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El Suscrito Segundo Secretario Encargado
de las funciones consulares de la émbajada de la reptiblica de
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Que la sefiora HEIDI FISCHER que autoriza el presente
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. Basilea y que la flrma y sello que en el documento aparecen. ¢como
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',I._'-:_.-‘?ﬂ.lccibﬁ oftclal hecha por Jimena rEscobar Uribe, traductora
‘Fitérpiete oficlal segin resolucién No. 0369 del Ministerio
dé Fustiia, del documento que lleva el sello de legalizacién
Nom! 416459 de marzo 8 de 2001 y firmado por el Jefe de
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Ce traduccién del mismo texto}, otergado por la socledad

N’.I:‘A PARTICIPATIONS AG, constituida y organizada segtn

s.t%l;Leyes de Suiza, domiciliada en Baslilea, Sulza a Jimena

"l!-; tobar-Uribe y/o Ignacio Escobar-Uribe y firmado en Baasilea,
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Solicito expresamente a nombre de la sociedad
SYNGENTA PARTICIPATIONS AG, sociedad
constituida de conformidad con las leyes de Suiza,
domiciiada en Schwarzwaldallee 215, CH-4058
Basilea, Suiza, el otorgamiento de Patente para la
invencion titulada "SECUENCIAS REGULADORAS
PARA EXPRESAR PRODUCTOS DE GEN EN UN
TEJIDO REPRODUCTOR DE PLANTAS *.

Clase;: A01H 1/00

JIMENA ESCOBAR URIBE
C.C. 39.779.452 de Usaquen.
T.P. 68.228




@ SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

. DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT
N desoicut OB — 101616 BT CE ADTH 1700
22) Fecha do sollcid: 08 /10706 (71)Solictanta(s)  SYNGENTA PARTICIPATIONS AG

1) No.Prioridad 32) Fechs
mw (31) 32 (33) Pale
Estadinense 80/583,887 2000404 us
Estadinanse 80583,678 200404 US |72)inventorfes)  NUCCIO, Michael, L. #
; LAGRIMING, Mark L. ¥
MEGHJI, Mooz

(74) Agente: JIMENA ESCOBAR URIBE

(85) Fechalnick fase naconat 20711706 {87) Publcacién Intemacional
(38) Datos relativos a i prosentacion de la soliciiud PCT Fechz: Fecha (dd/mm/sa) 031105
Facha de presentacitn de la soficiiud:  Fecha 1004035 N°* publicacién: WO 2005/102034 A2
No. de soliciiud PCTA/S2008/013245
(54) Thulo: SEBUENGMBHEGULNDORABFARAEﬂﬂuﬂnﬂPRODUCT&BDEG!“ENUMTEJDDHEHMNHKHORDE
PLANTAS.
Reivindicacion(es):
1) Un cagete de exprealén para expresién de producto de molécula de écido

nucleico en el tejido reproductive de una planta que comprende:

a) un promotor, un primer exdn; un primer intrén, de un gen MADS, en donde
dicho promotor, primer exén, intrén y segundo exén son la asecuencia
requladora 5 de dicho casete de expresiédn; en donde dicha secuencia
reguladora 5° se ha conatruido por ingenieria para incluir un coddén de
iniclacién transnacional en aproximadamente el extremo 3’ de dicha
secuencia reguladora 5 y no contiene sitios de endonucleasa de
restricclédn que oculten la manipulacién por métodos de ADN racombinantes
o codonea de iniciacién de traduccién adicional corriente arriba de dicho
codén de iniciacién traanacional;

b) una secuencla reguladora 3' de un gen-MADS; y
c} una molécula de Acido nucleico ligada operablemente a dicha secuencia

reguladora 5’ y dicha secuencia regquladora 3*.
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SECUENCIAS REGULADORAS PARA EXPRESAR PRODUCTOS DE UN

TEJIDO REPRODUCTOR DE PLANTA

Los casetes de expresién que originan el control regqulador
especifico de expre?ién de transgen en plantas, en donde la
expresién de los casetes incluye las secuencias reguladoras de la
familia del gen MARS para la expreslién de productos de gen
recombinante en el tejido reproductor de plantas para el

propésito de generar plantas tolerantes a estrés abiético.
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SECUENCTAS REGULADORAS PARA EXPRESAR PRODUCTOS DE GEN EM UM

TEJIDO REPRODUCTOR DE PLANTAS

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién incluye la expresién de casetes que
contlenen secuencias reguladoras derivadas de un gen blanco, por
ejemplo, las secuencias reguladoras de la familia del gen MADS,
para la expresién especifica de tejido de productos de gen

recombinante en plantas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

En biotecnologia agricola las plantas se pueden modificar de
acuerdo con las necesidades de uno. Una manera de lograr esto es
utilizar técnicas de ingenieria genética moderna. Por ejemplo, al
introducir un gen de interés en una planta, la planta puede ser
especialmente modificada para expresar un trato fenotipico
deseable. Para esto, las plantas son transformadas mas com(inmente
con un gen heteréloge que comprende una regién promotora, una
regién codificante y una reglén determinacién. Cuando se trabaja
con ingenieria genética un gen heterbélogo para la expresién de
plantas, la eleccién de un promotor es a menudo un factor
critico. Aungque puede ser deseable expresar clertos genes
constitutivamente, es decir a través de la planta en todos los
momentos y la mayoria de los tejldos y érgancs, otros genes son
mas deseablemente expresados solamente en respuesta a los
estimulos particulares o© confinades a las células o tejidos

especificos.

/I
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Los promotores consisten de varias regiones que son
necesarias para la funcién completa del promotor. Algunas de
estas regiones son modulares, en otras palabras ellas se pueden
utilizar en el aislamiento para conferir actividad promotora o
ellas se pueden ensamblar con otros elementos para construir
nuevos promotores. Las primeras de estas regilones promotoras
descansan lnmediatamente corriente arriba de 1la secuencia
codificante y forman la “regién promotora nicleo” que contiene la
secuencia de consenso, normalmente 20-70 pares base e
inmediatamente corriente arriba de la secuencia codificante. La
regién promotora nicleo contiene una caja TATA y a menudo un
elemento iniciador asi como también el sitio de iniciacién. La
longitud precisa de la regién promotora nicleo no es fija si no
que es usualmente bien reconocible. Tal regién esta normalmente
presente, con alguna variacién, en la mayoria de los promotores.
Las secuencias base que descansan entre los varios elementos bien
caracterizados parecen ser de menor importancia. La regién
promotora nicleo es a menudo denominada como uno regidén promotora
minima en razén a que esta es funcional sobre si misma para

promover el nivel basal de trascripcién.

La presenclia de la regién promotora ntcleo define una
secuencia por ser un promotor si la regién esta ausente, el
promotor no es funcional. La regién nicleo actila para atraer la
maquinaria de transcripcién general al promotor para la
iniciacién de transcripcién. Sin embargo, la regién promotora
nicleo es insuficlente para suministrar actividad promotora

completa. Una serie de secuenclas reguladoras, a menudo corriente

v
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arriba del nicleo, constituyen el resto del promotor. Las
secuenclas reguladoras determinan el nivel de expresioén, el
patrén espacial y temporal de la expresién y, para un subconjunto
de promotores, la expresién bajo las condiciones inductoras
(regulacién por factores externos tales como la luz, temperatura,
quimicos y hormonas). Las secuencias reguladoras pueden ser
regiones cortas de secuencia de ADN de 6-100 pares base que
definen los sitlos de unién para los factores transactuantes, tal
como los factores de transcripci6tn. Las secuenclas reguladoras
también pueden ser mejoradotes de las regiones mé&s largas de las
secuenclas de ADN que pueden actuar desde una distancia de la
regi6én promotora niicleo, algunas veces sobre kilobases desde la
regién nicleo. La actividad de la secuencla requladora se puede
influenciar por factores transactuantes que incluyen la
maquinaria de transcripcién general, los factores de

transcripcién y los factores de montaje de cromatina.

Frecuentemente es deseable tener expresién especifica de
tejido de un gen de interés en una planta. Los promotores
especificos de tejido promueven la expresién exclusivamente en un
conjunto de tejidos sin la expresién a través de la planta; los
promotores preferidos de tejido promueven la expresién en un
nivel superior en un subconjunto de tejidos con una expresién
significativamente menor del otro tejido de 1la planta. Por
ejemplo, uno puede desear expresar un producto de valor agregado
solamente en semilla de maiz pero no en el resto de las plantas.
Otro ejemplo es la producciédn d e esterilidad masculina mediante

la ablaclén especifica de tejido.

I
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Los promotores especificos de tejido se pueden expresar en
tejido especifico en un momento o momentos especificos durante el
ciclo de crecimiento de la planta. Sin embargo, los niveles de
expresién suficlentes de los productos de gen especialmente
aquellos productos de gen dirigidos a la expresidn en tejidos
especificos, es dificil de obtener. Iyer M., et al. (2001). Es
conocido que la secuencia lider traducida 5° de mARN, los
intrones, y la regién no traducida 3° del mARN efecttian expresién
para genes particulares por ejemplo, Sieburth, L. E. and
Meyerowitz, E.M. (1997) muestran que la secuencia intragénica
parece ser necesaria para la expresién del gen AGAMOUS (AG), un
gen de caja MADS de Arabldopsis, en los distintos patrones de
expresién del desarrollo temprano y tardio normal de la flor.
Larkin J.C., et al. (1593) muestran que la supresién de la regién
no codificante 3° del gen GLABROUSI (GLl) de Arabidopsis afecta
la funcién GL1l. Sin embargo, a la fecha, no se a logrado
identificar unas reglones reguladoras especificas e incorporarlas

en una plataforma de suministro de rasgo robusto.

Aspectos importantes de la presente invencién estadn basados
en el descubrimiento de gue las secuencias de ADN provenientes de
la familia del gen MADS son excepcionalmente itiles en el
desarrolleo de casetes de expresién robusto gque expresan genes

recombinantes en los tejidos de plantas reproductoras.

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencién incluye un nimeroc de diferentes

aspectos que incluyen el control regulador especifico de 1la

I
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expresién de transgen en plantas al identificar las secuencias
reguladoras de la familia del gen MADS e incorporar tales
secuencias en los casetes de expresién para la expreslén de los

productos de gen recombinante en el tejido reproductor de

plantas.

La presente invencién se relaciona con un método para
construir casetes de expresién al identificar el gen blanco
utilizando la secuencia de cADN relevante para anotar las
secuencias de gADN con el propésito de identificar las secuencias
reguladoras del gen blanco, e incorporar una o mis secuencias
reguladoras en un casete de expresién con una molécula de &cido
nucleico. Una planta transformada con un casete de expresidn de
la 1lnvencién expresa el producto de la molécula de A&cido nucleico

de una manera que semeja la expresién del gen blanco.

La presente invencién se relaciona con el control regulador
especifico de la expresién de transgen en plantas e incluye poner
como blanco la expresién de transgen para desarrollar tejldo
reproductor en maiz, arroz y otras monocotiledéneas. El uso de
los casetes de expresién para la presente invencién incluye
expresar un transportador de glucosa o sucrosa para incrementar
la resistencia al deterioro reproductor. La resistencia al
deterioro también se puede incrementar mediante la expresién
especifica de la flor de un gen de invertasa o una o més de los
genes del metabolismo de trehalosa. La invencidén comprende ademas
mejorar la capacidad de la toma de molécula pequefla por via de la

expresidn creciente de transportadores especificos.
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DEFINICIONES

Los términos “estructura de lectura abierta” O “ORF” se
refiere a la secuencia de aminodcido codificada entre 1la
iniciacién de la traduccién y los codones de terminacién de la
secuencia codificante. Los términos ™“codén de iniciacién” vy
“codén de terminacién® se refiere a una unidad de tres
nuclebétidos adyacentes (“codén”) en una secuencia codificante que
especifica la inicilacién y 1la terminacién de cadena

respectivamente de la sintesis de proteina (traduccién de mARN).

El termino ™“tensién abiética” se refiere a los factores
ambientales no vivos tales como congelamiento, la sequia, calor
excesivo, altos vientos, etc., que pueden tener efectos dafiinos

sobre las plantas.

El termino “&cido nucleico” se refiere a un polinucleétido
de alto pesc molecular el cual puede ser de hebra simple o hebra
doble, compuesto de mondémercs (nucledtidos) que contienen un
aztcar, fosfato y una base que ea una purina o pirimidina. Un
“fragmento de &cido nucleico” es una fraccién de una molécula de
dcido nucleico dada. En plantas superiores, el 4&cido
desoxiribonucleico (ADN) es el material genético mientras que el
dcido ribonucleico (ARN} esta involucrade en la transferencia de
informacién contenida dentro del ADN en las proteinas un “genoma”
es el cuerpo completoc del material genético contenido en cada una
de las células de un organismo. El1 termino “secuencia de
nuclebtido” se refiere a un polimero de ADN o ARN que puede ser

de hebra simple o doble, opcionalmente conteniendo bases de
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nucleétidos sintéticos no naturales o alterados capaces de
incorporacién en los polimeros de ADN o ARN. A menos que se
indique otra cosa, una secuencia de &cido nucleico particular de
esta invencién también comprende implicitamente varlantes
conservadoramente modificadas de estos (por ejemplo sustituciones
de codén degenerado) y secuencias complementarias asi como
también la secuencia explicitamente indicada. Especificamente,
degenerar las sustituciones de codén se puede generar secuencilas
en las cuales la tercer posicién de uno o mids de los codones
seleccionados (o todos) se sustituye con residuos de base
mezclada y/o desoxinosina (Batzer, et al., Nucleic Acid Res.
19:5081 (1991):; Ohtsuka, et al., J. Biol. Chem. 260:2605-2608
{(1985); and Rossolini, et al., Mol. Cell. Probes 8:51-98 (1984)).
El termino acido nucleico se utiliza intercambiablemente con gen,

cADN, y mARN codificado por un gen.

“operablemente ligado” se refiere a la asoclacién de las
secuencias de 4cido nucleico sobre un fragmento de &cido nucleico
simple de tal forma que la funci6n de uno se afecta por el otro.
Por ejemplo, un promotor esta operablemente ligado con unas
secuencias codificantes o ARN funcional cuando este es capaz de
afectar la expresién de aquella secuencla codificante o ARN
funcional (es decir que la secuencla codificante del ARN
funcional este bajo el control transcripcional del promotor). Las
secuencias codificantes en orientacién con sentido o contra
sentido pueden estar operablemente ligadas a secuencias

reguladoras.

1




WO 2005/102034 8 PCT/US2005/013245

“promotor” se refiere a una secuencia de nucleétido,
usualmente corriente arriba (5°) de su secuencia codificante, que
controla la expresién de la secuencia codificante al suministrar
el reconocimiento para la ARN polimerasa y los otros factores
requeridos para la transcripcién adecuada. “secuencias
requladoras promotoras” consisten de elementos corriente arriba
préximos y més distantes. Las secuencias reguladoras promotoras
influencian la transcripcién, el procesamiento o la estabilidad
del ARN, o la traduccién de las secuencias codificantes
asociadas. Las secuencias reguladoras incluyen mejoradores,
promotores, secuencias lideres no traducidas, intrones, vy
secuencias de seflal de poliadenilacién. Ellas incluyen secuencias
naturales y sintéticas asi como tamblén secuencias que pueden ser
una combinacién de las secuencias sintéticas y naturales. Un
*mejorado” es wuna secuenclia de ADN que puede estimular 1la
actividad promotora y puede ser.un elemento innato del promotor o
un elemento heterdlogo insertado para mejorar el nivel de la
especificidad de tejido de un promotor. Este es capaz de operar
tanto en orientaciones (normal o al revés), y es capas de
funcionar aun cuando se mueva corriente arriba o corriente abajo
desde el promotor. El significado del termino “promotor” incluye

“secuenclas reguladoras promotoras”.

“transformante primario” y “generacién TO” se refiere a las
plantas transgénicas que son de la misma generacién genética que
el tejido que fue inicialmente transformado (es decir no haber
ido a través de meiosis y fertilizacién desde la transformacién).
“transformante secundario” y las generaciones “T1l, T2, T3, etc.”

se refiere a plantas transgénicas derivadas de transformantes




WO 2005/102034 9 PCT/US2005/013245

primarios a través de uno o mis ciclos meibdticos y de
fertilizacién. Ellos se pueden derivar mediante autofertilizacién
de transformantes primarios o secundarios o cruces de
transformantes primarios o secundarios con otras plantas

transformadas o no transformadas.

“gen” se refiere al fragmento de &cido npcleico que expresa
el mARN, el ARN funcional, o la proteina especifica, que incluye
la secuencia reguladora. El termino “gen nativo” se refiere a un
gen como al encontrado en la naturaleza. El1 termino “gen
quimérico” se refiere a cualgquier gen que contiene 1) secuencias
de ADN que incluyen secuencias reguladoras y codificantes, que no
son encontradas juntas en la naturaleza, o 2) secuenclas gue
codifican partes de proteinas no naturalmente unidas, o 3) partes
de promotores que no estidn naturalmente unidos. De acuerdo con
esto un gen quimérico puede comprender secuencias reguladoras y
secuencias codiflcantes que se derivan de diferentes fuentes o
comprenden secuencias reguladoras y secuencias codificantes
derivadas de la misma fuente, pero dispuestas de una manera
diferente de aquella encontrada en la naturaleza. Un “transgen”
se refiere a un gen que se a introducido en el genoma mediante la
transformacién y es establemente mantenido. Los transgenes pueden
incluir, por ejemplo, genes que son heterdlogos u hombélogos a los
genes de una planta particular a ser transformada.
Adicionalmente, los transgenes pueden comprender genes nativos
insertados en un organismo no nativo o genes quiméricos. El
termino “gen endbégeno” se refiere a un gen nativo en su
localizacién natural en el genoma de un organismo. Un gen

*extraflo” se reflere aun gen no normalmente encontrado en un

4
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organismo huésped sino aquel que es introducido en el organismo

por tranaferencia de gen.

“"Casete de expresién” como se utiliza aqui significa una
secuencia de ADN capas de dirigir la expresién de una secuencia
de nucleétido particular en una célula huésped apropiada, que
comprende un promotor operablemente ligado a la secuencia de
nucleétido de interés que esta operablemente ligado a las seiflales
de terminacién. Este también comprende tipicamente secuencias
requeridas para la traduccién adecuada de una secuencia de
nucleétido. La regién codificante usualmente codifica para una
proteina de interés pero también puede codificar para un ARN
funcional de interés, por ejemplo, ARN contrasentido ¢ un ARN no
traducido en la direccién con sentido o contra sentido. El casete
de expresién comprende la secuencia de nucleb6tido de interés
puede ser quimérico significando que al menos uno de sus
componentes es heterdlogo con respecto a al menos uno de sus

otros componentes.

“intrén” se refiere a una seccldn interviniente de ADN la
cual ocurre casi exclusivamente dentro del gen eucariético, pero
que no es traducida a una secuencia de amino&cido en el producto
de gen. Los intrones son removidos de un mARN prematura a través
de un proceso denominado, empalme que deja los exones sin tocar
para formar un mARN, Para los propdésitos de la presente
invencién, la definicién del termino “intrén” incluye las
modificaciones a la secuencia de nucleétido de un intrén derivado

de un gen blanco, siempre y cundo el intrén modificado no reduzca
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significativamente la actividad de su secuencia reguladora 5°

asoclada.

“"exén” se refiere a una seccién de ADN que lleva 1la
secuencia codificante para una proteina o parte de esta. los
exones son separados al intervenir, secuencias no modificantes
{en intrones). Para los propdsitos de la presente invencién 1la
definicién del termino “exén” incluye las modificaciones a 1la
secuencia de nucleétido de un exén derivado de un gen blanco,
siempre y cuando el ex6n modificado no reduzca significativamente

la actividad de su secuencla reguladora 5" asociada.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Las figquras 1A y 1B son representaciones esquemdticas del
OsMADS5 cADN y de la anotacién del OsMADSS gADN con la secuencia

OsMADSS cADN.

La figura 2A es una representacién esquematica del vector de

montaje OsMADSS.

La figura 2B es una representacién esquemitica del vector

binario OsMADSS5.

La figura 3 incluye imdgenes escaneadas que muestran la
localizacién histoguimica de 1la actividad GUS impulsada por
OsMADS5 en maiz Tl 5 dias antes de la polinizacién en (A) la
secciédn longitudinal de la mazorca (B) las secciones

transversales de la mazorca, (C}) el nodo de la mazorca {(mazorca
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removida), (D) el nodo por debajo del nodo de la mazorca, (E)

espiquilla (F) hoja y (G) seda.

La figura 4 incluye imAgenes escaneadas que muestran la
localizacién histoquimica de la actividad GUS impulsada por
OsMADS5 en maiz Tl después de la polinizacién en las secciones
(A) longlitudinal y (B) transversal de tejido de mazorca cosechado
un dia después de 1la polinizacién; y las seccliones (C)
longitudinal y (D) transversal de tejido de mazorca cosechado dos

dias después de la polinizacién.

La figura 5 incluye imiAgenes escaneadas gque muestran 1la
localizacién histoquimica de la expresién del GUS impulsada por
OsMADSS en maiz Tl durante la maduracién grano en las secciones
(A) transversal y (B) longitudinal de un tejido de mazorca
cosechado 5 dias después de la polinizacién; en las secciones (C)
transversal y (D) longitudinal del tejido de mazorca cosechado 10
dias después de la polinizacién; y las secciones (E) transversal
y (F} longitudinal del tejido de mazorca cosechado 20 dias

después de la polinizacién.

Las figuras 6A y 6B son representaciones esquemiticas del
OsMADS € cADN y la anotacién del OsMADS6 gADN con la secuencia

OsMADS6 cADN.

La figura 7A es una representacién del vector de montaje

OsMADS6.
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La figura 7B es una representacién del vector binario

OsMADS6.

La figura 8 incluye imigenes escaneadas gque muestran la
localizacién histoquimica de la expresién GUS impulsada por
OsMADS6 en tejido vegetativo de maiz Tl en la (A) seda 2 dias
después de la polinizacién y (B) disco de hoja, (C) espiquillas y
(D, E) seccién longitudinal y transversal del nodo de mazorca 8

dias antes de la polinizacién.

La figura 9 incluye imAgenes escaneadas que muestran la
localizacién histoquimica de la expresién GUS impulsada por
OsMADS6 en tejido de mazorca de maiz Tl en las secciones (A)
longitudinal y (B) transversal de la mazorca en desarrollo B dias
antes de la polinizacién; y las secciones (C) longitudinal y (D)
transversal de la mazorca en desarrollo 2 dias después de la

polinizacién.

La figura 10 incluye imigenes escaneadas que muestran la
localizacién histoquimica de la expresién GUS impulsada por
OsMADS6 en tejido de mazorca de maiz Tl en las secciones (A)
transversal y (B) longitudinal a 1 dia de la polinizacién y en
las secciones (E) transversal y (D) longitudinal 3 dias después

de la polinizaciédn.

La figura 11 incluye fotocopias que muestran la localizacién
histoquimica de la expresién GUS impulsada por OsMADS6 en tejido
de mazorca de maiz Tl durante la maduracidn en las secciones (A)

longitudinal y (B) transversal 5 dias después de la polinizacién,



WO 2005/102034 14 PCT/US2005/013245

en las secciones (E) longitudinal y (D) transversal 14 dias
después de la polinizacién, y en las secciones (E) longitudinal y

(F) transversal y (G) Grano 25 dias después de la polinizacidn.

La figura 12 es una representacién esquemdtica de la

anotacién OsMADSB gADN con la secuencia OsMADS8 cADN.

La figura 13A es una representaclén esquematica del vector

de montaje OaMADSS.

La figqura 13B es una representacién esquemdtica del vector

binario OsMADSSH.

La figura 14 incluye imdgenes escaneadas que muestran la
localizacién histoquimica de la expresidén GUS impulsada por
OsMADSB maiz Tl (A) espiquilla (B) preparacién de hoja, (E) seda
separada de la inflorescencia (D) nodo de mazorca (E) nodo
inmediatamente por debajo del nodo de mazorca, (F) seccidn
transversal y (G) seccién longitudinal a través de la mazorca en
desarrollo desde el tejido tomado alrededor 5 dias antes de la

polinizacién.

La figura 15 incluye imdgenes escaneadas que muestran la
localizacién histoquimica de 1la expresién GUS impulsada por
OsMADSS en el maiz Tlen las secciones (A) transversal y (B)
longitudinal a través de la mazorca en desarrollo y (C)
inflorescencias teflldas de tejido tomadas 3 dias antes de la
polinizacién, y en las secciones (E} transversal y (F)

longitudinal a través de las orejas tomadas el dia de 1la

2
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polinizacién, y las secclones (F) transversal y (G) longitudinal
a través de las mazorcas tomadas 1 dia después de la polinizacién
y las secciones (H) transversal y (L) longitudinal a través de la

mazorca tomada 6 dias después de la polinizacién.

La figqura 16 incluye imAdgenes escaneadas que muestran la
localizacidén histoquimica de la expresién GUS impulsada por
OsMADSB en maiz Tl en las secciones (A) transversal y (B)
longitudinal a través de la mazorca en desarrollo tomada 11 dias
después de la polinizacién, y las secciones (E) transversal y (D)
longitudinal a través de la mazorca en desarrollo tomada 14 dias
después de la polinizacién y secciones (E) transversal y (F)
longitudinal a través de la mazorca en desarrollo tomados 20 dias

después de la polinizacién.

La figura 17 es una representaciétn esquemitica de 1la

anotacién del OsMADS13 gADN con la secuencia OsMADS13 cADN.

La figura 18 es una representacién esquemitica del vector de

montaje OsMADS13.

La figura 19 es una representacién esquemitica del vector

binario 0sMADS13.

La figura 20 incluye imAgenes escaneadas gque muestran la
localizacién histoquimica de 1la actividad GUS impulsada por
0sMADS13 en maiz T1 tomado 5 dias antes de la polinizacién en la
primer hoja totalmente expandida, la (B) seda; (C)

inflorescencias de espiga; (D) seccién longitudinal a través de
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la mazorca en desarrollo; y (E) seccién transversal a través de

la mazorca en desarrollo.

La figura 21 incluye imAgenas escaneadas qﬁe muestran la
localizacién histoquimica de 1la actividad GUS impulsada por
OsMADS13 en maiz Tl tomado aproximadamente Q dias antes de la
polinizacién en (A) la primer hoja completamente expandida; (B}
ceda; (C) inflorescencias de espiga; (D) secclién longitudinal a

través de la mazorca en desarrollo.

La figura 22 incluye imigenes escaneadas que muestran la
localizacién histoquimica de 1la expresién GUS impulsada por
OsMADS13 en manos de maiz_ Tl tomados de las secciones
longitudinal de la mazorca en desarrollo aproximadamente 7 dias
antes de la polinizacién de (A) hermano # 18 y (B) hermano # 5 y
de (C) la secciédn transversal y (D) la secciédn longitudinal del

hermanc # 4 cinco dias antes de la polinizacién.

La figura 23 incluye imdgenes escaneadas que muestran la
localizacién histoquimica de la actividad GUS impulsada por
OsMADS13 en mazorca de maiz en maduracién cosechadas 4 dias
después de la polinizacién (A,B) y cosechadas (C} 6~7 dias

después de la polinizacién.

La figura 24 son imlgenes escaneadas que muestran 1la
localizacién histoquimica de 1la actividad GUS impulsada por
OsMADS13 en mazorcas O0sMADS13 de maiz en maduracién cosechado 21

dias después de la polinizacién.



WO 2005/102034 17 PCT/US2005/013245

La figqura 25 incluye imigenes escaneadas de semillas T1
provenientes de plantas transformadas con (A) OsMADS5, (B)
OsMADS6 (C) OsMADS8 y (D) OsMADS13. La expresién GUS se evalué
mediante localizacién histoquimica. Las semillas germinaron vy
crecieron durante 10 dias en un cultivo axénico. Las plantas
fueron infiltradas en vacié con un reactivo histoquimica e
incubadas a 37° C durante 24 horas luego limpiadas con etanol.
Existe un ligero teflido en el tejido aéreo en (A), (C) y (D). De
otra manera la actividad GUS no se detectaba. La actividad GUS se

observo en las raices,

La figqura 26 muestra un alineamiento de las secuencias de

proteinas T6PP

La figura 27*®* muestra el vector de montaje OsMADS6-OsT6PP.

La figura 27B muestra el vector binario OsMADS6-OsT&PP.

La figura 28 muestra el efecto del transgen OsMADS-T6PP-3

sobre el rendimiento en un estudic por estrés por sequia.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencién incluye un método para construir
casetes de expresién basados en identificar un gen blanco e
incorporarlo en los elementos reguladores modificados de 1los
casetes de expresién del gen blanco seleccionado. Por ejemplo,
los elementos reguladores de los genes gue son expresados en las

raices, tallos, hojas, o tejidos reproductores que suministran
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resistencia a los insectos, tolerancia herbicida, o tolerancia a
el estrés abidtico se incorporan en los casetes de expresién para
el propdsito de producir un evento transgénico en una planta que
se semeja cercanamente al perfil de expresién del gen blanco
original. Asi, el gen blanco puede ser identificado de los datos

de expresidédn del gen.

La presente invencién también esta dirigida a los casetes de
expresiébn que incorporan los mecanismos reguladores de los genes
blanco de interés para expresar en las plantas los productos de
las moléculas de Acido nucleico de interés de manera gue se

asemejen al perfil de expresién de nociones blanco originales.

La presente invencién incluye ademids los casetes de
expresién que incorporan la secuencia reguladoras del gen 5°-MADS
para expresar los productos de las moléculas de 4cido nucleico en
los tejidos reproductores de las plantas, e incluye ademas los
casetes de expresién gque incorporan tanto a las secuencias

reguladoras MADS 5°-como la 3°.

La presente invencién también incluye los casetes de
expresién que incorporan las secuencias reguladoras del gen 5°-

MADS e incorporan ademds el exén del gen 5°-MADS.

La presente invencién también incluye los casetes de
expresién que incorporan las secuenclas reguladoras del gen 5°-
MADS, y ademas incorporan el exén del gen 5°-MADS, y el intrén

del gen 5°-MADS.
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La presente invencién incluye ademds los casetes de
expresién que incorporan las secuencias reguladoras del gen 5°-
MADS, e incorporan ademas un exén del gen 5"-MADS un intrén del

gen 5°'-MADS y un segundo exoén.

La presente invencién también incluye ademds casetes de
expresidn que incorporan tanto las secuencias reguladoras MADS 5°
como 3°, en donde dicha secuencia reguladora 3° incluye una

secuencia no traducida 3°, y la secuencia no transcrita 3°.

Para los propésitos de esta invencién, la definicién del
termino “secuencia no traducida 3°” incluye las modiflcaciones a
la secuencia de nuclebtido de una secuencia 3° no traduclda
modificada no reduzca significativamente la actividad de 1la

secuencla reguladora 3° asociada.

Para los propésitos de esta invencién la definicién del
termino “secuencia no traducida 3°” incluye las modificaclones a
la secuencia de nucledétido de 1la secuencia no transcrita 3
derivada de un gen blanco, siempre y cuando la secuencia no
transcrita 3 modificada no reduzca significativamente 1la
actividad de la secuencia reguladora 3° asociada. La secuencia no
transcrita 3° se extiende aproximadamente 0.5 a 1.5 kb corriente

abajo del sitio de determinacién de trascripcidn.

La presente invencién también incluye los casetes de
expresién que incorporan tanto las secuencias reguladoras MADS 5

como 3°, en donde la secuencla reguladera 3’ incluye la secuencla
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no traducida 3° y la secuencia no transcrita 3° y también puede

incluir un intrén de dicho gen MADS.

En general los genes MADS contribuyen al desarrollo de las
estructuras reproductoras de las plantas (De Boda et al., 2003),
por ejemplo, el gene DoMADS3 expresado especificamente en tejido
de pedicelo (Yu and Goh, 2000). Los genes de la familia del gen
OsMADS fueron seleccionados para el desarrollo del casete de
expresién en razén a que ellos codifican los factores de
transcripclén MADS que son expresados en flores de arroz jdévenes
{Kang and An. 1997). Las protelnas codificadas por los genes de
la familia del gen OsMADS son similares al gen DoMADS3 de
orquidea (acceso al Gen Bank AF158176). La presente invencién
reconoce que un método para estabilizar o incrementar el
rendimiento en las monocotiledéneas tales como el maliz es
incrementar 1la resistencia al debllitamiento en el tejido

reproductor.

Asi, los métodos transgénicos para la produccidédn de plantas
que tienen una resistencia creciente al decaimiento en el tejido
reproductor se beneficiarian del uso de los promotores que
resultan en la expresién especifica de los tejldos reproductores
de las plantas. La presente invencién incluye por lo tanto el uso
de la secuencia reguladora 5° y 3° del gen OsMADS en los casetes
de expresién para apuntar a la expresién de transgen para
desarrollar tejidos reproductores. Los genes MADS de los cuales
se identificaron las secuencias reguladoras y se utilizaron de
acuerdo con la presente invencién codifica la siguiente lista de

proteinas MADS (tabla 1). Las proteinas MADS se comparan mediante
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identidad porcentual y similitud con la proteina codificada por

el gen DoMADS3.

TABLA 1
Gen MADS Proteina completa Dominio MADS splamente
Identidad similitud eapacios Identidad similitud

AB003322 42% 58% s 68% T8%
AB003324 59% 74% 3% 80% 95%
ABQ003328 48% %64 %0 77% 91%
AF077760 40% 59% 2% 64% 60%
AF095645 40% 61% 5% 64% 20%
AF139664 50% 66% 1% 78% 95%
AF139665 48% 66% 0% BO% 95%
AF141964 404 60% 11% 66% B6%
AF141965 51% 67% 0% 84% 91%
AY174039 42% 63% 0% 63% B7%
AF204063 60% 72% 3% 91% 98s
AF345911 50% 68% 5% 80% 95%
AF424549 39% 59% 2% 63% B87%
AJ293816 35% 52% 8% 65% 79%
AY115556 35% 61% is 60% 85%
AY177695 39% 58% 0% 66% 87%
AY177696 38% 62% 4% 61% B87%
AY177698 41% 61% 3% 68% 87%
AY177699 37% 59% 3% 63% 78%
AY177700 41% 61% 0% 66% B7%
AY177702 38% 59% 5% 70% 89%
AY224482 38% 59% 5% 70% 89%
AY250075 42% 67% 5% 64% 88%

137527 37% 60% 5% 63% 85%

L37528 45% 68% 1% B84% 94%

078891 62% 75% 4% 94% 99%

u78782 508% 69% 4% 91% 95%
(OsMADS6)

U78892 60% 73% 6% 94% 99%
(OSMADSS8)

U78890 57% 72% 2% 92% 97%
{OsMADSS)

AF151693 46% 67% 1% 84% 94%
(OsMADS13) —

AF095646 55% 67% 6% 348 99%
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La presente 1invencién incluye por lo tanto los casetes de
expresién para la expresién de un producto de una molécula de
dcido nucleico principalmente en el tejido reproductor de una
planta que comprende un promotor, un primer exén; un primer
intrén, y un segundo exé4n del gen MADS en donde dicho promotor,
primer exén, intrén, y segundo exén son las secuencias
regquladoras 5’ de dicho casgsete de expresidén; en donde dicha
secuencia de reguladora 5’ es trabajada con ingenieria para
incluir un coddén de iniciacién traduccién en aproximadamente el
extremo 5’ de dicha secuencia reguladora 5', y no contenga sitios
de endonucleasa de restriccién que oculten la manipulacién
mediante métodos de ADAN recombinantes o los codones de
iniciacién de traduccién adicional corriente arriba de dicho
coddén de iniclacién de traduccién; una secuencia reguladora 3’
del gen MADS que no contenga los sitios de endonucleasa de
restriccién que oculten la manipulacién mediante los métodos de
ADN recombinantes, y una molécula de acido nucleico operablemente
ligada a dicha secuencia reguladora 5’ y a otra secuencia

requladora 3'.

Los métodos de ADN recombinantes requieren la presencia de
los sitios de adenonucleasa de restriccidén especificos en el
terminal de las moléculas de ADN para ser unidas. La mayoria de
la prictica eficiente regquiere los sitios en un complemento de
molécula de los sitios en otra molécula. Por ejemplo, un plésmido
con un sitio de endonucleasa de restriccién Sacl Not I es
requerido para clonar un gen de interés con los sitios de

endonucleasa de restriccién como su terminal. Idealmente, estos
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sitios son Unicos, que ellos no deben ocurrir en cualquier otro
lugar en cualquier molécula. Si estos sitios ocurren
internamente, ellos ocultan la manipulacién mediante los métodos
de ADN recombinantes y se deben eliminar. La mutagénesis dirigida
de sitio es un método para eliminar también sitios. Las técnicas
tales como la digestién parcial seguida por la purificacién de
gen del fragmento del tamafio adecuado también lograré esto sin
eliminar los sitios de endonucleasa de restriccién interna, sino

que son mucho menos eficientes y por lo tanto menos deseables.

La presente invencién reconoce que la sintesis quimica, que
es el uso de tecnologia quimica sintética opuesta la tecnologia
mediada por enciman de una molécula de polinucleétido puede
reemplazar o sustituir los métodos de ADN recombinantes de la
construccidédn de una molécula de polinucledtido que comprende unas

secuencias de nucledétido especificas.

La presente invencién incluye ademéds un método para
construir un casete de expresién que comprende las etapas de
seleccionar un gen blanco con base en sus datos de expresién o su
similitud de proteina codificada a una proteina codificada por
otro gen de interés; identificar la estructura de lectura abierta
sobre dicho cADN de gen blanco; identificar las posiciones del
codén de inlcio traslucional, el codén de parada traslucional, el
primer intrén, el primer exén, el segundo exén, y la secuencia 3’
no traducida y la secuencia 3’ no trascrita de dicho gADN de gen
blanco al utilizar el cADN para anotar el gADN de gen blanco;
incorporarlo en un casete de expresién una secuencla reguladora

5’ que comprende dicho promotor, el primer exén, el primer
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intrén, y el segundo exén y las secuencia regqguladoras 3’ que
comprende la secuencia no traducida 3’ y 1la secuencia no
transcrita 3’; y enlazar operablemente una molécula de A4cido
nucleico a dicha secuencia reguladora 5’ y a 1la secuencia
reguladora 3’ de dicho casete de expresién, en donde la molécula
de acide nucleico se expresa de una manera que semeja el perfil

de expresién de dicho gen blanco de interés.

Ejemplo 1l: Método para construir los casetes de expresién
que comprenden las secuencias regquladoras de la familia de gen

MADS.

1. Identificar los genes MADS blancos

2. Identificar la secuencia de alta calidad tantc del ADN

genémico del blanco (gADN} y CADN.

3. Identificar la estructura de lectura abierta del gen blanco
sobre el cADN. En general este estd en la estructura de lectura

abierta mas larga.

4. Utilizar una secuencia de cADN de gen candidato para anotar
la secuencia gADN y marcar las posiciones del coddén de inicio de
traduccién, el codén de parada de traduccién, 1los intrones,
exones, y el lider no traducido 5’ y la secuencla no traducida
3’. Como es conocido en la técnica, marcar el codén de inicio de
traduccién y el codétn de parada de traduccién identifica las
secuencias reguladoras 5’ y la secuencia requladora 3’ del gen.

De acuerdo con la presente invencién, el promotor puede incluir

2¢
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una secuencia reguladora promotora, que es la secuencia que se
extiende aproximadamente 1.5 a 2.5 kb corriente arriba del codén
de inicio de traduccién, en donde la secuencia reguladora 3’ de
la presente invencién incluye la secuencia no traduclda 37
localizada inmediatamente corriente abajo del coddn de parada de
traduccibén y todas las partes de la secuencia no transcrita 3’.
Que se extienden 0.5 a 1.5 kb corriente abajo del sitio de
terminaciédn de tranacripcién. En una modalidad de la invencidn,
la secuencia reguladora 5’ incluye el promotor, el primer exén,

el primer intrén, y el sequndo exén.

Solo por via de ejemplo, las figuras 1A y 1B ilustran la
anotacién de O0OsMADSS gADN con la secuencia OsMADDSS cADN. Los
contigs gADN (AB026295) del GenBank y CL000624.108 (SEQ ID NO
500) mis CLO19873.131 (SEQ ID NO 521) se alinearon con las
secuencias OsMADS5 cADN (Accesos GenBank U78890). La secuencia de
cADN se rompe en los exones correspondientes. Los exones son
marcados de acuerdo con los nimeros base cADN. Ambas secuenclas
se alinean precisamente y las secuenclias intervinientes
{intrones) son flanqueadas por los limites GT..AG. Los espacios
entre los exones representan los intrones. El1 fragmento AB026295
es una porcién de la secuencia de promocién artificial bacterial
completo (BAC). El1 AB026235 (promotor) es un fragmento adicional
el BAC que define la secuencia utilizada para promover el

desarrollo.

5. Disefiar casetes de expresién que incorporan los siguientes

componentes de un gen o genes MADS:
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a. El promotor, una secuencia que inicia en el codén de
inicio de traduccién y se extiende aproximadamente 1.5 a 2.5 kb

corriente arrlba del coddén de iniclo de traduccién.

b. El primer exén.

c. El primer intrén

d. el primer exdén

c. el primer intrén

d. la porcién 5/~ mids del segundo exdn

€. El terminal, incluyendo la secuencia 3’ no traducida y
la secuencia no transcrita 3’, que se extiende 0.5 a 1.5 kb
corriente abajo del sitio de terminacién de la transcripcién. El

terminal puede incluir un intrén.

Para simplicidad “la secuencia reguladora 5'” de la presente
invencién incluye los componentes a-d y “la secuencla reguladora

3’" de la presente invencién se refiere al componente e.

6. Amplificar la secuencia requladora 5’ del molde gADﬁ
aproplado por PCR de alta fidelidad y clonarlo en el vector
bacterial adecuado. La secuencla reguladora 5’ del ADN gendmico
del arroz (gADN) se simplifica utilizando PCR de alta fidelidad.
Una mezcla de reaccién de 50pl contiene 100 ng de gADN de arroz,
200uyM de dNTP (dATP, dCTP, dGTP, TTP), 1luL, 20puM cada uno de
iniciadores de oligonucleétidos diseflados para amplificar el gADN
regulador 5’ (Tabla 2), 1pL 10X de amortiguador Expand High
Fidelity Y 1 uL de polimerasa de Alta Fidelidad Expand (roche
Diagnostics, Cat. No. 1 759 078). El programa de termociclado es

de 95°C durante dos minutos luego de 40 ciclos de (94°C durante

3@
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15 segundos, 68°C durante 7.5 minutos) sequido por 68°C durante
10 minutos. El producto de gADN regulador 5’ es clonado con un
kit de clonacién de TOPO XL PCR (Invitrogen, Cat, No. K4750-20,
El pCR~XL-TOPO-5’'-requlador-gADN se identifica al digerir 5 Ml
pCR XL-TOPO-5'-regulador-gADN de ADN miniprep {preparado
utilizando el procedimiento cuya QIAprep Spin Miniprep de Qiagen,
Cat. No. 27106) con EcoRI (New England Biolabs) en una reaccién
de 20 pL que contiene 2 pg de BSA y 2 ul de amortigquador de
endonucleasa de restriccién 10X EcoRI (New England Biolabs), La
reaccién se incuba a 37°C durante 2 horas y los productos pCR-XL-
TOPO-5’ -regulador-gADN (EcoRI) se resuelven sobre 1% de azarosa
TAE. El clon pCR-XL-~-TOPO~5' -regulador-gADN se secuencia
utilizando el kit de secuenciacidén de ciclo terminador de tinte

ABI PRISM (Perkin Elmer).

7. Amplificar la ™secuencia reguladora 3'” del molde gADN
apropiado mediante PCR de alta fidelidad y clonarlo en un vector

bacterial adecuado.

La secuencia reguladora 3’ del gADN de arroz se amplifica
utilizando el PCR de alta fidelidad. La mezcla de reaccién de 50
puL consiste de 100 ng de ADN de arrxoz, 200 uyM de dNTP 1 pL, 20
cada uno de los iniciadores de oligonucleétidos disefiados para
amplificar el gADN regqulador 3° (Tabla 2), 1 wuyL 10X de
amortiguador Expand High Fidelity Y 1 pL de polimerasa de Alta
Fidelidad Expand. El programa de termociclado es de 95°C durante
2 minutos luego de 45 ciclos de (94° durante 15 segundos, 68°C
durante 7.5 minutos) seguido por 68°C durante 10 minutes. El

producto del gADN reqgulador 3’ es clonado con un kit de clonacién
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de TOPO XL PCR (Invitrogen, Cat.No. KA4750-20) siguiendo 1las
instrucciones del fabricante. El pCR-XL-TOP0-3’-regulador-gADN se
identifica al digerir el ADN 5 Ml del ADN miniprep pCR -XL-TOPO-
3’ regulatory —gADN con EcoRI en 20 uyL de reaccién que contiene 2
Hg BSA y 2 pL de amortiguador de endonucleasa de restricciétn 10X
EcoRI. la reaccién se incuba a 37°C durante 2 horas y los
productos pCR -XL-TOPO-3’ reguladora -gADN con (EcoRI) se
resuelven sobre 1% de agarosa TAE. El clon pCR -XL-TOPO-3’

regulatory -gADN es luego secuenciado.

B. Montar -las secuencias negativas 5’ y las secuencias

reguladoras 3’ en un plasmido bacterial.

Los casetes de expresién en la presente invencién fueron
ensamblados en el vector pNOV6901, también conocido como el
“vector de montaje”. Este vector contiene 1la secuencia
codificante para el gen reportero GUS (que es irrumpido por un
intrén para evitar la expresién bacterial) flanqueado en sus
terminales 5’ y 3’ por sitios de restriccién inicos
(poliligadores) para facilitar 1los procedimientos de ADN
recombinante. Cualquier numero de otros vectores se puede
utilizar como es conocido por aquellas personas expertas en la

técnica.

9. Incorporar los sgitios de restriccién en los casetes de
expresidn, segin sea necesario, para facilitar los procedimientos

de ADN recombinante.
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El codén de de iniclacién de 1la traduccién ™“trabajada por
ingenieria”, de adelante, es el ATG en el sitio de restriccién
Ncol (CCATGG). Si existe cualquier tipo de restriccidédn Ncol en la
“secuencla requladora 5’ del casete de expresién” ellos se deben
eliminar mediante mutagénesis. De manera similar, los sitios de
restriccién que s8son utilizados para ensamblar el casete de
expresioén se deben eliminar mediante mutagénesis. La
incorporacién del primer intrén en la “secuencia reguladora 5’
del casete de expresién” requiere que la secuencia sea modificada
para evitar crear fusiones entre la secuencia codificante nativa,
que es normalmente traducida en la proteina codificada por el gen
blanco, y el “gen de interés” (molécula de 4cido nucleico) para
ser manejada por el casete de expresién. Este se logra mediante
cualquiera de un nimero de procedimientos mutagénicos que
incluyen los procedimientos desarrollados por el k1t de
mutagénesis Stratagene QuikChange Multi Site-Directed (Cat. No.
200513). Las modificaciones a las secuencias reguladoras 5’ al

casete de expresién incluyen:

a. modificar el codén de de iniciacién de traduccién
natural del gen blanco de tal forma que la proteina del gen

blanco que codifica la secuencla este silente.

b. modificar cualquiera de los codones de iniciacién de
traducciédn que existen en 1la secuencia entre el codén de
iniclacién de traduccién “silenciado” y el codédn de iniciacién de
traduccién “trabajado por ingenieria” para asegurar que tales

codones no sean operables.
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c. modificar cualquiera de los sitios Ncol en la secuencia

reguladora 5'.

d. modificar los sitios de endonucleasa de restriccién,
segin sea necesarlio, para facilitar el montaje de casete de

expresién.

En esta modalidad de la invencién, el procedimiento no elimina
los nucledtidos. Por el contrario, este los modifica para
preservar la longitud de la secuencia reguladora 5’ en el casete
de expresién, silenciando alGn 1la secuencia codificante de
proteina del gen candidato. Sin embargo, se contempla gue uno o
‘mis nucleétidos podrian eliminar para silenciar la expresién de
proteina no deseada, siempre y cuando la secuencia reguladora 5’
y 3 del casete continten mejorande la expresién del gen
candidato en el tejido reproducto; de la planta. Adicionalmente,
aquellos expertos en la técnica no consideran i1rracionable
alterar la secuencia de los nucledtidos en una molécula de
pelinucleétido gue comprende una secuencia reguladora en tanto
que la secuencla reguladora modificada retenga una mayoria de la

actividad asociada con la secuencia reguladora original.

La Tabla 2 1lista los inicladores designados para cumplir
esta tarea para cada una de las secuencias reguladoras 5’
derivadas de la familia del gen MADs. El QuikChange Multi Site-
Directed Mutagenesis Kit utiliza cada uno de los clones pCR-XL-’
TOPO-5' requladora-gADN del gen como un molde y los iniciadores
listados para mutagénesis que se clonan de acuerdo a la presente

invencién. Los iniciadores deben contener un 5’-fosfato para



WO 2005/102034 K| PCT/US2005/013245

trabajar. Adiclonalmente, las alteraciones pueden requerir mis de
una ronda de mutagénesis. El1l clon pCR-XL-TOPO-5’reguladora-
modificado se secuencia utilizando el kit de secuenciacién del

ciclo terminador de tinte ABI PRISM (Perkin Elmer).

10. Modificar, en algunos casos, la secuencia reguladora 3’ para
eliminar los sitios de endonucleasa de restriccién para facilitar
los procedimientos de ADN recombinantes. El codén de iniciacién
de traduccién “trabajado por ingenieria” es el ATG en el sitioc de
restriccién Ncol (CCATGG). Si existe cualquier sitio de
restricciédn Ncol la “secuencia reguladora 3’ casete de expresién”
ellos se deben eliminar mediante mutagénesis. De nuevo, este es
logradoc por <cualquiera de un nimero de procedimientos

mutagénicos. La presente invencidén por lo tanto incluye:

a. modificar cualquiera de los sitios Ncol en la secuencia

reguladora 3'.

b. Modificar los sitios de endonucleasa de restriccién,
segin sea necesario, para facilitar 1 montaje de casete de

expresién.

En esta modalidad de la presente invencién, el procedimiento
no elimina las endonucleasas. En su lugar, este las modifica para
preservar la longitud de la secuencia reguladora 3’ en el casete
de expreslén. Sin embargo, se contempla que una o mas de los
nuclebétidos podrian ser eliminados para silenciar la expresitn de
proteina no deseada, siempre y cuando las secuencias reguladoras

5/ y 3’ del casete continden para mejorar la expresién del gen
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candidato en el tejide reproductor de la planta. Adicionalmente,
aquellos expertos en la técnica no considerarian irrazonable
alterar la secuencia de los nucledétidos en una molécula de
polinucleétido gque comprende una secuencia reguladora en tanto
que la secuencia requladora modificada retenga la mayoria de la
actividad asociada con la secuencia reguladora original. La Tabla
2 lista los inicladores disefiados para lograr esta tarea para
cada una de las secuencias reguladoras 3' derivadas de la familia
del gen MADs. Cada uno de los clones pCR-XL-TOPO-3’'regulador-~gADN
del gen se utiliza como un molde y los iniciadores listados son
utilizados para mutagenizar estos clones. Los clones reguladores

pCR-XL-TOPO-3’ reguladores modificados son secuenciados.

11. Clonar la secuencia reguladora 3’ en el pNOV6901 utilizando
PCR con el clon pCR-XL-TOPQ-3'requladora modificado como molde y

el conjunto iniciador aproplado descrito en la Tabla 2.

Estos iniciadores son un iniciador 5’ oligonucleétido que
introduce el sitio de restriccién tGnico desde el poliligador
terminal 3’ GUS en el pNOV690l y el iniclador 3‘’-oligonucleétido
que introduce el sitio de restricclibédn de corte raro (Asci, PacI,
SgFl, RsrII) seguido por un sitic de endonucleasa de restriccién
inico al poliligador de 3'-terminal. En 1la Tabla 2, estos
iniciadores son listados come “iniciadores a la secuencia

reguladora 3’ del clon en el pNOV6901”.

El PCR de alta fidelldad se utiliza para amplificar 1la
secuencia reguladora 3’ del clon pCR-XL-TOPO-3’'regulador-

modificado. Una mezcla de reaccién de 50 pL consiste de 1lul de

yr
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ADN miniprep, 200 pM dNTPs, 1 pL cada uno de 20 pM de iniciadores
de oligonucleétido (Tabla 2) 5 pL de amortiguador 10X clon PFU y
2.5 unidades de polimerasa de ADN Pfuturbo (Strategene, Cat. No.
600252). El1 programa de termociclado fue de 95°C durante 30
segundos luego 40 ciclos de (95°C durante 10 segundos, 50°C
durante 60 segundos, 72°C durante 6 minutos) luego 72°C durante
10 minutos. El1 fragmento de ADN de la secuencia reguladora 3’
modificada se recupera utilizando el kit de purificacién QIAquick
PCR (Qiagen, Cat. No. 28106). El fragmento de ADN de la secuencia
reguladora 3’ recuperada se precipita con 20 pg de glicogen, 0.3
M CH;COONa (pH 5.2) y 2.5 volimenes de etanol a-20°C durante mis
de 2 horas. El1 fragmento ADN de la secuencia reguladora 3’ se
recupera mediante micro centrifugacién, lavado con 70% de etanol,
secado bajo vacio y resuspendldo en 14 pL ddH,0. El fragmento de
ADN de la secuencia reguladora 3’ se digiere en una reaccién de
20 uL que contiene 2 pg de de BSA, 2uL del amortiguador de
endonucleasa de restriccién 10X apropiado y 2 uL de las
endonucleasas de restricclédn apropiadas. La reaccién se incuba a
37°C durante mds de 6 horas. Los productos de ADN de la secuencia
requladora 3’ digeridos son resueltos sobre 1.0% de agarosa TAE y
la banda de la secuencilia requladora 3’ apropiada (digerida) se
eacinde. E1 ADN de la secuencia reguladora 3’ (digerida} se
extrae y se recupera utilizando el QIAquick Gel extraction kit
(Qiagen, Cat. No. 28704). Donde el ADN de La secuencia regquladora
3’ recuperada (digerida) es precipitada con etanol por un
vehiculo de glicogen. E1l fragmento de ADN de la secuencia
reguladora 3! (digerida) se recupera mediante micro
centrifugacién, se lava con 70% de etanol, se seca bajo vacio y

se resuspende en 5 uL ddH.0.
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2 yg ADN miniprep pNOV6901 se digieren en una mezcla de
reaccién de 20 pL que contienen 2 ug de BSA, 2 pL del
amortiguador de endonucleasa de restriceién 10X aproplado
(utilizado para generar la secuencia reguladora del gen 3’') y 2
ML de la endonucleasa de restriccién apropiada (utilizada para
generar la secuencia reguladora de gen 3’). La mezcla de reacciédn
se encubd a 37°C durante mids de 6 horas, luego a 70°C durante 20
minutos. Luego 1 pL de el amortiguador de nucleasa de restriccién
10X apropiado, 1 pL de 1la fosfatasa alcalina intestinal de
becerro 1 unidad/pL (CIP~New England Biolabs) y 8 ulL ddH0 se
agregan a la mezcla de reaccién y se incuban a 35°C durante 30
minutos. E1 ADN pNOV690l1 (digerido/CIP) se resuelve con 1.0% de
agarosa TAE y la banda de 4.7 kb del pNOV6501 (digerido/CIP) se
escinde. E1 ADN pNOV6901 (digerido/CIP) se extrae y se recupera
utilizando el kit extracciédn QIAquick G el (Qiagen, Cat. No.
28704). E1 ADN pNOV6901 recuperado (digerido/CIP) en etanol se
precipita con un vehiculo de glicogen. E1 ADN pNOV6901
(digerido/CIP) se recupera mediante micro centrifugacién, se lava
con 70% de etanol, y se seca bajo vacio y se resuspende en 5 jL

ddH,0.

4.0 pL de la secuencia requladora 3’ (digerida) se liga a 4.0 uL
de pNOV680]1 (digerido/CIP) en una mezcla de ligacién de 10 ulL que
contiene 10 uL de amortiguador de ligasa de ADN 10X T4 y 1 pL de
ligasa de ADN T4 (400 unidades/pL-New England Biolabs). La mezcla
de ligacién se incuba durante més de 8 horas a 16°C. 5.0 uL de la
mezcla de ligacién se transforma en 50 uL de celdas competentes

Top 10 (Invitrogen, Cat. No. C4040-03). Los recombinantes de la
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secuencia reguladora pNOV6901 se verifican al digerir 2 pL ADN
miniprep de-la secuencia reguladora pNOV6901-3’ con 1 uL de de la
endonucleasa de la restriccién apropiada en reacciones de 10 L
que contienen 1 ug BSA y 1 pL del amortiguador de endonucleasa de
restricciédn 10X aproplad. Los digeridos son incubados a 37°C
durante 2 horas luegc resueltos en 1% de agarosa TAE. Los
recombinantes de secuencia reguladora pNOV63S01-37 son

secuenciados.

12. Clonar 1las secuencias regquladoras 5’ en la secuencia
reguladora pNOV6901-3’ utilizando PCR con el clon regulador pCR-
XL-TOPO-5’'-modificado como molde y el iniclador apropiado

establecldo descritc en la Tabla 2.

Estos inicladores son un iniciador de oligonucleétido-5’ que
introduce el mismo sitio de restriccién de corte raro utilizado
para la secuencia reguladora 3’ precedida por wuna Gnica
endonucleasa de restricciétn en el poliligador terminal 5’ del
pNOV6901 y el iniciador del oligonucledétido 3’ que introduce el
sitio Ncol precedido por la secuencia Kozak (CCACCATGG) en el
codén de iniciaclén de traduccién “trabajado con ingenieria”. La
Tabla lista estos iniciadores ™“iniciadores del clon de la

secuencia requladora 5’ en pNOVE301”.

El PCR de alta fidelidad se utiliza para amplificar 1la
secuencia reguladora 5' del «clon regulador pCR/XL-TOPO-5'
modificado. Una mezcla de reacciédn de 50 uL consiste de 1 puL de
miniprep ADN, 200 uM dNTP, 1 uL cada uno de 200 uM de iniciadores

de oligonucleétido (Tabla 2), 5 pL 10X de amortiguador PFU Clon y
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2.5 unidades de polimerasa de ADN Pfuturbo (Stratagane, Cat. No:
600252). El1 programa de termociclado fue de 95°C durante 30
sequndos y luego 40 ciclos de (95°C durante 10 segundos, 50°C
durante 60 segundos, 72°C durante 6 minutos) luego 72°C durante
10 minutos. El1 fragmento de ADN de 1la secuenciaJ reguladora
amplificada se recupera wutilizande un kit de purificacién
QIAquick PCR. El fragmento de ADN de la secuencia reguladora 5’
recuperada es etanol precipitado con un vehiculo de glicogen. El
Fragmento de ADN de 1la secuencia reguladora 5' se recupera
mediante micro centrifugacién, se lava con 70% de etanol. Secado
bajo vacio y se resuspende en 14 ulL ddH:0. El fragmento de ADN de
la secuencia reguladora 5’ se digiere en una reaccién de 20pL que
contiene 2 ug de BSA, 2 plL del amortiqguador de endonucleasa de
restriccién 10X apropiado y 2 pL de las endonucleasas de
restriccién apropiadas. La reaccién se incuba a 37°C durante més
de 6 horas. Los productos de ADN de secuencia reguladora 5’
digeridos son resueltos en 1% de agarosa TAE y la banda de la
secuencia requladora 5’ apropiada (digerida) se escinde. El ADN
de la secuencia reguladora 5’ (digerido) se extrae y se recupera
utilizando un QIAquick Gel extraction kit (Qiagen, Cat. No.
28704). E1 ADN de 1la secuencia reguladora 5’ recuperada
(digerida) es etanol precipitado con un vehiculo de glicogen. El
fragmento de ADN de la secuencla reguladora 5’ (digerida) se
recupera mediante micro centrifugacién, se lava con 70% de

etanol, se seca bajo vaclio y se resuspende de 5 uL ddH20.

2 pg de ADN miniprep de secuencia reguladora pNOV6S01-3' se
digieren en una reaccién de 20 pL que contienen 2 pg de BSA, 2 pL

del amortigquador de endonucleasa de restriccién 10X apropiado y 2

P ——————py
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pL de la endonucleasa de restriccién apropiada. La reaccidén se
incuba a 37°C durante mias de 6 horas, luego a 70°C durante 20
minutos. Luego 1 pL del amortiguador de endonucleasa de
restriccién 10X apropilado, 1 pL 1 unidad/pL CIP Y 8 pl ddHz20 son
agregados a reaccién y se incuba adicionalmente a 37°C durante 30
minutos. E1 ADN de la secuencia requladora pNOV6901-3' (digerido
/CIP) se resuelve sobre 1.0% de agarosa TAE y la la banda de la
secuencia reguladora pNOV6901-3’ (digerida /CIP) se escinde. El
ADN de 1la secuencla reguladora pNOV6901-3’ ({(digerido /CIP) se
extrae y se recupera. El1 ADN de la secuencia reguladora pNOV6901-
3’ recuperada (digerida/CIP) en etanocl se precipita con un
vehiculo de glicogen. E1 ADN de la secuencia regquladora pNOV6901-
3’ (digerido /CIP) se recupera mediante micro centrifugacién, se
lava con etanol al 70%, se seca bajo vacio y se resuspende en 5uL

ddH;0.

4.0 nL de la secuencia reguladora 5’ (digerida) se liga a
4,0 uyL. de la secuencia reguladora pNOV6901-3’ digerido/CIP) en
una mezcla de ligacién de 10 pL que contiene 1.0 pL de
amortiquador de ligasa de ADN 10X T4 y 1 pL de ligasa de ADN T4
(400 unidades/pL). La mezcla de ligacién se incuba durante mas de
8 horas a 16°C. 5.0 pL de la mezcla de ligacién se transforma en
50 ulL de celdas componentes Top 10. Los recombinantes de la
secuencia reguladora pNOV6901-3'/5' se verifican al digerir 2 pL
de ADN miniprep de la secuencia reguladora pNOV6901-3’/5’ con 1
UL de la endonucleasa de la restricciédn apropiada en 10 uL de
mezcla de reaccién que contienen 1 pg BSA y 1 pL del amortiguadox
de endonucleasa de restriccién 10X apropiada. Los digeridos son

incubados a 37°C durante 2 horas luego el ADN de la secuencia
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reguladora pNOV6901-3'/5’ (digerida) se resuelve en 1% de agarosa
TAE. Los recombinantes de la secuencia reguladora pNOV6901-3’/5°

positivos se secuencian.

El casete de expresién de la presente invencién incluye un
reportero de una construccién de reportero GUS en el vector de
montaje. Este es flanqueado por el sitio de restriccién de corte
raro trabajado por Ingenierfia. En esta modalidad de la presente
invencién el gen reportero GUS se puede reemplazar por cualquler
gen de interés utilizado en los métodos conocidos por aquellos

individuos expertos en la técnica.

13. El casete de expresién se puede ahora movilizar en el vector
binario de agrobacterium pNOV6901 al digerir el vector de montaje

con la enzima de corte raro y purificar el ADN del casete.

2 pg pNOV6900 se digieren en una mezcla de reaccién de 20 uL
que contiene 2y de BSA, 2 pL del amortiguador de endonucleasa de
restriccién 10X apropiado y 2 pl de 1la endonucleasa de
restriccién apropiada. La mezcla de reaccidn se incuba a 37°C
durante mids de 6 horas, luego a 70°C durante 20 minutos. Luego 1
nL del amortiguador de endonucleasa de restriccién 10X apropiado,
1 pL 1 unidad/plL CIP y 8 nL ddH,O se agregan a la reaccidén y esta
se incuba adicionalmente a 37°C durante 30 minutos. 2 pg del ADN
miniprep de la secuencla regquladora pNOV6901-3’/5’ se digieren en
una reaccidén de 20 uL que contiene 2 pg BSA, 2pl del mismo
amortiguador de endonucleasa de restriccién 10X utilizado para

pNOV6900 Y 2 pL de la misma endonucelasa de restriccibédn utilizada

o4
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para pNOV6800. La reaccidén se incuba a 37°C durante més de 6

horas.

El ADN del plasmido digerido, pNOV6500 {(digerido/CIP) y la
secuencia reguladora pNOV6901-3’/5’ (digerida) se resuelve sobre
1% de agarosa TAE y el 9.2 kb de pNOV6900 (digerido/CIP) y las
bandas de secuencia reguladora pNOV6901-3’/5’ apropiadas
{digeridas) son escindidas. E1 pNOV6900 (digerido/CIP) y los ADN
de secuencia reguladora pNOV6901-3’/5’ (digerido) se extraen y se
recuperan. El pNOV6900 recuperado (digerido/CIP) y la secuencila
reguladora pNOV6901-3’/5’' (y el ADN de la secuencla reguladora
pNOV6901-37 /5’ (digerido) son precipitados con etanol y glicogen,
El pNOV6900 (digerido/CIP) y los fragmentos de ADN de 1la
secuencia reguladora pNOV6901-3’ /5’ (digerido) recuperan mediante
micro centrifugacidén, se lavan con etanol al 70%, se secan bajo

vacio y se resuspenden cada uno en 5 uL de ddH:0.

4.0 pl pNOV6900 (digerido/CIP) se ligan a 4.0 pL de la
secuencia reguladora pNOV6901-3'/5' (digerida) en una mezcla de
ligacién 10 plL que contiene 1 plL de amortiguador de ligasa 10X T4
ADN y 1 pL de ligasa T4 ADN(400 U/pL). La mezcla de ligacién se
incuba durante mids de 8 horas a 16°C. 5.0 pL de la mezcla de
ligacién se transforman en 50 yL de células competentes Top 10.

Los recombinantes de la secuencla reguladora pNOV6500- pNOV6901-

3'/5"’ se verifican al digerir 7.5 uL de secuencla reguladora
pNOV6900~-pNOV6901-3//5’, ADN miniprep con 1.0 pL de Ncol en

mezclas de reaccién de 10 pL que contienen 1 pug BSA y 1 pL 10X de

amortigquador de endonucleasa de restriccién 4 (New England

A
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Biolabs). Los digeridos se incuban a 37°C durante 2 horas y luego
se resuelve en 1% agarosa TAE. La secuencia de articulacién de

los recombinantes de secuencia reguladora pNOV6900-pNOV6901-37 /5"

se verifican.

14. El1 casete de expresién pueden se puede transformar ahora en
agrobacterium y luego se transforma en plantas de acuerdo con

métodos conocidos por aquellas personas expertas en la técnica.

Tabla 2
Iniciadores para construlr casetes de expresién que comprenden

secuencia reguladoras de la familia de gen MADS
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erivd Iniciladores para secuencia :egﬂma de clon
Gen Honbre Sacuenocia
AB003322 342-1 1o 133 OAGCATGCGTAAAA }

322-2 IDNa, 134) |S-OATTTCATTCATACTGTCCAACAUAAGGCA-Y

, JDNo. 1 CAAGA TAGCCTTATACATG-Y
139664 [AF139664-1 ID No. 193} B-TGCA' TAGATC-Y
135664-2 (SEQ. ID'No. 194) F-CAAGUATTTIGTCCATACTUTGAAAAATG-Y
30665 _|AF135665-1 1D No. « ACCTAGGUTTTOGAAATAGGAAGOG-]!

AF139685-2 . ID No. ~ TOCCTTCCATACTACAGAAGAAG-Y!




®
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053-2 (SBQ. ID No. LCAAGOTTTTOTACATGCTGGAAGTGAA Y
911 |[AF3I45911-1 . ID No. I71 LGAAAATCTCAAOGGTTTCGAAAACGACY
459112 IDNo.2Z72) 5-CAAGOA TCCTGCAGGGAAAAC.

Y177695

Y177695-1
Y177695-2

ID No. 31
. IDNe. 31

“TCAGTCCATCATTTOGTCTACAACTAA-]'

TATTATTOATTTCATGCTAACAAAAAG-Y

Y177699 |AY177699-1 (sm.mmu_i)

¥177699-2 (8BQ. ID No. 357) [S-CAAA CTGCGCCAAGAAAG-S'
Y177700 IAYI77700-1 (SBQ. ID No. 366) S-ATAAGTATTTCAGAAAGCTOAAGTTGA-Y
Y177700-2 (BQ. ID No. 367) [5-CAAGTTATOCATATTTCTTGCATTTIG
177702 [AY177702-1 (8BQ. ID No. 37) 9-TCTTTTCGCAAACTAAACAAGGCCT-3'
Y177703-2 (S8Q. 1D No. 380) |P-CACAGTTTTCATGCTAGCATACAAGTAAAG S
Y224433_|AY224453-1 (380, ID No. 392) |5 AACTAAACAAGGCCTTAACA-Y
Y224482-2 (SEQ. ID No. 393) |SUTATCACAGTTTTCATGCTAGCATGCAAGT-3'

JAY250078 |AY250075-1 ID No. TOOTTTCATTITAOGACAAGTTATTO-Y
Y250075-2 1D No. LCAAGGATTCGCTCCATACTATCAATAAAATATG-3'

7528

75282
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Iniciadores para secuencla raguladora 3’ de clon

Secuencia

14)963-3 ID No, 234) [S-TUAAGAAGGOCAGOCACAGCAACAGCTG-3
1419654 ) No. LOCTTATCOAATATTICAAATCICGATG-Y
1740933 , ID No. NAC'I'I'CC'I'GGAAGGAGT !
174093-4 , 1D No, 24 AAG-3'

mum@g D No. . TGATGTGTGTGTTCAGTTCAGGCTT-Y
D No. 261 TATA TTGCAATTIIAY

p11-3 (SEC ID'No.m $“TAAGATGATCATCOTOGTCATOGTCG-Y'
9"4 BEQ. ID No. 2 '- Le AAATCQCAAGATAAATTAGATATAQ-S
AFAZA3A5-3 (GE0. ID No. 285) [5-TGABATATCATCOCOG00AC0GC0GC00-Y
4243494 (SEQ, ID No. 286) B-TTITATTA’ GGOGBAGGCD BCAD 3.3
16-3 , FO No. S-TGATOGCTOGAAACTAAAACTGAGACOA-S'
938164

ID No. -ITTGAAACATTTCOOCCCTOGCTCTCCT-3

Y177695-3
Y171695-4

ID No. 318} 15 TAACACATOATCAAGTOTTAAAAACAG-Y
. ID No, 3 COATCAAACCAGCGTGATUAGCT-3'




WO 2005/102034 44 PCT/US2005/013245

Y177698-2 . ID No. “TOA TAGO-Y

Y 1776984 (SEQ. ID Ne. AAAAGAAATATTGITCAG-Y

Y 1776953 (SBQ, I No. TAGAAACAGIA - 3
Y177699-4 (SEQ. ID No. 3 AAGGATACGAAATCITG-Y
Y177700-3 (S80. ID No, 368) |5 ' CCTTGGTCAATTC.S'

Y177700-4 (SBQ. ID No. 369) TAATITTACTAGTACTTITACTITOACS

¥177702-3 (SBQ. ID No. 381) |S-TAAGACTATGCOOTACAAGCTOGACGAS

Y177702-4 . ID No. 382) OCAATCTATACY

75273 . ID Ne. 421 TAGGCTGCTGAGCACTGOCAATITG-3'

75274 , ID No. 4 LTGCTGGTGCTCOAGGTGCTGAGCG 003
528-3 (SEQ. ID No. 434 TAGTTTTGGTGTAGACACCUTACCGTAC-Y

13284 . ID No. 43 ~TGAAAGCTACATTTTAGCCTTGTATTITG-Y

L Iniciadores para mutagénesis de aecuencla reguladora 5
ombre

Secusncila
1D No. 13 AGAGGCOO-3
ID No. | LCTTCTATTOOACAGTATCAATUAAATCY'
No. 1 ) ACAATTTATTTT-Y
1D Nao. 1 ’ ¥

SAGCATCCTTAAGAC-3'
GGTCATGOGCTCAT-3'

7 \l
CGAC CCATC QCE

l'('(. LT (_u

5. COCACORGE TCAAGAADODCALD.]
P="TOGCCATCA COCTCCAC-Y
- ATGAAGAAGOCCAGGATGCTCACCATGCTCT-3
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AR139664-7 (SEQ. ID No. 199) |s'. TCA' OTATCGACAAAATOCT-3'
TOGGCAGAAAAAGGCATGGCCCACCCCCA-Y
.TOCTTTGATTAATACAGCTCGCAGCGAC-3'

130664-5 (SEQ. ID No. 15 . AGAACAGCAGOAAQG BOGEACOCOG g

141964-5 . ID No. -GGGTTITTOC0GGCOGCUAAGOCGOGGAGOGOGA-3
141964-6 , ID No. 223) IS-TGAAGTTGTCCATGCTTACTAATACYCAAA-Y!
141964-7 . ID No. 224) |5-ATTGATTTTCCCATACGTGTGATGGATATTC-3'

141964-8 . ID No. .GACCAAAACCAGCCCATGCTACATGATACACTATTAGOCT-3]
141964-9 . ID No. CCTAATAAGAAACCGATGGGTATAAAATGGAGA-3'
F141965-5 (SBQ. ID No. 236) F-GAGAGATCAGGATCAATCATACGGOGCA-Y

"141965-6 {SBQ. ID No. 2 SUTCCAAGCOGCCAGAAAGGCCTCCTCAAGAA-Y'

2141965-7 (SEQ. ID No. 238) [F-GAAAATGGAGGATGCAGAATATATATCCT-Y

2141965-9 (SEQ. ID No, 240) |-CTTCTCGOGCGCCCGCGATTTCOGTT-Y!

141963-8 (SEQ.
SED.

F141965-10 (SEQ. ID No. 241) 5*TCTCCCCOCOCAGOCOGCCTCTACTA-Y!

11-3 . ID No. 2 .AGOGGCGAOGATCGAGCOGAGAAAGGT-F'

11-7  ID No. LOGGOCGCTTCCATOGATTTCAGCTGCT -3¢

93816-6 (S8BO. ID No. 300) |5

g5
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Y115356-3 , ID Ne, ATCTTOATCGATCGCGCOAGOCAAG-Y
Y113586-6 (SEQ. ID No. 310) [5-TGAACAGAACCATCGAGOAGCTG.Y'
Y115356-7 (SBQ. ID No. 311) [5-AGCTCTGATATAGCATGGAGGTTAATTGY
Y177695-5 (88Q. ID No. 320) |5-TCOATOOATTGAAGAAOGOGAGAGGCAS
Y177695-6 , ID No. 321) |F-GACAACACGAAGAACCOACAGGTGACY
AY177695-7 ID No. =CGCOGCOGOCTOATCAAGAAGGCOCGOGAG-Y
AY177695-8 (SEQ. ID No, 323) |S-CTTTTTOTTAGCATCAAATCAATAATA-Y
Y1776938 (SEQ. ID No. _TGAAGAGCAAACCATCGAGCTAACAAACACA-Z'
Y177695-10 (SRQ. ID No. 32515 TCAGGGATGACAACACGATOOCACCATCAGTCAT-Y

Y177696-7 (8

YI'HGDG-G L_} ID No. 3.
B30, ID No, 336
Y177696-8 (ERO. ID No. 3.

S-AGGOACTOOCAAGAAGTACGAGTACT.Y

AY177699-3 (SEQ. ID No. 360) |5~ATCOGCCAGAATCOGOAGGGGGOGCA-Y
[A¥177700-5 (3BQ. ID No. 370) [S“AAGAGTGAAACAACAAGGTCAGAGGA-3'
AY177700-6 (SEQ. ID No. 371) 15-GAAAGOT TCCGACGAATAGAG-
¥177700-7 (SEQ. ID No. 372) [S-ATTAGCTACTAAAGGGTGTGTTTCCA-3
Y1777008 (SEQ. ID No. 373) 5-AAAATGCAAGAAATTTGCATAACTTG-3'
1777025 (SEQ. ID No. 382) [S-GAGAGCGAGGAGATCGGGAGGAGAAACA Y
Y177702-6 (SEQ. ID No. 384) [5-TTACTTGCATGCTAGCTTGAAAACTGT-3'
Y177%02.7 (88Q. ID No. 385) [S-ATCCTAAATITTCATCGATGGCATCTAGS'
Y177702-8 (SBQ. ID No. 386) [S-GATCAGGACCATGCCAGTCTGATGGCCAA-S'
Y177702.5 (SBQ. ID No. 3 3

Y224482-6 t*_;- ID No, w
Y224482-7 SEQ. ID No. ]

S-CAAQGAAAGCCAAGAAACATCTTTAC-Y

. ID No, 410) |S-TATTGATAGTATCGAGCGAATCCTTG-Y

. ID No. 411) |S-CAGTTGOTTOCCAAGOCOCATTGOOGA 3"

ID No. 41 TGCCCAGCTCCTTOCT-3'
-ID No. 413) |S-CTATTATTTTAAGAAAGCATOGATTATATAG-Y

IDNo. F-AGAGAGAGAGATGAAGOOGAGGOGGAA-3'

. ID No. 41435-TGAGACAGACCCATGCCTGGGOCTAC-3'

€
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75217-1 ID No. 4 “TACTCCACTCCAACGATGGCGTCCAGT-3'

7528-3 1D No. -AGCATACOCATCCATCTTOAACATGATOGT-3

7528-6 ID No. 43 ~CATCCATCTTGAACATCTTGGTAAATTCTGGCT-3'

‘ Iniclador parsa mutaginéda de secuencia :eguIaBEra k|
Nombre Secuancia

28-5 (SHQ. ID No. 162) {5'- CGTATTGTCGTCCATGCATGCOAAATGCTA-3'

095645-9 . ID No. 1 "« GTAAAATTGCAGATCGATGGATGTCTCCA-S
5645-10 . ID No. 188)l5"- GAACCTCTOCATGOCGTGCACCCC0-3'

AF139664-10 . ID No, §-ACCTGACCCOATCCCGTOGCCTGCIGCT-3

41964-10 (SEQ. ID No, 227) |5 AGAGAAAAGAGTTOCCTTGACCTCTGGCTCTGC-3

F3435511-8 . TD No. 278) [$-AGAACTATTOCAAGATAATIGTACCATC.Y

IAY 1776996 (SEQ. ID No. 361) 15'-AGTOGCCCCCAUCCTTTTAAGAGCOGCA-3'

Y177700-9 . 1D No. 374) [S-TAGGATICATAACGATGGACATGTYC-3'

W’ODSG‘S-D (SEQ D No. 516) | $CCCTTCCTTACCCATOCTOGTAACAAATATO-Y
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| Iniciador para clonar sscuencia reguladora 3’ en pNOVE90l |
|Nombre Sscuancia

ABD03324-10 (SEQ. ID No. 154) B-ATATATCOO0CCOCOGTCOGTGAAGATOOACCACAA’ JTC-¥
A130033374-11 (XFQ. ID No. 155) |8 TAGAOTAGAGCTCCTAGCTAQCTAGCTACCOTTTCA-Y
.

AB003328-6 (SEQ. ID Ne. 163) - TAATAAGAGCTOGTAACAGOGCCAUGGAATAAQCT-3

AB003328-7 (SBO. 1D No. 164) 9~ ATATATGCOGCCOCGGTCCOATTOCCOGGCTATAGOCTT-3'

AF139664-11 , [0 No. 203) B'- TAATAA TCCATACCA-3"

AF139664-12 ID No. 204) 8- ATATATGCGGCOGCGUTOOGGATAAACATTUTGAAGCAAC.Y

174093-10 ID No. 254} I¥-TGATOAGAGCTCCTTOCTGUAAGCAGTACD-Y

AI'174093-1 1D No. =ATATA GTCCACOCCITCTCC A=)

63-10 (38Q. ID No. TATATACCCGOGOGGTCLOCTOCATATACTTOCAACA-3
063-11 (SEQ. 1D No. I 3

F424549-9 (801D No, 291) IS-TGATGAGCOGCCOCGATATCATCGOCGCCT-Y

F424549-10 (SBQ. 1D No. 297) |- TATATACCCOOGCAGTCCOTTTTATTATCTTUGOGA-S

mmmommocmcmmmmcr-r
308 TTTCAGCCCT-)'

Y177696-9 , D No. 33 ~"TGATGAGA! TTATITTO-3
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Y177696-10 . ID Ne. ~TATATAGOGOCCGCGATCCGTTTGAGATTGGACY

AY177698-12 ID No. 353) S-TATATACCCGAGGCGATOOUTTAACCTAAAAGAAAT-3

Y177698-11 ID No. 325) 5 TOATGAGCOGCCGCTTOCCCTCITTCCATC-3'

Y177699-7
Y177605-8

. ID No. 3 ~TAGTAGGCAOCCACAAACAGATGGACGCTTOA-

ID No. 9-TATATACCCOGACGATCCOAGGCTIGGTGCAAG.Y

Y177700-10 , ID No. 375) [F-TAGTAGOCGGCCOCATCAAAGGACCT-3'

Y177700-11 . ID No. 376) F-TATAT. AATTTTACTAGTACT-3'

Y224482-10 ID No. 401) [S-TAATAAGAGCTCGACTATGCCGTACAAGC-Y

Y124482-11 . 1D No. ~TATATAGCAACOACAATOOOTOATTATCACAGA-3!

. 7521-10
0 527-11

. ID'No. 428 .TAGTAGAGCTCOCTGCTGAGCACTOOCA-Y!

ID No. 4 LTATATAGCGGCCECAATCONTGCTGATGCTCOAQGT-3!
5288 , 1D No. “TAQTAGAGCTCTTTTOGTGTAGACACC-Y
5239 ID No. TATAGOGGOOGCAGTCOUTGAAAGCTACATTITAGC-3!

18891-11 (SEQ. IDNo.453) [S“TATATAGCGGCCGOOGTCCGATATTITIITITUTCITITGATOC-3

058 IO(SEQIDNO. 517  ATATATCTCGAGCGGACCATATTACATOCATACGTACTONTGA-3'

TATATCCATGOTGOGTITATICTGCAAACAAAAATAQ-S

Inicladoreas pars clonar secuancia reguladara 5‘en pNOVE01

Nombre Secusncia
10 D No. 142) |9-TATATACCATOOTOGTUAT. GAAGG -
322-11 1D No. 143) S ATATATOOATCCGOACCOTTOCCCAOCGAGGAGCATG '

B4
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41965-13 . ID No. 244 TATATOOA TT. AC-Y
14194314 1D No. ~ATATATCCATGUTGGTCTUTAGGCTOCAOAACAGACACY

063-12 , 1D No. "TATATAGGATCCOGACCGACAAATTTOTTGTACCAC-Y'
13 , ID No. TATA TOCTAGAACGTGA-3

816-9 1D No. “TATATA ACGOACCOCAAACA AAC-Y
816-10 , [D Na, 304) |S=TATATACCATOGTAOTOTTCOATACTTCATCAATGT-3'

Y115556-10 1D No. 314) I9-TATAT. TATAAAAACCTA A

AY115355-11 , 1D No. 315) 18- ATATATCCATGGTOGCGATAGTTCTGTTCAAAGAAATC-3
Y177693-13 ID Nbo. “TATATAGOATCCOGA! QGTCCATCATITCGTC-2'
Y177893-14 , ID No. 32903-TATATACCATOUTOGA 'AACAAAAAGG-Y

JAY177696-11 , ID No. LTATATAGGATCCGGACOGCAAGCAAAGAAACAAATTTCG-3!
AY177696-11 1D No. 341) [S-ATATACCATGATGOCTTOATACTACATATT IG-Y

Y171698-13 (SBQ, ID No, 354) |- TATATAGGATCCGOACCGAAGATTTGAACTACTOCCT-3'
Y177658-14 (SEO, ID No, 335) [5“TATATACCATOGTGAT TTGCAATCCTGCCA-Y'
998 (B« TCCOGACCOTCOBGTCG
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EJEMPLO 2:

1. Construccién del vector de montaje pNOM6901 que contiene la

secuencla de p-glucoronidasa (GUS).

A. preparacién de la secuencia de codificacién GUS

La secuencia de <codificacién  (GUS) B-glucoronidasa
Narasimhulu, et al 1996, Plant Cell, 8: B873-886,que incluyen un
intrén construido por ingenieria, se amplifica a partir del
pNOV5003 en una reaccibén de polimerasa Pfuturbo (Stratagene, Cat.
No. 600250). La mezcla de reaccién consiste de 1 pL de pNOVS003
miniprep ADN 200 uM dNTP, 20 uM GUS5 iniciador de oligonuclebétido
de 5'atggtacgtcctgtagaaacc-3’ (SEQ ID NO 499%), 20 uM GUS3
iniciador de oligonucleétido 5’-gatcgagctctcattgtttgecctccetg-3’
{(SEQ ID NO 499), 5 uL 10X amortiguador Pfu clonado y 2.5 unidades
de polimerasa ADN Pfuturbo(Stratagene, Cat. No. 600250) en un
volumen final de 50 pL. El1 programa de termociclizacién se hizo a
95°C durante 30 segundos luego 10 ciclos de (95°C durante 5
sequndos, 55°C durante 10 segundos, 72°C durante 2.5 minutos)
luego 20 ciclos de (95°C durante 5 segundos, 57°C durante 15

sequndos, 72°C durante 2.5 minutos) luego 72°C durante 2.5

Gl
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minutos. El1 producto PCR GUS 2.2 kb se aisla y concentra
utilizando el kit QIAEX II (Qiagen, Cat. No. 20021). El1 El
producto PCR GUS se recupera en 15 pL ddH,0 y se digiere
posteriormente en una reaccién de 20 uL que contiene 1 pg BSA, 2
pL 10X de amortiguador de endonuclesa de restriccién yl uL SacI.
La reaccién se incuba a 37°C durante 2 horas. El producto PCR GUS
(SacI) se redisuelve en 1.5% de agarosa TBE y la banda de
producto (Sacl) PCR GUS 2.2 kb se corta. E1 ADN (SacI) de
producto PCR GUS se recupera de la agarosa 15 pL ddH0 con el kit

QIAEX II (Qiagen, Cat. No. 20021),
B. preparacién del vector pSP73.

Se prepara ADN miniprep del vector E. coli pSP73 (Promega, Cat.
No. P2221). 1lpL de AﬁN miniprep se digirié en 20 pL de mezcla de
reaccién que contiene 1 pug de BSA, 2 pL de endonucleasa de
restriccién 10X, 1 pL Smal y 1 puL de Sacl. La reaccién se incubd
a 25°C durante 1.5 horas luego 37"C durante 1.5 horas. El ADN
pSP73 (SmaI/ SacI) se resolvié sobre 1.5% de agarosa TBE y 2.4 kb
de lavanda de pSP73 (Smal/ SacI) fue escindida. El ADN pSP73
(SmaI/ SacI) se recuperd de la agarosa en 15 puL de ddH;0 con el

kit QIAEX II (Qiagen, Cat. No. 20021).
C. Construccién de pSP73-GUS

5 pL de Psp73 (Smal/ SacI) se ligé a 5 pL del producto GUS
PCR (SacI) al mezclar con un volumen igual de la mezcla de
ligacién de ADN Takara, Versién II (Cat. No. TAK 6022) e incubar

a 16°C por 30 minutos. 7.5 pL de la mezcla de ligaclén se

L
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transformaron en 50 pL de células super competentes XL-1
(Stratagene, Cat. No. 200236). Los recombinantes pSP73~ GUS se
verificaron al digerir 2 pL de ADN miniprep pSP73- GUS en una
reaccién de 20 pL que contiene 2 pg de BSA, 2 pL de amortiguador
de endonucleasa de restriccién 10X, 1 pL de Xbal y 1 pL Sacl y
los productos pSP73~ GUS (Xbal/ SacI) fueron resueltos sobre 1.5%
de agarosa TBE. Los recombinantes pSP73- GUS positivos fueron

secuenciados.

D. Adicién de sitlos de endonucleasa de restriccién al

pSP73- GUS

A la construccién pSP73- GUS le falta flexibilidad para
clonar la secuencia reguladora 3’ justo después de la secuencia
codificante GUS. Los sitios de restricecién adicionales fueron
agregados al poli ligador para incrementar la flexibillidad del
terminal 3’ de la secuencla codificante GUS al ligar un adaptador
sintético a la construccién. El adaptador {Synthetic Adapter I )
se hizo al combinar 40 pL de 50 pM del oligonuclebdtido PL-F 5'-
Pccgegggcggecgecactagtceegggeecat-37 (SEQ ID NO. 456), 40 pL de 50
uM del oligonucleétido PL-R 57 =
Pcgatgggcccgggactagtgeggecgeccgeggaget-3/  (SEQ  ID NO.  457) -
donde P &3 un grupo 5;-fosfato ~ en 100 plL de mezcla que es 25 mM
en Tris-HCl (pH 8.0) y 10 mM en MgCl;. La mezcla se hirvié
durante 5 minutos, se removié del calor y se enfrié de manera
natural a temperatura ambiente (aproximadamente 60 minutos),

produciendo una solucién de 20 uM de Synthetic Adapter I.

L7



WO 2005/102034 54 PCT/US2005/013245

La construccién pSP73-GUS se prepard al digerir 14 pL de
miniprep pSP73-GUS ADN con 1 pL de SacI y 1 pL de Clal en 20 pL
de mezcla de reaccién que contiene 2 pg de BSA Y 2 pL de
amortiguador de endonucleasa de restriccién 10X. La mezcla de
reaccién se incubd a 37°C durante 6 horas, luego a 70°C durante
20 minutos. Entonces 1 uL del amortiguador de endonucleasa de
restriccién 10X apropiado, 1 pL 1 Unidad/ pL CIP y 8 pL de ddH;0
se agregaron 2 la reacciétn y ésta se incubd adicionalmente a 37°C
durante 30 minutos. El ADN de pSP73-GUS (SacI/ ClaI/CIP) se
resolvié en 1% de agarosa TRE, se escindié, se recuperd y el
etanol se precipité con vehiculo de glicégeno. E1 ADN de pSP73-
GUS (Sacl/ Clal/CIP) se recuperd mediante micro centrifugacién,
se lavé con etanol al 70%, se secd bajo vacio y se resuspendid en

5 pL de ddH;0.

4.5 pL de la solucién de Synthetic Adapter I se ligd a 2.5
uL, de pSP73-GUS (SacI/ Clal/CIP) en una mezcla de ligacién de 10
pL que contiene 1 pL de amortiguador de ligasa 10 X T4 ADN y 1 uL
de ligasa T4 ADN y se incubd mi&s de B horas a 16°C. 4 pL de la
mezcla de ligacién se transformaron en 50 ulL de células super
competentes XL-1 (Stratagene, Cat. No. 200236). Los recombinantes
pSP73-GUS-mod fueron verificados al digerir 5 uL pSP73-GUS-mod
miniprep ADN en 20 uL de reaccién que contienen 2 pg de BSA, 2 uL
de amortiguador de endonucleasa de restriccién 10X y 1 uL de
NotI. Los digeridos se resolvieron sobre 1% de agarosa TAE, y la
secuencia de los recombinantes pSP73-GUS-mod positivos se

verificé. E1l colon terminado se designé pNOV6901.

2. Construccién del pNOV6S00

A
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Fue necesario construir un vector binario de Agrobacterium
para facilitar la movilizacién de los casetes de expresién
construidos en pNOV6901l en plantas. El vector pNOV2115 fue
modificado al insertar un adaptador que introduce los sitios de
reconocimiento de endonucleasa de restriccién Pacl, SgFI y RsrII.
El ADN miniprep pNOV2115 (14 uL) se digirid con 1 pL de KpnI y 1
pL HindIII en una mezcla de reaccién de 20 pL que contiene 2 pg
BSA y 2 ulL de amortiguador de endonucleasa de restriccién 10X.
Los digeridos fueron incubados a 37°C durante més de 6 horas,
luego a 70°C durante 20 minutos. Luego 1 uL del amortiguador de
endonucleasa de restriccién 10X aproplado, 1 pL 1 unidad/pL CIP y
B pL ddH,0 se agregaron a la reaccién y ésta se incubd
adicionalmente a 37°C durante 30 minutos. E1l pNOV21l5 (KpnI/
HindIII/CIP) se resolvidé en 1% de agarosa TAE, 9.2 kb de la banda
de ADN del pNOV2115 (Kpnl/ HindIII/CIP) se escindid, se recuperd
y el etanol se precipité con un vehiculo de glicégeno. E1 ADN
pNOV2115 (KpnI/ HindIII/CIP} se recuperd mediante micro
centrifugacién, se lavd con etanol a 70%, se sectd bajo vaclio y se

resuspendié en 5 pL de ddH;0.

Los s8itios de restriccién adicionales se agregaron al
pNOV2115 (KpnI/ HindIII/CIP) al 1ligar el vector al Synthetic
Adapter II. El Synthetic Adapter I I fue hecho al combinar 37 pL
de 150 pM de oligonucledtido PL1 5’-Pgtaccggaccgcgatcgcttaatta~3’
(SEQ ID NO. 458), 37 pL de 150 pM de oligonucleétido PL2 5'-~
Pagcttaattaagcqgatcgeggtecg-3’ (SEQ ID NO. 459) - donde P es el
grupo de 5’-fosfato - en una mezcla de 100 pL que es 25mM de

Tris-HC1 (pH 8.0) y 10 mM en MgClz. La mezcla se hirvid durante 5
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minutos, se removié del calor y se enfrié naturalmente a
temperatura ambiente (aproximadamente 60 minutos), produciendo 55

uM de una solucién de Synthetic Adapter II.

2.5 pL de pNOV2115 (KpnI/ HindIII/CIP) se ligé a 2.5 pL de
55 pM de una solucién de Synthetic Adapter II al mezclar con un
volumen igual de una mezcla de ligacién de ADN Takara, Versién II
(Cat. No. TAK 6022), y se incubdé a 16 °C durante 30 minutos. 5.0
pL de la mezcla de ligacién se transformé en 50 pL de células
competentes DH5a (Invitrogen, Cat. No. 18258-012). Los
recombinantes pNOV21l15-mod se verificaron al digerir 2 ulL de ADN
miniprep pNOV2115-mod con KpnI, HindIII, Pacl o RsrIl en
reacciones de 10 pL que contienen 1 pg de BSA y 1 uL de
amortiquador de endonucleasa de restriccién 10X. La secuencla de
los recombinantes pNOV2115-mod se verificé. El colon terminado se

designdé pNOV6900.

Ejemplo 3: Construccién del Casete de Expresitn OsMADSS

A. Clonacién de la secuencia reguladora 5’ del OsMADSS

PCR de alta fidelidad se utilizé para amplificar la

secuencia reguladora 5’ del OsMADS5 proveniente del ADN gendémico

del arroz (gADN). La mezcla de reaccién de 50 pL consistié de 100

ng de gADN de arroz, 200 puM de dNTP, 1 uL 20 uM del iniciador de
oligonucleétido O0OsMADS5-P3 5'’-tgagcaggtagccggcgaccaatcgcgag-3’
(SEQ ID NO. 460), 1 upL 20 uM del iniclador de oligonucledtido
OsMADS#5-P2 5’-catactgttacaaaaaagaaaatcagtggaccac-3' (SEQ ID NO.

461), 1 uylL de amortiguador de Alta Fidelidad Expnd 10X y 1 uL de

é’b



WO 2005/102034 57 PCT/US2005/013245

polimerasa de Alta Fidelidad Expand. El programa de termo ciclado
fue a 95°C durante 2 minutos seguido por 40 ciclos de (94°C
durante 15 segundos, 68°C durante 7.5 minutos} seguido por 68°C
durante 10 minutos. El producto de 5.4 kb de ADN, que codifica la
secuencia reguladora 5’ del O0sMADSS, se cloné con el kit de
clonacién TOPO XIL. PCR. Los recombinantes del pCR-XL-TOPO-0OsMADSS5-
5’-gADN, que contienen la secuencia reguladora 5’ del OsMADSS5, se
identificaron al digerir 5 pulL del ADN miniprep pCR-XL-TOPO-
OsMADS5-5’-gADN con EcoRI en 20 pL de mezcla de reaccién que
contiene 2 ug de BSA y 2 pL. de amortiguador de endonucleasa de
restriccién 10X. La mezcla de reaccién se incubé a 37°C durante 2
horas, luego los productos pCR-XL-TOPO-OsMADS5-5’~gADN (EcoRI) se
resolvieron sobre 1% de agarosa TAE. Se secuenciaron los clones

de pCR-XL~TOPO-0OsMADS5-5’-gADN positivo.

B. Clonacién de la secuencia reguladora 3’ del OsMADSS -

PCR de alta fidelidad se utilizé para amplificar la
secuencia reguladora 3’ del OsMADSS del ADN genémico del arroz
(gADN) . La mezcla de reaccién de 50 pL consistié de 100ng de gADN
de arroz, 200 pM de dNTP, 1 pL 20 pM de iniciador de
oligonucledtido OsMADS#5-T1 5' atgaattgcttatcacattaatggacatc-3’
(SEQ ID No. 462) 1 pL 20 wM de iniciador de oligonuclebtido
OsMADS#5-T2 5'-caaaactacatcaagagccttggaattggtec~3’ (SEQ ID No.
463), 1 pL de amortiguador de Alta Fidelidad Expnd 10X vy 1 uL de
polimerasa de Alta Fidelidad Expand. El programa de termo ciclado
fue de 95°C durante 2 minutos seguido por 40 ciclos de (94°C
durante 15 segundos, 60°C durante 30 segundos, 68°C durante 6

minutos) sequido por 68°C durante 15 minutos. Los 1.2 kb del
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producto de ADN OsMADS5-3'-gADN, que codifica la secuencia
reguladora 3’ del OsMADS5, se clonaron con el kit de clonacién
Zero Blunt TOPO PCR (Invitrogen, Cat. No. K2875-20). Los
recombinantes del pCR-BluntII-TOPO-0sSMADS5-3’-gADN, con la
secuencia reguladora 3’ OsMADS5 se identificaron al digerir 5 pL
del ADN miniprep pCR-Blunt II-TQPO-0sSMADS5-3’-gADN con EcoRI en
20 uL de mezcla de reaccién que contiene 2 pg de BSA y 2 uL de
amortiguador de endonucleasa de restriccién. La mezcla de
reaccién se incubd a 37°C durante 2 horas y luego los productos
de pCR-Blunt II-TOPO-OsMADS5-3'-gADN {(EcoRI) se resolvieron en 1%
de agarosa TAE. Los clones de pCR-Blunt II-TOPO-OsMADS5-3'-~gADN

positives se secuenciaron.

C. Construccién de la secuencia reguladora 5’ de OsMADSS

La secuencia reguladora 5’ de OsMADS5 para el casete de
expresién fue hecha en varias etapas. La mitad 3’ (OsMADS-5Pb,
aproximadamente 3.03 kb) se produjo mediante PCR de alta
fidelidad proveniente del colon pCR-XL-TOPO-OsMADSS-5'-gADN
descrito anterliormente. La mezcla de reaccién consistidé de 1 uL
de ADN miniprep pCR-XL-TOPO-~OsMADS5-5'-gADN, 200 uM de dNTP, 20
pM de iniciador de oligonucleétido CsMADS5-C3 57 -
cagtgtcgacggggcgagggaaagtagage-3’ (SEQ ID No. 464), 20 pM de
iniciador de oligonucleétido OsMADS5-C4 57 -
cgatccatggtggatactgttacaaaaaagaaaatcagtg-3‘/ (SEQ ID No. 465), 5
pL de amortiguador Pfu clonado 10X y 2.5 unidades de polimerasa
de ADN Pfuturbo (Stratagene, Cat. No. 600252) en un volumen final
de 50 pL., El programa de termo ciclado fue de 95°C durante 30

sequndos luego 40 ciclos de (95°C durante 10 segundos, 50°C

P
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durante 60 segundos, 72°C durante 6 minutos) luego 72°C durante
10 minutos. El producto de ADN OsMADS-5Pb se recuperd$ utilizando
un kit de purificacién QIAquick PCR (Qiagen, Cat. No. 28106). El
ADN OsMADS-5Pb recuperado fue precipitade con etanol con un
vehiculo de glicégeno. E1 ADN OsMADS-5Pb se recuperé mediante
micro centrifugacién, se lavé con etanol al 70%, se secéd bajo
vacio y se resuspendid en 14 pL de ddH;0. El1 OsMADS-5Pb se
digirié en una mezcla de reaccitén de 20 pL que contiene 2 pg de
BSA, 2 pL de amortiguador de endonucleasa de restriceién 10X, 1
UL de Sall y 1 pL Ncol. La mezcla de reaccién se incubd a 37°C
durante m&s de 6 horas. El1 ADN OsMADS-5Pb (NcoI/ Sall) se
resolvié sobre 1.0% de agarosa TAE y los 3.03 kb de la banda de
ADN OsMADS-5Pb (NcoI/ Sall) se escindid, se recuperé y se
precipité con etanol con un vehicule de glicégeno. E1 ADN OsMADS-
5Pb (Ncol/ Sall) se recuperd mediante micro centrifugacién, se
lavd con etanol al 70%, se secd bajo vacioc y resuspendid en 5 pL

de ddH;0.

2 pg del ADN miniprep pNOV6901 se diglrié en una mezcla de
reacciédn de 20 pL que contiene 2 pg de BSA, 2 pL de amortiguador
de endonucleasa de restriccién 10X, 1 pl. de Sall y 1 uL de Nc;oI.
La mezcla de reaccién se incubd a 37°C durante mis de 6 horas,
luego a 70°C durante 20 minutos. Luego 1 pL del amortiguador de
endonucleasa de restriccién 10X apropiado, 1 pL 1 unidad/ pL CIP
y 8 pL de ddH,0 se agregaron a la reaccién y ésta se incubd
adicionalmente a 37°C durante 30 minutos. E1 ADN pNOV6901
(Ncol/Sall/CIP)se resolvidé en 1% de agarosa TAE y la banda de 4.7
kb de pNOVE901l (Ncol/SalI/CIP)se escindid, se recuperé y se

precipité con etanocl con un vehiculo de glicdgeno. EI ADN

- T .y
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pNOVES01 (NcoI/Sall/CIP)se recuperd mediante micro
centrifugaciébn, se lavé con etanol al 70% se secd bajo vaclo y se

resuspendié en 5 pL de ddHz0.

4.0 pL del OsMADS-5Pb (NcoI/Sall) se ligd a 4.0 pL de
pNOV6301 (Ncol/SalIl/CIP)en una mezcla de reacclén de 10 uL que
contiene 1 plL de amortiguador de ligasa 10X T4 ADN y 1 pL de
ligasa T4 ADN (400 unidades/ pL) y se incubé miés de B horas a
16°C. 5.0 pL de la mezcla de ligacidén se transformaron en 50 pL
de células competentes Top 10. Los recomblnantes pNOV6901-OsMADS-
5Pb se verificaron al digerir 2 uL del ADN miniprep pNOV6901-
OsMADS-5Pb con 0.5 upL SalI, 0.5 pL Ncol en reacciones de 10 pL
que contienen 1 pg de BSA y 1 pL de amortiguador de endonucleasa
de restriccién 10X. Los digeridos fueron incubados a 37°C durante
2 horas y el ADN pNOV6901-OsMADS-5Pb (Ncol/SalIl) se resolvid
socbre 1% de agarosa TAE. Los recombinantes pNOV6901-0sMADS-SPb
fueron secuenciados.

.La mitad 5’ (OsMADS-5Pa, aproximadamente 2.4 kb) se
produjeron mediante PCR de alta fidelidad del colon pCR-XL-TOPO-
OsMADS5-5’ -gADN descritos anteriormente. La mezcla de reaccidn
consistié de 1 pL de ADN miniprep pCR-XL-TOPQO-0OsMADS5-5‘-gADN,
200 pM de dNTP, 20 uM de i1niclador de oligonucleétido OsMADS5-Cl
57 —-gactctcgaggcgecgectgagcaggtagecggegace-3' (SEQ ID No.466), 20 uM
de iniciador de oligonucleétido OsMADS5-C2b 5'-
gtgtgtctcgagctctctctagectetctetegg-3’ (SEQ  ID No.467),5 pL de
amortiguador Pfu clonado 10X y 2.5 unidades de polimerasa de ADN
Pfuturbo (Stratagene, Cat. No. 600252) en un volumen final de 50
pL. El programa de termo ciclado fue de 95°C durante 30 segundos

luego 40 ciclos de (95°C durante 10 segundos, 50°C durante 60
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segundos, 72°C durante 6 minutos) luego 72°C durante 10 minutos.
El producto de 2.4 kb de (OsMADS-5Pa de ADN fue clonado con el kit
de clonacién Zero Blunt TOPO PCR (Invitrogen, Cat. No. K2875-20).
Los recombinantes pCR~BluntII-TOPO-OsMADS-5Pa fueron
ldentificados al digerir 5 plL del ADN miniprep pCR-ﬁluntII-TOPO-
0sMADS~5Pa con EcCoRI en una mezcla de reaccién de 20 pL que
contiene 2 pg de BSA y 2 pL de amortiguador de endonucleasa de
restriccién 10X. Los digeridos se incubaron a 37°C durante 2
horas luego se rescolvieron en 1% de agarcsa TAE. Los
recombinantes pCR-BluntII-TOPO-OsMADS-5Pa positivos fueron

secuenciados.

2 ug del ADN miniprep pNOV6901-OsMADS-5Pb se digirieron en
una mezcla de reaccién de 20 pL que contenia 2 pg de BSA, 2 uL
del amortiquador de endonucleasa de restricciédn 10X y 2 uL de
Xhol. El digerido se incubé a 37°C durante ma4s de 6 horas, luego
a 170°C durante 20 minutos. Luego 1 ulL del amortiguador de
endonucleasa de restriceién 10X apropiado, 1 pL 1 unidad/ pL CIP
y 8 pL de ddHO fueron agregados a la reaccién y ésta se incubéd
adicionalmente a 37°C durante 30 minutos. 2 pg del ADN miniprep
pCR-BluntII-TOPO-OsMADS-5Pa se ingirieron en una mezcla de
reacciédn de 20 uL que contiene 2 ng de BSA, 2 puL de amortiguador
de endonucleasa de restriccién 10X y 2 pL de Sall. El digerido se

incubd a 37°C durante mas de 6 horas.

Los ADN del ©plasmido digeridos, pNOV6901-0sMADS-5Pb
(XhoI/CIP) y el pCR-BluntII-TOPO-OsMADS-5Pa(Sall), se resolvieron
sobre 1% de agarosa TAE y los 7.7 kb de pNOV63901-OsMADS-5Pb

(XhoI/CIP)Y las bandas de 2.4 kb de OsMADS-5Pa(Sall) se
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escindieron, extrajeron, recuperarorn Y precipitaron con
glicégeno. Los fragmentos de ADN pNOV6901-0sMADS-5Pb (XhoI/CIP) y
OsMADS-5Pa (Sall) se recuperaron mediante micro centrifugacién,
se lavaron con 70% de etanol, se secaron bajo vacio y se

resuspendieron cada uno en 5 uL de ddH;0.

4.0 pL del pNOV6901-OsMADS-5Pb (XhoI/CIP) se ligaron a 4.0
pL de OsMADS-5Pa (SalI) en una mezcla de reaccidén de 10 uL que
contiene 1 pL de amortiguador de ligasa 10X T4 ADN y 1 pL de
ligasa T4 ADN (400 unidades/ pL). La mezcla de reaccién se incubd
mids de 8 horas a 16°C. 5.0 pL de la mezcla de ligacién se
transformd en 50 pL de células competentes Top 10. Los
recombinantes de pNOV6901-0sMADS5P se verificaron al digerir 2 uL
del ADN miniprep pNOV6901-0sMADS5P con 0.5 uL XhoI, 0.5 pL NcoI
en 10 pL de mezclas de reaccién que contienen 1 pg de BSA 9 1 uL
de amortiguador de endonucleasa de restriccién 10X. Los digeridos
fueron incubados a 37°C durante 2 horas luego resueltos sobre 1%
de agarosa TAE. Los recombinantes pNOV6901-OsMADS5P positivos

fueron secuenciados.
D. Construcciédn de la secuencia reguladora 3’ O0sMADS5

La secuencia reguladora 3’ OsMADS-5 para el casete de
expresién fue producida mediante PCR de alta fidelidad
proveniente del clon pCR-BluntII-TOPO-OsMADS5-3’-gADN, anterior.
La mezcla de reacciédn consistié de 1 upuL de ADN miniprep pCR-
BluntII-TOPO-OsMADS5-3’ -gADN, 200 pM de dNTP, 20 pM de iniciador
de oligonucleébétido OSMADSS5T-F 5 -

ccegggecatggggggtctagaatgaattgettatcacattaatgg—-3/ (SEQ ID NO
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468}, 20 pPM de iniciador de oligonuclebdtido OsMADS5T-R 5'-
cccgggcgecgecggatgagaacagetacatece-3' (SEQ ID NO 469), 5 pL de
amortiguador Pfu c¢lonado 10X y 2.5 unidades de polimerasa de ADN
Pfuturbo (Stratagene, Cat. No. 600252) en un volumen final de 50
pL. El programa de termo ciclado fue de 95°C durante 30 segundos
luego 40 ciclos de (95°C durante 10 segundos, 50°C durante 60
segundos, 72°C durante 6 minutos) luego 72°C durante 10 minutos.
El producto de ADN OsMADSST se recuperé utilizande un kit de
purificacién QIAquick PCR (Qiagen, Cat. No. 28106) y el etanol se
precipité con un vehiculo de glicégeno. E1 ADN OsMADS5T se
recuperé mediante micro centrifugacién, se lavé con 70% de
etanol, se secé bajo vacio y se resuspendié en 14 pL de ddHz0. El
ADN OsMADS5T se digirié en una mezcla de reaccién de 20 pL que
contiene 2 pg de BSA y 2 ul de amortiguador de endonucleasa de
restriccién 10X y 2 pL de XmaI. El digerido se incubdé a 37°C
durante mAs de 6 horas. E1 ADN OsMADSS5T (XmaI) se resolvid sobre
1% de agarosa TAE y una banda de 1.1 kb de OsMADSST (XmaI)se
escindié, recuper$é y se precipitdé con etanol con un vehiculo de
glicégeno. Los recombinantes pCR-BluntII-TOPO-OsMADS-5Pa
poaitivos fueron secuenciados. El ADN OsSMADS5T (Xmal) se recuperd
mediante micro centxifugacién, se lavé con 70% de etanol, se secd

bajo vacio y se resuspendid en 5 pL de ddH;O.

2 pg del ADN miniprep pNOV6901-OsMADSS5P se digirieron en una
mezcla de reaccidédn de 20 ulL que contiene 2 ug de BSA, 2 uL de
amortiguador de endonucleasa de restriccién 10X y 2 pL de Xmal.
El digerido se incubé a 37°C durante mas de 6 horas, luego a 70°C
durante 20 minutos. Entonces 1 pL del amortiguador de

endonucleasa de restriccién 10X apropiado, 1 pL 1 unidad/ pL CIP
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y 8 pL. de ddH0 se agregaron a la reaccién y ésta se incubd
adicionalmente a 37°C durante 30 minutos. El1 ADN pNOV6901-
OsMADSS5P (XmaI/CIP) se resolvié con 1.0% de agarosa TAE y los
10.1 kb de la banda pNOV6901-OsMADS5P (Xmal/CIP) se escindié,
recuperd y se precipité con etanol con un vehiculo de glicégeno.
E1l ADN pNOV6901-0OsMADS5P (XmaI/CIP) se recuperé mediante micro
centrifugacién, se lavd con 70% de etanol, se secd bajo vacio y

se resuspendié cada uno en 5 pL de ddH;O.

4.0 pL pNOV6901-OsMADSS5P (XmaI/CIP) se ligé a 4.0 pL de
OsMADSS5T (Xmal) en una mezcla de ligacién de 10 pL que contiene 1
pL de amortiguador de ligasa de 10X T4 ADN y 1 pL de ligasa T4
ADN (400 unidades/ uL) y se incubé mAs de 8 horas a 16°C. 5.0 uL
de la mezcla de ligacién se transformaron en 50 pl. de las células
competentes Top 10.Los recombinantes pNOV6901-OsMADSS5P/OsMADSST
positivos se verificaron al digerir 2 pL de ADN miniprep con 1.0
pL de AscI en mezclas de reaccién de 10 pL que contiene 1 pg de
BSA y 1 pL de amortiguador de endonucleasa de restriccién 10X.
Los digeridos fueron incubados a 37°C durante 2 horas luego
resueltos sobre 1% de agarosa TAE. Los recombinantes pNOV6S01-
OsMADS5P/0OsMADSST positivos fueron secuenciados. La construcclédn
se diseflo pNOV6901-0sMADSS5P/0sMADSS5T. El nGmerc QC del plasmido
es 11084. E1 11084 contiene el casete de expresién completa del

OsMADS5 descrito mediante la SEQ ID NO. 536.

E. Movilizacién del casete de expresién OsMADSS GUS en

pNOV6900

Tt
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2 pg de pNOV6900 se digiridé en una mezcla de reaccidn de 20
pL que contiene 2 ng de BSA, 2 pL de amortiguador de endonucleasa
de restriccién 10X y 2 pL AscI. El digeride se incubé a 37°C
durante mi&s de 6 horas, luego a 70°C durante 20 minutos. Luego 1
pL del amortiguador de endonucleasa de restriccién 10X apropiado,
1 pL 1 unidad/ pL CIP y 8 pL de ddHzO0 se agregaron a la reacclén
y ésta se incubé adicionalmente a 37°C durante 30 minutos. 2 ng
de ADN miniprep pNOV6901-0sMADSS5P/OsMADSS5T se digirié en 20 uL de
mezcla de reaccidn que contiene 2 pug de BSA, 2 pL de amortiguador
de endonucleasa de restriccién 10X y 2 ul. de AscI. El digerido se

incubd a 37 °C durante mas de 6 horas.

Los ADN del plasmido digerido, pNOV6900 (AscI/CIP) y
pNOV6901-0sMADS5P/OsSMADSST (Ascl), se resolvieron sobre 1% de
agarosa TRAE y los 9.2 kb de pNOV6900 (AscI/CIP) y las bandas de
B.7 kb del ADN pNOV6901-0sMADS5P/0sMADSS5T (AscI) fueron
escindidas, recuperadas y precipitadas con etanol con un vehiculo
de glicdgeno. E1l pNOV6S00 (AscI/CIP) y el pNOV6901-
0sMADSSP/0sMADSST (AscI) los fragmentos de ADN fueron recuperados
mediante micro centrifugacién, lavados con 70% de etanocl, secados

bajo vacio y resuspendidos en 5 ulL de ddHz;O cada uno.

4.0 pL de pNOV6900 (AscI/CIP) se 1ligd a 4.0 pL de pNOV6E501~
0sMADS5P/0sMADS5T (AscI) en una mezcla de ligacién de 10 pL que
contiene 1 pL del amortiguador de ligasa 10X T4 ADN y 1 pL de
ligasa T4 ADN que se incubd mis de 8 horas a 16°C. 5.0 uL de la
mezcla de ligacién se transformaron en 50 pL de células
competentes Top 10.Los recombinantes pNOV6900-pNOV6901~

OsMADS5P/0sMADSST se verificaron al digerir 7.5 pL de ADN



WO 2005/102034 66 PCT/US2005/013245

miniprep pNOV6900-pNOVE6901-0sMADS5P/0sMADSS5T con 1.0 upL de Ncol
en reacciones de 10 ulL que contiene 1 pg de BSA y 1 pL de
amortiguador de endonucleasa de restriccién 10X. Los digeridos
fueron incubados a 37°C durante 2 horas luego resueltos sobre 1%
de agarosa TAE. Los recombinantes pNOV6900-pNOV6901~
OsMADS5P/0sMADS5T positivos fueron secuenciados. El clon
terminado se designé pNOV6911. El1 nimero QC del plasmido es

11085,

Las alteraciones trabajadas por 1ingenieria sobre 1la
secuenclia de OsMADS5P iﬁcluyen la introduccién de un sifio XhoI
sequido por un sitio Ascl en el extremo 5° de las secuencias
OsMADS5P, 1la eliminacién del codén de inicio de traduccién
natural de la secuencia 0sMADS5P, la eliminacién de los OFR no
deseados en la nueva secuencia lider (5’-UTR) de la secuencia de
OsMADS5P, la insercién de una secuencla Kozak corriente arriba
del nuevo codén de inicio de traduccién de la secuencia de
OsMADSS5P y la insercién de un nuevo codbébn de inicio de traduccién
corriente a bajo de la unién del intronl/exon2 como el sitio Necol
en la secuencia OsMADS5P. Las alteraciones trabajadas por
ingenieria en la secuencia OsMADSST incluye la introduccién de un
sitio Xmal en el terminal 5’ de la secuencia OsMADSST y 1la
introduccién del sitio AscI en el terminal 3’ de la secuencia
OsMADSS5T. En esta configuracién la secuencia codificante GUS se
puede reemplazar con cualquier gen de interés flanqueado por los
sitios de restricciédn NcoI. El1 casete completo fue entonces

escindido como un fragmento Ascl y clonado en pNOV6900.

1r&7
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El casete fue transformado en maiz Al88 X HyIl y arroz
Kaybonnet utilizando metodologia mediada por agrobacterium

estéandar.
Expresién GUS en maiz TO

Quince 1lineas de maiz transgénico TO0 fueron generadas.
Espigas y punzonados de hojas fueron cosechadas justo antes de la
esparcién del polen y seleccionadas histo quimicamente para la
actividad GUS. La mazorca proveniente de la planta que contiene
miltiples copias de transgen fue sacrlficada para examinar la
expresién GUS en el desarrollo de inflorescencias. lLa actividad
GUS localizada principalmente para transmitir tejido en la base
de cada inflorescencia, y en una menor proporcién, los manojos
basculares para desarrollar las mazorcas. La actividad GUS
también fue evidente para desarrollar las sedas. Estos datos
indican que el casete maneja la expresién GUS principalmente en

el tejido reproductor femenino.

Expresién GUS en arroces TO

De cuarenta lineas de arroz T0 (cv. Kaybonnet} que contienen
pNOV6911l (o 11085), dieciocho transformantes independientes
fueron histo quimicamente tefiidos para la expresidén GUS.
Solamente cuatro eventos tuvieron actividad GUS detectable en el
tejido de hoja. En la mayoria de los eventos, la actividad en las
espigas se localizé en las puntas de las bricteas, y las anteras

en mucha menor proporcién,
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Expresién GUS en maiz T1

La progenie Tl proveniente de tres eventos fue cosechada
para andlisis de expresién en tejido vegetativo y reproductor. La
FIG. 3 resume los datos para tejido muestreado aproximadamente 5
dias antes de la polinizacién. Las FIGS. 3A y 3B muestran que la
actividad GUS esta restringlda a las mazorcas en desarrcllo,
particularmente la vasculatura a lo largo de la mazorca exterior
y el tejildo trasmisor por debajo de las inflorescencias. La FIG.
3B tamblén muestra la actividad GUS en el tejido circundante al
saco del 6vulo. La actividad GUS no fue detectable en el nodo de
la mazorca o el nodo inmediatamente debajo de éste, la
espiguilla, hoja o seda (FIGS. 3C-3G). Las FIGS. 4 y 5
suministran evidencia adicional para 1la actividad GUS en las
mazorcas en desarrollo. Los datos muestran el patrédn establecido
5 dias antes de la polinizacién persisten hasta dos dias después
de la polinizacién. La actividad GUS se restringe para trasmitir
tejido y tejido maternal en la base de los Granos en desarrollo
durante el desarrollo de la semilla. La proteina GUS es
detectable a través del ovulo y del desarrollo del grano, hasta
20 dias después de la polinizacién. La FIG. 25A muestra un teflido

muy ligero en el tejido aereo, sin actividad GUS en las raices.

En reﬁumen, la presente invencién incluye casetes de
expresién con base en el gen OsMADSS de Oryza sativa. Estos
casetes consisten del promotor del gen que incluye el primer
intrén, el 5'-UTR, el 3'-UTR y la secuencia no trascrita 3'. El
disefio del casete facllita el reemplazo de la secuencia

codificante GUS con cualquier gen de interés. El casete maneja la
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expresién del gen primariamente en tejido reproductor maternal.
Dentro de las mazorcas en desarrollo, la expresién localiza la
vasculatura exterior a lo largo del eje largo de la mazorca, el
tejido trasmisor en las inflorescencias y granos en desarrollo,
el tejido que circunda los évulos y el tejido maternal en la base
de los granos en desarrollo. Los casetes de expresién de la
presente invencién manejan la expresién del gen proveniente de
cada punto temprano en el desarrollo del ovulo, quizids desde poco

después de la diferenciacién.

Ejemplo 4. Construcclén del casete de expresién OsMADS6

A. Clonacién de la secuencia requladora 5’ de OsMADS6

El PCR de alta fidelidad utilizado para amplificar las
secuencias reguladoras 5’ OsMADS6 proveniente de ADN genémico de
arroz (gADN). La mezcla de reaccién de 50 pL consistié de 100 ng
de gADN de arroz, 200 pM de dNTP, 1 pL 20 pM del iniciador de
oligonucleétido OsMADS#6-P1 5’ -ctaggacgatggtgtgatgtgggaacacg-
37(SEQ ID NO 470), 1 pL 20 pM del iniciador de oligonuclebtido
OsMADS#6-P2 5’-gtacctttctaaagtctttgttatgectqgecac-3° (SEQ ID NO
471), 1 pL de amortiguador de Alta Fidelidad Expnd 10X y 1 upL de
polimerasa de Alta Fldelidad Expand. El programa de termo ciclado
fue a 95°C durante 2 minutos sequido por 40 ciclos de (94°C
durante 15 segundos, 68°C durante 7.5 minutos) segquido por 68°C
durante 10 minutos. Clonado el producto de ADN de 4.5 kb de
OsMADS6-5’-gADN con el kit de clonacién TOPO XL PCR. Los
recombinantes de pCR-XL~TOPO-OsMADS6-5’-gADN se identificaron al

digerir 5 pL de ADN miniprep pCR-XL-TOPO-QsMADS6-5’-gADN con
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EcoRI en una mezcla de reaccién de 20 uL que contlene 2 pg de BSA
y 2 pL de amortiguador de endonucleasa de restriccién 10X. Los
digeridos fueron incubados a 37°C durante 2 horas y luego los
productos fueron resueltos sobre 1% de agarosa TAE. Los clones

pCR-XL-TOPO-0sMADS6-5’ -gADN positivos fueron secuencilados.

B. Clonacidén de la secuencia reguladora 3’ del OsMADSE

La secuencia reguladora 3’ del O0sMADS6 proveniente del ADN
genémico del arroz (gADN) se amplificé utilizando PCR de alta
fidelidad. La mezcla de reaccidn de 50 pL consistié de 100 ng de
gADN de arroz, 200 puM de dNTP, 1 uL 20 pM de iniciador de
oligonucleétido OsMADS#6-T1 5’-gctaagcagccatcgatcagctgtcag-3' SEQ
ID NO 470), 1 uL 20 pM del iniciador de oligonucledtido OsMADS#6-
T2 5'-gatgccattgtgtaatgaatggaggagagc-3’ (SEQ ID NO 471), 1 uL de
amortiguador de Alta Fidelidad Expnd 10X y 1 pyL de polimerasa de
Alta Fidelidad Expand. El programa de termo ciclado fue a 95°C
durante 2 minutos seguido por 40 ciclos de (94°C durante 15
segundos, 60°C durante 30 segundos, 68°C durante 6 minutos)
sequido por 68°C durante 15 minutos. El producto de ADN de 1.2 kb
fue clonado con el kit de clonacién Zero Blunt TOPO PCR. Los
recombinantes pCR-II-Blunt-0sMADS6-3’-gADN fueron identificados
al digerir 5 pL ADN miniprep pCR-II-Blunt-0sMADS6-3’~-gADN con
EcoRI en una mezcla de reaccidén de 20 pl. que contienen 2 pg de
BSA en 2 pL de amortiguador de endonucleasa de restriccién 10X.
El digerido se incubé a 37°C durante 2 horas luego se resolviéd
sobre 1% de agarosa TAE. Los clones pCR-II-Blunt-0sMADS6-3'-gADN

positivos fueron secuenciados.

q;O
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C. Construccién de la secuencia reguladora 5’ del OsMADS6

La secuencia reguladora 5’ del OsMADS6 del casete de
expresién se hizo en varios pasos. La mitad 3’ (OsMADS-6Pb,
aproximadamente 2.96 kb) se produjo mediante PCR de alta
fidelidad proveniente del clon de secuencia regquladora del gen 5’
OsMADSé, anterior. La mezcla de reaccién consistié de 1 pL de ADN
miniprep pCR-XL-TOPO-0sSMADS6-5’-~gADN, 200 pM de dNTP, 20 uM de
iniciador de oligonucledtido OsMADS6-P3b 57 -
cgagtcgacgaggggaagagttgagctgag-3’ (SEQ ID NO 474), 20 pM de
iniciador de oligonucleétido OsMADS6-P4c 5 -
gactccatggtggttatgctgcacaaaaatg-3’ (SEQ ID NO 474), 5 pnL de
amortiguador de endonucleasa de restricciédn 10X y 2.5 unidades de
polimerasa de ADN Pfuturbo (Stratagene, Cat. No. 600252) en un
volumen final de 50 pL. El programa de termo ciclado fue de 95°C
durante 30 sequndos luego 40 ciclos de (95°C durante 10 segundos,
50°C durante 60 segundos, 72°C durante 6 minutos) luego 72°C
durante 10 minutos. El producto de ADN fue clonado con kit de
clonacién Zero Blunt TOPO PCR. Los recombinantes pCR-Blunt-II-
TOPO-0sMADS6~Pb fueron identificados mediante digeridos 5 nL ADN
miniprep pCR-Blunt-II-TOPO-OsMADS6-Pb con EcoRI en una mezcla de
reaccién de 20 puL que contiene 2 pg de BSA y 2 uL de amortiguador
de endonucleasa de restriccién 10X. Los digeridos fueron
incubados a 37° C durante 2 horas'luego se resolvieron en 1% de
agarosa TAE. Los recombinantes pCR-Blunt-II-TOPO-OsMADS6-Pb

fueron secuenciados.

La mitad 5’ (0OsMADS-6Pa, aproximadamente 1.5 kb) se produjo

mediante PCR de alta fidelidad proveniente del clon pCR-XL-TOPO-
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OsMADS6-5’ -gADN descrito anteriormente. La mezcla de reaccién
consistié de 1 ylL de ADN miniprep pCR-XL-TOPO-QSMADS6-5’-gADN,
200 pM de dNTP, 20 pyM de iniciador de oligonucledétido OsMADS6-Clb
5’ -cagtgcatgcggaccgctaggacgatggtgtgatgtg—-3’ (SEQ ID NO 474), 20
pM de iniciador de oligonucleétido OsMADS6~Paa 5 -
cctegtecgactegeccgategategaacg-3’ (SEQ ID NO 477), 5 pL de
amortiguador Pfu clonado 10X y 2.5 unidades de polimerasa de ADN
Pfuturbo en un volumen final de 50 pL. El programa de termo
ciclado fue de 95°C durante 30 segundos luego 40 ciclos de (95°C
durante 10 segundos, 50°C durante 60 segundos, 72°C durante 6
minutos) luego 72°C durante 10 minutos. El producto ADN 1.5 kb
0sMADS6-Pa fue clonado con el kit de clonacién Zero Blunt TOPO
PCR. Los recombinantes pCR-Blunt-II-TOPO-OsMADS6-Pa  fueron
identificados al digerir 5 pulL ADN miniprep pCR-Blunt-II-TOPO-
0OsMADS6-Pa con EcoRI en una mezcla de reaccién de 20 pL que
contiene 2 ng de BSA en 2 pL de amortiguador de endonucleasa de
restriccién 10X. El digerido se incubbd a 37°C durante 2 horas
luego se resolvid sobre 1% de agarosa TAE. Los recombinantes pCR-

Blunt-II-TOPO-OsMADS6-Pa fueron secuenciados.

14 pL de ADN miniprep pCR-Blunt-II-TOPO-OsMADS6-Ph se
digirié en una mezcla de reaccién de 20 pL que contiene 2 pg de
BSA, 2 uL de amortiguador de endonucleasa de restricciédn 10X, 1
pL Sall y 1 pL Necol. El digerido se incubé a 37°C por més de 6
horas. El digerido ADN se resolvis sobre 1.0% de agarcsa TAE y la
banda ADN de 2.96 kb OsMADS6-Pb (Sall/Ncol) se escindié, recuperd
y se precipité en etanol con glicSégeno. E1 ADN OsMADS6-Fb

(SalI/Ncol)se recuperd mediante micro centrifugacibdn, se lavé con
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70% de etanol, se secd bajo vacio y se resuspendié en 5 uL de

ddH20.

2 pg de ADN miniprep pNOV6901 se digirié en una mezcla de
reaccién de 20 pL que contliene 2 ulL de amortiguador de
endonucleasa de restriccién 10X, 1 pL Sall y 1 pL Nocl, El
digerido se incubé a 37°C durante mas de 6 horas, luego a 70°C
durante 20 minutos. Luego 1 pL del amortiguador de endonucleasa
de restriccién apropiado 10X, 1 upL 1 unidad/ pL CIP y 8 uL de
ddH,0 se agregaron a la reacciébn y ésta fue incubada
adicionalmente a 37°C durante 30 minutos. El1 ADN plasmido de
digerido se resolvié sobre 1.0% de agarosa TAE y la banda 4.7 kb
de pNOV6901 (Sall/Ncol/CIP), se escindié, recuperd y se precipité
en etanol con glicégeno. El1 ADN pNOV6901 (SalI/Ncol/CIP) se
recuperé mediante micro centrifugacién, se lavé con 70% de

etanol, se secd bajo vacio y se resuspendié en 5 pL de ddH20.

4.0 pL OsMADS6-Pb (SalI/Ncol) se ligdé a 4.0 pL de pNOVE901
(SalI/NcolI/CIP) en una mezcla de ligacién de 10 ulL que contiene 1
pL de amortiguador de ligasa de 10X T4 ADN y 1 pL de ligasa T4
ADN (400 unidades/ pL). La mezcla de ligacidén se incubdé durante
mi&s de B horas a 16°C. 5.0 pL de mezcla de ligacién fue formada
en 50 uL de células de componente Top 10. Los recombinantes
fueron verificaros al digerir ADN miniprep pNOV6901-OsMADS6-Pb
con 0.5 pL SalIl, 0.5 uL Ncol en una mezcla de reaccién de 10 pL
que contiene 1 pg de BSA y 1 pL de amortiguador de endonucleasa
de restriccién 10X. Los digeridos se incubaron a 37°C durante 2
horas luego se resolvieron sobre 1% de agarosa TAE. Los

recombinantes pNOV6901-OsMADS6-Fb positivos fueron secuenciados.
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2 pg de ADN miniprep pNOV6901-0sMADS6-Pb se digirié en una
mezcla de reaccidén de 20 pL que contiene 2 pg de BSA, 2 pL de
amortiguador de endonucleasa de restricciédn 10X, 1 pL Sall y 1 uL
SphI. El digerido se incubé a 37°C durante mads de 6 horas, luego
a 70°c durante 20 minutos. Luego 1 plL del amortiguador de
endonucleasa de restriccidn apropiado 10X, 1 pL 1 unidad/ pL CIP
y 8 uL de ddHz:0 se agregaron a la reacciédn y ésta fue incubada
adicionalmente a 37°C durante 30 minutos. 2 pg de ADN miniprep
pCR-Blunt-II-TOPO-0OsMADS6-Pa se digirié en una reaccién de 20 pL
que contiene 2 pg de BSA, 2 pL de amortiguador de endonucleasa de
restriccién 10X, 1 pL Sall y 1 uL Sphl. El digerido se incubé a

37°C durante maAs de 6 horas.

El digerido de plasmido de ADN, pNOV6901-0sMADS6-Pb
(Sall/sSphlI/CIP) y pCR-Blunt-II-TOPO-OsMADS6-Pa (SalI/Sphl), se
resolvidé en 1.0% de agarosa TAE y el 7.7 kb pNOV6901-0sMADS6-Pb
(SalI/SphI/CIP) y la banda 1.5 kb OsMADS6-Pa (SalI/Sphl) se
escindié, recuperd y se precipitd en etanol con un vehlculo de
glicégeno. El pNOV6901-0sMADS6-Pb (SalI/SphI/CIP) y OsMADS6-Pa
(Sall/SphI) fragmentos ADN se recuperaron mediante micro
centrifugacién, se lavaron con 70% de etanol, se secaron balo

vacio y se resuspendieron en 5 uL de ddH20.

4.0 puL pNOV6901-0SMADS6-Pb (Sall/Sphl/CIP) se ligd a 4.0 jnL
de OsMADS6-Pb (S5all/Sphl) en una mezcla de ligacidén de 10 uL que
contiene 1 pL de amortiguador de ligasa de 10X T4 ADN y 1 ulL de
ligasa T4 ADN (400 unidades/ plL). La mezcla de reaccién se incubd

durante mds de 8 horas a 16°C. 5.0 pL de mezcla de ligacién fue
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formada en 50 pL de células de componente Top 10. Los
recombinantes pNOV6901-OsMADS6P fueron verificaros al d;gerir 7.5
pL ADN miniprep pNOV6S901-OsMADSG6P con 0.5 uL SphI, 0.5 uL Ncol en
una reaccién de 10 pL que contiene 1 pg de BSA y 1 pL de
amortiguador de endonucleasa de restriccidn 10X. Los digeridos se
incubaron a 37°C durante 2 horas luego se resolviercn sobre 1% de
agarosa TAE. Los recombinantes pNOV6901-0sMADS6P positivos fueron

secuenciados.

D. Construccién de la secuencla reguladora 3’ del OSMADS6

La secuencia reguladora 3’ del OsMADS~6 del casete de
expreslén, aproximadamente 1.3 kb se produjo mediante PCR de alta
fidelidad proveniente del clon pCR-II~Blunt-0OsMADS-6-3'-gADN,
anterlior. La mezcla de reacciédn consistid de 1 pL de ADN miniprep
pCR-II-Blunt-0sMADS6~3’-gADN, 200 pM de dNTP, 20 pM de iniciador
de oligonucleétido OsMADS6-C4b 5’-acgtgagectcgctaagcagccatcgatcag-
3’ (SEQ ID NO 478), 20 pM de iniciador de oligonucleétido
OsMADS6-C2 5’-~actgecggaccgatgccattgtgtaatgaatgg-3' (SEQ ID NO 479),
5 pL de amortiguador Pfu clonado 10X y 2.5 unidades de polimerasa
de ADN Pfuturbo en un volumen final de 50 pL. El programa de
termo ciclado fue de 95°C durante 30 segundos luego 40 ciclos de
(95°C durante 10 segundos, 50°C durante 60 segundos, 72°C durante
6 minutos) luego 72°C durante 10 minutos. El producto de ADN de
1.3 kb OsMADS6T se recuperd y precipitd en etanol con glicégeno.
E1l ADN (QsMADS6T se recuperd mediante micro centrifugacién, se
lavé con 70% de etanol, se secd bajo vacio y se resuspendié en 14
pL de ddH,0. E1 ADN OsMADS6T se digirié en 20 ul de mezcla de

reaccidén que contiene 2 pug de BSA, 2 pL de amortiguador de

a3



WO 2005/102034 76 PCT/US2005/013245

endonucleasa de restriccién 10X y 2 yulL SmaI. El1 digerido se
incubd a 37° C durante ma&s de 6 horas. E1 ADN OsMADS6T {Smal) se
resolvié sobre 1% de agarosa TAE y la banda 1.3 kb OsMADS6T
(Smal) se escindid, recuperd y precipitdé en etanol con un
vehiculo de glicébgeno. E1 ADN OsMADS6T (Smal) se recuperd
mediante micro centrifugacién, se lavd con 70% de etanol, se secd

bajo vacio y se resuspendidé en 5 ul de ddHz0.

2 pg de ADN miniprep pNOV6901-OsMADS6P se digirié en una
mezcla de reaccién de 20 puL que contiene 2 pg de BSA, 2 pL de
amortiguador de endonucleasa de restricecién 10X y 2 pL Smal. El
digerido se incubdé a 37°C durante mAs de 6 horas, luego a 70°C
durante 20 minutos. Luego 1 pL del amortiguador de endcnucleasa
de restricclén apropiado 10X, 1 pL 1 unidad/ pL CIP y 8 uL de
ddH20 se agregd a la reaccidn y ésta fue incubada adicionalmente
a 37°C durante 30 minutos. E1 ADN pNOV6901-OsMADS6P (Smal/CIP) se
resolvid sobre 1.0% de agarosa TAE y la banda 9.7 kb de pNOV6901-
OsMADS6P (Smal/CIP) se escindié, recuperé y se precipité en
etanol con un vehiculo de glicégeno. E1 pNOV6901-OsMADS6EP
(SmaI/CIP) fragmento de ADN se recuperd mediante micro
centrifugacién, se lavé con 70% de etanol, se secd bajo vacio y

se resuspendid en 5 pL de ddHz0.

4.0 uL pNOV6901-OsMADS6P (SmaIl/CIP) se 1ligé a 4.0 pL de
OsMADS6T (Smal) en una mezcla de reaccién de 10 pL que contiene 1
pL de amortiguador de ligasa de 10X T4 ADN y 1 uL de ligasa T4
ADN (400 unidades/ plL). La mezcla de reaccién se incubdé durante
m&s de 8 horas a 16°C. 5.0 uL de mezcla de ligacién fue formada

en 50 pL de células de componente Top 10. Los recombinantes
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fueron verificaros al digerir ADN miniprep pNOV6901-
OsMADS6P/0OsSMADS6T con 1.0 npL RsrII en una mezcla de reaccién de
10 pL. que contiene 1 pg de BSA y 1 puL de amortiguador de
endonucleasa de restriccién 10X. Los digeridos se incubaron a
37°C durante 2 horas luego se resolvieron sobre 1% de agarosa
TAE. Los recombinantes pNOV6901-OsMADS6P/0OsMADS6T positivos
fueron secuenciados. El vector designado pNOV6901-
OsMADS6P/0OSMADS6T. El1 nimero QC del plasmido es 11082. El 11082
contiene el casete de expresién descrito mediante la SEQ ID

NO.537.

E. Movilizacién de un casete de expresidédn del OsMADS6 GUS en

un pNOV6900

Se digiere 2ug de pNOVE900 en 20 pl de mezcla de reacciédn
que contiene 2ug de BSA, 2uL de amortiguador de endonucleasa de
restriccién 10X y 2uL de RarII. El digerido se incuba a 37° C por
mis de 6 horas, luego a 70° C durante 20 minutos. Entonces 1 uL
del amortiguador de endonucleasa de restriccién 10X apropiado, 1
pL 1 unidad/pL de CIP y 8 uL ddH;0 se agregan a la reaccidn y
esta se incuba adicionalmente a 37° C durante 30 minutos. Se
diglere 2 pg de pNOV6901-OsMADS6P/0OsSMADSET miniprep ADN en una
mezcla de reacclén de 20 pL que contiene 2 ug BSA, 2 ul
amortiguador endonucleasa de restriccién 10X y 2 ulL RsrII. El

digerido se incuba a 37° C durante mis de 6 horas.

Los plasmidos de ADN pNOV6900 (RsrII/CIP) y el pNOV6901-
OsMADS6P/0OsMADS6T (RsrlI) se redisuelve en 1.0% de agarosa TAE, Yy

las bandas de 9.2 kb pNOV6900 (RsrII/CIP) y la banda de B.0 kb
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pNOV6901-0sMADS6P/OsMADS6T (RsrIl) se cortan, Se recuperan y se
precipita etanol con el portador de glicébgeno. Los fragmentos de
ADN pNOV6900 (R.-;lrII/CIP} y pPNOV6901- OsMADS6P/0OsMADS6T (RsrII) se
recuperan microcentrifugacién, se lavan con 70% de etanocl, se

secan bajo vacio y se resuspenden en 5 pL ddH0 cada uno.

4.0 pL pNOV6900 (RsrII/CIP) se liga a 4.0 pL de pNOV6901-
OsMADS6P/0OsSMADS6T (RsrIl) en una mezcla de ligacliédn de 10 uL que
contiene 1 ulL de amortiguador de ligasa ADN T4 10X y 1 uL de
ligasa ADN T4 (400 U/pL). La mezcla de ligacién se incuba més de
B8 horas de 16° C. 5.0 pL de mezcla de ligacién se transforma en
50 uL de células componente Top 10. Los recombinantes pNOV6S00-
pNOV6901-0sMADS6P/0SMADS6T se verifican al digerir 2 uL de ADN
miniprep con 1.0 pL de Ncol en 10 puL de mezcla de reaccldn que
contiene 1 puyg BSA y 1 pg de amortiguador de endonucleasa de
restriccién 10X. Los digeridos se incuban a 37° C durante 2 horas
luego se redisuelven en 1% de agarosa TAE. Se secuenclan los
recombinantes positivos pNOV6900-pNOV6901-OsMADS6P/OsMADS6T. E1
clon terminado se designa pNOV6907. El niimero QC del plasmido es

11083.

Las alteracicnes hechas por ingenieria en la secuencia
reguladora 5’ derivadas del gen OsMADS6 incluyen la introducciédn
de un sitio Sphl seguido por un sitio RsrII en el extremo 5’ del
OsMADS6P,, la eliminacién del codén de inicio de traduccién
natural en OsMADS6P, eliminacién de estructuras de lectura
abierta no deseadas en la secuenclia lider no traducida 5' nueva
transcrita del OsMADS6P, la i1lnsercién de una secuencia Kozak

corriente arriba del nuevo codén de inicio de traduccién en el
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OsMADS6P y la nueva insercién del codén de inicio de traduccién
corriente debajo de la articulacién intrén 1l/exé6n 2 en OsMADS6P
como un sitio Ncol. Las alteraciones hechas por ingenieria en la
secuencia regquladora de gen 3’ se deriva del gen OsMADS6 que
incluye la introduccién de un sitio Sacl en el terminal 5’ en el
OsMADS6T y la introduccién de un sitioc RsrIIl en el terminal 3' de
OsMADS6T. En esta configuracién la secuencia de codificacién GUS
se puede reemplazar por cualquler gen de interés flanqueado por
los sitlos de resatriccién NcoI/NotI Ncol/Scal. E1l casete completo

se moviliza, como un fragmento RsrII, al vector binario pNOV6900.

El casete se transforma en Al88X HyII de maiz y Kaybonnet de

arroz utilizando metodologia estdndar mediada por agrcbacterium.

La expresién GUS en maiz TO.

Se generan lineas de maiz transgénico TC 102. Se seleccionan
histoquimicamente espiguillas para actividad GUS. 64 eventos son
positivos para actividad GUS en la gluma de espiguilla, y también
algin tefldo positivo en la base de la espiguilla. Cincuenta y
sels tamblén mostraron la expresién GUS en hojas perforadas. Se
sacrifican mazorcas de varias plantas para examinar la expresién
GUS en desarrollo de florecillas. La actividad GUS localiza
primariamente manojos vasculares en el desarrollo de las mazorcas
que aparecen conectadas para transmitir tejido en cada
florecilla. Estos datos indican que los casetes controlan

primariamente la expresién GUS en el tejido reproductor femenino.

Expresidén GUS en arroz TO.
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Cuarenta y dos lineas de arroz T0 que contienen pNOV6907 se
generan. Se tiflen histoquimicamente 20 transformantes
independientes para expresién GUS. Se detecta actividad GUS leve
a fuerte en tejido de hojas. En la mayoria de los eventos, la
actividad en la espiguilla localizada a glumas. La intensidad del
tefiido varia significativamente. Se recolecta semilla para cada

linea, pero no se analiza adicionalmente.

Expresién GUS en mafiz Tl.

La progeni Tle de dos transformantes independientes se
siembran y analizan en detalle para expresién GUS. Las Figuras
BA-8C muestran que no hay expresidén GUS detectable en estigma,
hoja y espiguilla. Esto indica que la expresién de la hoja y
espiguilla observada en plantas T0 puede resultar del tejido
cultivado asociado con el proceso de transformacién. Los érganos
disectados de espiguillas Tl no tienen actividad GUS aparente
{(datos no mostrados). Las figuras BD-BE muestran actividad GUS en
el nodo de mazorca y el desarrollo de brote de mazorca. La figura
BD muestra actividad GUS residual en la médula central, y la
mayor actividad en el desarrcllo de espiguillas. La actividad de
la espiras se confina al nodo, las espiras exteriores y la regién
central. La médula por debajo del nodo de la mazorca no tiene
actividad GUS detectable. La Figura 9 muestra la actividad GUS en
las mazorcas de 8 a 2 dias antes de polinizacién. Como en las
mazorcas T0, la actividad se confina a vaculatura, florecillas y
tejido transmisor. La actividad GUS post polinizacién mantiene

confinado a los mismos tejidos. (Figura 10). La actividad en el
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desarrollo de los granos parece restringido al tejido maternoc. La
Figura 11 muestra que este patrén persiste a través del
desarrollo del grano. No se detecta actividad en el endosperma o
desarrollo embrionario, este localiza la placenta, las regiones
funiculares e hilares del desarrollo de los granos. La proteina
GUS es detectable a través del 6vulo y el desarrollo del grano,
hasta 20 dias después de polinizacién. Estos datos soportan el
casete OsMADS6 como un muy buen candidato para la expresién de
rasgos en el desarrollo de florecillas y granos. Cuando se
controlan por el casete de expresién basadas en OsMADS6, los
genes que facilitan la descarga de floema tal como transportador
de invertasa o sucrosa debe suministrar efectividad en soportar
el desarrollo temprano de la espiga al incrementar la fuerza de
drenado. La Figura 25B muestra un tefiido muy ligero o no teifiido

en el tejido aéreo sin actividad GUS en las raices.

En una modalidad de la invencién hay un casete de expresién
basado en el gen Oryza sativa OsMADS6. El casete de expresidn
consiste del promotor de gen que incluye la primer secuencia no
transcrita 3’, 5'-UTR y 3'~UTR. Estos componentes se basan en el
casete de expresién GUS y se ensayan en plantas transgénicas. El
disefio del casete facilita el reemplazo de las secuencias que
codifica el GUS con cualquier gen de interés. El casete de
expresiédn controla principalmente la expresiétn del gen en tejido
reproductivo materno. Dentro del desarrollo de las espigas, la
expresién localiza a las florecillas, componentes maternos del
desarrollo de granos, tejido transmisor o placental o
vascultatura. Los casetes de la presente invencién controla

adicionalmente la expresién del gen desde un punto muy temprano

al
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en el desarrollo del 6vulo, quizd desde poco después de la

diferenclacién.
Ejemplo 5: Construccién de casete de expresié4n OSMADSS
A. Clonacién la secuencia reguladora 5" OSMADSS

La secuencla reguladora 5' OSMADS8 de ADN gendémico de arroz
(gADN} se amplifica utilizando PCR de alta fidelidad. La mezcla
de reaccién de 50 p consiste de 100 ng de gADN de arroz, 200 uM
dNTPs 20 pM de Iniciador de oligonucleédtido OsMADS8.P1 5'-~
ggtatctttccaaagttctggtecatgetge-3' (SEQ ID NO 522), 1 uL 20 pM de
Iniciador de oligonucleétido OsMADS8.P2 57—
ccattttttgcgaaatgccaaatcctgge-3' (SEQ ID NO 523), 1 uL de
amortiguador de alta fidelidad 10X expand y 1 pL de polimerasa de
alta fidelidad Expand. El programa de termociclizacién se hizo a
95 grados durante dos minutos seguido por 40 ciclos de (94° C
durante 15 segundos, 68° C durante 7.5 minutos) seguide por 68° C
durante 10 minutos. El producto de ADN de 5.2 kb OsMADS8§-5' gADN
se clona con el kit de clonacién TOPC XI. PCR. El1l pCR-XL-TOPO-
OsMADS8~-5'-gDNA se identiflca al digerir 5 pL de ADN miniprep
pCR~-XL-TOPO-0sMADS8-5'con EcoRI en una mezcla de reaccidédn de 20
pL que contiene 2 pg BSA y 2 uL de amortiguador de endonucleasa
de restricecién 10X. Los digeridos se incuban a 37° C durante 2
horas luego se redisuelven en 1% de agarosa TAE. Se secuencian

los clones pCR-XL-TOPO-0sMADS8-5'gADN positivos.

B. Clonacién de la secuencia reguladora 3 OsMADSS
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La secuencia requladora 3’ 0sMAD8 del ADN gendémico de arroz
(gADN) se amplifica utilizando PCR de alta fidelidad. La mezcla
de reaccién 50 uL consiste de 100 ng de gADN de arroz, 200 uM
dNTPs, 1 uL 20 pM de Iniciador de oligonucleétido OsMADSB.T1 5'-
acgtgagctcactcctgaaggccgatgecgacaacc-3' (SEQ ID NO 480), 1 uL 20
BM de Inlciador de oligonucleétido de OsMADS8.T2 S5'-
agtcatcgatcatgacaaaatatcatgtttatttegagg-3' (SEQ ID NO 481), 1 uL
de amortiguador de alta fidelidad expand 10X y 1 uL de polimerasa
de alta fidelidad Expand. El programa de termociclizacién se
realizé a 95° C durante 2 minutos segquido por 40 ciclos de (94°C
durante 15 segundos, 60° C durante 30 segundos, 68° C durante 6
minutos}. El producto de ADN de 2.04 kb 0OsMADS8-3'-gDNA clonado
con el kit de clonacién PCR Zero Blunt TOPO. Se identifican los
recombinantes PCR-Blunt-II OsMADSB-3'-gDNA al digerir 5 uL de ADN
miniprep con mezcla de reaccién EcoRI 20 pL que contiene 2 pg BSA
y 2 uL de amortiguador de endonucleasa de restriccién 10X. Los
digeridos se incuban a 37° C durante 2 horas luego se redisuelven
en 1% de agarosa TAE. Se secuencian los clones pCR-Blunt-II-

OsMADS 8-3 '-gDNA positivos.

C. Construccién de secuencia reguladora OsMADS 85'.

La secuencia reguladora OsMADS para el casete de expresioén
se hace en varias etapas. Se produce la mitad 3'(OsMADS-8Fb,
aproximadamente 2.8 kb) por pCr de alta fidelidad de pCR-XL-TOPO-
OsMADS8-5'-gADN anterior. La mezcla de reacciédn consiste de 1 uL
de ADN miniprep de pCR-XL-TOPO-OsMADS8-5'-gADN, 200 uyM dNTP, 20
HM de Iniciador de oligonucledtido 0OsMADS8-Pcc 5'-

atcgccatggtggtcaagctgcaagtttcaaaaacac-3' (SEQ ID NO 482), 20 uM
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de Iniciador de oligonucleétido OsMADSB-C3 5'-
acgtgtcgacgagagggagggtgga=-3' (SEQ ID NO 483), 5 uL de
amortiguador Pfu clonado 10X y 2.5 unidades de polimerasa de ADN
Pfuturbo en un volumen final de 50 uL. E1 programa de
termociclizacién se hizo a 95° C durante 30 segundos luego 40
ciclos de 95° C durante 10 segundos, 50° C durante 60 segundos,
72°C durante 6 minutos) luego 72° C durante 10 minutos. Se clona
2.8 kb del producto OsMADS-8Pb ADN con el kit de clonacién Zero
Blunt TOPO PCR. Los recombinantes pCR-Blunt-II-TOPO-OsMADS-8FPb se
identifica al digerir 5p de ADN miniprep pCR-Blunt-II-TOPO-
OSMADS-B8Pb con EcoRI en una mezcla de reaccidén de 20 pL que
contiene 2 ug de BSA y 2 uL de amortiguador de endonucleasa de
restriccién 10X. Los digeridos se incuban a 37° C durante 2 horas
luego se redisuelven en 1% de agarosa TAE. Se secuencian los

clones pCR-Blunt- II-TOPO-0OsMADS-8Pb positivos.

Se produce la mitad 5' (OsMADS-BPa, aproximadamente 2.4 kb)
por PCR de alta fidelidad del PCR- XL-TOPO-OsMADS8-5'-gADN,
anterior. La mezcla de reaccién consiste de 1 uL de ADN pCR-XL-
TOPO-OSMADSB8-5'-gADN miniprep, 200 uM de mezcla dNTP, 20 uM de
Iniciador de oligonuclebébtido OsMADSB-C5b 5'-
tctectectectectecacetecacct-37 (SEQ ID NO 484), 20 uM de Iniciador
de oligonucleétido OsMADS8-Clb 5'-
aactaaatcgcctgcaggcggaccgttttttgecgaaatgee-3' (SEQ ID NO 485), 5
pL de amortiguador PfU clonado 10X y 2.5 unidades de polimerasa
ADN Pfuturbo en un volumen final de 50 uL. El programa de
termociclizacién se hizo a 95° C durante 30 segundos luego a 40
ciclos de (95° ¢ durante 10 segundos, 50° C durante 60 segundos,

72° ¢ durante 6 minutos) luego 72° C durante 10 minutos. El

ot
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producto de ADN de 2.04 kb OsMADSBPa clonado con el kit de
clonacién PCR Zero Blunt TOPO. Se identifican los recombinantes
PCR-Blunt-II OsMADS8Pa al digerir 5 puL de ADN PCR-Blunt-II
OsMADSBPa miniprep con EcoRI y una mezcla de reaccién 20 upL gque
contiene 2 pg BSA y 2 ulL de amortiguador de endonucleasa de
restriccién. Los digeridos se incuban a 37° C durante 2 horas
luego se redisuelven en 1% de agarosa TAE. Se secuencian los

clones pCR-Blunt-II-OsMADS—-8Pb positivos.

14 yl. de ADN miniprep pCR-Blunt-II-TOPO-OsMADS-8Pb digiere
en una mezcla de reaccién de 20 uL que contiene 2 pyg BSA, 2 uL de
amortiguador de endonucleasa de restriccidén 10X, 1 uL de Sall y 1
pL Ncol. El digerido se incuba a 37° C por m&s de 6 horas. El
pCR-Blunt-II- TOPO-OsMADS~8Pb (Sall/Ncol) ADN se redisuelve en
1.0% de agarosa TAE y 2.96 de banda de OsMADS-8Fb (SalI/Ncol) se
corta, se recubre y se precipita con etanol con un portador de
glicégeno. Se recubre el ADN OsMADS-8Pb (SalIl/Ncol} por
microcentrifugacién, se lava con 70% de etanol, se seca bajo

vaclio y se resuspende en 5 yL de ddH:0.

Se digiere 2 pg de ADN miniprep pNOV6301 en una mezcla de
reaccién de 20 pL que contienen 2 pg de BSA, 2 uL de amortiguador
de endonucleasa de restriccién 10X, 1 ulL de Ncal y NocI. El
digerido se incuba a 37° C por mds de 6 horas, luego a 70° C
durante 20 minutos. Luego 1 pL del amortiguador de endonucleasa
de restriccén 10X apropiado, 1 uL 1 unidad/pL CIP y 8 pL ddH0 se
agregan a la reaccidén y esta se incuba adicionalmente a 37°C
durante 30 minutos. El pléAsmido de ADN pNOV6901 (SalI/Ncol) se

redisuelve en 1.0% de agarosa TAE y la banda de ADN de 4.7 kb

¢
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pPNOV6901-0sMADS (Sall/Ncol) se corta, se recubre y se precipita
con etanol con un portador de glicédgeno. E1 ADN del pNOVES01
{Sall/Ncol) se recubre por microcentrifugacién, se lava con 70%

de etanol, se seca bajo vacio y se resuspende en 5 pL ddH:0.

Se liga 4.0 uL de OsMADS-8Pb (SalI/Ncol) con 4.0 pL de
PNOVES01 (SalI/NceI) en una mezcla de reaccién de 10 plL que
contiene 1 puL de amortiguador de ligasa de ADN T4 10X y 1 uL de
ligasa de ADN T4 (400 unidades / uL), que se incuba mis de 8
horas a 16°C. 5.0 pL de mezcla de ligacién se transforma en 50 pL
de células competentes Top 10. Los recombinantes pNOV6901-0OsMADS-
8Pb se verifican al digerir 2 pL de ADN miniprep 2 uL pNOV6E901-
OsMADS~8Pb con 0.5 pL de Sall, 0.5 uL de de NcoI, y 10 pL de
mezclas de reaccidédn que contienen 1 pyg de BSA y 1 uL de
amortiguador de endonucleasa de resatriccidén 10X. Los digeridos se
incuban a 37° C durante 2 horas luego se redisuelven en 1%
agarosa TAE, Los recombinantes poaitivos pNOVéS01- OsMADS-BPb se

secuencian.

Se introduce el sitio de restriccién SbfI para el pNOV6901-
OsMADS-8Pb al ligar el adaptador sintético III a la construccién.
El adaptador sintético III se hace al combinar 40 uL de 50 pM
oligonucleétido B8PA-1 5'-Pggagatcggg-3' (SEQ ID NO 486}, 40 uL de
50 uM oligonucleétido B8PA-2 5'-Ptcgacccgatcacc-3' (SEQ ID NO
487)- en donde P es un grupo 5'-fosfato -en una mezcla de 100 uL
que es 25 mM en Tris-HCl (pH 8.0) y 10 mM en MgCl,. La mezcla se
hierve durante 5 minutos, se remueve del calor y se enfria
naturalmente a temperatura ambiente (aproximadamente 60 minutos).

Esto produce una mezcla de adaptador sintético III de 20 uM

5){’
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Se prepara pNOV6901-OsMADS-8Pb al digerir 14 uL de ADN
miniprep pNOV6901-OsMADS-8Pb con 2 uL de Sall en una mezcla de
reaccién de 20 pL que contiene 2 ug de BSA y 2 uL amortiguador de
endonucleasa de restriccién 10X. El1 digerido se incuba a 37° C
durante 6 horas, luego a 70° C durante 20 minutos. Luego 1 uL del
amortigquador de endonucleasa de restriccién 10X apropiado, 1 upL 1
unidad/pL CIP y 8 pL ddH,0 se agregan a la reaccién y esta se
incuba adicionalmente a 37°C durante 30 minutos. El1 ADN pNOV6901-
OsMADS~8Pb (5alI/CIP) se redisuelve en 1% de agarosa TAE, se
corta, se recubre y se precipita en etanol con portador de
glicédgeno. E1 ADN pNOV6S01-OsMADS-8Pb (Sall/CIP) se recupera por
microcentrifugacién, se lava con 70% etanol, se seca bajo vacio y

se resuspende en 5 uL ddH;0.

4.5 pL de mezcla de adaptador sintético III se liga a 2.5 uL
de pNOV6901-0OsMADS-8Pb (SalI/CIP) en una mezcla de ligacién de 10
pL que contiene 1 uL de amortiguador de ligasa ADN T4 10X y 1 uL
T4 de ligasa T4 (400 U/uL), que se incuba a miAs de 8 horas a 16°
C. 4 uL de mezcla de ligaciédn se transforma en 50 uL de células
de supercomponente XL-I (Stratagene, Cat. No.200236). Los
recombinantes pNOV6901-0aMADS-8Pb-SbfIl se verifican 7.5 pL de ADN
miniprep pNOV6901-0sMADS-8Pb-SbfI en una mezcla de reaccién de 10
BL que contiene 1 pg BSA, 1 uL 10X amortiguador de endonucleasa
de restriceién 10X y 1 uL de Sall. Los digeridos se incuban a 37°
C durante 2 horas luego se redisuelven en 1.0% de agarosa TAE.
Los recombinantes pNOV69501-0sMADS-8Pb-SbflI que pierden el sitio
de restriccién SbfI se digieren con Sbfl en una mezcla de

reacclédn de 10 ul. que contienen 1 ug de BSA, 1 pL de amortiguador
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de endonucleasa de restriccién Y SEBuffer 10X y 1 pL SbfI (New
England Biolabs). Los digeridos son incubados a 37° C durante 2
horas 1luego 8se redisuelven en 1.0% de agarosa TAE. Los

recombinantes pNOV6901-0sMADS-8Pb- Sbfl se secuencian.

Se digiere 2 ug de ADN miniprep pNOV6901-0sMADS-8Pb-Sbfl en
una mezcla de reaccién de 20 ul que contiene 2 ug BSA, 2 ulL de
amortiquador de endonucleasa de restriccidén 10X y 2 uL de SbfI.
El digerido se incuba a 37° C durante mids de 6§ horas, luego a 70°
C durante 20 minutos. Luego 1 pL del amortiguador de endonucleasa
de restriccién 10X apropiado, 1 ulL 1 unidad/pL CIP y 8 ulL ddHz0
se agregan a la reaccién y esta se incuba adicionalmente a 37° C
durante 30 minutos. 2 pg de ADN miniprep pCR-Blunt-II-TOPO-
OsMADS-BPa se digiere en una mezcla de reaccién de 20 pL que
contiene 2 pug de BSA, 2 uL de amortiguador de endonucleasa de
restriccién 10X y 2 pL SbfI. El digerido se incuba a 37° C

durante mids de & horas.

El plasmido de ADN digerido, pNOV&901-OsMADS-8Pb~Sbfl
(Sbf1/CIP) y pCR- Blunt-II-TOPO-OsMADS-8Pa (SbfI), se redisuelven
en 1.08% de agarosa TAE y las bandas de 7.5 kb pNOV6901-0OsMADS-BPb
(SbfI/CIP) y las bandas 2.4 kb OsMADS-B8Pa (SbfI) se cortan, se
recuperan y se precipitan en etanol con portador de glicégeno Los
fragmentos de ADN se recuperan por micro centrifugacién, se lavan
con 70% etanol, se secan bajo vacio y se resuspenden cada uno en

5 pL ddH20.

Se liga 4.0 pL de pNOV6901-OsMADS-8Pb (SbfI/CIP) a 4.0 uL

0sMADS-8Pa (SbfI) en una mezcla de ligacidn de 10 pL que contiene

3%
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1l pL de amortiguador de ligasa de ADN T4 10X y 1 pL de ligasa de
ADN T4 (400 U/uL), que se incuba durante mi&s de 8 horas a 16° C.
5.0 pL. de mezcla de ligacién se transforma en 50 uL de células
competentes Top 10. Los recombinantes pNOV6901-OsMADS-8P se
verifican al digerir 7.5 pL de ADN miniprep pNOV6901-OsMADS-8P
con 0.5 puL SbfI, 0.5 pL Ncol en 10 pL de mezclas de reacciédn que
contienen 1 pg BSA y 1 uL de amortiguador de endonucleasa de
restriccién 10X. Los digeridos se incuban a 37° C durante 2 horas
luego se redisuelven en 1% de agarosa TAE. Los recombinantes

pNOV6901-0sMADS-8P positivos se secuencian,

D. Construccién de la secuencia regquladora 3’ OsMADSS

La secuencia reguladora 3’ OsMADS-8 para el casete de expresién,
cerca de 2.1 kb se produce por PCR de alta fidelidad a partir del
clon PCR-Blunt II-TOPO-OsMADS8-3'-gADN anterior. La mezcla de
reaccién consiste de 1 pL de ADN miniprep pCR-Blunt II-TOPO-
OsMADS8-3'-gADN, 200 pM de mezcla dNTP, 20 uM de iniciador de
oligonucleétido OsMADSB-C2 5'-acgtcccgggcggaccgagtcatcgatcatgac-
3 (SEQ ID NO 488), 20 uM de iniclador de oligonucleétide
0OsMADS8-C4 5'-tcgagcggccgcaggccgatgcgacaaccaataaaaac-3' (SEQ 1ID
NO 489), 5 pL de amortiguador clonadoe Pfu ]10X y 2.5 unidades de
polimerasa de ADN Pfuturbo (Stratagene, Cat. No. 600252) en un
volumen final de 50 pL. El programa de termociclizacién se hizo a
95° C durante 30 sequndos luego 40 ciclos de (95° C durante 10
segundos, 50° C durante 60 segundos, 72° C durante 6 minutos)
luego 72° C durante 10 minutos. El producto de ADN OsMADS-8T se
recupera utllizando el kit de purificacién de PCR QIAquick. El

ADN OsMADS-8T recuperado se precipita en etanol con portador de

afﬂ



WO 2005/102034 90 PCT/US2005/013245

glicégeno. E1 ADN OsMADS-8T se recupera por micro centrifugacién,
se lava con 70% de etanol, se seca bajo vacio Y se resuspende en
14 uL de ddH;0. El ADN OsMADS-8T se digiere en una mezcla de
reaccién de 20 pL que contiene 2 pg de BSA, 2 pL de amortiguador
de endonucleasa de restriccién 10X, 1 pL de NotI y 1 pL de XmaX.
El digerido se incuba a 37° C por mids de 6 horas. E1 ADN OsMADS-
8T (NotI/Xmal) se redisuelve en 1.0% de agarosa TAE, se corta, se
recupera y se precipita en etanol con portador de glicégeno. E1
ADN (NotI/XmaI) OsMADS-BT se recupera por micro centrifugacién,
se lava con 70% de etanol, se seca bajo vacio y se resuspende en
5 pL. de ddHz;0. 2 pg de de ADN miniprep pNOV6901-0OsMADS-BP se
digiere en una mezcla de reaccién de 20 uL que contiene 2 pg de
BSA, 2 ulL de amortiguador de endonucleasa de restriccién 10X, 1
HL de NotI y 1 ulL de XmaI. El digerido se incuba a 37° C por més
de 6 horas, luego a 70° C durante 20 minutos. Luego 1 uL del
amortiguador de endonucleasa de restriccién 10X apropiado, 1 uL 1
Unidad/pyL CIP y 8 uL de ddH;0 se agregan a la reaccién y esta se
incuba adicionalmente a 37° C durante 30 minutos. El1 ADN de
plasmido pNOV6901-OsMADS-8P (NotI/XmaI/CIP} se redisuelve en 1.0%
de agarosa TAE y la banda de 9.9 kb de pNOV6501-OsMADS-8P se
corta, se recupera Yy se precipita en etanol con portador de
glicdgeno. El fragmento de ADN pNOV6901-OsMADS-8P (NotI/XmaI/CP)
se recupera por micro centrifugacién, se lava con 70% de etanol,
se seca bajo vacio y se resuspende en 5 pL de ddH;0. Se liga 4.0
pL del pNOV6901~0OsMADS-8P (NotI/XmaI/CIP) a 4.0 pL del OsMADS-8T
(NotI/Xmal) en una mezcla de ligacién de 10 pulL que contiene 1 uL
de amortiguador de ligasa de ADN T4 10X y 1 puL de ligasa ADN T4
(400 Unidades/ulL), que se incuban m4s de 8 horas a 16° C. 5.0 uL

de mezcla de ligacién se transforma en 50 uL de células

et
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competentes Top 10. Se verifican los recombinantes pNOV6901-
OsMADS-8P/0OsMADS~8T al digerir 2 pL de ADN miniprep pNOV6901-
OsMADS-BP/OsMADS~8T con 1.0 pL de RsrIl en mezclas de reacciédn de
10 yL que contiene 1 ug de BSA y 1 puL de amortiguador de
endonucleasa de restriccién 10X. Los digeridos se incuban a 37° C
durante 2 horas luego se redisuelven en 1% de agarosa TAE. Se
secuencian los recombinantes positivos pNOV6901-0sMADS~8P/0OsSMADS-
8T. El clon terminado se designa pNOV6901-OsMADS-BP/0OsMADS-8T. El
nimero QC de los plédsmidos es 11170. E1 11170 contiene el casete

de expresidén OSMADSH completo descrito por la SEQ ID NO. 538.

E. Movilizacién del casete de expresién OsMADS8 GUS en

pNOVE900

Se digiere 2 pg pNOV6900 en una mezcla de reaccién de 20 pL
que contiene 2 ug de BSA, 2 uL de amortiguador de endonucleasa de
restriccién 10X y 2 pL de RsrII. El digerido se incuba a 37° C
por mis de 6 horas, luego a 70° C durante 20 minutos. Luego 1 uL
del amortiguador de endonucleasa de restriccidén 10X apropiado, 1
uL 1 Unidad/pL CIP y 8 uL de ddH,0 se agregan a la reaccién y
esta se incuba adicionalmente a 37° C durante 30 minutos. 2 pg de
de ADN miniprep pNOVE6901-OsMADS-8P/0sMADS-8T se digiere en una
mezcla de reacciédn de 20 pL que contiene 2 nug de BSA, 2 uL de
amortiguador de endonucleasa de restriccién 10X y 2 pl de RsriI.

El digerido incuba la reaccién a 37° C por més de 6 horas.

El ADN del plasmido digerido, pNOV6900 (RsrII/CIP) vy
pNOV6901-0sMADS~BP/0sMADS-8T (RerIl), se redisuelven en 1.0% de

agarosa TAE y los 9.2 kb de pNOV6900 (RsrII/CIP) y las bandas de

1ot
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9.5 kb pNOV6901-OsMADS-8P/OsMADS-8T (RsrII) ase cortan, se
recuperan y se precipitan en etanol con portador de glicégeno.
los fragmentos de ADN pNOV6900 (RsrII/CIP) y pNOV6901~OsMADS-
8P/0sMADS-8T (RsrII) se recuperan por micro centrifugacién, se
lavan con 70% de etanol, se secan bajo vacio y cada uno se

resuspenden en 5 uL de ddH.0.

4.0 pL de pNOV6900 (RsrII/CIP) se liga a 4.0 plL de pNOV6901-
OsMADS-8P/0sMADS~-8T (RsrIl) en una mezcla de ligacién de 10 pL
que contiene 1 uL de amortiguador de ligasa de ADN T4 10X y 1 uL
de ligasa ADN T4 (400 U/uL). La mezcla de ligacién se incuba mas
de 8 horas a 16° C. 5.0 pL de mezcla de ligacién se transforma en
50 puL de células competentes Top 10. Los recombinantes pNOV6900-
pNOV6901-0sMADS~-8P/0sMADS~8T se verifican al digerir 7.5 pL de
ADN miniprep pNOV6900-pNOV6901-0sMADS-BP/0sMADS-8T con 1.0 uL de
NcoI en 10 pL de mezcla de reacciédn de que contiene 1 pg de BSA y
1 pL de amortiguador de endonucleasa de restriccién 10X. Los
digeridos se incuban a 37° C durante 2 horas luego se redisuelven
en 1% de agarosa TAE. Los recombinantes pNOV6900-pNOV6901-0OsMADS-
8P/0OsMADS~8T positivos se secuencian. El1 clon terminado se

designa pNOV6909. El nGmero de los pléasmidos QC es 11171.

Las alteraciones construidas por ingenieria en la secuencia
reguladora 5’ derivada del Gen OsMADS8 incluye la ilntroduccién de
un sitio SbfI sequido por un sitio RsrII en el extremo 5’ del
OsMADSEP, la eliminacién del codén de inicio de traduccidén
natural en OsMADSB8P, la eliminacién de las estructuras de lectura
ablertas no deseadas en la secuencla lider no traducida 5’ nueva

transcrita del OsMADS 8P, la insercién de la secuencia Kozak

je%
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corriente arriba del nuevo codén de inicio de traduccién en el
OsMADSBP y la insercién del nuevo codén de inicic de traduccién
corriente arriba y corriente abajo del cruce intrénl/exén2 en
OsMADSBP como un sitio NcoI. Las alteraciones construidas por
ingenieria en la secuencia reguladora 3’ derivada del gen OsMADS
B incluye la introduccién de un sitio Notl en el terminal 5° del
OsMADSET y la introduccién de un sitio RsriI en el terminal 3’ de
OsMADS 8T. En esta configuracién la secuencia de codificacién GUS
se puede reemplazar con cualquier gen de interés flanqueado por
Los sitios de restriccién Ncol/NotI. El casete completo se
inmoviliza, como un fragmento RsSII, para el vector binario

pNOV6900.

El casete se transforma en Maiz a 1888 X HyITI y Arroz
Kaybonnet utilizande metodologia mediada por agrobacterium

esténdar.

Expresién GUS en maiz TO

Cuarenta lineas de maiz transgénico T0 se generan. Se
seleccionan histoguimicamente espiguillas para actividad GUS.
Veintinueve eventos son positivos para actividad GUS. Trece
también muestran expresién GUS en hojas perforadas, en general,
el patrén revela actividad GUS detectable en espiguillas y poca a
ninguna actividad en hojas perforadas. La mazorca de una planta
que refleja este patrén se sacrifica para examinar la expresién
GUS. La expresién GUS fuerte es evidente a través de la mazorca.
Estos datoe indican que el casete controla primariamente la

expresién GUS en el tejido reproductor femenino.

jo3
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La expresién GUS en arroz TO

36 lineas de arroz T0 que contienen pNOV6909, treinta y dos
transformantes independientes se tifien histoquimicamente para
expresién GUS. No se detecta actividad GUS n tejido de hoja. En
la mayoria de eventos la actividad localizada para paniculas y se
puede ver en antera © la base del carpelo. La intensidad de

teflido varia significativamente
La expresidn GUS en maiz Tl

La progenie Tl de cuatro transformantes independientes se
cultiva y analiza en detalle para la expresidén GUS. Las Figuras.
14A-14D muestran que no hay expresién GUS detectable en
espiguillas, tejidos de hojas, desarrollo de estigma, o retofios.

Esto indica que la expresién de la espiguilla y la hola
observada en plantas T0 puede resultar de cultivo de tejido
asociado con los procesos de transformacién. Organos disecados de
espiguillas T1 indican que no hay expresién GUS aparente (datos
no mostrados). La figura 14D no muestra actividad GUS en el nodo
adherido a la espiga de retofio que se desarrolla. El nodo por
debajo de esta tampoco tiene actividad GUS detectable, pero hay
distinta actividad en florecillas sobre la mazorca detenida (FIG.
14E). El1 casete de expresién se activa muy temprano en el
desarrollo de la florecilla. Figuras 14F, 114G, 15A y 15B que
muestran actividad GUS en la médula central y florecillas le
desarrollo de la mazorca antes de polinizacié4n. Este patrédn

persiste 5 dias antes de polinizacién a un dia antes de
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polinizacién. La expresién de médula central persiste hasta un
dia antes de polinizacién, después que la actividad GUS no se
detecta més en esta zona (Figuras 15 y 16). Las Figuras 15D-15G
indican algin actividad GUS en la vasculatura externa de la
mazorca y el tejido que transmite la florecillas desde el dia de
polinizacién a un dia después de polinizacién. Después de eso, la
actividad GUS se detecta solo en los componentes maternos de los
granos en desarrollo. Los datos mostrados en las Figuras 15 y 16
cubren el desarrollo del dia 1 antes de polinizacién a 20 dias
después de polinizacién., La proteina GUS es detectable a través
del desarrollo del 6vulo y el grano, hasta 20 dias después de
polinizacién. Estos datos soportan el casete OsMADS 8 como un muy
buen candidato para la expresién de rasgos en florecillas en
desarrollo. Cuando se incontrolan por el casete de expresiédn
bagsado en OsMADS 8, los genes que facilitan la carga del floema
tal como una invertasa o un transportador de sucrosa debe probar
efectividad en el soporte temprano del desarrollo de la mazorxca
al incrementar la fuerza de drenado. La figura 25C muestra teflido

muy ligero en el tejido aéreo, sin actividad GUS en las raices.

En resumen, la presente invencién incluye los casetes de
expresién basados en el gen Oryza sativa OsMADS 8. Este consiste
del promotor de gen que incluye el primer intrén, 5'-UTR, 3'-UTR
y la secuencia no transcrita 3'. El disefio del casete facilita el
reemplazo de la secuencla de codificacién GUS con cualquier gen
de interés. El casete objetiva la expresién del gen primariamente
para desarrollar florecillas y granos, y el tejido placental por
debajo de <cada florecilla. Se detecta expresidn post

fertilizacién en la reqgiédn hilar, aleurona, y pedicelo. El casete
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debe controlar una expresién de gen a partir de un punto muy

temprano en el desarrollo del 6vulo, quizds después de

diferenciacién.

Ejemplo 6: Construccién de casete de expresiédn OsMADS13

A. clonacidén de la secuencia requladora 5’ OsMADS13

La secuencia reguladora 5’ OsMADS13 del ADN genémico de
arroz (gADN) se amplifica utilizando PCR de alta fildelidad. ILa
mezcla de reaccién de 50 ulL consiste de 100 ng de gADN de arroz,
200 pM de dNTPs, 1 puL 20 pM de iniciador de oligonucleédtido
OsMADS13-Cl 5'- gactgcatgcggaccgttccaaaattaagcacacacatttg-3' (SEQ
ID NO 490), 1 pL 20 uM de iniciador de oligcnucleétido 0sMADS13-
C2 5'-gactccatggcttettgctcectcaactgatcaac-3' (SEQ ID NO 491}, 1 uL
10X de amortiguador de Alta Fidelidad Expand y 1 pL de polimerasa
de Alta Fidelidad Expand. El programa de termociclizacién se hizo
a 95° C durante 2 minutos sequido por 40 ciclos de (94° C durante
15 seqgundos, 68° C durante 7.5 minutos) seguldo por 68° C durante
10 minutos. El fragmento de ADN gADN de 1.9 kb OsMADS13-5' se
recupera y Se precipita en etanol con portador de glicdgeno. El
fragmento OsMADS13-5'-gADN se recupera por micro centrifugacidn,
ge lava con 70% de etanol, se seca bajo vacio y se resuspende en
14 yL de ddH,0. El fragmento de OsMADS13-5'-gADN se digiere en
una mezcla de reaccién de 20 nL que contiene 2 pg de BSA, 2 uL de
amortiguador de endonucleasa de restriccién 10X y 2 uL de Ncol.
El digerido se incuba a 37° C por mids de & horas. El digerido se
redisuelve en 1.0% de agarosa TAE y la banda de ADN (NcoI) de 1.9

kb OsMADS13-5'-gADN se corta, se recupera y se precipita en
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etanol con portador de glicégeno. El ADN {NcoI) OsMADS13-5'-gADN
se recupera por micro centrifuvgacién, se lava con 70% de etanol,
se seca bajo vaclo y se resuspende en 5 uL de ddH0. Se digiere
de ADN miniprep 2 pg pNOV6301 en una mezcla de reaccién de 20 pL
que contiene 2 ug de BSA, 2 uL de amortiguador de endonucleasa de
restricciédn 10X y 2 uL de SphI. El digerido se incuba a 37° C por
mas de 6 horas, luego a 70° C durante 20 minutos. Luego 1 pIL del
amortiguador de endonucleasa de restricciédn 10X apropiado, 1 uL 1
Unidad/pL CEP y 8 ulL de ddH;0 se agregan a la reacclén y esta se
incuba adicionalmente a 37° C durante 30 minutos. Se redisuelve
ADN pNOV6901 (SphI/blunt}) en 1.0% de agarosa TAE y 4.7 kb de
banda pNOV6901 (SphI/blunt) se corta, se recupera y se precipita
en etanol con portador de glicégeno. Se recupera ADN pNOV6301
(SphI/blunt) por micro centrifugacién, se lava con 70% de etanol,

se seca bajo vacio y se resuspende en 14 pL de ddi:0.

Se digiere de ADN miniprep pNOVE901 (SphI/blunt) en una
mezcla de reaccién de 20 uL que contiene 2 ug de BSA, 2 uL de
amortiguador de endonucleasa de restriccién 10X y 2 pL de Ncol.
El digerido se incuba a 37° C por mas de 6 horas. El1 ADN de
plasmido pNOV6901 (SphI/blunt/Ncol} se redisuelve en 1.0% de
agarosa TAE y 4.7 kb de banda pNOVE901 (SphI/blunt/Ncol) ' se
corta, Se recupera y se precipita en etanol con portador de
glic6geno. E1 ADN de pNOV6901L (SphI/blunt/Ncol) se recupera por
micro centrifugacién, se lava con 70% de etanol, se seca bajo

vacio y se resuspende en 5 pL de ddHz0.

Se liga 4.0 puL OsMADS13-5'-gADN (NcoI) a 4.0 uL de pNOV6301

(SphI/blunt/Ncol) en una mezcla de ligacién de 10 uL que contiene

(°?
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1 uL de amortiguador de ligasa de ADN T4 10X y 1 pL de ligasa ADN
T4 (400 Unidades/pL). La mezcla de ligacién se incuba m&s de 8
horas a 16° C. 5.0 pL de la mezcla de ligacién se transforma en
50 pL de células competentes Top 10. Se verifican los
recombinates pNOV6901-OsMADS13P al digerir 2 uL de de ADN
miniprep pNOV6901-0sMADS13P con 0.5 pL de XhoI, 0.5 pL de NcoI en
mezclas de reaccién de 10 uL que contiene 1 ug de BSA y 1 pL de
amortiguador de endonucleasa de restriccién 10X. Los digeridos se
incuban a 37° C durante 2 horas luego se redisuelven en 1% de
agarosa TAE. Se secuenclan los recombinates positivos pNOV6901-

OsMADS13P.

B. Clonacién de la secuencia reguladora 3’ OsMADS13

1La secuencia reguladora 3’ OsMADS13 de ADN gendmico de arroz
{(gADN) se amplifica utilizando PCR de alta fidelidad. La mezcla
de reaccién de 50 ulL consiste de 100 ng de gADN de arroz, 200 pM
de dNTPs, 1 uL 20 uM de iniciador de oligonucleétido OsMADS13-C3
5'~tcgageggecgectgacatggatatgatgatcag-3' (SEQ ID NO 492), 1 uL 20
uM de iniciador de oligonucleétido 0sMADS13-C4 5'-
acgtatcgatcggaccgcaacgcacgggcacccaac-3' (SEQ ID NO 483), 1 pL de
de amortiguador de Alta Fidelidad Expand y 10X 1 pL de polimerasa
de Alta Fidelidad Expand. El programa de termociclizacién se hizo
a 95° C durante 2 minutos seguido por 40 ciclos de (94° C durante
15 segundos, 60° C durante 30 sequndos, 68° C durante 6 minutos)
sequido por 68° C durante 15 minutos. El fragmento de ADN de 1.2
kb 0sMADS13~3'-gADN se recupera y se precipita en etanol con

portador de glicégeno. E1l fragmento de ADN ©OsMADS13-3'-gADN se

(0%
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recupera por micro centrifugacién, se lava con 70% de etanol, se

seca bajo vacio y se resuspende en 14 pL de ddH:0.

El fragmento 0OsMADS13-3'-gADN se digiere en una mezcla de
reaccién de 20 pL que contiene 2 pg de BSA, 2 puL de amortiguador
de endonucleasa de restriccién 10X y 2 uL de NotI. El digerido se
incuba a 37° C por mas de 6 horas luego se redisuelven en 1.0% de
agarosa TAE y la banda de ADN 1.2 kb OsMADS13 ~3 '-gADN (NotI) se
corta, se recupera Yy Se precipita en etanol con portador de
glic6égeno. Se recupera el ADN OsMADS13-3'-gADN (NotI) por micro
centrifugacién, se lava con 70% de etanol, se seca bajo vacio y

se resuspende en 5 uL de ddH,0.

Se digiere 2 ug de ADN miniprep pNOV6901-OsMADS13P en una
mezcla de reacciédn de 20 uL que contlene 2 ug de BSA, 2 uL de
amortiguador de endonucleasa de restriccién 10X, 1 pL de ﬁotI y1l
pL de Smal. El digerido se incuba a 37° C por mads de 6 horas,
luego a 70° C durante 20 minutos. Luego 1 pL del amortiguador de
endonucleasa de restriccién 10X apropiado, 1 uL 1 Unidad/uL CIP y
B puL de ddHO se agregan a la reaccién y esta se incuba
adicionalmente a 37° C durante 30 minutos. Se redisuelve el ADN
pNOV6901-0sMADS13P (NotI/Smal/CIP) 1.0% de agarosa TAE y la banda
de 6.6 kb se corta, se recupera y se precipita en etanol con
portador de glicédgeno. El1 fragmento de ADN pNOV&S01-OsMADS13P
{NotI/Smal/CIP) se recupera por micro centrifugacién, se lava con
70% de etanol, se seca bajo vacio y resuspende cada uno en 5 uL

de ddH;0.

A
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Se liga 4.0 pL de pNOV6901-OsMADS13P (NotI/SmaI/CIP) a 4.0
pL de OsMADS13-3'-gADN (NotI) en una mezcla de ligacién de 10 uL
que contiene 1 uL de amortiguador de ligasa de ADN T4 10X y 1 uL
de ligasa ADN T4 (400 Unidades/pL). La mezcla de ligacién se
incuba més de 8 horas a 16° C. 5.0 pL de la mezcla de ligacién se
transforma en 50 pL de células competentes Top 10. Se verifican
los recombinantes pNOV6901~0sMADS13P/0sMADS13T al digerir 7.5 uL
de de ADN miniprep pNOV6901-OsMADS13P/O0OsMADS13T con 1.0 pL de
NotI en mezclas de reaccién de 10 puL que contiene 1 pyg de BSA y 1
pl. de amortiguador de endonucleasa de restriccién 10X. Los
digeridos se incuban a 37° C durante 2 horas luego se redisuelven
en 1% de agarosa TAE. Los recombinantes PNOV6301-
OSMADS13P/OSMADS13T positivos se secuencian. El clon terminado se
designa pNOV6904, que también es el numero QC de plasmido. El
pNOV6904 contiene el casete de expresién OSMAD13 descrito por la

SEQ ID NO. 5389.

C. Movilizacién del casete de expresién OsMADS13 GUS en

pNOVE900

2 pg de pNOV6900 se digiere en una mezcla de reaccidén de 20
pL que contiene 2 yg de BSA, 2 uL de amorti;;uador de endonucleasa
de restriccién 10X y 2 pL de RsrII. El digerido se incuba a 37° C
por mids de 6§ horas, luego a 70° C durante 20 minutos. Luego 1 uL
del amortiguador de endonucleasa de restriccién 10X apropiado, 1
pL 1 Unidad/pL CIP y 8 pL de ddH,0 se agregan a la reacclén y
esta se incuba adicionalmente a 37° C durante 30 minutos. Se
digiere 2 pg de ADN miniprep pNOV6901-OsMADS13P/0OsMADS13T en una

mezcla de reaccién de 20 uL que contiene 2 ug de BSA, 2 pL de
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amortiguador de endonucleasa de restriccién 10X y 2 pL de RsrII.

El digerido incuba la reaccién a 37° C por mas de 6 horas.

El ADN del plésmido digerido, pNOVE900 (RsrII/CIP) y
pPNOV6901-OsMADS13P/0sMADS13T (RsrII), se redisuelven en 1.0% de
agarosa TAE y 9.2 kb de pNOV6900 (RarII/CIP) y 5.3 kb de banda
pNOV6901-0sMADS13P/0sMADS13T (RsrII) se cortan, se recuperan y se
precipitan en etanol con portador de glicégeno. Los fragmentos de
ADN pNOVé6S00 (RsrII/CIP) y pNOV6901-0OsMADS13P/OsMADS13T (RsrII)
se recuperan por micro centrifugacién, se lavan con 70% de
etanol, se secan bajo vacio y resuspenden cada uno en 5 uL de

ddH,0.

4.0 pL de pNOV6900 (RsrII/CIP) se ligan a 4.0 uL pNOV6901-
OsMADS13P/0OsMADS13T (RsrII) en una mezcla de ligacién de 10 uL
que contiene 1 pL de amortiguador de ligasa de ADN T4 10X y 1 uL
de ligasa de ADN T4 (400 U/pL). La mezcla de ligacién se incuba
miés de 8 horas a 16° C. 5.0 pL de mezcla de 1ligacién se
transforma en 50 uyL de células competentes TOP 10. Los
recombinantes pNOV6900-pNOV6901-~0sMADS13P/0sMADS13T se verifican
al digerir 7.5 pL, de ADN miniprep pNOV6900-pNOV6901-
OsMADS13P/0sMADS13T con 1.0 pL de Ncol en mezclas de reaccién de
10 uL que contiene 1 ng de BSA y 1 puL de amortiguador de
endonucleasa de restriccién 10X. Los digeridos se incuban a 37° C
durante 2 horas luego se redisuelven en 1% de agarosa TAE. Los
recombinantes positivos pNOV6900-pNOV6901-OsMADS13P/0sMADS13T se
secuencian. El clon terminado se designa pNOV6905, que también es

el nGmero QC de plésmido.
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Las alteraciones construidas por ingenieria en la secuencia
reguladora del gen 5’ derivada del gen O0sMADS13, incluye la
introduccién de un sitio RsrII en el extremoc 5’ del OsMADS13P, la
insercién de la secuencia Kozak corriente arriba del codén de
inicio de traduccién OsMADS13P natural y la modificacién del
codén de inicio de traduccién OsMADS13P natural de tal forma que
este esté contenido dentro de un sitio NecoI. Las alteraciones
construidas por ingenieria en la secuencia reguladora del gen 3’
derlvada del gen OsMADS13 incluye la introduccién del sitio Notl
en el terminal 5’ del OsMADS13T y la introducciédn del sitio Rsrll
en el terminal 3’ del OsMADS13T. En esta configuracién 1la
secuencia que codifica el GUS se puede reemplazar con cualquier
gen de interés flanquearon por 1los sitios de restriccién
NcoI/NotI. El casete completo se moviliza, como un fragmento

RsrII, al vector binario pNOV6500.

El casete se transforma en maiz Al88X HyIIl y arroz Kaybonnet

utilizando metodologia mediada por agrobacterium esténdar.

Expresiétn GUS en maiz TO.

Sesenta y siete lineas de maiz transgénico TO se generan. Se
seleccionan histoquimicamente espiguillas para expresién GUS.
Cincuenta y seis fueron positivas para actividad GUS. Treinta y
cinco también mostraron expresién GUS en hojas perforadas. Dies
lineas no tuvieron actividad GUS detectable en espiguillas u

hojas perforadas.
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Dos lineas TO se seleccionan para analizar expresién GUS en
el desarrollo de espigas. Ambas lineas tienen una sefial GUS en
espiquillas y no tienen sefial GUS en hojas perforadas. Las
espigas se cosechan aproximadamente sgiete dias antes de 1la
aparicién de estigmas y se tifien histoquimicamente para expresidn
GUS. Las secciones completas mostraron una fuerte sefial GUS solo
en el desarrollo de florecillas, mientras que la actividad GUS
estuvo ausente en el tejido que bordea la mazorca. Estos datos
indican Qque 1las funciones del casete de expresién OsMADS13
controla la expresién GUS en ambas espiguillas macho y hembra en

transformantes de maiz TO.

Expresién GUS en arroz TO.

Treinta y tres lineas de arroz TO0 se producen. Catorce
transformantes independientes se tifien histoguimicamente para
expresién GUS, actlvidad GUS se detecta primariamente en
espiguillas. Algqunas plantas también tienen actividad GUS en

tejido de hojas.

Expresién GUS en majiz Tl

La progenie Tl de los tres transformantes independientes se
cultiva y analizan en detalle para expresién GUS. Las figuras
20A-20C y las figuras 21A-21C muestran que no hay expresién GUS
detectable en tejido de hoja, que desarrolla estigmas o
espiguillas. Esto indica que la expresién de espiguilla observada
en plantas T0 puede resultar del cultivo de tejido asociado con

los procesos de transformacién. Organos disecados de espiguillas

ks
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Tl indican que no hay expresién GUS aparente (datos no
mostrados). Las figuras 20D y 20E muestran actividad GUS en el
desarrollo de la mazorca cosechada cerca de cinco dias antes de
polinizacién. Las seccidén longitudinal muestra expresién
localizada para desarrollar 6évulos y trasmitirlos o tejido de
placenta. La seccidén cruzada soporta esto y suministra evidencia
adicional para la expreaién en la vasculatura de mazorca. La
figura 21 resume la expresién GUS observada en un segundo evento
transgénico. Este también localiza zonas en donde los évulos
probablemente se desarrollaran. La figura 22 demuestra que 1la
expresién localiza la vasculatura para el suministro del

desarrollo de mazorca.

Estos datos soportan el casete OsMADS13 como un muy buen
candidato para la expresién de rasgos en d4vulos que se
desarrollan. Cuando se controlan por el casete de expresién
basado en OsMADS13, los genes que facilitan la carga de floema
tal como invertasa o un transportador de sucrosa deben probar
efectividad en soportar el desarrollo de mazorca al incrementax

la fuerza de drenaije.

Las filguras 23 y 24 demuestran que el casete continGa para
funcién post-fertilizacién. El patrén de expresién GUS observado
en cuatro y sels después de polinizacién (figura 23). La
expresién GUS de desarrollo de grano (21 dias después de
polinizacién) permanece localizada en el pedicelo y las regiones
hilares {figura 24). También aparece en la aleurcna. lLa prt
proteina GUS es detectable a través del é6vulo y el desarrollo del

grano, hasta 21 dias después de polinizacién. La figura 25D

| 1
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muestra tefiido muy ligero en el tejido aéreo, sin actividad GUS

en las raices.

La presente invencién incluye un casete de expresién basado
en el gen de Oryza sativa OsMADS13, El1 casete de expresién
incluye el promotor de gen, que incluye el primer intrén y la
secuencia 3’ no transcrita 5'-UTR, y 3’UTR. Estos componentes se
ensamblan dentro del casete de expresién GUS y se prueban en
plantas transgénicas. El diseflo del casete facilita el reemplazo
de la secuencia de codificaclién GUS con cualquier gen de interés.
El casete expresarid el gen objetivo a la vasculatura dentro del
tejldo de placenta por debajo de la florecilla de la mazorca que
se desarrolla. La expresldén post-fertilizacién también se espera
en la regién hilar y aleurona y el pedicelo. El casete debe
controlar la expresién de gen desde un punto muy temprano, mds de

7 dias antes de polinizacién, en desarrollo de évulo.

Ejemplo 7: Identificacién de las secuenclas cADN OsT6PF

Se clonan 1los primeros genes de fosfatasa trehalosa-6-
fosfato de planta vascular de Arabidopsis thaliana por
complementacién de un mutante de eliminacién tps2 de almidén
(Vogel et al. 1998). Los genes designados AtTPPA y AtTPPB
(GenBank accessions AF007778 y AF007779) en donde se muestran en
ese tiempo que tienen actividad fosfatasa trehalosa-é-fosfato.
las secuencias de proteina AtTPPA y AtTTPB se utilizan en queries
TBLASTN de bases de datos de secuencias de arroz y mafz. Las
alineacicnes de secuencia organizan los éxitos en genes

individuales. Se identifican tres homdlogos de maiz y tres de
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arroz T6PP. Las secuencias de cADN que corresponden a la
secuencia de proteina predicha para cada gen ZmT6PP-1, -2 y -3 vy

OsT6PP-1, -2 y =-3- se muestran en alineacién global con el

Arabidopsis T6PPs en la figura 26.

La composicién y el método de la presente invencién incluyen
la utilizacién del promotor OsMADS6 ligado operablemente a una
molécula de &cido nucleico que cuando se expresa en una célula de
planta, incrementa la expresién del T6PP. Al hacerlo asi, el
flujo a través de la trayectoria de trehalosa se incrementa solo
en mazorcas de desarrollo Jjoven en donde estas funcionan para

incrementar el flujo a través de metabolismo de carbono central.

La secuencia de cADN OsT6PP-3 (SEQ ID NO. 531) se amplifica
utilizando PCR de alta fidelidad. La mezcla de reaccidén de 50 uL
consiste de un 1 pL de libreria cADN de arroz (preparado de mARN
de callo en Vector Lambda Unizap de Stratagene, tamaflo de
libreria primario ;l x 10% pfu, titulo de libreria amplificado >

1 x 10 pfu/mL), 200 puM dNTPs, 1 pL 20 pM de iniclador de

oligonucledtido T6PP-EC-5 (5'-catggaccatggatttgagcaatagctcac~3')’

SEQ ID NO. 528 y 1 uL 20 uM de iniclador de oligonucleétido T6PP-
EC-3 (5'-atcqgcagagctcacactgagtgcttcettec-3’) SEQ ID NO. 529, 5 uL
de amortiguador clonado PFU 10X y 2.5 Unidades de polimerasa de
ADN Pfuturbo. El programa de termociclizacién es de 95° C durante
2 minutos seguido por 40 ciclos de (94° C durante 15 segundos,
50° C durante 1 minuto, 72° C durante 1 minuto) seguido por 72° C
durante 10 minutos. El producto OsT6PP-3 se clona co el kit de
clonacién PCR Zero Blunt TOPO. Se identifica el pCR-Blunt-II-

TOQPO-0sT6PP-3 al digerir 5 pL de ADN de miniprep pCR-Blunt-II-

[ (&
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TOPO-0sT6PP~3 con EcoRI en una reaccién de 20 uL que contiene de
2 ug de BSA y 2 uL de amortiquador de endonucleasa de restriccién
EcoRI 10X. La reacciédn se incuba a 37° é durante 2 horas y los
productos pCR-Blunt-II-TOPO-0sST6PP-3 (EcoRI) se redisuelven en 1%
de agarosa TAE. El clon pCR-Blunt~II-TOPO~OsT6PP~3 se secuencia.
El cADN OsT6PP~3 se flanquea por sitios de endonucleasa de

restriccién Ncol/SacI.

Para facllitar la clonacién en 11082, un sitio Ncol interno
0aT6PP se ailencia utilizando el kit de Mutagénesis Dirigida a
Multl Sitio QuikChange de 5Stratagene y el iniclador de
oligonucleétido T6PP-QC (5'-

CTTTATTATGCTGGAAGTCATGGTATGGACATAATGGCACC-3') SEQ ID NO. 530.
Ejemplo 8: Construccién de OsMADS6-T6PP
A. Construcciédn de casete de expresidn OsMADS6-0sT6PP-3

Se digiere el ADN (14 pL) de clon pCR-Blunt-II-TOPO-OsT6PP-3
en una mezcla de reaccién de 20 pL que contiene 2 pg de BSA, 2 uL
de amortiguador de endocluneasa de restricciédn 10X, 1 puL Ncol y 1
pL de Sacl. El digerido se incuba a 37° C durante por més de 6
horas. Se redisuelve ADN (Ncol/Sacl) pCR-Blunt~II-TOPO-OsT6&6PP-3
en 1.0% de agarosa TAE y se corta la banda (Ncol/SacI) de 1.3 kb
0sT6PP-3, se recupera y se precipita en etanol con portador de
glicégeno. Se recupera el ADN (NcoI/Sacl) OsT6PP-3 por micro
centrifugacién, se lava con 70% de etanol, se seca bajo vacio y

se resuspende en 5 pL de ddHz0.

11
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Se digiere 2 ug de ADN miniprep 11082 en una mezcla de
reaccién de 20 pL que contiene 2 pg de BSA, 2 uL de amortiguador
de endocluneasa de restriccién 10X, 1 pL de Ncol y 1 uyL SacI. El
digerido se incuba a 37° C por mas de 6 horas, luego a 70° C
durante 20 minutos. Luego 1 uL del amortiguador de endonucleasa
de reatriccién 10X apropiado, 1 pL 1 Unidad/pL CIP y 8 uL de
ddH0 se agregan a la reaccién y esta se incuba adicionalmente a
37° C durante 30 minutos. E1l ADN (NcoI/SacI/CIP) 11082 se
redisuelve en 1.0% de agarcosa TAE y 8.1 kb de banda
(NcoI/SacI/CIP) 11082 se corta, se recupera y se precipita en
etanol. Se recupera el fragmento de ADNI (NcoI/SacI/CIP) 11082 por
micro centrifugacién, se lava con 70% d etanol, se seca bajo

vacio y se resuspende en 5 pL de ddH:0.

Se liga 4.0 pL 11082 (NcoI/SacI/CIP) a 4.0 uL de OsST6PP-3
(NcoI/SacI) en una mezcla de reaccidn de 10 pL que contiene 1 uL
amortiguador de ligasa ADN T4 10X y 1 uL de Ligasa ADN T4 (400
Unidades/yL). La mezcla de reacclén se incuba més de B horas a
16° C. 5.0 pL de mezcla de ligaciédn se transforma en 50 pL de
células competentes Topl0. Los recombinantes se verifican al
digerir 7.5 uL de ADN miniprep 11082-0sT6PP-3 con 1.0 uL de Rsrll
en 10 uL de mezclas de reaccidn que contienen 1 ug de BSA y 1 uL
amortiguador de endonucleasa de restriccidén. Los digeridos se
incuban a 37° C durante 2 horas luego se redisuelven en 1% de
agarosa TAE. Los recombinantes positivos 11082-0sT6PP-3 se
secuencian. El vector se designa O0OsMADS6-OsT6PP-Assembly y se

muestran en la figura 27 A.

't
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B. Movilizacién del casete de expresién OsMADSE6-OsT6PP-

Assembly en pNOV6900

Se digieren 2 pg de pNOV6900 en una mezcla de reaccién de 20
L que contiene 2 yg de BSA, 2 uL de amortiguador de endocluneasa
de restriccién 10X y 2 pL de RsrII. El digerido se incuba a 37° C
por mis de 6 horas, luego a 70° C durante 20 minutos. Luego 1 uL
del amortiguador de endonucleasa de restriccién 10X apropiado, 1
ML 1 Unidad/pL CIP y 8 uL de ddH;O0 luego se agrega a la reaccidn
y esta se incuba adiclonalmente a 37° C durante 30 minutos. Se
digiere 2 pg de ADN miniprep pNOV6906-0OsT6PP-Assembly en una
mezcla de reaccién de 20 uL que contiene 2 ug de BSA, 2 pL de
amortiguador de endocluneasa de restriccién 10X y 2 puL de Rsrll.

El digerido se incuba a 37° C durante mids de 6 horas.

Se redisuelve ADN de plasmido pNOV6900 (RsrII/CIP) ¥y
pNOV6906-0sT6PP~Assembly (RsrII) en 1.0% de agarosa TAE, y 9.2 kb
de pNOV6900 y se cortan las bandas (RsrII/CIP} de 6.8 kb
pNOV6906-0sT6PP-Assembly (RsrIl) se recuperan y se precipitan en
etanol con portador de glicégeno. Se recuperan los fragmentos de
ADN pNOV6900 (RsrII/CIP} y fragmentos de ADN pNOV6906-0sT6PP-
Assembly (RsrIl) por micro centrifugacién, se lava con 70% de
etanol, se secan bajo vacio y se resuspenden en 5 uL de ddH;0

cada uno.

Se liga 4.0 pL de pNOVE6900 (RsrII/CIP) a 4.0 pL de pNOVE906-
OsT6PP-Assembly (RsrII) en una mezcla de ligacién de 10 pL que
contiene 1 pL de amortiguador de ligasa de ADN T4 10X y 1 uL de

ligasa ADN T4 (400 U/pL). La mezcla de ligacién se incuba més de
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8 horas a 16° C. 5.0 puL de mezcla de ligacién se transforma en 50
ML de células competentes Top 10. Se verifican los recombinantes
pNOV6900-pNOV6906-0sT6PP-Assembly al digerir 7.5 pL de ADN
miniprep con 1.0 uL NcoI en mezclas de reaccién de 10 pL que
contienen 1 pg de BSA y 1 pL amortiguador de endonucleasa de
restriccién. Los digeridos se incuban a 37° C durante 2 horas
luego se redisuelven en 1% de agarosa TAE. Se secuenclan los
recombinantes positivos pNOVE900-pNOV6906—-08T6PP~Assembly. E1
clon terminado se designa OsMADS6-0OsT6PP-Binario y se muestra en

la figura 27B. El nimero QC de plésmido es 12154.

El casete de expresién OsMADS6-0sT6PP-3 (SEQ ID NO. 533) se
transforma en maiz Al88 utilizando metodologia mediada por
agrobacterium estédndar. Retofios T0 regenerados se selecclionan
para ntmero de copia de transgen se insertan Iintegramente
utilizando un ensayo Taqman™. Los eventos que contienen una copia
gencilla del casete de expresiédn OsMADS6-~0OsT6PP-3 y no otra

secuencia derivada del vector binario se identifican.

Funcién de casete de expresién en cada Evento transgénico se
verifica por RT-PCR. La plantilla de ARN total libre de ADN se
prepara de 100 mg de tejido de mazorca TO utilizando el kit
RNeasy Plant. El ensayo de RT-PCR se desarrolla utilizando el kit
Qiagen One Step RT-PCR con 100 ng de plantilla de ARN total. Los
T6PP-RTPCRF (5'-gacagaactgacgaagacgctttcaa-3'} y 6906-tr (5'-
ctecaacttctgacagetg-3') iniciadores (SEQ ID NOS. 534, 535
respectivamente). Este ensayo produce un fragmento bp transgen-

especifico 210.
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Ejemplo 9: Condiciones de Crecimiento en Invernadero

Semillas de maiz se cultivan en tazas de 2.5 SVD (Classic 600,
contenedores nodriza de ~ 2 galones) en mezcla universal (Sungrow
Horticulture, Pine Bluff, AR). La mezcla universal es 45% serrin
de turba, 45% de corteza, 5% de perlita, 5% vermiculita. Las
condiciones ambientales para el cultivo de mailz en invernadero
son tipicamente de 16 horas diarlas (intensidad de luz promedio
600 pmol m? s™?), temperatura de dia de B0-86° F, temperatura
noche 70-76° F y humedad relativa mayor del 50%. Las plantas se
colocan en plataformas de 2" para evitar contacto con el piso del
invernadero. Las plantas se rocian a mano hasta gque se reguiera
irrigacién, luego ellas se colocan en irrigacién por goteo. El
horarico de irrigacién es de 4 minutos cada tercer dia. Las
plantas se tratan rutlnariamente con insecticldas para controlar

pestes.

Ejemplo 10: Evaluacién de maiz transgénico que expresa OsMADS6~

O0sT6PP-3 en invernadero.

La evaluaclén de invernadero es un experimento de
resistencia al agua controlado que cuantifica la viabilidad de
los 46vulos en plantas no tensionadas y tensionadas por agua. Los
datos de plantas no tensionadas representan el potencial del
genotipo bajo un conjunto de semillas bajo condiciones ideales.
Los datos de plantas tensionadas con agua cuantifica la absorcién
de grano que resulta de la sequia al tiempo de la florescencia.

Los resultados de estos experimentos se pueden predecir o
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desempeilar en campo. Utllizamos esta herramienta para seleccionar

eventos transgénicos para evaluaclones de campo.

La segregacidén de maiz transgénico para una copia sencillla
del transgen OsMADS6-0sT6PP-3 se cosecha como se realizd
anterlormente. Se wutiliza andlisis Taqgman para dividir 1la
progenie en homocigotos o hemicigotos (que contienen OsMADS6-
0sT6PP-3) y acigotos (los grupos perdidos OsMADS6-0OsT6PP-3).
Estos individuos se polinizan con polen de maiz JHAF031 para
generar semillas hibridas (KPOO1BBRA x JHAF03l) para el
experimento de invernadero. La semilla hibrida se cultiva como se
cultiva anteriormente. Se transfieren pladntulas a 600 tasas, como
se hizo anteriormente, y se mantienen utilizando procedimientos
de invernadero estdndar hasta que ellas alcanzan una etapa de
crecimiento V6 (Ritchie et al., 1997). Todas las plantas se trata
con pesticida sistémico, maratén, para reducir la susceptibllidad
a pestes. La tensién al agua se impone gradualmente, utilizando
sal, como el osmético (Nuccio et al. 1998). La sal consiste de
cloruro de sodio/cloruro de calcio en una proporcién de 10:1
molar, suministrado en 05X de solucién Hoagland, para evitar la
interrupcién inducida por el sodio de la toma de potasio. La
concentracién de sal en el irrigante se incrementa de 50mM a
100mM a 150mM cada tres dias para dar tiempo a las plantas de
ajustarse a la sal. Las plantas se mantienen en 150mM en solucién
de sal a través del periodo de fluorescencla. Tipicamente dos
semanas, después del cual se lavan vigorosamente con agua las
materas y las plantas se retornan a irrigacién normal. Este
protocolo se reduce tipicamente el conjunto de grano al 40-60%,

comparado con las plantas de control que no reciben sal.
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Tipicamente 15-20 semillas por evento transgénico se
cultivan para generar una poblacién de pl;ntulas uniformes. Las
plantas se disponen en un diseflo de bloque aleatorio completo gque
consiste de 6-8 réplicas por tratamiento. El desarrollo de las
espigas se cubre con bolsas de polinizacién antes de 1la
emergencia de la estigma., Se registran las fechas de emergencia
de estigma y cubierta para polen y las mazorcas individuales se
manejan polinizadas con polen donante 5 dias después de la
emergencia del estigma. Las bolsas de polinizacién se remueven
después de completar todas las polinizaciones. Las espligas se
cosechan 30 dias después de polinizaciones, y se secan dﬁrante 4

dias a contenida de humedad del 15%. Las espigas se cubren y los

granos se cuentan y pesan.
Ejemplo l1ll:Experimento de invernadero.

Se estudian dos eventos OsMADS6-T6PP-3 por su capacidad de
ajustar semillas bajo tensién de agqua. Veinticuatro Semillas
hibridas (A188 x JHAF03l) de cada evento se germinan. Se utiliza
analisis Tagman para estabilizar cigocidad en cada pléntula. Los
hemocigotos y aclgotos utilizando el protocolo de tensién de agua
de invernadero descrito anteriormente. En este experimento, las
plantas aclgotas sirven como el método de prueba. En estos
experimentos de invernadero, las plantas hemicigotas pueden no
ser distinguldas de las plantas acigotas. Sobre el promedio la
tensién del agua reduce el conjunto de grano al 42%. Los datos en
estos experimentos de invernadero indican que el casete de

expresién OsMADS6-T6PP-3 no influencia el conjunto de granos en
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maiz de estos experimentos de invernadero particulares y cuando
se evaldan por los anteriores de protocolos de tensiones de agua

anteriores.

Ejemplo 12: Evaluacién de OsMADS6-T6PP-3 que expresa maiz

transgénico para tolerancia de tensién a la sequia en el campo.

Se generan semillas hibridas para cada evento transgénico en
la estacién de campo de semillas Syngenta en Kaual a finales del
2004. La semilla Tl obtenida por autopolinizar la planta T0 de
los eventos que se cultivan en cuatro tasas de filas sencillas,
12.7 pies de largo separadas por callejones de 3 pies con cerca
de 20 plantas por fila. Se utiliza anédlisis Taqgman para dividir
la progenie en homocigotos o hemicigotos {(que contienen OsMADS6-
T6PP-3) y grupos acigotos (el OsMADS6-T6PP-3 perdidos). En dos de
los lotes de fila sencllla se destruyen plantas hemicigotas y
acigotas y las plantas homocigotas se autopolinizan por semillas
en masa y también cruzadas de ensayo para NP20432BT11 vy
NP2044BT1l. En los otros dos 1lotes de filas sencillas se
destruyen plantas homocigotas y hemicigotas y las plantas
acigotas se autopolinizan y también se cruzan con NP2043BT1l1l y
NP2044BT1l1. Las semillas de cruce de ensayo acigota y hemicigota

se utilizan para conducir ensayos de campo.

Se conduce una evaluacién dé campo para probar el desempeilo
del transgen en un experimento de sequia controlada. El
experimento se conduce en las instalaciones de proteccién de
cultivos de Syngenta en Visalia, California en el verano de 2004.

El sitio de plantacién tiene tipicamente menos de 3 pulgadas de
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agua lluvia durante el verano. lLa semilla de cruce de ensayo
NP2043BT11 generada anteriormente, se utiliza en este estudio.
Esta poblacién también contiene el transgen BT para controlar la
preslén de insectos. Un disefio de bloque dividido con régimen de
agua segin los lotes principales dispuestos en bloques completos
aleatorizados y se replica tres veces, los eventos como los
sublotes, y en casos en donde existan semillas de hibridos
acigotos y hemicigotos, se utiliza genotipo como sublotes. Dos
regimenes de agua se procura: Tensionado por agua y bien
humectado. Cada lote consiste de dos filas, 17.5 pies de largo
plantados con 40 semillas por fila. Los callejones entre rangos
fue de 2.5 ples. Se utilizan surcos de irrigacién para llevar
agua a los campos. Cada bloque de tratamiento tiene una fuente de
irrigacién dedicada situada a un extremo del campo. La
replicacién se dispone en tal una forma que la replicaciédn uno
fue mAs cercana y la replicacién tres fue la maAs lejana de la
fuente de irrigacidén. Después de emergencila, se toman conteos y
los lotes se adelgazan segin sea necesario para establecer 1la

uniformidad del campo.

El blogue bien humectado se piensa que ha sido irrigado
éptimamente a través del experimento. El bloque de tensién de
agua se humecta Optimamente hasta que las plantas alcanzan
aproximadamente V, en el que el tiempo de agua se mantiene. las
plantas se regresan a la irrigacién oéptima después de 950% de

emergencila.

Después de que las plantas hacen transicién al desarrollo

reproductivo, el 50% de la cublerta de polen, se registra la
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fecha de 50% de cubrimiento de polen, la fecha de 50% de
emergencia de estigma, y el enrollamiento de hoja a florescencia
temprana, media y tardia para cada lote, los lotes aparecen tres

semanas después de que aparecen los estigmas.

Los lotes se combinan-cosechan y la produccién de grano y
humedad de grano se reglstra. Los datos de los lotes hemicigotos
se comparan con los lotes aclgotos, o lotes tipo silvestre en
donde sean necesarlos, para calibrar el efecto del transgen sobre
la produccidén. Los resultados para siete eventos OsMADS6-~T6PP-3
se muestran en la Figura 28. Los datos muestran que el transagen
OsMADS6-T6PP-3 tiene un efecto positivo sobre la produccién en
cuatro de los siete eventocs. La ganancia de produccidén es
evidente en ambos lotes no tensionados y tensionados por sequia.
Por ejemplo, en el blogue de tratamiento tensionado con sequia la
produccién promedico para los eventos 5217 que contienen el
transgen 73 Bu/Acre y la producciédn promedio para los eventos
5217 que les falta el transgen fue de 54 Bu/Acre. Los resultados
sugieren que el transgen mejora el conjunto de grano al 25% en
condiciones de tensién de sequia. En el bloque de tratamiento
menos tensionado el producto promedio para los eventos 5217 que
contienen el tranagen fue de 132 Bu/Acre y el producto promedio
para los eventos 5217 que le falta el transgen fue de 95 Bu/Acre.
Los resultados sugieren que el transgen mejora el conjunto de
grano de cerca del 2B% en plantas menos tensionadas. El producto
promedio calculado para cada lote en el bloque de tratamiento
tensionado por sequia fue de 72 Bu/Acre. El1 producto promedio
calculado para cada lote en el bloque de tratamiento menos

tensionado fue de 113 Bu/Acre. lLa mejora de producto debido al
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gen OsSMADS6-T6PP-3 varia de evento a evento. Esto se observa en
cuatro de los siete eventos ensayados y se manifiesta en ambas
plantas tensionadas por sequia y menos tensionada. Los resultados
de este experimento de campo demuestran la efectividad del
transgen OsMADS6-T6PP-3 en la estabilizacién del conjunto de

grano en maiz tensionado por sequia.

Ejemplo 13: Evaluaclén de maiz transgénice que expresa

0sMADS6-T6PP-3 para producto en campo.

Se generan semillas hibridas para cada evento transgénico en
la estacién de campo de semillas de Syngenta en Kaual a finales
de 2004. La semilla Tl obtenido por autopolinizacién de la planta
T0 de los eventos se cultiva en cuatro lotes de filas sencillas,
12.7 ples de largo separadas por callejones de tres ples con
aproximadamente 20 plantas por fila. Se utiliza anAlisis Tagman
para dividir la progenie en los grupos homocigotos ¢ hemicigotos
(que contienen OsMADS6-T6PP-3) y grupos acigotos (el OsMADS6-
T6PP-3 perdidos). En dos lotes de filas (nicas, las plantas
homocigotas y acigotas se destruyen y las plantas homocigotas se
autopolinizan por semillas en masa también cruzadas por ensayo
para NP2043BT11 y NP2044BT. En los otros dos lotes de filas
inicas las plantas homocigotas y hemicigotas se destruyen y las
plantas acigotas se autopolinizan y también se cruzan con
NP2043BT1l y NP2044BRT1l. Las semillas de cruces de ensayo acigoto
y hemicigoto de los eventos se utllizan para conducir ensayos de
campo. Una serie de ensayos de producto se conducen en varias
ubicaciones del medio oceste para probar desempefio de transgen

bajo condiciones tiplcamente utilizadas por cultivadores. El
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material XPOOl88 x JHAF431B, generado anterliormente, se utiliza
en las Gltimas 2zonas de madurez y el material XPOO x JHAF431B
generado anteriormente, se utlliza en las zonas cercanas a la
madurez. Estas poblaciones también contienen el transgen DT para
contrel de presién de insectos. El disefio experimental consiste
de bloques completos aleatorizados con tres replicaciones. Cada
unidad experimental consiste de dos filas de lotes, 17.5 pies de
largo plantadas con 34 grancs por fila. Los rangos se separan por
callejones de tres ples. Losa eventos para los cuales hubo
semillas de ambos hibridos acigotos y hemicigotos, se restringe
la aleatorizacidén para mantener los hibridos acligotos vy
hemicigotos de los eventos en los lotes vecinos. La mayoria de
eventos se evalian en ocho a nueve ublcaclones. E1 evento 5124 se
evalda en tres ubicaciones. Después de emergencia se toman
conteos y los lotes se adelgazan segin sea necesarlio para
estabilizar la uniformidad de campo. Durante el crecimiento de
lotes de estacién se evaltan para encamado de raiz, *“greensnap”,
las unidades de calor 50% de proteccién de polen y unidades de

calor a 50% de formacién de estigma.

Los lotes se combinan-cosechan y el producto de grano y la
humedad de grano se registran. Los datos de los lotes hemocigotos
se comparan con lotes acigotos, o lotes tipo silvestre segtin sea
necesarlo, para calibrar el efecto del transgen sobre producto.
Los datos muestran que el transgen OsMADS6-T6PP-3 no afecta
significativamente el producto en este experimento. Hay dos
factores para considerar. Primero la desviacién estdndar para el
producto de grano en este experimento fue de 15-20% de la media.

Esto no es inusual. Seqgundo, las condicicnes de crecimiento en el
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medio oeste fueron ideales para el maiz en 2004. Dependiendo de
la ubicacién de los productos en este experimento promediado de
90 a 130 Bu/Acre. Los resultados de este experimento de campo
indican que el transgen OsSMADS6-T6PP-3 no origina resistencia de

producto.
Ejemplo 14: Transformacién

Una vez se ha clonado una secuencia de acido nucleico de 1la
invencidén en un sistema de expresién, este se transforma en una
célula de planta. Los casete de expresiédn objetivo y receptor de
la presente invencién se pueden introducir en la célula de planta

en un nimerc de formas reconocldas en la técnica.

Los métodos para la regeneracién de plantas también son bien
conocidos en la técnica. Por ejemplo, Los vectores de plédsmido T1
se han utilizado para el suministro de ADN externo, asi como
también la toma de ADN directo por via de electroporacién,
microinyeccién, y microproyectiles. Adicionalmente, las bactérias
del género agrobacterium se pueden utilizar para transformar
células de plantas. Adelante hay descripciones de técnicas
representativas para transformar plantas dicotiledéneas vy
monocotiledéneas y asi como también una técnica de transformacidn

de pléstido representativa.
A. Transformacl6tn de Dicotlledones.

Las técnicas de transformacién para dicotlledéneas son bien

conocidas en 1la técnica e incluyen técnicas basafas en
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Agrobacterium y técnicas que no requieren Agrobacterium. Las
técnicas que no requieren Agrobacterium involucran la toma de
material genético exégeno directamente por protoplastos o
células. Esta se puede acompafiar por TEG o toma mediada por
electroporacién, suministro mediado por bombardeo de particulas o
por microinyeccién. Ejemplos de estas técnicas se describen por
Paszkowskl et al, EMBO J 3: 2717-2722 (1984), Potrykus et al.,
Mol. Gen. Genet. 199:169-177 (1985), Reich et al., Bilotechnology
4: 1001-1004 (1986), y Klein et al., Nature 327: 70-73 (1987). En
cada caso las células transformadas se regeneran a plantas

completas utilizando técnicas estdndar conocidas en el arte.

La transformacié4n mediada por Agrobacterium es una técnica
preferida para la transformacidn dicotiledéneas debido a su alta
eficilencia de transformacién y a su amplia utilidad con muchas
especies diferentes. La transformacién por agrobacterium
involucra tipicamente la transferencla del vector binario que
lleva el ADN externo de interés (por ejemplo pCIB200 p pCIB2001)
para una cepa de agrobacterium apropiada que puede depender del
complemento de los genes vir llevados por la cepa agrobacterium
huésped ya sea en un plésmido Tl co residente o cromosomalmente
(por ejemplo cepa CIB542 por pCIB200 y PCIB2001 (Uknes et al.
Plant Cell 5: 159-169 (1993)). La transferencia del vector
binario recombinante a agrobacterium se acompafia por un
procedimiento triparental utilizando E. coll que lleva el vector
binario recombinante, un auxiliar de cepa E.coli que lleva un
plasmido tal como el pRK2013 y que es capaz de movilizar el
vector binario recombinante a la cepa objetivo agrobacterium.

Alternativamente, el vector binario recombinante se puede
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transferir a agrobacterium por transformacién de ADN (Hbfgen &

Willmitzer, Nucl. Acids Res. 16: 9877 (1988)).

La transformacién de las especies de planta objetivas pro
agrobacterium recombinante usualmente involucra el cocultivo del
agrobacterium con explantes de la planta y seguir el protocolo
conocido en la técnica. El tejido transformado se regenera en
medio seleccionable que 1lleva el marcador de resistencia
herbicida presente entre los limites de T-ADN de plasmido

binario.

Otra aproximacién para transformar células de plantas con un
gen 1involucra propulsar particulas activas bioldgicamente o
inertes en tejidos de plantas y células. Esta técnica se describe
en las patentes U.S. No. 4,945,050, 5,636,006, y 5,100,792 todas
de Sanford et al. Generalmente, este procedimiento involucra
propulsar particulas activas bioldégicamente o inertes en las
células bajo condiciones efectivas para penetrar la superficie
externa de la célula y producir la incorporaciédn dentro del
interior de esta. Cuando las particulas inertes se utilizan, el
vector se puede introducir dentro de la célula al recubrir las
particulas con el vector gque contiene el gen deseado.
Alternativamente, la célula objetivo se puede redondear por el
vector de tal forma que el vector se lleve dentro de la célula
por la estela de la particula. Las particulas bioclégicamente
activas (por ejemplo, célula de almiddén seca, bacterla secas o un
bacteriéfago, cada uno contiene ADN que se busca introducir)
también se puede propulsar dentro del tejido de la célula en la

planta.
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{(B) Transformaciétn de monocotiledones

La transformacién de la mayoria de las especies
monocotiledbéneas también se ha vuelto ahora rutina. Las técnicas
preferidas incluyen transferencia de genes directos dentro de
protoplasto utilizando técnicas de electroporacién o PEG, vy
bombardeo de particulas dentro del tejido de callo., Las
transformaciones se pueden tomar con una especie de ADN tnico o
especie s de ADN miltiples (es decir cotransformacién) y ambas de
estas técnicas son adecuadas para uso con esta invencién. La
cotransformaciédn puede tener la ventaja de evitar la construccién
del vector completo y de generar plantas transgénicas con lugares
no ligados para el gen de interés y los marcadores
seleccionables, permitiendo la remocidn de marcadores
seleccionables en generaciones posteriores, que debe ser
deseable. Sin embargo, una ventaja del uso de cotranformacién es
la frecuencla del menos del 100% con las especies de ADN
separadas que se integran en el genoma (Schocher et al.

Biotechnology 4: 1093-1096 (1986)).

Las solicitudes de patente EP 0 292 435, EP 0 392 225, y WO
93/07278 describen técnlicas para la preparacidn del callo y
protoplastos a partir de una linea cultivada elite de maiz, la
transformacién de protoplastos utilizando electroporacién o PEG,
y la regeneracién de plantas de maiz a partir de protoplastos
transformados. Gordon-Kamm et al. (Plant Cell 2: 603-618 (199%0))
y Fromm et al. (Biotechnology 8: B33-839 (1990)) han publicado

técnicas para la transformacién de lineas de maiz delgadas Al188
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utilizando bombardeo de particulas. Adicionalmente, 1la WO
93/07278 y Koziel et al. (Biotechnology 11,: 194-200 (1993))
describe técnicas para la transformacién de lineas cultivadas
elite de maiz por bombardeo de particulas. Esta técnica utiliza
embriones de maiz inmaduros de 1.5-2.5 mm de longitud cortadas de

una espiga de maiz de 14-15 dias después polinizacién y un

dispositivo PB5-1000He Biolistics para bombardeo.

También se puede tomar la transformacién del arroz por
técnicas de transferencia de gen directa, utilizando protoplastos
o bombardeo de particulas. La transformacién mediada por
protoplastos se ha descrito para los tipos Japonica y tipos
Indica (Zhang et al. Plant Cell Rep 7: 379-384 (1988); Shimamoto
et al. Nature 338: 274-277 (1989); Datta et al. Biotechnology 8:
736-740 (1990)). Ambos tipos también son transformables
rutinariamente utilizando la técnica de bombardeo de particulas
(Christou et al. Biotechneology 9: 957-962 (1991)).
Adicionalmente, la WO 93/21335 describe técnicas para 1la

transformacidén de arroz por via de electroporacién.

La solicitud de patente EP 0 332 581 describe técnicas para
la generaclén, transformacién y regeneracién de protoplastos
Pooideae. Estas técnicas permiten la transformacion de Dactylis y
trigo. Adicionalmente, la transformacidén del trigo se ha descrito
por Vasil et al. (Biotechnology 10): 667-674 (1992)) utilizando
bombardeo de particula dentro de las células de callo regenerable
a largec plazo tipo C, y también por Vasil et al. (Biotechnology
11: 1553-1558 (1993)) y Weeks et al. (Plant Physiol. 102: 1077-

1084 (1993)) wutilizando bombardeo de particulas de embriones

132




WO 2005/102034 124 PCT/US2005/013245

inmaduros y callo derivado de embriones inmaduros. Una técnica
preferida para la transformacién del trigo, sin embargo,
involucran la transformacién del trigo por bombardec de
particulas de embriones inmaduros e incluye una etapa de sucrosa
alta o una etapa de maltosa alta antes de suministro al gen.
Antes del bombardeo, cualquier ntimero de embriones (0.75-1 mm en
longitud) se platean en medio MS con 3% de sucrosa (Murashiga &
Skoog, Physiologia Plantarum .15: 473-497 (1962)) y 3 mg/l 2,4-D
para induccién de embrién somidtico, que se le permite proceder en
la oscuridad. En el dia escogido para el bombardeo, se remueven
los embriones del medio de induccién y se colocan en el medio
osmético (es decir, medio de induccién con Bsucrosa o maltosa
agregada a la concentracién deseada, tipicamente 15%). Los
embriones se le permiten plasmolizar durante 2-3 horas y luego se
bombardean. 20 embriones por placa de tarjeta son tipicos, aunque
no critico. Un pléasmido que lleva gen aproplado (tal como
pCIB3064 o pSG35) se precipita sobre las particulas doradas de
tamafio de micrémetro utilizando procedimiento esténdar. Cada
placa de embrién se dispara con el dispositivo de helio DuPont
Biolistics® wutilizando una presién de estallido ~1000 psi
utilizando un tamiz de malla 80 estédndar. Después de bombardeo,
los embriones se colocando de regreso en la oscuridad para
recuperarse durante aproximadamente 24 horas (todavia en medio
osmdético) después de 24 horas, los embriones se remueven del
medio osmético y se colocan de regreso en el medlo de induccién
en donde ellos permanecen durante aproximadamente 1 mes antes de
regeneraciédn. Aproximadamente 1 mes después de que los explantes

de embrién con callo embriogénico en desarrollo se tranafieren a

medio de regeneracién (MS + 1 mg/litro NAAR, 5 mg/litro GA), que
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contiene adicionalmente el agente de seleccién apropiade (10 mg/l
basta en el caso de pCIB3064 y 2 mg/l metotrexato en el caso de
pSOG35). Después de aproximadamente 1 mes, las espiguillas
seleccionadas desarrolladas se transfieren a contenedores
estériles mayores conocidos como "GA7” que contienen MS de fuerza

media, 2% de sucrosa y la misma concentracién de agente de

seleccibn.

Transformacién de monocotileddneas utilizando Agrobacterium
también se ha descrito. Ver, WO 94/00977 y patente U.S. No.
5,591,616, que se incorporan aqui como referencia. Ver también
Negrotto et al, Plant Cell Reports 19: 798-803 (2000),

incorporado aqui como referencia.

Ejemplo 15: uso de casetes de expresién de la presente invencién

para conferlir tolerancia a las tenslones abiéticas en plantas.

Unas ves iniciadas, las espiguillas femeninas del maiz son
por definicién simas metabblicas. Ellos requieren una corriente
de nutriente que consiste de carbohidrato, aminodcidos,
cofactores, minerales y otros materiales de tejido en fuente para
el desarrollo de combustible. Los tejidos fuente incluyen hojas,
raices, los tallos y otras partes de las plantas vegetativa.
Muchas de las cuales llegan en cada espiguilla que se consuma
ripidamente, se convierte en material de pared celular, proteina,
lipidos, 4cidos nucleicos etc., muy pocos se mantienen en

raserva.
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Una corriente de nutrientes cae durante periodos de tensién
abiética. Esta tensién se impone por un numero de estimulos que
incluyen sequia, cumplimiento de nubes, temperaturas de extremas,
y eliminacién de nutrientes del suelo. El1 desarrolloc de las
espigquillas continia a pesar de las condiciones de crecimiento,
que descansan en reservas de energia y materia prima. Las
reservas mantienen el desarrolle durante, al menos, unos pocos
dias. Si el periodo de tensién abiética se prolonga las reservas
se agotan y cesa el desarrollc de la espiguilla. El resultado es

el aborto del grano y produccién reducida.

Las casetes de expresién OsMADS de la presente invencién se
pueden utilizar para incrementar 1la fuerza de encima en
esplguillas femeninas al fusionarlas a los genes que funcionan
para incrementar la fuerza de sima. Estos genes incluyen genes de
metaholismo de trehalosa, invertasa, y transportador de sucrosa.
Muchos de estos genes no se expresan en altamente en espiquillas
inmaduras en el desarrollo de espiguilla inmaduras. La expresién
especifica y temprana en los 6érganos reproductivos de las
plantas, las espiguillas por ejemplo, de cualquiera de estos
genes mejorara para mejorara el alimento de la espiguilla sin
detrimiento de los otros érganos de la planta. La nutriecién
mejorada permitird a las espiguillas completar su ciclo de
desarrcllo y llegar a ser competentes para fertillzacidédn durante
condiciones de crecimiento ideal y, de forma importante, durante

periodos prolongados de tensién abidtica.

El carbén llega en espiquilla en desarrollo como sucrosa. Las

espiguillas tienen capacidad limitada para utilizar la sucrosa
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debldo a que las enzimas que facilitan su entrada al metabolismo
no se expresan. Estas enzimas incluyen tranaportadores de sucrosa
gue ayudan a la toma de sucrosa cargada del floema. Los casetes
de expresién OsMADS pueden incrementar los niveles de
transportador de sucrosa en la transmisién y otros tejidos
maternos. El desarrollo de combustible de sucrosa importados y el
exceso de sucrosa se incorpora en el almidén y las reservas
vacuolares. Las reservas de sucrosa y almidén incrementadas
permiten a las espiguillas completar el desarrollo durante

periodos prolongados de tensién abiética.

La nutricién por carbono también se puede mejorar por via de
la expresién de invertasa incrementada. Esta familia de enzima
cliva la sucrosa en glucosa y fructosa. Ambos monosaciridos se
pueden acumular a niveles altos y entrar répildamente al
metabolismo del carbono. Los casetes de expresidén OsMADS de la
presente invencién se pueden utllizar para incrementar los
niveles de sucrosa y fructosa en regiones apoplédsticas de
espiguillas y otros tejidos maternos por via de la expresidn por
una pared celular invertasa o apopléstica. Los monosacéridos
entran a las células y el metabolismo del carbono m&s facilmente
que la sucrosa. La utilizacién de la sucrosa facilitada debe
incrementar la carga de sucrosa desde el floema, Yy la

disponibilidad del carbono para desarrollar las espiguillas.

De forma similar, la nutricién por carbono en el citosol de
las mazorcas en desarrollo se puede mejorar por via de la
expreslén de una invertasa neutra o citosélica. Esta enzima cliva

la sucrosa en el citosol, facilitando 1la entrada en el
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metabolismo de carbono. El1 casete de expresién OsMADS de 1la
presente invencidn puede incrementar la expresién de invertasa
neutra en el desarrolla de las espigquillas. La utilizacién de
sucrosa incrementada en el cltosol, en la transmisién tejido de
mazorca relacionado incrementa la demanda de sucrosa y asi, la

sucrosa y la importa del apoplasto.

La disponibilidad del carbono y la résistencia de tensidn
abiética en el desarrollo de espiquillas también se pueden
mejorar por via de expresidén de una ilnvertasa de acldo soluble o
vacuola. Esta enzima cliva la sucrosa en fructosa y glucosa en la
vacuola, haciendo el carbén disponible para metabolismo de
energia. La conversién de sucrosa en glucosa y fructosa también
incrementa el potencial de soluto de la célula, permitiéndole
mantener aqua y asi, turgencia durante perlodos de sequia. Esto
permite a las espiguillas continuar desarrollidndose a pesar de la
disponibilidad de agua reducida. Nuevamente, los casetes de
expresién OsSMADS de la presente invencién pueden incrementar la
expresién de invertasa de A4cido soluble o vacuola en el
desarrollo de espiquillas para los propésitos de mejorar la

tolerancia de la tensién abidtica.

Las funciones de trayectoria de trehalosa para regular el
particionamiento de carbono entre metabolismo primario y sintesis
de almidén. La regulacién de esta trayectoria dirige el carbén
hacia la sintesis de almidén. Los casetes de expresién OsMADS de
la presente invencién se pueden utilizar para dirigir 1la
expresién de la sintasa trehalosa-6-fosfato, trehalosa-6-fosfato

y fosfatasa y trehalasa en el desarrollo de espiquillas,
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incrementando por lo tanto la fuerza de sima y sintesis de
almidén en aquellos tejidos. El mantenimiento de un grupo de
almidén grande permite el desarrollo de espiguillas para perilodos
prolongados de tensién abiética y completar su ciclo de

desarrollo.

Aunque la anterior invencién se ha descrito en algin detalle por
via de ilustracién y ejemplo para propdsitos de claridad de
entendimiento sera obvio que ciertos cambios y modificaciones se

pueden practicar dentro del alcance de la presente invencién.
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REIVIMDICACIONES
1) Un casete de expresidén para expresién de producto de

a)

2)

3)

molécula de 4cido nucleico en el tejido reproductivo de

una planta que comprende:

un promotor, un primer exén; un primer intrén, de un gen
MADS, en donde dicho promotor, primer exén, intrén vy
segundo exdé4n son la secuencia reguladora 5’ de dicho
casete de expreslén; en donde dicha secuencia regquladora
5’ se ha construido por ingenieria para incluir un codén
de iniciacidén transnacional en aproximadamente el extremo
3’ de dicha secuencia reguladora 5’ y no contiene sitios
de endonucleasa de restriccién que oculten la
manipulacién por métodos de ADN recombinantes o codones
de iniciacién de traduccién adicional corriente arriba de
dicho codén de iniciacién trasnacional;

b) una secuencia reguladora 3’ de un gen MADS; y

c) una molécula de &cido nucleico ligada operablemente a
dicha secuencia reguladora 5’ y dicha secuencia

reguladora 3’.

El casete de expresién de la reivindicacién 1, en donde
el producto de dicha molécula de dcido nucleico cuando se
expresa en una planta hace a dicha planta tolerante a la

tensién abiética.

El casete de expresién de la reivindicacién 1, en donde

cuando se expresa en una planta el producto de dicha
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4)

5)

6)

7)

8)

9)

molécula de 4&cido nucleico incrementa 1la fuerza de

drenaje en dicho tejido reproductivo de dicha planta.

El casete de expresiédn de la reivindicaciédn 2, en donde
dicha molécula de acido nucleico es un gen transportador

de sacarosa.

El casete de expresién de la reivindicacién 2, en donde

dicha molécula de &cido nucleico es un gen invertasa.

El casete de expresidén de la reivindicaciédn 2, en donde
dicha molécula de &cido nucleico es una molécula de

interferencia de ARN dirigida contra un gen invertasa.

El casete de expresién de la reivindicacién 1, en donde

dicha molécula de acido nucleico es un gen T6PP.

El casete de expresidn de la reivindicacién 1, en donde
dicha molécula de A&cido nucleico se describe por la SEQ

ID NO 531.

El casete de expresién de la reivindicacién 1, en donde
dicha molécula de acido nucleico se describe por la SEQ

ID NO 532.

10) E1 casete de expresién de la reivindicacién 1, en donde

dicha molécula de &cido nucleico se describe por la SEQ

ID NO 536, 537, 538, o 539.

[4©



WO 2005/102034 137 PCT/US2005/013245

11) E1 casete de expresiétn de la reivindicacién 2, en donde
dicha molécula de &cido nucleico es un gen de metabolismo

de trehalosa.

12) E1 casete de expresién de la reivindicaclién 2, en donde
dicha molécula de acido nucleico es una molécula de
interferencia de ARN dirigida contra un gen de

metabolismo de trehalosa.

13) Un vector recombinante que comprende el casete de

expresién de la reivindicacién 1.

14) Una célula de planta transgénica que comprende el casete

de expreslén de la relvindicacién 1.

15) Una planta transgénica que comprende la célula de planta

transgénica de la reivindicacién 10.

16) Una planta transgénica de acuerdo con la reivindicacién

11, en donde dicha planta es una planta monocotiledonea.

17) Una planta transgénica de acuerdo con la reivindicacién

11, en donde dicha planta es una planta de maiz.

18) Una planta transgénica de acuerdo con la reivindicacién

11, en donde dicha planta es una planta de arroz.

19) Semilla de la planta transgénica de la reivindicacién 11.

[ 7
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20) Semilla de la planta transgénica de la reivindicacién 12.

21) Semilla de la planta transgénica de la reivindicacién 13.

22) Semilla de la planta transgénica de la reivindicacién 14.

23) Plantas que contienen el casete de expresién de acuerdo

con la reivindicaeién 1.

24) Un casete de expresiétn gque comprende una secuencla
reguladora 5’ seleccionada de grupo que consiste de la
SEQ ID NOS.
6,12,20,28,506,34,39,43,47,51,55,59,63,67,71,75,79,83,87,
91,95,99,103,107,111,115,119,123,127,131, y 526 y una
secuencia regquladora 3’ seleccionada del grupo gque
consiste de la SEQ ID NOS.
10,16,24,30,507,36,40,44,48,52,56,60,64,68,72,76,80,84,88

,92,96,100,104,108,112,116,120,124,128,132,y 527.

25) Un método para construir un casete de expresién que

comprende las etapas de:

a) seleccionar un gen objetivo:

b) identificar la estructura de lectura abierta sobre dicho

gen objetivo sADN;

c) identificar 1las ©posiciones del <codén de inicio

transnacional, codén de parada transnacional, el primer

.
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d)

e)

intrén, primer exén, segundo exédn, la secuencia 3’ no
traducida y la secuencia 3’ no transcrita de dicho gADN
objetivo al utilizar el cADN para anotar dicho gADN de

gen objetivo;

construir una secuencia reguladora 5’ que comprende dicho
promotor, primer exén, primer intrén, y segundc exbdn, y
una secuencia reguladora 3’ que comprende la secuencia 3

no traducida y la secuencia 3’ no transcrita; y

Ligar operablemente una molécula de 4&dcido nucleico a
dicha secuencia reguladora 5 y dicha secuencia
reguladora 3' de dicho casete de expresién, en donde
dicha molécula de acido nucleico se expresa en una forma

que imita la expresién de dicho gen objetivo.

26) E1 método de construir un casete de expresién de acuerdo

con la reivindicacién 25, en donde gen obietivo es un gen

MADS,

27) El método para construir un casete de expresiétn de

acuerdo con la reivindicacién 21, en donde dicha molécula

de acldo nucleico es un gen transportador de sacarosa.

2B) Un método para construlr un casete de expresién de

acuerdo con la reivindicacién 21, en donde dicha molécula

de Acldo nucleico es un gen invertasa.

|9
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29) Un método para construir un casete de expresidén de
acuerdo con la reivindicaclién 21, en donde dicha molécula

de 4cido nucleico es un gen de metabolismo de trehalosa.

30) Un método para construlr un casete de expresién de
acuerdo con la reivindicacién 25, en donde dicho gen de
metabolismo de trehalosa es un gen sintasa trehalosa-6-
fosfato, un gen trehalosa-6~fosfato fosfatasa o un gen

trehalasa.

@ 31) Un método para construir un casete de expresidén de
acuerdo con la reivindicacién 24, en donde dicho gen
invertasa es un gen invertasa de &cido soluble, en un gen
invertasa neutral soluble o un gen invertasa de acido

insoluble.

32) Un método para construir un casete de expresiédn de

acuerde con la reivindicacién 21, que comprende

@ adicionalmente la etapa de construir por ingenieria un
codén de iniciacién transnacional en aproximadamente

extremo 3’ de dicha secuencia reguladora 5’.

33) E1l método para construir un casete de expresién de
acuerdo con la relvindicacién 21, que comprende
adicionalmente la etapa de construir pro ingenieria dicho
casete de expresidn que no contiene sitios de restriccidén
de endonucleasa que oculta la manipulacién por los

métodos de ADN recombinante o codones de iniciacién de
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traduccién adiclonal corriente arriba de dicho codén de

iniciacién de traduccién.

34) Un método para conferir tolerancia a la tensién abiética
a una planta que comprende las etapas de construir un
casete de expresién que comprende secuencias regquladoras

5' y secuencias regquladoras 3’ de la familia del gen MAD.

35) Un método para construir un casete de expresién de
acuerdo con 1la reivindicacién 21, en donde dicha
secuencia reguladora 5’ se selecciona del grupo gque
consiste de las SEQ ID NOS.
6,12,24,30,507,36,40,44, 48,52,56,60,72,76,080,84,88,92, 96,

100,104,108,112,116,120,124,128,132, y 527,

36) Un método para construir un casete de expresién de
acuerdo con la reivindicacién 21, en donde dicha
secuencia reguladora 3' se selecciona del grupo que
consiste de las SEQ ID NOS.
10,16,24,30,507,36,40,44,48,52,56,60,64,68,72,76,80,84,88

,92,96,100,104,108,112,116,120,124,128,132, y 527.

37) Un método para construir un casete de expresién de
acuerdo con la reivindicaclén 21, en donde dicho gen

objetivo se selecciona basado en sus datos de expresién.

(sl
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Iniciadores para secuencia reguladora 3’ de clon

3324-3 1D No, 147) IS“CTAGCTAGCTAGCTACOGTITCAGCTTC-Y
80031244 . ID No. 148) §'-TGGAGATCOACCACAATTAAATICAT-2

| i I
AR003328.3 !Q_Bg D No. [60) BYTAAGTAA CAQGCAATAAGCTOR.Y
338-4 . [D Mo, 161) §-ATIC ATAUCCTTTICTCOCT -3

ABO77760-1 (SEQ. ID Ne. 169) | TGATATATCATOGOCGCCGCCACCT S

ABOTHI6)-4 (SEQ. ID No. 170) ls'. CCOTOGTACTOAAATCOAMAAAAGAAATTF |

093643-3 (SEQ. ID No, 181) IS-TAAGCTOCT CT-y
0936454 (SRQ, ID No. 182 COGCTACCTCTCGCCOGAGTACG S
F139664-3 (SEO, 1D Mo, 195 |5-TAAGGAGOCTTCAGATCCATACCAGS

139664-4 (SEQ. [D No. 196) I5-OCATAAACATTGTGAAGCAACATTICY

[AF139665-3 (SEQ. 1D o, 209) - TOAAQUCATCTOTTOATCTCAAACGTC S,
AF139665-4 (SEQ. 1D No. 210) 1#- ATGAACTCEACCTCOAGAACTEAGCCT-Y

L ——— |

F141964-3 (SEQ. 1D No. 220 $. TGAGCAGGAAGCACAGGTGTCOCTAY-3'
(AFI41064-4 . ID No, 221) IS-ATGAGATACAATCTAGTACAACCOAAT-Y!

419653 (S50, 1D No. B4 IS TOAAGAAGGCCAGCCACAUCAACAGCTG S
71410654 (SEQ. 1D No. 235) B-CCTTATCOAATATTCAAATCICGATG-Y'

F174093-3 (SEQ. ID Na. 248)_5*TGACTTCCIGGAAGCAGTAGGAAC.S
17409)-4 (SEQ. TD Ng. 249) |9-CCCCTTCTCCTCCTCCOGUAAGAAGY |

“CIGCATATA CATTGCAATTTTA-Z |

AF345811-3 [SEQ. 1D No. 273) S TAAGATGATCATCGTCO TCOICGTOG.3' : ‘
3459114 (SBQ. ID No. 274) F‘;’!'I‘GAG'HMTGGCMGATAMTTAGATATAO-?

4245493 (SEQ. ID No, “TGAGATATCATCOC ceacca.y
74243494 (88Q. ID No. 286) {S-TTTTATTATCTIGGCOAGUCCCAAGCACCTITG Y
293816-3 (SEQ. ID Ne. 297) |S“TOATOACTGGAAACTAAAACTOAGAGGA-3
AJNIRIEA (SBQ ID No. 208) |5 TTTGAAACAT]ITCGGCCCTGACTCTCCT-S i
Y115556-3 (SEQ. ID Na. 307) |S“TAACACTAATAA T TACS |
Y113356-0 (§BQ. 1D Ne, 308) [S-AA COAATGATTAAATIGCAT-3'

V1776853 (SEQ. [D No. 318) |S-TAAGACATOATCAAGTOTTAAAMCAGSY |
AY) 776934 (SEQ. |D No. 315) 19-00 AACCAGCATGOTAAGCT-3!

Pagina 23
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"~ Iniciadores para

secuencia reguladora 3/ de clon

BO03324-3 (SEC. 147
AB0024-4 (SRO. ID No. 1

AQCTAGCT, )
AGATCOACCACAATTAAATYIOGT-Y

\1L003328-3 (861. ID No. {
3328-4 (SEQ. TD No, 161

“TAAGTA QCCAGOAATAAGCTOG?

-ATTGCCA0ACTATAGCCTTTCTCECT-S)

| S—
[AD?72260-1 (B8O 1D No. 163)
BO77760-4 (SEQ. ID No. |

' TGATATATCA ICCOCCH-3
x TGGTACTOAAACCOAAAAAAGARATG-3"

3645-3 D Ne. 181
003645-4 {SEQ, ID Ne. 182

8T, G QCCACT-3'

»QCACGOCT: GOCOGAGTALCO-Y'

ARt -3 (SEQ. ID No. 198 5'-'1‘MO0A

CAGATCCA g-3

IAF1395044 (8O, I No. 1 TAAACATIOTGAAGCAACATTTCY |
1396653 (SEQ. ID No. TCTGY TOATCTCAAACCICS'
¥1)9665-4 (SEQ. 1D No. 210) |3 ATGAACTCCACCTCGAG Qccr-y’

[AF141964-4 (SEQ. ID Na. 221) I-ATGAGATACAATCTAUTAGAACGAATY-3'

[AF141964-3 (SEQ. ID No. 220] 5-TGAGCAOGAAGCACAGGT X

AF204063-3 ID No.
g@&n (SEQ. I} No. 261)

y JTTCAGGCTT.2'

S CTGCATATACTIGCAACATTGCAATTITA-3 |

$911.3 (SIQ, IDNo. 17
1§91 4 {SEQ. 1D No, 274

LTAAGATGATCATCATCGTOGICGT OO Y

I GACTTAAATOGCAAGATAAATTAGATATAGY |

F424549.3 NQ.
4145494 (S8EQ. YO No. 286)

LTAAGATATCATCOCCOCCO CCG-3' |
S-TTTTATTATCTIOGCAAGUCCCAAGCACCTTTG

AIBHIES L3060 e 5 T OATOGCTGOAACTAAACTGAGAGOAY |
AJ2038164 (FEQ TD No STTTIGAAAC QCTCTCCTY

-

Y115556-3 . 1D N
AY) 155364 (REQ. 1D Na, 308

TAACACTAATAAY aQGOGG. 3

S-AACTTTOCACORATOALTMATIOCATY ]

AY177695-3 (SEQ. TD No. 318
AY 1776954 . ID N, 3
!

TAACACATGATCAAGTGTTAAAAACAG-3
. GTCAAACCADCOTA =3

"Pégina 23

| %)




WO s PRCT NSNS

AY 1716261 (SEQ. 10 Na. 332} - TOACCAGAAAAACATIOTTITCCTACSY —
AY177606- (SEQ. I o, 323) W-TTTOGCATTGCACTGCATICCAGOAA-Y. . :

N N
YIZ7608-3 (SBO 1D No. 34d) [$*TEATTGCCCTICITICCATCCCAATAQG- 3 —_—
AY 770954 (BBQ. D No. 345) B’-Gﬂunmnmcpa' s
\AY177699-3 (REQ. ID No 3 1; "TAGAAACAGATAGACACTIOACGTTCAY ;

\’LTJ.W (SEQ. ID N 358) 15 AGGCI TOOTGCARGGATACGAAATCT TGS |

m AVIP7AN (SEQ 1D NG, 362) ,g .TAocoBTcwancrrrggIgA
v‘mm 4 (SEQ 1D No: 369) E‘-TMTHTAC'L\GTACTTI‘MCI'I‘POAC-J‘

* T r———

‘Aﬂmuz-z SEQ. 1D No_181] [5-TAAUACTATGOCUTAAACCT GGACGA-Y
F}:n"'mi-«. {SEQ. 1D Na, 303) B-CCOTGATTATCACAGAAGACCAATGTATACY |

WYATINET (SEQ. 10 N0. 300) P TAAGACTATOCCOTACAAGCTODACGAY
(AY228482.4 (SEQ 1 Yo, 365) p- COUPGOTYOTCACAGAAQACCAATCTATACY I

[;__\_}'mm«,a (SEQ, D No, 467 g,'r AGAAGATOTTCAGATGAAATGGTCIECT. Y
AY250075.4 (SB0, TD No. 408) A-AAAAAATCACCOGOOTUAALTATITAGGGA. Y _
1

@5;7.3 (SEQ. W) No. 421)  BTACNICTOCTCAGCACTGECAATITGY
L379527.4 (SEQ, 1h Ng, §33)___6 THOTGOTGCTCOAGOTGCTGAGCGLA.F |

| {

IL37528-1 /880. 1L No. 434} E‘-TAGT[TI’GGTGHGACAOCOTA(:IiTA.C-‘s‘
{L33528-4 (SCQ. 1D No 435) (S TGAAAGCTACATTITAGCCTYGTATI TG
1

1
Fzsw-: (SEQ. ID No. 443) __ S TGAACAGTOCOTGCATGAACACCTACATG-Y

#8914 (SEQ. 1D Na. 426} PJ-OATOTTTITTITIGTCTITTOATGCAADOCC
AF095646-3 (SBQID Mo, 510) I5-TGAAGTCCAAGCTIGCTAATAAAAACGGTG:?
[AB09SAdu-4 (SEOID Mo, 313 {5-A1GO0TAGGOCTGCACGAAATGE. '

o k- ....L. .

dnmp———

‘Inlciadores para mutagénesis de secuencla reguladora 5’
Nombre Secuencia

ABC03122-8 (SEQ, TD Ne. u'nTF' CGCGCUGCGECUATCOCGEIGRAGAGOCGH-S

10033826 (SEQ. D Ko, D Ko. 134} {§-CITCTOTIQOACAGTAYCAATGAAATE. X'

AB003323- -7 (864, 1D No. 139) -ATTTCATCCATOCTACAATTTATITT -3

ADNIZ: (550,10 Yo, 19) 5\ GaADOCCEACGAGGTCICRGCTC

b

I

3334-S (SBQ. D Ne. 149) K. TCOAUCGECABATCOACATULGHCGAUGUA-Y

1Anuoanugsng 10 Ko, 1500 8-AATTCATATITCAGCATCCTIAMGAC.S'
1A1ID03324.7 (8 . -ACTOTGCAGATE AGGTCATOCGCTCATY

3"4-!! Q. Il Xa, 152} kUGCCTAOGAGCTGTUCh"TX'ICTGCG;l-B‘

ABOAS343 (S50 1D No. 153) [5-ACGCOTCCOGOCATORCTUL, FAGCTAG-Y: _

F—-—u—-———-——-_-——-—l—-—-ﬂ-—-——_-'-'
ABGT7750-6 (SEQ, 1D Nn. 172) 18- COCACQGACATCATCAAGANIGCCAG-S

ABOT7760-5 !.EE}.ID Re. 171} :5'— CCTGEAGGGOGOIGCCATCGGUACGOGCAATGATCGA-S

ABOTT760-7 {SEQ. 1D Na. 173) i$'. TOOCCATCATCATCTTCTCCTICCAC.Y

I_ABO?'??GD-__(S SEQ. 1D No. 174} ’IS‘ ATGAASAAGOCCAGGOTGCTCACCGT GCTCT.S

4 1L
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of such natioral law provisions in these and certain other Statas,)

Box Nu. VI PRIORITY CLAIM

The priority of the Inllowing carlier application(s) is hereby claimed:

Filing date of INumhelr Where earlicr application ix:
f carli licati carlier application . -
° {mm;n e appie - n;:"l:“l:;:g I':;:E:, regional applicEiion:* | international application:
of WTO regional Office receiving Ofice
item (1)
20/04/2004 60/563,687 us
tem @) 042004 | 80/563.678 us
item (3)

D Funther priority claims are indicated in the Supplemental Box.

The receiving Office is requested to prepare and transmit to the Intemational Burcau a centified copy of the esrlier application(s) (oxly
ifthe earlier application was filed with the Office whick for the purposes of thix international applicarion is the receiving Office) identified
abave as:

all items [ iemm O ieme [ item@) [C] other, see Supplemental Box

* Where the earlier application is an ARIPO application, indicate of leas: one m'znw 10 the Paris Convention for the Protection of
Industrial Property or one Member of the World Trade Organization for whick thai earlier application wes filed (Rule 4.10(B)(i)):

Box No. VII  INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

Cholice of Infernational Searcbing Authority (ISA) (if o or more Intermational Searching Authoriiies are competent fo carry ouf the
{nternational search, indicate the Au‘rhon'fy cha.’r'e{u; the gv-kuer code may be wred): e

7 N A R
Request to use results of enrller search; reference to that search {If an carlisr scarch has been carried owl by or requested from the
Imternational Searching Authority): —_

Date (dawmantk/yaar) Number Country (or regional Office}

Box No. VIII DECLARATIONS

The following declarations are contained in Boxes Nos, VIII (i) o (v) fimark the applicabie Number of
check-baxes below and Indicore in 1he right column the number of each type of declaration): declarations
[] Box No. vII (i) Declarstion es to the identity of the inventor
D Box MNo. VIII (ii) Declaration as 1o the applicant’s entitlement, as st the internations! filing

date, ta apply for and be granted & patent
D Box No. VI (iii) Declarstion as to the applicant’s entitiement, as at the international {iling

date, 10 claim the priority of the earlier application

D Baox No. VIII (iv) Declaration of inventorship (only for the purposes of the designation of the
United States of America)

[[J Box Na. VI (v) Declaration as 10 non-prejudicial disclosures or exceptions to tack of novelty

Form PCT/RO/101 (second sheet) {April 2005) See Notes to the request form



SheetNo. .......
BozNo.IX CHECK LIST; LANGUAGE OF FILING
This international application contalns: This intcr”r:'rim’:l lpplicl;i’oﬂ:tmmpmled I:):'}he fotlowing N;_amber
i item(s [ icable -boxes below indicate in of ite
(a) mll?er. the foliowing number of "";( ) o the n:m of each ltem): f liems
request {including I. W fee calculation sheet : 1
declaration sheets) _ : 4 | 2. original separate power of attomey
;’:’I':;P;iﬂﬁ'(ﬁ'“'::é,“gr 3. O original gencral pawer of attomey
tsbles related thereto) : 7| 40 elgpy of general power of attorncy; reference number,
claims . 3 LT
abstract . 1 5. 0 semen explaining lack of signature
i . 6. jority documeni(s) identificd in Box No. VI as
drawings 28 | & D e e e e e
::""'I‘::;::' of sheety : 113 7. 00 tmnslation of intemational application into
cnee : Mangumpe): .. ... .. ittt iiiaae i
tables related therclo g 8. O separste indications concerning deposited microorganism
gr hl::g. ﬁml mumber or other biological material
> on paper. 9. B sequence listing in electronic form
mﬁrﬂmh mmn olp:l'nd number of carriers) _
see (e) below) — (i) [J copy submitted for the purposcs of intemational search under
Rule | 3rer only (and not as parl of the international application) :
Total number of sheets H 113 (il) D rm&mmrb mwm ‘lw‘ﬂmm.lﬂ)
(6) C1 only in electronte form additional copies including, w ndng:lir.ahl:. the copy for the
(Section 801(aX(i)) purposes of international search under Rule 1 3ter :
i isti (1) together with relcvant sialement as 1o the identity of the copy or
(53 E ﬁlﬁn::::d‘?:mm iy W cn;eiu w-in: the ls;ul:n:e lipting I::'enlioned in l‘ex colunmow : 1
10. tables in electronic form related 1o sequence listi
© 0 ?é'ﬂﬂ.;':ﬁ?ﬁ:?('ﬁ )g‘“'"‘ = {Indicate type amli n::ger of care "8
(i} O] sequence listing (D O copy submitied for the purpases of international search under
(i) [J tables related thereto %}E::ﬁl.&z)[bqwm) only (snd not as part of the intemational :
d ber of carriers (diskelte, i where check-box (B)(i j) Is marked in lefi column,
C Rg;ﬂ.ngl';-n 'rll' 05:‘) on \\('hliﬂh are @ O ﬁnd'ﬁ?:im'ﬁnpia imlu% ﬁﬂ, ﬂ?’ﬂ Jicable, :.ll'wqfopy for i,he
contained the purposes of international search undgr Seciion BO2(b-guarer)
B sequence listing: . 4.CR-ROM'S. . .| iii) [J rogether with relevant statement a o the identity of the capy ar
[0 twbles related thereto; . . .. ........ copies with the tables mentioned in lefi column :
{edditional copies to be indicated wnder 11. O other fspecify): Poyment Forn. Express Mel, Posicerd ..., 3
items 9(ii} and/or 10(1y), in right column)
Figure of the drawings which 1 Language of filing of the English
should accompany the abatraci: international application: ng

BuxNo.X  SIGNATURE OF APPLICANT, AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE
Next to sach sigrature, indicate the name of the person signing aad the copanily in which the person sige (if nach copacity is aot obvious from rending the request).

e [oures.

VRANA, Brucs, Reg. No. 38,672
for SYNGENTA PARTICIPATIONS AG -

For receiving Office use only

1. Date of actual receipt of the purported 2. Drawings:
international application:

3. Corrected date of actual receipl due 1o later but
timely received papers or drawings completing
the purported international application:

4. Date of timely receipt of the required [ nat received:
cormections under PCT Article (1{2):

5. Intomationa} Searching Authori 6. [ Tranamital of search copy del
(if o or mors are competent: - ISA / [ i senrch fee s pasa T =447

For International Burcau use only

Date of receipt of the recard
by the lnlern:'timl Bureau: ooy

Form PCT/RO/101 (last sheet) [April 2005) See Notes io the request form



{12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

(19) World Intelleciual Property T
0 hxali A
Inoragooa! Burean %@g@ | A RS AT

i43) International Publication Date
3 November 2005 (03.11.2005)

PCT

(10) Internutional Puhlication Numher

WO 2005/102034 A2

(51) Internutionul Putent Classification’; AU1H Y00

(21) Iniernailonal Applicullon Number:
PCTUS2005/)13245

(22) Infernational Fillng Dute: 19 April 2005 (19.04.2005)
(25) }ling Languuge: English
(26) Publicution Languspe: 3nglish
{3) Priority Data:
6/563,687 20 April 2004 {20.04.2004) US
6(/563,678 30 April 2004 (20.04.2004) US

(71) Applicupl {for all designated Siales except US): SYN-
GENTA PARTICIPATIONS AG |[CH/ACH); Schwarzwal-
dallce 215, CH-4058 Basel (CH).

{71} Inveotors; and

(75) Inveniors/Applicanis (for /S nnly): NUCCIO, Michael,
L. |[US/US); 3054 Comnwallis Road, Research Triangle
Park, NC 27709 (US). LAGRIMINI, Meark, L. [USUS|:
4008, New Yarmouth Way, Apex, NC 27502 (US)
MEGHJI, Moex [US/US]; 14658 Fust 925 North Road,
Hloomington, 11, 61704 (US),

(M) Common Representullve: SYNGENTA PARTICIPA-
TIONS AG: 3054 Camwallis Road, Research Trianghe
Park, NC 27709 (US),

(81) Deslgnated Siates (uniess otherwise imlicored. for every
kind of natlonal prowevtion available): AE AG, AL, AM,
AT, AU, AZ BA, BB, BG, BR, BW, BY, BZ, CA.CH, CN,
CO, CR, CU, CZ, DE, DK, DM, DZ, I, ER, B, LS, F,
GH, GD, G, GH. GM, HR, IU, ID, 11.. IN, IS, JI Ki§,
KG, KM, KP, KR.KZ,LC, LK. LR, LS, LT.LU. LV, MA,
MD, MG, MK, MN, MW, MX, MZ. NA, NI, NO, NZ, OM,
PG, PH, PL, PT, RO, RU, 8C, SD, SE, 8G, SK, 5L, SM, 8Y,
T), TM, TN, TR, T, TZ, UA, UG, US, U2, ¥C, VN, YU,
ZA.7ZM, ZW.

(83) Deslgnuied Sloles (unless otherwise indlcated, for every
kind of regional provection available); ARIPO (BW, Gli,
GM. KE, LS, MW, MZ, NA, SD, SL, 3Z, TZ, UG, ZM,
2W), Enrasian (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RlJ, TJ, TM),
European (AT, BE, Bd. CH, CY, CZ, DE. DK, [, ES, Fl,
FR, GB, GR, HU, 1K, IS, IT. LT, LU, MC, NL, PI_ PT, RO,
SE, S1. SK, TR). OAPI (BF, B], CF, CG, C1, CM, GA, GN,
GQ, GW, ML. MR, NE, SN, TD, TG).

Published:
without imternational search report and 1o be republished

upon receipt of that repory

For wo-letier codes and other abbreviations, refer to the "Guid-
ance Notes on Codes and Abbreviations™ appearing at the begin-
ning of each regular issue of the FCT Gazente.

(54) Tlile: REGULATORY SEQUENCES FOR EXPRESSING GENE PRODUCTS IN PLANT REFRODUCTIVI TISSUE

AF141947
[ e e— N1 |\
) 150
| 0
—
A
ABOT42YS (pramomer)

— £0026295
NP UIL AN .

WO 20057102034 A2 |1F 00150 AT 000 A

R W 1000524, 108

455
457-55¢- 557. 0y

(57) Absiract: Expression cmsseties causing specific regulatory control of transgene expression in plants, wherein the expression
casselics include regulatory sequences from the MARS gene family for eapression of nocombinant gene proxucts in the reproductive
tintue of plunts for the purposc of generating abiotic siress iolerant plants.

|47
&+
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Attomey Docket No. 70369WOPCT

IN THE UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE

IN APPLICATION OF:

Syngenta Participations AG et al.
INTERNATIONAL APPLICATION NO:
PCT/US05/13245

INTERNATIONAL FILING DATE:

19 April 2005

TITLE: REGULATORY SEQUENCES FOR
EXPRESSING GENE PRODUCTS IN
PLANT REPRODUCTIVE TISSUE

Mail Stop PCT
Commissioner for Patents
P.0O. Box 1450

Alexandria, VA 22313-1450

CORRECTION OF APPLICANT(S) AND/OR INVENTOR(S) ADDRESSESES
AS STATED IN THE REQUEST

Dear Sir or Madam:

This paper is being filed in order to correct the address listing for applicants and inventors
LAGRIMINI, L. Mark and MEGHJI, MOEZ in the above-identified international application.

Accordingly, Applicant submits herewith a substitute Sheet No. 2 of the PCT Request
(Form PCT/R0/101 continuation sheet) in order o correct the address listing for applicants and
inventors LAGRIMINI, L. Mark and MEGHIJI, Moez.

Applicant respectfully requests that the Intemnational Bureau publish the addresses contained
in the enclosed Sheet No. 2 of the PCT Request (Form PCT/RO/101 continuation sheet) and not the
addresses stated in the original Sheet No. 2 of the PCT Request (Form PCT/R0O/101 continuation
sheet).



Lo

Pa—] TN

)

]

L]

2.
Syngenta Participations AG et al.
Intemnational application No. PCT/US05/13245

It is believed that no fee is due with this submission, However, the Comissioner is hereby
authorized to charge any fee under 37 C.F.R. §1.17, which may be required to maintain the

pendency of the above ap-plication to Deposit Account No. 50-1744 in the name of Syngenta
Biotechnology, Inc.

Respectfully submitied,

(e

Syngenta Biotechnology, Inc. Bruce Vrana
3054 Cornwallis Road Reg No. 38,672
Research Triangle Park, NC 27709 Phone: (919) 541-8614

Date: 4\\«;\1005



Continuation of Box No.ITI  FURTHER APPLICANT(S) AND/OR (FURTHER) INVENTOR(S)
{f none of 1he following sub-boxes is used, 1his sheet should not be inchuded in the request.

Name and address: (Family nome followed by given mmcitra begul entity, full official desigharion. | This person in:

B e e o
LAGRIMINI, L. Mark o

4008 New Yarmouth Way [T sepiicant andinvemor
Apex, North Carolina 27502 (] el ot ety

United States of America

Applicant’s registration No. with the Office

Swuste (that is, country) of nationality: Suic {thar is, country) of residence:

Us us
R et e [Jiltmgivpses, (X A2ty [k S
e e e o e e ey &vtas, | This person i

Rax ix the applicani’s Siaje (that is, country) of rasidence if no Stere of residence it indicased below.) [:I spplicant only

nEsgla-l-él 3#2058; g spplicant and inventor

. oa .
ventar only (Jf this check-bax

Bloomington, IL 61704 i marsed, 4o il b ko)

United Siates of America Applicant'sregistration No. withthe Office

State (that by, country) of nationality: State (that is, coumiry) of residence:

us UsS

Thi i licant Il designated all designated the United St ind; i
fur':m::o':eﬁr:' e D Sunes' D the United sd'-' of Amenca of America o;ll;. ﬁ ?..."ﬁ.*‘..‘é.’i'.l"’m::

: i i ; ) ion. i is:
L oty
Bux is the agplirant’s Stajs {that is, couairy) of residence [fno Siae of residence ix indicated befow,) D applicant only

D spplicant and inventor

D inventor only (I thir check-bax
is marked, do not flil in below.)

Applicant’s regisiration No. wilh the Office

Siate (that 15, country) of nationality: State {that is, country) of residence:

This person is applicant all deviganted all d:ugl:ul Staves cxeent the United States the States indicated
for the purposcs of: D Slllul' D the United Stares dnnﬁn D of America only D the Supplkemental Bg

Name snd address: (Family aome followed name; fora legal ennty, fill official N i .
mm;mmpﬁtm.dmm:y}m ﬂwﬂ.m,ﬁm This person is:
Box it tha applicans’s Siate (thel is, country) of residence if no Siate of residence is indicated below } D licant only

D applicant and inventor

inventor only I/ 1his check-box
is marked, do not fill in below.)

Applicant’s registration No. with the Office

State {iAat is, country) of nationality: Stute (that ir, country} of residence:
Thi i i 1l desi ]) designaied S ited 5 Indi i
o e ppares ot (] Su [JRGRGEZISL [Jordsaly [ kimelags

[7] Further applicants andvor (further) inventors are indicated on another continuation sheet.

Form PCT/RO/101 (continuation sheet) (April 2005) See Noias io the request form
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SUPETINTENDENCIA DE INDUSTIM, Y COMERCIO
Rad: 06-101616- <00000-0000
Fec: 2008-10-09 14
%ell. a1 2#:35 Deg. 2020 NUECREACIONES

Eve: 370 FASENACIONALS
Actdli PRESENTACION  _Follos: merclo

SUPERINTENDENCIA

REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE

PCT

PATENTE DE INVENCION [ ( MODELO DE UTILIDAD [ ]
¢ Indicacién de que se solicita la concesion de una patente [/(
¢ Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solictud {]
Q Descripcién de la invencién [,r
¢ Dibujos de ser estos pertinantes
¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas. [ /]/
COMPLETA [ ] INCOMPLETA [ ]
DISENO INDUSTRIAL | . 1

Indicacion de que s# solicita el registro de Disefio Industrial [1]

Datos de Identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [ }
Representacion gréfica y fotogréfica del Disefio Industrial o muestra dei

QO OO

material que incorpora el disefio (1]
Comprobante de pago de las tasas establecldas [ ]
COMPLETA [ ] - INCOMPLETA [ 1

ESQUEMA DE TRAZADO | 1]

O Indicacién de que se solicita el registro de un Esquema de Trazado [
¢ Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [
¢ Representacion gréfica del esquema trazado E

[

gl Bl bl el

¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas
COMPLETA [ ] INCOMPLETA

-

]

Firma R spmf al?la

Fech _@_a_mlﬂﬁ__ Garrera 13 No. 27-00 Plso 5,7 y 10
: Conmutador: 3820840
Fax: 350 52 20
E-mall: [nfofRslc ocoy.co
www.slc.gov.co
Bogoté, D.C., Colombia



REPUBLICA DE COLOMBIA |
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Bogot4,
2020

Doctor{a)

ESCOBAR URIBR JIMENA

Apoderado{a) y/o Representante de
SYNGENTA PARTICIPATIONS AG

REFERENCIA Radicacidn No. 6 101616
Bolicitud intermaciongl PCT/U82005/013245
Facha inicie fase nacional 20/11/2006

Trémite 11

Evento 379
Actuaclén

Oficlo No. - - ih g 0 0

Como resultado del examen de forma, realigado con fundamento en el articulo 38 da
la Decisifén 446 de la Comlsién de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacifm an Materia de Patentea (PCT}, regla 51 bis del Reglamento y Clrcular
Umica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. 81 fuere el caso, el sclicitante debe adjuntar la traduccién de los anexos del
reporte de examen preliminar internacional (Art. 36.2.b) del tratado PCT.

2. La 80licitud no contiens la copia del documento en que consta la ceslén del
dereacho a la patente del inventor al solicitante o a su causante. (Art. 16-k)
Dacisién 486.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisiln 486, ss lea
requiere para que dentro del término de dos meses sigulentes a la fecha de
-notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciadoe.
|En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
‘oonside:arl abandonada y perdera su prelacisn.

Notifiquese el presente oficio coanforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
e), del capitulo quinto dsl titulo primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

El anterior requerimiento fue notificado por fijacifén en lista de

fecha .
aalvarado " m



