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Mediana Otra
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Nacionalidad/Pais de constitucién
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Ciudad .
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cavelier@cavelier.com 2118650 34736 11

indicar el nimero de su radicacién o protocolo de poder general

En caso de haber presentado poder general para asuntos que se adelanten ante la Delegatura de Propiedad Industrial, sirvase

PI02-F05 vr6 (2012-04-19)



CAVELIER ABOGADQOS

COLO-10875-841-1424 5
— — v
4, Datos del tramite _
|
CONVERSION DIVISION FUSION
Expediente Expediente : 09.070.159 Expediente
De:
De: A De:
A A

5. Comprobante de PagoNo 13 5415405

Comprobante de Pago No 13-0012931

Fecha 5013/02/07

Fecha ;413702708

6. Anexos

reivindicacion por $ 660.000

IZI Comprobante de pago de la tasa de presentacion solicitud por $450.000.

E Comprobante de pago por 22 reivindicaciones adicionales después de la tLécima

E‘] Poder, si fuere el caso con el que se acredita la representacion '
E Documento que contiene la conversion, division o fusion de la solicitud 1

D Copia de la solicitud y sus anexos en formato magnético

7. Firma

|

Nombre y apellidos

LUZ CLEMENCIA DE PAEZ

Firma i

Ve Obvenc.a Sl >

C.C. 35.456.344 DE Usaqueén

Tarjeta Profesional 23.555

DGAWNCAWPC10975\ID-235695

|
|
|
|
|

|

|
PI02-F05 vr6 (2012-04-19)

|
|

|



( 7

CAVELIER ABOGADOS COLO-1 0974-841 1424 ?/

NOTA: Esta es una solicitud de division de la materia contenida originalmente en la solicitud de
patente No. 09.070.159 La solicitud de divisién de la materia se hace como consecuencia de las
observaciones hechas por ese Despacho y que fueron dadas a conocer al solicitante por Inedio del
oficio No. 17252 notificado por fijacién en lista del 02 de octubre de 2012. Por lo tanto pido que esta
solicitud de divisién de materia sea tratada con el beneficio de presentacion de la solicitud original, esto

es 07 de julio de 2009 y la prioridad que alli se reivindica el 07 de diciembre de 2006.

Nota: La copia basica original se encuentra en el expediente No. 09.070.159.
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NOVEDOSOS GENES MARCADORES SELECCIONABLES 1
ANTECEDENTES DE LA INVENCION .

Un marcador seleccionable es una caracteristica genética detectable o un segrﬁento
de ADN que puede ser identificado y rastreado. Un gen marcador es Util tipicamente com!o una
etiqueta de afinidad para otro gen, algunas veces denominado el gen blanco. Un gen marlcador
se usa tipicamente con un gen blanco que esta siendo utilizado para transformar células blanco.
Las celulas blanco que reciben por herencia el gen blanco se pueden identificar seleccioﬁando
las células que también expresan el gen marcador. El gen marcador esta lo suficientemente
cerca del gen blanco de modo que los dos genes (el gen marcador y el gen blanco) se
enlazan genéticamente y usualmente se heredan juntos. El estadndar corriente para los
marcadores seleccionables es el gen "pat" que codifica una enzima denominada fosfinotricin
acetil transferasa.

La glutamin sintetasa ("GS") es una enzima esencial para el desarrollo y la vida de las
celulas vegetales en muchas plantas. La GS convierte el glutamato en glutamina. Lé GS
también esta involucrada en la asimilacion del amoniaco y en el metabolismo del nitrégeno.
En la mayoria de las plantas, la GS esta involucrada en la trayectoria para la eliminacién Ide la
toxicidad del amoniaco liberado por la reduccién del nitrato. Por lo tanto, los mhnb:c&ores
potentes de la GS son muy téxicos para las células vegetales. La ruptura o la modlflcacmn
del herbicida dentro de la planta podrian conducir a producir resistencia.

Se ha desarrollado una clase particular de herbicidas, basados en el efecto tlmco
debido a la inhibicién de la GS en las plantas. El bialafos y la fosfinotricina son dos de eLstos
inhibidores de la accién de la GS y poseen excelentes propiedades herbicidas. Estog dos
herbicidas son no-selectivos; inhiben el desarrollo de todas las diferentes especies de plantas
presentes en el suelo, originando en consecuencia su total destruccion.

El Bialafos también es un herbicida de amplio espectro. El Bialafos estd compuesto
de fosfinotricina (PPT o PTC; acido 2-amino-4-metilfosfinobutirico), un analogo del &cido L-

glutamico, y dos residuos de L-alanina. De este modo, la diferencia estructural entre la PPT y
el Bialafos reside en la ausencia de dos aminoacidos alanina en el caso de la PPT. La PPT se
libera al remover los residuos de L-alanina del Bialafos mediante las peptidasas
intracelulares. La PPT es un potente inhibidor de la GS. La inhibicién de la GS en las plantas
por parte de la PPT origina la rapida acumulacién de amoniaco y la muerte de las células
vegetales.

En principio se descubri6 que el Bialafos tiene propiedades antibiéticas, lo que le permitia
ser utilizado como un pesticida o un fungicida. La Patente Estadounidense No. 3.832.394 se
refiere al cultivo del Streptomyces hygroscopicus, y a la recuperacion de Bialafos de su medio
de cultivo. Sin embargo, otras cepas, tales como el Streptomyces viridochromogenes, también
producen este compuesto. También se sabe que existen en la naturaleza otros antibiétyicos
tripeptidicos que contienen una seccién especifica de PPT, tal como la fosalacina. La !PPT

también se obtiene por sintesis quimica y se distribuye en el comercio.
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El Streptomyces hygroscopicus y el Streptomyces viridochromogenes que praducen el
Bialafos estan protegidos de la toxicidad de la PPT mediante una enzima con actividad de
fosfinotricin  acetiltransferasa. Plant Physiol, Abril 2001, Vol. 125, pags. 15:85-1 590
("Expression of bar in the Plastid Genome Confers Herbicide Resistance, Lutz etla/.). La
especie Streptomyces la cual produce estos antibiéticos se destruiria a si misma si not tuviese
un mecanismo de autodefensa contra estos antibioticos. Se ha hallado en varios cagos que
este mecanismo de autodefensa comprende una enzima capaz de inhibir el] efecto

antibiético. |

La fosfinotricin acetil transferasa esta codificada ya sea por el gen bar (resisteliéncia al
bialafos; Thompson et al., 1987) o el gen pat (fosfinotricin acetiltransferasa; Strauch et al.,
1988), y elimina la toxicidad de la PPT por acetilacion del grupo amino libre de PPT. Las
enzimas codificadas por estos dos genes son funcionalmente idénticas y muestran %5% de
identidad en el nivel de aminoacidos (Wohlleben et al., 1988; Wehrmann et al., 19915). Los
cultivos resistentes a la PPT se han obtenido mediante la expresion de los genes quirf|1éricos
bar o pat en el citoplasma a partir de los genes nucleares. Las lineas resistentes al he]rbicida
se han obtenido por seleccion directa para resistencia a la PPT en el tabaco (Nicgotiana
tabacum cv Petit Havana), la papa, Brassica napus, Brassica oleracea (De Block et al.| 1987,
De Block et al., 1989), el maiz (Spencer et al., 1990), y el arroz (Cao et al., 1992). Il

Se identificd un gen (bar) adyacente al gen factor sigma hrdD en el Streptofnyces
coelicolor A3. El producto bar previsto mostré 32,2% y 30,4% de identidad con los genbs pat
y bar de los productores de bialafos, Streptomyces viridochromogenes y Strepto}nyces
hygroscopicus, respectivamente. El gen bar del S. coelicolor confirié resistencia al bi‘jalafos
cuando se cloné en el S. coelicolor en un vector de alto nimero de copias. Bedford ’.et al,
Gene, 1991 Jul 31; 104(1):39-45, "Characterization of a gene conferring bialafos resistaiwce in
Streptomyces coelicolor A3 (2)". La expresion heterdloga de este gen en otros microbiols, ola

transformacion de este gen en las plantas, no ha sido reportada hasta el presente.
|
El uso de Ia caracteristica de resistencia al herbicida se menciona en la Patent'ie DE

3642 829 A y la Patente Estadounidense No. 5.879.903 (al igual que en las pat'?ntes
numeros. 5.637.489; 5.276.268; y 5.273.894) donde el gen pat se aisla del Streptomyces
viridochromogenes. La Patente WO 87/05629 y la Patente Estadounidense No. 5.648.47'\7 (al
igual que las patentes 5.646.024y 5.561.236) se refieren al uso del gen bar dlel S.
hygroscopiicus para proteger las células vegetales y las plantas de los inhibidores ge la
glutamin sintetasa (tal como la PPT) y para el desarrollo de la resistencia al herbicida eh las
plantas. El gen que codifica la resistencia al herbicida BASTA (fosfinotricina de Hoechl’lst) o}
Herbiace (bialafos de Meiji Seika) fue introducido por la infeccion del Agrobacterium en las
plantas de tabaco (Nicotiana tabacum cv Petit Havan SR1), papa (Solanum tuberosur‘i'n cv
Benotima), y tomate (Lycopersicum esculentum), y confirié resistencia al herbicida. {

|

|
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BREVE RESUMEN DE LA INVENCION \
La presente invencion se refiere a un nuevo gen denominado en adelante\‘DSM-z
Este gen fue identificado en el Streptomyces coelicolor (A3). La proteina del D$M-2 se
relaciona remotamente con el PAT y el BAR. La presente invencion también proveé genes
optimizados de plantas, que codifican las proteinas DSM-2. El DSM-2 también se pued«lT utilizar
como caracteristica transgénica para impartir tolerancia a las moléculas herbiél:idas y
antibacteriales, glufosinato (fosfinotricina) y/o bialafos, en microorganismos, en 'lcélulas
vegetales y en plantas . 1

|

La transformacion en Arabidopsis permite la recuperacion de giufosinato en grandes
proporciones. Una vez introducido, el gen DSM-2 tiene la capacidad de proveer selec%tividad

significativa y completa resistencia a la planta. g

Para estos genes existe un valor inherente elevado, simplemente como marcladores
seleccionables para proyectos de biotecnologia. En algunas realizaciones preferidas, los
genes objeto de la invencion se pueden utilizar como marcadores para seleccionar las é.:élulas
transformadas de manera exitosa en cultivo, y plantas completas en el invernadero y| en el
campo. Este gen y homdlogos similares se pueden utilizar en lugar del pat y/o bar. \‘

.

El uso de este gen como marcador seleccionable en un sistema de trasformacion
bacteriana puede incrementar la eficiencia para todas las transformaciones de la planta. Cl uso
de DSM-2 como marcador de seleccion unico, elimina la necesidad de un marcador adicional

antibidtico medicinal (tal como en la resistencia a la ampicilina) durante la clonacién. |

De acuerdo con la presente invencién, también son posibles otros usos. El D“SM-Z
puede ser util como una caracteristica transgénica para impartir a las plantas tolerancia la los

herbicidas glufosinato y bialafos. l‘

Este gen también se puede utilizar como la base para un nuevo sistem% de
transformaciéon en la planta en conjunto con una cepa modificada del Agrobacterium.'\ Las
nuevas cepas del Pseudomonas fluorescens, u otras cepas microbianas, empleadas pai'a la
produccién de proteina y la incorporacion de genes marcadores de resistencia antibi<’>tic= no
medicinal también se pueden producir de acuerdo con la presente invencién. La mejora en
Ids procesos de clonacion y transformacién y de la eficiencia, por la eliminacién dI la
purificacion del fragmento aparte de los elementos de resistencia antibiética medicinal, también

puede ser un beneficio. \1

Ademas de las caracteristicas de cultivos tolerantes al herbicida (CTH), los métodos
para controlar malezas utilizando herbicidas para los cuales se crea tolerancia al herbicida por
los genes mencionados, en los cultivos transgénicos, también estan dentro del alcance de la
presente invencién. La combinacién de la caracteristica CTH presente, también es beneficiisa
cuando se combina con otras caracteristicas CTH (que incluyen, pero no estan limitadas a,
tolerancia al glifosato y tolerancia al 2,4-D), particularmente para controlar las especies c‘;on
resistencia recientemente adquirida, o tolerancia inherente, al herbicida (tal como el glifosaﬁo).
Ademas, cuando se rotan los cultivos tolerantes al glifosato (los cuales se estan convirtienéiio,

|
1
|
|
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cada vez mas, en prevalentes en todo el mundo) con otros cultivos tolerante\s\ al glifosato,
puede ser dificil el control de los contribuyentes resistentes al glifosato . De este ‘»,modo, el uso
de estas caracteristicas transgénicas apiladas o transformadas en forma indi\“‘/idual en los

cultivos puede aportar una herramienta para el control de otros cultivos contrib‘,uyentes con
|
CTH.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1 muestra la desactivacién del glufosinato por N-acetilacion me
DSM-2.

BREVE DESCRIPCION DE LAS SECUENCIAS

SEC ID NO: 1 es la secuencia de DSM-2 nativa
SEC ID NO: 2 es la secuencia de proteina nativa

SEC ID NO: 3 es la secuencia DSM-2 (v2) Hemicot

SEC ID NO: 4 es la secuencia de proteina reconstruida
SEC ID NO: 5 es el cebador PTU de Pat (MAS 123).
SEC ID NO: 6 es el cebador PTU de Pat (Per 5-4).
SEC ID NO: 7 es el cebador de la regién codificadora de Pat
SEC ID NO: 8 es el cebador de la regién codificadora de Pat
SEC ID NO: 9 es el cebador de la region codificadora de DSM-2 (v2)

SEC ID NO: 10 es el cebador de la regién codificadora de DSM-2 (v2)

|
|
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION 1\

La presente invencién se refiere a un gen novedoso que se denomina DSMll\Zen la
presente. Este gen fue identificado en el Streptomyces coelicolor (A3). La proteina del DSM-2
esta relacionada en forma distante con el PAT y el BAR (30 y 28% de identidl‘lad de

\
aminoacido, respectivamente). La presente invencion ademas provee genes optimizad‘os de
plantas, que codifican las proteinas del DSM-2, con una tendencia hemicot, por ejemplo. El
DSM-2 se puede utilizar como caracteristica transgénica para impartir tolerancia en plaﬂ\tas y
células de plantas a los herbicidas glufosinato, fosfinotricin y bialafos. Existe un \\‘valor
inherente elevado para estos genes simplemente como marcadores seleccionables.‘\para

proyectos de biotecnologia. Sin embargo, otros usos son posibles de acuerdo con la
presente invencion.

|

‘

\

El DSM-2 puede ser util como una caracteristica transgénica para impartir tolera‘pcia
a las plantas a los herbicidas glufosinato, fosfinotricina y bialafos. ‘\
\

En algunas realizaciones preferidas, (separado de o agregado a los culti‘w‘vos

tolerantes al herbicida - CTH) es un marcador seleccionable para escoger en forma exit\‘]osa

|
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celulas transformadas, y plantas completas en el cultivo, en el invernadero y en &l campo.
Este gen y homélogos similares se pueden utilizar en lugar del pat y/o bar. Una re\.‘alizacién,
como ejemplo de la presente, es el uso del DSM-2 como marcador seleccionab“le en las
células de tabaco NT-1. Los genes de la invencién también se pueden utilizflar como
marcadores seleccionables en otros sistemas de planta tales como el maiz y el arroz‘!‘.

El uso de este gen como marcador seleccionable en un sistema bacterianlgo puede
incrementar la eficiencia para todas las transformaciones de planta. El uso de DSM—2I\lcomo el
unico marcador seleccionable elimina la necesidad de un marcador antibidtico m“edicinal
adicional (tal como el de resistencia a la ampicilina) durante la clonacién. ‘\

Los experimentos demostraron que la linea celular BL21 - Star (DE3)\ de la
Escher/ch/a coli (Invitrogen catalogo #C6010-03) fue inhibida con el minimo del medlo que
contenia una concentracion de 100 pug/ml glufosinato de amonio (Basta). La expreslon del
DSM-2 en la linea celular BL21 Star complementd la resistencia en el minimo del met‘illio que
contenia 400 pg/ml de glufosinato. Estos experimentos indican que la expresién del PSM-Z
se puede utilizar como un marcador seleccionable antibiético no-medicinal para aplicabiones

de clonacién en bacterias que son inhibidas por el glufosinato. \

l
Otros experimentos demostraron que los promotores PolyUbiquitin 10 (en Ubi10)l' de la

planta Arabidopsis thaliana y el promotor viral del virus Cassava Vein Mosaic (CsVMV) son
funcionales en la cepa BL21 Star de E coli (DE3). Ambos promotores expresaron suﬂClente
proteina del DSM-2 para proveer resistencia con el minimo del medio que contenlq 200
Mg/ml de glufosinato. Estos promotores de planta se pueden utilizar para condu);:ir la
expresiéon de DSM-2 como marcador seleccionable antibidtico no-medicinal en la E. col\li. La
funcionalidad de un Unico promotor de planta tanto para las bacterias como para las pla’\ntas

elimina el requerimiento de marcadores seleccionables separados para cada especie. “

Este gen también se puede utilizar como la base para un nuevo s.istema|‘I de
transformacion de plantas en conjunto con una cepa modificada de Agrobacterium.“ De
acuerdo con la presente invencién, también se pueden producir nuevas cepas\\lde
Pseudomonas fluorescens, u otras cepas microbianas, para la produccion de proté’tina
utiizando genes marcadores de resistencia antibidtica no-medicinal . La mejora en ‘\Ios
procesos de clonacion y transformacion y de la eficiencia por eliminacion de la purificacion Hel

fragmento, aparte de los elementos de resistencia antibiética medicinal, también puede Ser

un beneficio. l‘

Ademas de las caracteristicas CTH, los métodos para controlar malezas utilizan!'go
herbicidas por lo cual se crea tolerancia al herbicida por los genes mencionados en Ié‘as
cultivos transgénicos, también estan dentro del alcance de la presente invencion. l‘!.a
combinacion de la caracteristica CTH presente también es beneficiosa cuando se combiﬁa
con otras caracteristicas CTH (que incluye, pero sin estar limitado a, tolerancia al glifosato \gy
tolerancia al 2,4-D), particularmente para controlar las especies con resistencia recientement".e

adquirida o tolerancia inherente a un herbicida (tal como el glifosato). Ademas, cuando séi-:t
\
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rotan los cultivos tolerantes al glifosato (los cuales se estan convirtiendo, cada vez mas, en
prevalentes en todo el mundo) con otros cultivos tolerantes al glifosato, se puede dificultar el
control de los contribuyentes resistentes al glifosato . De este modo, el Lso de estas
caracteristicas transgénicas apiladas o transformadas en forma individual e}P los cultivos
puede aportar una herramienta para el control de otros cultivos contribuyentes (lkon CTH.

Proteinas (y aislados de fuentes de proteinas ) de la presente invencio’n‘:\ La presente
invencion provee proteinas funcionales. Por "actividad funcional" (o "activa") se1 entiende en
el presente documento que las proteinas/enzimas para uso de acuerdo con la presente
invencion tienen la capacidad de degradar o disminuir la actividad de un herbi({cida (solas o
en combinacidén con otras proteinas). Las plantas que producen proteinas de“ la presente
invencion preferentemente produciran “una cantidad efectiva® de la proteina de ‘imanera que
cuando la planta sea tratada con un herbicida, el nivel de la expresién de proteina sea
suficiente para dar a la planta resistencia o tolerancia completa o parcial al herb‘licida (a una
tasa tipica, a menos que se especifique otra cosa; tasas de aplicacion tipica \lpueden ser
halladas en el reconocido Herbicide Handbook (Weed Science Society of Ame'lrica, Eighth
Edition, 2002), por ejemplo). El herbicida puede ser aplicado a tasas que n('})rmalmente
matarian la planta blanco, en las concentraciones y tasas de uso normales en el'l campo. (A
causa de la presente invencién, el nivel y/o la concentracion pueden opcionalmeﬁte ser mas
altos que los que se usaron previamente.) Preferentemente, las células de las pll‘antas y las
plantas de la presente invencion estan protegidas contra la inhibicion del crecimiento o los
dafios causados por el tratamiento del herbicida. Las plantas y las células de I!-las plantas
transformadas de la presente invencion han dado preferentemente resistencia o tcl'l»lerancia a
un herbicida, como se comenta en el presente documento, lo que significa que la p\\lanta y las
células de las plantas transformadas pueden crecer en presencia de cantidades efectivas de
uno o mas herbicidas, como se comenta en este documento. Las proteinas prefer%das de la
presente invencion tienen actividad catalitica para metabolizar uno o mas compégestos de
ariloxialcanatos. No se puede discutir facilmente el término “resistencia” sin usarje‘ el verbo
“tolerar” o el adjetivo “tolerante”. La industria ha gastado innumerables horas debatiendo los
Cultivos Tolerantes a Herbicidas (CTH) contra los Cultivos Resistentes a Herbicida\;s (CRH).
El término preferido en la industria es CTH. Sin embargo, la definicién de la Weed'l Science
Society of America es “La habilidad inherente de una planta a sobrevivir y ré‘producir
enseguida de la exposicién a una dosis de herbicida normalmente letal para el tipo silvestre.
En una planta, la resistencia puede ser de ocurrencia natural o inducida por técnicl;las tales
como ingenieria genética o seleccion de variantes producidas por cultivo de tiiajidos o}
mutagénesis.” Como es usado en este documento a menos que se indique otra “cosa, la
resistencia a herbicidas es heredable y le permite a una planta crecer y reprodué;irse en
presencia de un tratamiento de accién herbicida tipicamente efectivo por un herbici\ga para
una planta dada, como se sugiere por la edicion actual de The Herbicide Handboc‘yk tanto
como el documento de la presente divulgacion. Como se reconoce por los experimél.ntados
en la técnica, una planta puede todavia ser considerada “resistente” aunque sea ai)arente

algun grado de dafio de la planta a partir de la exposicién al herbicida. Como se us% en el

|
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presente documento el término “tolerancia” es un término mas amplio que el término
‘resistencia” e incluye la “resistencia” como se define en el presente documento, asi como la
capacidad incrementada de una planta particular para aguantar los varios grados de dlaﬁos
inducidos por accién herbicida que tipicamente resultan en las plantas de tipo silvestre del
mismo genotipo con la misma dosis del herbicida.

La transferencia de la actividad funcional a la planta o a los sistemas bacterianos
puede involucrar una secuencia de acido nucleico, que codifica la secuencia de aminoé!,cidos
para una proteina de la presente invencion, integrada en un vector de expresién de proteina
apropiado para el huésped en el cual el vector residira. Una forma de obtener una secuéncia
de &cido nucleico que codifica una proteina con actividad funcional consiste en aislar el
material genético nativo a partir de la especie bacteriana que | produce la proteina de interés,
utilizando la informacion deducida de la secuencia de aminoacidos de la proteina, seguln se
divulga en la presente. Las secuencias nativas se pueden optimizar por la expresién en
plantas, por ejemplo, segun se menciona en mas detalle a continuacion. También puede
disefiarse un polinucleétido optimizado basado en la secuencia proteinica. |

Una forma de caracterizar estas clases de proteinas y los polinucledtidos que las
codifican es definiendo un polinucledtido por su capacidad para generar hibridos bajo un rango
de condiciones especificadas, con una secuencia ejemplificada de nucleétido (el complemento de
la misma y/o una sonda o sondas derivadas de cualquier cepa) y/o por su capacidad de ser
amplificado por PCR que utiliza cebadores derivados de las secuencias ejemplificadas.

Existe una cantidad de métodos para obtener proteinas para uso de acuerdo cdn la
presente invencion. Por ejemplo, los anticuerpos para las proteinas divulgadas en la presente
se pueden utilizar para identificar y aislar otras proteinas a partir de una mezcla de proteinas.
Especificamente, se pueden aumentar los anticuerpos para las porciones de las proteinasfue

son mas conservadas o mas diferentes, en comparacién con otras proteinas relacionadas.

|

Estos anticuerpos se pueden utilizar luego para identificar especificamente proteinas
equivalentes con la actividad caracteristica por inmunoprecipitacién, enéayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), o inmuno-transferencia. Los anticuerpos para las
proteinas divulgadas en la presente, o para las proteinas equivalentes, o para los fragme!htos
de estas proteinas, se pueden preparar faciimente utilizando procedimientos estandar. Tales
anticuerpos son un aspecto de la presente invencion. Los anticuerpos de la presente inveni:ic’m
incluyen anticuerpos monoclonales y policlonalés, preferentemente producidos en respuésta

a una proteina ejemplificada o sugerida. |

Con los beneficios de la presente divulgacion, las proteinas y los genes de la presénte
invencion se pueden obtener a partir de una variedad de fuentes, que incluyen una variedad
de microorganismos tales como bacterias recombinantes y/o del tipo silvestre, por ejemplo.

Los mutantes de los aislados bacterianos se pueden producir medielnte

procedimientos que son bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, los mutantes
asporogeénicos se pueden obtener a través de la mutagénesis de un aislado en sulfonato de



etimetano (EMS). Los mutantes se pueden producir utilizando luz ultravioleta y

nitrosoguanidina mediante procedimientos bien conocidos en la técnica. ‘

Una proteina "de" o "que puede obtenerse a partir de" cualquiera de los aisladosia los
que se hace referencia o se sugieren en la presente significa que la proteina (o una proteina
similar) se puede obtener a partir del aislado o de alguna otra fuente, tal como otra cepa
bacteriana o una planta. El término "derivado de" también tiene su connotacion, e ijcluye
proteinas que pueden obtenerse a partir de un tipo dado de bacteria que se modifica por
expresion en una planta, por ejemplo. Un experto en la técnica reconocera faciimenté que
dada la divulgacién de un gen bacteriano y su proteina, se puede disefiar genéticamente una
planta para producir la proteina. Las preparaciones de anticuerpos, las sondas de cido
nucleico (ADN, ARN, o ANP, por ejemplo), y similares se pueden preparar utilizando las
secuencias de polinucledtidos/o aminoacidos divulgadas en la presente y utilizadas para rastrear

y recuperar otros genes relacionados a partir de otras fuentes (naturales).

Se pueden utilizar las técnicas estandar de biologia molecular para clonar vy
secuenciar las proteinas y los genes descritos en la presente. Se puede hallar informacién

adicional en Sambrook et al., 1989, el cual se incorpora a la presente como referencia.

Polinucledtidos y sondas. La presente invencidn provee ademas secuencias de Acido
nucleico que codifican proteinas para uso de acuerdo con la presente invencién. La presente
invencion ademas provee métodos para identificar y caracterizar genes que codifican
proteinas que tienen la actividad herbicida deseada. En una realizacion, la presente invencion

provee secuencias de nucledtidos Unicas que son Utiles como sondas de generacion de

hibridos y/o cebadores para las técnicas de PCR. Los cebadores producen fragmentos de
genes caracteristicos que se pueden utilizar para la identificacion, caracterizaciéh y/o
aislamiento de genes especificos de interés. Las secuencias de nucleétidos de la presente
invencion codifican proteinas que son diferentes de las proteinas descritas previamente.

Los polinucledtidos de la presente invencion se pueden utilizar para formar "genes"
completos para codificar proteinas o péptidos en una célula huésped deseada. Por ejemplo,
como reconoceran los expertos en la técnica, los polinucleédtidos de la presente invencié:m se
pueden colocar en forma apropiada bajo el control de un promotor en un anfitrién de initerés,
como bien se conoce en la técnica. El nivel de la expresién genética y la expresion espe!cifica
temporal/en tejido puede impactar enormemente en la utilidad de la invencién. En ge;heral,
mayores niveles de expresion de la proteina de un gen degradante daran por resultado una
degradacion mas rapida y mas completa de un sustrato (en este caso un herbicida blanco).
Se desearia que los promotores expresen el gen blanco a niveles altos, a menos que la
expresion alta tenga como consecuencia un impacto negativo sobre la salud de la planta.
Tipicamente, seria deseable tener el gen DSM-2 expresado constitutivamente en todos los
tejidos para la completa proteccién de la planta en todos los estadios del crecimiento. Sin
embargo, se podria utilizar en forma alternativa un gen de resistencia expresado
vegetativamente; esto permitiria el uso del herbicida blanco durante el cultivo, para el control de

(
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las malezas, y controlaria ademas la reproducciéon sexual del cultivo blanco mediaL\te la

aplicacion durante la etapa de florecimiento. |

Como conocen los expertos en la técnica, el ADN existe caracteristicamente enlforma
bicatenaria. En esta disposicion, una cadena es complementaria de la otra cadiena y
viceversa. A medida que el ADN se replica en una planta (por ejemplo), se producen ca:denas
complementarias adicionales de ADN. La "cadena codificadora" a menudo se utiliza en la
técnica para referirse a la cadena que se liga a la cadena que va en sentido contrario. El ARNm
se transcribe de la cadena que va en sentido contrario del ADN. La cadena "homosentido" o
"codificador” tiene una serie de codones (un codén es tres nuclebtidos que se puedén leer
como una unidad de tres residuos para especificar un aminoacido particular) que lpuede
leerse como un marco de lectura abierto (ORF) para formar una proteina o péptido de ipterés.
Con el fin de producir una proteina in vivo, tipicamente se transcribe una cadena de A;DN en
una cadena complementaria de ARNm que se utiliza como molde para la proteina. E?e este
modo, la presente invencién incluye el uso de los polinucledtidos ejemplificados due se
muestran en el listado de secuencias adjunto y/o equivalentes que incluyen las ca!denas
complementarias. El ARN y el ANP (acidos nucleicos peptidicos) que son funcionajlmente
equivalentes a las moléculas de ADN ejemplificadas, estan incluidos en la pr!esente
invencion. |

En una realizacién de la presente invencién, los aislados bacterianos se pLueden
cultivar en condiciones que dan por resultado una alta multiplicacién del microbio. Después
de tratar el microbio para dar un acido nucleico genémico de monocatenario, el A}DN se
puede poner en contacto con los cebadores de la invencién y someterse a la ampliﬁcaclﬁién por
PCR. Los fragmentos caracteristicos de los genes de interés se amplificaran mediiante el
| Otros
aspectos de la presente invencion incluyen genes y aislados que se identificaron utiiizando

procedimiento, identificando de este modo la presencia de los genes de interés.

los métodos y secuencias de nucleétidos divulgadas en la presente. Los genes identificados

de este modo pueden codificar las proteinas de resistencia a herbicidas de la p‘resente.

invencion.

Por ejemplo, las proteinas y los genes para uso de acuerdo con la presente invencién
se pueden identificar y obtener utilizando sondas de oligonucledtidos. Estas sondfas son
secuencias de nucledtidos detectables que se pueden detectar en virtud de una etiqueta
apropiada o se pueden producir inherentemente fluorescentes segtin se describe en la Solicitud
Internacional No. WO 93/16094. Las sondas (y los polinucleétidos de la presente invencion)
pueden ser ADN, ARN, o ANP. Ademas de Ia adenina (A), citosina (C), guanina (G), tirrflina (T),
y uracilo (U; para moléculas de ARN), las sondas sintéticas (y los polinucleétidoé) de la
presente invencion ademas pueden tener inosina (una base neutral capaz de aparearse con
las otras cuatro bases; algunas veces utilizadas en lugar de una mezcla de las cuatr(% en las
sondas sintéticas) y/u otras bases sintéticas (no-naturales). De este modo, donde se hace
referencia a un oligonucledtido degenerado, sintético, y se utiliza "N" o "n" en forma générica,

"N" 0 "n" puede ser G, A, T, C, o inosina. Los codigos de ambigiiedad tal como se utilizan en




|
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la presente estan de acuerdo con las convenciones IUPAC estandar vigentes a la fecha de
presentacién de la presente solicitud (por ejemplo, R significa A o G, Y significa C o T, etc.).

Como es bien conocido en la técnica, si una molécula de sonda forma hibrido con una
muestra de acido nucleico, puede suponerse razonablemente que la sonda y la muestra \_tienen
homologia/similitud/identidad sustancial. Con preferencia, se lleva a cabo primero la hibriqglacién
del polinucledtido seguido de lavados en condiciones de rigurosidad baja, moderada ',o alta
mediante tecnicas bien conocidas en el arte, segln se describe, por ejemplo, en KeIIer,!G.H.,
M.M. Manak (1987) DNA Probes, Stockton Press, New York, NY, pags. 169—170;. Por
ejemplo, como se establece en la presente, las condiciones de rigurosidad baja se pﬂleden
obtener lavando primero con 2x SSC (citrato en solucién salina estandar)/0,1 % de SDS (dodecil
sulfato de sodio) durante15 minutos a temperatura ambiente. Tipicamente se realizan dos
lavados. Mayor rigurosidad se puede obtener, entonces, disminuyendo la concentraciq%)n de
sal y/o elevando la temperatura. Por ejemplo, el lavado descrito anteriormente pued]:e ser
seguido de dos lavados con 0,1 x SSC/0,1 % de SDS durante 15 minutos cada l,ino a
temperatura ambiente seguido de lavados subsiguientes con 0,1x SSC/0,1% de SDS du‘lrante
30 minutos cada uno a 55°C. Estas temperaturas se pueden utilizar con otros protocolos de
hibridacion y lavado establecidos en la presente y serian de conocimiento de los expertos en
la técnica (se puede utilizar SSPe como la sal en lugar de SSC, por ejemplo). El 2x SSC/dl,1 %
de SDS se puede preparar agregando 50 ml de 20x SSC y 5 ml de SDS al 10% a 445 n'pl de
agua. Se puede preparar 20x SSC combinando NaCl (175,3 g/0,150 M), citrato sédico (88,2
g/0,015 M), y agua, ajustando el pH hasta 7,0 con NaOH 10 N, luego ajustando el volumen tl,wasta
1 litro. Se puede preparar SDS al 10% disolviendo 10 g de SDS en 50 m| de agua esterilizada
en autoclave, luego diluyendo hasta 100 ml.

La deteccion de la sonda provee un medio para determinar de manera conocida 'si la
hibridacion ha sido mantenida. Dicho analisis de sonda provee un método rapido para
identificar genes de la presente invencion. Los segmentos de nucleétido utilizados clpmo
sondas de acuerdo con la invencion se pueden sintetizar utilizando un sintetizador de A[i)N y
procedimientos estandar. Estas secuencias de nucleétidos se pueden utilizar ademas como

cebadores de PCR para amplificar los genes de la presente invencién. |

Las caracteristicas de hibridacién de una molécula se pueden utilizar para definir los
polinucledtidos de la presente invencion. De este modo la presente invencion incliuye
polinucledtidos (y/o sus complementos, preferentemente sus complementos completos) que
forman hibridos con un polinucleétido ejemplificado en la presente. Es decir, una forma de
definir un gen (y la proteina que éste codifica), por ejemplo, es mediante su capacidad1 de
formar hibridos (en cualquiera de las condiciones especificamente divulgadas en la presel)iwte)

con un gen conocido o especificamente ejemplificado. : ’

Tal como se utiliza en la presente, el término condiciones "rigurosas” para hibridac‘iiién
se refiere a las condiciones que obtienen el mismo, o casi el mismo, grado de especificic:fad
de hibridacion como con las condiciones empleadas por los actuales solicitantes.
Especificamente, la hibridacién de ADN inmovilizado en transferencias Southern con sondas
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genéticas especificas marcadas con P*?, se pueden realizar mediante métodos esténda{r (ver,
por ejemplo, Maniatis et al., 1982). En general, la hibridacién y los lavados posterioTes se

pueden llevar a cabo en condiciones que permiten la deteccion de secuenciasblanco! Para

las sondas genéticas de ADN bicatenario, la hibridacion se puede llevar a cabo duranté toda
|

la noche a 20-25° C por debajo de la temperatura de fusién (Tm) del hibrido de ADN en 6x

SSPE, 5x solucién de Denhardt, 0,1% de SDS, 0,1 mg/ml de ADN desnaturalizadlo. La

temperatura de fusion se describe mediante la siguiente formula (Beltz et al. 1983):
Tm =81,5°C+ 16,6 Log[Na+] + 0,41(%G+C) - 0,61(%
formamida) - 600/longitud del doble de pares de base.

Tipicamente los lavados se pueden llevar a cabo de la siguiente

forma:

(1 Dos veces a temperatura ambiente durante 15 minutos en 1x SSPE, 0,1% de SDS
(lavado de baja rigurosidad).

|
1
(2) Una vez a Tm-20° C durante 15 minutos en 0,2x SSPE, 0,1% SDS (lavado de !
rigurosidad moderada). l

Para sondas de oligonucleétidos, la hibridaciéon se puede llevar a cabo durante toda la
noche a 10-20°C por debajo de la temperatura de fusion (Tm) del hibrido en 6x SSPE, 5x
solucion de Denhardt, 0,1% de SDS, 0,1 mg/ml de ADN desnaturalizado. La Tm par’a las
sondas de oligonucledtidos se puede determinar mediante la siguiente formula:Tm (°C) =

2(ntimero T/A de pares de base) + 4(nimero G/C de pares de base) |
|

(Suggs et al., 1981).
Tipicamente los lavados se pueden llevar a cabo de la siguiente

forma:

|
|
(1 Dos veces a temperatura ambiente durante 15 minutos 1x SSPE, 0,1% SDS (Iavaido
de baja rigurosidad). i

|

(2) Una vez a la temperatura de hibridacién durante 15 minutos en 1x SSPE, 0,1% de S|DS
(lavado de rigurosidad moderada).

|

En general, la sal y/o la temperatura se pueden modificar para cambiar la rigurosibad.
Con un fragmento de ADN etiquetado > a 70 pares de bases poco mas 0 menos de longitud,
se pueden utilizar las siguientes condiciones:

Baja: 1 0 2x SSPE, temperatura ambiente
Baja: 102x SSPE, 42° C

Moderada: 0,2x 0 1 x SSPE, 65° C

Alta: 0,1xSSPE, 65° C.
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La formacién doble y la estabilidad dependen de la complementariedad susténcial
entre las dos cadenas de un hibrido, y, segun se mencioné anteriormente, un cierto grad;o de
apareamiento erroneo se puede tolerar. Por lo tanto, las secuencias de sonda de la pre$ente
invencién incluyen mutaciones (tanto simples como muiltiples), supresiones, insercione::s de
las secuencias descritas, y sus combinaciones, donde dichas mutaciones, insercioﬁes y
supresiones permiten la formacion de hibridos estables con el polinucleétido blancio de
interés. Las mutaciones, inserciones, y supresiones se pueden producir en una secu{encia
dada de polinucledtidos en muchas formas, y estos métodos son conocidos por un ex;berto

. . , , |
en la técnica. En el futuro se podran conocer otros métodos.

!
Tecnologia PCR. La reaccién en cadena de polimerasa es una sintesis repeititiva,
enzimatica, cebada de una secuencia de  acido nucleico. Este procedimiento es!bien
conocido y normalmente utilizado por los expertos en la técnica (ver Mullis, Patentes
Estadounidenses Nos. 4.683.195, 4.683.202, y 4.800.159; Saiki et al., 1985). La PCR se basa
en la amplificacion enzimatica de un fragmento de ADN de interés que es flanqueado por dos
cebadores oligonucledtidos que hibridan a cadenas opuestas de la secuencia blanco! Los

cebadores se orientan preferentemente con los extremos 3' que apuntan uno con otroi. Los
ciclos repetidos de la desnaturalizacién por calor del molde, la fijacién por calor diLz los
cebadores a sus secuencias complementarias y la extension de los cebadores fijado# con
una polimerasa de ADN da por resultado la amplificacién del segmento definido poir los
extremos 5' de los cebadores de PCR. El producto de la extension de cada cebador puede ser
util como molde para el otro cebador, de modo que cada ciclo esencialmente dobla la canftidad
del fragmento de ADN producido en el ciclo previo. Esto da por resultado la acumulécién
exponencial del fragmento blanco especifico, hasta varios millones de veces en pocas h:oras.
Al utilizar una polimerasa de ADN tal como polimerasa Tag, aislada de la bacteria termc:bfilica
Thermus aquaticus, el proceso de amplificacion puede ser completamente automati‘;*cado.

Otras enzimas que pueden usarse son conocidas por los expertos en la técnica. ;
!

Las secuencias de ADN ejemplificadas, o sus segmentos, se pueden utilizar %;omo
cebadores para la amplificaciéon por PCR. Al realizar la amplificacion por PCR, se puede tc;blerar
un cierto grado de apareamiento erréneo entre el cebador y el molde. Por lo tantd, las
mutaciones, supresiones e inserciones (especialmente las adiciones de nucleétidos en el
extremo 5') de los cebadores ejemplificados estan dentro del alcance de la preéente
invencion. Las mutaciones, inserciones, y supresiones se pueden producir en un cet:bador

dado mediante métodos conocidos por los expertos en la técnica.

Modificacion de genes y proteinas. Los genes y proteinas de la presente invehcién
se pueden fusionar con otros genes y proteinas para producir proteinas quiméricas iy de
fusion. Los genes y las proteinas utilizables de acuerdo con la presente invencién incluyen
no sdlo las secuencias de longitud completa especificamente ejemplificadas, sino adémés
porciones, segmentos y/o fragmentos (que incluyen fragmentos contiguos y supresi:ones
internas y/o terminales en comparacion con las moléculas de longitud completa) de (:estas

secuencias, variantes, mutantes, quiméricos, y fusiones de las mismas. Las proteinas lde la

)
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presente invencion pueden tener aminoacidos sustituidos en la medida que '{'etengan la
actividad funcional deseada. Los genes "variantes" tienen secuencias de nucléétidos que
codifican las mismas proteinas o proteinas equivalentes que tienen actividad ec‘tuivalente 0
similar a un proteina ejemplificada. Los términos "proteinas variantes" y "proteinas ec‘iluivalentes"
se refieren a proteinas que tienen la misma o esenciaimente la misma\: actividad
biolégica/funcional contra los sustratos blanco y secuencias equivalentes como Ia§l proteinas
ejemplificadas. Tal como se utiliza en la presente, la referencia a una secuencia "equivalente“
se refiere a secuencias que tienen sustituciones, supresiones, agregados o inseﬁciones de
aminoacidos que mejoran o no afectan adversamente la actividad en un grado sig‘il]niﬁcativo.
Los fragmentos que retienen la actividad también se incluyen en esta defini?ién. Los
fragmentos y otros equivalentes que retienen la misma o similar funcion o activida‘!d gue un
fragmento correspondiente de una proteina ejemplificada estan dentro del alcanllice de la
presente invencion. Los cambios, tales como sustituciones o adiciones de aminoé'tl:idos, se
pueden llevar a cabo para una variedad de fines, tales como aumento (o disminucibn) de la
estabilidad de la proteasa de la proteina (sin disminuir en forma material/sustancial la éctividad
funcional de la proteina), eliminando o agregando un sitio de restriccién, y similar. Las
variantes de genes se pueden construir facilmente utilizando técnicas estandar para"l realizar

. . |
mutaciones puntuales, por ejemplo. '\

\

Ademas, la Patente Estadounidense No. 5.605.793, por ejemplo, describe r{wétodos
para generar la diversidad molecular adicional utilizando el reensamblaje de ADN despuc%s de la
fragmentacién aleatoria o focalizada. Esto puede denominarse "entremezclar " un gen, '!o cual
tipicamente involucra mezclar fragmentos (de un tamario deseado) de dos o mas molécéjlas de
ADN diferentes, seguido de rondas repetidas de renaturahzacnon Esto puede mejbrar la
actividad de una proteina codificada por un gen de inicio. El resultado es una pr‘otema
quimérica que tiene actividad mejorada, especificidad del sustrato alterada, establlldad
enzimatica aumentada, estereoespecificidad alterada, u otras caracteristicas. \\‘

\
El entremezclado (shuffling) se puede disefiar y especificar después de obte‘per y

examinar las coordenadas atémicas 3D (en tres dimensiones) y la estructura cristalirﬁa de
una proteina de interés. De este modo, el "entremezclado focalizado" puede estar dirigltido a
ciertos segmentos de una proteina que son ideales para la modificacién, tal como segmé‘antos
expuestos a la superficie, y preferentemente segmentos no internos que estén involucrilados

. . |
con el plegamiento de la proteina y la esencial integridad estructural en 3D. 1

Los genes variantes se pueden utilizar para producir proteinas variantes; huéspé\des
recombinantes pueden ser utilizados para producir las proteinas variantes. Al utilizar el
"entremezclado de genes" y otras técnicas, se pueden construir genes y protefhas
equivalentes que comprenden ciertos segmentos que tienen ciertos residuos contigli‘Jos
(aminoacido o nucledtido) de cualquier secuencia ejemplificada en la presente. Tai,lles
técnicas se pueden ajustar para obtener proteinas equivalentes/funcionalmente activas c‘;ue
tienen, por ejemplo, 3,4, 5,6,7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, %24
25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, ﬁlg,

1
\
|
\
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30, 61, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74,
75,76,77,78,79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99,
100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112,113, 114, 115,116, 117, 118,
119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133, 134, 135, 136,
137, 138, 139, 140, 141, 142, 143, 144, 145, 146, 147, 148, 149, 150, 151, 152, 153, 154,
155, 156, 157, 158, 159, 160, 161, 162, 163, 164,165, 166, 167, 168, 169, y 170 residuos de

aminoacidos contiguos correspondientes a un segmento (del mismo tamario) en cualhuiera de

las secuencias ejemplificadas o sugeridas. Los polinucledtidos que codifican tales segmentos,
particularmente para regiones de interés, también se incluyen en la presente invencién y se
pueden utilizar como sondas y/o cebadores, especialmente para regiones conservad?s.

Los fragmentos de los genes de longitud completa se pueden producir utilizando las
exonucleasas o endonucleasas disponibles en el comercio de acuerdo con los procedimientos
estandar. Por ejemplo, las enzimas tales como Ba/31 o mutagénesis dirigida al sitio se
pueden utilizar para cortar en forma sistematica los nucleétidos de los extremos de estos
genes. Ademas, los genes que codifican los fragmentos activos se pueden obtener utilizando
una variedad de enzimas de restriccion. Las proteasas se pueden utilizar para obtener en
forma directa fragmentos de estas proteinas.

Esta dentro del alcance de la invencion segun se divulga en la presente que las ﬁroteinas
se pueden truncar y aun retener la actividad funcional. Por "proteina truncada" se lentiende
que una porcién de una proteina puede escindirse mientras la proteina truncada jrestante
retiene y exhibe la actividad deseada después de la escisién. La escision se puede obtener
por varias proteasas. Mas aun, las proteinas efectivamente escindidas se pueden |producir
utilizando tecnicas de biologia molecular donde las bases de ADN que codifican dicha| proteina
se eliminan ya sea a través de la digestion con endonucleasas de restriccion u otras itécnicas
disponibles al experto en la técnica. Después del truncado, dichas proteinas se|pueden

expresar en sistemas heterélogos tales como E. coli, baculovirus, sistemas virales basados
en plantas, levadura, y similares y luego se colocan en ensayos de insectos segun se divulga en
la presente para determinar la actividad. Es bien conocido en la técnica que las proteinas
truncadas se pueden producir en forma exitosa de modo que retengan la actividad fluncional
mientras que tienen menos del total de la secuencia de longitud completa. Por eje |plo, las
proteinas B.f. se pueden utilizar en una forma truncada (proteina de nucleo) ('Ver, por
ejemplo, Hofte et al. (1989), y Adang et al. (1985)). Tal como se utiliza en la pres‘,ente, el
término "proteina” puede incluir truncados funcionalmente activos. }

En algunos casos, especialmente para la expresion en plantas, puede ser véntajoso
utilizar genes truncados que expresan las proteinas truncadas. Los genes truncados prlleferidos
codificaran tipicamente 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57,
58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80| 81, 82,
83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 0 99% de la proteina de longitud
completa.
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Ciertas proteinas de la presente invencioén han sido especificamente ejemplificadas en
la presente. Como estas proteinas son meramente ejemplares de las proteinas de la pr%:‘sente
invencién, debe ser facilmente evidente que la presente invencién comprenda proteinas
variantes o equivalentes (y secuencias de nucledtidos que codifican sus equivalentesl) que
tiene la misma o similar actividad de las proteinas ejemplificadas. Las proteinas equivallentes
tendran similitud de aminoacido (y/o homologia) con una proteina ejemplificada. La identidad
del aminoacido sera tipicamente al menos 60%, preferentemente al menos 75%, con mayor
preferencia al menos 80%, aun con mayor preferencia al menos 90%, y puede ser fiaor lo
menos 95%. Las proteinas preferidas de la presente invencion también se pueden definir en
términos de rangos de similitud y/o identidad mas particulares. Por ejemplo, la identidgld y/o
similitud puede ser 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67,
68, 69, 70, 71,72, 73,74, 75,76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92,
93, 94, 95, 96, 97, 98, 0 99% en comparacién con una secuencia ejemplificada o sugeri%[ﬁa en
la presente. Cualquier numero mencionado anteriormente puede ser utilizado para definir los
limites superiores e inferiores. !

A menos que se especifique lo contrario, tal como se utiliza en la presente, el porcentaje
de identidad y/o similitud de la secuencia de dos acidos nucleicos se determina utilizando el
algoritmo de Karlin y Altschul, 1990, modificado como en Karlin & Altschul 1993. Dicho
algoritmo se incorpora en los programas NBLAST y XBLAST de Altschul et al., 1990! Las
busquedas de nucleétidos BLAST se realizan con el programa NBLAST, puntuaéién =100,
largo de la palabra = 12. El programa Gapped BLAST se puede utilizar como se describe en
Altschul et al, 1997. Cuando se utilizan los programas BLAST y Gapped BLAST, se utilizan

los parametros por omision de los respectivos programas (NBLAST y XBLAST). Ver sitio web

NCBI/NIH. Para obtener los alineamientos discontinuos a los fines de comparacién, la funcion
AlignX del Vector NTI Suite 8 (InforMax, Inc., North Bethesda, MD,USA ), se Jtilizé
empleando los parametros por omisién. Estos eran: una penalizacion de la apertura Gap de
15, una penalizacion de extension Gap de 6,66, y un rango de penalizacién de separacion
Gap de 8.

Varias propiedades y caracteristicas tridimensionales de la proteina tambiérlt se
pueden cambiar sin afectar adversamente la actividad/funcionalidad de la proteina Se
pueden tolerar/producir  sustituciones conservadoras de aminoacidos para no afectar
adversamente la actividad y/o la configuraciéon tridimensional de la molécula. {Los
aminoacidos se pueden colocar en las siguientes clases: no polar, polar sin cargar, bééico,
acido. Las sustituciones conservadoras por las cuales un aminodcido de una clase se
reemplaza con otro aminoacido del mismo tipo estan dentro del alcance de la presiénte
invenciéon en la medida en que la sustitucién no sea adversa a la actividad biolégical del
compuesto. La Tabla 2 provee un listado de ejemplos de aminoacidos que pertenecen a cada
clase. 4
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Tabla 2 \(

Clase de Aminoacido Ejemplos de aminoacidos E
No polar Ala, Val, Leu, lle, Pro, Met, Phe, Trp I\l
Polar sin cargar Gly, Ser, Thr, Cys, Tyr, Asn, Gin ‘g
Acido Asp, Glu 11
Basico Lys, Arg, His \‘
\

En algunos casos, también se pueden realizar sustituciones no conservadoras. Sin

embargo, las sustituciones preferidas no restan mérito significativo a Ila aCtlYldad
funcional/bioldgica de la proteina. l

Tal como se utiliza en la presente, la referencia a polinucledtidos "aislados" y/o prote\'inas
"purificadas” se refiere a estas moléculas cuando estan en un estado diferente del cual se
hallarian en la naturaleza. De este modo, la referencia a "aislado" o "purificado" signifi#a la
participacion de la "mano del hombre" segun se describe en la presente. Por ejemplo, unjgen
"bacteriano” de la presente invencién puesto en una planta para expresion es“‘ un

"polinucledtido aislado". De igual modo, una proteina derivada de una proteina bacteriaﬁca y
producida por una planta es una "proteina aislada". \
Debido a la degeneracion/redundancia del cddigo genético, una variedad de diferer!ptes
secuencias de ADN pueden codificar las secuencias de aminoacidos divulgadas er‘\ la
presente. Esta dentro de la capacidad de los expertos en la técnica crear secuencias de ADN
alternativas que codifican las mismas, o esencialmente las mismas proteinas. Estas secuenc\%ias
de ADN variantes estan dentro del alcance de la presente invencion. Esto ademas |se

describe en detalle en la seccién titulada "Optimizacion de la secuencia para la expresién\len

plantas." |
\
Optimizacién de la secuencia para la expresién en plantas. Para obtener una eleva\ha

expresion de los genes heterdlogos en plantas, en general se prefiere someter los genes a
reingenieria de modo que estén mas eficientemente expresados en las células de planta (en\\el
citoplasma de las). El maiz es una planta de este tipo donde previamente a la transformacié‘m
se puede preferir redisefiar los genes heterdlogos para aumentar su nivel de expresién en
dicha planta. Por lo tanto, un paso adicional en el disefio de los genes que codifican ur%a
proteina bacteriana consiste en someter a reingenieria a un gene heterélogo para la expresién
optima, utilizando la predisposiciéon del codén mas intimamente alineado con la secuencia d‘ie
la planta blanco, sea una especie dicotiledénea o una monocotileddonea. Las secuencias

también pueden ser optimizadas para la expresién en cualquiera de los tipos mas particulare'!s

mencionados en otras partes en la presente. ‘1
Huéspedes transgeénicos. Los genes que codifican la proteina de la presente invencion
|

se pueden introducir en una amplia variedad de huéspedes microbianos o vegetales. La
presente invencion incluye células de plantas transgénicas y plantas transgénicas. Las plantas|

preferidas (y las células de planta) son maiz, Arabidopsis, tabaco, sojas, algodén, cénola, arroz,‘l‘

|
[

!
|
\
l
|

1“(%,{
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trigo, turba y pasturas, y similares. Otros tipos de plantas transgénicas se pueden producir de
acuerdo con la presente invencion, tales como frutas, vegetales, plantas ornamentales, y
arboles. En forma mas general, las dicotiledoneas y las monocotiledéneas se pueden utilizaren

varios aspectos de la presente invencion.

De este modo, la presente invencién se puede adaptar para uso con!plantas
vasculares y no vasculares que incluyen monocotiledéneas y dicotiledéneas, c(}aniferas,
bryophyta, algas, hongos, y bacterias. Las células animales y los cultivos de células animales
también son una posibilidad. i

|
En realizaciones preferidas, la expresion del gen da por resultado, directa o indirectamente,

la produccién intracelular (y el mantenimiento) de las proteinas de interés. De esta!manera
las plantas pueden ser convertidas en resistentes al herbicida . Se puede hacer reférencia a

tales huéspedes como huéspedes y/o células transgénicas, recombinantes, transforma

das, y/o
transfectadas. En algunos aspectos de esta invencion (cuando se clona y prepara €| gen de
interés, por ejemplo), las células microbianas (preferentemente las bacterianas) se| pueden
producir y utilizar de acuerdo con las técnicas estadndar, con el beneficio de la presente

divulgacién. Las ¢élulas de planta transfectadas con un polinucledtido de la presente

invencién se pueden regenerar en plantas enteras. La presente invencion incluye cultivos de
células que incluyen cultivos de célula de tejidos, cultivos liquidos y cultivos en placas. Las
semillas producidas y/o utilizadas para generar plantas de la presente invencion tarrhbién se
incluyen dentro del alcance de la presente invencién. Otros tejidos y partes dé planta
también se incluyen en la presente invencion. La presente invencion de igual modoi, incluye
métodos para producir plantas o células que comprenden un polinucleétido de la presente
invencidon. Un método preferido para producir tales plantas consiste en la siembra de una semilla
de la presente invencion.

Insercién de genes para formar huéspedes transgénicos. Un aspecto de la presente

invencién es la transformacion/transfeccion de plantas, células de planta, y otras células
huéspedes con polinucleétidos de la presente invencion que expresan las proteinas de la
presente invencién. Las plantas transformadas de esta manera pueden ser convertidas en

resistentes a una variedad de herbicidas con diferentes modos de accion. i

Una amplia variedad de métodos estan disponibles para introducir un gen que codifica

I
una proteina deseada en el huésped blanco en condiciones que permitan un mantenimiento y
expresion estable del gen. Estos métodos son bien conocidos por los expertos en la fécnica y

i

se describen, por ejemplo, en la Patente Estadounidense No. 5.135.867.

Los vectores que comprenden un polinucledtido de DSM-2 estan incluidos en el alcance
de la presente invencién. Por ejemplo, un gran nimero de vectores de clonacion que

comprenden un sistema de replicaciéon en E. coli y un marcador que permite la seleccion de
las células transformadas estan disponibles para preparar la insercion de genes foraneos en
plantas mas altas. Los vectores comprenden, por ejemplo, pBR322, serie pUC, serie M13mp,

pACYC184, etc. En consecuencia, la secuencia que codifica la proteina puede se inserta en el
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vector de un sitio de restriccion adecuado. El plasmido resultante se utiliza para la
transformacion en E. coli. Las células de E. coli se cultivan en un medio nutriente adecuado,

luego se cosechan y se someten a lisis. El plasmido se recupera por purificacion a pa&ir del
ADN gendmico. Como métodos de andlisis, en general, se llevan a cabo el analisis de la
secuencia, el analisis de restriccion, la electroforesis, y otros métodos bioldgicos molecullares-
bioquimicos. Después de cada manipulacion, la secuencia de ADN utilizada puede ser diderida
por restriccion y unida a la préxima secuencia de ADN. Cada secuencia de plasmido p‘,uede
clonarse en el mismo u otros plasmidos. Dependiendo del método de insercién de los g‘lenes
deseados en la planta, pueden ser necesarias otras secuencias de ADN. Si, por ejemplo, el
plasmido Ti o Ri se utiliza para la transformacién de la célula de planta, luego al menos el
borde derecho, pero a menudo el borde derecho y el izquierdo del ADN-T del plésmidé Tio
RI, debe unirse como la regién flanqueante de los genes a ser insertos. El uso de ADN-T péra la
transformacion de células de planta ha sido intensamente investigado y descrito en ER 120

516; Hoekema (1985); Fraley era/. (1986); y An et al. (1985). |
|

Una gran cantidad de técnicas estan disponibles para insertar ADN en una ol‘élula
huésped de planta. Esas técnicas incluyen la transformacién con ADN-T que utiliza
Agrobacterium tumefaciens o Agrobacterium rhizogenes como agente de transforma!ci()n,
fusion, inyeccion, biolistica (bombardeo de microparticulas), bigotes de carburo de sillicio,
emision de aerosol, PEG, o electroporacion como asi también otros métodos posibles. Si se
utilizan Agrobacteria para la transformacion, el ADN a ser inserto debe ser clonad<5|> en
plasmidos especiales, ya sea en un vector intermedio o dentro de un vector binario. Los
vectores intermedios se pueden integrar en el plasmido Ti o Ri por recombinacién homoéloga
debido a las secuencias que son homdlogas a las secuencias en el ADN-T. El pIésmido‘Ti (o}
Ri también comprende la region vir necesaria para la transferencia del ADN-T. Los vect!ores
intermedios no pueden replicarse a si mismos en las Agrobacterias. El vector intermedio
puede ser transferido en el Agrobacterium tumefaciens por medio de un plasmido colaborélhdor
(conjugacion). Los vectores binarios pueden replicarse a si mismos en E. coli }} en
Agrobactenas. Comprenden un gen marcador de seleccién y un conector o policonector el
cual estd enmarcado por las regiones fronterizas del ADN-T derecha e izquierda. Se pue‘!den
transformar directamente en Agrobactenas (Holsters, 1978). El Agrobacterium utilizado c&mo
célula huésped debe comprender un plasmido que transporte una region vir. La region vir es
necesaria para la transferencia de ADN-T en la célula de planta. Puede contener otro AD$-T.
La bacteria asi transformada se utiliza para la transformacion de células de planta. !Las
explantas de planta se pueden cultivar en forma ventajosa con el Agrobacterium tumefacillens
o el Agrobacterium rhizogenes para la transferencia del ADN en la célula de planta. f'l_as
plantas enteras luego se pueden regenerar a partir del material de planta infectado (por
ejemplo, partes de hoja, segmentos de tallo, raices pero ademas protoplastos o céIlLlas
cultivadas por suspension) en un medio adecuado, el cual puede contener antibidticos o
biocidas para la seleccion. Las plantas obtenidas de este modo luego se pueden ensayar p!ara

la presencia del ADN inserto. No se realizan demandas especiales de los plasmidos erﬁ el

|

|
|
|
i
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caso de inyeccion y electroporacion. Es posible utilizar plasmidos ordinarios, tales como por

ejemplo derivados de pUC.

Las células transformadas se desarrollan dentro de las plantas en la form;a usual.
Pueden formar células germinales y transmitir las caracteristica(s) transformada(s) a las
plantas progenies. Tales plantas se pueden desarrollar en la forma normal y se| pueden
cruzar con plantas que tienen los mismos factores hereditarios transformadosiu otros
factores hereditarios. Los hibridos resultantes individuales tienen las correspondientes
propiedades fenotipicas. J

En algunas realizaciones preferidas de la invencién, los genes que codifican la proteina
bacteriana se expresan a partir de unidades de transcripcion insertas en el genoma de la

planta. Con preferencia, dichas unidades de transcripcion son vectores recombinantes
capaces de una integracion estable en el genoma de planta y permiten la seleccion de lineas
de planta transformadas que expresan el ARNm que codifica las proteinas.

Una vez que el ADN inserto ha sido integrado en el genoma, es relativamente eLtable alli
(y no sale nuevamente). Normalmente contiene un marcador de seleccién que confiere a las
células de planta transformadas, resistencia a un biocida o un antibiético, talés como
kanamicina, G418, bleomicina, higromicina, o cloramfenicol, inter alia. Los malrcadores
seleccionables de planta pueden proveer ademas Resistencia a varios herbicidas taies como
glufosinato, (PAT), glifosato (EPSPS), imazetiapir (AHAS), y muchos otros. El | arcador
empleado individualmente, en consecuencia, debe permitir la seleccion de células
transformadas mas que células que no contienen el ADN inserto. El gen o genes de interés
se expresan preferentemente ya sea por promotores constitutivos o inducibles en las células
de planta. Una vez expresado, el ARNm se traduce en proteinas, incorporando de este modo
los aminoacidos de interés en la proteina. Los genes que codifican una proteina expresada
en las células de planta pueden estar bajo el control de un promotor constitutivo, unpromotor
especifico de tejido, o un promotor inducible.

Existen varias técnicas para introducir vectores recombinantes foraneos en las ¢élulas de
|
. .y .
planta, y para obtener plantas que mantienen en forma estable y expresan el gen introducido.

Tales técnicas incluyen la introduccién directamente en las células de materiall genético
recubierto en microparticulas. (Patentes Estadounidenses Nos. 4.945.050 de |Cornell y
5.141.131 de DowElanco, ahora Dow AgroSciences, LLC). Ademas, las plantas s{e pueden
transformar utilizando la tecnologia del Agrobacterium, ver Patentes Estadounidenses Nos.
5.177.010 de la Universidad de Toledo; 5.104.310 de Texas A&M; Solicitud dé Patente
Europea 0131624B1; Solicitudes de Patentes Europeas 120516, 159418B1 y 1%6,112 de
Schiiperoot; Patentes Estadounidenses Nos. 5.149.645, 5.469.976, 5.464.763 y 4.940.838 y
4.693.976 de Schiiperoot; Solicitudes de Patentes Europeas 116718, 290799, 320%00, todas
de Max Planck; Solicitudes de Patentes Europeas 604662 y 627752, y Iél\ Patente
Estadounidense No. 5.591.616, de Japan Tobacco; Solicitudes de Patentes Europeas'» 0267159
y 0292435, y la Patente Estadounidense No. 5..231.019, todas de Ciba Geigy, ahora

Syngenta; Patentes Estadounidenses Nos. 5.463.174 y 4,762,785, ambas de Calgene; y las

|

~t
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!
Patentes Estadounidenses Nos. 5.004.863 y 5.159.135, ambas de Agracétus. Otra

tecnologia de transformacion incluye la tecnologia de pelos. Verlas 1 Patentes
Estadounidenses Nos. 5.302.523 y 5.464.765, ambas de Zeneca, ahora Syng?nta. Otra
tecnologia de transformacién de administracion de ADN directo incluye la tecnologia de haces
de aerosol. Ver la Patente Estadounidense No. 6.809.232. La tecnologia de eIectr;loporacién
también ha sido usada para transformar plantas. Ver WO 87/06614 de Boyce T;'hompson
Institute; Patentes Estadounidenses Nos. 5.472.869 y 5.384.253, ambas de Deka'llb; y WO
92/09696 y WO 93/21335, ambas de Plant Genetic Systems. Mas aln, los vector'les virales
también se pueden utilizar para producir plantas transgénicas que expresan la prbteina de
interés. Por ejemplo, las plantas monocotiledéneas se pueden transformar con un véctor viral
utilizando los métodos descritos en la Patente Estadounidense No. 5.569.597 de '!Mycogen
Plant Science y Ciba-Geigy (ahora Syngenta), asi como también las Patentes EstadoJmidenses
Nos. 5.5689.367 y 5.316.931, ambas de Biosource, ahora Large Scale Biology.

Como se menciond previamente, el modo en el cual la construccion de)ADN se
introduce en el huésped de la planta no es critico para la invencién. Cualquier mé'ltodo que
provea una transformacion eficiente se puede emplear. Por ejemplo, varios métodol'ls para la
transformaciéon de la célula de planta se describen en la presente e incluyen eiI uso de
plasmidos de Ti o Rl y similares para realizar la transformacién mediada‘i por el
Agrobacterium. En muchos casos, sera deseable tener la construccion para la transférmacién
confinada en uno o en ambos lados por los bordes del ADN-T, mas especificamenfe por el
borde derecho. Esto es particularmente Util cuando la construccién utiliza el Agrob!acterium
tumefaciens o el Agrobacterium rhizogenes como modo para la transformacion, si ‘bien los
bordes del ADN-T pueden encontrar su uso con otros modos de transformacion. Dlonde se
utiliza el Agrobacterium para la transformacioén de la célula de planta, se puede utilizar un
vector el cual puede ser introducido en el huésped para la recombinacién homologa con ADN-
T o el plasmido Ti o Ri presente en el huésped. La introduccion del vector se puede realizar

mediante electroporacion, conjugacion triparental y otras técnicas para la transformacic’alL de las

bacterias gram-negativas las cuales son conocidas por los expertos en la técnica. La manera
de la transformacion del vector en el huésped Agrobacterium no es critica para la inven\cién. El
plasmido Ti o Ri que contiene el ADN-T para la recombinaciéon puede ser capaz o inca?paz de
originar la formacién de la agalla, y no es critica para dicha invencién en la medida ique los

genes vir estén presentes en dicho huésped. |
|

En algunos casos en donde se utiliza el Agrobacterium para la transformaé:ién, la
construccidn de la expresion que estd dentro de los bordes del ADN-T se insertara'|1 en un
vector de amplio espectro tal como el pRK2 o sus derivados como se describe en Dit"ta etal.
(1980) y en la EPO 0 120 515. Se incluyen dentro de la construccion de la expresiil')n y el
ADN-T uno o mas marcadores segun se describe en la presente los cuales permitiran la
seleccion del Agrobacterium transformado y las células de planta transformadas. El ma'lmrcador
particular empleado no es esencial para esta invencién, dependiendo el marcador prefer?do del
huésped y la construccién utilizada.
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Para la transformacién de las células de planta utilizando el Agrobacterium, las
explantadas se pueden combinar e incubar con el Agrobacterium transformado durante el
tiempo suficiente para permitir su transformacion. Después de la transformaciéln, las
Agrobacterias se asesinan por seleccion con el antibiético apropiado y las células de planta se
cultivan con el medio selectivo apropiado. Una vez que se formaron los callos, la formacion del
brote se puede estimular empleando las hormonas de planta apropiadas de acuerdo cfion los
métodos bien conocidos en la técnica del cultivo de tejido de planta y la regeneracié+ de la
planta. Sin embargo, un estadio intermedio del callo no siempre es necesario. Despué|s de la
formacién del brote, dichas células de planta se pueden transferir a un medio el cual estimule
la formacién de la raiz completando de este modo la regeneracién de la planta. Las ‘blantas
luego se pueden desarrollar hasta la semilla y dicha semilla se puede utilizar para estjablecer
las futuras generaciones. Sin considerar la técnica de transformacién, el gen que codiffca una
proteina bacteriana se incorpora preferentemente en un vector de transferencia g@nética
adaptado para expresar dicho gen en una célula de planta incluyendo en el vejctor un
elemento regulador del promotor de planta, asi como también regiones de terminabién de

transcripcion no-traducidas de 3' tal como Nos y similares. )'

Ademas de numerosas tecnologias para transformar las plantas, el tipo de tefjido que
se pone en contacto con los genes foraneos puede variar también. Dicho tejido incluiria_Ji pero no
estaria limitado a tejido embriogénico, tipos de tejido de callo |, Ii, y lil, hipocétilo, mefristema,
tejido de la raiz, tejidos para la expresion en floema, y similares. Casi todos los tejjidos de
planta se pueden transformar durante la supresién de la diferenciacién utilizando ,técnicas
apropiadas descritas en la presente. j

Ademas de un marcador seleccionable, puede ser deseable utilizar un gen iriLdicador.
En algunos casos un gen indicador puede ser utilizado con o sin un marcador seleci‘lcionable.
Los genes indicadores son genes que tipicamente no estan presentes en el organismp o tejido
receptor y tipicamente codifican las proteinas que resultan de algin cambio fenfotipico (o}
propiedad enzimatica. Ejemplos de tales genes se proveen en Weising et al., 1988. Lfos genes
indicadores preferidos incluyen la beta-glucuronidasa (GUS) del locus uidA de E. cc!;li, el gen
cloramfenicol acetil transferasa de Tn9 de E. coli, la proteina fluorescente venfde de la
medusa bioluminiscente Aequorea victoria, y los genes de luciferasa de la luciérnaga
Photinus pyralis. Un ensayo para detectar la expresién genética indicadora puede J'realizarse
entonces en un tiempo adecuado después de que dicho gen ha sido introducido en lf:as células
receptoras. Un ensayo de este tipo abarca el uso del gen que codifica la beta-gluduronidasa
(GUS) del locus uidA de E. col/como lo describié Jefferson etal., (1987) para idetilltificar las
células transformadas. ;

Ademas de los elementos reguladores del promotor de planta, los lelementos
reguladores del promotor de una variedad de fuentes se pueden utilizar en forma eficiente en
las células de planta para expresar los genes foraneos. Por ejemplo, se puedeniutilizar los

elementos reguladores del promotor de origen bacteriano, tal como el promotor de octopina

sintasa, el promotor de nopalina sintasa, el promotor de manopina sintasa; los promotores de
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origen viral, tal como el virus de mosaico de coliflor (35S y 19S), 35T (el cual es un promotor
35Ssometido a reingenieria , ver la Patente Estadounidense No. 6.166.302, especialmente el
Ejemplo 7E) y similares. Los elementos reguladores del promotor de planta inclu}en, pero no
estan limitados ala subunidad pequeria (ssu) de ribulosa-1,6-bisfosfato (RUBP) cai‘rboxilasa, el
promotor beta-conglicinina, el promotor beta-faseolina, el promotor ADH, los promotores de
choque térmico, y los promotores especificos para tejido. Otros elementos tale}g como las
regiones de enlace con la matriz, las regiones de enlace con el andamiaje‘%, intrones,
intensificadores, secuencias de poliadenilacion y similares pueden estar presentes y de este
modo mejorar la eficiencia de transcripcion o la integracion del ADN. Tales elemento‘ls pueden o
no ser necesarios para la funcién del ADN, si bien pueden aportar una mejor e!lxpresic’)n o
funcionamiento del ADN afectando la transcripcion, la estabilidad del ARNm, y| similares.
Dichos elementos se pueden incluir en el ADN segUin se desee para obtener un dlﬁesempeﬁo
optimo del ADN transformado en la planta. Los elementos tipicos incluyen, per&g sin estar
limitados a Adh-intrén 1, Adh-intrén 6, la secuencia lider de la proteina de la envolturlé del virus
del mosaico de la alfalfa, las secuencias UTR de la osmotina, la secuencia lider de la proteina
de envoltura del virus de la lista del maiz, como asi también otros disponibles para Io§1 expertos
en la técnica. Los elementos constitutivos reguladores del promotor también seé pueden
utilizar, por lo tanto, dirigiendo la expresién genética continua en todos los tipos de células y en
todo momento (por ej., actin, ubiquitin, CaMV 35S, y similares). Los elementos regl;uladores
del promotor especifico de tejido (por ej., zeina, oleosina, napina, ACP, globulina y similares)
y éstos también pueden ser utilizados. \\
Los elementos reguladores del promotor también pueden ser activos (o il’lactivos)
durante una cierta etapa de desarrollo de la planta asi como también activos en los tejidos y
‘lementos
reguladores del promotor especificos del polen, especificos de embrion, especificos del cabello

organos de la planta. Ejemplos de éstos incluyen pero no estan limitados a los el

del maiz (corn-silk) , especificos de la fibra de algodon, especificos de la raiz, especificos del
endospermo de la semilla, o especificos de la fase vegetativa y similares. En\ ciertas
circunstancias puede ser deseable utilizar un elemento regulador del promotor indu“cib|e, el
cual es responsable de la expresion de los genes en respuesta a una sefial especifica, tal
como: estimulo fisico (genes de choque térmico), luz (RUBP carboxilasa), hormoné| (Em),
metabolitos, quimicos (respuesta a la tetraciclina), y tensién. Se pueden utilizar también otros
elementos deseables para la sintesis de proteinas (traduccién) y la transcripcion, que
funcionan en las plantas. Numerosos vectores de transferencia genética especifico\‘ls para

plantas son conocidos en la técnica. ‘l

Los sistemas virales basados en el ARN de la planta también se pueden utiliza‘yr para
expresar la proteina bacteriana. Al hacer asi, el gen que codifica una proteina l\puede
insertarse en la regién promotora de la envoltura de un virus de planta adecuado el cual in%ectaré
la planta huésped de interés. La proteina puede expresarse luego dando asi protecciéb ala
planta del dafio del herbicida. Los sistemas virales basados en el ARN de plantl\as se
describen en la Patente Estadounidense No. 5.500.360 de Mycogen Plant Sciences, ‘.llnc. y
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las Patentes Estadounidenses Nos. 5.316.931 y 5.589.367 de Biosource, ahora Largle Scale
|
|
Agentes de Seleccion. Ademas del glufosinato y el bialafos, los agentes de séleccién

Biology.

que se pueden utilizar de acuerdo con la presente invencion incluyen todos los ahélogos
sintéticos y naturales que pueden ser inactivados por el mecanismo de acetiltranIEferasa

. . . |
mediada por un gen DSM-2 de |a presente invencién. l
|
Ver, por ejemplo, la figura 1 |
A menos que se indique especificamente o quede implicito, los términos "un" '}una" y
"el/la" significan "al menos uno" tal como se utiliza en la presente. ‘

Todas las patentes, solicitudes de patente, solicitudes provisorias, y publicacitlones a

las que se hace referencia o se citan en la presente se incorporan por referencia en su totalidad
|

en la medida en que no sean inconsistentes con las instrucciones explicitas de! estas

especificaciones. ',

|
A continuacion estan los ejemplos que ilustran los procedimientos para porker en

practica la invencidn. Estos ejemplos no deben considerarse como limitantes. Todlos los
porcentajes son en peso y todas las proporciones de mezcla de solventes son en volumen a
menos que se indique de otra manera 1

.EJEMPLO 1 - METODO PARA IDENTIFICAR LOS GENES QUE IMPA*‘QTEN
RESISTENCIA AL GLUFOSINATO IN PLANTA '

|

Como una forma de identificar los genes que poseen actividades degradantclés de
herbicidas in planta, o en cultivo celular, es posible acceder a bases publicas de ',datos
actualizados tales como NCBI (Centro Nacional para Informacion de Biotecnologia).\Para
comenzar el proceso, es necesario tener una secuencia genética funcional ya identif%cada
que codifica una proteina con las caracteristicas deseadas (es decir, fosfinoltricin
acetiltransferasa). Esta secuencia proteinica se utiliza luego como la entrada pallka el
algoritmo BLAST (Herramienta de Busqueda de Alineamiento Local Basico) (Altschul ét al.,
1997) para comparar contra las depositadas secuencias proteinicas del NCBI disponiblel’ls. Al
utilizar las configuraciones por omision, esta blusqueda devuelve arriba de 100 secuer}lcias
proteinicas homologas en niveles variados. Estos varian desde las altamente idénticas| (85-
98%) hasta las de muy baja identidad (23-32%) en el nivel aminoacidos. Tradicionalment'e se
esperaria que soélo las secuencias con alta homologia retengan propiedades similares g las
de la secuencia de entrada. En este caso, sélo se eligieron las secuencias resultantes clbn <
50% de homologia. Como se ejemplificé en la presente, los homdlogos de clonacién )'/ de
expresion recombinante con tan poco como el30% de conservacion de aminoacidos (reIati\iro al
pat del Streptomyces hygroscopicus) se pueden utilizar para seleccionar los cultivosl'| de
células de plantas transformados de los no transformados. (

El DSM-2 se identifico en la base de datos NCBI (ver el sitio web ncbi.nlm.nih.Jqov;
acceso #AAA26705) como un homélogo con sdlo 30% de identidad de aminoacido al pllat y
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con 28% al bar. El porcentaje de identidad se determiné traduciendo primero las secuencias
de nucledtidos, depositadas en la base de datos, a proteinas, luego utilizando ClustalW en el
paquete de software VectorNTI para lievar a cabo el alineamiento de la secuencia mdiltiple.

EJEMPLO 2 - OPTIMIZACION DE LA SECUENCIA PARA LA EXPRESION EN|PLANTAS Y
BACTERIAS.

2.1 - Antecedentes

Para obtener niveles mas altos de expresion de genes heterélogos en plantas, puede ser
preferible someter a reingenieria la proteina que codifica la secuencia de los ge:nes de modo
que se expresan en forma mas eficiente en las células de planta. El maiz es una de tales
plantas en donde se puede preferir redisefiar la region de codificacion de! la proteina
heterdloga antes de la transformacion, para aumentar el nivel de expresion del geﬁ y el nivel de
la proteina codificada en la planta. Por lo tanto, un paso adicional en el disefio de genes que
codifican una proteina bacteriana es el la reingenieria de un gen heterdlogo para :su expresion

optima. |

Ver, por ejemplo, Kawabe et al. (2003), “Patterns of Codon Usage Bias in‘= Three Dicot
and Four Monocot Plant Spacies” Genes Genet. Syst., pp 343-352; and lkemura ‘f,-t al. (1993),
“Plant Molecular Biology Labfax”, Croy, ed., Bios Scientific Publishers Ltd., p.3"748, y todas

las referencias relevantes citadas en el presente documento. %

.

Una razén para la reingenieria genética de una proteina bacteriana para la éxpresion en
maiz, por ejemplo, se debe al contenido no 6ptimo de G+C en el gen nativo. Pol' ejemplo, el
contenido de G+C muy bajo de muchos genes bacterianos nativos (y el sesgo t!Eonsecuente
hacia el contenido de A+T alto) da por resultado la generaciéon de secuencias cllue imitan o
duplican las secuencias de control de genes en plantas que son conocidas por ser muy ricas
en A+T. La presencia de algunas secuencias ricas en A+T dentro del ADN de los genes
introducidos en las plantas (por €j., regiones de encajado TATA halladas normalmente en los
promotores de genes) pueden dar por resultado la transcripcion aberrante de Ios!I genes. Por
otro lado, la presencia de otras secuencias reguladoras que residen en el ARNm tr'anscrito (por
ej., secuencias de sefal de poliadenilacion (AAUAAA), o secuencias complementarias a los
pequefios ARNm nucleares involucradas en el empalme del pre-ARNm) puedeh; conducir a
inestabilidad del ARN. Por lo tanto, un objetivo en el disefio de genes que codifican una
proteina bacteriana para la expresion del maiz, con mayor preferencia referic#o a genes
optimizados de planta, consiste en generar un secuencia de ADN que tiene un cbntenido de
G+C mas-alto, y preferentemente uno préximo al de los genes de maiz que codifian enzimas
metabdlicas. Otro objetivo en el disefio de los genes optimizados de planta que cc?difican una
proteina bacteriana consiste en generar una secuencia de ADN en la cual las mo&jificaciones

de la secuencia no impiden la traduccion. 1

|
La Tabla 3 ilustra cuan alto es el contenido de G+C en el maiz. Para los l’datos en la

Tabla 3, las regiones codificadoras de los genes se extrajeron de las entradas del GenBank
(Publicacion 71) y las composiciones de base se calcularon utilizando el] programa
|
|
!
!
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MacVectorTM (Accelerys, San Diego, California). Las secuencias del intron se ignoraron en
los calculos.

Tabla 3: Compilacién del contenido G+C de las regiones codificadoras de proteina de lo

»

genes del maiz

Clase de Proteina® Rango G+C,% Promedio G+C®, %
Enzimas Metabolicas (76) 44 4-753 59,0 (£ 8,0)
Proteinas Estructurales (18) 48,6-70,5 63,6 (+6,7)
Proteinas Reguladoras (5) 57,2-68,8 62,0 (= 4,9) i
Proteinas no caracterizadas (9) 41,5-70,3 64,3 (£7,2)

Todas las proteinas (108) 44.4-753 60,8 (+ 5,2)°

® Los nUimeros de genes por clase se dan entre paréntesis
® Las desviaciones estandar se dan entre paréntesis

¢ El promedio de los grupos combinados se ignoré en el calculo del promedio

Debido a la plasticidad otorgada por la redundancia/degeneracién del codigo genéticcp (es
decir, algunos aminodacidos se especifican por mas de un codén), la evolucion dé los
genomas en diferentes organismos o clases de organismos ha dado por resultado elll uso
diferencial de codones redundantes. Esta "tendencia del codon" se reflgja en la composlicién
basica promedio de las regiones codificadoras de proteina. Por ejemplo, los organismoé( con
contenido de G+C relativamente bajo tienen A o T en la tercera posicién de cod:ones
redundantes, por lo que aquellos que tienen contenido de G+C mas altos utilizan codones
que tienen G o C en la tercera posicion. Se cree que la presencia de codones “menores”
dentro de un ARNm puede reducir la velocidad de traduccién absoluta de ese AR‘Nm,
especialmente cuando la abundancia relativa del ARNt cargado correspondiente al ci)dén
menor es baja. Una extension de esto es que la disminucién de la velocidad de traducciénL por
codones menores individuales seria al menos aditiva para multiples codones menores. Por lo
tanto, los ARNm que tienen contenido relativo alto de codones menores tendrian velocid?des

de traduccion correspondientemente bajas. Esta velocidad se veria reflejada en niveles bajos
subsiguientes de proteina codificada.

Al someter a ingenieria los genes que codifican una proteina bacteriana par!a la
expresion en maiz (u otra planta, tal como algodén, soja, trigo, Brassica/canola, arroz; o mas
generalmente para cultivos oleaginosos, y plantas monocotiledéneas, dicotiledc')nieas,
hemicotiledoneas en general), se ha determinado la tendencia del codén de la planta | La
tendencia del codén para el maiz es la distribucién estadistica del codon que la planta utiliza
para codificar sus proteinas y el uso del codén preferido se muestra en la Tabla 4. Después
de determinar la tendencia, se determina la frecuencia porcentual de los codones en los
genes de interés. Los codones primarios preferidos por la planta deben ser determinados,
asi como también la segunda, tercera, y cuarta eleccién de codones preferidos cua}ndo
existen multiples selecciones. Entonces se puede disefiar una nueva secuencia de ADN la
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cual codifica la secuencia amino de la proteina bacteriana, pero la nueva secucl;ncia de ADN
difiere de la secuencia del ADN bacteriano nativo (que codifica la proteina) por la !lsustitucién de
los codones de la planta (primera preferencia, segunda preferencia, tercera d]referencia, 0
cuarta preferencia) para especificar el aminoacido en cada posicion dentro de la kecuencia de
aminoacidos de la proteina. La nueva secuencia se analiza luego para los sitios dl\de enzima de
restriccidn que podrian haber sido creados por la modificacion. Los sitios iden]tificados son
modificados adicionalmente reemplazando los codones con los codones preferidos de la
primera, segunda, tercera o cuarta seleccién. Otros sitios en la secuencia I&gue podrian
afectar la transcripcién o traduccion del gen de interés son los empalmes exén:int'irén (5'0 3,
sefales de adicion poli A, o sefiales de terminacién de la ARN polimerasa. La secuencia
ademas se analiza y se modifica para reducir la frecuencia de los dobletes TA o GC.|Ademas de
los dobletes, los bloques de la secuencia G o C que tienen mas de aproximadam\;ente cuatro
residuos que son iguales pueden afectar la transcripcién de la secuencia. Por lo tl'!anto, estos
blogques también se modifican reemplazando los codones de primera o segunda se\ieccién, etc.

con la siguiente seleccion preferida de codén. ‘

Tabla 4.

Tabla 4. Codones de amino acidos preferidos
para las proteinas expresadas en el maiz
Aminoacido

|

\

|

\

|

Codon* \

Alanina GCCIGCG |

\

Cisteina TGCAGT ‘\

Acido aspartico GACIGAT !

Acido glutamico GAG/GAA \\

|

Fenilalanina TTCTT ‘\

Glicina GGC/GGG ‘l

Histidina CAC/CAT '|

|

Isoleucina ATC/ATT g

t

Lisina - AAG/AAA 1\

Leucina CTG/CTC 1

Metionina ATG ‘%

Asparagina AAC/AAT ‘1

Prolina CCG/CCA E

Glutamina CAG/CAA |

Arginina AGG/CGC \‘

Serina AGC/TCC ';_

Treonina ACC/ACG :

Valina GTG/GTC !
Triptofano

TGG
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para las proteinas expresadas en el maiz

|
|

|

|

|

Tabla 4. Codones de amino acidos preferidos ‘
|
t
l

Aminoacido Codén*
Trirosina TAC/TAT
Stop TGA/TAG

Se prefiere que los genes optimizados de planta que codifican una pLoteina
bacteriana contengan aproximadamente 63% de los codones de la primera seleccién’, entre
aproximadamente 22% hasta aproximadamente 37% de los codones de segunda seleccién, y
entre aproximadamente 15% hasta aproximadamente 0% de los codones de tercera o ilcuarta
seleccion, donde el porcentaje total es 100%. Los genes optimizados de planta, de Imayor
preferencia, contienen aproximadamente 63% de los codones de primera seleccién, al
menos aproximadamente 22% de los codones de segunda selecciéon, aproximadamente
~ 7,5% de los codones de tercera seleccion, y aproximadamente 7,5% de los codones de cuarta
seleccion, donde el porcentaje total es 100%. El método descrito anteriormente le per}nite a
un experto en la técnica modificar los genes que son foraneos a una planta particular de(modo

gue los genes se expresen Optimamente en plantas. El método ademas se iIustra)en la
solicitud PCTWO 97/13402. !

De este modo, para designar los genes optimizados de planta que codificarL una
proteina bacteriana, se disefia una secuencia de ADN para codificar la secuenclia de
aminoacidos de dicha proteina que utiliza un cédigo genético redundante establecido a}partir
de una tabla de tendencia de codén compilada a partir de las secuencias genéticas era la
planta o plantas particulares. La secuencia de ADN resultante tiene un grado mayor de
diversidad de codones, una composicion base deseable, puede contener sitios de
reconocimiento de la enzima de restriccion colocados estratégicamente, y carece de
secuencias que podrian interferir con la transcripcién del gen, o la traduccion del ARNm del
producto. De este modo, los genes sintéticos que son funcionalmente equivalentes I las
proteinas/genes de la presente invencion se pueden utilizar para transformar huéspedes,
incluyendo plantas. La guia adicional que considera la produccion de genes sintéticos se puede
hallar por ejemplo, en la Patente Estadounidense No. 5.380.831.

|

2.2- Anélisis de reconstruccién de la planta con DSM-2. Il
El andlisis extensivo de los 513 pares base (pb) de la secuencia de ADN de la rellgién
codificadora de DSM-2 nativa (SEC ID NO:1) revel6 la presencia de varios patroneé] de
secuencias que se creen son perjudiciales a la expresion de planta éptima, asi como tamlbién
una composicién de coddén no-6ptima. La proteina codificada por la SEC ID NO:1\| se
presenta como SEC ID NO:2. Para mejorar la produccion de la proteina recombinanteT en
monocotiledéneas como asi también en las dicotiledéneas, se desarrollé una secuencia de ADN
"optimizada de planta” DSM-2 v1 (SEC ID NO: 3) que codifica una proteina la cual es idénl‘!tica
a la secuencia nativa revelada como SEC ID NO:2. En contraste, las secuencias de AbN,

|
nativas y optimizadas de plantas, de las regiones codificadoras son sélo 78,3% idénticas; La
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Tabla 5 muestra las diferencias en las composiciones de codén de las secuenci-las nativas
(Columnas A y D) y las secuencias optimizadas de planta (Columnas B y E), y Epermite la
|

comparacion con una secuencia optimizada de planta teérica (Columnas CyF).

|
|
|

Tabla 4. Comparaciones de composicidn del codon de regiones codificadoras de D$M—2
nativa, version optimizada de planta (v1) y una version optimizada de planta teérica \|
A B C D E 1IG
Amino | Codon | Nativa | Opt. Opt. Amino Codon | Nativa | Opt. | Opt.
Acido # de de Acido # de \\ de
Planta | Planta Planta | Planta
vi# Teor. # vi# | Teor. #
ALA(A) GCA 0 5 5 |LEUL) CTA 0 0 0
GCC 14 7 7 CTC 8 5 | 5
GCG 6 0 0 CTG 6 o | o
GCT 0 8 8 CTT 0 5 | 5
ARG(R) AGA 2 4 4 TTA 0 o | o
AGG 1 5 5 TTG 0 7 | 4
CGA 1 0 0 |[LYS(K) AAA 0 1T 0 1
CGC 8 3 3 AAG 3 2 i1 2
CGG 3 0 0 MET(M) ATG 1 1 |1
CGT 1 4 4 |PHE(F) TTC 6 2 \l 4
ASN(N) AAC 2 1 1 TTT 0 4 || 2
AAT 0 1 1 |PRO(P) CCA 7 6 1 5
ASP(D) GAC 7 4 4 ccc 4 3 3
GAT 1 4 4 CCG 8 0 \1 0
CYS(C) TGC 0 0 0 CCT 1 5 |5
TGT 0 0 0 |SER(S) |AGC 1 2 ll 2
END TAA 0 0 0 AGT 0 0 10
TAG 1 0 0 TCA 1 2 1 2
TGA 0 1 1 TCC 4 2 | 2
GLN(Q) CAA 0 2 1 TCG 2 0 l‘.‘o
CAG 3 1 2 TCT 0 2 | 2
GLU(E) GAA 1 6 6 | THR(T) |ACA 1 2 13
GAG 14 ) 9 ACC 5 5 ",5
GLY(G) GGA 2 4 4 ACG 4 0 I:o
GGC | o | 4 7 ACT | 2 | 5 | &
GGG | 2 2 2 | TRPW) | TGC 3 3 3
GGT 1 4 4 | TYR(YY) | TAC 12 7 i‘s
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Tabla 4. Comparaciones de composicion del codén de regiones codificadoras de DSM-2

nativa, version optimizada de planta (v1) y una versién optimizada de planta teérica

HIS(H) | CAC 5 3 3 TAT 0 5 4
CAT 0 2 2 VAL(V) | GTA 1 0 0

ILE(I) ATA 0 GTC 5 3 3
ATC 4 2 2 GTG 4 4 4
ATT 0 1 1 GTT 1 4 4
Totales | 88 88 88 Totales | 84 84 84

|
1
|
Queda claro a partir del examen de la Tabla 5 que las regiones codificadoras n‘;ativas y
optimizadas de planta, mientras codifican las proteinas idénticas, son sustancil‘almente
diferentes una de otra. La version optimizada de planta (v1) imita de cerca la composicion
de coddn de una regién que codifica la planta optimizada tedéricamente que codifica la
proteina DSM-2.

|
EJEMPLO 3 - CLONACION DE LOS VECTORES DE TRANSFORMACION ‘
l
3.1 - Construccion de plasmidos binarios que contienen DSM-2 (v2) l

La secuencia optimizada (DASPIC045) para codificar el gen del codon de DSM—2i(v2) se
recortd con las enzimas de restriccion Bbsl (New England Biolabs, Inc., Beverly MA cat
#R0539s) y Sad (New England Biolabs, Inc., cat#R0156s). El fragmento resultante sei ligb en
pDAB773 en los sitios de restriccion correspondientes, Ncol (New England Biola’bs, cat
#R0193s) y Sacl. Las colonias positivas se identificaron mediante la digestion de la anima
de restriccion. Los clones resultantes contenian el Rb7 MAR v3 // At UbMO promot!or v2 I/
gen de interés // Atu Orf 1 3'UTR v3. El plasmido que contenia DSM-2 (v2) como el igen de
interés se rotulé como pDAB3774.

La casete Rb7 MAR v3 // AtUbilO promotor v2 // gen de interés // Atu Orf1 3'UJTR v3
se cloné en el vector binario pDAB3736 como un fragmento de restriccién Agel (New England
Biolabs, Inc., cat #R0552s). Esta casete se clond entre los Bordes de la Mano Derecha y de
la Mano Izquierda del plasmido binario. Las colonias positivas se identificaron mediante Ia
digestidn de la enzima de restriccién. Las construcciones que contienen Rb7 MAR v3 //lAtUbH
0 promotor v2 // DSM-2 v2 // Atu Orf1 3'UTR v3 se rotularon como pDAB3778. |

Una construccion control que contenia la casete Rb7 MAR v3 // AtUbilO promgtor v2
/I PAT v3 Il Atu Orf1 3' UTR v3 se complet eliminando la casete de destino GateWay attR
del pDAB3736. EI pDAB3736 se digirid con la enzima de restriccion Pad (New England
Biolabs, Inc., cat #R0547s). El Pacl flanquea la casete de destino GateWay attR en
pDAB3736. EI plasmido digerido Pacl se autoligé y se transformé en las células Top10 de
Escherichia (Invitrogen, Carlsbad CA, cat# C4040-10). Las colonias positivas se identificaron
mediante la digestion de la enzima de restriccion y las reacciones de secuenciamiento. La

I
construccion resultante se rotul6 como pDAB3779.
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3.2 - Clonacion de construcciones de transformacion adicional. |

|
Todas las otras construcciones creadas para transformacion en especies apro#iadas
de plantas se construyeron utilizando procedimientos similares segun se de%cribié
previamente en la presente, y otros métodos estandar de clonacién molecular (Maniétis et
al., 1982). La Tabla 6 enumera todas las construcciones de transformacién utilizadas con los

promotores apropiados y las caracteristicas definidas, como asi también el &lultivo
transformado.
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Tabla 6 Constructores usados en la transformacién de varias especies de plantas
pDAS | Pdas | Especies Gen de Promotor | Caracteristica | Caracteristica | GOL | Promotor | Gen de Gen de Gen de promotor | Método
# # transformadas | interés 1 2 2 seleccion seleccion | seleccion Trxn
en* (GOL) bacteriana bacteriana | de planta
2
3247 A DSM2(v2) | CSVMV | NtOsm RB7 Mar v2 - - Espectinomicina | - AAD12(v1) | AtUbi10 | Agro
binario
3250 | 1941 | R, Cn DSM2(v2) | ZmUbi1 | NtOsm RB7 Mar v2 - - Espectinomicina | - - - Pelos
3251 | 1942 | R, Cn PAT ZmUbi1 | NtOsm RB7 Mar v2 - - Espectinomicina | - - - Pelos
3278 (1861 | T DSM2(v2) | AtUBI10 | - RB7 Mar v2 - - Espectinomicina | - - - Agro
binario
3279 | 1862 | T PAT AtUBI10 |- RB7 Mar v2 - - Espectinomicina | - - - Agro
binario
*A Arabidopsis CsVMV = Promotor del Virus del Mosaico de las Venas de la Yuca ZmUbi1 = Promotor de Zea mays Ubiquitin 1
T = Tabaco AtUbi 10 = Promotor de la Arabidopsis thaliana Ubiquitin 10
R = Arroz RB7 Mar v2 = Nicotiana tabacum Osmotin region asociada a la matriz (MAR)
Cn = Maiz NtOsm = Nicotiana tabacum Osmotin Regiones sin traducir 5’y 3’
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EJEMPLO 4 - COMPLEMENTACION DE E. COLI SENSIBLE (BL-21) FON DSM-
2 (V2) UTILIZANDO PROMOTORES PROCARIOTAS Y EUCARIOTAS. ‘\

4.1 Construccion del plasmido de expresién de Escherichia coli que conllliene DSM-
2 (v2) \

La secuencia optimizada del codén de DSM-2 (v2) se digirié con las elhzimas de
restriccion Bbsl y Sacl. El fragmento resultante se cloné en pDAB779 en Ios"T sitios de
restriccion correspondientes de Ncol y Sacl. EI pDAB779 es un vector de l-|expresic')n
pET28a(+) (Novagen, Madison WI, cat# 69864-3). Las colonias positivas que co‘lntenian la
secuencia que codifica el gen DSM-2 (v2) se identificaron mediante la digestion de ]i‘Ia enzima

de restriccion. Las construcciones de DSM-2 // pET28a(+) se etiquetaron como pDAB4412.
|
Los plasmidos de expresién pET (control de vector vacio), y pDAF}"4412 se

transformaron en la cepa de expresion BL21-star (DE3) de E. coliT7 (Invitrogen,\\CarIsbad
CA, cat# C6010-03) utilizando métodos estandar. Los cultivos de expresion se inicilaron con
10-200 colonias recientemente transformadas en 250 ml de medio LB que cont"enia 50
pg/ml de antibiético y 75 uM de IPTG (isopropil-a-D-tiogalatopiranosida). Los cd:Itivos se
desarrollaron a 28°C durante 24 horas a 180-200 rpm. Las células se recolectllaron por
centrifugacién en botellas Nalgene de 250 ml a 3.400 x g durante 10 minutos a -'31°C. Los
pellets se suspendieron en 4-45 ml de solucién de fosfato de Butterfield\ (Hardy
Diagnostics, Santa Maria, CA, fosfato de potasio 0,3 mM pH 7.2). Las células suspFndidas
se transfirieron a tubos de centrifuga con cierre de rosca con 1 ml de perlas de vidrio de
0,1 mm de didametro (Biospec, Bartlesville, OK, nlimero de catalogo 1107901). Laimezcla
de perlas de vidrio-células se enfrid en hielo, luego las células se sometieron a Illisis por
sonicacion con dos rafagas de 45 segundos utilizando una sonda de 2 mm ‘Eon un
Sonificador Branson 250 (Danbury CT) en una salida de -20, refrigerando completé\]mente
entre réfagas. Los productos de la lisis se transfirieron a tubos Eppendorf de 2 r'1i1| y se
centrifugaron 5 minutos a 16.000 x g. Los sobrenadantes se recolectaron y se nliidié la
concentracion de proteina. El reactivo Bio-Rad para el Ensayo de Tincion de ia Protéllina se
diluyd 1:5 con H20 y se agregd 1 ml a 10 ul de una dilucién 1:10 de cada muestl7|ra y a
albumina de suero bovino (BSA) a concentraciones de 5, 10, 15, 20 y 25 pg/m‘ll. Las
muestras se leyeron en un espectrofotometro, midiendo la densidad éptica a la Iongiflud de
onda de 595 nm en el espectrofotometro Shimadzu UV160U (Kyoto, JP). La cantid‘lad de
proteina contenida en cada muestra se calcul6 contra la curva estandar de BSA con ajuste
entre 3 a 6 mg/mi con buffer de fosfato. Los productos de la lisis se corrieron sobre un gel
de proteina SDS para visualizar la proteina expresada. :

|
4.2 Evaluacion de las cepas de clonacién comunes para sensibilidad al BAST/.‘\

Las lineas celulares seleccionadas de Escherichia coli y Agrobacterium tumefaélciens
se inocularon en medios minimos que contenian concentraciones en aumenté de
glufosinato (BASTA). Las lineas celulares; BL21 - star (DE3), Top10, DH5aq, CS? de

| |

|

|
l
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Agrobacterium tumefaciens, y LBA4404s de Agrobacterium tumefaciens se desarrollaron
inicialmente en medios complejos. Las cepas de Escherichia coli se desarrollaron cl‘en LBy
las cepas de Agrobacterium tumefaciens se desarrollaron en YEP. Se inocularon cinco
microlitros de cultivo bacteriano y se dispersaron en forma uniforme sobre pla‘lcas de
medios minimos que contenian varias concentraciones de glufosinato. Las
concentraciones consistian en 0 pg/ml, 250 Mg/ml, 500 pg/ml, 1000 ug/ml, 2000 pb/ml, y
4000 pg/ml de BASTA. Ademas, las cepas bacterianas se inocularon sobre una pllre\ca de
un medio complejo como control - las cepas de Agrobacterium tumefaciens se inoculé‘!ron en
placas agar YEP, y las cepas de Escherichia coli se inocularon sobre placas agar le. Las
placas que contenian las cepas de Escherichia coli se incubaron a 37°C durante 24 horas.
Las placas que contienen las cepas de Agrobacterium tumefaciens se incubaron a 125 °C
durante 48 horas. Después del tiempo de incubacion asignado las placas se obsei‘varon
para obtener el desarrollo bacteriano. La Tabla 7 ilustra la capacidad de las diversas !‘,cepas
para desarrollarse en medios minimos que contienen glufosinato. Sélo una linea ceIuIarl‘ dela

cepa BL21 -Star (DE3) fue inhibida sustancialmente por el glufosinato. 1|

Tabla 7:Respuesta variable de cepas bacterianas al glufosinato, por crecimiento en medio
Control {Contro| Min. Min. Min. Min. Min.

|
complejo I min. |250ug/mi| 500ug | 1000 ug | 2000 pug [4000ug/mi
BL21 (DE3) 4+ +++ - - ‘

|
DH5a E.coli +++ +++ +++ +++ +++ +++ [
Top10 E.coli +++ +++ +4+ +++ +++ + -
C58 +4+ +++ +++ +++ +++ ++ '[
i |
Agrobacterium |
LBA4404S +++ +++ +++ ++ ++ + '(--

A [}

Ao coto pon )
La E.coli se desarrollé durante 24 hrs @ 37C. La Agrobacterium se desarro!lé

durante 48hrs @ 25C. +++ = Crecimiento en césped pesado//"++ = Crecimiento el’?n
césped liviano // + = Crecimiento en césped por zonas // - = Sin crecimiento |

4.3 Expresion Recombinante de DSM-2 (v2) para complementar el crecimieni"o
celular de la BL21 - star (DE3) de Escherichia coli %

l
Se construyé un plasmido de expresion pET28a(+)que contenia PAT (v3) como

control positivo. Se clondé PAT (v3) como un fragmento Ncol - Sacl en los sitios de
restriccion correspondientes de pDAB779. Los clones positivos que contenian eltl
fragmento del gen PAT(v3) se verificaron mediante la digestion de la enzima d(’le
restriccion. Esta construccion se etiquetd como pDAB4434. |

Los plasmidos, pDAB4434, pDAB4412, y un vector pET vacio (control) sé'}
transformaron en células bacterianas BL21 - star (DE3) de Escherichia coli. Los cultivosi
de expresion se iniciaron con 10-200 colonias transformadas recientemente en 250 ml del'
medio LB que contenia 50 pg/ml de antibidtico y 75 uM de IPTG (isopropil-a-D-}|
tiogalatopiranosida). Los cultivos se desarrollaron a 28°C durante 24 horas a 180—200!l
rpm. Se inocularon cinco microlitros del cultivo en un control de medio complejo y un

|

I
|
|
|
|
!
|
|
|
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|

s




34

l
i
I
medio minimo que contenia concentraciones en aumento de glufosinato y ZoluM de

IPTG. Los cultivos se dispersaron en forma uniforme sobre las placas y se incu 1aron a

28 °C durante 24 horas. Después del tiempo de incubacion asignado las placas se

|
observaron para obtener el crecimiento bacteriano. Estos resultados se ilustran en la" Tabla

7 [

Tabla 8:

Control Min. Min. Min. Min. Min. Min.

I
!
|
|
|
Complejo | Cntrl | 250ug/ml | 500ug/ml | 1000ug/ml | 2000ug/ml 41000pg/m|

Ctrol. +++ +++ -- '

- — - |
PAT +++ +4+ +++ +++ +++ +++ s

DSM2 +4+ +4++ +++ +4+ +++ +++ | 4+

La E.coli se desarrolié durante 24 hrs @28C sobre un medio con 20uM de IPTG. --

= Sin crecimiento I +++ = Colonia distinta. !

!
4.4 Uso de los promotores de planta para conducir la expresion recombiqante de

DSM-2 en las células BL21 - star (DE3) de Escherichia coli |

Las construcciones de plasmido en las cuales se expresaron las seduencias
codificadoras del gen DSM-2 (v2), y el gen PAT bajo los promotores de planta dsVMV y
AtUB110 se ensayaron para complementacién sobre un medio minimo que éontenia
glufosinato. Los plasmidos 3778 (Rb7 MARV3 // promotor AtUbil O // DSM-2 (v2) I A'tu Orf 1
3'UTR), 3779 (Rb7 MARV3 // promotor AtUbil 0 // PAT // Atu Orf 1 3'UTR), 3264 (p#omotor
CsVMV [/ DSM-2 Il Atu Orf 24 3'UTR), 3037 (promotor CsVMV // PAT /I Atu O|l|f 25/26
3'UTR), y 770 (plasmido control que contiene el promotor CsVMV // GUS v3// Atu'; Orf 24
3'UTR) se transformaron en la BL21- star (DE3) de Escherichia coli y se desarrolléron en
medio complejos. Cinco microlitros de los cultivos se colocaron en placas con ‘medios
minimos que contenian concentraciones en aumento de glufosinato y se incubaron é 37 °C
durante 48 horas. Los resultados se ilustran en la Tabla 9. Estos datos indican c';ue los
promotores de planta tienen niveles moderados de funcionalidad dentro de las l_células

bacterianas y se pueden utilizar para conducir la expresion de un marcador selecciohab|e.

l
Tabla 9 ‘

Min. Min. Min. Min. Min. Min.
Cntrl | 250ug/ml | 500ug/ml | 1000ug/ml | 2000ug/ml 4:000pgml
BASTA | BASTA | BASTA BASTA B}ASTA

Promotor |DSM-2- | ++H+ ++++ +++ +++ ++ " 4+

At ThMO 778 |
PAT- +HH+ ++++ ++4+ +++ ++4+ E +++
2779 |
AHAS - | +++ (+) -- - -

AA?




35

Promotor |DSM-2 ++ + ~ -

CaVvVMVv 3264

PAT-
237

++ + - -

GUS-
770

+) - - -

Hoi i

BL21
Cntrl

*) - - -

La E.coli se desarroll6 durante 48hrs @37C. ++++ = Crecimiento en césped

pesado, +++ = Crecimiento del césped; ++ = Lotes de colonias distintas; + = Crecimiento

de colonias disperso.

EJEMPLO 5. PURIFICACION DEL DSM-2 PARA CARACTERIZAC
BIOQUIMICA Y PRODUCCION DEL ANTICUERPO PARA ANALISIS WESTERN

5.1. Expresion del Recombinante

ON

Las células BL-21 (DE3) Star de E. coli recombinante (adquiridas de Invitrogen,

Carlsbad, CA) que alojan el gen DSM-2 (v2) optimizado por codédn, en el plasmido

pDAB4412 se utilizé para inocular un medio LB de 3 ml suplementado con 50 ug/m

de

kanamicina a 37 °C durante toda la noche para la preparacion de la semilla.

Aproximadamente 2 ml de cultivo de semilla se transfirieron en un medio LB fresco de 1L
contenia Kanamicina (50 pg/mi) en un matraz Erlenmeyer alveolado de 2,8 litros.
cultivos se incubaron a 37 °C en un agitador (New Brunswick Scientific, Modelo Inn

44) a 250 RPM durante aproximadamente 6 hrs para obtener ODggq préximo a 0,8-1.0

que
Los
ova

Se

agrego isopropil B-D-1-tiogalactopiranosida (IPTG) hasta 75 uM finales en los cultivos y se

continué con la incubacién a 18 °C durante toda la noche para la induccién. Las célulag se

recolectaron por centrifugacion a 8,000 RPM, a 4 °C, durante 15 min, y la pasta ceIuIa!r se

almacen6 a -80 °C o se proces6 en forma inmediata para purificacion.

Aproximadamente 5 g, en peso hiimedo, de células de E. coli del cultivo de 1
se descongelaron y se suspendieron nuevamente en 300 m! de bufer de extraccién
contenia 20 mM de Tris-HCI, pH 8,0 y 0,3 ml de coctel inhibidor de proteasa (Sigma, ¢
P8465), y se hizo disrupcion por sonicacion sobre hielo durante 15 minutos. El lisadc
centrifugd a 4 °C, y a 24,000 RPM durante 20 min, y el sobrenadante se filtré a través
membranas de 0,8 um y 0,45 ym. Todas las separaciones de proteina subsiguientes
realizaron utilizando Explorer 100 de Pharmacia AKTA y se ejecutaron a 4 °C. El filtr
se aplico, a 10 ml/min, a una columna de Flujo Rapido de Sefarosa QXL (Pharm
HiPrep 16/10, tamario del lecho de 20 ml) equilibrada con bufer de 20 mM de Tris-k
pH 8,0. La columna se lavo con este bufer hasta que el eluato ODag retornd a la linea b
las proteinas se eluyeron con 0,5 | de NaCl en gradiente lineal de 0 hasta 0,4 M, a
velocidad de flujo de 5 ml/min, mientras se recolectaron fracciones de 5 ml. Se reunieron
fracciones que contenian DSM-2 segln se determiné por SDS-PAGE con banda apare

de 20 kDa (el peso molecular previsto para DSM-2 es 19,3 KDa), también correspondie

litro
que
cat#
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a la actividad convertidora de glufosinato. La muestra se diluy6é con 4 volimenes c#e 20
mM de Tris-HCI, bafer pH 7,5 que contiene 5 mM de DTT, 0,5% de Triton X-100, 5% de
glicerol, y se aplicé nuevamente a una columna Mono Q (Pharmacia 10/100 GL, tamaﬁ!‘,o del
lecho 8 ml) a 4 ml/min. Las proteinas se eluyeron con NaCl en gradiente de 0,1-0,3 M en
el mismo bufer. Se recolectd el pico principal que contenia el DSM-2, y se agregd sulfat!‘o de
amonio sélido hasta 1.0 M final, y se aplicé a una columna de Flujo Rapido, de Fenilo
(Pharmacia HiTrap, tamafio del lecho 5 mi) equilibrado en sulfato de amonio 1.0 M en Tris-
HCI, 20 mM, pH 7,5. Esta columna se lavd con el bifer de equilibrio a 4 mi/min hasta qLLe el
ODyg, del eluato retorné a la linea base, luego las proteinas se eluyeron en el lapso d%e 50
min (3 ml/min) por un gradiente lineal de sulfato de amonio de 1.0 M hasta 0 en Tris-HC'-lI 20
mM, pH 7,5, y se recolectaron fracciones de 3 ml. Las fracciones de pico principal ique
contenian DSM-2 eluido a 75 mS/cm se reunieron, y se concentraron a aproximadamenllte 3
mg/ml utilizando un dispositivo de filtro centrifugo de membrana de 10 kDa MWCO
(Millipore). Luego [a muestra se aplicé a una columna de filtracién de gel Superdex!l 75
(Pharmacia XK 16/60, tamaro del lecho 110 ml) con bufer de PBS a una velocidad de ﬁlujo
de 1 mi/min. Las fracciones pico que contenian DSM-2 puro se reunieron y se almacenaron
a -80 °C. La concentracién de proteina se determiné por el ensayo Bradford o el anéllisis
de aminoacidos totales utilizando albumina de suero bovino como estandar. La actividad del
DSM-2 purificado se midié sobre la base de un procedimiento estandar para el anélisisl\de
fosfinotricin acetiltransferasa (PAT). (Wehrmann et al. 1996) |

|
5.2 Produccion de anticuerpo \
|

El anticuerpo policlonal de conejo contra el DSM-2 se produjo utilizando I';os
protocolos estandar para anticuerpo policlonal de conejo suministrado por lnvitrog"en
Antibody Services (South San Francisco, CA, Cat# M0300). EI DSM-2 purificado! y
expresado en E. coli (ver seccion anterior) se suministré como inmunégeno. En breve, dtlns
Conejos Neozelandeses se inyectaron por via subcutanea (SQ) con 1 mg de proteiha
DSM-2 emulsionada en 0,25 mg hemocianina Keyhole Limpet y adyuvante de FI'GUIl{ld
incompleto (IFA). Los conejos se dejaron descansar durante 2 semanas y se aplicar&lm
refuerzos via SQ, tres veces, con 0,5 mg de proteina DSM-2 emulsionada en IFA con
intervalos de tres semanas de periodo de descanso. Dos semanas después del refuerzllo
final, se recolectaron sueros de cada conejo y se analizaron por ELISA directo para tituléir
(los datos no se muestran). Se realizaron dos refuerzos adicionales y sangrado terminal
(Invitrogen Cat# M0311 y M0313) sobre el conejo numero 2, el cual dio un mejor titul‘o
para los anticuerpos especificos. |
53 Analisis de transferencia Western "l

Aproximadamente 100 mg de tejido de callos se colocaron en un tubo,micréfug&
(microfuge, sic) de 2 ml que contenia 3 perlas BB de acero inoxidable. Se agregaron 250 ul‘l

de bufer de extraccion (solucidn salina de bufer de fosfato con contenido de 0,1 % de Tritorf?

4
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X-100, DTT 10 mM y 5 pl por ml de coctel de inhibidores de proteasa) y los tubos se fijaron
en el pulverizador Geno (Modelo 2000-115, Certiprep, Metuchen, NJ) y se agitaron durallnte
6 min en la configuracion 1x a 500 rpm. Los tubos se centrifugaron a 10.000x g durante

10 min y el sobrenadante que contenia las proteinas solubles se pipeted en tubos
separados y se almacend sobre hielo. El pellet se extrajo una segunda vez como lse
describié anteriormente y el sobrenadante se reunié con la fraccion previa y se analizé.

Las proteinas extraidas de las muestras de planta se desnaturalizaron en bufer
Laemmli y se incubaron a 95°C durante 10 min. Las proteinas desnaturalizadas Ee
separaron en geles prefabricados de Novex 8-16% en Tris-Glicina (Invitrogen Cat#
EC60452BOX) de acuerdo con el protocolo del fabricante, seguido por transferencia sob;re
membrana de nitrocelulosa utilizando el protocolo estandar. |

Todos los pasos de incubacidon para la transferencia Western se realizaron?a
temperatura ambiente durante una hora. La transferencia se bloque6 primero en PBS ql;Je
contenia 4% de leche (PBSM) y luego se incubé en anticuerpo policlonal de conejo especifié:o
para DSM-2 (ver parrafo anterior) diluido 5000 veces en PBSM. Después de tres lavados
de 5 minutos en PBS que contenia 0,05% de Tween-20 (PBST), el conjugado de anticuer;lbo
anti-raton de cabra / peroxidasa de rabano picante se incub6 en la transferencia. Las
proteinas detectadas se visualizaron utilizando sustrato quimioluminiscente (Pierce

Biotechnology, Rockford, IL Cat# 32106) y exposicion a pelicula de rayos X. |
EJEMPLO 6 - TRANSFORMACION EN ARABIDOPSIS Y SELECCION

|

6.1 - Condiciones de desarrollo de Arabidopsis thaliana. ‘
La semilla de Arabidopsis de tipo silvestre se suspendié en una solucién al 0,1%
de agarosa (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO). La semilla suspendida se almacend a 4;1°
C durante 2 dias para completar los requerimientos de aletargamiento y asegurar un:a

germinacion sincrénica de la semilla (estratificacion). ‘

El Sunshine Mix LP5 (Sun Gro Horticulture, Bellevue, WA) se cubrid co!n

vermiculita fina y se sub-irrigé con solucion de Hoagland hasta que se tornd himedo. L}a
mezcla de suelo se dejé drenar durante 24 horas. La semilla estratificada se sembrié
sobre la vermiculita y se cubrié con domos de humedad (KORD Products, Bramalea,

Ontario, Canada) durante 7 dias. i

Las semillas se germinaron y las plantas se desarrollaron en un Conviron (modelos
CMP4030 y CMP3244, Controlled Environments Limited, Winnipeg, Manitoba, Canada’?)
bajo condiciones de dias largos’ (16 horas de |uz/8 horas de oscuridad) a una intensidad
luminica de 120-150 umol/m’seg a temperatura (22° C) y humedad (40-50%) constantesll.
Las plantas se regaron inicialmente con solucién de Hoagland y a continuacién con agu:a

desionizada para mantener el suelo himedo pero no mojado.

6.2- Transformacién del Agrobacterium

|
|
|
|
|
|
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Una placa de agar LB + con eritromicina (Sigma Chemical Co., St. Louis; MO)
(200mg/ly o espectinomicina (100 mg/l) que contenia una colonia sembrada de DH5a se
utilizd para proveer una colonia para inocular cultivos mini prep de 4 ml (LB liquido +
eritromicina). Los cultivos se incubaron durante toda la noche a 37° C con agitacion
constante. Los prep. Spin Mini de Qiagen (Valencia, CA), realizados conforme las
instrucciones del fabricante, se utilizaron para purificar el ADN de plasmido.

Las células del Agrobacterium tumefaciens electro-competentes (cepas Z707s,

EHA101s, y LBA4404s) se prepararon utilizando un protocolo de Weigel & Glaze!brook
(2002). Las células competentes del Agrobacterium se transformaron utilizando un mjétodo
de electroporacién adaptado de Weigel & Glazebrook (2002). Se descongelaron Ssobre
hielo 50 pl de células Agro competentes y 10-25 ng del plasmido deseado se agregé}ron a
estas células. La mezcla de ADN y célula se agregé a cubetas de etectroporaciér‘i\ pre-
enfriadas (2 mm). Se utilizé un Electroporador Eppendorf 2510 para la transformacié’n con

las siguientes condiciones, Tension: 2,4kV, Longitud del pulso: 5 mseg. .

Después de la electroporacion, se agregd 1 ml de caldo YEP (por litro: 10 g de ex;gracto
de levadura, 10 g de Bacto-peptona, 5 g de NaCl) a la cubeta, y la suspension de c%élula-
YEP se transfiri6 a un tubo de cultivo de 15 ml. Las células se incubaron a 28°C en un bafio
de agua con constante agitacion durante 4 horas. Después de la incubacién, el cultivo se
puso en placas de YEP + agar con eritromicina (200 mg/l) o espectinomicina (100 mig/L) y
estreptomicina (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) (250 mg/L). Las placas se incu:baron
durante 2-4 dias a 28°C. :

|

Las colonias se seleccionaron y se hizo el rayado sobre placas de YEP + agar }‘resco
con eritromicina (200 mg/L) o espectinomicina (100 mg/L) y estreptomicina (250 mig/L) y
se incubaron a 28°C durante 1 a 3 dias. Las colonias se seleccionaron para andlisis de PCR
para verificar la presencia del gen inserto utilizando los cebadores especificos de vi;ector.
Los Preps Spin Mini de Qiagen, realizados conforme las instrucciones del fabricanite, se
utilizaron para purificar el ADN del plasmido de las colonias de Agrobacf:erium
seleccionadas con la siguiente excepcion: alicuotas de 4 ml de un cultivo de h5 mi
preparado durante toda la noche, mini prep de (YEP liquido + eritromicina (200 n‘ig/l) o}
espectinomicina (100 mg/l)) y estreptomicina (250 mg/l)), se utilizaron para la purific‘iacién
del ADN. Una alternativa al uso del ADN del Prep Spin Mini de Qiagen fue el lisado éﬂe las
celulas de Agrobacterium transformadas, suspendidas en 10 pl de agua, a 100 °C dur;ante 5
minutos. EI ADN de plasmido del vector binario utilizado en Ia transformacié;n de
Agrobacterium se incluyé como un control. La reaccion de PCR se completé utilizando la
Tag ADN polimerasa de Takara Mirus Bio Inc. (Madison, Wisconsin) seguh las
instrucciones del fabricante a concentraciones 0,5x. Las reacciones de PCR se llevairon a
cabo por ciclos térmicos en un MJ Research Peltier Thermal Cycler programvado cé;)n las
siguientes condiciones; 1) 94°C durante 3 minutos, 2) 94° C durante 45 segundos, 3) 55°C

durante 30 segundos, 4) 72°C durante 1 minuto, durante 29 ciclos, y luego 1 ciclo de [72° C

;
]

Y (%9(
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durante 10 minutos. La reaccion se mantuvo a 4°C después terminados los ciclos. La
amplificacion se analizé por electroforesis en gel de agarosa al 1 % y se visualizé por tincion
con bromuro de etidio. Se selecciond una colonia cuyo producto de PCR fue idéntico al del

control del plasmido.

6.3- Transformacioén de Arabidopsis

E‘I Arabidopsis se transformé utilizando el método de inmersién floral (florai dip). La
colonia seleccionada se utilizé para inocular uno o mas precultivos de 15 a 30 ml dle caldo
YEP que contenia eritromicina (200 mg/l) o espectinomicina (100 mg/l) y estreptémicina
(250 mg/l). El o los cultivos se incubaron durante toda la noche a 28° C con constante
agitacion a 220 rpm. Cada pre-cultivo se utilizd para inocular dos cultivos de 506 ml de
caldo YEP que contenia eritromicina (200 mg/l) o espectinomicina (100 mg/l) y
estreptomicina (250 mg/l) y los cultivos se incubaron durante toda la noche a 28;°C con
constante agitacion. Luego las células se peletizaron a aproximadamente 8700x g :durante
10 minutos a temperatura ambiente, y el sobrenadante resultante se descarto. EI pellet
celular se resuspendié suavemente en 500 ml de medio de infiltracién que contenia: 1/2x
sales Murashige y Skoog /vitaminas B5 de Gamborg, 10% (p/v) de sacarosa, 0,044 uM de
bencilamino purina (10 pl/litro de solucién de reserva de 1 mg/ml en DMSO) y 300 ulflitro de
Silwet L-77. Las plantas de aproximadamente 1 mes se sumergieron en el medio durante

15 segundos, asegurandose de sumergir la inflorescencia mas nueva. Las plantas se
acostaron luego sobre sus costados y se cubrieron (transparente u opaco) durante 24
horas, luego se lavaron con agua, y se colocaron hacia arriba. Las plantas se
desarrollaron a 22°C, con un foto periodo de 16 horas de luz / 8 horas de osq[,uridad.
Aproximadamente 4 semanas después de la inmersion, se cosecharon las semillas%
6.4 - Seleccion de plantas transformadas. i

Las semillas T, recién cosechadas [gen DSM-2 (v2)] se dejaron secar durante 7
dias a temperatura ambiente. Las semillas T, se sembraron en bandejas de germinacioén de
26,5 x 51-cm (T.0O. Plastics Inc., Clearwater, MN), recibiendo cada una alicuotas de 200 mg
de la semilla T, estratificada (-10.000 semillas) que habian sido suspendidas previ%mente
en 40 ml de solucién de agarosa al 0,1% y se almacenaron a 4°C durante 2 diés para
completar los requerimientos de aletargamiento y asegurar una germinacion sincrénica de

1

la semilla.

El Sunshine Mix LP5 (Sun Gro Horticulture Inc., Bellevue, WA) se cubrié con
vermiculita fina y se subirrigé con solucién de Hoagland hasta humedecerse, luego se dejé

secar por gravedad. Cada alicuota de 40 ml de semilla estratificada se sembré en forma
uniforme sobre la vermiculita con una pipeta y se cubrié6 con domos de humedad (KORD
Products, Bramalea, Ontario, Canadd) durante 4-5 dias. Los domos se removieroh 1 dia
antes de la seleccion inicial del transformante utilizando el rociado pos emergencia d' 2,4-D

(seleccionando para el gen AAD-12 co-transformado; ver USSN 60/731.044). Sie‘ite dias
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después de la siembra (DDP) y nuevamente 11 DDP, se rociaron las plantas T, (cotiledén y

etapa de 2 a 4 hojas, respectivamente) con una solucién al 0,016% del herbicida 2,4-D (456
g ia/l 2,4-D amina 4, Dow AgroSciences LLC, Indianapolis, IN) en un volufnen de rociado
de 10 ml/bandeja (703 I/ha) utilizando una boquilla de pulverizacién de a:ire comprimido
DeVilbiss para suministrar una proporcion eficaz de 50 g ae/ha de 2,4-D DMA por
aplicacién. Los sobrevivientes (plantas que se desarrollan activamente) se iidentificaron de
4 a 7 dias después del pulverizado final y se transplantaron en formE individual en
materas de 3 pulgadas preparadas con medios para materas (Metro Mix 3&0). Las plantas
transplantadas se cubrieron con domos de humedad durante 3 a 4 dias y se colocaron en
una cadmara de crecimiento a 22° C como antes o se movieron directamente al
invernadero. Los domos se eliminaron a continuaciéon y las plantas sé} criaron en el
invernadero (22+5° C, 50+30% RH, 14 h de luz: 10 de oscuridad, minirﬁo 500 pE/mzs1
natural + |luz suplementaria) al menos 1 dia antes del ensayo para la capacidad del DSM-2
(v2) (gen optimizado para la planta) para dar resistencia herbicida al glufosinato.

Luego, las plantas T, se asignaron al azar para varias proporciones de glufosinato.
Para el Arabidopsis 140 g ia/ha de glufosinato es una dosis efectiva para distinguir las

plantas sensibles de las que tienen niveles de Resistencia significativos. También se

aplicaron proporciones elevadas para determinar niveles relativos de Resistencia (280,
560, o 1120g ia/ha). La Tabla 10 muestra comparaciones tomadas a un genide Resistencia
herbicida al ariloxialcanoato (AAD-12 v1); ver USSN 60/731.044.

Todas las aplicaciones de herbicida de glufosinato se aplicaron por pulve
en un volumen de 187 I/ha. La formulacion comercial Liberty™ (200 g a
Science, Research Triangle Park, NC). Las plantas T, que exhibiero

rizador de pista
/L, Bayer Crop
n tolerancia al

glufosinato fueron accedidas posteriormente en la generacion T,.

6.5 - Resultados de seleccion de plantas transformadas.

Las[G1] primeras transformaciones de Arabidopsis se realizaron utilizando DSM-2 (v2) (gen

optimizado de planta). Los transformantes T, se seleccionaron primero del un fondo de

semillas no transformadas utilizando un esquema de selecciéon DMA para 2,4-L
mas de 100,000 semillas T, y se identificaron 260 plantas resistentes al 2,4-[
equivalente a una frecuencia de transformacion/seleccion de 0,26% la cual es

alta que el rango normal de frecuencia de seleccion de los constructores en

D. Se rastrearon
D (gen AAD-12),
levemente mas
donde AAD-12

+ 2,4-D se utilizan para seleccién. Las plantas T, seleccionadas arrteriormente se

transplantaron a continuacién a materas individuales y se rociaron con varias proporciones
I

de herbicida de glufosinato comercial. La Tabla 10 compara la respuesta de DSM-2 (v2) y

los genes de control para impartir resistencia al glufosinato con los transformantes T, de

Arabidopsis. La respuesta se presenta en términos de porcentaje de daﬁo| visual 2 WAT,

|
Los datos se presentan en forma de un histograma de individuos que exhiben poco o

ningun dafio (<20%), dafio moderado (20-40%), o dafo severo (>40%). Da‘do que cada T,

%
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es un evento de transformacion independiente, se puede esperar una | variacion
significativa de respuestas individuales T, dentro de una proporcién dada. Se‘{ presenta
una desviacion estandar y media aritmética para cada tratamiento. El Arabidopéis de tipo
silvestre no transformado se utiliza como control sensible al glufosinato. El gen D&M—Z (v2)
impartio resistencia herbicida a plantas T, Arabidopsis individuales. Dentro de un trétamiento
dado, el nivel de respuesta de la planta varié enormemente y se puede atribuir al !hecho de
que cada planta representa un evento de transformacién independiente. De imﬁportancia
para notar, por encima de 140 g ia/ha de glufosinato, hubo individuos que no s‘,le vieron

afectados mientras que algunos se vieron seriamente afectados. Un promedio de'\,daﬁo de

poblacion total por proporcion se presenta en la Tabla 10 simplemente para demll:)strar la

.

diferencia significativa entre las plantas transformadas con DSM-2 (v2) versus el tipo
silvestre o los controles transformados AAD-12 + PAT. Muchos DSM-2 (v2) indi‘l\/iduales

sobrevivieron a 1.120 g ia/ha de glufosinato con poco o nada de dafio. \

|
Tabla 10. Respuesta de T, Arabidopsis transformada (optimizada de planta) de T1

DSM-2 v2 hasta un rango de proporciones de glufosinato aplicadas pos emergerbcia en

comparacion con las plantas Ti AAD-12 + PAT y de tipo salvaje. |

\
|

Tabla 10. Respuesta de T, Arabidopsis transformada (optimizada de planta) de T1 l?SM—

2 v2 hasta un rango de tasas de glufosinato aplicadas post emergencia comparada I‘Fon
las plantas tipo silvestres y las Ti AAD-12 + PAT |
Gen DSM-2 (v2) + AAD-12 % Dario % Dafio l'
| Promedios <20% 20-40% >40% Promedio Desviacié‘rw
0 g ia/ha glufosinato 20 0 0 0,0 r-“(’),OJ ‘%‘
140 g ia/ha glufosinato 20 0 0 0,0 0,0 “
280 g ia/ha glufosinato 19 1 0 3,0 50 |
560 g iafha glufosinato 19 0 1 6,0 22,0 \l\
1120 g ia/ha glufosinato 17 1 2 13,0 19,0 ‘\
Control del Tipo Silvestre %Dario %Dario “
Promedios <20% 20-40% >40% Promedio Desviacion stcll%i.
0 g ia/ha glufosinato 10 0 0 0,0 0,0 l.
140 g ia/ha glufosinato 0 0 10 98,0 50 \.
280 g ia/ha glufosinato 0 0 10 100,0 0,0 |\
560 g ia/ha glufosinato 0 0 10 100,0 0,0 I\
1120 g ia/ha glufosinato 0 0 10 100,0 0,0 ‘\l
Gen PAT + AAD-12 % Dario % Dafio |

WY
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Tabla 10. Respuesta de T, Arabidopsis transformada (optimizada de planta) de T1i DSM-

|
2 v2 hasta un rango de tasas de glufosinato aplicadas post emergencia comparada con

las plantas tipo silvestres y las Ti AAD-12 + PAT

Promedios <20% 2040% >40% Promedio Desviacidn std.
0 g ia/ha glufosinato 10 0 0 0,0 0,0

140 g ia/ha glufosinato 10 0 0 0,0 0,0

280 g ia/ha glufosinato 10 0 0 0,0 0,0

560 g ia/ha glufosinato 10 0 0 0,0 0,0i

1120 g ia/ha glufosinato 10 0 0 3,0 3,0

6.6 - DSM-2 (v2) como marcador seleccionable.

La capacidad de utilizar DSM-2 (v2) como marcador seleccionable utilizando
glufosinato como el agente de seleccién se analizé con Arabidopsis transformado |c:omo se
describié anteriormente. Aproximadamente 100 semillas de Arabidopsis de generécién Ty
(100-150 semillas) que contenian DSM-2 (v2) o plantas con 2 mg de homézigé Ts que
contenian PAT se enclavaron entre aproximadamente 10.000 semillas (sensibles)‘l del tipo
silvestre. Cada bandeja de plantas recibid dos tiempos de aplicacién de 280 g ja/ha de
glufosinato en los tiempos de tratamiento siguientes: 7 DDP y 11 DDP. Los trata;\mientos
se aplicaron con una boquilla de pulverizador DeVilbiss segliin se describié previamente.
Otros 2 mg de semilla de Arabidopsis de generacion T, de cada una se sembré y no

recibieron tratamiento como un conteo de comparacién. Las plantas se identiﬁcarpn como
Resistentes o Sensibles 17 DDP. Los conteos entre las tratadas y no tratada se rﬁuestran
similares en la Tabla 11. Estos resultados indican que la DSM-2 (v2) se puede utilizar

efectivamente como un marcador seleccionable alternativo para una poblacién. ‘

Tabla 11. Masa de semilia sembrada y cuenta del niimero de plantas que sobrevi‘vieron a

continuacion del tratamiento con 280 ia/ha de gliufosinato

Peso de la Masa de Numero de plantés
Masa de DSM- !
Trmto masa PAT sobrevivientes después de ser
2 (v2) plantada )
plantada plantada rociadas con glufosinato

1 200 mg 0 mg 0 mg 0

2 0 mg 2mg 0 mg 154

3 200 mg 2mg 0mg 121

4 0 mg 0 mg 2mg 117

5 200 mg 0mg 2mg 121
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6.7-Anélisis Molecular ';
\
6.7.1 — Recoleccién de tejido, aislamiento de AND y cuantificacion Xul. \\
l
|

El tejido fresco se coloca en tubos y se liofiliza a 4°C durante 2 dias. Después d':le- que el
tejido esta totalmente seco se coloca una bola de tungsteno (Heavy Shot) en el tul'ibo y las
muestras se someten a molienda seca durante un minuto usando un Molino dE Bolas
Kelco. Luego se sigue el procedimiento estdndar DNeasy para aislamiento d‘\el ADN
(Qiagen, DNeasy 69109). Luego se colorea una alicuota del ADN extraido con Pico Green
(Molecular Probes P7589) y se lee en el fluorémetro (Longitud de Onda 485/530-83“0 Tek),
con estandares conocidos para obtener la concentracion en ng/ul. ‘

‘\
6.7.2- Analisis para el ensayo del invasor, Xl ll

\
Las muestras de AND se diluyen a 0,7 ng/ul y luego se desnaturalizan por incubac‘;lién en

un ciclador térmico a 95°C durante 10 minutos. La mezcla de reaccion para el ensa‘:yo del
invasor se prepara luego siguiendo el procedimiento para el formato de 96 éeldas
publicado por Third Wave Technologies. En cada celda de la placa de 96 celd!?s se
dispersan 7,5ul de la mezcla de reaccién preparada, seguida por una alicuota de 7,5p| de
los controles y por los 0,7ng/ul diluidos de las muestras desconocidas desnaturaliz"'T\das.
Cada celda se cubre con 15ul de aceite mineral (Sigma). Luego se incuban las plaéas a
63°C durante 1 hora y se lee en el fluorémetro (Biotek). El calculo del % de sefal solcli‘re la
sefial de fondo para la sonda blanco (longitud de onda para el colorante FAM 560/620)
dividido por el % de sefial sobre la sefial de fondo para sonda de control (longitud de c';Snda
para el colorante RED 485/530) sera el calculo de la relacién. La relaciéon se emplea IL‘l\ego
para determinar la formacién de zigotos en el evento. ‘

6.8- Heredabilidad. \

\
. . . . L,
Una variedad de eventos T, se auto-polinizaron para producir la semilla T,. Se ens?yo

la progenie de estas semillas aplicando glufosinato (200 g ia/ha) a 100 plantas hermarﬁas
T, aleatorias. Cada planta T, individual se transplanté a materas de 3 pulgadas cuadradas
antes de la aplicacion por rociado (rociador de pista a una proporcioén de aplicacion de 1"\87
I’lha). Sesenta y tres por ciento de las familias T, (plantas T,) segregadas en el anticipabo
modelo 3 Resistentes: 1 sensible para un locus Unico heredado dominantemente cé?n

herencia Mendeliana seguin se determiné por andlisis Chi cuadrado (P > 0,05). ‘\

Se ejecutd invasidn para (determinar) cigosidad en 16 plantas seleccionadas él
azar de cada una de las lineas que tuvieron segregacion de lugar Gnico. Se recolectarol'\p
semillas de individuos T, en los cuales se determin6 el invasor homécigo (semilla T3Ij.
Veinticinco plantas hermanas T; de cada cuatro familias T, en las cuales se determind e‘,\l
invasor homacigo se ensayaron para progenie segun se describié previamente. Todas Iaé]
familias T, de las que se anticipd que eran homdcigas (poblaciones no segregantes), fuerori
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no segregantes. Estos datos muestran que el DSM-2 (v2) se integra en forma esltable y se

hereda en forma Mendeliana en por lo menos tres generaciones. |
|

|

EJEMPLO 7 -TRANSFORMACION DE MAiZ MEDIADA POR BIGOTES
UTILIZANDO HERBIACE ‘

7.1- Clonacion del DSM-2 (v2). |

El gen DSM-2 (v2) se separé del vector DASPIC045 como un %‘ragmento
Bbs1/Sac1. Este se ligé en forma direccional en el vector pDAB3812 separado en forma
similar que contenia el promotor monocotiledéneo ZmuUbil. Los dos fragmentos |se ligaron
juntos utilizando ligasa ADN T4 y se transformaron en células DH5a. Los minipreps se
realizaron en las colonias resultantes utilizando el kit mini prep QIASpin de Qia;gen, y las
colonias se digirieron para verificar la orientaciéon. La construccion final se designé
pDAB3250, la cual contenia ZmUbi1/0SM-2 (v2) | ZmPer5. Un vector de control idéntico
que contenia el gen PAT se construyé en la forma que se menciono anteriorm'e-nte. Esta
construccion se designé pDAB3251.

7.2- Iniciacién de callo/suspension. |

Para obtener embriones inmaduros para la iniciacion del cultivo deI callo, se
realizaron cruces F; entre los progenitores Hi-ll A y B desarrollados en el invernadero
(Armstrong et al. 1991). Cuando los embriones alcanzaron un tamafio de 1,0-1,2 mm
(aproximadamente 9 a 10 dias posteriores a la polinizacion), las espigas se cosecharon y

la superficie se esterilizd por frotado con jabon Liqui-Nox®, sumergido en etanol al 70%

durante 2-3 minutos, y luego sumergido en blanqueador comercial al 20%'(0,1% de
hipoclorito de sodio) durante 30 minutos. |

Las espigas se lavaron en agua destilada, estéril, y los embrioneé zigoticos
inmaduros se extirparon en forma aséptica y se cultivaron sobre el medio 15A§;10 (Medio
N6 (Chu et al., 1975), 1,0 fng/l de 2,4-D, 20 g/l de sacarosa, 100 mg/l de hidrllolizado de
caseina (digesto enzimatico), L-prolina 25 mM, 10 mg/l de AgNOs, 2,5 g/l de ‘Gelrite, pH
5,8, durante 2 a 3 semanas retirando el escutelo del medio. El tejido que m!ostraba la
morfologia apropiada (Welter et al., 1995) se transfirid selectivamente a interve;los de dos
semanas sobre medio 15Ag10 fresco durante aproximadamente 6 semanas|, luego se
transfirid al medio 4 (Medio N6, 1,0 mg/l de 2,4-D, 20 g/l de sacarosa, 100 mg/l de
hidrolizado de caseina (digesto enzimatico), L-prolina 6 mM, 2,5 g/l de Gelrite; pH 5,8) a
intervalos de dos semanas durante aproximadamente 2 meses. |

Para iniciar los cultivos embriogénicos en suspension, se agregé unL volumen
aproximadamente de 3 ml de célula empacada (PCV) del tejido de callo que se ofigina de un
unico embrién a aproximadamente 30 ml de medio liquido HOCP+ (mezcla de sal basal

!
MS (Murashige y Skoog, 1962), vitaminas MS modificadas que contienen 10 vc?ces menos

|



acido nicotinico y 5 veces mas alto el clorhidrato de tiamina , 2,0 mg/l de 2,4-D, 2,0 mg{l de
‘acido a-naftalenacético (NAA), 30 g/l de sacarosa, 200 mg/l de hidrolizado de caséina
(digesto acido), 100 mg/l de myo-inositol, L-prolina 6 mM, 5% v/v de agua de qioco
(agregado solo antes del subcultivo), pH 6,0). Los cultivos en suspension se mantuvinzeron
en condiciones de oscuridad en matraces Erlenmeyer de 125 ml en un agitador jcon
control de temperatura configurado a 125 rpm a 28°C. Caracteristicamente, las lin|eas
celulares se establecieron dentro de 2 a 3 meses después de la iniciacién. Durante el
establecimiento, las suspensiones se subcultivaron cada 3,5 dias agregando 3 ml de PV > de
células y 7 ml de medio condicionado a 20 ml de medio liquido HOCP+ fresco utilizando %una
pipeta de orificio grande. Una vez que el tejido comenzé a duplicar el crecimiento,! las
suspensiones se escalaron y se mantuvieron en matraces de 500 ml por lo cual 12 m?l de
PVC de células y 28 ml de medio condicionado se transfirieron en 80 ml del m?{adio
HOCP+. Una vez que las suspensiones se establecieron completamente, se sometierdn a
criopreservacion para uso futuro. l

7.3 - Criopreservacioén y descongelamiento de suspensiones. :

A los dos dias post subcultivo, se agregaron 4 mi de PCV de células en suspen%ién
y 4 ml de medio condicionado a 8 ml de crioprotector (disuelto en medio HOCP+ sin agué de
coco, glicerol 1 M, DMS01 M, sacarosa 2 M, filtro esterilizado) y se dej6 agitar a 125 rpiin a
4°C durante 1 hora en una matraz de 125 ml. Después de 1 hora se agregaron 4,5 ml a: un
frasquito criogénico de Corning de 5,0 ml enfriado. Una vez que los recipientes individuales
se llenaron se mantuvieron durante 15 minutos a 4°C en un congelador de velocidad
controlada, luego se dejaron congelar a una velocidad de -0.5°C/minuto hasta alcanlzar
una temperatura final de -40° C. Después de alcanzar la temperatura final, los frasquitos
se transfirieron a cajas en el espacio de estantes dentro de una unidad de almacenamieinto
Cryoplus 4 (Forma Scientific) rellena con vapores de nitrégeno liquido. ]

Para el descongelamiento, los frasquitos se removieron de la unidad ide
almacenamiento y se colocaron en un contenedor de hielo seco cerrado, luego ‘ se
zambulleron en un bafio acuoso mantenido a 40-45° C hasta que la “ebullicion” dismindyé.
Cuando se descongelaron, el contenido se vertié en una pila de -8 papeles estérileslde
filtro Whatman (No. 4) de 70 mm en cajas de Petri de 100x25 mm con cubierta. El quu?do
se dej6 absorber en los filtros durante varios minutos, luego el filtro superior que contehia
las células se transfirio al medio GN6 (medio N6, 2,0 mg/l de 2,4-D, 30 g/l de sacarosa, 2,5
g/l de Gelrite, pH 5,8) durante 1 semana. Después de 1 semana, sdlo el tejido c!:on
morfologia promisoria se transfirié del papel de filtro directamente al medio GN6 fresco. Este
tejido se subcultivé cada 7 a 14 dias hasta que de 1 a 3 gramos estuvieron disponibles parai_i la
iniciacion de la suspensién en aproximadamente 30 ml de medio HO9CP+en matraclfes
Erlenmeyer de 125 ml. Tres mililitros de PCV se subcultivaron en medio HOCP+ fresco
cada 3,5 dias hasta que se obtuvo un total de 12 ml de PCV, momento en el cual tuvo lugar
el subcultivo de punto segun se describi6é previamente. 11
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Aproximadamente 24 horas antes de la transformacién, 12 ml de PC\4 de

suspensidén de células de maiz embriogénico previamente criopreservado mas 28 ml de

medio condicionado se subcultivaron en 80 ml de medio liquido GN6 (medio GN6|que
carece de Gelrite) en un matraz Erlenmeyer de 500 ml, y se colocé en un agitador a| 125
rpm a 28° C. Esto se repitié dos veces utilizando la misma linea celular de modo qu!la un
total de 36 ml de PVC se distribuy6 entre los 3 matraces. Después de 24 horas el medio
liguido GN6 se eliminé y se reemplazé con 72 ml de medio osmético GN6 S/M (mediol N6,
2,0 mg/l de 2,4-D, 30 g/l de sacarosa, 45,5 g/l de sorbitol, 45,5 g/l de mannitol, 100 mglll de
myo-inositol, pH 6,0) por matraz para la plasmélisis de las células. Los matrace:s se
colocaron en un agitador en la oscuridad durante 30-35 minutos, y durante este tiemplo se
prepard una suspension de 50 mg/ml de bigotes de carburo de silicio agregancj_o el
volumen apropiado de medio liquido GN6 S/M para -405 mg de bigotes de carburb de

silicio pre-tratados en autoclave(Advanced Composite Materials, Inc.). ‘

|

Despues de la incubacién en GN6 S/M, el contenido de cada matraz se reunié en una
botella centrifuga de 250 ml. Una vez que todas las células se asentaron en el fondo, todo,
excepto -14 ml de liquido GN6 S/M se sacd y se recolectd en un matraz estéril de 1: litro
para uso futuro. La suspension pre-humedecida de los bigotes se agité por remolino (én un
Vortex) durante 60 segundos a velocidad maxima y se agregaron 8,1 ml a la botella, a lo cual
se agregaron 170 ug de ADN como uitimo paso. La botella se coloco inmediatamente e:n un
mezclador comercial de pinturas Red Devil 5400 modificado y se agité durante 10
segundos. Después de la agitacion, el coctel de células, el medio, los bigotes y el ADN se
agregaron al contenido del matraz de 1 litro junto 125 ml de medio liquido GN6 para
reducir el medio osmético. Las células se dejaron recuperar en un agitador durathe 2
horas antes de filtrarse sobre un papel filtro Whatman #4 (5,5 c¢cm) utilizando una uﬁridad

de vidrio para recolectar células que se conectd a una linea de vacio local.

Aproximadamente 6 ml de suspension dispersa se pipeted sobre la superﬁci*a del
filtro a medida que se extraia el vacio. Los filtros se colocaron sobre placas de medio]GN6
de 60 x 20 mm. Las placas se cultivaron durante 1 semana a 28° C en una caja oscura.

Después de una semana, 20 de los papeles de filtro se transfirieron a placas de
medio GN6 (1 Herbiace) de 60x20 mm, 20 de los papeles de filtro se transfirieron a placas
de medio GN6 (2 Herbiace) de 60x20 mm y 20 de los papeles de filtro se transfirieron a
placas de medio GN6 (4 Herbiace) de 60x20 mm (medio N6, 2,0 mg/l de 2,4-D, 30 g/l de
sacarosa, 100 mg/l de myo-inositol, 1, 2, 0 4 mg/L de bialafos (de Herbiace) y, 2,5 é/l de

Gelrite, pH 5,8) Las placas se colocaron en cajas y se cultivaron durante una semana
adicional.

Después de una semana adicional, todos los papeles de filtro se transfitieron
nuevamente a las mismas concentraciones de medio GN6 + Herbiace (1H, 2H y/o 4H).

Las placas se colocaron en cajas y se cultivaron durante otra semana adicional.

w9
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Tres semanas después de la transformacion, el tejido se embebid raspanc!io la mitad
(“2) de las células en la placa en 3,0 ml de medio de agarosa GN6 fundido (mec*io N6, 2,0
mg/l de 2,4-D, 30 g/| de sacarosa, 100 mg/lI de myo-inositol, 7 g/l de agarosa Sea F‘:‘Iaque,' pH
5,8, tratado en autoclave durante solo 10 minutos a 121° C) que contenia ya selia 1,2,04
mg/l de bialafos de Herbiace. El tejido se rompid y los 3 ml de agarosa y tejido se vertieron
en forma uniforme sobre la superficie de una placa de GN6 (1H, 2H o 4H) de 100 x 15 mm,
dependiendo de la concentracion en que las células se cultivaron originaimente. Esto se
repitié con la otra mitad (%2) de las células sobre cada placa. Una vez embebidas i‘las placas
se sellaron individualmente con Nescofim® o Parafim M®, y luego se cuItivaro'!n durante
aproximadamente 4 semanas a 28° C en cajas oscuras. ‘

7.4- Protocolo para regeneracion de planta. |

Los aislados transformados putativamente son tipicamente visibles por primera vez
de 5 a 8 semanas después de la transformacion. Todos los aislados potenlciales se
eliminaron de la placa sumergida y se transfirieron a medio de seleccion fresco deila misma
concentracion en placas de 60 x 20 mm. Si el desarrollo sostenido es evidente después
de aproximadamente 2 semanas, un evento se considera resistente. Un subconjunto de los

eventos resistentes se entregé luego para andlisis molecular.

La regeneracion se inicia transfiriendo el tejido de callo a un medio de ‘induccién
basado en citoquinina, 28 (1H), que contiene, (sales y vitaminas MS, 30,0 g/l de sacarosa, 5
mg/l de BAP, 0,25 mg/l de 2,4-D, 1 mg/l de bialafos, 2,5 g/l de Gelrite; pH 5,7,) L:T\s células
se dejaron desarrollar en luz baja (13 hEm? s™') durante una semana, luego luz mas alta
(40 NEm™s™) durante otra semana, antes de ser transferidas al medio de regenerlacién, 36
(1H), el cual es idéntico a 28 (1H) salvo que carece de reguladores del crecimiento de la
planta. Se retiraron pequefias plantulas (3 a 5 cm) y se colocaron en tubos de cultivo de

150 x 25 mm que contenian medio SHGA libre de seleccion (Schenk y Hildebrandt basal

salts and vitamins, 1972; 1 g/l de myo-inositol, 10 g/l de sacarosa, 2,0 g/l de G|elrite, pH
5,8). Una vez que las plantulas desarrollaron un sistema de brote y raiz suficiente, se
transplantaron al suelo en el invernadero.

7.5- Analisis Molecular: Materiales y Métodos para Maiz.

7. 5. 1- Aislamiento y cuantificacion de ADN en tejido cosechado. |

El tejido fresco se coloca en tubos y se liofiliza a 4°C durante 2 dias. Después C;le que el
tejido se seca totalmente, se coloca en el tubo una perla de tungsteno (Valenike) y las
muestras se someten a 1 minuto de molienda seca utilizando un molino de bolaés Kelco.
Luego se sigue el procedimiento estandar DNeasy para aislamiento de ADN |(Qiagen,
DNeasy 69109). Una alicuota del ADN extraido se tifie luego con Pico Green !(Sondas
Moleculares P7589) y se lee en el fluordmetro (BioTek) con estandares conocicﬁos para

obtener la concentracién en ng/ul. : |
|
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7.5.2- Anélisis para el Ensayo del Invasor PAT.

Las muestras de ADN se diluyeron a 20 ng/ul luego se desnaturalizaron en un ciclador
térmico a 95°C durante 10 minutos. La mezcla de la sonda de sefial se prepara |lluego
utilizando la oligomezcla provista y MgCl, (Third Wave Technologies). Una alicuota de 7,5

ul se coloca en cada celda de la placa para el ensayo del Invasor seguido de una aliécuota
de 7,5 pl de controles, estandares, y 20 ng/ul de muestras desconocidas diluidas. ICada
celda se recubre con 15 ul de aceite mineral (Sigma). Las placas se incuban luego al63°C
durante 1 hora y se leen en el fluorémetro (Biotek). El calculo del porcentaje, % de |sefial
sobre la sefal de fondo para la sonda especifica dividido el % de sefial sobre la ser‘ixal de
fondo de la sonda control interno sera el calculo de la relacion. La relacion de estandares
de copia conocidos desarrollada y validada con andlisis de transferencia Southern se

utiliza para identificar la copia estimada de los eventos desconocidos.

7.5.3 - Reaccion en cadena de polimerasa para PAT.

Un total de 100 ng del ADN total se utiliza como molde. Se utilizan 20 mM de|cada
cebador con el kit Takara Ex Taq PCR Polimerasa (Mirus TAKRR001 A) Los ceba%iores
para el PAT PTU son (MAS123 Delantero GAACAGTTAGACATGGTCTAAAGG) (SEC iD
NO: 5) y (Per5-4 Trasero GCTGCAACACTGATAAATGCCAACTGG) (SEC ID NO: é). La
reaccion de PCR se lieva a cabo en el ciclador térmico 9700 Geneamp (Ar!)pﬁed
Biosystems), sometiendo las muestras a 94°C durante 3 minutos y a 35 ciclos deI94°C
durante 30 segundos, 62°C durante 30 segundos, y 72° C durante 3 minutos y 15 segundos
seguidos de 72°C durante 10 minutos. Los cebadores para la regién codificadora PCR PAT
son (Delantero - ATGGCTCATGCTGCCCTCAGCC) (SEC ID NO: 7) y (Trasero - CGJGGC
AGGCCTAACTCCACCAA) (SEC ID NO: 8). La reacciéon de PCR se lleva a cabo en el
ciclador térmico 9700 Geneamp (Applied Biosystems), sometiendo las muestras a !94°C
durante 3 minutos y a 35 ciclos de 94°C durante 30 segundos, 65°C durante 30 segund:os, y
72° C durante 1 minuto y 45 segundos seguidos de 72°C durante 10 minutos. Los
cebadores para la regidon codificadora PCR para DSM-2 son (Delantero -
ATGCCTGGAACTGCTGAGGTC) (SEC ID NO: 9) y (Trasero -
TGAGCGATGCCAGCATAAGCT) (SEC ID NO: 10). La reaccidén de PCR se lleva a cabo
en el ciclador térmico 9700 Geneamp (Applied Biosystems), sometiendo las muestras a
94°C durante 3 minutos y a 35 ciclos de 94°C durante 30 segundos, 65°C durante 30
segundos, y 72° C durante 45 segundos seguidos de 72°C durante 10 minutos; Los
productos de PCr se analizaron por electroforesis sobre gel de agarosa al 1% tefiido con
EtBr.

7.5.4 _ Analisis de transferencia Southern.

El analisis de transferencia Southern se realiza con ADN total obtenido del conﬁunto

|
Qiagen DNeasy. Un total de 5 pg de AND gendmico total se somete a una digestion
nocturna con Ncol y Swal para obtener los datos de integraciéon. Una digestion de 5 ué con
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la enzima de restriccion Sspl se utilizé para obtener los datos PTU. Después de analizar
los datos de digestion de Sspl, la enzima de restriccion Mfel se utilizé para digerir todas
las muestras restantes porque parecié ser una mejor eleccién en la enzima. Después de la
digestion nocturna una alicuota de -100 ng se corre sobre un gel al 1% para asegufar la
digestion completa. Después de asegurarse de esto, las muestras se corren sobre un gel
grande de agarosa al 0,85 % durante toda la noche a 40 voltios. El gel se desnaturaliza
fuego en NaOH 0,2 M, NaCl 0,6 M durante 30 minutos. El gel se neutraliza luego en| Tris
HCI 0,5 M, NaCl1, 5 M pH de 7,5 durante 30 minutos. Un aparato para gel que contienei 20x

SSC se configura luego para obtener una transferencia de gel a membrana de r{ylon
(Millipore INYC00010) por gravedad durante toda la noche. Después de la transferencia
nocturna la membrana se somete a luz UV mediante un unificador de cruce (Stratagene
UV stratalinker 1800) a 120.000 microjulios. La membrana se lava luego en SDS al O,lll% ,
0,1 de SSC durante 45 minutos. Después del lavado de 45 minutos, la membrané se
hornea durante 3 horas a 80°C y luego se almacena a 4° C hasta la hibridaciér%. El
fragmento de molde de hibridacion se prepara utilizando la PCR de region codificadora]que
utiliza el ADN de plasmido. El producto se corre sobre un gel de agarosa al 1 % y se divide y
luego se extrae el gel utilizando el procedimiento de extracciéon de gel Qiagen (28706). La
membrana se somete luego a una pre-hibridacion a 60°C durante 1 hora en bufer Perfect
Hyb (Sigma H7033). El procedimiento de la reaccién de rotulacion Prime it RmT d(;:TP-
(Stratagene 300392) se utiliza para desarrollar la sonda de basada en P* (Perkin Elnher).
La sonda se limpia utilizando las columnas G50 de Probe Quant. (Amersham 27-5335:01).
Se utilizaron dos millones de recuentos CPM por ml de bufer de hibridacion para hibridar las
transferencias Southern durante toda la noche. Después de la hibridacién nocturna las
transferencias se sometieron a dos lavados de 20 minutos a 65°C en SDS al 0,1%, 0,1 de

SSC. Las transferencias se expusieron luego a incubacion laminar durante la noche a -
80° C.

7.6 Resultados

Tres transformaciones de maiz mediadas por bigotes se llevaron a cabo con cada

una de las dos construcciones (PAT y DSM-2) descritas anteriormente. De estos
experimentos colectivos, se recuperaron 230 aislados. En el medio que contiene 1 y2 Lng/l
de bialafos (de Herbiace), la recuperacion del evento entre PAT y DSM-2 fue muy similar,
sin embargo, la recuperacidén en el medio de evento que contiene 4 mg/l de bialafos; fue

1

mas alta para PAT que para DSM-2. i

Tabla Ejemplo. 7.6-1

Eventos completos recuperados por botella

Construccion Gen de interés |1 Herbiace 2 Herbiace 4 Herbiace
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pDAB3250

DSM2

46

41

17

pDAB3251

PAT

44

37

45

Cuarenta y ocho de los eventos de DSM-2 seleccionados de 1 o0 2 Herbiaiice se
entregaron para el analisis de numero de copia y la presencia de una unidad de
transcripcién de planta intacta (PTU) mediante transferencia Southern. Los 48 elventos
contenian al menos una copia del gen DSM-2. Un subconjunto de resultados de los e\_bentos

de copia inferior (3 0 menos) se presentan a continuacion.

Tabla Ejemplo 7.6-2

Integracion

PTU

Muestra #

Transferencia
Southern de DSM2

Transferencia
Southern de DSM2

1941 [1]-005 2 Mas grande que lo esperado
1941 [1]-006 3 si
1941 [1]-008 1 Si
1941 [1]-009 2 si
1941 [1]-021 2 Si
1941 [1)-023 2 Si
1941 [2])-012 2 Si
1941 [2]-014 2 Si
1941 [2]-016 3 Si
1941 [2]-017 2 i
1941 [2]-029 2 si
1941 [4]-038 1 si
1941 [5]-044 2 Si
1941 [5]-045 2 si
1941 [5]-047 3 Si

i

$7)
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Cuarenta y ocho de los eventos de PAT seleccionados de 1, 2 0 4

Herbiace se entregaron para el analisis de nimero de copia y la presencia de
una unidad de transcripcion de planta intacta (PTU) mediante Ensayo Invasoir
y PCR respectivamente. Los 48 eventos contenian al menos una copia del
gen PAT. Un subconjunto de resultados de los eventos de copia inferior (3 fT‘)

menos) se presentan a continuacion

Tabla Ejemplo 7.6-3

ID de Planta|Copia|PTU

# PCR
+

1942[ 11001
1942[11-007
1942[2]-017
1942f3]-018
1942[3]-021
1942[3]-022
1942[3]-024

Wl W| =
[+ [+ +]|+]|+

Aproximadamente 6-10 plantas T, se regeneraron de cada uno de los 15 eventos
que contienen DSM-2- y 7-8 plantas se regeneraron de cada uno de los 7 eventos que

contienen PAT mencionados anteriormente para determinar la tolerancia a Liberty

Las muestras de tejidos de callo de 31 eventos diferentes junto con un callo no

transformado (control negativo) se analizaron con el experimento de transferencia
Western. Todas las muestras excepto el control negativo tenian una banda observéda con
peso molecular relativo de 20 kDa para el marcador. Esto concorddé con el tamafio
previsto para la proteina de 19,7 kDa. Ademas, la banda tiene el mismo tamario que la
estandar, es decir proteina DSM-2 purificada de E. coli. Con 0,7 pg/ml del esténda|1r sobre

el gel y dado un puntaje arbitrario de 5 (+++++), las bandas de diferentes eveptos se

clasificaron relativamente y se enumeran en la tabla a continuacién.

Tabla Ejemplo 7.6-4

Recuento|Evento#  |Gramos|Deteccién !
1 1941[1]-018 10,090 [++ |
2 1941 [1]-019/0,070  [+++

3 1941 [1]-020)0,080 |++

4 1941 [1]-021]0,060 |++

5 1941[1]-022 |10,070  |++++

6 1941[1]-023 0,050 |+

7 1941[1]-024 |0,080 |++

8 1941 [1]-025|0,050 |++

9 1941[1]-026 |0,070 |+

10 1941[1]-027 |0,060 |++

11 1941[2]-028 |0,080  |++++

12 1941[2]-029 |0,090  [+++
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Recuento|Evento # Gramos|Deteccion
13 1941[2]-030 |0,110 |++ _
14 1941[2]-031 10,140 |+++ ’
15 1941[2]-032 (0,130 |[+++
16 1941[2]-033 |0,120 |4+
17 1941[2]-034 (0,070 |+++
18 1941[2]-035 |0,140 |+
19 1941[4]-036 (0,160 |+
20 1941[4]-037 {0,140 [++
21 1941[4]-038 {0,140 |+/-
22 1941[4]-039 (0,130 |+
23 1941[4]-040 {0,100 |+/-
24 1941[2]-041 {0,130 |++
25 1941[2]-042 |0,090 |+/-
26 1941[2]-043 (0,110 |+
27 1941[4]-044 (0,090 |+++
28 1941[4]-045 (0,090 |++
29 1941[4]-046 (0,100 |+++
30 1941[4]-047 (0,090 |+++
31 1941[4]-048 (0,110 |+
7.6.1 - Comparacion directa de pintura de hoja en maiz T,.

Las plantas T, de DSM-2 (v2) se pintaron con aplicacién débil de herbicida glufosiniato.
Cuatro plantas hermanas de cada uno de los 15 eventos T, se ensayaron, y 4 hojas de ciada
planta individual recibieron una aplicacién débil de glufosinato en aproximadamente
estadio V8. Los tratamientos de aplicacion débil se aplicaron aleatoriamente para cada
proporcion permitiendo una variacién de la ubicacién del tratamiento sobre h‘ojas
individuales. Para el maiz, 0,25% v/v de glufosinato es la dosis efectiva minima para distinguir
las plantas sensibles de unas con niveles significativos de resistencia. Las proporcioines
elevadas se aplicaron ademas para determinar niveles relativos de resistencia (0,5%, 1,0%,
y 2,0% v/v). Los tratamientos de glufosinato se aplicaron utilizando aplicadores con punta

de algoddn en un area de tratamiento de aproximadamente 2,5 cm de diametro.

La Tabla 11 compara la respuesta de los genes DSM-2 (v2) y control para impartir

resistencia al glufosinato a los transformantes T, de maiz. La respuesta se presenta en

términos de % del dafio visual 2 wat. Los datos se presentan como un histograma de
individuos que exhiben poco o ningun dafio (<20%), dafio moderado (20-40%), o dafio severo
(>40%). Dado que cada Tees un evento de transformacién independiente, se puede espclerar
una variacion significativa de las respuestas T, individuales dentro de una proporcién
dada. Se presenta una desviacién estandar y media aritmética para cada tratamient&. El
maiz de tipo silvestre no transformado fue Util como un control sensibie al qufosinatol. El
gen DSM-2 (v2) impartié resistencia al herbicida a las plantas de maiz T, individuales.
Dentro de un tratamiento dado, el nivel de respuesta de planta vari6 enormemente y
puede atribuirse al hecho de cada planta representa un evento de transformat‘Lic’)n
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independiente. De importancia, en hasta 2% v/v de glufosinato, el DSM-2 (v2) funciona
mejor en conjunto que las plantas transformadas de PAT, Un promedio de dafio|de
poblacién en conjunto por proporcidn se presenta en la Tabla 11 simplemente para
demostrar la diferencia significativa entre las plantas transformadas con DSM-2 (v2)
versus los controles de tipo silvestre o transformados de PAT.

Tabla 11. Respuesta de las plantas de maiz transformadas-(optimizado de
planta) To DSM-2 v2 a un rango de proporciones de glufosinato aplicado como
pinturas de hoja a las plantas pos emergencia en comparacién con las plantas de
tipo salvaje y transformadas de PAT T,

Tipo silvestre PAT DSM-2 (v2)
Tratamiento % Dano % Dafo % Dafio
2% viv 90 9 4
1%v/v 84 6 2
0,5% viv 50 3 1
0,25% viv 33 1 0

7.6.2 Verificacion de la alta tolerancia del maiz T, al glufosinato

|
Il

Fueron plantadas las semilla del cruce de DMS-2 (v2) x 5XH751 T, en materas de 4
pulgadas conteniendo el medio Metro Mix y en el estado de dos hojas fueron rociadas en
el rociador de pista ajustado a 187I/ha a 560 ia/ha de glufosinato para remover los nujos.
A los 7 DAT se removieron los nulos y las plantas resistentes fueron rociadas en el
rociador de pista, como antes, a las siguientes tasas: 0, 560, 1120. 2240, 4480 g ia/ha de
glufosinato. Las plantas fueron clasificadas a los 3 y 14 DAT y comparadas con|las
plantas de control 5XH751xHi Il. La tabla Ex 7.6.2-1 de abajo muestra que hay plantas de
DMS-2 (v2) individuales que proporcionaron hasta 2240 g ia/ha de glufosinato con menos
de 20% de dafio. La DMS-2 (v2) también proporcion6 una tolerancia a 4480 g ia/ha de

glufosinato en los controles transformados de PAT.
{

Tabla Ex. 7.6.2-1. Respuesta del maiz T, a un rango de tasas de glufosinato aplicado
post emergencia (14 DAT)

DSM-2 v2 (pDAS1941) % Dario % Dafio
Promedios <20% 20-40% >40% | Promedio Desviacion
Control no Tratado 4 0 0 3 = ’3 -
560g ia/ha glufosinato 4 0 0 6 3 ;
1120 g ia/ha giufosinato 2 2 0 18 6
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Tabla Ex. 7.6.2-1. Respuesta del maiz T, a un rango de tasas de glufosinato aplicado

post emergencia (14 DAT)

DSM-2 12 (pDAS1941) % Dafio % Dafio _i
Promedios <20% 20-40% >40% | Promedio Desviacion !
2240 g ia/ha glufosinato 1 3 0 21 = ’5 § ]
4480 g ia/ha glufosinato 0 4 0 29 5 l
PAT (Pdas1942) %Dano %Dafio l
Promedios <20% 20-40% >40% | Promedio Desviacién stdllt
Control no Tratado 4 0 0 0 0 l
560g ia/ha glufosinato 4 0 0 6 5 l
1120 g ia/ha glufosinato 0 1 3 25 10 i
2240 g ia/ha glufosinato 2 1 1 25 12 }
4480 g ia/ha glufosinato 0 3 1 33 5 i
WT % Dafio % Dafio ||
Promedios <20% 20-40% >40% | Promedio Desviacion std.
Control no Tratado 4 0 0 3 3
5609 ia/ha glufosinato 0 0 4 100 0
1120 g ia/ha glufosinato 0 0 4 100 0
2240 g ia/ha glufosinato 0 0 4 100 0
4480 g ia/ha glufosinato 0 0 4 100 0

7.6.3 Heredabilidad del DMS-2 (v2) en el maiz ‘

|
Se planté semilla del cruce de DMS-2 (v2) x 5xh751 T, en materas de 3 pulgal'das

en un medio que contenia Metro Mix y en estado de dos hojas fue rociada en el rociador
de pista ajustado a 187 I’ha a 0, 280, 560, 1120. 2240 y 4480 g ia/ha de glufosinato. Las
plantas fueron clasificadas a los 3 y a los 14 DAT y comparadas a las plantas de control
oXH751 x Hi Il. Las plantas fueron clasificadas como antes por dafio global visual dele 0-
100%. Para determinar la segregacién de cada poblacion se escogié la tasa de 11|209
ia’ha y mayor. Las plantas resistentes y las sensitivas fueron contadas y se determiné I!que
todas las de las familias Ty se segregaron por un solo locus, el rasgo domin:lémte
Mendeliano (1R:1S) como se determiné por el analisis de Chi cuadrado. Las pla|lhtas

sobrevivientes fueron a reproduccion vegetativa para producir la generacion T,. El DS{M-Z
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|
(v2) es heredable como un robusto gen resistente al glufosinato en muitiples éspecies

. _ . |
cuando se cruza reciprocamente con un hibrido comercial. i

l
Una prueba de progenie también fue conducida en cinco familias T, de'i DSM-2

(v2). Las semillas fueron plantadas en materas de tres pulgadas como se di,escribié
anteriormente. En el estado de 3 hojas todas las plantas fueron rociadas con 56&09 ia/ha
de glufosinato en el rociador de pista como se describié anteriormente. Despu%s de 7
DAT, las plantas resistentes y las sensitivas fueron contadas. Cuatro de cincc;'| lineas
probadas se segregaron como un solo locus, el rasgo Mendeliano dominante (3R:1S)
como se determiné por el analisis de Chi cuadrado. II|
7.6.4 Apilamiento de DSM-2(v2) para incrementar el espectro herbicida |I|

Ha sido hecho el cruce de las plantas Ty con el BE1146RR. Las ip|antas
transformadas con DSM-2 (v2) pueden ser fecundadas convencionalmente corll? otras
lineas de maiz que contengan rasgos de interés adicionales. Un BE1146RR end}égamo
que contenia el rasgo de tolerancia al glifosato CP4 fue cruzado con plantas "|I'1 que
contenian el DSM-2 (v2). Las plantas de la generacion subsiguiente pueden ser prdibadas
eficazmente del rasgo de tolerancia a ambos herbicidas por la aplicacion de glufosfnato y
glifosato en secuencia o en mezcla en tanque a tasas iguales a o que exceden |asl| tasas
letales normales de los herbicidas (por ejemplo las plantas puede ser rociadas coh 280,
560, 1120, g ia’lha o mas de ambos herbicidas). Esto identificaria la habilidad parg usar
ambos herbicidas aplicados en combinacién o secuencialmente para mane\jo de
resistencia a los herbicidas. |

!
EJEMPLO 8. DETECCION DE PROTEINA DE PLANTAS TRANSFORMADAS
MEDIANTE ANTICUERPOS

|

i

8.1 Produccién de anticuerpo policlonal '|
Cinco miligramos de DSM-2 (v2) purificado (ver seccién anterior) se suministra}ron a
Invitrogen Custom Antibody Services (South San Francisco, CA) para la produccién de
anticuerpo policlonal de conejo. El conejo recibié 4 inyecciones en el periodo d'le 12
semanas conteniendo cada inyeccién 0,5 mg de la proteina purificada suspendida en 1 il de
adyuvante de Freund incompleto. Se ensayaron los sueros con los experimentqs de

ELISA directo y transferencia Western para confirmar la especificidad y afinidad. '

I

8.2 Extraccion de DSM-2 (v2) del tejido de callo l'l
Cuatro discos de hoja de maiz (Hi-ll) utilizando un punzador de un solo orificlio se
colocaron en tubos micréfugos (sic) que contenian 2 perlas de acero inoxidable (4.51mm;
Daisy Co., Cat# 145462-000) y 500 pl de bufer de extraccién de planta (PBS con conte'-nido
de 0,1 % de Triton X-100 y 5 pl por ml de coctel de inhibidores de proteasa (Sigma C'Ikat #
P9599). Los tubos se aseguraron en la Pulverizadora/Geno (Modelo 2000-115, Certi;‘i)rep,

Metuchen, NJ) y se agitaron durante 6 min con una configuracién de 1x de 500 rpm.i| Los

|
1
I
|
|
[
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tubos se centrifugaron a 5000x g durante 10 min el sobrenadante que ‘f:ontiene las

proteinas solubles se ensayé segln los experimentos de transferencia Western para
detectar la presencia de DSM-2 (v2). |

'\
|
|
8.3 Anélisis de Transferencia Western |

El extracto de hoja se fortalecié con varias concentraciones de E;.‘SM-Z (v2)
purificado y se incubé en muestra de bufer Laemmli a 95 °C durante 10 min %eguido de
separacion por electroforesis de gel prefabricado de Tris-Glicina al 8-16%. Luego las
proteinas se electro-transfirieron en una membrana de nitrocelulosa utilizando ur% protocolo
estandar. Después del bloqueo en leche descremada al 4% en PBS, la proteina D\‘SM-2 (v2)
se detectd por antisuero anti-DSM-2 (v2) seguido de conjugados anti-conejo/HRPl'\lde cabra.

La proteina detectada se visualizé quimioluminiscencia del sustrato con el reactiv\p ECL de
Western Analysis(Amersham Cat.# RPN 21058). ‘

t
I
|

[
84  Resultados
|
Los anticuerpos policlonales para DSM-2 se generaron utilizando '\proteina
expresada en las células E. coli y purificadas a partir de las mismas. Después dl\e cuatro
inyecciones, los antisueros tenian un elevado titulo de anticuerpos anti-DSM-2 o‘]omo se
\
observé en el ELISA directo. A una dilucion de 100.000 veces, el suero ttodavia

suministraba una sefial seis veces por encima de la original. '\

|
i

En el analisis de transferencia Western (de DSM-2 en matriz de hoja de maiz tipo
silvestre (Hi-ll), el suero podia detectar una mayor banda, de aproximadamente 22 \l.<Da, lo
cual es comparable con el peso molecular previsto basado en el gen DSM-2. La \qnisma
banda podia incluso ser detectada cuando el extracto se fortalecid a 5 ngfml, la
concentracion mas baja ensayada. También se observaron menores banc|'1as a
concentraciones de DSM-2 altas, las cuales se creen son agregados de la proteina blanco
ya que éstas no se observaron a concentraciones mas bajas. Se observd una ‘\l'mica

banda principal con peso molecular comparable al previsto. (Las lineas de las co&ridas

sobre este gel fueron un marcador de peso molecular, y los extractos de hoja*\ que
contenian proteina DSM-2 a concentraciones de 0,005, 0,05 05 y 5 ug/ml,
respectivamente.) Ademas, el anticuerpo policlonal no presenté reaccion cruzada\\,lcon
ninguna proteina de hoja de maiz ya que se observé poca sefial de origen. \'

La expresion de DSM-2 del tejido de callo de tabaco transformado se deterrrl‘l,niné
utilizando analisis de transferencia Western. La banda detectada con tamario compara‘;ivo
al del estandar (aproximadamente 22 kDa) se observé en diferentes eventos indicar‘ydo
que el DSM-2 se expreso en tejido de tabaco transgénico. '

EJEMPLO 9 - TRANSFORMACION DE TABACO (CULTIVO CELULAR) |

i

Cuatro dias antes de la transformacion, un suspensién de tabaco NT-1 de 1 semana 'c\ie
antigliedad, la cual estaba siendo subcultivada cada 7 dias, se subcultivé a medio frescl«lbo
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agregando 2 ml del cultivo NT-1 o 1 ml de células empacadas en 40 ml de medio NT-1 lB La
suspension subcultivada se mantuvo en la oscuridad a 25 + 1°C en un agitador a 125( rpm

Receta de medio NT-1 B

Tabla Ejemplo 9-1
Receta de medio NT-1B

Reactivo Por litro
Sales MS (10X) 100 ml
MES 05¢g
Tiamina-HCI (1 mg/ml){1 ml
myo-inositol 100 mg
KoHPO, 137,4 mg

2,4-D (10 mg/ml) 222 i

Sacarosa 30g

pH hasta 5,7 + 0,03

Una reserva en glicerol al 50% del Agrobacterium tumefaciens [cepa LBA444)4]
que aloja un vector binario de interés se utilizé para iniciar un cultivo liquido durante'\i la
noche agregando 20, 100, o 500 ul a 30 ml de liquido YEP (10 g/l de extracto de levadura,
10 g/l de peptona, 5 g/l de NaCl, 0-10 g/l de sacarosa) que contiene 50-100 mg/l He
espectinomicina. El cultivo bacteriano se incubé en la oscuridad a 28°C en una incubadc;'Ira

con agitador a 150-250 rpm hasta que la ODgq fue 1,5 £ 0,2. Esto tomo aproximadamedte

18-20 horas. 'l

|

Para cada vector ensayado, se transfirieron de 20 a 70 ml de células én
suspension de 4 dias de antigledad en un recipiente estéril, al cual se agregaron 5050-
1750 pl de suspensién de Agrobacterium en la OD apropiada. Para asegurar la obtencion de
una mezcla uniforme, las células se pipetearon hacia arriba y hacia abajo 5 veces con ur;‘ia
pipeta de orificio amplio de 10 ml. La suspension uniforme o se pasé luego al barril de 25
ml de un pipeteador automatico y se dispensaron 250 ul de la suspensién por celda e1_n
placas de 24 celdas, continuando hasta que la suspension se agoto. Las placas de celda!,s

se envolvieron en pelicula parafinada y se cultivaron en la oscuridad a 25 + 1°C sin agitar

. . |
para un co-cultivo de 3 dias.

A continuacién del co-cultivo, todo el liquido en exceso se elimind de las celdas

|
individuales con una punta de pipeta de 1 ml, y las células restantes de nuevo se

[
suspendieron en 1 ml de liqguido NTC (medio NT-1 B que contenia 500 mg/L dé
: |

|

|

l

|

|
|
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carbenicilina, agregado después de esterilizar en el autoclave). El contenido de unai celda
individual se dispersé a través de la superficie completa de placas de seleccion de|100 x
25 mm utilizando pipetas de transferencia descartables. El medio de seleccidn consistia de
medio NTC solidificado con 8g/l de agar TC suplementado con 7,5 hasta 15 mg/l de bialafos

glufosinato de amonio de grado técnico, agregado después de esterilizar en el autoclave.

Todas las placas de seleccién, que se dejaron sin envolver, se mantuvieron en la oscuridad a
28°C. |
!

Los transformantes putativos aparecieron como pequefios racimos de callo| sobre
un fondo de células no transformadas, muertas. Los callos se aislaron aproximadamente
en las 2 a 6 semanas posteriores a la transformacion. Cada aislado de callo se tran|éfirié a
su propia placa de 60 x 20 mm que contenia el mismo medio de seleccion y se permitio el

desarrollo durante aproximadamente 2 semanas antes de ser entregado para el analisis.
9.1 Resultados

Se completé un experimento lado con lado que compara el DSM-2 (v2) ‘con el

PAT. En el estudio, 100% de las placas de seleccion PAT produjeron al menos un aislado

positivo de PCR en el medio de 10 mg/l de bialafos, mientras que 79% de las pla|cas de
seleccion de DSM-2 (v2) produjeron al menos un aislado positivo de PCR. Todos los
eventos se ensayaron para la presencia del gen DSM-2 (v2) o PAT via region codificadora

PCR, y se hallé que eran positivos

Tabla Ejemplo 9-2

. Gen de Frecuencia de transformacion sobre 10 mg/| de Bialafos a
Construccién | _ _ o
interés continuacién de la verificaciéon por PCR
pDAB3778 DSM-2 79%
pDAB3779 PAT 100%

Las transferencias Western se realizaron sobre un pequefio subconjunto ide los
eventos seleccionados de DSM-2 (v2), y tres eventos positivos se identificaron c!lamo se
vio en los datos a continuacion. En un segundo experimento, las células de tabaco tr:atadas
con DSM-2 (v2) se seleccionaron sobre 7, 5, 10, 12, 5 o 15 mg/L de bialafolg o de
glufosinato de amonio de grado técnico. Las frecuencias de transformacion (% de‘éplacas
de seleccion que producen al menos un callo) a continuacién de la verificacion por medio de
de la regién codificadora de PCR, se mencionan en la tabla a continuacién. :
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Tabla Ejemplo 9-3

Concentracion en mg/L|Glufosinato|Bialafos i
75 55,6% | 38,9%

10 50,0% | 44,4% ‘

12,5 44.4% | 38,9% ’

15 38,9% |22,2% ‘

EJEMPLO 10 - TRANSFORMACION DEL AGROBACTERIUM DE OTROS CULTIl\/OS

A la luz de la divulgacién presente, se pueden transformar cultivos adicionales de acuerdo
con la invenciéon utilizando técnicas que son bien conocidas en el arte. ’ara la
transformacién del centeno mediada por el Agrobacterium, ver, por ej. Popelka & Altpeter
(2003). Para la transformacion de la soja mediada por el Agrobacterium, ver, |por ej.
Hinchee et al., 1988. Para la transformacién del sorgo mediada por el Agrobacterium, ver,

por ej. Zhao et aj, 2000. Para la transformaciéon de la cebada mediada por el

Agrobacterium, ver, por ej. Tingay et al., 1997. Para la transformacion del trigo mediada

por el Agrobacterium, ver, por ej. Cheng et al, 1997. Para la transformacion de!l arroz
mediado por el Agrobacterium, ver, por ej. Hiei e tal., 1997.

Los nombres latinos para estas y otras plantas se dan a continuacién. De:be ser
claro que estas y otras técnicas de transformacién (no-Agrobacterium) se pueden utilizar para
transformar el DSM-2 (v1), por ejemplo, en estas y otras plantas, incluyendo pero no
limitadas a maiz (Gramineae Zea mays), trigo (Pooideae Triticum spp.), arroz (Gramineae

Oryza spp. y Zizania spp.), cebada (Pooideae Hordeum spp.), algoddn (Abroma
Dicotyiedoneae Abroma augusta, y Malvaceae Gossypium spp.), soja (Soya Legumiinosae
Glycine max), remolacha azucarera (Chenopodiaceae Beta vulgaris altissima), c.l:\ﬁa de
azucar (Arenga pinnata), tomate (Solanaceae Lycopersicon esculentum y otros spp.,
Physalis ixocarpa, Solanum incanum y otro spp., y Cyphomandra betacea), papa, ibatata,
centeno (Pooideae Sécale spp.), pimientos (Solanaceae Capsicum annuum, sinense, y
frutescens), lechuga (Compositae Lactuca sativa, perennis, y pulchella), repoIIcL, apio
(Umbelliferae Apium graveolens), berenjena (Solanaceae Solanum melongena),' sorgo
(todas las especies de Sorghum s), alfalfa (Leguminosae Medicago sativum), zariahoria
(Umbelliferae Daucus carota sativa), habas (Leguminosae Phaseolus spps. yi otros
géneros), avena (Avena Sativa y Strigosa), frijoles (Leguminosae Pisum, Vigna, y
Tetragonolobus spp.), Avena (Avena Sativa y Strigosa), Arverja (Leguminosae H;’isum,
Vigna, y Tetragonolobus spp), girasol (Compositae Helianthus annuus), caiabaza
(Dicotyiedoneae Cucurbita spp.), pepino (Dicotyiedoneae genera), tabaco (Solanaceae
Nicotiana spp.), Arabidopsis (Cruciferae Arabidopsis thaliana), hierba de césped (Lolium,
Agrostis, y otras familias), y trébol (Leguminosae). Tales plantas, con genes DSM—\ (v2),

|

Ll
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por ejemplo, se incluyen en la presente invencion. El control de vegetacién en plantas

dotadas con resistencia a glufosinato o bialafos como resultado de la transformacién con

DSM-2 (v2) mejorarse por aplicacion selectiva de glufosinato, i

DSM-2 (v2) tiene el potencial de aumentar la aplicabilidad de herbicidaslique
pueden ser inactivados por el DSM-2 e.g., glufosinato, bialafos y/o fosfinotricin paraI uso
en temporada en muchos sistemas de cultivo de maderables peremnes y de hoja caduca.
Las especies maderables resistentes a glufosinato y/o bialafos podrian aumentér la
flexibilidad del uso sobre la copa de estos herbicidas sin consecuencias nocivas. E!stas
especies incluirian aunque sin limitarse a: aliso, ceniza, alamo temblén, haya, ab%dul,
cerezo, eucalipto, no americano, arce, roble, pino y alamo blanco. El uso de resistenc‘%ia a
auxina para el control selectivo en especies decorativas esta también dentro del alcance

de la invencién. Los ejemplos incluirian, aunque sin limitarse a, rosas, Euonymus,

|
|

EJEMPLO 11 - DSM-2 (V2) APILADO CON LA CARACTERISTICA DE TOLERANkJIA

AL GLIFOSATO EN CUALQUIER CULTIVO |
|
La mayor parte de los acres de algodon, canola, y soja plantados en América del Npﬁe

petunia, begonia y caléndulas.

contienen una caracteristica de tolerancia al glifosato. La adopcién de GT del maiz ésta
en aumento. Los cultivos GT adicionales (por ej., trigo, arroz, remolacha azucarerg, y
césped) han estado en desarrollo pero no han sido colocadas en el comercio hasta la
fecha. Muchas otras especies resistentes al glifosato estan en estado experimental ¢ de
desarrollo (por ej., alfalfa, cafia de azUcar, girasol, arveja, zanahoria, pepino, lechuga,
cebolla, fresa, tomate, y tabaco, especies forestales del tipo alamo vy estorahue
americano; y especies de horticultura como caléndula, petunia y begonias; en la W:orld
Wide Web isb.vt.edu/cfdocs/fieldtest1.cfm, 2005). Las GTC son herramientas valio‘lsas
para la extension completa de las malezas controladas, convenientes y efectivas en cdsto
suministradas por este sistema. |

Sin embargo, la utilidad del glifosato como un tratamiento estandar ahora es la selecol‘i(m
de malezas resistentes al glifosato. Ademas, las malezas en las que el glifosato|es
inherentemente menos eficaz estan cambiando a ser las especies predominantes[en
campos donde los programas quimicos en practica son Unicamente con infosalito.
Mediante el apilamiento del DSM-2 (v2) con una caracteristica GT sea a través de la
fecundacion convencional o en conjunto como un evento de transformacion novedoso| la
eficacia en el control de las malezas, la flexibilidad, la capacidad de manejar los cambios
de las malezas y el desarrollo de resistencia al herbicida podrian ser mejorados. ||Se
pueden visualizar varios escenarios para las opciones de control de malezas mejoraldo
donde el DSM-2 (v2) y una caracteristica GT se apilan en cualquier especie de cultivo
monocotiledénea o dicotiledénea: |
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a) El glifosato se puede aplicar en una proporcion estandar de aplicl}acic’m
posemergente (420 a 2160 g ae/ha, preferentemente 560 a 840 g ae/ha) para el c',bntrol
de la mayoria de las especies de malezas de hoja ancha y césped. Para el control de las
malezas de hoja ancha resistentes al glifosato del tipo Conyza canadensis o las mailezas
inherentemente dificiles de controlar con glifosato (por ej., Commelina spp, /pomoeal' spp,
etc), 280-2240 g ae/ha (preferentemente 350-1700 g ae/ha) se puede aplicar glufosinaiito en
forma consecutiva, mezcla en tanque, o una premezcla con glifosato para suminilistrar

control efectivo. |

|
b) Normalmente, las proporciones aplicadas para el rango general de bTC

varian desde 560 hasta 2240 g ae/ha por tiempo de aplicacion. El glifosato es lejosimés
eficaz en las especies de césped que en las especies de malezas de hoja ancha.|Las
caracteristicas apiladas de DSM-2 (v2) + GT permitirian proporciones de glifosato eﬁc‘?\ces
para el césped (105-840 g ae/ha, con mayor preferencia 210-420 g ae/ha). El glufosinat‘lo (a
280-2240 g ae/ha, con mayor preferencia 350-1700 g ae/ha) podria aplicarse luegd en
forma consecutiva, como mezcla en tanque, o0 como una premezcla con proporcione%, de

glifosato eficaces para el césped para suministrar el control de maleza de hoja anilcha
|
necesario. lI
1

Un experto en la técnica del control de malezas reconocera que otros herbicidas (por
ej. Bialafos) pueden habilitarse por la transformacién de las plantas con DSM-2 (v2). Las
proporciones especificas se pueden determinar por las etiquetas de los herbicid:ias
compiladas en el libro CPR (Referencia para Proteccién de Cultivos) o compilacién similar,
etiquetas compiladas en linea (por ej., cdms.net/manuf/manuf.asp), o cualquier guial’lde
proteccion de cultivos comercial o académica tal. Como Crop Protection Guide |Ide
Agriliance (2003). Cada herbicida alternativo apto para el uso en CTHs por DSM-2 (v2),"iya

. . |
sea usado solo, en mezcla en tanque, o en forma consecutiva, se considera dentro (Iiel

alcance de esta invencion. 'l

|
EJEMPLO 12 - DSM-2 (V2) APILADO CON CARACTERISTICA AHAS EN CUALQUIER
|

CULTIVO |

. |

La tolerancia al herbicida imidazolinona (AHAS, et al.) normalmente esta presente en Un
numero de cultivos plantados en América del Norte que incluyen, pero sin limitacion Ea,
maiz, arroz y trigo. Otros cultivos tolerantes a la imidazolinona (por ej., algoddn Il y
remolacha azucarera) han estado en desarrollo pero no se han liberado al comercio has!lta
la fecha. Muchos herbicidas de imidazolinona (por ej. imazamox, imazetapir, imazaquin, |e
imazapic) se utilizan normalmente en forma selectiva en varios cultivos convencionales. E:EI
uso de imazetapir, imazamox, y el imazapir no selectivo ha sido habilitado a través de Ia[s
caracteristicas de tolerancia de la imidazolinona como AHAS et al. Las CTH tolerantes a Ilga
imidazolinona comerciales a la fecha tienen la ventaja de ser no transgénicas. Esta clasfe

1
de quimica también tiene actividad residual en suelo significativa, pudiendo de este mod'lo

I
[
|
I
[
|
%
|
1



62

suministrar control de maleza extendido mas alla del tiempo de aplicacion, a diferenci% del
glifosato o sistemas basados en glufosinato. Sin embargo, el espectro de malezas
controladas por los herbicidas de imidazolinona no es tan amplio como el del glifosato
(Agriliance, 2003). Ademas, los herbicidas de imidazolinona tienen un modo de accidn
(inhibicion de acetolactato sintasa, ALS) a la cual muchas malezas han desarroll‘ado
resistencia (Heap, 2004). Al apilar DSM-2 (v2) con una caracteristica de tolerancia [L la
imidazolinona, ya sea a través de fecundacién convencional o en conjunto como un evento
de transformacién novedoso, la eficacia de control de maleza, la flexibilidad, y la capaci| ad
de manejar los cambios de malezas y el desarrollo de resistencia al herbicida podria
mejorarse. Varios escenarios para las opciones de control mejorado pueden ser previstos
donde el DSM-2 (v2) y la caracteristica de tolerancia a la imidazolinona se apilan’ en

cualquier especie de cultivo monocotiledénea o dicotiledénea:

a) Se puede aplicar Imazetapir en una proporcién de aplicacion pos emergente
estandar de (35 a 280 g ae/ha, preferentemente 70-140 g ae/ha) para el control de muchas
especies de maleza de hoja ancha y césped.

i) Las malezas de hoja ancha resistentes al inhibidor ALS del tipo

Amaranthus rudis, Ambrosia trifida, Chenopodium album (entre otros, Heap, 2004) podrian
controlarse mediante una mezcla en tanque 280-2240 g ae/ha, con mayor preferencia
350-1700 g ae/ha de glufosinato.

ii) Las especies de hoja ancha inherentemente mas tolerantes a los herbicidas de
imidazolinona del tipo /pomoea spps. también se pueden controlar por mezcla en tanaue
280-2240 g ae’/ha, con mayor preferencia 350-1700 g ae/ha de glufosinato. Un experto en
la técnica en control de malezas reconocera que el uso de cualquiera de varios herbicidas
de imidazolinona comerciales, y los herbicidas basados en glufosinato, solo o0 en mdltiples
combinaciones, esta permitido por la transformacion y apilamiento de DSM—2 (v2) con
cualquier caracteristica de tolerancia de imidazolinona ya sea por fecundadion
convencional o ingenieria genética. Las proporciones especificas de otros herbicidas
representativos de estos quimicos pueden ser determinadas por las etiquetas de herbicidas
compiladas en el libro CPR (Referencia de Proteccién de Cultivo) o compilacidén similar,

etiquetas compilada en linea (por e, cdms.net/manuf/manuf.asp), o cualquier guia|de

proteccién de cultivo comercial o académica tal como la Crop Protection Guide | de
Agriliance (2003). Cada herbicida alternativo para uso en CTHs por el DSM-2 (v2), ya sea
usado solo, mezclado en tanque, o en forma consecutiva, se considera dentro del alcance
de esta invencion.

EJEMPLO 13 - DSM-2 (v2) EN ARROZ

13.1 - Descripcion de medios
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Los medios de cultivo empleados se ajustaron hasta pH 5,8 con KOH 1M y
solidificado con 2,5 g/l Phytagel (Sigma). Los callos embriogénicos se cultivaron en
bandejas de Petri de 100 x 20 mm que contenian 40 ml de medio semi-sélido. Las
suspensiones de células se mantuvieron en frascos conicos de 125-ml que contenian 35 ml de
medio liquido y se rotaron a 125 rpm. La induccién y el mantenimiento de los cultivos
embriogénicos tuvieron lugar en la oscuridad a 25-26°C (Zhang et al. 1996).

La induccion y el mantenimiento del callo embriogénico tuvo lugar sobre un medio

basal NB segun se describi6é previamente (Li et al. 1993), pero adaptado para contener 500

mg/l de glutamina. Los cultivos en suspension se iniciaron y se mantuvieron en medﬁo de
liquido SZ (Zhang et al. 1998) con la inclusién de 30 g/l de sacarosa en lugar de maltosa. El
medio osmético (NBO) consistia de medio NB con la adiciéon de 0,256 M de manitol y
sorbitol. E! callo resistente al herbicida se seleccion6é del medio NB suplementado ¢on 8

mg/l de bialafos durante 9 semanas con subcultivo cada 3 semanas.
13.2- Desarrollo del cultivo de tejido.

Las semillas disecadas maduras de Oryza sativa L. japonica cv. Taipei 309 se

esterilizaron como se describe en Zhang et al. 1996. Los tejidos embriogénicos se
indujeron por subcultivo de semillas de arroz maduras estériles sobre medio NB en la
oscuridad. El callo primario de aproximadamente 1 mm de diametro, se retiré del escutelio
y se utiliz6 para iniciar la suspension celular en medio liquido SZ. Las suspensiones luego
se mantuvieron segun se describié en Zhang 1995. Los tejidos embriogénicos derivados de
la suspension se eliminaron del cultivo liquido 3 a 5 dias después del subcultivo previo y se

colocaron sobre medio osmético NBO para formar un circulo de aproximadamente 2,5 ¢m en

una bandeja Petri y se cultivaron durante 4 horas antes del bombardeo. De dieciséis hasta
20 horas después del bombardeo, los tejidos se transfirieron del medio NBO sobre el H'nedio
de seleccion herbiace NBHS8, asegurando que la superficie bombardeada estuviera

orientada hacia arriba, y se incubaron en la oscuridad durante 3 semanas. El callo Nuevo

Todos los bombardeos se condujeron con el sistema Biolistic PDS-1000/He™ (Bio-

formado se subcultivd a un medio NBH8 fresco dos veces cada 3 semanas.

13.3 - Bombardeo por microproyectiles.

Rad, Laboratories, Inc.). Tres miligramos de particulas de oro de 1,0 micrones de didmetro
se lavaron una vez con etanol al 100%, dos veces con agua destilada estéril! y se
suspendieron de nuevo en 50 pl de agua en un tubo Eppendorf siliconado. ICinco
microgramos de ADN de pidsmido, 20 pl de espermidina (0,1 M) y 50 pl de cloruro de calcio
(2,5 M) se agregaron a la suspension de oro. La mezcla se incubé a temperatura ambiente
durante 10 min, se peletizdé a 10000 rpm durante 10 s, se resuspendié en 60 ul de ‘Eetanoi

al 100% frio y 8-9 pl se distribuyeron sobre cada macro transportador. Las muestras de
tejido se bombardearon a 77,33 kg/cm® (1100 psi) y un de vacio de 27 pulgadas Tje Hg

segun se describié en Zhang et al. (1996).
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EJEMPLO 14 - DSM-2 (v2) APILADO CON AAD-1 (v3) EN CUALQUIER CULTIVO

El glufosinato, como el glifosato, es un herbicida de amplio espectro para hoja
ancha y césped, relativamente no selectivo. El modo de accion del glufosinato difiere: de el
del glifosato. Es de accibn mas rapida, dando por resultado la disecacion| y la
"quemadura”" de las hojas tratadas de 24 a 48 horas después de la aplicacic’%n del
herbicida. Esto es ventajoso para la apariencia del control rapido de maleza. Sin embargo,
esto también limita la traslocacion del glufosinato a las regiones meristematicas :de las
plantas blanco dando por resultado un control de malezas deficiente segun se evidencia
por las clasificaciones relativas del rendimiento en control de malezas de Iclg’s dos

compuestos en muchas especies (Agriliance, 2003). |'

Al apilar AAD-1 (v3) (ver; USSN 11/587.893; y WO 2005/107437) cq‘ln una
caracteristica de tolerancia al glufosinato, ya sea a través de la fecundacion conve:hcional
0 en conjunto como un evento de transformacion novedoso, la eficacia de contrql>l de la
maleza, la flexibilidad, y la capacidad de manejar los cambios de maleza y el desarﬁ”ollo de
resistencia al herbicida podrian mejorarse. Como se mencioné en los ejemplos previos, al
transformar cultivos con AAD-1 (v3), se puede aplicar en forma selectiva herbicida% AOPP
en cultivos monocotiledéneos, los cultivos monocotiledéneos tendrian un margen; alto de
seguridad a la fenoxi auxina, y las fenoxi auxinas se pueden aplicar en forma selel"ctiva en
cultivos dicotiledéneos. Se pueden visualizar varios escenarios para las opcié)nes de
control mejorado de malezas donde el AAD-1 (v3) y una caracteristica de toleqlancia al

glufosinato se apilan en cualquier especie de cultivo monocotiledéneo o dicotiledoneo:
|

a) El glufosinato se puede aplicar en una proporcién de aplicaléién pos
emergente estandar (200 hasta 1700 g ae/ha, preferentemente 3!50 hasta
500 g ae/ha) para el control de muchas especies de maleza de hqua ancha
y césped. A la fecha, no se han confirmado malezas resisltentes al
glufosinato; sin embargo, el glufosinato tiene un namero nfwayor de
malezas que son inherentemente mas tolerantes que lo qpe es el

glifosato. !

i) las especies de malezas de césped inherentemente tolerante"s (por €j.,
Echinochloa spp o Sorghum spp) podrian ser controladas pl!or mezcla
en tanque 10-200 g ae/ha (preferentemente 20-100 g :zae/ha) de

quizalofop. |'
|
|
ii) las especies de malezas de hoja ancha inherentemente tolerantes (por

ej., Cirsium arvensis y Apocynum cannabinum) pof'ldrian ser
controladas por mezcla en tanque 280-2240 g ae/ha, con mayor
preferencia 560-2240 g ae/ha de 2,4-D para un control eﬁc%z de estas
especies perennes de dificil control y para fortalecer el control anual

|
sobre las especies de malezas de hoja ancha |
|

|
|
l
|
|
|
|
I
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b) Una combinacién de tres formas de glufosinato (200-500 g ae/ha) + 2/4-D
(280-1120 g ae/ha) + quizalofop (10-100 g ae/ha), por ejemplo, podrian
aportar un espectro de control de maleza sobrepuesto y mas fuerte.

Ademas, el espectro sobrepuesto provee un mecanismo adicional para el

manejo o retardo de las malezas resistentes al herbicida. |

EJEMPLO 15 - DSM-2 (v2) APILADO CON AAD-12 (v2) EN CUALQUIER CULTIVO |

El glufosinato, como el glifosato, es un herbicida de amplio espectro para 'poja
ancha y césped, relativamente no selectivo. El modo de accién del glufosinato difiere del
modo de accion del glifosato. Es de accion mas rapida, dando por resultado la disecacion
y la "quemadura" de las hojas tratadas de 24 a 48 horas después de la aplicaciénf del

herbicida. Esto es ventajoso para la apariencia del control rapido de maleza. Sin embérgo,

esto tambien limita la traslocacién del glufosinato a las regiones meristematicas dando por

resultado un control de malezas deficiente seglin se evidencia por las clasificacié)nes
relativas del rendimiento en control de malezas de los dos compuestos en mu%has

Al apilar A4D-7 (v1) con una caracteristica de tolerancia al glufosinato, ya sea a

especies (Agriliance, 2005).

través de la fecundacién convencional o en conjunto como un evento de transformicién
novedoso, la eficacia en control de la maleza, la flexibilidad, y la capacidad de maneja!r los
cambios de la maleza y el desarrollo de resistencia al herbicida podrian mejorarse. V!Erios
escenarios para las opciones de control mejorado de maleza se pueden visualizar donde el
AAD-12 (v1) y una caracteristica de tolerancia al glufosinato se apilan en cualquier especie
de cultivo monocotiledéneo o dicotiledéneo:

a) El glufosinato se puede aplicar en una proporcion de aplicacién! pos
emergente estandar (200 hasta 1700 g ae/ha, preferentemente 350 ﬂasta
500 g ae/ha) para el control de muchas especies de maleza de hoja ancha
|
y césped. A ' la

fecha, no se han confirmado malezas resistentes al glufosinato

embargo, el glufosinato tiene un numero mayor de malezas que son

: sin

inherentemente mas tolerantes que lo que es el glifosato.

i) las especies de maleza de hoja ancha inherentemente tolerantes

(por ej., Cirsium arvensis Apocynum cannabinum, y Conyza

candensis) podria estar controladas por la mezcla en tanque| 280-
2240 g ae/ha, con mayor preferencia 560-2240 g ae/ha de 2,4-D
para un control eficaz de estas especies perennes de dificil control
y para fortalecer el control anual sobre las especies de malezas de
hoja ancha. El triclopir y el fluroxipir serian componentes aceptables
para considerar el régimen de control de la maleza. Para el triélopir,
las proporciones de aplicacién tipicamente estarian en el rango de

|
|
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|

70-1120 g ae/ha, mas tipicamente 140-420 g ae/ha. Para el
fluroxipir, las proporciones de aplicacion tipicamente estarian en el

|
rango de 35-560 g ae/ha, mas tipicamente 70-280 ae/ha. |

b) Una combinacién multiple de glufosinato (200-500 g ae/ha) +/- 2,4-D (280-
1120 g ae/ha) +/- triclopir o fiuroxipir (en las proporciones mencionadas
anteriormente), por ejemplo, podrian aportar un espectro solapado !y mas
fuerte para control de malezas. Ademas, el espectro sobrepuesto &)rovee
un mecanismo adicional para el manejo o retardo de las malezas
resistentes al herbicida. |
|
|
|
EJEMPLO 16 — DSM-2 (v2) APILADO CON RASGO DE RESISTENCIA A INSE(IITOS

(IR) O CON LA INTRODUCCION DE OTRO RASGO EN CUALQUIER CULTIVO !
|

La resistencia a los insectos en cultivos, proporcionada por un rasgo transgénico,
se ha generalizado en la produccion de maiz y algodoén en Norteamérica y en tddo el
mundo. Los productos comerciales que tienen rasgos combinados para IRy HT har|1 sido
desarrollados por multiples compafiias de semillas. Estos incluyen los rasgos de Bt IR
(por ej., la toxinas Bt en lista en el sitio web lifesci.sussex.ac.uk, 2006) y cualquiera (%ie los
otros rasgos HTC mencionados anteriormente. Asi, el valor de estas ofertas en !l\/enta
incluye la capacidad de controlar multiples problemas de plagas por medios genéticos en
una sola oferta. La conveniencia de esta oferta se restringiria si el control de maleza'is y el
control de insectos se llevan a cabo independientemente uno de otro. EIl DSM-2 (v2} solo
o apilado con uno o mas rasgos HTC adicionales puede apilarse con uno o méas rasgos
introducidos adicionales (por gj., resistencia a insectos, resistencia a hongos, o to|er£n0|a
a la carga y otros) (isb. vt.edu.cfdocs fieldtests1. cfm, 2005) ya sea por fecundac1on
convencional o en unién como un evento nuevo de transformacion. Los beneflmos
incluyen la conveniencia y flexibilidad descritos en los anteriores ejemplos 11 -15, Jliunto
con la capacidad de manejar plagas de insectos y/u otras cargas agronémicas en adicion
al mejor control de malezas ofrecido por el DSM-2 (v2) y la tolerancia asociada é los
herbicidas. Asi, la presente invencion puede usarse para suministrar un paquete completo
para agronomia, con calidad mejorada del cultivo y la capacidad de flexibilizar y cont:rolar
|
|

La combinacién de rasgos de IR y HT tiene aplicacion en la mayoria de los culiivos

con eficiencia en costos cualquier cantidad de eventos de agronomia.

de horticultura/ornamentales y agronémicos y en silvicultura. La combinacién del DS||>M-2
(v2) y su conmensurable tolerancia a herbicidas y resistencia a insectos aportada por
algunos entre la cantidad de genes IR Bt o no Bt puede alicarse a las especies de cul{ivos
inscritas (pero no limitadas a) en el ejemplo 10. Alguien con experiencia en la técnic| de
control de malezas reconocera que apilar el DSM-2 con el correspondiente rasgo Ht o
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rasgo IR puede efectuarse, por ejemplo, por fecundacién convencional o por ingenieria
genética.

EJEMPLO 17 - COMBINACIONES DE GENES ADICIONALES |

La presente invencién incluye también plantas que producen una o mas erlzimas
de la presente invencidn “apiladas” juntas con uno 0 mas genes resistentes a herfbicida,
incluyendo pero sin estar limitados a glifosato, ALS-(imidazolinona, sulfonilurea),
oriloxialcanoato, HPPD-, PPO-, y genes resistentes al glufosinato, a fin de proveer p‘lantas
tolerantes al herbicida compatibles con opciones de controles de malezas mas robustos y
amplios y manejo de la resistencia a herbicidas. La presente invencién incluye, ad!e-més,

métodos y composiciones que utilizan homoélogos de los genes vy pro;tel'nas

En algunas modalidades, la invencién provee plantas monocotiledéneas y dicotiledonea

ejemplarizadas en la presente.

tolerantes al bialafos, al fosfinotricin o al glufosinato y uno o mas herbicidas disponibles
comercialmente (e.g. dlifosato, glufosinato, paraquat, inhibidores de ALS-(e.g.
sulfonilureas, imidasolinonas, triazolopirimidin sulfonanilidas, et al.), inhibidores de HPPD
(e.9. mesotrion, isoxaflutol, et al.), 2,4-D, fluroxipir, tricoplir, dicamba, bromioxinil,
|

También se divulgan los vectores que comprenden secuencias de acido nucleico

ariloxifenoxipropionatos, y otros).

responsables de la tolerancia a herbicidas, como lo son los métodos para usar chhas
plantas tolerantes y las combinaciones de herbicidas para el control de malezaé y la
prevencion de los cambios de las poblaciones de malezas. La presente invencion capacita
combinaciones de herbicidas novedosas para ser usadas de maneras nuevaL. La
presente invencion ademas proporciona métodos novedosos de prevenir el desarrollo de
y el control de las cepas de maleza que son resistentes a uno o mas herbicidas tal !como
el glifosato. La presente invencion capacita los usos novedosos de las combinac%iones
novedosas de herbicidas y cultivos, incluyendo la aplicacion pre-siembra en un area a ser
plantada inmediatamente antes de ser plantada con semilla de plantas que de otra lorma

serian sensitivas al herbicida (tal como glufosinato).

Los presentes genes puede ser apilados con uno 0 mas genes pat/bar, paL’a un

mecanismo adicional para la tolerancia al glufosinato, el cual es bien conocido en la
técnica.

Para el uso de un gen, en plantas, que codifiquen un HPPD (hidroxil-fenil pirovat
dioxigenasas), véase e.g. la patentes estadounidenses nimeros 6,268,549 y 7,297,541.
Tales plantas “apiladas” pueden ser combinadas con otro(s) gene(s) para resistencia a
glufosinato, y tales plantas “apiladas” (y varias otras plantas y plantas apiladas be la
presente invencion) pueden ser usadas para prevenir el desarrollo de resistendia al

glifosato.
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También pueden ser usados (apilados) con los gene(s) DMS-2 de la presente invencion
los genes que codifican enzimas con actividad glifosato N- acetiltransferasa (GAT).' Véase
e.g. Castle et al. (2004), Discovery of Directed Evolution of a Glophosato Tolerance Gene,
Science Vol. 34, pp 1151-1154; y WO 2002/36782.

Los presentes genes DSM-2 también pueden ser apilados con los genes AAD-1y A!AD—13
de las WO 2005/107437, WO 2007/053482 y USSN 60/928,303, respectivamente, y
pueden ser usados para combatir la resistencia al glifosato en algunas modalidades
preferidas, como se divulga en |a presente.
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REIVINDICACIONES

@ Un vector que comprende un promotor que puede operar en una célula de planta,
y un polinucleétido enlazado operativamente a dicho promotor, en donde ;dicho
polinucleédtido codifica una proteina que tiene actividad de fosfinotricin acetiltransfer,Lsa, y
en donde dicha polinucleétido produce hibridos bajo condiciones de 6XSSC a 65°p con
el pleno complemento de una sonda de acido nucleico que codifica la secuencia
identificada con el No. 2 (SEC ID NO:2.),

@ Un método para utilizar un gen de resistencia a la fosfinotricina como marcador de
resistencia en las células de planta, comprendiendo dicho método los pasos de soimeter
una pluralidad de células de planta a transformacién con un vector de la reivindicfacién
4, cultivar las células en un medio, exponer las células a la fosfinotricina, y determinar si
las células son resistentes a la fosfinotricina.

@ Un proceso para generar células de planta, plantas y sus propagaciones
resistentes a la fosfinotricina, en donde dicho método comprende transformar las céluias de
planta con el vector de la reivindicacion 1, y regenerar las células de %)Ianta
transformadas a plantas que producen propagaciones. |

l

4. Un proceso para la produccién de una planta resistente a la fosfinotricina, en

donde dicho método comprende incorporar al genoma de la planta el vector de la

reivindicacién 1, y seleccionar por resistencia a la fosfinotricina.

@ Un proceso para la produccién de una célula de planta que sea tolerante: ala
actividad herbicida de un inhibidor de glutamin sintetasa que incluye fosfinotricina o un
compuesto con una porcion de fosfinotricina, en donde dicho método comprende el paso
de incorporar al genoma nuclear de una célula de planta inicial un ADN recombinante que

comprende:
a. un promotor reconocido por una polimerasa de dicha célula de planta
inicial, y
b. una region codificadora que comprende un fragmento de ADN de un

~ microorganismo Streptomyces coelicolor A3 que produce dicho
inhibidor de glutamina sintetasa, en donde dicho fragmento de| ADN
codifica una proteina con actividad de acetiltransferasa a dicho inhjbidor
de glutamin sintetasa.

6. Un proceso para producir una planta que es tolerante a la actividad herbicida de un
inhibidor de glutamin sintetasa que incluye la fosfinotricina o un compuesto con una pt!)rcién
de fosfinotricina, en donde dicho proceso comprende los pasos de a) producir una célula
de planta de la reivindicacién 1, y b) regenerar una planta a partir de dicha célula,
comprendiendo dicha planta dicho polinucleétido en su genoma nuclear. |
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@ Un proceso para proteger un grupo de plantas cultivadas en un campo destruyendo
las malezas, en donde dichas plantas han incorporado en el genoma de sus clélulas un
vector de la reivindicacion 1, en donde dichas malezas son destruidas por la apli_icacién de
un herbicida que comprende un inhibidor de glutamin sintetasa como ingrediente} activo.

|
Un proceso para producir un cultivo puro de células de planta transformjadas que
tienen un ADN foraneo en su genoma nuclear, comprendiendo dicho método los pl':asos de:

a. Transformar las células de planta iniciales en un cuitivo de célula; de planta

con un ADN foraneo, comprendiendo dicho ADN foraneo: i
|

i. un promotor reconocido por las polimerasas de dicha Icélula de

planta inicial y |

ii. una regién codificadora que comprende un fragmento de AerN de un
microorganismo Streptomyces coelicolor A3 que préduce un
inhibidor de glutamin sintetasa, que incluye fosfinotric}ina 0 un
compuesto con una porcién de fosfinotricina, en dorde dicho
fragmento de ADN codifica una proteina con actividad de

|

acetiltransferasa a dicho inhibidor de glutamin sintetasa; y

b. Seleccionar las células de planta transformadas aplicando; al cultivo

celular de planta dicho inhibidor de glutamin sintetasa a una
concentracién suficiente para destruir las células de Elanta no

transformadas. Il

Un método para producir una proteina sintética que tiene actividad de fliosfinotricin

acetiltransferasa, en donde dicho método comprende modificar una proteina que codifica
la secuencia con numero de identificacién 2 (SEC ID NO:2) para producir ur:la proteina

variante, y analizar dicha proteina variante para determinar dicha actividad. |
, |
10. El método de la reivindicacion 9, en donde dicho método comprende modificar un

polinucleétido seleccionado del grupo integrado por la secuencia con %\Umero de
identificacion 1 (SEC ID NO:1) y la secuencia con nimero de identificacién!3 (SEC ID
NO:3). para crear una pluralidad de polinuclectidos modificados, y utilizar dichos
polinucleétidos modificados en un procedimiento de entremezclado de genesi'.

11. El método de la reivindicacion 9, en donde dicho método comprende r;nodificar un
polinucledtido seleccionado del grupo integrado por la secuencia con himero de
identificacién 1 (SEC ID NO:1) y'Ia secuencia con numero de identificaciél:n 3(SEC ID

NO:3) mediante PCR con propensién a error. I|

12, El método de la reivindicaciéon 9, en donde dicho método comprende Imodificar al

- menos un polinucledtido que codifica por lo menos una de dichas secuencias de

aminoacidos. .

l
|
|
|
|
!
|
|
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|
13. Una célula bacteriana diferente de Streptomyces en donde dicLa célula
comprende un vector de la reivindicacién 1. l
14. Un método para seleccionar una célula de planta que comprende un ve!ctor de la
reivindicacién 1, en donde dicho método comprende ]

a.  proveer dicho vector a una pluralidad de células ; y |

b. cultivar dicha pluralidad de células en una concentracion de un‘i herbicida
1 que permita que las células que expresan dicho polinucleétidé) crezcan

. - . |
mientras destruyen o inhiben el desarrollo de las células que carecen

de dicho vector, en donde dicho herbicida comprende fosfinotricina.

15. EI método de la reivindicacion 14, en donde dicho método se utiliza en u|n sistema
de expresion seleccionado del grupo integrado por un sistema de expresion bactériano, un

sistema de expresion de cultivo de células de planta, un sistema de expresion |de algas,

un sistema de expresién de células animales, un sistema de expresién viral, un sistema

de expresién de hongos y un sistema de expresion de levaduras. l

16. El método de la reivindicaciéon 15, en donde dicho sistema de expresikn es un
sistema de expresion de Pseudomonas fluorescens. \

|
17)La célula de planta transgénica de la reivindicacién 1, en donde dicha célula
comprende ademas un gen con resistencia a herbicidas seleccionado d:el grupo
integrado por AAD-1y AAD-12. i

Un método para seleccionar o distinguir una planta individual o un grupo de élantas de
cultivo que contienen un gen DSM-2 entre una poblacién de plantas de la mismé especie
gue no contienen el gen. ‘

19. EI método de la reivindicacién 18 que comprende la aplicacion de qufbsinato 0
bialafos a la coleccion de plantas. l

20. El método de la reivindicacion 18 en donde dicho método es practicacjo en un
invernadero, en una camara de crecimiento, o en el campo. ’

@ Un método para controlar por lo menos una maleza en el campo, comprfendiendo
dicho método la siembra en dicho campo de semilla de por lo menos una planta transgénica

a. un polinucledtido heterdlogo que codifica una enzima que; confiere

que contiene un vector de la reivindicacién 1, comprendiendo dicha planta

resistencia a un herbicida inhibidor de la glutamin sintetasa,y |
|

b. un segundo polinucieétido heterélogo que codifica una enzima que
confiere resistencia a por [0 menos otro herbicida;

Adicionalmente, comprendiendo dicho método la aplicacion a por lo menos una porcion de
dicho campo de un primer herbicida seleccionado entre un grupo que consta de glufosinato,

¥
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fosfinotricin y bialafos; y aplicando dicho por lo menos uno de otros herbicidas a di%;ha por
lo menos una parte de dicho campo. '

@ Un método para detectar si una planta contiene un polinucleétido de la reivindicacion 1
en donde dicho método comprende la recoleccion de una muestra de dicha planta y

analizar dicha muestra para probar la presencia de dicho polinucleétido.

23. El método de la reivindicacién 22 en donde dicho método comprende analizar dicha

muestra probar la presencia de una proteina codificada por dicho polinucleétido.

24. El método de la 22 en donde dicho método comprende usar un cebador de |PCR o
una sonda para detectar la presencia de dicho polinucleétido.

25. El metodo de la reivindicacion 22 en donde dicho método comprende el uso de un
anticuerpo para detectar la presencia de dicha proteina. i

Un meétodo para controlar por lo menos una maleza en el campo, compre*diendo
dicho método el crecimiento de por lo menos una planta que contiene un vector de la
reivindicacion 1 en dicho campo, y la aplicacién de un herbicida inhibidor de la glutamin

|
sintetasa a por lo menos una porcién de dicho campo. !

{
27. El método de la reivindicacion 12 en donde dicha planta es una monocotiledonéa.

|
28. El método de la reivindicacion 27 en donde dicha monocotiledonea se sel!ecciona
entre un grupo que consta de maiz, arroz, trigo, cebada, centeno, cafia de azucar, pasto

césped de estaciones célidas y frias, avena, sorgo, y las hierbas para pastura.
29. El método de la reivindicacién 12 en donde dicha planta es una dicotiledonea.

30. El método de la reivindicacion 18 en donde dicho gen DSM-2 funciona como un

marcador seleccionable y dicho método se practica en invernadero, una camara de
crecimiento o en el campo.

31. Un método dw un polinucledtido para producir una planta transgénica que
contiene un vector de la reivindicacién 1, en donde dicho polinucledtido tiene un codén
usado para incrementar la expresién de la planta.

32. Un método dw una proteina para comunicar a una planta tolerancia a los
herbicidas, en donde dicho método comprende integrar dentro de una planta de cultivo un

polinucledtido, en donde dicho polinucledtido codifica dicha proteina y dicha proteina tiene
la actividad de la fosfinotricin acetiltransferasa, en donde dicho polinucleétido ;fbroduce
hibridos bajo condiciones de 6XSSC a 65°C con el pleno complemento de una sc;nda de
acido nucleico que codifica la secuencia con nimero de identificacién 2 (SEQ ID NO:2), y
en donde la expresién de dicho polinucledtido y fa produccién de dicha proteina dan|a dicha

planta tolerancia a un herbicida de fosfinotricina.
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RESUMEN

La presente invencion se refiere a un nuevo gen denominado, en la presente, DSM-
2. Este gen se identificd en el Streptomyces coelicolor A3. La proteina pSM-Z esta
relacionada en forma distante con el PAT y BAR. La presente invencion ademas provee
genes optimizados de plantas que codifican las proteinas DSM-2. El DSM=2 se puede
utilizar como una caracteristica transgénica para impartir tolerancia en planta:s y células
de plantas a los herbicidas glufosinato y bialafos. Un uso preferido de los presentes
genes es en forma de marcadores seleccionables. El uso de este gen con,1no marcador
seleccionable en un sistema bacteriano puede incrementar la eficiencia para las
transformaciones de plantas. El uso de DSM-2 como marcador Unico de selel;cién elimina
la necesidad de un marcador de antibiotico medicinal adicional (tal como el d:e resistencié

a la ampicilina) durante la clonacién. Ademas son posibles varios usos adicionales de

acuerdo con la presente invencién. ]

|!
]!
|1
l
|
l
|
l
|
|
|
|
|
|
|
|
|
.
|
|
|
|
|
l
|
|
|
|
|
!!
|
i
|



74

DAS-136XC1-PCT
LISTA DE SECUENCIAS

<110> Dow Agrosciences LLC
Lira, Justin M,
wright, Terry R.
Robinson, Andrew
Russell, Sean M.
Merlo, Donald 3.
Webb, Steven Robert
Arnold, Nicole
smith, Kelley
<120> Novedosos Genes Marcadores Seleccionables
<130> DAS-136xCl
<140> 60/873,602
<141> 2006-12-07
<160> 10
<170> Patente en Version 3.3
<210> 1
<211> 516
<212> DNA
<213> Streptomyces coelicolor A3
<400> 1
atgccgggaa ctgccgaggt ccaggtcaga ccgggagtcg aggaggatct
accgacctct acaaccacta cgtacgtgag acgcccatca cgttcgacac
actccggagg agcgccgacce gtggctgetc tcccaccctg aagaéggécc
agggttgcca cggacgcgga gtcacaggag atcctggggt acgccacatc
tgcgcdaage ccgcectacge gaccteggtg gagaccaccg tctacgtegc
ggcggccgeg geatcggcete gectectctac gegtoectet tcgacgecct
gacctgcacc gcgectacge gggcatcgec cageccaacg aggectecgce
gcgcgecttcg gtttccggca cgtgggcacg taccgcgagg tgggccgcaa
tactgggacg tggcctggta cgagagaccg ctctag
<210> 2
<211> 171
<212> PRT
<213> Streptomyces coelicolor A3
<400> 2
Met Pro Gly Thr Ala Glu val GIn val Arg Pro Gly val Glu
1 5 10
Leu Lys Pro Leu Thr Asp Leu Tyr Asn His Tyr val Arg Glu
20 25 30
Ile Thr phe Asp Thr Glu Pro Phe Thr Pro Glu Glu Arg Arg
35 40 45
Leu Leu Ser His Pro Glu Asp Gly Pro Tyr Arg Leu Arg val
50 55 60
Asp Ala Glu Ser GIn Glu Ile Leu Gly Tyr Ala Thr Ser ser
65 70 75
Arg Ala Lys Pro g1a Tyr Ala Thr Ser gg] Glu Thr Thr val
5

Pagina 1

caagccactc
cgagecgttc
gtaccgectg
cagccectac
cccgggggec
ggccgecgag
ccggetgeac

gttcggeegg

Glu Asp
15

Thr Pro

Pro Trp

Ala Thr

Pro Tyr

80

Tyr val
95

60
12(
18(
240
300
36é
420
48(
516




Ala Pro Gly

Leu Phe Asp
115

ITe Ala Gln

130

Phe Arg His

145

Tyr Trp Asp

<210> 3

<211> 516
<212> DNA
<213>

<400> 3
atgcctggaa

accgatctct
actccagaag
agggttgcea
agagccaage
ggtggacgtg
gaccttcaca
gctaggtttg
tactgggatg
<210>
<211>
<212>
<213>

<400> 4

4
171
PRT

Met Pro Gly Thr Ala
1 5
Leu Lys Pro

Ile Thr phe

35

Leu Leu Ser

50

Asp Ala Glu
65

Arg Ala Lys

Streptomyces

75

DAS-136XC1-PCT

Ala Gly Gly Arg Gly Ile Gly Ser Leu Leu Tyr Ala Ser

100

105

Ala Leu Ala Ala Glu Asp Leu His

120

Pro Asn Glu Ala Ser Ala Arg Leu

135

val G¢ly Thr Tyr Arg Glu val Gly
150

155

val Ala Trp Tyr Glu Arg Pro Leu

165

ctgctgaggt
acaaccacta
agcgtaggcc
ccgatgcaga
cagcatacgce
gaattgggtc
gagcttatge
gtttcagaca

tggcttggta

ccaagttege
cgttcgtgag
ttggcttttg
gtcccaagaa
aacctctgtg
tctectttat
tggcatcget
tgtgggcact

tgagagaccc

Glu val GiIn

Leu Thr Asp Leu Tyr

20

Asp Thr Glu Pro phe

40

His Pro Glu Asp Gly

55

Ser GIn Glu Ile Leu
70

Pro Ala Tyr Ala Thr

85

170

Streptomyces coelicolor A3

cctggagtceg
actccaataa
agccacccag
atccttggct
gaaacaacag
gccteectet
cagcccaatg
taccgcgaag

ttgtga

coelicolor A3

val Arg Pro

10

Asn His Tyr

25

Thr Pro Glu

Pro Tyr Arg

Gly Tyr Ala

75

ser val Glu

90

110

Arg Ala Tyr Ala Gly
125

His Ala Arg Phe Gly

140

Arg Lys Phe Gly Arg

aagaggacct
cctrtgacac
aagatggccc
acgccacctc
tctatgttge
ttgacgccct
aggcatcagc

tggggaggaa

Gly val Glu

val Arg Glu

30

Glu Arg Arg

45

Leu Arg val
60

Thr Ser Ser

Thr Thr val

Pagina 2

160

caaaccactc
tgagccattc
ttataggttg
aagcccctac
ccctggtget
tgctgecgag
acgcttgeat

gtttggtcgt

Glu Asp
15

Thr Pro

Pro Trp

Ala Thr

Pro Tyr

80

Tyr val
95

60
120
180
240
300
360

420

480
516




Ala Pro Gly Ala
. 100

Leu Phe Asp Ala
115

76
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Gly Gly Arg Gly Ile Gly Ser Leu Leu Tyr Ala Ser
105 110

Leu Ala Ala Glu Asp Leu His Arg Ala Tyr Ala Gly
120 125

ITe Ala GIn Pro Asn Glu Ala Ser Ala Arg Leu ?18 Ala Arg phe Gly
4

130 135
Phe Arg His val Gly Thr Tyr Arg Glu val Gly Arg Lys Phe Gly Arg
145 150 155 160
Tyr Trp Asp val Ala Trp Tyr Glu Arg Pro Leu
165 170

<210> 5
<211> 24
<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cebador de PTU delantero "Mas 123"

<400> 5

gaacagttag acatggtcta aagg 24 -
<210> 6

<211l 27

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> reverse PTU primer "Per5-4"

<400> 6

gctgcaacac tgataaatgc caactgg 27
<210> 7

<21l> 22

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220> )

<223> forward coding region primer

<400> 7

atggctcatg ctgccctcag cc 22
<210> 8

<211l> 22

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> reverse coding region primer

<400> 8

cgggcaggcece taactccacce aa 22
<210> 9

<211> 21

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cebador delantero para la Regién Codificadora PCR para DSM-2

pagina 3 .



<400>
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atgcctggaa ctgctgaggt c

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

<220>
<223>

<400>

10

21

DNA

Secuencia Artificial

Cebador trasero para la region codificadora PCR para DSM-2

10

tgagcgatge cagcataage t

21

21
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For patents, utility models, industrial designs,
trademarks, commercial namé, trade emblems,
slogans. ‘

Para patentes, modelos de |utilidad, disefios
industriales, marcas de ica, nombres

* comerciales, ensefias, lemas comerciales.

“REPRESENTACION, RATIFICACION Y PODER

— A & - .- - —_

: .. |
REPRESENTATION, RATIFICATION AND -
POWER OF ATTORNEY e .

I (we), the undersigned/ Yo (nosotros), abajo firmado (s)
Dow AgroSciences LLC

of/domicillado () en 3330 Zionsville Road, !

Indianapolis, Indiana 46268, United

N
. _States of America, . /) _/
per el presonte ratificamos la 7= _ = - 2.7 - ] . hereby ratify the — e O “»
ST R te— l 3 3
P T . L o e -
presentada por L filed without a Pewer of Attorney by oot +ve 0o - = U'}' :
. como agente oficioso ante ‘\ - i .t X = : ) &
CETENET ey ‘.—':?—f':‘:\ 2 before L - - T . X oS ETL T e "
T At . e | .
en Bn0he AT \ o
el _Li iV SE ns _oF i \ :

é gor el A , tpa. 832;
. NZALO - PERDOMO, tpa. 831; EMILIO FERRERO, tpa.
31929; y LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa. 23555; domiciliados

. en la Carrera 4* N® 7235, Bogot4, Colombia, en obedecimiento a
lo dispuesto en el pardgrafo 1° del Artfculo 543 del Cédigo de
Comercio, el primero_como principal y los demés como
suplentes, en su orden, como mis (nuestros) representantes en
todos los asuntos de:propiedad industrial con facultad para
~recibir_notificacienes~y—nombrar~apoderados’ ‘judiciaies” o
extrajudiciales. El primer representante suplente reemplazard al
rincipal en caso de ausencia o impedimento temporal o
definitivo de aquél. La misma regla se aplicard cuando el
segundo representante suplente haya de reemplazar al primero,

0 ¢l tercero al segundo. En tales casos, el representante
principal,'o el primero, o segundo suplente, en su caso, 0 ambos,
declararin su intencién de no ‘ejercer la representacién
mediante declaracién autenticada por Notario Piiblico en
Colombia, 0 por Notario u otro Funcionario PGblico, o Cénsu!

de Colombia, en el extranjero; y si se tratare de impedimento,

con el ceftificado respectivo. 51 alguno de los nombrados faltare
definitivamente, ¢l siguiente tomar4 su lugar. Cuando cesare la
ausencia o impedimento del representante principal, o de su
primero o segundo suplentes, en su caso, podran ejercer la
representacién, en su orden, uno u otros segln el caso,
asumiéndola por el solo hecho de ejercerla, cesando en ese
momento el ejerciclo de la representacién por el primero,
segundo o tercer suplente en su caso.

Ademds, confiero (conferimos) poder a los abogados arriba
nombrados, para obtener la proteccibn de mi (nuestra)
propledad industrial y contra la competencia desleal, a cuyo
efecto autorizo (amoa¥ a los dichos apoderados para que me
(nos) representen ante cualesquiera entidades o personas,
ejerzan 0 no jurisdiccién, especialmente ante las del orden
administrativo, contencioso-administrativo y judicial, asf como
los tribunales de arbitramento, en todo lo concerniente a los
sigulentes asuntos: a) Obtencién de patentes de invencién,
modelos de utilidad y disefios industriales; el registro de marcas
de fabrica, colectivas, defensivas, de servicio, lemas comerciales,
~~nnmbres— comercialos,—arsefias; — variedades™ vegetaies
denominaciones de origen; su renovacién, traspaso, cambio de
nombre o domicilio, cancelacién voluntaria; y el stro de
licencias de uso de esos derechos; b) Las acciones de
competencia desleal, proteccién del consumidor, oposiciones u

—observaciones,cancelacién.administrativa.ojudicial, nulidad, ...

Alavuelta —y

© CAVELIER ABOGADOS -
WPPODERE-21 (MINUTA N?12.1.1.29.r USA)

[YYYRY P eresriiisiess @ 4 evsmmmepp, . sen aae

. |
—_— !

hereb Dg: oint  GEKMAN CAVELIER, tpa. 832;

GONZALO PE% O, tpa. 831;.EMILIO FERRERO, Ta.
31929; and LUZ CLEMEN DE PAEZ, tpa. 23555; domiciled, .
at Carrera 4* N© 72-35, Bogoti, Colombls, in due compliance .
with the terms of Paragraph lst. of ArticleS43 of the
Commercial Code, the first as principal and the..others- ag=———
alternates, in the order of their appolntment, as our
representatives for all industrial property matters with faculty
to recelve notifications and to appoint attorneys in and out of
Court. The first aiternate ghall replace the principal in case of
his absence or of temporal or definitive impediment. The same
rule will apgly when the second alternate representative is to
replace the first one, or when the third is, to replace the first or
second alternates in their turn, or both of |them, second. In such
cases, the principal representative, or the shall state their
intention not to act as representatives through a declaration

ven before a Notary Public in Colombia, or before a Notary or

another Public Officlal or a Colombian Consul abroad; and in N
case of impediment, the appropriate certlficate shall suffice. 1f

,any of the appointees were to be definitely absent, the

following alternate shall take his place. When the absence or

impediment of the grincipal representative, or of the first or

second alternate in their titrn ceases, the representation can be

taken again in their sequence, by the principal, the first or

second alternate depending on casge, and the mere fact or its

exercise will suffice. The exercise of the representation by the

first, second or third alternates in thelr t{irn shall end at’such

time.

on. o
and do

In addition, we grant a Power of Aho}ney in favor ‘of the
above-named attomeys-at-law so that they may obtain the
protection of my (our) industrial property and against the
unfair competition, for which Lurpose ll()\qre{authoﬁze the said
attorneys to represent me (us) before any authorities or persons,
with or without jurisdiction, specially those administrative,
administrative contentious and judicial, as well as before .
Arbitration_Court,_in_all matters. concerning_tha-following: g} et
Obtainment of patents, utility models and industrial designs; '
the registration of trademarks, collective, defensive and service
marks, slogans, commercial names, trade emblems, vegetal
varieties and denominations of origin; its renewal, assignment,
change of name or domicile, voluntary tancellation; and the

_ mg‘stration.of_licenses.of_use_of_the.aboxe.riights; b) Actions of

|
|

Over —




| f .'fi;f?/@”

ettty
VoL W . - - .
e ‘,..f' ' . b ’ .
medidas cautelarss,; concesién de licencias, la tutela, la Onfair competition, protection to the consumer, oppositions or * -
roteccion; cle sectutos industriales, y en general los juicios observations, administrative or Court cancellation, nullity,
civiles, periales, administrativos o contencioso-administrativos infringement, granting of licenses| the action for writ
relacionados con estos derechos; acciones y procesos que mandamus, the protection of trade secrets, and in general the
promovamos o s¢ nos promuevan Y para que en todos los civil, penal, and administrative suits| relating to those rights;
asuntos arriba determinados, puedan sustituir este mandato, actions and suits institued by me (us) or against me (us). And
transigir, conciliar, admitir los hechos del proceso, desistir, that in all the above matters they may substitute this Power of
cancelar, reclbir, renunciar, y ratificar los actos de agentes Attorney, compromuse, conciliate, admit the facts of the case,
oficiosos. ) desist, ‘cancel, receive, resign, and ratify acts done by
. representatives without a power of attarney.

.
)

Given and signed this/Dado y firmado hoy . -
/géraarq 6. 1918

NS .
infen__Indianapolis, Indiana 46268

United Statés oL America
Signature ' ) Firma
Kenneth L. Loertscher

Assistant Secretary
& General Patent Counsel




Consudado Zemerad do Coloweben

|

l

|

|

|

|

|

[

|

|

|

|

|

" . |
|

. i

|

[

|

|

|

5§00 NORTH MICHIGAN AVENUE, SUITE 2040 '
|

[

|

|

|

|

I

. ¢ CHICAGO, ILLINOIS 80811
o TEL.{312)923-1198 FAX(312)923-1197 ARG
e No. 25‘“/ Chicago, FEB 2 0 1998

YL . |
v El suscrito Cénsul G neral de Colombia,CERTIFICA, que el seﬁor (a)
' MA ? ﬂtﬂ: )e ., iquien Icomo

'-&_.L . e l

TCCRETAMA  DE FoADA E’S’Tﬁﬂo a M. autenticé 1a .

e

firma del 51gnatano del poder precedente, ejercia en la fecha las

: l

funciones indicadas y su firma corresponde a la registrada eh este
I

Consulado; que la compafifa _D0OW) ARROSCIEN (r—‘s Z_;'LC:
|

es una sociedad constitufda de acuerdo con las leyés de
‘x MelAwArRs y cumple su objeto conforme a las lLismas.
que el (a) sefior (a) __ KENNETH (. LOE)?_TéC,ﬁ‘CiL! ,

LLPRES E XTANTE ( E 6A ‘c;

f de|la citada compaiia confiere el poder precedente,_l es su
o ' : B R
- - — - ._dn———-—..——-:.—- w——u—‘ e PV . o —

. “e/  representante nte legal en este pais.__ . _
h——*-——-—w T e ——
|

El Cénsul General no asume responsabilidad alquna por el contenido
del docunmento, |

quien en su cardcter de

PAGADO IMPUESTO DE TIMBRE Y DERECHOS
US$56.00 (Cincuenta y seis délares
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L Tt o gy < - .
o T AUNITED STATES OF AMERICA
T o 4\ l CERTIFECATE OF OFFICE A
e STATE OF INDIANA
@ _
 F o, Sue Anne Gilroy . Secretary of State of Indiana, DO HEREBY CERTIFY: That,
* according to records on file in my office Lydia S. Qwens was duly elected
v nr::nppniulud to the office of Notary Public inand for__Hendricks County
_:ar_|§§U|1t the. tertn of said office included the date of __February 6, 1998 . that to all his/her|otficial acts as said offi- |
.’.“" ’ : ) e
3

cial, full faith and credit ought to be given in all Courts of

Justice and clsewhere. In testimony whereof, have here unto

set my hand and affixed the Great Seallof the State of Indiana,
at Indianapolis, this Tenth day of
A February : 19.98
)y i
¥4 i
8 H

7 Fd Deduty . J
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CERTIFICADO NOTARIAL (INDIVIDUO)
.FEBRERQ -

-

de 19 98

ESTADO DE INDIANA
KENNETH L. LOERTSCHER

. Alos _E_ dfas del mes de
‘ante md, Notario Puiblico de

: comgarecié(emn) personalmente

a quien(es) doy fé"de Coriocer y me consta quees(son) la(s) - |

persona(s) firmante(s) del documento que precede, y qulen(es)
tiene(n) capacidad legal para otorgarlo.

CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)

. “Hoy, B _de__FEBRERD

- del9 98
comparecié(eron) ante mf

KENNETR L. LOERTSCHER

+ & quien(es) conozco personalmente
+ to en representacién de la Socledad

que firma(n) este documen
)l compafila

.de;\omlnada Dow AgroSciences LLC

ul' .

LD
-
ertifico: .
«

_:'l.‘Q'.:e he visto los siguientes documentos:*

CERTIFICADO DE CONSTITUCION,FECHADO 1 JULIO 19
CERTIFICADO DE MODIFICACION,FECHADO 1 OCT. 199
:RESOLUCION JUNTA DIRECTIVA, FECHADO 23 0CT,199
« COMSENTIMIENTO ESCRITO DE LA JUNTA,1 JULIO 199
’ e Coe - ‘

AN dror o
£2.4Qize dichos documentos prueban lo siguiente:
.8

+ 21, due Dow AgroSciences LLC

: es una Socledad /Compafifa legalmente constituida y existente

“de acuerdo con las leyes de 1_EStado de Delaware,
*Estados Unidos de América

>

:‘~‘.-

a !

223
9

L4

ue el domicilio de dicha Sociedad /Compaiifa es .
30 Zionsville Road, Indianapolis, Indiana

46268, Estados Unidos de America,

23, Que el objeto u objeto para los cuales se otorga el presente
_poder estdn comprendidos dentro del objeto soclal de la
- * mendonada Sociedad/Compafifa.

,.2.4:(“;ue el(los) Sr.(Sres.) KENNETH L. LOERTSCHER
"SECRETARIO ASSISTENTE y ASESOR LEGAL PATENTES

.

qg‘té(:;h) autorizado(s) para otorgar el presente Poder.

\
A

;
CONIRGURGI A iy epihe ) Y

Notario Ptiblico —— Notary Public

b7

"y

|
i

Bgney

NOTARIAL CERTIFICATE (INDIVIDUAL)

On this é%day of %W—au;/ | 1099
before me, a Notary Public of Slé,fc_ d;,( HM‘L;M«-(‘_
personally appeared %/M/&CZ\, (. Ubealockse

i
l

to- me known, end known to. me. to._be_the person(s). who
executed that foregoing document, and who has(have) legal
capacity to execute it. I

|
!
|

|

NOTARIAL CERTIFICATE (CORPOLIA’I‘ION)

- |
On this £ & day of g‘«’/d’w—“ﬂj/ 1'1_19 95
|
|
|

—

appeared before me

Kenneth L. Loertscher J\
who(m) ] know personally and who(m) si edl-thi'; ocument as
representative(s) of the Limited

, I Liability
named Dow AgroSciences LLC | Company,

|
I Certify: - I|
|

1. That I have seen the following documents:® |
Certificate of formation, dated July 1, 11997
Certificate of amendment, dated October 'L, 1997

Board resolution, dated October 23, 1991
Board written consent, dated July 1, 1997

|

2. That the above documents duly prove the fol.%owing:
. |
2.1. That _Dow AgroSciences LLC |

Limited Liability L
KRdepont ompany legally constituted dnd in exdstence
|

isa

in accordance with the laws of _the State Qf’f Delawa;?e,.
United States of America I_

Limited Liabilit)}
2.2, That the domicile of said GEEBSIRIBRY Company is

9330 Zionsville Road, Indianapadlis, Indiana
46268, United States of America.
2.3. That the

Eu
of Attorney
urposes set

I
tpose of purposes for which the present Power
grented are comprised within Lt e corporation
forth in the . charter of the mentioned
BHRAGKANY. 1imited liablility co{npany.

2.4. That Mr.(Messrs.) Kenneth L. Loertscher
Asgistant Secretary and General Patent Counsel

is(are) authorized to grant the present Power of Attomey.

i - L N P SN P NS
-«e-{:‘lﬁ; INDIANAPOLIS ™ City Indlanapolis |
Al i
'fa;do INDIANA State Indz:;.fna |I
AW This @ - day of %!‘ 19 ‘hf/
Hoy 6 FEB. de19 98 . M
:‘: 7{(&16—_ . "
L ;‘((((f(((((((((((((f((((({(h‘r(nl"t_ft
:, : S LydiaS.Owens | §
: o Dkt S - s 12
Notario Pdblico’— Notary Public. ¢ Notary Public, State of Indiada &
. s Y e el : Hendricks County g
it Tt . e Fed ,:\Niy Commission Expires 03/05/0)
ENY —= & ur
*Los documentos deben identificarse con fecha y origen. %, £ 2 DoclinlentS must be identified %}:Q\Q'S\tgk}\%‘o\?ir
. St L L
) 08 o p e

A
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Kt A
CERTIFICACION NOTARIAL
Y AUTENTICACION CONSULAR
1. Es necesaria la legalizacién con certificado

notarial. El Notario Publico debe certificar:

L1, Que la compafifa estd legalmente constituida
y actualmente existente.

12, Su domidilio.

13. Que el propésito del poder estd incluido en
el objeto social de la compafifa.

14. Que el poderdante ‘estd autorizado para dar
el poder en nombre de la compaiifa.

2. Los documentos que hay que mostrarie al
Notario Publico para probar los puntos anteriores,

deben estar expresados en el Certificado Notnrml

con fecha y origen:

2. Respecto a los puntos 1.1, 1.2 y 1.3 sugerimos |

referirse a los artfculos de constitudén con
fecha y lugar de otorgamiento; y

22. Parz el punto 1.4 -sugerimos mencionar ia
resolucién de Ja Junta Directiva o los
estatutos, segiin los cuales la persona que
otorga el poder estd autorizada para ello.

3. Ensegmda el Sefior Cénsul de Colombia
debe autenticar la firma del Notario Priblico.

"

*»
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NOTARIAL CERTIFICATION AND

" CONSULAR AUTENTIFICATION
1. Notarial legalization is necessary.' The
Notary Public must certify: :

11.  That the company is legally consntuteh and
presently existent, |

1.2.  Its place of business.

1.3. That the pur

se of the Power—of—Attomey is
included in

e activities of the company.

14.  That the Frantor is empowered to give the
Power of Attorney in the name of the
company he represents.

2. The documents which the Notary Pubhc had
before him to prove the above points must be [listed
by him in the Notarial Certificate with dated and

ongm

21. In connection with points 1.1, 1.2. and 1 3 we
suggest referring to the amcles of
incorporation with date and place of
execution. ‘

2.2.  For point 1.4 we suggest to mention the
resolution of the Board of Directors and/or
the by-laws whereby the person who grants
the Power of Attorney has been authonzed
to give it. |

3. Then the Colombian Consul must legalize
the signature of the Notary Public.

NOTA PARA EL SENOR CONSUL COLOMBIANO: Segiin el artfculo 259 del C. de P.C. el Seﬁor Cénsul' debe

autenticar la tiltima precedente autenticacién.
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!

!
escrlto en

de un documento
del

TRADUCCION OFICIAL No.03.075.98

inglés el cual para su identificacién se sella con el sell@
Esta traduccién ha

Traductor al mismo tiempo que la presente
|
Traductora Oficial

sido preparada por Bernarda R. de Martinez,
de Relaciones

debidamente reconocida por el Ministerio
Exteriores y aprobada por el Ministerio de Justicia de Coiombla
mediante Resolucién No. 683 de 1991. |
/
i
|
!
sellos y legalizaciones que apare%en a

(Se traducen
continuacién de un documento escrito en inglés y espafiol por
i

otorga Poder a fdvor de
l

o
EMILIO FERRERO |y LUZ
|
!

CLEMENCIA DE PAEZ.)
febrero de 1998, en Indlaﬂ polis,’

medio del cual Dow AgroSciences LLC,

GERMAN CAVELIER, GONZALO PERDOMO,

Dado y firmado hoy 6 de
por Kenneth L. Loertscher, Subsecr#tarlo y

Indiana, E.E.U.U.,

Asesor General de Patentes.
(Sellos parciales en tinta del Consulado General de CoLombla en
!

!

- |
!

|

' Chicago.)

en inglés y espafiol &eferente

CERTIFICADOﬁNOTAﬁIAL (INDIVIDUO) ,
la capacidad legal que tenia KENNETH L. LOERTSCHER para

a
expedido el 6 de febrero -

otorgar el documento _antes - menc1onado,
de 1998 en el Estado de Indlana !

CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD), en inglés vy espaﬁolfreferente
i

sociedad Dow .AgroSci?nces LLC,
: |

a la existencia legal de la
E.E.U.U., el 6

expedido en la Ciudad de Indiandpolis, Indiana,

de febrero de 1998.



w,

|
|
|
|
|
|
e -2- #
|
|
|
|
|
|

(Firmado), Lydia 8. Owens, Notario Piblico

(Sello notarial en tinta), LYDIA 8. OWENS Notario P&blico,
Estado de Indiana, Condado de Hendricks Mi comisidn exphra el
03/05/00 | |

(Sello notarial seco), LYDIA S. OWENS NOTARIO PUBLICO 1N$IANA

(Selloc parcial en tinta del Consulado General de Coloqbia en

Chicago.)

ESTADO UNIDOS DE AMERICA

|
7
|
|
|
CERTIFICADO DEL CARGO : ;
ESTADO DE INDIANA ;

| ;
Yo, SUE ANN GILROY, Secretarioc de Estado de Indiana, |POR EL
PRESENTE CERTIFICO: que, de acuerdo con los archivos que obran
en mi oficina, LYDIA S. OWENS fue debidamente el%gido 3%
nombrado para el cargo de NOTARIO PUBLICO en y para el:Condado
de Hendricks y que el término de dicho cargo incluia 1% fecha
del 6 de febrero de 1998: que a todos sus actos oficﬂales se
les debe dar completa fe y crédito dentro y fuera de t%das las

Corte de Justicia. EN TESTIMONIO DE LO CUAL, he fi&mado Y
|

estampado el Gran Sello del Estado de Indiana, en Indiahépolis,
|

hoy 10 de febrero de 1998.

(Firma facsimilar), Sue Ann Gilroy
Secretario de Estado :

(Firmado) , Por: Mary Reever |

|

|

Suplente
|

(Adherido se encuentra sello de oblea dorade con texto en

relieve), SELLO DEL ESTADO DE INDIANA 1816

Y]
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l
|
l
|
|
|
|
|
l

(Sello parcial en tinta del Consulado General de Colombia en
|
Chicago.) :

{En espafiol), Certificacién de la firma y cargo de MARY REENER,

‘ |
de la existencia legal de la compafifa DOW AGROSCIENCES LLC y de

|
la autoridad que tenia su representante Legal, KENNETH L.

LOERTSCHER, para otorgar el poder mencionado arriba. Fsta
certificacién fue expedida por el CONSULADO GENERAL DE COLO*BIA
EN CHICAGO, ILLINOIS, bajo el N° 254, de fecha 20 de febreré de
1998 y firmada por Carlos Alfonso Negret Mosquera, CéAsul
General. Pagados Impuesto de Timbre y Derechos Consulares poxr

valor de veintidn ddélares.

: [ —

(Sello parcial en tinta del Consulado General de Colombla

tE

Jen
.xg‘. ‘ },J‘
Chicago.) $243 :Z &
iy .~
e o @a
Ly 53
N T R o Y
(al dorso), Legalizacién de la firma que antecede“h§pedxda§pgr
'“,‘ 3¢ v 2t
el MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIORES bajo el No,‘f.gzzlcz',zo,ffgde
[ g 4
D L
fecha 11 de marzo de 1998 vy firmada por el Jefe Ide
l
Legalizaciones. ;
i
= [
o Y]
Es traduccién fiel y completa de la cual se deja .copia, en los
Loy ) “IL.':
archivos de esta oficina para su confrontacxon‘y"_laucualﬂm
R P Y
remito. AT e

Bogotd, 17 de marzo de 1998

COLO 6641-801-001-3 CQ_

BRM.137

-
-
Yidete
.

vty e

Bemarda K. de Martines
haductora e cgnlerrrcle Glicl'dl
Resolusion 683 c%lin}'w:i:ia 1994
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- : ' ABOGADOS

°, EDIFICIO SISKI
WEB SITE: www.cavelier.com : CARRERA 4 No. 72-35 TELEFONO! {57) (1) 347-3611
E-MAIL: cavelier@cavelier.com BOGCOTA 8, COLOMSIA TELEFAX: (57)(1)217-9211 | (57) (1) 310-4995

" Sefiores

‘SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

B. S. D.
Poderdante : DOW AGROSCIENCES LLC

Poder conferido el 06/02/1998'.

Yo, EMILIO FERRERO, obrando como apoderado princiﬂal del
poderdante arriba mencionado, mediante el presente escrito sustituyo el
poder a mi otorgado a la doctora LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, identifi$ada con

cédula de ciudadania No. 35.456.344 y Tarjeta Profesional N°23.%55, con

‘.

Hago la anterior sustitucién conforme al articulo 66 del Cédigo de

todas las facultades que me fueron conferidas.

Procedimiento Civil.

ol

EMILIO FERRERO
T.P.A. N° 31.929
C.C. N° 438.019% de Usaquén

Acepto:

Lo Olepena . S0b/ e l

LUZ CLEMENCIA DE PAEZ |
T.P.A. N° 23.555
C.C. No. 35.456.344 de Usaquén |

N 1T 860.041.367-3




- Sezote, D6 .
' Ante mi APARO QUINTERG Ay
- NGYARIA SETALEL CIRCULD DE
EOGOTA no

Com;-.aredo(a"on)

% ia(9) Armels

4 3 A
2 SENUY foumantg &3(s0n) tafay sSYa(s)y
D 2l ervanide o1 migma OF Cixtp,
20 consi

S@RCIE 82 fa e&ta dii:gei;

~ia.

Seis. (reod Q@éﬁg&




41

¥

NIT : 800.176.089-2
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO |

4 P RECIBO DE CAJA

Industrla y Comercno
SUPERINTENDENCI/\

No. 13 - 0012405

Bogota D.C., Febreto 07 de 2013 - 11:42:40

RECIBIDO DE : CAVELIER ABOGADOS

l
NI 860.041.367

*** Soporte del Pago ***

|

TIPO PAGO BANCO CUENTA No. PAGO EECHA PAGO ! VR PAGO
RECIBO DE CA 999999999 4142 16/01/2013 ! 325.000.00
I
RECIBO DE CA 999999999 6507 22/01/2013 | 125.000.00

>** Conceptos Pagados ***

|

CANT. RENTISTICO CONCEPTO
1.50005-01-01 SOLICITUDES 2205 DIVISIONAL SOLICITUD DE PATENTE
DE INVENCION CONT. D

SON: **CUATROCIENT%CINCUENTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Responsable: {
Recibo de Caja Aplicado al Expediente No.

Vr.UNDITARIO ! Vr.CONCEPTO
450.000.00 | 450.000.00

$450.000.00

|
|
|
]!
|

SUPER|NTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

4—Tep. 2020 DIR NUEVASCR
Eve: 378 FASENACIONAL!
Folios: 112

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

IRV RN

Fecha: 2013—03 01 11 18 51 Dep 2020 lle NUEVASCR
Tra. 11 PATENTEIYII Eve: 378 FASENACIONALI
Act. 411 PRESENTACION Folios: 93 |

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogot4, D.C.- Colombla
Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240

Web: www.sic.gov.co e-mak: info@sic.gov.co
, Febrero 7 de 2013 - 11:42:41

|
|
|

RE
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

|
|
!
|
l
|
i
i
NIT : 800.176.089-2 {
) |

/-

a2 RECIBO DE CAJA >'

A . No. 13 - 0012931
Industria y Comercio f
SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Febrero Oé de 2013 - 11:34:56

[
RECIBIDO DE : CAVELIER ABOGADOS NI 860.041.367 RE
*** Soporte del Pago *** '

TIPQ PAGO BANCQ CUENTA No PAGOQO FECHA PAGO | VR PAGO
RECIBODE CA 999999999 229 02/01/2013 ! 310.000.00
RECIBODE CA 999999999 4197 16/01/2013 : 320.000.00
RECIBODECA 999999399 11571 0670272013 30.000.00 -

*** Conceptos Pagados ***
CANT. RENTISTICO CONCEPTO Vr.UNDITARIO  Vr.CONCEPTO
22 50005-01-01 SOLICITUDES 1607 REIVINDICAGION PATENTE UNITARIA 30.000.00 ] 660.000.00
ADICIONAL A LAS 10 INIC ] $660.000.00

J
!

SON: **SEISCIENTOS SESENTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE*** l

e A

Act. 411 PRESENTACION Folios: 93

i

|

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMERCIQ!

T —

I w

DR

N
Folios: 112 \

COND- (S T 24

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogot4, D.C.- Colombia ]

Web: www.sic.gov.co e-mak: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240

. Febrero 8 cdo 2013 - 11:34:56




