de la progenie resultanie contendrd elementos
transposados. Esta progenie se identifica facilmente mediante la inchzsion
de un marcador de seleccion o tamizado al interior del transposon, tal
como el pen de la petunia, Arabidopsis, o Agrobacterium CP4 EPSPS
{Padgette, S. R.y ofros, {1987) Arch Biochem Biophys Vol. 258/2:564-
73; Klee, H. J. y otros, 1987 Mol Gen Genet Vo, 210/3:437-42, Hoef, A,
y otros, (1998) Food Addit Contam Vol 15/7;767-74; Harrison, L. A | v
otros, (1996) J Nuir Vol. 126/3;728-40), encoding glyphosate
(Roundup®) resistencia (Malik, J., y otros, (1989) Biofactors Vol. 2/1:17-
25); o una variedad de sintasa aceto-lactato (ALS), que codifican
resistencia a hetbicidas de sulfonil-urea (Whitcomb, C. E. {1999) Toxicol
Ind Health Vol 15!1-2:231-9'), tal como €l gen resistente a miltiples
herbicidas de Arabidopsis, csrl-4 (Mourad, G. y otros, (1994) Mol Gen
Genet Vol.: 243/2:178-84), o ¢l gen de barrera de Strepfomyces
(Thompson, C.J y otros, (1986) EMBO J. Vol 6:2519-2523) que
codifica la resistencia a fosfinotricina (Finale®), para nombrar unos

pocos,

En el caso de la transmision de un elemento autonomo, tal como
Ag, progenie que contiene clemenios dispersos Ac transpuestos se
identifican mediante medios genéticos clasicos fales como frams-
activacion de un gen de reporte Ds-inducido. En una modalidad de la
presente invencién, el transposon se construye con un gem de¢
supervivencia de polen que permite dnicamente polen viable que ¢ontiene
elementos transposados, ¢liminando asi completamente la necesidad de

seleccion quimica o tamices.
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5i el complejo de GST contiene adicionaimente un elemento
transposable, entonces la frecuencia de transposicion {tantc para los
lugares enlazados como no enlazados) puede ser alta, dependiendo de la
fuente de transposasa y otros factores. Asumiendo una frecuencia de
trangposicion de 5%, 70% de la cual puede ser enlazada, ¢ntonces el 30%
no son ¢nlazadas y 15% de éstos (escogencia independiente al azar del
transposon con el cromosoma GST) se recuperardn en progenie y 5€
identificardn ficilmente mediante la resistencia a herbicidas contenidos
en el elemento transposable. Si se desea recuperar 100 000 inserciones
independientes, un estimado del mimero de semillas requeridas puede ser:
(100 600 X 2/3)/0,05 = 13 333 333 F1 de semillas necesitadas. Estas
pueden generarse y tamizarse (recuperadas como plantas individuales) en

metios de 3 afios.

Ejempio 4. Eventos de Transposicibn Dispersa Establemente

Enriquecidos

Una modalidad adicional de la presente jnvencion se dirige hacia la
inctusion, en ¢l complejo de transgene, en adicién al lagar de lanzamiento
del tramsposon v ¢l gen suicida, otros genes tales como una fuente de
transposasa. En esta modalidad, el “filtro de esterilidad genética™
enriquece elemenfos dispersos mifentras que fambién elimina la

transmision de la fuente de transposasa a progenie,

La eliminacion simultinea del lugar donante de transposon y gen
de transposasa tiene el adicional beneficio de transmitir elementos
transposados que son estabilizadas {es decir, no mas transposicion debido
a la pérdida del gen de transposasa) previniendo asi que ocurran las

adicionales transposiciones {(fransposiciones secundarias).
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Otras modalidades de la presente invencién ncluyen el
posicionamiento de la fuente de transposasa v lugares de lanzamiento del
transposon en separados complejos de transgenes. Por gjemplo, el lugar
de lanzamiento v la fuente de transposasa pueden llevarse conjuntamente
en ums genoma en elementos Separados para lograr el mismo
enriquecimiento para fransposiciones dispersas. Mds atin, en casos donde
se desea la transposicion localizada, es decir, para saturar una region
cromosomica especifica con inserciones o para recuperar inserciones en
genes de interés cercanos, la fuente de transposasa se e¢limina mediante el
método de filtro de esteritidad sin eliminar necesariamente las
transposiciones enlazadas.

Ejemplo 5. Arroz — Un Sistema de Planta Modelo

A. Transformacién dg Arroz

Transgénicos de arroz se generan empleando un métode basado en
micro-titulacién de 24 perforaciones que permite un alta produccién
transgénica a4 todo su fravés. El método es una adaptacién de los
protocolos publicados (Hiei, Y., y otros, (1994) Plant J. 6:271-82; Hiei,
Y. y otros {1997) Plant Molec Bio. 35:205-218; Zhang, I, y otros, (1997)
Mol Biotechnol. 8:223-31) e involucra un cultive enteramente liquido y
un sistema de transformacion que permite la produccion de transgénicos a
partiv de induccion de scutellar callys, co-cultivo con Agrobacterium,
tratamiento con Timentin, v regeneracién de tallo, Este sistema se usa

para generar ca. 50-100 lineas transgénicas independientes cada mes.

Una mugstra de tejido de cada linea transgénica se recolecto, se
extrajo ADN y analizé mediante Southern para identificar lineas que
contiene una sola copia de insertos de T-ADN (SCTLs). Los tallos de
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SCTLs se micro-propagaron y transplantaron al suele de acuerdo con los

métodos bien conocidos para una persona experta en el arte.

B. Metodologias Genéficas

Un programa de alte cruce de alto volumen, basado ampliamente,
esta disponible en la CIAT para la generacidn de lotes, semillas y lineas
de transposon. Tipicamente, alrededor de 1 000 cruces controlados
(manualmente) se elaboraron en cada ciclo, incluyendo cruces sencillos,
dobles, superiores y posteriores. E! nimero de semillas F1 obtenido

depende del tipo de cruce v objetivos de regeneracion.

Los cruces pueden hacerse a través del afio bajo condiciones de
invernadero aprobadas biolégicamente seguras. Tres plantaciones de
parientes a intervalos de desde 7 a 10 dias se hicieron para asegurar la
florescencia simultanea. Los parientes crecen en grandes potes o crecen
en el campo en un blogue de hibridizacién cuando se emplea la linca

hembra, macho estéri].

Para polinizaciones manuales, los métodos de cruce son; seleccidn
de plantas parientes, emasculacién de paniculos {retiro de anters para el
pariente hembra), cubrimiento de flores emasculadas con una belsa de
papel satinado o crisfal, polinizacién del pariente hembra con polen
colectado del pariente macho, cubrimiento del paniculo polinizado con la
bolsa de papel satinado o cristal, e identificacién de paniculos usados para
cruce con una bandera de cruce que contiene relevante informacidn
acerca de los parientes, fechas, y norbre de la persona que hzo el cruce.
Para detallada informacién sobre la hibridizacion de arroz, ver por
giemplo, Coffman, W. R. y R, M. Hemrera (1980} Arroz, En:
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Hibridizacién de Plantas de Cosecha, W. R. Fehr y H. H. Hadley,
Editores, Capitulo 36: 511-522, American Society de Agronomists.

Piantas seleccionadas F1 y T1 se cosecharon individualmente para
produce semillas F2. Alrededor de 25 dias después de 1a polinizacion la
semilla hibrida se coseché, trillo, limpid, colocd en sobres de monedas.
Esta semilla se almacend bajo baja humedad y temperatura, La semtlla T}
crecen en placas y se seleccionan para resistencia a herbicidas mediante
dos aplicaciones a foliares de 0,05% de Finale® a 25 y 35 dias después

de la germinacion,

C. Rastreo de Muestras

Una base de datos de rastreo de muestra de codigo de barras puede
usarse para rastrear plantas, semillas, y muestras de ADN a través del
flujo de trabaje. A cada transgénico gue s¢ crea se asigna un {mico
identificador (alfanumérico). Las plantas en lote de transgénicos llevan
este identificador y un segundo umico identificador de lote. Todos los
lotes que entran a las guarderias de pmdudcién llevan los transgénicos/
identificadores de lote v cruces de prueba derivados de cada lote se les

asigna un tmico identificador para cada cruce (lote de semiita T1).

Después de Ia seleccion de Finale®, a cada planta resistents se le
asigna ur anico identificador de linea. Esta informacién se codifica en
una etiqueta de la planta con dos etiquetas desprendibles, cada una
contiene idénticos identificadores alfanuméricos y codigos de barras
asociados. Una etiqueta desprendible esta unida a la muestra de tejido y la
olra permancce en [a planta, en ultimas cosida al empaque de semiltas, un
lector de codigo de barras de muestras de tejido entra en logaritmos en

una base de datos que luego rastrea las muestras a través de la exiraccion

X
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de cola de ADN v en ultimas en una posicion de una placa de 384-micro-

titulaciones usada para amplificacion de PCR y secuenciado de ADN.

D. Alto Aislamiento a todo el través de ADN y Normalizacion

Mugstras de tejido se liofilizan antes de la extraccion de ADN. El
tejide liofilizado para embarque en boisas pldsticas se seila con secante,
el tejido se muele con perlas de silice de zirconio {ATGC, Inc.) agitando
rapidamente 96-384 tubos en un agitador de pintado comercial de 10

galanes (Fluid Dynamics, Inc.}.

Fl ADN se extrae usando un método paralelo a todo el través,
adaptade de los métodos previamente publicados (Galbiati, M., v otros,
{2000) Functional & Integrative Genomics, en prensa) v el ADN
purificado es almacenado en 96 placas de formato de micro-titulacién, La
concentracién del ADN se mide robéticamente mediante el método de
Picogreen (Molecular Probes, Inc.) usando un lector de placa de

Spectrofluory estacién de trabajo Genesis robotics (Tecan, Inc.),

Para hacer una segunda placa de trabajo para andlisis PCR, ¢l ADN
se normaliza roboticamente retirando una cantidad fija de ADN de cada
orificio conjuntamente con la aproptada cantidad de amortignador en una
sepunda placa de micro-titulacion. Replicas madre-hija de estas placas de
trabajo normalizadas s¢ elaboraron roboticamente y las muestras se

embarcaron para amplificacién y secuenciado.

La confiabilidad de este completo procedimiento, incluyendo
levantamientos, a partir de la extraccién de tejide hasta la normalizacion,

se ha permttido tanto para maiz como Arabidopsis.

3
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transposicion en esta direccion. Consecuentemente, esta semilla puede
simplemente replantarse cada estacién para generar lote adicional para

nuevas selecciones de transposicion.

El tiempo de floracion para la variedad de arroz Nipponbare es de
60 dias cuando crece a o cerca al ecuador, Usando wun localizacion
ecuatorial es posible lograr casi 4 generaciones de plantas cada afio. El
tiempo abreviado de generacion y las condiciones de crecimiento durante
un afic constante en Cali, México hace a los genéticos de arroz casi tan

eficientes como Arabidopsis.

G. Produccion de Semilla de Fundacion

En nna modalidad de la presente invencion, el objetivo es
seleccionar transposiciones sencillas, dispersas y recuperar estas
inserciones en condicién hemizigosa. Bsto permite la recuperacién de

mutaciones no letaies, letales recesivas y haplo-insuficientes hembra,

Para producir la semilla T1, las plantas en lote se cruzan como
machos para plantas hembra macho estéril en la guarderia. Eficiente cruce
exterior en arroz puede lograrse entre-plantando machos y hembras
machos estériles. La esterilidlad de machos en Nipponbare no estd
actualmente disponible en forma tal que una mutacion de esterilidad de
machos nuclear (ms) se introgredice a partir de una cadena 0. safiva ssp.
indica en Nipponbare en las guarderias. El proceso de introgresion se
acelera en gran medida mediante una representacion asistida por
marcador y regeneracién, seleccionando la progenie de cruce posterior

para 1a mutacion ms y marcadores de Nipponbare.
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El foco ms se representa primero usando marcadores (SSR) de
repeticion de secuencia simple previamente caracterizados (McCouch,
3.R., v otros, (1997) Plant Mol Biol. 35:89-99; Panaud, O., y otros,
(1996) Mol Gen Genet. 252:597-607). 7 000 SSR secuencias estan
disponibles en el escritc en borrador de Monsanto (i, L.

-+ .+ . Los SSRs enlazados se wusan para seguir el ailefe ms
duranta la introgresion, mientras que los SSRs no enlazados a través del

genoma se usan para seleccion conira el germo-plasma donante,

Dos cruces posteriores y una auto polinizacion debe ser suficiente
para transferir la allele ms al antecedente del Nipponbare. Los cruces Fl
se elaboran y la progenie F2 se penera, La linea ms introgresada se hace
disponible para produccién de semillas T1. Una linea 1:1 que segrega
para el fenotipo ms se usa en la guarderia, genotipeada mediante analisis
SSR, v las plantas de machos fértiles se desechan. Los lotes de transposon
s¢ hibridizan a plantas hembra ms/ms para generar semilla T1 para

seleccion de linea Ds.

H. Seleccidn de Linea de Transposon

La semilla T1 se planta en piacas y sementeras de 25 dias de edad
se secleccionan medianie una aplicacion foliar de 0,05% de Finale®
seguido por un segundo tratamiento de 10 a 15 dias después. Las plantas
resistentes a Finale® se codifican ¢con barras y transplantan a la guarderia

y s¢ dejan auto polinizar para generar semilla T2.

Una muestra de tejido (ca. 1-2 gm tejido de hoja) de cada planta se
colecta, coloca en tubos de codigo de barras, liofilizan y preparan para

extraccion de ADN.



La semilla T2 de cada linea se colecta, trilla, coloca en cubiertas
con c6dige de barras y prepara para almacenamiento o distribucion

pablica.

Aunque Ta invencidn se ha divulgado con referencia a modalidades
especificas, es evidente que otras modalidades y variaciones de esta
invencion pueden visualizarse por otros expertos en ¢l arte sin apartarse
del verdadero espiritu y alcance de la invencién. Las refvindicaciones del
apéndice pretenden estar construidas en forma tal de incluir todas las

modificaciones establecidas y variaciones equivalentes,

N

-



REIVINDICACIONES
Lo que se reivindica es:

1. Un constructor de acido nucleico que comprende un
promotor especifico a gameto macho o gameto hembra operativamente
enlazado a un gen suicida, donde la combinacién de dicho promotor y

dicho gen suicida esta enlazada a un gene de interés.

2. Un constructor de acido nuclieico que comprende un
promotor especifico a polen o un promotor especifico a dvulos
operativamente enlazado a un gen suicida seleccionado a partir del grupo
que consiste de barnasa, semilla de borla 2 y gen A de toxina de difteria,
donde la combinacion de dicho promotor y dicho gen swicida estd
enlazada a un gen de interés seleccionado a partir del grupo que consiste
de un gen que codifica para resistemcia a herbicidas, resistencia a
antibioticos, resistencia a insecticidas, fijacion de nitrégeno, nufricion

mejorada y contenido de celulosa u otro rasgo de interés agronémico.

3.  El constructor de acido nucleico de 1a reivindicacion 1 donde
dicho promotor se selecciona a partir del grupo gue consiste de un

promotor especifico a polen v un promotor especifico a évulos.

4. El constructor de dcido nucleico de la reivindicacién 1 donde
dicho gen suicida se selecciona a partir del grupo que consiste de de

barnasa, semilla de borla 2 y gen A de toxina de difteria.

5.  El constructor de acido nucleico de la reivindicacion 1 donde
dicho gene de interés se selecciona a partir del grupe que consiste de un

dcide nucleico que codifica resistencia a herbicidas, resistencia a
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antibidticos, resistencia a insecticidas, fijacion de nitrégeno, nutricion

mejorada y contenido de celulosa.

6.  Un vector que comprende el constructor de acido nucleico de

la reivindicacion 1.

7. Un vector que comprende el constructor de acido macleico de

la reivindicacion 2.

8. Una célula huésped que comprende el vector de la

relvindicacion 6.

9.  Unpa célula huésped que comprende el vector de la

reivindicacion 7.

10. Una célula de planta recombinante que comprende el vector
de una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 7.
' T
;:""-r 1 1 Una planta transgénica que comprende el vector de una
mﬁlﬂi.i"i'era de las reivindicaciones 6 a 7.

LN
\ ' 12. | Laplanta transgénica de la reivindicacion 11, donde la planta

RS

transgénica es hemizigosa para el constructor de dcido nucleico,

13. Un métedo para reducir o eliminar la transmision macho de

un foco de transgene en una planta gque comprende:

a) transformar una célula de planta con un constructor de
acido nucleico donde un promotor especifico a gameto macho esta

operativamente enlazado a un gen suicida, donde la combinacién de dicho
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promotor y dicho gen suicida esti eplazada a un poli nucledtido
heterdlogo;

b) propagar dicha célula de planta fransformada a través de
meiosis para producir gametos machos que no tienen dicho foco de

transgene.

14,  Un método para reducir o eliminar la transmisién macho de

un foco de transgene en una planta que comprende:

a)  transformar una oélula de planta con un constructer de acido
mucleico donde un promotor especifico a pelen estd operativamente
enlazado a un gen suicida,

1) donde dicho gen suicida se selecciona a partir
del grupo que consiste de barnasa, semilla de borla 2 y gen A de toxina de
difteria;

i1}y donde la combinacion de dicho promotor vy
dicho gen suicida estd enfazada a un poli nucledtido heterdloga;

iii) donde dicho poli nucledtido heterologo se
selecciona a partir del grupo que consiste de ADN que codifica
resistencia a herbicidas, resistencia a antibioticos, resistencia a
insecticidas, fijacién de nitrégeno, nutricion mejorada y contenido de

celulosa;

b)  propagar dicha célula de planta transformada a través
de meiosis para producir gametos machos que no tienen dicho foco de

transgene,

15.  Un método para reducir o eliminar transmision de hembras

de un foco de transgene en una planta que comprende:
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a)  transformar una célula de planta con un constructor de
acido nucleico donde un promotor especifico a gameto hembra esid
operativamente enlazado a un gen suicida, donde la combinacién de dicho
promotor y dicho gen suicida esta enlazada a un poli nucledtido

heterdlogo;

b)  propagar dicha célula de planta transformada a través
de meiosis para producir gametos hembras que no tienen dicho foco de

transgene.

16, Un método para reducir ¢ eliminar transmisién de hembras

de a foco de transgene en una planta que comprende:

a)  transformar una célula de planta con un constructor de
4eide nucleico donde un promotor especifico a dvulos estd
operativamente enlazado a un gen suicida;

1) donde dicho gen suicida se selecciona a partir
del grupo que consiste de barnasa, semilla de borla2 y gen A de toxina de
diftena;

ii) donde la combinacién de dicho promotor ¥
dicho gen suicida est4 enlazada a un poli nucleétido heterologo;

iij) donde dicho poli nucledtido heterélogo se
selecciona a partir del grapo que consiste de ADN que codifica
resistencia a herbicidas, rtesistencia a antibidticos, resistencia a
insecticidas, fijacion de nitrogeno, nutricion mejorada y contemido de

celulosa.

b)  propagar dicha célula de planta transformada a través
de meiosis para producir gametos hembras que no tienen dicho foco de

transgens.
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17. La célula de planta transformada de la reivindicacion 13, 14,
15 o 16, donde la célula de planta transformada es hemizigosa para el

constructer de acido nucleico.

18. Un constructor de acido nucleico que comprende un
promotor especifico a gamete mache o gameto hembra operativamente
enlazado a un gen suicida donde la combinacion de dicho promotor y

dicho gen suicida estd enlazada a un elemento transponible.

19. El constructor de acido nucleico de la reivindicacion 18, que

comprende adicionalmente un gen de transposasa.

20.  El constructor de dcido nucleico de la reivindicacion 18 o la

reivindicacién 19 que comprende adicionalmente un gen de interés.

21. E! constructor de 4cide nucleico de la reivindicacion 20,

donde el gen de interés esta asociade con el elemento transponible.

22.  Un constructor de acido nuclcico donde un promotor
especifico a polen o un promotor especifico a dvulos esta operativamente
enlazado a un gen suicida seleccionado a partir del grupo que consiste de
barnasa, semilla de borla 2 y gen A de toxina de difteria; donde la
combinacion de dicho promotor v dicho gen suicida estd enlazada a un
fransposon, donde dicko transposon comprende un marcador de seleccion
seleccionado a partir del grupo que consiste de un gen que codifica para
resistencia a herbicidas, resistencia a antibidticos, resistencia a
insecticidas, fijacion de nitrogeno, mutricién mejorada y contenido de

celulosa.
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£

32. /La planta transgénica de la reivindicacion 31, donde la célula
de planta recombinante es hemizigosa para el constructor de acido

nucleico.

33, Un método para enriquecer eventos de transposicion dispersa

en una poblacitn de progenie de células de planta que comprende:

) transformar una cétlula de planta con el constructor de
acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 18 a 24 para

producir una célula de planta transformada,

by  ‘propagar dicha célula de planta transformada a través
de meiosis para producir progenie de células de planta donde los eventos

de transposicidn dispersa son enriquecidos.

34, El método de la reivindicacion 33 gque comprende

adicionalmente:

¢)  aislar dicha progenie de células de planta donde los

eventos de transposicion dispersa son enriquecidos.

35. Una célula de planta aislada mediante el métedo de la
reivindicacién 34.
0
+ 36.| Una planta producida a partir de la c¢élula de planta de la

reivindicacién 35.

37. La célula de planta de cualquiera de las reivindicaciones 33,

34 0 35, donde la célula de planta es hemizigosa para el dcido nucleico,
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38.  Un constructor de 4cido nucleico que comprende un primer
promotor donde €l primer promotor es un promotor especifico a gameto
macho o gameto hembra operativamente enlazado a un gen suicida y que
comprende adicionalmente un 4cido nucleico que codifica una

transposasa y un acido nucleico que codtfica un transposon.

39. El constmuctor de acido nucleico de la reivindicacion 38,
donde el transposon comprende un segundo promotor operativamente
enlazado a un marcador de seleccion, donde el marcador de seleccion no

s un gen surctda.

40. Un constructor de dcido nucleico donde un promotor
especifico a polen o un promotor especifico a ovulos esta enlazado
operativamente a un gen suicida seleccionado a partir del grupo que
consiste de barnasa, semilla de borla 2 v gen A de toxina de difteria,
donde la combinacién de dicho promotor y dicho gen swicida estd
enlazada a un d4cido nucleico que codifica transposasa; donde la
combinacién de dicke promotor v dicho gen suicida enlazada a dicho
dcido nucleico que codifica transposasa comprende un foco de transgene
¢l cual comprende adicionalmente un transposon; dende dicho transposon
comprende una secuencia de poli nucledtido que codifica un miembro
seleccionado a partir del grupo que consiste de resistencia a herbicidas,
resistencia a antibidticos, reststencia a insecticidas, fijacion de nifrogeno,

nutricion mejorada y contenido de celulosa.

41. El constructor de acido nucleice de la reivindicacion 40
donde dicho promotor se selecciona a partir del grupo que consiste de de

a promotor especifico a polen y un promotor especifico a 6vulos.

D
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42.  El construcior de acide nucleico de la reivindicacién 40
donde dicho gen suicida se selecciona a partir del grupo que consiste de

de barnasa, semilla de borla 2 y gen A de toxina de difteria.

43. El comstructor de acido nucleico de la reivindicacién 40
donde dicho transposon comprende una secuencia de poli nucledtido que
codifica un miembro seleccionado a partir del grupo que consiste de
resistencia a herbicidas, resistencia a antibidticos, resistencia a
insecticidas, fijacion de nitr6geno, nuiricién mejorada y contenido de

 celulosa.

44,  Un vector que comprende el constructor de dcido nucleico de

{a reivindicacion 38.

45. Un vector que comprende el constructor de 4cido nucleico de

la reivindicacion 40.

46. Una célula huésped que comprende el vector de fa

reivindicacion 44,

47. Una célula huésped que comprende el vector de la

reivindicacion 45.

48. La célula huésped de la reivindicacion 46 o la reivindicacion

47, donde el constructor de dcido nucleico es hemizigosa,

49. Una célula de planta recombinante que comprende el vector

de una cualquiera de las reivindicaciones 44 a 45.
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50. La célula de planta recombinante de la reivindicacién 49,

donde el constructor de acido nucleico es hemizigoso,

51. Una planta transgénica que comprende el vector de una

cualquiera de las reivindicaciones 44 y 45,

52. La pianta transgénica de la reivindicacion 51, donde el acido

nucleico es hemizigoso,

53, Un métode para emriquecer establemente eventos de
transposicién dispersa en una poblacién de la progenie de células de

planta que comprende:

a) iransformar una célula de planta con un constructor de
acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 38 a 43 para

producir una célula de planta transformada;

b)  propagar dicha célula de planta transformada a traves
de meiosis para producir una progenie de células de planta donde eventos

de transposicion dispersa estables son enriquecidos.

54. El método de la reivindicacién 53 que comprende

adicionalmente:

¢) aislar dicha progenie de células de planta donde los

eventos de transposicion dispersa estable son enriquecidos.

55. Una célula de planta aislada mediante el método de la

reivindicacion 54.
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EXTRACTO

Se divulgan construcciones penéticas y métodos para la
produccion, mantenimiento y control de transgenes en organismos
eucaridticos transgénicos que sufren meiosis donde polen o esperma
puede cruzarse, esto inciuye: animales transgénicos, células de plantas,
tejidos de plantas y toda la planta. M4s especificamente, esta invencion
relates con el control de transmisién de transgenes mediante gametos o
gametofitos macho y/o hembra que usan un rasgo de esterilidad
gametofitica (GST). Las construcciones genéticas v metodologias de la
presente invencién proporcionan la habilidad de controlar el indeseado
esparcimiento de transgenes. Adicicnalmente, esta invencion también
proporciona las herramientas y metodologias para enriquecer una planta u
otro genoma eucaridtico para eventos de ftransposicion dispersa y/o

estable.



