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Nombre o Denominacién / Nombre social

Nombre del representante legal

Tipo de empresa Micro | | Pequena I:l Mediana D Otra D

Documento de identificacién: DC.C. [:’C.E. |:]NIT I:]Olro Nimero

Nacionalidad/Pais de constitucién Direccién del titular Ciudad

ESTADOS UNIDOS DE AMERICA 800 North Lindbergh Boulevard St. Louis, Missouri
63167

Direccidn electrénica

No. Fax Namero telefénico

DAutorizo expresamente a la Superintendencia de

sean enviadas a través de la direccion de correo electrénico

Industria y Comercic para que todas las comunicaciones

3. Datos del representante o apoderado

MARGARITA CASTELLANOS ABONDANO 39.779.654 de Bogota 70.819 de C.S.J.

Apellidos y Nombre Documento de ldentificacion T.P. No.

Direccién del representante Ciudad

Calle94 A No.7 A-09 Bogota

Direccién electronica No. Fax Namero telefénico
info@castellanosyco.co 7 550158 7 560770
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MO0 K

Texto de la descripeidn, reivindicaciones, resumen y figuras

7. Firma

Nombre y Apellidos Firma
39.779.654 de Bogota 70.819 C.5.J.
c.C. T.P.

Pall

MARGARITA CASTELLANOS ABONDANO RL&LQRC(L\\!M (,QQJLQ,Q.CQL/.Q
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PODER

POWER OF ATTORNEY

El (los) MONSANTO TECHNOLOGY LLC

Domiciliados en 800 North Lindbergh Boulevard, St. Louis,
Missouri 63167, EEUU

Nombran por el presente a XIMENA CASTELLANOS A, ylo
MARGARITA CASTELLANOS A. ahogadas con oficinas en la
Calle 94 A No. 7 A-09, Bogota-Colombia para oblener la
proteccion de mi (nuestra) propiedad Industrial y con esle fin
aularizamos a dichos apoderados para que nos representen

anle cualesquiera auloridades o personas de los drdenes

administrativo, contencioso —administrativo y judicial en lodo lo

relacionado con los siguientes actos y gestiones:

a) Obtencién de palentes de invencién, modelos y dibujos
industriales; regislro de marcas de fabrica, de servicio,
colectivas o defensivas y de denominaciones de origen,
deposilo de nombres y ensefias comerciales; su
renovacion, prorroga, inscripcion de traspaso y cambio de
nombre o domicilio, cancelacion voluntaria y el registro de
licencias de uso de esos derechos;

b} Para la obtencién de registros sanitarios;

¢) Acciones de oposicidn, obsersacion, cancelacién, nulidad,

medidas cautelares y en general los juicios civiles, penales,
administralivos o contencioso - administrativos que
promovamos o Se nos promuevan,

Pudiendo en lodos los actos y gestiones arriba mencionados

sustituir éste mandato, transigii, desistir, recibir, cancelar,

renungiar, aceptar notificaciones ¥y nombrar apoderados

Judiciales y extrajudiciales.

Finalmente, esle poder ralifica la validez de tados los actos y
solicitudes que, a nombre de la poderdanle hubieren realizado
los apoderades en relacion con ‘as lacultades anteriormente
enumeradas, antes de la suscripc'dn del presente poder

Dado y fimado hoy 19 de Diciembre de 2005

en St. Louls, Missouri, USA

por MONSANTO TECHNOLOGY LIC
(El notario debe suscribir el documento en la pagina siguiente)

(Se requiere legalizacion consular o mediante apostilla)

CERTIFICADO NOTARIAL (Sociedad)

-

| {we) the undersigned MONSANTO TECHNOLOGY LLC

O 800 North Lindbergh Boulevard, St. Louis, Missouri
63167, EEUU

hereby granlis) Power of Allorney to  XIMENA
CASTELLANQS A. and Jor MARGARITA CASTELLANOS a.
atlarneys residing at Calle 94 A No. 7 A-08, Bogola-
Colombia, to oblain the proteclion of my (our Induslrial
Property, for which purpose we authorize the said attormeys to

'represenl .us before any authorities, or persons, specially

those, administrative, contentious and judicial, in all matlers
concerning the following: -

a) Obtainment of patents, models and designs, registration of
trademarks, sefvice, collaclive and defensive marks, and of -
designations of origin; the deposit of trade names and
eﬁsigns; ils renewal, exlension, recordal ol assignmenls,

change of name or domicile, volunlary cancellation, and the

registration of licenses of use of the above rights;

b} .For the obtainment of Sanilary registrations;

c) ‘Actions of opposition, cancellation, nullity, infringement,
granling of licenses; and in general the civil, criminal and
administralive suils related to those rights; aclions and
suits instituted by us or against us;

In all the above matlers lhey may substilute this power of

attorney, compromise, desis!, cancel, receive, renounce,

accepl notifications and appoint atlorneys in facl, in or oul of
court.

Finally, this power of attorney ralifies the validity of all acts
and applications made by the represenlatives in the name of
lhe signalory ol Ihis power of allorney, with regard b the
lacullies above given, before the execution of the present
power of atlorney.

Given and signed this  19Lh December, 2005

in St. Louls, Missouri

bv?i’jz_\f\,tc- IQ‘J{UW

Dennis R. er
(Notary shall execute on the next page)

(Consular legalizalion or aposlille is required)

NOTARIAL CERTIFICATION (Cotporation) '

ATWVALOY STACTEIT ANIC AL 2 T A

600005



Hoy 1%fe Ddc. delafo 2005
comparecio {eron) personalmenta
DENNIS R. HOERNER

a quienes conozco como lafs! perscnas que firmaind en
representacion de la Sociedad (Cempaiifa) denominadn
MONSANTO TECHNOLOGY ..LC

Certifico :
a) Que MONSANTO TECHHOLOGY LLC

es una sociedad/Compaiin lenalmente conslituida
existente de acuerdo con las ieyes de

b) Que el domicilio de dicha Sociedad/Compariia es
St. Louis, Missouri

c) Que el objelo u objelos pora lfos cuales se otorga el
presente poder eslan comnrendidos deniro del obijsto
social de la mencionada So: - dad /Compaiia.

d) QueelSr. DENNIS R. I'OELNER

esta autorizado para otorgar el presente poder. Lo anterior

esta probado por medio de los siquientes documenios, aus

cerlifico he visto®

(Ciudad) St. Louls

(Estado) Missouri

Hoy 19del Diciembre de .005

~ (Notario Pablico),

*Los documentos debe identificai- » con fecha y origen.

Onthis 19 dayofDec.  of 2005
personally appeared

Go06¢6

whom | know lo be the person(s) who signed this document as
representative(s) of the Corporalion /Company named
Monsanto Technology TLIC
I certily:
a)  That

Monsanto Technology TILC -+

Dennds R. Hoorner

is a corporation (Company legally constituted and in
existence in accordance with the laws of
b)  That the domicile of said Gorporation/Company is

St. Louis, Missouri

¢} That the purpose or purposes lor which the presenl ‘
Power of Attorney is granted are comprised within the
object set forth in the chaner of the mentioned |
Corporation/Company. ‘

d) ThalMr. Dennis R. Iberner

is (ars) authorized to yrant the presenl Power of Allomey. The

aforementioned was duly proven through the following

dacuments and | duly cerlily having seen them™:

(City) Sst. Louis
(Stale) Missouri

this L9 day oPeCof the year 2005

|

! +

; e
{Notary PUb“CLZ/(gQ{'}__ (flff'(sz b rr};
LA el

*Cocuments must be idenlifind wilh date and origin
Ll

MICHELLE LUDWIG
My Commission Expiras
July 13, 2009
St. Lois County
Commission #05550747

ATAFATIA ST ASTII Y A atst LY @ T




Apostille

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961) Gupgo 7

1. Country: United States of America

This public document

. MICHELLE LUDWIG
2. has been signed by

o , NOTARY PUBLIC
3. acting in the capacity of

MICHELLE LUDWIG-NOTARY PUBLIC-STATE OF MISSOURI
4. bears the seal/stamp of

Certified
5. at Jefferson City, Missouri
6. the 21™ : day of DECEMBER 2005
7. by Robin Carnahan, Secretary of State, State of Missouri
8. No. 142500
9. Seal/Stamp 10. Signature:

Comm. 48 (01-2005)




------------------- TRADUCCION OFICIAL No. 06-02-04 {’UL’G” ?

de un documento escrito en INGLES, el cual para su identificacion lleva

el sello de la Traductora e Intérprete Oficial, Res. 2755/68 y 01144797 de

Minjusticia, al igual que la presente.

(Adjunto a un documento de Poder otorgado por MONSANTO

. TECHNOLOGY LL.C)

Sello Notarial:

Is

MICHELLE LUDWIG

Mi comision vence Julio 13, 2009

Condado de St. Louis — Comision #05550747

APOSTILLA
(Convencion de La Haya de octubre 5, 1961)

Pais: Estaclos Unidos de América

Este documento pablico

2. ha sido firmado por Michelle Ludwig

3.

4.

Gc’ruondo'_e'nAsu cardcter de Notario PUblico
Lleva el sello de Michelle Ludwig — Nofario PUblico - Estado de
Missouri
CERTIFICADO
En Jefferson City, Missouri

El dia 21 de Diciembre de 2005




/. por Robin Carnahan, Secretario de Estado, Estado de Missouri

8. No. 142500
9. Sello (en dorado) 10. Firma: UUQU.’E’
(fdo) Robin Carnahan

ES TRADUCCION FIEL Y COMPLETA, ala cual me remiio,

Bogotd, D. C., Febrero 9, 2006. ; :

DORA DUQUE DE BERNAL
TAADUCTORR E INTERPRETE OFICIAL
RER. 02755765 ¥ 01144/97 . MINUSTICIA
REF. DE coLomgia
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ELEMENTOS DE REGULACION DE PLANTAS Y SUS USOS
REFERENCIA A SOLICITUDES RELACIONADAS
Esta solicitud reivindica el beneficio de la solicitud provisional de los
Estados Unidos N.° 61/467.875, presentada el 25 de marzo de 2011 que se

incorpora en la presente por referencia en su totalidad.

INCORPORACION DEL LISTADO DE SECUENCIAS

El listado de secuencias que esta contenido en el archivo denominado
“38-21_56321-0001.txt", que es de 343.962 bytes (medido en Microsoft
Windows®) y se creo el 5 de marzo de 2012, se presenta aqui por presentacioén

electrénica y se incorpora en la presente por referencia.

CAMPO DE LA INVENCION

La invencion se refiere al campo de la biologia molecular de las plantas y
lamanipulacién. de plantas por ingenieria genética y moléculas de ADN de

utilidad para modular la expresién génica en plantas.

ANTECEDENTES

Los elementos reguladores son elementos genéticos que regulan la
actividad génicé por modulacion de la transcripcion de una molécula de
polinucledtido transcribible operativamente ligada. Estos elementos incluyen
promotores, lideres, intrones y regiones no traducidas 3 y son de utilidad en el

campo de la biologia molecular de plantas y la manipulacién de plantas por

ingenieria genética.
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SINTESIS DE LA INVENCION

La presente invencidn proporciona nuevos elementos de regulacion
génica para usar en plantas. La presente invencién también proporciona
constructos de ADN que comprenden los elementos de regulacion. La presente
invencion también proporciona células de plantas transgénicas, plantas y
semillas que comprenden los elementos de regulacion. Las secuencias se
pueden proporcionar operativamente ligadas a una molécula de polinucledtido
transcribible. En una forma de realizacién, la molécula de polinucledtido
transcribible puede ser heterdloga con respecto a una secuencia de regulacion
provista en la presente. Una secuencia de elementos de regulacion provista por
la invencion se puede definir asi, en particular formas de realizacion, como
operativamente - ligada a una molécula de polinucledtido transcribible
heterdloga. La presente invencién también proporciona métodos de
preparacion y uso de los elementos de regulacion, los constructos de ADN que
comprenden los elementos de regulacion vy las células de plantas transgénicas,
plantas y semillas que comprenden los elementos de regulacion
operativamente ligadas a una molécula de polinucleétido transcribible.

Asi, en un aspecto, la presente invencion proporciona una molécula de
ADN que comprende una secuencia de ADN seleccionada del grupo que
consiste en: a) una secuencia con al menos aproximadamente el 85 por ciento
de identidad de secuencia con cualquiera de SEQ ID NOs: 1-158 y 180-183;
b) una secuencia que comprende cualquiera de SEQ ID NOs: 1-158 y 180-
183; y ¢) un fragmento de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-158 y 180-183, en

donde el fragmento tiene actividad reguladora de genes; en donde la secuencia
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esta ligada operativamente con una molécula de polinucledtido transcribible
heterologa. En formas de realizacion especificas, la molécula de ADN
comprende al menos aproximadamente el 90 por ciento, al menos
aproximadamente el 95 por ciento, al menos aproximadamente el 98 por ciento
0 al menos aproximadamente el 99 por ciento de identidad de secuencia con la
secuencia de ADN de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-158 y 180—183. En ciertas
formas de realizacion de la molécula de ADN, donde la secuencia de ADN
comprende un elemento de regulacién. En algunas formas de realizacién, el
elemento de regulacion comprende un promotor. En particular formas de
realizacion, la molécula de polinucledtido transcribible heterdloga comprende
un gen de interés agronémico, tal como un gen capaz de proporcionar
resistencia a herbicidas en plantas o un gen capaz de proporcionar resistencia
a plagas en plantas.

La invencién también proporciona una célula de planta transgénica que
comprende un constructo de ADN heterdlogo provistoed por la invencion,
incluyendo una secuencia de cualquiera de SEQ ID NOs: 1—158 y 180-183 o
uno de sus fragmentos o variantes, en donde dicha secuencia esta ligada
operativamente con una molécula de polinucledtido transcribible heterologa. En
ciertas formas de realizacion, la célula de planta transgénica es una célula de
planta monocotiledénea. En otras formas de realizacion, la célula de planta
transgenica es una célula de planta dicotiledonea.

También ia invencion proporciona una planta transgénica o una parte de
ella, que comprende una molécula de ADN provista en la presente, que incluye
una secuencia de ADN seleccionada del grupo que consiste en: a) una

secuencia con al menos el 85 por ciento de identidad de secuencia con
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cualquiera de SEQ ID NOs: 1-158 y 180-183; b) una secuencia que
comprende cualquiera de SEQ ID NOs: 1-158 y 180-183; y ¢) un fragmento de
cualquiera de SEQ ID NOs: 1-158 y 180-183, en donde el fragmento tiene
actividad reguladora de genes; en donde la secuencia esta ligada
operativamente con una molécula de polinucleédtido transcribible heterdloga. En
formas de realizacion especificas, la planta transgénica puede ser una planta
de progenie de cualquier generacién que comprende la molécula de ADN,
respecto a una planta transgénica de partida que comprende la molécula de
ADN. También se proporciona en la presente una semilla transgénica que
comprende una molécula de ADN de acuerdo con la invencion.

En otro aspecto mas, la invencion proporciona un método de produccion
de un producto de consumo que comprende la obtencién de una planta
transgenica o una parte de ella de acuerdo con la invencién y produccion de su
producto de corsumo. En una forma de realizacion, un producto de consumo
de la invencion es un concentrado de proteina, aislado de proteina, grano,
almidén, semillas, comida, harina, biomasa o aceite de semillas. En otro
aspecto, la invencion proporciona un producto de consumo usando el método
anterior. Por ejemplo, en una forma de realizacion, la invencién proporciona un
producto de consumo que comprende una molécula de ADN provista en la
presente, que incluye una secuencia de ADN seleccionada del grupo que
consiste en: a) una secuencia con al menos 85 por ciento de identidad de
secuencia con cualquiera de SEQ ID NOs: 1—158 y 180-183; b} una secuencia
que comprende cualquiera de SEQ ID NOs: 1-158 y 180-183; y ¢) un
fragmento de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-158 y 180-183, en donde el

fragmento tiene actividad reguladora de genes; en donde la secuencia esta
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ligada operativamente con una molécula de polinucledtido transcribible
heterdloga.

En otfro aspecto mas, la invencion proporciona un método de expresion
de una moléculz de polinucledtido transcribible que comprende la obtencion de
una planta transgénica de acuerdo con la invencion, tal como una planta que
comprende una molécula de ADN descrita en la presente y el cultivo de la
planta, en donde se expresa un polinuclectido transcribible en la molécula de
ADN.

A lo largo de esta memoria descriptiva y las reivindicaciones, a menos
que el contexto lo requiera de otro modo, se entendera que la palabra
“comprender” y sus variaciones, tales como ‘comprende” y “que comprende”,
implica la inclusion de una composicién establecida, etapa y/o valor o grupo de
ella, pero no la exclusion de cualquier otra composicion, etapa y/o valor o grupo

de ella.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Las FIGS. 1a- 1h representan la alineacion de variantes de tamario de
promotores corresppndiente a elementos promotores aislados de la especie de
pasto Andropogon gerardii. En particular, las Figs. 1a-1h muestran la
alineacion de la secuencia promotora de 2603 bp P-ANDge.Ubg1-1:1:11 (SEQ
ID NO: 2), hallada en el grupo de elementos de expresion reguladores de la
transcripcion  EXP-ANDge.Ubg1:1:9 (SEQ ID NO: 1), con secuencias
promotoras deri;fadas por analisis de supresion de P-ANDge.Ubq1-1:1:11. La
supresion, por ejemplo, del extremo 5 de P-ANDge.Ubq1—1:1:11, produjo el
promotor P-ANDge.Ubg1-1:1:9 (SEQ ID NO: 6), una secuencia de 2114 bp
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que se halla dentro de EXP-ANDge.Ubq1:1:7 (SEQ ID NO: 5). Otras
secuencias promotoras en la Fig. 1 incluyen P-ANDge.Ubq1-1:1:10 (SEQ ID
NO: 9), una secuencia de 1644 bp comprendida dentro de EXP-
ANDge.Ubq1:1:8 (SEQ ID NO: 8); P~ANDge.Ubq1-1:1:12 (SEQ ID NO: 11),
una secuencia :de 1472 bp comprendida dentro de EXP-ANDge.Ubg1:1:10
(SEQ ID NO: 10); P~ANDge.Ubg1-1:1:8 (SEQ ID NO: 13), una secuencia de
1114 bp comprendida dentro de EXP-ANDge.Ubq1:1:6 (SEQ ID NO: 12); P-
ANDge.Ubg1-1:1:13 (SEQ ID NO: 15), una secuencia de 771 bp comprendida
dentro de EXP-ANDge.Ubq1:1:11 (SEQ ID NO: 14); y P-ANDge.Ubq1-1:1:14
(SEQ ID NO: 17), una secuencia de 482 bp comprendida dentro de EXP-
ANDge.Ubq1:1:12 (SEQ ID NO: 16).

Las FIGS. 2a- 2g representan la alineacion de variantes de promotores
aisladas del pasfo Saccharum ravennae (Erianthus ravennae). En particular, las
FIGS. 2a-2g muestran una alineacion de la secuencia promotora de 2536 bp
P-ERIra.Ubg1-1:1:10 (SEQ ID NO: 19) (hallada, por ejemplo, dentro del grupo
de elementos de expresion de regulacion de la transcripcion EXP-ERIra.Ubgq
(SEQ ID NO: 18)) con secuencias promotoras derivadas del analisis de
supresion de P-ERIra.Ubg1-1:1:10: una secuencia promotora de 2014 bp P-
EF!lra.qu1—1:‘I;9 (SEQ ID NO: 23); una secuencia promotora de 1525 bp P-
ERIra.qu1~1:1;:;11 (SEQ ID NO: 26); una secuencia promotora de 1044 bp P-
ERIra.Ubg1-1:1:8 (SEQ ID NO: 28); una secuencia de 796 bp P-ERIra.Ubg1-
1:1:12 (SEQ ID NO: 30); y una secuencia de 511 bp P-ERIra.Ubq1-1:1:13
(SEQ ID NO: 32).

Las FIGS. 3a-3c representan la alineacion de variantes de tamarfo de

promotores correspondientes a los elementos promotores aislados de la
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especie de pasto Setaria viridis. En particular, las FIGS. 3a—3c muestran una
alineacién de una secuencia promotora de 1493 bp, P-Sv.Ubq1-1:1:1 (SEQ ID
NO: 34) con promotores derivados del analisis de supresion del extremo 5 de
P-Sv.Ubg1-1:1:1: un promotor de 1035 bp de tamafio P-Sv.Ubq1-1:1:2 (SEQ
ID NO: 38); y una secuencia promotora de 681 bp P-Sv.Ubg1-1:1:3 (SEQ ID
NO: 40).

Las FIGS. 4a—4e representan la alineacion de las variantes del grupo de
elementos de expresion de regulacion de la transcripcion derivadas del paso
Zea mais subsp". mexicana. En particular, las FIGS. 4a—4de comparan un grupo
de elementos de expresion de regulacion de la transcripcion de 2005 bp
denominado EXP-Zm.UbgM1:1:2 (SEQ ID NO: 49) con variante alélica EXP-
Zm.UbgM1:1:5 (SEQ ID NO: 53), asi como con variantes de tamafio EXP-
Zm.UbgM1:1:1 f_SEO ID NO: 41), que tiene un largo de 1922 bps y EXP-
Zm.UbgM1:1:4 (SEQ ID NO: 45), que tiene un largo de 1971 bps.

Las FIGS. 5a-5b representan la alineacion de variantes de tamario de
promotores aisladas del pasto Sorghum bicolor. En particular, las FIGS. 5a-5b
muestran la alineacion del elemento promotor de 791 bp de tamafo, P-
Sb.Ubg6~1:1:2 (SEQ ID NO: 60) comprendida dentro del grupo de elementos
de expresion de regulacion de la transcripcion EXP-Sb.Ubg6 (SEQ ID NO: 59),
con el elemento promotor de 855 bp P-Sb.Ubg6-1:1:1 (SEQ ID NO: 64)
comprendido dentro de EXP-Sb.Ubqg6:1:1 (SEQ ID NO: 63).

Las FIGS. 6a-6¢ representan la alineacion de variantes de tamario de
promotores conl'eSpondientes a elementos promotores aislados del pasto
Setaria italica. En particular, las FIGS. 6a—-6¢ muestran una alineacién de la

variante de promotor de 1492 bp P-SETit.Ubg1-1:1:1 (SEQ ID NO: 70) con
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variante de promotor de 1492 bp P-SETit.Ubqi-1:1:4 (SEQ ID NO: 74),
elemento promotor de 1034 bp P-SETit.Ubgl-1:1:2 (SEQ ID NO: 76) y
elemento promotor de 680 bp P-SETit.Ubg1-1:1:3 (SEQ ID NO: 78).

Las FIGS. 7a-7b representan la alineacion de variantes de tamario de
promotores y un elemento mejorador correspondiente a los elementos
promotores aislados de la especie de pasto Coix lachrima—jobi. En particular,
las FIGS. 7a y 7b muestran una alineacion de la variante de promotor de 837
bp, P-Cl.Ubg1-1:1:1 (SEQ ID NO: 80) hallada dentro del grupo de elementos
de expresion de regulacion de la transcripcion EXP-CLUbg1:1:1 (SEQ ID NO:
79), con un fragmento mejorador derivado de P-Cl.Ubq1-1:1:1, denominado
E-Cl.Ubqg1:1:1 (SEQ ID NO: 89) que tiene un largo de 798 hp, asi como con
tres variantes de supresién de terminacion 5' de P-Cl.Ubg1—1:1:1: un elemento
de 742 bp P-Cl.Ubg1-1:1:4 (SEQ ID NO: 84); un elemento de 401 bp P-
Cl.Ubg1-1:1:3 (SEQ ID NO: 86); y un elemento promotor minimo de 54 bp P—
Cl.Ubqg1-1:1:5 (SEQ ID NO: 88).

La FIG. 8 representa configuraciones de casete transgénicas de la

presente invencion.

BREVE DESCRIPCION DE LAS SECUENCIAS
SEQ ID MNOS: 1, 5, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 22, 25, 27, 29,:81,-38, 37, 39,
41, 45, 49, 53, 55, 59, 63, 65, 69, 73, 75, 77, 79, 83, 85, 87, 90, 93, 95, 97, 98,
99, 100, 102, 104, 106, 108, 110, 112, 114, 115, 116, 117, 119, 121, 123, 124,
125, 126, 128, 130, 132, 133, 134, 136, 137, 139, 141, 143, 145, 147, 149, 151,
153, 185, 157, 180, 181 y 183 son secuencias de grupos de elementos de

expresion de regulacion de la transcripcion o secuencias EXP que comprenden
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una secuencia promotora operativamente ligada 5° con una secuencia lider que
esta operativamente ligada 5’ a una secuencia de intrones.

SEQ ID NOS: 2, 6, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 23, 26, 28, 30, 32, 34, 38, 40,
42, 46, 50, 56, 60, 64, 66, 70, 74, 76, 78, 80, 84, 86, 88, 91, 96 y 135 son
secuencias promotoras.

SEQ ID NOS: 3, 20, 35, 483, 47, 51, 57, 61, 67, 71 y 81 son secuencias
lider.

SEQ ID NOS: 4, 7, 21, 24, 36, 44, 48, 52, 54, 58, 62, 68, 72, 82, 92, 94,
101, 103, 105, 107, 109, 111, 113, 118, 120, 122, 127,129, 131, 138, 140, 142,
144, 146, 148, 150, 152, 154, 156, 158 y 182 son secuencias de intrones.

SEQ ID NO: 89 es la secuencia de un mejorador.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La invencion revelada en la presente proporciona moléculas de
polinucledtido que tienen una actividad reguladora de genes beneficiosa de
especies vegetales. El disefio, la construccién y el uso de estas moléculas de
polinucleotido son proporcionados por la invencién. Las secuencias de
nucleotidos de estas moléculas de polinucleétido se proporcionan entre SEQ ID
NOs: 1-158 y 180-183. Estas moléculas de polinucledtido son capaces, por
ejemplo, de afectar la expresion de una molécula de polinucledtido transcribible
operativamente iigada en tejidos vegetales Y, en consecuencia, de regular de
forma selectiva la expresion o la actividad génica de un producto génico
codificado, en plantas transgénicas. La presente invencion también proporciona
metodos de modificacién, su produccion Yy Su uso. La invencion también

proporciona  camposiciones, células huésped transformadas, plantas
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transgénicas y semillas que contienen los promotores y/u otras secuencias de
nucledtidos reveiadas y métodos para prepararlas y usarlas.

Las siguicnies definiciones y métodos se proporcionan para definir mejor
la presente invencion y para guiar a los expertos en la técnica en la practica de
la presente invencion. A menos que se indique otra cosa, los términos se han
de entender de acuerdo con el uso convencional por los expertos en el arte

relevante.

Moléculas de ADN

Tal como se usa en la presente, la expresion “ADN" o “molécula de
ADN" se refiere a una molécula de ADN bicatenario de origen genomico o
sintético, es decir, un polimero de bases de desoxirribonucledtido o una
molécula de polinucledtido, leida desde el extremo 5° (corriente arriba) al
extremo 3" (corriente abajo). Tal como se usa en la presente, la expresion
‘secuencia de ADN” se refiere a la secuencia de nucledtidos de una molécula
de ADN. La nomenclatura usada en la presente corresponde a la del titulo 37
del Codigo de Regulaciones Federales de los Estados Unidos § 1822 y
establecida en ;!as, tablas en el WIPO Standard ST.25 (1998), Apéndice 2,
Tablas 1y 3. |

Tal como se usa en la presente, la expresion “molécula de ADN aislada”
se refiere a una molécula de ADN al menos parcialmente separada de otras
moleculas normalmente asociadas con ella en su estado nativo o natural. En
una forma de realizacion, la expresion “aislado” se refiere a una molécula de
ADN que esta al menos parcialmente separada de algunos de los acidos

nucleicos que normalmente flanquean la molécula de ADN en su estado nativo
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0 natural. Asi, Iés moléculas de ADN fusionadas con secuencias reguladoras o
codificantes con las que no estan normalmente asociadas, por ejemplo, como
resultado de t&cnicas recombinantes, son consideradas aisladas en la
presente. Estas moléculas se consideran aisladas cuando se integran en el
cromosoma de una célula huésped o estan presentes en una solucion de acido
nucleico con otras moléculas de ADN, porque no estan en su estado nativo,

Se pueden usar cualquier cantidad de métodos bien conocidos por los
expertos en la técnica para aislar y manipular una molécula de ADN o su
fragmento, revelado en la presente invencion. Por ejemplo, la tecnologia PCR
(reaccion de polimerasa en cadena) se puede usar para amplificar una
molécula de ADN de partida particular y/o para producir variantes de la
molecula original. Las moléculas de ADN o sus fragmentos también se pueden
obtener por medio de otras técnicas tales como por sintetizacion directa del
fragmento por medios quimicos tal como se practica cominmente usando un
sintetizador automatizado de oligonucledtidos.

Tal como se usa en la bresente, la expresion “identidad de secuencia” se
refiere a la extension en la que dos secuencias de polinucleédtido 6ptimamente
alineadas o dos secuencias de polipéptidos 6ptimamente alineadas son
idénticas. Una alineacién éptima de secuencia es creada por alineacion manual
de dos secuencias, por ejemplo, una secuencia de referencia y otra secuencia,
para maximizar la cantidad de coincidencias de nucleétidos en Ia alineacion de
secuencias con_E inserciones, supresiones o brechas internas de nucledtidos
apropiadas. Tal como se usa en la presente, la expresiéon “secuencia de
referencia” se refiere a una secuencia provista como las secuencias de

polinucledtidos de SEQ ID NOs: 1-158 y 180-183.
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Tal como se usa en la presente, la expresion “por ciento de identidad de
secuencia” o “por ciento de identidad” o “% de identidad” es la fraccién de
identidad por 1050. La “fraccion de identidad” para una secuencia optimamente
alineada con ura secuencia de referencia es la cantidad de coincidencias de
nuclectidos en la alineacién optima, dividido por la cantidad total de nucledtidos
en la secuencia de referencia, por ejemplo, la cantidad total de nuclectidos en
la longitud total de la secuencia de referencia entera, Asi, una forma de
realizacion de ‘la invencién es una molécula de ADN que comprende una
secuencia que,' cuando esta Optimamente alineada con una secuencia de
referencia, proporcionada en la presente como SEQ ID NOs: 1-158 y 180-183,
tiene al menos aproximadamente el 85 por ciento identidad, al menos
aproximadamente el 90 por ciento identidad, al menos aproximadamente el 95
por ciento identidad, al menos aproximadamente el 96 por ciento identidad, al
menos  aproximadamente el 97 por ciento identidad, al menos
aproximadamente el 98 por ciento identidad o al menos aproximadamente el 99
por ciento identidad con la secuencia de referencia. En formas de realizacién

particulares, tales secuencias se pueden definir por tener actividad reguladora

de genes.

Elementos de regulacién

Un elemento de regulacién es una molécula de ADN que tiene actividad
reguladora de genes, es decir, uno que tiene la capacidad de afectar la
transcripcion y/c la traduccion de una molécula de polinucledtido transcribible
operativamente ligada. La expresion “actividad reguladora de genes” se refiere

asi a la capacidad de afectar el patrén de expresién de una molécula de
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polinucleétido transcribible operativamente ligada afectando la transcripcion y/o
la traduccion de esa molécula de polinucleétido transcribible operativamente
ligada. Tal como se usa en la presente, un grupo de elementos de expresion de
regulacion de la transcripcion o secuencia "EXP” puede estar compuesto por
elementos de expresién, tales como mejoradores, promotores, lideres e
intrones operativamente ligados. Asi, un grupo de elementos de expresion de
regulacion de la transcripcion puede estar compuesto, por ejemplo, por un
promotor operativamente ligado 5° a una secuencia lider que, a su vez, esta
operativamente ligado 5° a una secuencia de intrones. La secuencia de
intrones puede estar compuesta por una secuencia que comienza en el punto
del primer empalme de la union de intron/exén de la secuencia nativa Y,
ademas, puede estar compuesta por un fragmento lider pequefio que
comprende el segundo empalme de la unién de intron/exon de modo de
proporcionar un apropiado procesamiento de intrén/exén para facilitar la
transcripcion y el procesamiento adecuado del transcripto resultante. Los
lideres e intrones pueden afectar positivamente la transcripcion de una
molécula de pclinucledtido transcribible operativamente ligada, asi como la
traduccién del ARN transcripto resultante. La molécula de ARN preprocesada
comprende lideres e intrones, que pueden afectar el procesamiento
postranscripcional del ARN transcripto y/o la exportacién de la molécula de
ARN transcripto desde el ndacleo celular al citoplasma. Después del
procesamiento postranscripcional de la molécula de ARN transcripta, la
secuencia lider se puede retener como parte del ARN mensajero final ¥ puede

afectar positivamente la traduccion de la molécula de ARN mensajero.
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Los elementos de regulacion tales como promotores, lideres, intrones y
regiones de terminacién de la transcripcion (o 3" UTRs) son moléculas de ADN
que tienen actividad reguladora de genes y desempefian una parte integral en
la expresién general de genes en células vivas. La expresion “elemento
regulador” se refiere a una molécula de ADN que tiene actividad reguladora de
genes, es decir, una que tiene la capacidad de afectar la transcripcion y/o la
traduccion de una molécula de polinucledtido transcribible operativamente
ligada. Los elementos de regulacion aislador tales como promotores y lideres
que funcionan en plantas son de utilidad, en consecuencia, para modificar los
fenotipos de plaritas a través de métodos de ingenieria genética.

Los elementos de regulacion se pueden caracterizar por sus efectos de
patron de expresion (cualitativa y/o cuantitativamente), por ejemplo, efectos
positivos o negativos y/o constitutivos u otros efectos tales como su ciclo
temporal, espacial, de desarrollo, tisular, medioambiental, fisiologico,
patologico, celular y/o patrén de expresion de respuesta quimica y cualquier
combinacion de ellos, asi como por indicaciones cuantitativas o cualitativas. Un
promotor es de utilidad como un elemento de regulacion para modular la
expresion de una molécula de polinucledtido transcribible operativamente
ligada.

Tal comec se usa en la presente, un “patrén de expresion génica” es
cualquier patror: de transcripcion de una molécula de ADN operativamente
ligada en una molécula de ARN transcripta. La molécula de ARN transcripta se
puede traducir para producir una molécula de proteina o puede proporcionar
una molecula de ARN antisentido u otra molécula de ARN de regulacion, tales

como dsARN, tARN, rARN, miARN, y similares.
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Tal como se usa en la presente, la expresion “expresién de proteina” es
cualquier patrér de traduccién de una molécula de ARN transcripta en una
molecula de preteina. La expresion de proteina se puede caracterizar por sus
calidades temporal, espacial, de desarrollo o morfologica, asi como por
indicaciones cuantitativas o cualitativas.

Tal como se usa en la presente, la expresion “promotor” se refiere en
general a una molécula de ADN que esta implicada en el reconocimiento y la
union de ARN ‘polimerasa Il y ofras proteinas (factores de transcripcion
transactivos) para iniciar la transcripcion. Un promotor se puede aislar
inicialmente a partir de la regién no traducida 5 (6" UTR) de una copia
genomica de un gen. De forma alternativa, los promotores pueden ser
moleéculas de ADN sintéticamente producidas o manipuladas. Los promotores
tambien pueden ser quiméricos, es decir, un promotor producido a través de la
fusion de dos o mas moléculas de ADN heterdlogas. Los promotores de utilidad
en la practica de la presente invencion incluyen SEQ ID NOS: 2, 6. 9, 11, 12
15,17, 19, 23, 28, 28, 30, 32, 34, 38, 40, 42, 46, 50, 56, 60, 64, 66, 70, 74, 76,
78, 80, 84, 86, 88, 91, 96 y 135 o sus fragmentos o variantes. En formas de
realizacion especificas de la invencion, tales moléculas y cualquiera de sus
variantes o derivados tal como se describe en la presente, también se definen
por comprender actividad promotora, es decir, son capaces de actuar como un
promotor en una ceélula huésped como en una planta transgénica. En otras
formas de realizacion especificas, un fragmento se puede definir por exhibir
actividad promotora poseida por la molécula promotora inicial de la que se
deriva o un fragmento puede comprender un “promotor minimo” que

proporciona un nivel basal de transcripcion y estad compuesto por una caja
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TATA o secuencia equivalente para reconocimiento y unién del complejo de
ARN polimerasa |l para inicio de la transcripcion.

En una forma de realizacion, se proporcionan fragmentos de una
secuencia promotora que se describe en la presente. Los fragmentos del
promotor pueden comprender actividad promotora, como se describio antes, y
pueden ser Utiles solos 0 en combinacion con otros promotores y fragmentos
del promotor, tal como en la construccion de promotores quiméricos. En formas
de realizacion especificas, se proporcionan fragmentos de un promotor que
comprenden al menos aproximadamente 50, 95, 150, 250, 500, 750, o al
menos aproximadamente 1000 nucledtidos contiguos, o mas largos, de una
molécula de polinucleétido que tiene la actividad promotora descripta en la
presente.

Las composiciones derivadas de cualquiera de los promotores
presentados como las SEQ ID NOS: 2, 6, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 23, 26, 28, 30,
32, 34, 38, 40, 42, 46, 50, 586, 60, 64, 66, 70, 74,78, 78, 80, 84, 86, 88, 91,96 y
135, tales como internos o supresiones 5, por ejemplo, se pueden producir
usando métodos conocidos en la técnica para aumentar o alterar la expresion,
que incluye por la eliminacion de elementos que tienen efectos positivos o
negativos sobre la expresion; duplicacién de elementos que tienen efectos
positivos 0 negativos sobre la expresion: y/o duplicacién o eliminacion de
elementos que tienen efectos especificos en tejido o células sobre la expresion.
Las composiciohes derivadas de cualquiera de los promotores presentados
como las SEQ ID NOS: 2, 6, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 23, 26, 28, 30, 32, 34, 38, 40,
42, 46, 50, 56, 60, 64, 66, 70, 74, 76, 78, 80, 84, 86, 88, 91, 96 y 135

compuestas de supresiones 3" en que el elemento de la caja TATA o secuencia
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equivalente de este y secuencia corriente abajo se elimina, se pueden usar por
ejemplo, para obtener elementos potenciadores. Ademas se pueden realizar
supresiones pa:;a eliminar cualquiera de los elementos que tienen efectos
positivos 0 negativos; especificos de tejido; especificos de célula: o especificos
del ritmo (tales como, pero sin limitacién, ritmos circadianos) sobre Ila
expresion. Cualquiera de los promotores presentados como las SEQ ID NOS:
2,6,9, 11,13, 15,17, 19, 283, 26, 28, 30, 32, 34, 38, 40, 42, 46, 50, 56, 60, 64,
66, 70, 74, 76, 78, 80, B4, 86, 88, 91,96y 135 y fragmentos o potenciadores
derivados de estos se pueden usar para obtener composiciones del elemento
regulatorio trar}lscripcional quimérico de cualquiera de los promotores
presentados como las SEQ ID NOS: 2, 6, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 23, 26, 28, 30,
32, 34, 38, 40, 42, 46, 50, 56, 60, 64, 66, 70, 74, 76, 78, 80, 84, 86, 88, 91, 96y
135 y los fragmentos o potenciadores derivados de estos ligados
operativamentel a ofros potenciadores y promotores. La eficacia de las
madificaciones, ’.'duplicaciones 0 supresiones descriptas en la presente sobre
los aspectos de expresion deseados de un transgen particular se puede
analizar empiric’lamente en ensayos de planta estables y transitorios, tales
como los descriptos en los ejemplos de trabajo de la presente, de modo de
validar los resn)ltados, que pueden variar de acuerdo con los cambios
realizados y el dbjetivo del cambio en la molécula de partida.

Tal como se usa en la presente, el término “lider’ se refiere a una
molécula de ADN aislada de Ia regién 5' no traducida (8" UTR) de una copia
genomica de un gen y se define generalmente como un segmento de
nucléotido entre el sitio de inicio de transcripcion (TSS) y el sitio de comienzo

de la secuencia codificadora. Alternativamente, los lideres se pueden ser
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elementos de ADN producidos o manipulados sintéticamente. Un lider de
planta se puede usar como elemento regulatorio 5' para modular la expresion
de una molécula de polinucledtido transcribible unida operativamente. Las
moléculas lider se pueden usar con un promotor heterologo o con su promotor
nativo. Las moléculas promotoras de la presente invencion en consecuencia se
pueden ligar operativamente a su lider nativa o se pueden ligar operativamente
a su lider heteréloga. Las lideres utiles en la practica de la presente invencion
incluyen las SEQ iD NOS: 3, 20, 35, 43, 47, 51, 57, 61, 67, 71 y 81 0 sus
fragmentos o variantes. En formas de realizacion especificas, se pueden
proporcionar tales secuencias que se definen como capaces de actuar como un
lider en una célula huésped, incluyendo, por ejemplo, una célula de planta
transgénica. En -una forma de realizacién tales secuencias se decodifican como
que comprendeﬁ actividad lider.

Las secuencias lider (5" UTR) presentadas como las SEQ ID NOS: 3,
20, 35, 43, 47, 51, 57, 61, 67, 71 y 81 pueden estar compuestas de elementos
regulatorios o pueden adoptar estructuras secundarias que pueden tener un
efecto sobre la transcripcion o traduccién de un transgén. Las secuencias lider
presentadas corno las SEQ 1D NOS: 3, 20, 35, 43, 47, 51, 57, 61, 67, 71 y 81
se pueden usér de acuerdo con la invencién para obtener elementos
regulatorios qui.méricos que afectan la transcripcion o traduccién de un
transgén. Ademas, las secuencias lider presentadas como las SEQ ID NQOS: 3,
20, 35, 43, 47, 51, 57, 61, 67, 71 y 81 se pueden usar para obtener secuencias
quiméricos que i;:;uc-j: afectan la transcripcion o traduccién de un transgen.

La introdﬁccién de un gen extrafio en una planta huésped no siempre

produce una alta expresion de | gen ingresante. Ademas, si se trata con rasgos
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complejos, algu.'nas' veces es necesario modular varios genes con patrén de
expresién espacial o temporariamente diferente. Los intrones pueden
proporcionar principalmente tal modulacion. Sin embargo, se ha mostrado que
el uso multiple del mismo intrén en una planta presente desventajas. En los
casos que es necesario tener una coleccion de elementos de control basicos
para la construccion de elementos de ADN recombinantes apropiados. Como la
coleccion de intrones disponibles conocidos en la técnica con propiedades
potenciadoras de la expresion es limitada, se necesitan alternativas.

Las composiciones derivadas de algunos de los intrones presentados
como las SEQ ID NOS: 4, 7, 21, 24, 36, 44, 48, 52, 54, 58, 62, 68, 72, 82, 92,
94,101, 103, 105, 107, 109, 111, 113, 118, 120, 122, 127, 129, 131, 138, 140,
142, 144, 146, 148, 150, 152, 154, 156, 158 y 182 pueden estar compuestas de
supresiones internas o duplicaciones de elementos regulatorios cis; y/o
alteraciones de las secuencias 5 y 3" que comprenden las uniones de
empalme intronfexén que se pueden usar para aumentar la expresion o
especificidad dg expresién cuando se ligan operativamente a un promotor +
lider o promotor quimérico + lider y secuencia codificadora. Las alteraciones de
las regiones 5" y 3" que comprenden la unién de empalme intron/exén también
se pueden realizar para reducir el potencial para la introduccién de falsos
codones de iniciacion y detencion producidos en el transcripto resultante
después del procesamiento y empalme del ARn mensajero. Los intrones se
pueden analizar empiricamente como se describe en los ejemplos de trabajo
para determinar el efecto del intrén sobre la expresion de un transgén.

De acuerdo con la invencién un promotor o fragmento de promotor se

puede analizar por la presencia de elementos promotores conocidos, es decir,
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caracteristicas de la secuencia de ADN, tales como una caja TATA y otros
motivos del sitio de unién del factor de transcripcion. Los expertos en la técnica
pueden usar la identificacion de tales elementos promotores conocidos para
disefiar variantes del promotor que tienen un patrén de expresion similar al
promotor original.

Como se usa en la presente, el término “potenciador” o “elemento
potenciador” se refiere a un elemento regulador de transcripcion de accion cis,
a.k.a. elemento cis, que confiere un aspecto del patron de expresion total, pero
solo es usualmente: insuficiente para dirigir la transcripcion, de una secuencia
de polinucleétidos unida operativamente. A diferencia de los promotores, los
elementos potenciadores usualmente no incluyen un sitio de inicio de
transcripcion (TSS) o caja TATA. Un promotor naturalmente puede comprender
uno o mas elementos potenciadores que afectan la transcripcion de una
secuencia de polinucledtidos unida operativamente. Un elemento potenciador
aislado también se puede fusionar a un promotor para producir un elemento cis
del promotor quimérico, que confiere un aspecto de la modulacion giobal de la
expresion del gen. Un promotor o fragmento de promotor puede comprender
uno o mas elementos potenciadores que afectan la trascripcion de los genes
ligados operativamente. Mucho elementos potenciadores del promotor se
consideran que se unen a las proteinas de union al ADN y/o afectan la
topologia ADN, producen conformaciones locales que permiten o restringen
selectivamente el acceso de ARN polimerasa al molde del ADN o que facilitan
la apertura selectiva de la doble hélice en el sitio de iniciacion de la
transcripcion. Utj elemento potenciador puede actuar para unir los factores de

transcripcion que regulan la transcripcion. Algunos elementos potenciadores
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unen mas de un factor de transcripcion, y los factores de transcripcion pueden
interactuar con afiridades diferentes con mas de un dominio potenciador. Los
elementos potenciadores se pueden identificar por numerosas técnicas, que
incluyen el analisis de la supresion, es decir, suprimir uno o mas nuclestidos
5 del extremo 5' o interno a un promotor; el analisis de la proteina de unién al
ADN usando senalizacion con ADNsa |, interferencia de metilacion, ensayos de
cambio de movilidad de electroforesis, sefializacién genémica in vivo por PCR
mediada por ligamiento y otros ensayos convencionales o por andlisis de
semejanza de secuencias de ADN con motivos de elementos cis conocidos o
10 elementos potenciadores como una secuencia blanco o motivo blanco por
métodos de comparacion de secuencias de ADN convencionales, tales como
BLAST. La estructura fina de un dominio potenciador se puede estudiar
adicionalmente por mutagénesis (o sustitucién) de uno o mas nuclestidos o por
otros métodos convencionales. Los elementos potenciadores se pueden
15 obtener por sintesis quimica o por aislamiento de los elementos regulatorios
que incluyen dichos elementos, y estos se pueden sintetizar con nucleétidos
flanqueantes adicionales que contienen sitios de enzimas de restriccion utiles
para facilitar la manipulacién de la subsecuencia. En consecuencia, el disefio,
construccion, y uso de elemento potenciadores de acuerdo con los métodos
20 descriptos en la presente para medular la expresion de moléculas transcribibles
ligadas operativamente estan abarcados por la presente invencion.
En las plantas, la inclusion de algunos intrones en los constructos

génicos lleva a aumento del ARNm y acumulacion de proteina relativa a

constructos que carecen del intron.
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Este efecto ha sido denominado “aumento mediado por intrén” (IME) de
la expresion del gen (Mascarenhas et al., (1990) Plant Mol. Biol. 15:913-920).
Los intrones conocidos para estimular la expresién en plantas se ha
identificado en los genes de maiz (por ejemplo tubA1, Adh1, Shi, Ubii (Jeon et
al. (2000) Plan: Physiol. 123:1005-1014; Callis et al. (1987) Genes Dev.
1:1183-1200; Vasil et al. (1989) Plant Physiol. 91:1575-1579: Christiansen et
al. (1992) Plant Mol. Biol. 18:675-689) y in rice genes (por efemplo salt, tpi:
McElroy et al., Plant Cell 2:163-171 (1990); Xu et al., Plant Physiol. 106:459—
467 (1994)). De modo similar, se ha hallado que los intrones de genes de
plantas dicotileddneas como los petunia (por ejemplo rbeS), papa (por gjemplo
st-is1) y de ArabidOpsis thaliana (por ejemplo ubq3 y pat1) elevan las tasas de
expresion génica (Dean et al. (1989) Plant Cell 1:201-208: Leon et al. (1991)
Plant Physiol. 95:968-972; Norris et al. (1993) Plant Mol Biol 21:895-906; Rose
y Last (1997) Plant J.11:455-464). Se ha mostrado que las supresiones o
mutaciones deniro de los sitios de empalme de un intrén reducen la expresion
del gen, lo que indica que se podria necesitar el empalme para el IME
(Mascarenhas et al. (1990) Plant Mol Biol. 15:913-920; Clancy y Hannah
(2002) Plant Physiol. 130:918-929). Sin embargo se ha demostrado que este
empalme per se no se requiere para un determinado IME en las plantas
dicotiledoneas por mutaciones puntuales dentro de los sitios de empalme del
gen patl de A. traliana (Rose y Beliakoff (2000) Plant Physiol. 122:535-542).

El aumento de la expresion del gen por los intrones no es un fenémeno
general ya que algunas inserciones de intron en los casetes de expresion
recombinante no aumentan la expresion (por gjemplo intrones de genes

dicotiledéneos (gen rbcS de arveja, gen faseolino de poroto y el gen stis—71 de
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Solanum tuberosum) y los intrones de los genes del maiz (gen adht el noveno
intron, gen hsp:sr el primer intron)) (Chee et al. (1986) Gene 41:47-57:
Kuhlemeier et &l. (1988) Mol Gen Genet 212:405-411; Mascarenhas et al.
(1990) Plant Mc;'f. Biol. 15:913-920; Sinibaldi y Mettler (1992) en WE Cohn, K
Moldave, eds, Progress in Nucleic Acid Research and Molecuiar Biology, Vol
42, Academic P_ress, New York, pp 229-257; Vancanneyt et al. 1990 Mo/, Gen.
Genet. 220:245'.—.250)‘ En consecuencia, no todo intrén se puede emplear para
manipular el nivel de expresién génica de los genes no endogenos o genes
endogenos en las plantas transgénicas. Cuales caracteristicas o rasgos de
secuencia especificos deben estar presentes en un intrén para aumentar la
tasa de expresiéon de un gen dado no es conocido en la técnica previa y por
ende a partir de la técnica previa no es posible predecir si un intrén de una
planta dada, cuando se usa en forma heterologa, causara aumento de
expresion en el nivel del ADN o en el nivel del transcripto (IME).

Como se usa en la presente, el término ““quimérico” se refiere a un ADN
unico producido por la fusién de una primera molécula de ADN a una segunda
molécula de ADN, donde ni la primera ni la segunda molécula de ADN se
hubieran.

hallado n;ormalmente en esta configuracion, es decir, fusionados entre
si. La molécula quimérica de ADN es en consecuencia una nueva molécula de
ADN que de otro modo no se hallaria normalmente en la naturaleza. Como se
usa en la presente, el término “promotor quimérico” se refiere a un promotor
producido a través de dichas manipulaciones de las moléculas de ADN. Un
promotor quiméricc puede combinar dos o mas fragmentos de ADN; un

ejemplo deberia ser la fusién de un promotor a un elemento potenciador. En
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consecuencia, el disefio, construccion y uso de los promotores quimeéricos de
acuerdo con los métodos descriptos en la presente para modular la expresion
de moléculas de polinucledtidos transcribibles unidas operativamente estan
comprendidos en la presente invencion.

Como se usa en la presente, el término “variante” se refiere a una
segunda molécula de ADN que esta en una composicion similar, pero no
idéntica, a una primera molécula de ADN y aun la segunda molécula de ADN
todavia mantiene la funcionalidad general, es decir patron de expresion igual o
similar, de la primera molécula de ADN. Una variante puede ser una version
mas corta o truncada de la primera molécula de ADN y/o una version alterada
de la secuencia de la primera molécula de ADN, tales como uno con diferentes
sitios de restriccion enzimatica y/o supresiones, sustituciones y/o inserciones
completas. Una “variante” también puede abarcar un elemento regulatorio que
tiene una secuencia de nucledtidos que comprende una sustitucion, supresion
y/o insercion de uno o méas nuclestidos de una secuencia de referencia, donde
el elemento regulatorio derivado tiene mas o menos o equivalente actividad
transcripcional o traduccional que la correspondiente molécula regulatoria
original. El elemento regulatorio “variantes” también abarcara variantes que
surgen de mutaciones que se producen naturalmente en la transformacion de
celulas bacterianas y vegetales. En la presente invencidn, una secuencia de
polinucleotidos provista como SEQ ID NOs: 1-158 y 180-183 se puede usar
para crear varientes que son de composicion similar, pero no idénticas a, la
secuencia de polinucledtidos del elemento regulatorio original, pero que aun
mantiene la funcionalidad general, es decir, patron de expresion igual o similar

del promotor original. La produccién de dichas variantes de la presente
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invencion esta dentro de la experiencia del arte a la luz de la descripcion y esta
comprendida en el alcance de la presente invencién. Las “variantes” del
elemento regulatorio quimérico comprenden los mismos elementos
constituyentes .que una secuencia de referencia pero los elementos
constituyentes que comprenden el elemento regulatorio quimeérico se pueden
ligar operativamente por varios métodos conocidos en la técnica, digestion con
enzima de restriccion y ligamiento, clonacién independiente del ligamiento,
ensamblaje modular de los productos de PCR durante |a amplificacion, o
sintesis quimica directa del elemento regulatorio asi como otros métodos
conocidos en la técnica. La “variante” del elemento regulatorio quimeérico puede
estar compuesta de los mismos o variantes de los mismos elementos
constituyentes de la secuencia de referencia pero difieren en la secuencia o
secuencias que comprenden la secuencia o secuencias de ligamiento que
permiten que las partes constituyentes se liguen operativamente. En la
presente invencion, una secuencia de polinucledtidos provistas como las SEQ
ID NO: 1-158 y 180-183 proporciona una secuencia de referencia donde los
elementos constituyentes que comprenden la secuencia de referencia se
pueden unir por métodos conocidos en la técnica y pueden comprender
sustituciones, supresiones y/or inserciones de uno o mas nuclestidos 0

mutaciones que se producen naturaimente en la transformacion de células

bacterianas y plantas.

Constructos

Como se usa en la presente, el término “constructo” significa cualquier

molécula de polinucledtido recombinante tal como un plasmido, cdsmido, virus,
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molécula de polinucledtido de replicacién auténoma, fago o molécula de
polinucledtido de ADN o ARN monocatenario o bicatenario lineal o circular,
derivado de cualquier fuente, capaz de la integracion genémica o replicacion
auténoma, que comprende una molécula de polinucledtido donde una o mas
moléculas de polinucledtidos se han unido de una manera funcionalmente
operativa, es decir, unida operativamente. Tal como se usa en la presente, el
termino “vector” significa cualquier constructo de polinucledtidos recombinante
que se puede usar para el fin de la transformacion, es decir, la introduccion de
ADN heterdlogo en una célula huésped. El término incluye un casete de
expresion aislado de alguna de las moléculas mencionadas anteriormente.

Como se usa en la presente, el término “unido operativamente” se
refiere a una primera molécula conectada con una segunda molécula, donde
las moléculas de polinucledtidos se disponen de modo que la primera molécula
afecte la funcion de la segunda molécula. Las dos moléculas pueden ser parte
0 no de una unica molécula de polinucledtido contigua y puede ser o no
adyacentes. Pcr ejemplo, un promotor esta unido operativamente a una
moléecula de polinucledtido transcribiblr si el promotor modula la transcripcion
de la molécula de polinucledtido transcrible en una célula. Un lider, for ejemplo,
esta unido operativamente a la secuencia codificadora cuando es capaz de
actuar como un lider para el polipéptido codificado por la secuencia
codificadora.

Los constructos de la presente invencion se pueden prorporcionar en
una forma de realizacién como constructos de ADN limite doble del plasmido Ti
que tienen regiones del limite derecho (RB o AGRtu.RB) y limite izquierdo (LB

0 AGRtu.LB) del plasmido Ti aislado de Agrobacterium tumefaciens que
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comprenden un ADN-T, que junto con las moléculas de transferencia provistas
por las células de Agrobacterium, permiten la integracion del ADN=T en el
genoma de una célula vegetal (ver, por ejemplo, Patente U.S 6.603.061, que se
incorpora en la presente como referencia en su totalidad). Los constructos
también pueden contener los segmentos de ADN del esqueleto del plasmido
que proporcionan funciones de replicacion y seleccidon de antibidticos en
células bacterianas, por ejemplo, un origen de replicacion de Escherichia tal
como ori322, un origen de replicacion de amplio rango de huésped tal como
ori o oriRi, y una regién codficadora para un marcador seleccionable tal como
Spec/Strp que codifica una Tn7 aminoglicosido adeniltransferasa (aadA) que
confiere resistencia a espectinomicina o estreptomicina, o un gen de marcador
seleccionable a gentamicina (Gm, Gent). En la transformacién de plantas, la
cepa bacteriana huésped es con frecuencia Agrobacterium tumefaciens ABI,
C58, 0 LBA4404, sin embargo, otras cepas conocidas para los expertos en la
tecnica de transformacion de plantas pueden ser utiles en la presente
invencion.

Se conoé:en metodos en la técnica para ensamblar y e introducir
constructos en una celulas de manera tal que la molécula de polinucledtido
transcribible se transcriba en una molécula de ARNm funcional que se traduce
y expresa como un producto de proteina. En la practica de la presente
invencion, las ci;-mposiciones y metodos convencionales para preparar y usar
constructos y celulas huésped son bien conocidos por los expertos en la
tecnica, ver por ejemplo, Molecuiar Cloning: A Laboratory Manual, 3rd edicién
Volumes 1, 2, y 3 (2000) J.F. Sambrook, D.W. Russell, y N. Irwin, Cold Spring

Harbor Laboratory Press. Los métodos para preparar vectores recombinantes
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particularmente ‘adecuados para la transformacion de plantas incluyen, sin
limitacion, los descriptos en las Patentes U.S Nos. 4.971.908, 4.940.835,
4.769.061 y 4.?57.011, en su totalidad. Estos tipos de vectores también han
sido revisados én la bibliografia cientifica (Rodriguez, et al. Vectors: A Survey
of Molecular Cloning Vectors y Their Uses, Butterworths, Boston, 1988; Glick et
al, Methods in Plant Molecular Biology y Biotechnology, CRC Press, Boca
Raton, Fla., 1993). Los vectores tipicos utiles para la expresion de acidos
nucleicos en plantas superiores son bien conocidos en la técnica e incluyen
vectores derivacjos del plasmido derivados del plasmido inductor del tumor (Ti)
de Agrobacterium tumefaciens (Rogers, et al., Meth. In Enzymol, 153: 253-277,
1987).

También se han descripto otros vectores recombinantes utiles para la
transformacién de plantas, que incluye el vector de control de transferencia de
pCaMVCN en Iila bibliografia cientifica (ver, por ejemplo, Fromm, et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 82: 58245828 (1985)).

Se pueden incluir varios elementos regulatorios en un constructo que
incluye alguno de los provistos en la presente. Se puede proporcionar
cualquiera de estos elementos regulatorios en combinacion con otro elemento
regulatorio. Dichas combinaciones se pueden disefiar o modificar para producir
caracteristicas reguladoras deseables. En una forma de realizacién, los
constructos de la presente invencion normalmente comprenden al menos un
elemento regulatorio unido operativamente a una molécula de polinucleétido
transcribible unida operativamente a una molécula de polinucledtido de

terminacion de transcripcion 3'.
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Los constructor de la presente invencion pueden incluir cualquier
promotor o lider provisto en la presente o conocido en la técnica. Por ejemplo,
un promotor de la presente invencion se puede unir operativamente a un lider
5’ no traducido heterdlogo tal como uno derivado de los genes de la proteina
del shock térmico (ver, por ejemplo, Patente U.S N.° 5.659.122 y Patente U.S
N.® 5.362.865). En forma alternativa, un lider de la presente invencion se puede
unir operativamenie a un promotor heterdlogo tal como el promotor del
transcripto del virus del mosaico de coliflor 35S (ver, por ejemplo, Patente U.S
N.® 5.352.605).

Como se usa en la presente, el término “intréon” se refiere a una molécula
de ADN que se puede aislar o identificar de la copia genémica de un geny se
puede definir generalmente como una region empalmada durante el
procesamiento del ARNm antes de la traduccién. Alternativamente, los intrones
pueden ser elementos de ADN producidos o manipulados sintéticamente. Un
intron puede contener elementos potenciadores que efectlan la transcripcion
de los genes unidos operativamente. Un intrén se puede usar como un
elemento regulatorio para modular la expresion de una molécula de
polinucledtido transcribible unida operativamente. Un constructo de ADN puede
comprender un intrén, y el intrén puede o no ser heterdlogo con respecto a la
secuencia de la molécula de polinucledtido transcribible. Los ejemplos de
intrones en la ._ técnica incluyen el intron de actina de arroz (Patente
estadounidensel N.o’ 5.641.876) y el intron de HSP70 de maiz (patente
estadounidense No. 5.859.347). Los intrones Utiles en la practica de la presente
invencion incluyen las SEQ ID NOS: 4, 7, 21, 24, 36, 44, 48, 52, 54, 58, 62, 68,
72,82, 92,94,101, 103, 105, 107, 109, 111, 113, 118, 120, 122, 127, 129, 131,
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138, 140, 142, 144, 146, 148, 150, 152, 154, 156, 158 y 182. Ademas, cuando
se modifican las secuencias limite intron/exén, puede ser preferible evitar el
uso de la secuencia de nuecleétidos AT o el nucledtido A justc antes del
extremo 5’ del sitio de empalme (GT) y el nucledtido G o la secuencia de
nucledtidos TG, respectivamente justo después del extremo 3' del sitio de
empalme (AG) para eliminar el potencial de codones de inicio deseados que se
forman durante =l procesamiento del ARN mensajero en el transcripto final. La
secuencia alrededor de los sitios de union de empalme del extremo 5° 0 3 del
intron en consecuencia se puede modificar de este modo.

Como se usa en la presente, el término “molécula de terminacion de
transcripcion 3™ o “UTR 3" se refiere a una molécula de ADN que se usa
durante la transcripcion para producir la region no traducida 3' (UTR 3’) de una
molécula de ARNm. La region no traducida 3’ (UTR 3’) de una molécula de
ARNm se puede generar por la escision especifica y poliadenilacion 3’ de cola
poliA a.k.a. Una UTR 3' puede estar unida operativamente y ubicada corriente
debajo de una molécula de polinucledtido transcribible y puede incluir
polinucledtidos que proporcionan una sefial de poliadenilacién y otras sefales
regulatorias capaces de afectar la transcripcion, procesamiento de ARNm o
expresion génicﬁ. Se considera que las colas polyA funcionan en la estabilidad
del ARNm y enla iniciacion de la traduccion. Los ejemplos de moléculas de
terminacion de transcripcion 3’ en la técnica son Ia region 3' de nopalina sintasa
(ver, Fraley, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 80: 4803-4807 (1983)); region 3'
de hspl7 de trigo, y region 3' de subunidad pequefa de arveja rubisco), region
3" de algodén E6 3' (Patente U.S 6.096.950); regiones 3' descriptas en
WOO0011200A2,; y la UTR 3’ de coixina (Patente U.S. N.°. 6.635.806).
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Las UTR 3' normalmente tiener un uso beneficioso para la expresion
recombinante de genes especificos. En sistemas animales, se ha definido bien
una maquinaria de UTR 3’ (por ejemplo Zhao et al., Microbio! Mol Biol Rev
63:405-445 (1999); Proudfoot, Nature 322:562-565 (1986); Kim et al.,
Biotechnology Frogress 19:1620-1622 (2003); Yonaha y Proudfoot, EMBO .
19:3770-3777 (2000); Cramer et al., FEBS Lefters 498:179-182 (2001);
Kuerstem y Goodwin, Nature Reviews Genetics 4:626-637 (2003)). La
terminacion efectiva de la transcripcion de ARN es necesaria para evitar la
transcricion no deseada de las secuencias no relacionadas con el rasgo
(corriente abajo), que pueden interferir con el rendimiento del rasgo. La
disposicion de los multiples casetes de de expresion del gen en proximidad
local entre si (pcr ejemplo, dentro de un ADN-T) puede causar la supresion de
la expresion de un o mas genes en dicho constructo en comparaciéon con las
inserciones independientes (Padidam y Cao, BioTechnigues 31:328-334
(2001). Esto puede interferir en la obtencion de niveles de expresion
adecuados, por ejemplo en los casos en que se desea la expresion fuerte del
gen de todos los casetes.

En las plantas, no se conocen secuencias de la sefial de poliadenilacién
claramente definidas. Hasegawa et al, Plant J. 33:1063-1072, (2003)) no
pudieron identificar secuencias de la sefial de poliadenilacién conservadas
tanto en sistemas in vitro como in vivo systems de Nicotiana sylvestris y
determinar la real longitud del transcripto primario (no poliadenilado). Un UTR
3" debil tiene _gl potencial de generar ultra~lectura, que puede afectar la
expresion de los genes ubicados en los casetes de expresion vecinos

(Padidam y Cao, BioTechniques 31:328-334 (2001)). El control apropiado de la
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terminacion de franscripcidn puede evitar la ultralectura en las secuencias (por
efemplo otros casetes de expresion) localizados corriente abajo y también
puede permitir el reciclado eficiente de la ARN polimerasa, para mejorar la
expresion del gen. La terminacion de la trascripcion eficiente (liberacion de ARn
polimerasa Il ¢el ADN) es un prerrequisito para la re—iniciacion de Ia
transcripcion y de este modo afecta el nivel del transcripto total. Después de la
terminacién de la transcripcion, el ARNn maduro se libera del sitio de sintesis y
el molde al citoplasma. Los ARNm eucariéticos se acumulan como formas
poli(A) in vivo, de modo que es dificil detectar los sitios de terminacion de
transcripcién por métodos convencionales. Sin embargo, la prediccion de la
UTR 3’ funcional y eficiente por métodos bioinformaticas es dificil ya que no
existen secuencias conservadas que pueda permitir Ia prediccion sencilla de un
UTR 3’ efectiva.

Desde un punto de vista practico, normalmente es beneficioso que una
3" UTR usada en un casete del transgén posea las siguientes caracteristicas.
La UTR 3’ debe poder terminar en forma eficiente y efectiva la transcripcion del
transgén y evitai' la ultra lectura del transcripto en cualquier secuencias de ADN
vecina que puede estar compuesta de otro casete del transgén como en el
caso de multiples casetes que residen en un ADN-T o el ADN cromosémico
vCino en que se ha insertado el ADN-T. La UTR 3" no debe causar una
reduccién de la actividad de transcripcién impartida por el promotor, lider e
intrones que se usan para dirigir la expresion del transgén. En biotecnologia
vegetal, la UTR 3" a menudo se usa para cebar las reacciones de amplificacion
del ARN transcrlipto en forma inversa extraido de la planta transformada y se

usa para (1) evaluar la actividad de trascripcion o expresion del casete del
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transgénuna vez integrado en el cromosoma de planta; (2) evaluar el numero
de copias de las inserciones dentro d_el ADN de la planta; y (3) evaluar la
cigosidad de la semilla resultante después de la cruza. La UTR 3° también se
usa en las reacciones de amplificacion del ADN extraido de la planta
transformada para caracterizar la integridad del casete insertado.

La UTR 3" atil para proporcionar la expresion de un transgén en las
plantas se pueden identificar sobre la base de la expresion de las marcas de
secuencia expresada (EST) en las bibliotecas se ADNc hechas de ARN
mensajero aislado de semillas, flores y otros tejidos derivados de tallo azul
gigante (Andropogon gerardii), carricera (Saccharum ravennae (Erianthus
ravennae)), cola de zorro (Setaria viridis), Teosinte (Zea mays subsp.
mexicana), mijo de cola de zorro (Setaria italica), y lagrimas de Job (Coix
lacryma-jobi). Las bibliotecas de ACNc se obtienen de tejidos aislados de
especies de planta seleccionadas usando métodos conocidos por los expertos
en la técnica de tejido de flor, semilla, hojas y raiz. Los ADNc resultantes se
secuencian usando varios métodos de secuenciacion conocidos en la técnica.
Los EST resultalntes se ensamblan en grupos usando software bioinformatica
tal como c_ref_assemble_complete versién 2.01.37139 (CLC bio USA,
Cambridge, Massachusetts 02142). La abundancia de transcriptos de cada
grupo se determ;lina por el recuento del nimero de lecturas de ADNc para cada
grupo. La UTR 3 identificada puede estar compuesta de la secuencia derivada
de la secuencia .de ADNc asi como una secuencia derivada del ADN genomico.
La secuencia de ADNc se usa para disefiar los cebadores, que luego se usan
con bibliotecas GenomeWalker™ (Clontech Laboratories, Inc, Mountain View,

CA) construidas;siguiendo el protocolo del fabricante para clonar la region 3" de




10

15

20

25

Ogﬁﬁﬂw

o

la secuencia de ADN gendmico correspondiente para proporcionar una
secuencia de ierminacién mas larga. Los andlisis de la abundancia de
transcripto relativa sea como recuentos directos o recuentos normalizados de
las lecturas secuencia observada para cada biblioteca de tejido se pueden usar
para inferir propiedades acerca de los patrones de expresion. Por ejemplo, se
puede hallar alguna UTR 3" en transcriptos observados en mayor abundancia
en el tejido foliar en oposicion a las hojas. Esto es sugestivo que el transcripto
esta altamente expresado en raiz y que las propiedades de expresion en raiz
se pueden atribuir a la regulacion de la transcripcion del promotor, el lider, los
intrones o la 3" UTR. El ensayo empirico de la UTR 3' identificada por las
propiedades de expresion dentro de los tipos especificos de organos, tejidos o
celulas puede producir la identificacién de la UTR 3’ que potencia la expresion
en estos tipos especificos de érganos, tejidos o células.

Los constructos y vectores también pueden incluir una secuencia
codificadora de un péptido de transito que expresa un peptido ligado que es util
para dirigir un producto proteico, en particular, a un cloroplasto, leucoplasto u
otra organela de{zl plastido; mitocondria; peroxisoma; vacuola: o una localizacion
extracelular. Péra las descripciones del uso de péptidos de transito de
cloroplastos, ver Patente U.S. N.° 5.188.642 y Patente U.S N.° 5.728.925.
Muchas proteinas localizadas en el cloroplasto se expresan en genes
nucleares coma precursores y se dirigen al cloroplasto por un péptido de
transito del cloroplasto (CTP) Los ejemplos de dichos péptidos de cloroplasto
incluyen, pero sin limitacién, los asociados con la subunidad pequena (SSU) de
ribulosa-1,5,-bisfosfato carboxilasa, ferredoxina, ferredoxina oxidorreductasa,

el complejo de recoleccion leve de la proteina | y proteina I, tiorredoxina F,



10

15

20

25

35

enolpiruvil shikimato fosfato sintasa (EPSPS), y péptidos de transito descriptos
en la Patente U.S N.° 7.193.133. Se ha demostrado in vivo e in vitro que las
proteinas no cloroplasticas se pueden dirigir al cloroplasto por el uso de las
proteinas de fusién con un CTP heterélogo y que el CTP es suficiente para
dirigir una proteina al clorplasto. La incorporacién de un péptido de transito del
cloroplasto adezuado tal como EPSPS CTP (CTP2) de Arabidopsis thaliana
(Ver, Klee et al., Mol. Gen. Genet., 210:437—442 (1987)) o el EPSPS CTP
(CTP4) de Petunia hybrida (ver, della-Cioppa et al., Proc. Natl. Acad. Sci USA,
83:6873-6877 (1986)) ha demostrado que dirigir secuencias de proteina de
EPSPS heterologas a los cloroplastos de las plantas transgénicas (Ver,
Patentes U.S MNeus. 5.627.061; 5.633.435; y 5.312.910 y EP 0218571; EP
189707; EP 508909; y EP 924299).
Moléculas de polinucleotidos transcribibles

Como se usa en la presente el término “molécula de polinucleétido
transcribible” se refiere a cualquier molécula de ADN capaz de transcribirse en
una molécula ARN, que incluye pero sin limitacion las que tienen secuencias
codificadoras de proteina y las que producen moléculas de ARN que tienen
secuencias Utiles para la supresion génica. Un “transgén” se refiere a una
molecula de polinucledtido transcribible heterdloga a una célula huésped al
menos con respecto a su localizacién en el genoma y/o una molécula de
polinucledtido transcribible incorporada artificialmente en un genoma de la
celula huésped én la actual o alguna generacién previa de la célula.

Un promactor de la presente invencién puede estar unido operativamente
a una molecula de polinucleotido transcribible que es heterdloga con respecto a

la molécula del promotor. Como se usa en la presente, el termino “heterdlogo”
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se refiere a una combinacion de dos o mas moléculas de polinucledtidos
cuando dicha combinacién no se hallaria normalmente en la naturaleza. Por
ejemplo, las dos moléculas pueden derivar de especies diferentes y/o las dos
moleéculas puedan derivar de genes diferentes, por ejemplo, genes diferentes
de la misma especie o los mismos genes de especies diferentes. Un promaotor
es en consecuencia heterdlogo con respecto a una molécula de polinucleétido
transcribible unida operativamente si dicha combinacién no se halla
normalmente en la naturaleza, es decir, que la molécula de polinucleotido
transcribible no estd naturalmente unida operativamente en combinacién con la
molécula promotora.

La molécula de polinucledtido transcribible generaimente puede ser
cualquier molécula de ADN en la que se desea un aumento de transcripcién de
ARN. Dicha expresion de un transcripto de ARN puede producir una traduccion
de la molécula de ARNm resultante y de este modo la expresion de proteinas.
Alternativamente, se puede disefiar una molécula de polinucleotido transcribible
para finalmente disminuir la expresién de un gen o proteina especifica. En una
forma de realizacion, esto se obtiene por el uso de una molécula de
polinucledtido transcribible que se orienta en direccidn antisentido. Los
expertos en la tecnica estan familiarizados con dicha tecnologia antisentido. En
breves palabras, a medida que la molécula de polinucledtido transcribible
antisentido se franscribe, el producto de ARN se hibrida y secuestra una
molécula de ARN complementaria dentro de la célula. Esta molécula de ARN
duplex no se puede traducir en una proteina con la magquinaria de traduccion
celular y se degrada en la célula. Cualguier gen se puede regular

negativamente de esta manera.
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En consecuencia, una forma de realizacién de la invencion es un
elemento regulatorio de la presente invencién, tal como los provistos en las
SEQ ID NOs: 1-158 y 180-183, unido operativamente a una molécula de
polinucledtido transcribible de modo de modular la tfranscripcion de la molécula
de polinucledtido transcribible a un nivel deseado o en un patron deseado
después de la introduccién de dicho constructo en una célula vegetal. En una
forma de realizacion, la molécula de polinucledtido transcribible comprende una
region codificadora de la proteina de un gen, y el promotor afecta la
franscripcion de una molécula de ARN que se traduce y expresa como un
producto de proteina. En otra forma de realizacién, la molécula de
polinucledtido transcribible comprende una regién antisentido de un gen, y el
promotor afecta la transcripcion de una molécula de ARN antisentido, ARN de
cadena doble u otra molécula de ARN inhibidora sinilar a fin de inhibir la

expresion de una molécula de ARN de interés en una célula huésped blanco.

Genes de interés agronémico

Las moléculas de polinucledtidos transcribibles pueden ser genes de
interés agronémico. Tal como se usa en la presente, el término “gen de interés
agronomico” se refiere a una molécula de polinucledtido transcribible que
cuando se expresa en un tejido, célula o tipo celular vegetal particular
proporciona una caracteristica deseable asociada con la morfologia, fisiologia,
crecimiento y desarrollo, rendimiento, producto , perfil nutricional, resistencia a
enfermedades o plagas, y/o tolerancia ambiental o quimica de las plantas. Los
genes de interés agronomicos incluyen pero sin limitacion a las que codifican

una proteina de rendimiento, una proteina de resistencia al estrés, una proteina
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de control del desairollo, una proteina de diferenciacion del tejido, una proteina
del meristemo, ‘una proteina de de respuesta ambiental, una proteina de
senescencia, una proteina que responde a hormonas, una proteina de
abscision, una proteina fuente, una proteina de reserva, una proteina de control
de la flor, una pioteina de semilla, una proteina de resistencia a herbicidas, una
proteina de resistencia a enfermedades, una enzima de biosintesis de acidos
grasos, una enzima de biosintesis de tocoferol, una enzima de biosintesis de
aminoacidos o una proteina insecticida o cualquier otro agente tal como una
molécula antisentido o ARNi que se dirige a un gen particular para la supresion.
El producto de un gen de interés agronémico puede actuar dentro de la planta
a fin de causar un efecto sobre la fisiologia o metabolismo vegetal o puede
actuar como un agente plaguicida en la dieta de una plaga que se alimenta con
la planta.

En una forma de realizacion de la invencion, un promotor de la presente
invencion se incorpora en un constructo de modo gue el promotor esté unido
operativamente a una molécula de polinuclestido transcribible que es un gen de
interés agronoémico. La expresion del gen de interés agronémico es deseable
para conferir un rasgo beneficioso desde el punto de vista agronomico. Un
rasgo agronomico beneficioso puede ser, por ejemplo, pero sin limitacién,
tolerancia a herbicidas, control de insectos, rendimiento modificado, resistencia
a enfermedad fﬁngica, resistencia a virus, resistencia a nematodos, resistencia
a enfermedad bacteriana, crecimiento y desarrollo de plantas, produccion de
almidon, produpcién de aceites modificados, alta produccion de aceites,
contenido de I'écidos grasos modificado, alta produccion de proteina,

maduracioén de frutas, nutricion animal y/o humana mejorada, biopolimeros,
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resi;tencia al estrés ambiental, péptidos farmacéuticos y péptidos secretables,
rasgos de procesamiento mejorados, digestibilidad mejorada, produccion de
enzhnas,sabor;mackw1derﬁnégeno,producckwadesenﬂnarﬂbndo,producddn
de fibra y produccion de biocombustible. Los genes de interés agronomico
conocidos en el arte incluyen los resistencia a herbicidas (Patente U.S. N.°
6.803.501; 6.448.476; 6.248.876; 6.225.114: 6.107.549; 5.866.775; 5.804.425:
5.633.435; y 5.463.175), rendimiento aumentado (Patente U.S. N.°
USRES38.446;, 5.716.474; 6.663.906; 6.476.295; 6.441.277; 6.423.828;
6.399.330; 6.372.211: 6.235.971: 6.222.098; y 5.716.837), control de insectos
(Patente U.S. N.° 6.809.078; 6.713.063; 6.686.452; 6.657.046; 6.645.497:
6.642.030; 6.639.054; 6.620.988; 6.593.293; 6.555.655; 6.538.109; 6.537.756;
6.521.442; 6.501.009; 6.468.523; 6.326.351; 6.313.378; 6.284.949; 6.281.016;
6.248.536; 6.242.241; 6.221.649; 6.177.615; 6.156.573; 6.153.814: 6.110.464;
6.093.695; 6.063.?56; 6.063.597; 6.023.013; 5.959.091; 5.942.664; 5.942.658,
5.880.275; 5.763.245; y 5.763.241), resistencia a enfermedad fungica (Patente
U.S. N.° 6.653._280; 6.573.361; 6.506.962; 6.316.407; 6.215.048; 5.516.671:
5.773.696; 6.12'1.436; 6.316.407; y 6.506.962), resistencia a virus (Patentes
U.S. Nros. 6.617.496; 6.608.241; 6.015.940; 6.013.864; 5.850.023; vy
5.304.730), resistencia a nematodos (Patente U.S. N.° 6.228.992), resistencia a
enfermedad bacteriana (Patente U.S. N.° 5.5616.671), desarrollo y crecimiento
vegetal (Patentes U.S. Nros. 6.723.897 y 6.518.488), produccion de almidon
(Patentes U.S. Nros. 6.538.181: 6.538.179; 6.538.178; 5.750.876; 6.476.295),
produccion de aceites modificados (Patentes U.S. Nros. 6.444.876: 6.426.447,
y 6.380.462), produccion de aceites alta (Patentes U.S. Nros. 6.495.739:
5.608.149: 6.483.008; y 6.4?6"295), contenido de acidos grasos modificado
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(Patente estadolunidense Nos. 6.828.475; 6.822.141; 6.770.465; 6.706.950;
6.660.849; 6.596.538; 6.589.767, 6.537.750; 6.489.461; vy 6.459.018),
produccion de proteina alta (Patente U.S. N.° 6.380.466), maduracion de frutas
(Patente U.S. N.° 5512.466), nutricion animal y humana mejorada (Patente
estadounidense Nos. 6.723.837; 6.653.530: 6.5412.59; 5.985.605; vy
6.171.640), biopclimeros (Patente estadounidense Nos, USRE37.543:
6.228.623; y 5.958.745, y 6.946.588), resistencia a estrés ambiental (Patente
U.S. N.° 6.072.103), péptidos farmacéuticos y peptidos secretables (Patente
estadounidense Nos. 6.812.379; 6.774.283: 6.140.075; y 6.080.560), rasgos de
procesamiento mejorados (Patente U.S. N.° 6.476.295), digestibilidad mejorada
(Patente U.S. N.° 6.531.648) rafinosa baja (Patente U.S. N.° 6.166.292),
produccion industrial de enzimas (Patente U.S. N.° ©.543.576), sabor mejorado
(Patente U.S. N.° 6.011.199), fijacion de nitrdgeno (Patente U.S. N.°
9.229.114), produccidn de semillas hibridas (Patente U.S. N.° 5689.041),
produccion de fibra (Patente estadounidense Nos. 6.576.818; 6.271.443;
5.981.834; y 5.369.720) y produccion de biocombustible (Patente U.S. N.°
5.998.700).

Alternativamente, un gen de interés agronoémico puede afectar la
caracteristica o fenotipo vegetales anteriormente mencionados por la
codificacion de una molécula de ARN que causa la modulacion especifica de la
expresion géniclall de un gen endégeno, por ejemplo por medio de antisentido
(Ver, por ejemplo Patente U.S 5.107.085); ARN inhibidor (“ARNi", que incluye la
modulacién de ia expresion génica por medio de ARNmi, ARNsi, ARNsi de
accion trans y mecanismos mediados por ARNsi, por ejemplo, como se

describe en las solicitudes publicadas US 2006/0200878 y US 2008/0066206, y
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en la solicitud' de patente estadounidense 11/974.469); o mecanismos
mediados por cosupresion. EI ARN también podria ser una molécula de ARN
catalitica (por ejemplo, una ribozima o a riboswitch: ver por ejemplo, US
2006/0200878) manipulada genéticamente para escindir un producto de ARNm
endégeno deseado. En consecuencia, cualquier molécula de polinucleotido
transcribible que codifica una molécula de ARN transcripta que afecta un
cambio de fenotipo o morfologia agronémicamente importante de interés puede
ser Util para la practica de la presente invencion. Se conocen en la técnica los
metodos para censtruir e introducir constructos en una célula de manera tal que
la molécula de polinucledtido transcribible se transcriba en una molécula que es
capaz de producir la supresion el gen. Por ejemplo, la supresion del gen pos—
transcripcion usando un constructo con una molécula de polinucleotido
transcribible orientada antisentido para regular la expresion génica en las
células vegetales se describe en las Patentes U.S. Nros 5.107.065 y U.S
5.759.829; la supresion del gen pos—transcripcion usando un constructo con
una molécula de polinucledtido transcribible orientada en sentido para regular
la expresion génica en las células vegetales se describe en las Patentes
estadounidense Nros 5.283.184 y N.° 5231.020. La expresion de un
polinucleotido transcribible en una célula vegetal también se puede usar para
suprimir la incorporacion de las plagas de planta en la célula vegetal, por
ejemplo, composiciones aisladas de plagas de coledpteros (Publicacion de
patente U.S. N.° US2007/0124836) y composiciones aisladas de plagas de
nematodos (Publicacién de patente U.S. N.° US2007/0250947). Las plagas de
plantas incluyen:, pero sin limitacion plagas artropodos, plagas nematodos y

plagas flngicas o microbianas. Los ejemplos de de moléculas de
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polinucledtidos transcribibles para la incorporacion en constructos de la
presente invencion incluyen, por ejemplo, moléculas de ADN o genes de una
especie diferente de las especies blanco o genes que se origina con estos o
estan presentes en la misma especie, pero se incorporan en células receptoras
por métodos dé ingenieria genética mas que por técnicas de reproduccion
clasica o mejoramiento genético. El tipo de molécula de polinucledtido puede
incluir, pero sin limitacion, una molécula de polinucledtido que ya esta presente
en la célula vegetal, una molécula de polinucledtido de otra planta, una
molécula de pclinucledtido de un organismo diferente, o una molécula de
polinucledtido generada en forma externa, tal como una molécula de
polinucledtido que contiene un mensaje antisentido de un gen, o una molécula
de polinucleétidn que codifica una version artificial, sintética. o modificada de
otro modo de un transgén.
Marcadores seleccionables

Tal como se usa en la presente el término “marcador’ se refiere a
cualquier molécula de polinucledtido transcribible cuya expresion, o su
carencia, se puede analizar o clasificar de alguna manera. Los genes
marcadores para uso en la practica de la presente invencion incluyen, pero sin
limitacion moléculas de polinucledtido transcribibles que codifican B-
glucuronidasa (GUS descripto en la Patente U.S N.° 5.599.670, proteina
fluorescente verde y sus variantes (GFP se describe en las Patentes U.S Nros.
5.491.084 y 6.146.826), proteinas que confieren resistencia a antibidticos, o
proteinas que cenfieren tolerancia a herbicidas. Los marcadores de resistencia
a antibiéticos L’Jtiles, que incluyen los que codifican proteinas que confieren

resistencia a kanamicina (nptll), higromicina B (aph IV), estreptomicina o
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espectinomicina. (aad, speC/strep) y gentamicina (aac3 y aacC4) son conocidos
en la técnica. Los herbicidas para los que se ha demostrado la tolerancia de la
planta transgénica y que se puede aplicar el método de la presente invencion,
incluyen pero sin limitacion: acido amino~metil-fosfinico, glifosato, glufosinato,
sulfonilureas, - imidazolinonas, bromoxinilo, dalapon, dicamba,
ciclohexanodiona, inhibidores de protoporfirinégeno oxidasa, y herbicidas
isoxaflutol. Las moléculas de polinucledtidos transcribibles que codifican
proteinas involucradas en la tolerancia a herbicidas son conocidas en la
técnica, e incluyen, pero sin limitacién una molécula de polinucleétido
transcribible que codifica una 5—enolpiruvilshikimato—3—fosfato sintasa (EPSPS
descripto en ia-s Patentes U.S. Nros. 5.627.061; 5.633.435; 6.040.497; y
5.094.945); una molécula de polinucledtido transcribible que codifica una
glifosato oxidorréductasa y una glifosato~N-acetil transferasa (GOX descripto
en la Patente U.S. N.° 5.463.175; GAT descripta en la publicacién de patente
U.S. N.° 20030083480, y dicamba monooxigensa publicacion de patente U.S.
N.? 20030135879); una molécula de polinucledtido transcribible que codifica
bromoxinilo nitril__asa (Bxn descripto para tolerancia a bromoxinilo en la Patente
U.S. N.° 4.810.648); una molécula de polinucledtido transcribible que codifica
fitoeno desature,___sa fertl) descripta en Misawa, et al., Plant Journal, 4:833-840
(1993) y Misau{ra, et al., Plant Journal, 6:481-489 (1994) para tolerancia a
norflurazona; una molécula de polinucledtido que codifica acetohidroacido
sintasa (AHAS, aka ALS) descripto para tolerancia a norflurazona; una
molécula de polinucledtido transcribible que codifica acetohidroacido sintasa
(AHAS, aka ALS) descripto en Sathasiivan, et al, Nucl. Acids Res., 18:2188-

2193 (1990) 2193 para la tolerancia a herbicidas de sulfonilurea; y el gen bar
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descripto en DéBlock, et al, EMBO Journal, 6:2513-2519 (1987) para la
tolerancia a glufosinato y bialafés. Las moléculas de promotor de la presente
invencion pueden expresar las moléculas de polinucleétido transcribibles
ligadas que codifican para fosfinotricina acetiltransferasa, EPSPS resistente a
glifosato, aminoglocosido fosfotransferasa, hidroxifenil piruvato
deshidrogenasa, higromicina fosfotransferasa, neomicina fosfotransferasa,
dalapon deshalogenasa, nitrilasa resistente a bromaoxinilo, antranilato sintasa,,
ariloxialcanoato dioxigenasas, acetil CoA carboxilasa, glifosato oxidorreductasa
y glifosato—-Nacetil transferasa.

También se incluye en el término “marcadores seleccionables” los genes
que codifican un marcador seleccionable cuya secrecion se puede detectar
como medio idfantificar 0 seleccionar células transformadas. Los ejemplos
incluyen marcagfores que codifican un antigeno secretable que se puede
identificar por interaccién de anticuerpo, o incluso de enzimas secretables que
se pueden detectar cataliticamente. Las proteinas del marcador seleccionable
secretado se incluyen en numerosas clases, que incluyen proteinas pequefas
difusibles que son detectables (por ejempio, por ELISA), enzimas activas
pequenas que se pueden detectar en la solucion extracelular solucién (por
efempilo, a—amilésa, 13-lactamasa, fosfinotricina transferasa), o proteinas que
se insertan o inmovilizan en la pared celular (tal como las proteinas que
incluyen una secuencia lider tal como Ia que se halla en la unidad de extension
de expresion o proteinas relacionadas con la patogenesis del tabaco también
conocidas comd PR-S). Otros posibles genes del marcador seleccionable

seran evidentes_‘ para los expertos en la técnica y estan comprendidos por la

presente invencion..
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Transformacién celular

La invencion también se refiere a un método para producir células y
plantas transformadas que comprenden un promotor unido operativamente a
una molécula de polinucledtido transcribible.

El térmiho “‘transformacién” se refiere a la introduccion de acidos
nucleicos en un recipiente huésped. Como se usa en la presente el término
‘huésped” se refiere a células de bacterias, hongos o plantas, que incluye
cualquier célula, tejido, 6rgano o progenir de las bacterias, hongos o plantas.
Los tejidos y células de plantas incluyen protoplastos, callos, raices, tubérculos,
semillas, tallos, hojas, plantulas, embriones y polen.

Tal como se usa en la presente, el término “transformado” se refiere a
celula, tejido, érgano u organismo en el que se introducido una molécula de
polinucleétido extraia, tal como un constructo. La molécula de polinucleotido
introducida se puede integrar en el ADN gendmico de la célula, tejido, drgano u
organismo receptor de modo que la molécula de polinucledtido introducida sea
heredada por la progenie posterior. Una célula u arganismo “transgeénico” o
“transformado” también incluye la progenie de una célula u organismo y la
progenie producida a partir de un programa de mejoramiento genetico que
emplea dicha planta transgénica como progenitor en una cruza y que exhibe un
fenotipo alterado resultante de la presencia de una molécula de polinucleétido
extraia. El término “transgénico” se refiere a un a bacteria, hongo o planta que
contiene una o mas moléculas de acido polinucleico heterologas.

Existen muchos métodos para introducir moléculas de acidos nucleicos

en células vegetales. El método generalmente comprende las etapas de
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seleccionar una célula huésped adecuada, transformar la célula huésped con
un vector recombinante y obtener la célula huésped transformada. Los métodos
adecuados incluyen infeccion bacteriana (por ejemplo, Agrobacterium),
vectores de cromosoma artificial bacteriano binario, administracion directa de
ADN (por ejemplo, por medio de transformacién mediada por PEG, captacion
de ADN mediada por desecacion/inhibicion, electroporacion, agitacion con
fibras de carburo de silicio y aceleracion de particulas de ADN recubiertas, efc.
(revisado en Potrykus, et al., Ann. Rev. Plant Physiol. Plant Mol, Biol., 42: 205,
1991).

La tecnologia para la introduccién de ADN en las células es bien
conocida en la técnica. Los métodos y materiales para transformar células
vegetales por introducir un constructo de polinucledtidos de planta en un
genoma de planta en la practica de esta invencién pueden incluir cualquiera de
los métodos bien conocidos y demostrados. Se puede utilizar cualquiera de los
métodos descriptos para transformar una célula huésped con uno o mas
promotores y/o constructos de la presente invencién. Las células huésped
pueden ser cualguier organismo tal como una célula de planta, célula de alga,
algas, célula fungica, hongos, célula bacteriana o célula de insecto. Las células
huésped y transformadas preferidas incluyen células de: plantas, Aspergilius,
levaduras, insecios, bacterias y algas.

Las planias transgénicas regeneradas se pueden autopoelinizar para
proporcionar plantas transgénicas homécigas. Alternativamente, el polen
obtenido de las plantas transgénicas regeneradas se pueden cruzar con las
plantas no transgénicas, con preferencia lineas endogamicas de especies

agronomicamente importantes. Las descripciones de los métodos de
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mejoramiento genético que se usan comuinmente para diferentes rasgos vy
cultivos se pueden hallar en alguno de varios libros de referencia, ver, por
ejemplo, Allard, Priiciples of Plant Breeding, John Wiley & Sons, NY, U. of CA,
Davis, CA, 50-98 (1960); Simmonds, Principles of crop improvement,
Longman, Inc., NY, 369-399 (1979); Sneep y Hendriksen, Plant breeding
perspectives, \Vageningen (ed), Center for Agricultural Publishing and
Documentation (1979); Fehr, Soybeans: improvement, Productiosn and Uses,
2nd Edicion, Monograph, 16:249 (1987); Fehr, Principles of variety
development, Theory and Technigue, (Vol. 1) y Crop Species Soybean (Vol 2),
lowa State Univ., Macmillan Pub. Co., NY, 360-376 (1987). A la inversa, se
puede usar plantas no transgénicas para polinizar las plantas transgénicas
regeneradas.

Las plantas transformadas se pueden analizar para determinar la
presencia de los genes de interés y el nivel y/o perfil de expresion conferido por
los elementos regulatorios de la presente invencion. Los expertos en la técnica
conocen numerosos metodos disponibles para el analisis de las plantas
transformadas. Por ejemplo, los métodos de analisis de plantas incluyen, pero
sin limitacion flr‘.ansferencias Southern o transferencias northern, métodos
basado en PCR, analisis bioquimicos, métodos de deteccion fenotipica,
evaluaciones de campo y ensayos inmunodiagndsticos. La expresion de una
molécula de polinucledtido transcribible se puede medir usando reactivos y
metodos TagMan® (Applied Biosystems, Foster City, CA) descriptos por el
fabricante y los tiempos del ciclo de PCR se determinan usando la matriz de

prueba TagMan®. En forma alternativa, los reactivos y meétodos Invader®
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(Third Wave Technologies, Madison, W1) descriptos por el fabricante se pueden
usar para la expresion del transgén.

Las semillas de las plantas de esta invencién se pueden recolectar a
partir de plantas transgénicas fértiles y se usan para cultivar generaciones de
progenie de las plantas transformadas de esta invencion que incluyen lineas de
planta hibridas que comprende el constructo de esta invencion y que expresan
un gen de interés agronémico.

La preseate invencién también proporciona partes de plantas de la
presente invencion. Las partes de plantas, sin limitacion, incluyen hojas, tallos,
raices, tuberculos, semilla, endospermo, évulo y polen. La invencion también
incluye y proporciona células de planta transformada que comprende una
molécula de écido nucleico de la presente invencién,

La planta transgénica puede pasar la molécula de polinucledtido
transgénica a su progenie. La progenie incluye cualquier parte de planta
regenerable o semilla que comprende el transgen derivado de una planta
ancestral. La planta transgénica con preferencia es homociga para la molécula
de polinuclec')tidlo transformada y transmite esta secuencia al total de sus
descendencia como resultado de la reproduccion sexual. La progenie se puede
cultivar a partir de semillas producidas por la planta transgénica. Estas plantas
adicionales luego se pueden autopolinizar para generar una linea verdadera de
mejoramiento genético de plantas. Se evalta la progenie de estas plantas,
entre otras cosas por la expresion genica. La expresion génica se puede
detectar por varios métodos comunes tales como transferencia western,

transferencia northern, immunoprecipitacion y ELISA.
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Productos de consumo basicos

La presente invencion proporciona un producto béasico que comprende
moléculas de ADM, de acuerdo con la invencion. Como se usa en la presente,
un “producto bél'.SiCO" se refiere a cualquier composicion o producto que esta
compuesto de un material derivado de una planta, semilla, célula de planta o
parte de planta que comprende una molécula de ADN de la invencion. Los
productos de cénsumo basicos se pljeden comercializar o a consumidores o
pueden ser viables 0 no viables. Los productos de consumo basicos no viables
incluyen pero sin limitacion semillas y granos no viables; semillas, parte de
semillas y partes plantas procesadas; tejido de planta deshidratado, tejido de
planta congelado, y tejido de planta procesado; semillas y partes de planta
procesadas par alimentacién animal para el consumo de de animales terrestres
y/o acuaticos, aceite, sémola, harina, copos, salvado, fibra, leche, queso, papel,
crema, vino, y cualquier otro alimento para el consumo humano; y productos de
biomasa y combustible. Los productos de consumo basicos viables incluye
pero sin limitacion semillas y células de plantas. Las plantas que comprenden
una malécula de ADN de acuerdo con la invencion en consecuencia se pueden
usar para la fab['i:cacic'm de cualquier producto de consumo basico normalmente
obtenido de las i’ﬁlantas 0 partes de estas.

Habiendo descripto la en general la invencién, la misma se comprendera
mas facilmente mediante la referencia a los siguientes ejemplos que se
proporcionan a 1'_Inodo de ilustracion, y'no estan destinados a limitar la presente
invencién, a menos se gue especifique. Los expertos en la técnica deberan

apreciar que las técnicas descriptas en los ejemplos siguientes representan

o
| U

LV R |
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técnicas descubiertas por los inventores que funcionan bien en la practica de la
invencion. Sin émbargo, los expertos en la técnica, deberan a la luz de la
presente descripcion, apreciar que se pueden realizar muchos cambios en las
formas de realizacion especifica descriptas y atin obtener un resultado parecido
o similar sin apartarse del espiritu y alcance de la invencién, en consecuencia
toda materia expuesta o mostrada en los dibujos acompariantes se debe

interpretar come ilustrativa y no en un sentido limitado.

EJEMPLOS

Ejemplo 1: Identificacion y clonacién de elementos regulatorios

Se identificaron nuevas secuencias de elementos regulatorios de la
transcripcion de ubiquitina, o del grupo de expresion del elemento regulatorio
de tanscripcic')n' (EXP) y aislaron del ADN genémico de las especies
monocotiledoneas tallo azul gigante (Andropogon gerardii), carricera
(Saccharum ravennae (Erianthus ravennae)), cola de zorro (Setaria viridis),
Teosinte (Zea mays subsp. mexicana), mijo de cola de zorro (Setaria italica), y
lagrimas de Job':_(Coix lacryma—jobi).

Se identificaron las secuencias del transcripto de Ubiquitina 1 de cada
una de las especies anteriores. La region no traducida 5° (5" UTR) de cada uno
de los transcriptos de Ubiquitina 1 se usé para disefiar cebadores para
amplificar los correspondientes elementos regulatorios de transcripcién para el
gen de ubiquitina identificado, que comprende un promotor, lider (5" UTR) y
primer intrén unido operativamente. Los cebadores se usaron con bibliotecas
GenomeWalker™ (Clontech Laboratories, Inc, Mountain View, CA) construidas

siguiendo el protocolo del fabricante para clonar la region 5° de la
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correspondiente secuencia de ADN gendmica. Los elementos regulatorios de la
transcripcion de ubiquitina también se aislaron de la monocotiledénea de
Sorghum bicolor usando secuencias publicas que son homélogos a los genes
de Ubiquitina 4, 6y 7 de Zea mays.

Usando las secuencias identificadas, se realizoé un analisis biocinformatica
para identificar elementos regulatorios dentro del ADN amplificado. Usando los
resultados de este analisis, los elementos regulatorios se definieron dentro de
las secuencias de ADN y los cebadores se disefiaron para amplificar los
elementos regulatorios. La correspondiente molécula de ADN para cada
elemento regulatorio se amplifico usando condiciones de reaccién de la cadena
de polimerasa estandares con cebadores que contienen sitios tnicos de la
enzima de restriccion y ADN genomico aislado deA. gerardii, S. ravennae, S.
viridis, Z. mays subsp. mexicana, S. italica, C. lacryma—jobi, y S. bicolor. Los
fragmentos de ADN resultantes se ligaron en los vectores de expresion de
planta basicos y se secuenciaron. Luego se realizd un analisis del elemento
regulatorio TSS y las uniones de empalme intron/exén usando los protoplastos
de planta transfqrmados. En breves palabras, los protoplastos se transformaron
con los vectores de expresion de planta que comprenden fragmentos de ADN
clonados unidos operativamente a una molécula de polinucléotido transcribible
heterdloga y el sistema 5" RACE para la amplificacion rapida de los extremos
de ADNc, Vers.:'én' 2.0 (Invitrogen, Carlsbad, California 92008) se usé para
confirmar el elemento regulatorio TSS y uniones de empalme intron/exén por el
analisis de la secuencia de los transcriptos de ARNm producidos de este modo.

Las secuancias de los grupos de elementos de expresion de regulacion

de la transcripcion identificados (“EXP") se proveen en la presente como SEQ
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ID NOS: 1,5, 8,10, 12, 14, 16, 18, 22, 25, 27, 29, 31, 33, 37, 39, 41, 45, 49, 53,
55, 89, 63, 65, 69, 73, 75, 77, 79, 83, 85, 87, 90, 93, 95, 97, 98, 99, 100, 102,
104, 106, 108, 110, 112, 114, 115, 1186, 117, 119, 121,123, 124, 125, 126, 128,
130, 132, 133, 134, 136, 137, 139, 141, 143, 145, 147, 149, 151, 1583, 155, 157,
180, 181 y 183, tal como se enumeran en la Tabla 1 siguiente. Las secuencias
promotoras se proporcionan en la presente como SEQ ID NOS: 2, 6, g1 18,
15,17, 19, 283, 26, 28, 30, 32, 34, 38, 40, 42, 46, 50, 56, 60, 64, 66, 70, 74, 76,
78, 80, 84, 86, 88, 91, 96 y 135. Las secuencias lider se proporcionan en la
presente como SEQ ID NOS: 3, 20, 35, 43, 47, 51, 57, 61, 67, 71 y 81. Las
secuencias de intron se proporcionan en la presente como SEQ ID NOS: 4, 7,
21, 24, 36, 44, 48, 52, 54, 58, 62, 68, 72, 82, 92, 94, 101, 103, 105, 107, 109,
111,113, 118, 120, 122, 127, 129, 131, 138, 140, 142, 144, 146, 148, 150, 152,
154, 156, 158 y 182. Se proporciona una secuencia mejoradora como SEQ ID
NO: 89.




Tabla 1. Grupos de elementos de expresién de regulacién de la transcripcion (“EXP”), promotores, mejoradores,
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lideres e intrones aislados de diversas especies de pastos

Constructos
de piasmidos

y amplicones

SEQ Descripcion y/o elementos de regulacion que
ID | Tamafio Fuente de EXP ligados en direccion 5’ — 3’ (SEQ | comprenden
Anotacién NO: (bp) género/especie ID NOs): EXP
EXP: P-ANDge.Ubq1-1:1:11 (SEQ ID NO:2);
EXP-ANDge.Ubq1:1:9 1 3741 | A. gerardii L-ANDge.Ubg1-1:1:2 (SEQ ID NO:3); I-
ANDge.Ubg1-1:1:3 (SEQ ID NO:4).
P-ANDge.Ubqg1-
2 2603 | A. gerardii promotor
g
L-ANDge.Ubg1-1:1:2 | 3 99 | A. gerardii lider
I-ANDge.Ubg1-1:1:3 4 1038 | A. gerardii intrén
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Constructos
de plasmidos

y amplicones

SEQ Descripcidn y/o elementos de reguiacion que
ID | Tamano Fuente de EXP ligados en direccion 5’ — 3’ (SEQ | comprenden
Anotacion NO: (bp) | génerolespecie ID NOs): EXP
pMON136264,
EXP: P-ANDge.Ubg1-1:1:9 (SEQ ID NO:6);
PCR0145892,
EXP-ANDge.Ubqg1:1:7 5 3255 | A. gerardii L-ANDge.Ubg1-1:1:2 (SEQ ID NO:3); |-
- | pPMON140896,
ANDge.Ubq1-1:1:4 (SEQ ID NO:7).
PCR41
P—ANDge.Ubg1-1:1:9 6 2114 | A. gerardii promotor
I-ANDge.Ubg1-1:1:4 7 1042 | A. gerardii intron
EXP: P-ANDge.Ubqg1-1:1:10 (SEQ ID NO:9);
pMON140917,
EXP-ANDge.Ubqg1:1:8 8 2785 | A gerardii L-ANDge.Ubg1-1:1:2 (SEQ ID NO:3); |-
PCR42

ANDge.Ubq1-1:1:4 (SEQ ID NO:7).

&3
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Constructos
de plasmidos

y amplicones

SEQ Descripcidn y/o eilementos dereguiacidn que
ID | Tamano Fuente de EXP ligados en direccion 5’ — 3' (SEQ | comprenden
Anotacion NO: (bp) género/especie ID NOs): EXP
P-ANDge.Ubg1-
9 1644 | A. gerardii promotor
1:1:10
EXP: P-ANDge.Ubq1-1:1:12 (SEQ ID
EXP- PCR0145815,
10 2613 | A. gerardii NO:11); L-ANDge.Ubq1-1:1:2 (SEQ ID
ANDge.Ubg1:1:10 PCR43
NO:3); I-ANDge.Ubg1-1:1:4 (SEQ ID NO:7).
P—-ANDge.Ubq1-
11 1472 | A. gerardii promotor
1112
EXP: P-ANDge.Ubq1-1:1:8 (SEQ ID NO:13); | pMON136259,
EXP-ANDge.Ubqg1:1:6 | 12 2255 | A. gerardif
L-ANDge.Ubq1-1:1:2 (SEQ ID NO:3); |-| PCR0145893,

o
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Constructos
de plasmidos

y amplicones

SEQ ‘Descripcion ylo elementos de regulacién que
ID | Tamaho | Fuente de EXP ligados en direcciéon 5° — 3’ (SEQ | comprenden
Anotacion NO: (bp) | género/especie ID NOs): EXP
ANDge.Ubg1-1:1:4 (SEQ ID NO:7). pMON140898,
PCR44
P-ANDge.Ubg1-1:1:8 13 1114 | A. gerardii promotor
. EXP:  P-ANDge.Ubq1-1:1:13 (SEQ ID | PCR0145817,
XP-
14 1912 | A. gerardii NO:15); L-ANDge.Ubq1-1:1:2 (SEQ D | pMON140899,
ANDge.Ubg1:1:11
NO:3); I-F-ANDge.Ubg1-1:1:4 (SEQ ID NO:7). | PCR45
P—ANDge.Ubg1-
15 771 A. gerardii promotor
1113
EXP- 16 1623 | A gerardii EXP. P-ANDge.Ubg1-1:1:14 (SEQ ID | PCR0145819,

SR

D004



Constructos
de plasmidos

y amplicones

SEQ Descripcicn y/o eilementos de regulacion que
ID | Tamafio Fuente de EXP ligados en direccién 5 — 3’ (SEQ | comprenden
Anotacion NO: (bp) género/especie ID NOs): EXP
ANDge.Ubq1:1:12 NO:17); [-ANDge.Ubq1-1:1:2 (SEQ ID | pMON140900,
NO:3); I-ANDge.Ubg1-1:1:4 (SEQ ID NO:7). | PCR46
P-ANDge.Ubq1-
7 482 A. gerardii promotor
1:1:14
EXP: P-ERIra.Ubg1-1:1:10 (SEQ ID NO:19);
EXP-ERIra.Ubq1 18 3483 | E. ravennae L-ERIra.Ubq1-1:1:2 (SEQ ID NO:20); |-
ERIra.Ubg1-1:1:1 (SEQ ID NO:21).
P—-ERIra.Ubg1-1:1:10 19 2536 | E. ravennae promotor
| L-ERIra.Ubg1-1:1:2 20 94 E. ravennae lider

I

990090
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Constructos
de plasmidos

y amplicones

SEQ Descripcion y/o eienientos de reguiacion que
ID | Tamano Fuente de EXP ligados en direccién 5’ — 3’ (SEQ | comprenden
Anotacion NO: (bp) | génerol/especie ID NOs): EXP
I—ERIra.Ubg1-1:1:1 21 1041 | E ravennae intrén
pMON136263,
EXP: P-ERIra.Ubg1-1:1:9 (SEQ ID NQ:23);
PCR0145896,
EXP-ERIra.Ubg1:1:9 22 3152 | E. ravennae L-ERIra.Ubg1-1:1:2 (SEQ ID NO:20); I-
pMON140804,
ERIra.Ubq1-1:1:2 (SEQ ID NO:24).
PCR50
P-ERIlra.Ubg1-1:1:9 23 2014 | E ravennae promotor
I-ERIra.Ubg1-1:1:2 24 1044 | E. ravennae intrén
EXP: P-ERIra.Ubg1-1:1:11 (SEQ ID NO:26); | PCR0145820,
EXP-ERIra.Ubg1:1:10 | 25 2663 | E. ravennae
L—ERIra.Ubg1-1:1:2 (SEQ ID NO:20); I-|pMON140905,
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Consfructoes
de plasmidos

y amplicones

-SEQ Descripcion y/o elemenios de regulacién yue
ID | Tamafio Fuente de EXP ligados en direccion 5’ — 3’ (SEQ | comprenden
Anotacién NO: (bp) génerofespecie ID NOs): EXP
ERIra.Ubg1-1:1:2 (SEQ 1D NO:24). PCR51
P-ERIra.Ubg1-1:1:11 26 1525 | E. ravennae promotor
pMON136258,
PCR0145897,
EXP: P-ERIra.Uubg1-1:1:8 (SEQ ID NO:28);
pMON1409086,
EXP-ERIra.Ubq1:1:8 27 2182 | E. ravennae L-ERIra.Ubg1-1:1:2 (SEQ ID NO:20); I-
PCR52,
ERIra.Ubg1-1:1:2 (SEQ ID NO:24).
pMON142864,
pMON142862
P-ERIra.Ubg1-1:1:8 28 1044 | E ravennae promotor

SiS
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Constructos
de plasmidos

y amplicones

SEQ Descripcién y/o elementos de reguiacion - que "~
ID | Tamano Fuente de EXP ligados en direccion 5° — 3’ (SEQ compreﬁden
Anotacién NO: (bp) género/especie ID NOs): EXP
EXP: P-ERIra.Ubg1-1:1:12 (SEQ ID NO:30); | PCR0145821,
EXP-ERIra.Ubq1:1:11 | 29 1934 | E. ravennae L-ERIra.Ubg1-1:1:2 (SEQ ID NO:20); I-|pMON140907,
ERIra.Ubq1=1:1:2 (SEQ ID NO:24). PCR53
P—ERIra.Ubg1-1:1:12 30 796 E. ravennae promotor
EXP: P-ERIra.Ubq1-1:1:13 (SEQ ID NO:32); | PCR0145822,
EXP-ERIra.Ubq1:1:12 | 31 1648 | E. ravennae L-ERIra.Ubg1-1:1:2 (SEQ ID NO:20); |- |pMON140908,
ERIra.Ubg1-1:1:2 (SEQ ID NO:24). PCR54
P—ERIra.Ubg1-1:1:13 32 514 E. ravennae promotor
EXP-Sv.Ubqg1:1:2 % i 2631 | S. viridis EXP: P=Sv.Ubq1-1:1:1 (SEQ ID NO:34); L—- | pMON140878,

o



Constructos

de plasmidos

y amplicones

SEQ Descripcion y/o elemeritos de regulacion que
ID | Tamafo Fuente de EXP ligados en direccién 5’ — 3’ (SEQ | comprenden
Anotacidn NO: (bp) género/especie ID NOs): EXP
Sv.Ubg1-1:1:2 (SEQ ID NO:35); [-Sv.Ubqg1- | PCR0145909,
1:1:1 (SEQ ID NO:386). pMON129203,
pMON131958
P-Sv.Ubqg1-1:1:1 34 1483 | S. viridis promotor
L-Sv.Ubg1-1:1:2 35 127 S. viridis lider
|-Sv.Ubg1-1:1:1 36 1011 S. viridis intrén
EXP: P-Sv.Ubqgq1-1:1:2 (SQ ID NO:38); L—
EXP-Sv.Ubq1:1:3 37 2173 | S. viridis Sv.Ubq1-1:1:2 (SEQ ID NO:35); I-Sv.Ubg1- !
pMON1298204

1:1:1 (SEQ ID NO:36).

0" 0png




Constructos
de plasmidos
y amplicones
SEQ Descripcion y/o elementos de regulacion T que
ID | Tamano Fuente de EXP ligados en direccién 5’ — 3’ (SEQ | comprenden
Anotacién NO: (bp) género/especie ID NOs): EXP
P-Sv.Ubg1-1:1:2 38 1035 | S. viridis promotor
EXP: P-Sv.Ubg1-1:1:3 (SEQ ID NO:40); L-
pPMON129205,
EXP-8v.Ubq1:1:5 39 1819 | S. viridis Sv.Ubq1-1:1:2 (SEQ ID NO:35); I-Sv.Ubq1-
pMON131959
1:1:1 (SEQ ID NO:36).
P—-8v.Ubq1-1:1:3 40 681 S. viridis promotor
pMON140881,
EXP: P-Zm.UbgM1-1:1:1 (SEQ ID NO:42); L—
EXP-Zm.UbgM1:1:1 Z. mais subsp. PCR0145914,
41 1922 Zm.UbgM1-1:1:1  (SEQ ID NO:43); |-
(Allele—1) mexicana pMON129210,
Zm.UbgM1-1:1:5 (SEQ ID NQ:44).
pMON131861

00ng
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Constructos
de plasmidos

y amplicones

SEQ Descripcion yio eiementos de regulacién que
ID | Tamafio Fuente de EXP ligados en direccion 5’ — 3’ (SEQ | comprenden
Anotacién NO: (bp) género/especie ID NOs): EXP
P—Zm.UbgM1-1:1:1 Z. mais subsp.
42 850 promotor
(Allele-1) mexicana
L—Zm.UbgM1-1:1:1 Z. mais subsp.
43 78 lider
(Allele=1) mexicana
[-Zm.UbgM1-1:1:5 Z. mais subsp.
44 994 intron
(Allele—1) mexicana
EXP: P~Zm.UbgM1-1:1:4 (SEQ ID NO:48); L— | pMON140882,
EXP—Zm.UbgM1:1:4 Z, mais subsp.
45 1971 Zm.UbgM1-1:1:5 (SEQ ID NO:47); I-|PCR0145915,
(Allele=2) mexicana
Zm.UbgM1-1:1:4 (SEQ ID NO:48). pMON129212,

¢ O:qo
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Constructos
de plasmidos

y amplicones

- SEQ Descripcion y/o eifemeintocs de regulacién - que
ID | Tamario Fuente de EXP ligados en direcciéon 5 — 3’ (SEQ | comprenden
Anotacion NO: (bp) génerol/especie ID NOs): EXP
pMON131963
P-Zm.UbgM1-1:1:4 Z. mais subsp.
46 887 promotor
(Allele=2) mexicana
L=Zm.UbgM1-1:1:5 Z. mais subsp.
47 77 lider
(Allele=2) mexicana
I-Zm.UbgM1-1:1:4 Z. mais subsp.
48 1007 intréon
(Allele=2) mexicana
EXP-Zm.UbgM1:1:2 Z. mais subsp. | EXP: P=Zm.UbgM1-1:1:5 (SEQ ID NO:50); L— | PCR0145918,
49 2005
(Allele-3) mexicana Zm.UbgM1-1:1:4 (SEQ ID NO:51); |-| pMON129211,

6
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Constructos
de plasmidos

y amplicones

SEG |- i Descripcion y/o elemenios de regulacion ©que -
ID | Tamaho Fuente de EXP ligados en direccion 5° — 3’ (SEQ | comprenden
Anotacién NO: (bp) género/especie ID NOs). EXP
Zm.UbgM1-1:1:11 (SEQ ID NO:52). pMON131962,
pMON132047
P-Zm.UbgM1-1:1:5 Z. mais subsp.
50 877 promotor
(Allele=3) mexicana
L—Zm.UbgM1-1:1:4 Z. mais subsp.
51 78 lider
(Allele=3) mexicana
|-Zm.UbgM1-1:1:11 Z. mais subsp.
52 1050 intrén
(Allele=3) mexicana
EXP-Zm.UbgM1:1:5 53 2005 | Z mais subsp. | EXP: P-Zm.UbgM1-1:1:5 (SEQ ID NO:50); L—

79
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Constructos
de plasmidos

y amplicones

SEQ - Descripcion y/o efementos de regulacion - que-
ID | Tamario Fuente de EXP ligados en direccion 5° — 3° (SEQ | comprenden
Anotacion NO: (bp) género/especie ID NOs): EXP
(Allele-3) mexicana Zm.UbgM1-1:1:4 (SEQ ID NO:51); I-
Zm.UbgM1-1:1:12 (SEQ ID NO:54).
I=Zm.UbgM1-1:1:12 Z. mais subsp.
54 1050 intron
Allele-3) mexicana
pMON140888,
EXP: P-Sb.Ubg4-1:1:1 (SEQ ID NO:56); L—
PCR0145921,
EXP-Sb.Ubqg4:1:1 55 1632 | S. bicolor Sb.Ubg4—-1:1:1 (SEQ ID NO:57); |1-Sb.Ubg4—
pMON129219,
1:1:1 (SEQ ID NO:58).
pMON132932
P-Sb.Ubg4—1:1:1 56 401 | S bicolor promotor

s
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Constructos
de plasmidos

y amplicones

“SEQ " Descripcion ylo elementos de reguiacion T que-
ID | Tamafio Fuente de EXP ligados en direccién 5 — 3’ (SEQ | comprenden
Anotacion NO: (bp) género/especie ID NOs): EXP
L—Sb.Ubg4-1:1:1 57 154 S. bicolor lider
[-Sb.Ubg4—1:1:1 58 1077 | S. bicolor intron
EXP: P-Sb.Ubg6-1:1:2 (SEQ ID NO:60); L—
EXP-Sb.Ubg8 59 2000 | S. bicolor Sb.Ubg6-1:1:1 (SEQ ID NO:61); 1-Sb.Ubg6—
1:1:1 (SEQ ID NO:62).
P-5b.Ubg6—-1:1:2 60 791 S. bicolor promotor
L-Sb.Ubg6-1:1:1 61 136 S. bicolor lider
[-Sb.Ubg6—1:1:1 62 1073 | S. bicolor intrén
EXP-5Sb.Ubg6:1:1 63 2064 S. bicolor EXP: P-Sb.Ubg6-1:1:1 (SEQ ID NO:64); L- | pMON140887,

Y6
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Constructos
de plasmidos

y amplicones

i SEG Descripcion y/o elementos de regulacion que
ID | Tamafio Fuente de EXP ligados en direccion 5' — 3’ (SEQ | comprenden
Anotacion NO: (bp) género/especie ID NOs): EXP
Sb.Ubg6-1:1:1 (SEQ ID NQ:61); I-Sb.Ubg6— | PCR0145920,
1:1:1 (SEQ ID NO:62). pMON129218
P—Sb.Ubg6-1:1:1 64 855 S. bicolor promotor
EXP: P-Sb.Ubg7-1:1:1 (SEQ ID NO:66); L-
EXP-Sb.Ubq7:1:1 65 2000 S. bicolor Sb.Ubqg7-1:1:1 (SEQ ID NQ:67); I-Sb.Ubq7—- | pMON132974
1:1:1 (SEQ ID NO:68).
P-Sb.Ubq7-1:1:1 66 565 S. bicolor promotor
L-Sh.Ubg7-1:1:1 67 77 S. bicolor lider
|-Sb.Ubq7-1:1:1 68 1358 | S. bicolor intrén

Y
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Constructos
de plasmidos

y amplicones

SEQ Descripcion yio elemenios de reguiacion yue
ID | Tamaho Fuente de EXP ligados en direccion 5° — 3’ (SEQ | comprenden
Anotacion NO: (bp) género/especie ID NOs): EXP
EXP: P-SETit.Ubgq1-1:1:1 (SEQ ID NO:70); | pMON140877,
EXP-SETit.Ubg1:1:1 69 2622 | S. jtalica L-SETit.Ubg1-1:1:1 (SEQ ID NO:71); I-|PCR0145900,
SETit.Ubg1-1:1:1 (SEQ ID NO:72). pMON128200
P-SETit.Ubg1-1:1:1 70 1492 | S jtalica promotor
L-SETit.Ubg1-1:1:1 71 127 S. italica lider
|-SETit.Ubg1-1:1:1 72 1003 | S. jtalica intrén
EXP: P-SETit.Ubg1-1:1:4 (SEQ ID NO:74);
EXP-SETit.Ubg1:1:4 73 2622 | S. jtalica L-SETit.Ubg1-1:1:1 (SEQ ID NO:71); I-|pMON132037

SETit.Ubg1-1:1:1 (SEQ ID NO:72).

8590?9
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Constructos
de plasmidos
y amplicones
- SEQ Descripcion y/o elementos de regulacion que”
ID | Tamarfio Fuente de EXP ligados en direccion 5’ — 3' (SEQ | comprenden
Anotacion NO: (bp) | género/especie ID NOs): EXP
P-SETit.Ubg1-1:1:4 74 1492 | S. jtalica promotor
EXP: P=SETit.Ubq1-1:1:2 (SEQ ID NO:78);
EXP-SETit.Ubg1:1:2 75 2164 S. italica L-SETit.Ubg1-1:1:1 (SEQ ID NO:71); |-
SETit.Ubg1-1:1:1 (SEQ ID NO:72).
P-SETit.Ubg1-1:1:2 76 1034 | S italica promotor
EXP: P-SETit.Ubg1-1:1:3 (SEQ ID NO:78); | PCR0145905,
EXP-SETit.Ubqg1:1:3 77 1810 | S italica L-SETit.Ubg1-1:1:1 (SEQ ID NO:71); I~ | pMON129202,
SETit.Ubg1-1:1:1 (SEQ ID NO:72). pMON131957
P-SETit.Ubg1-1:1:3 78 680 S. italica promotor
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Anotacion

ID
NO:

SEQ | 7

Tamafo

(bp)

Fuente

género/especie

Descripcion y/o elementos de regulacién
de EXP ligados en direccion 5 — 3’ (SEQ
ID NOs):

Constructos

de plasmidos

y amplicones
que

comprenden

EXP

EXP-Cl.Ubg1:1:1

79

1940

C. lacrima—jobi

EXP: P-CLUbg1-1:1:1 (SEQ ID NO:80); L—
ClLUbg1-1:1:1 (SEQ ID NO:81); I-ClL.Ubg1-
1:1:1 (SEQ ID NO:82).

pMON140889,

PCR0145822,

pMON140913,

PCR1S,

pPMON129221,
pMON146795,
pPMON146796,
PMON146797,
pMON146798,
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Constructos
de plasmidos

y amplicones

SEQ Descripcién y/o eiementos de reguiaciéon “que
ID | Tamaho Fuente de EXP ligados en direccion 5’ — 3' (SEQ | comprenden
Anotacién NO: {(bp) género/especie ID NOs): EXP
pMON146799,
pMON132047,
pMON146800,
pMON146801,
pMON146802
P-Cl.Ubg1-1:1:1 80 837 C. lacrima—jobi | promotor
L-ClL.Ubg1-1:1:1 81 86 C. lacrima—jobi | lider
[I-Cl.Ubg1-1:1:1 82 1017 | C. lacrima—jobi | intrén
EXP-ClL.Ubqg1:1:3 83 1845 | C. lacrima—jobi | EXP: P-Cl.Ubg1-1:1:4 (SEQ ID NO:84); L—| PCR0145945,

&l
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Constructos
de plasmidos

y amplicones

SEG Descripcion y/o eiementos de regulaciéon que
ID | Tamano Fuente de EXP ligados en direcciéon 5' — 3’ (SEQ | comprenden
Anotacién NO: (bp) género/especie ID NOs): EXP
CLUbg1-1:1:1 (SEQ ID NO:81); I-Cl.Ubg1- | pMON140914,
1:1:1 (SEQ ID NO:82). PCR20
P—ClLUbg1-1:1:4 84 742 C. lacrima—jobi | promotor
EXP: P-ClLUbg1-1:1:3 (SEQ ID NO:86); L- | PCR0145946,
EXP-ClLUbqg1:1:4 85 1504 | C. lacrima—jobi | ClL.Ubq1-1:1:1 (SEQ ID NO:81); I-ClL.Ubg1- | pMON140915,
1:1:1 (SEQ 1D NO:82). PCR21
P-Cl.Ubg1-1:1:3 86 401 C. lacrima—jobi | promotor
EXP_CLUbG11:5 - — C. lacrima—jobi EXP: P-Cl.Ubqg1-1:1:5 (SEQ ID NO:88); L— | PCR0145947,
ClL.Ubq1-1:1:1 (SEQ ID NO:81); I-ClL.Ubg1- | pMON140918,

&z
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Constructos
de plasmidos

y amplicones

SEQ | Descripciodn y/o eiermentos de regulacion - que
ID | Tamafio Fuente | de EXP ligados en direcciéon 5’ — 3’ (SEQ | comprenden
Anotacion NO: (bp) | génerolespecie ID NOs): EXP
11:1(SEQ D NE&:82). PCR22
P-Cl.Ubg1-1:1:5 88 54 C. lacrima—jobi | promotor
E-ClL.Ubg1-1:1:1 89 798 C. lacrima—jobi | mejorador
EXP: P-CL.Ubg1-1:1:9 (SEQ ID NO: 91); L—
EXP-CIL.Ubg1:1:12 30 3383 | C. Jacrima—jobi | ClL.Ubg1-1:1:1 (SEQ ID NO:81): I-Cl.Ubg1- pMON142729
1:1:7 (SEQ ID NO: 92)
P—ClL.Ubg1-1:1:9 91 2287 | C. lacrima—jobi | Promotor
I-Cl.Ubg1-1:1:7 92 1020 | C. facrima—jobi | Intron
EXP-Cl.Ubg1:1:16 93 3393 | C. lacrima—jobi | EXP: P=Cl.Ubq1-1:1:9 (SEQ ID NO: 91); L— pMON146750,

eJ
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Constructos
de plasmidos

y amplicones

SEQ Descripcidn yio elementos e regulacion qie
ID | Tamafio Fuente de EXP ligados en direccion 5’ — 3’ (SEQ | comprenden
Anotacion NO: (bp) género/especie ID NOs): EXP
Cl.Ubg1-1:1:1 (SEQ ID NO:81); I-Cl.Ubq1— pMON142748
1:1:6 (SEQ ID NO: 94)
I-Cl.Ubg1-1:1:6 94 1020 | C. facrima—jobi | Intron
EXP: P-ClL.Ubg1-1:1:10 (SEQ ID NO: 96); L—
EXP-Cl.Ubg1:1:11 95 2166 | C. lacrima—jobi | Cl.Ubg1-1:1:1 (SEQ ID NO:81); I-Cl.Ubg1- pMON142730
1:1:7 (SEQ ID NO: 92)
P-Cl.Ubg1-1:1:10 96 1060 | C. lacrima—jobi | Promotor
EXP-CLUbG1:1:17 57 g ia & Il EXP: P-ClL.Ubq1-1:1:10 (SEQ ID NO: 96); L~ | pMON146751,
Cl.Ubqg1-1:1:1 (SEQ ID NO:81); I-Cl.Ubq1-— pMON142749
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Constructos
de plasmidos

y amplicones

1:1:7 (SEQ ID NO: 92)

| SEQ Descripcion yio-elementos de regulacion - que
ID | Tamafo Fuente de EXP ligados en direccién 5’ — 3’ (SEQ | comprenden
Anotaciéon NO: (bp) género/especie ID NOs): « EXP
1:1:6 (SEQ ID NO: 84)
pMON140889,
EXP: P=CL.Ubg1-1:1:1 (SEQ ID NO: 80); L— PCR0145922,
EXP-CIl.Ubg1:1:10 98 1843 C. lacrima—jobi | Cl.Ubg1-1:1:1 (SEQ ID NO:81); I-Cl.Ubg1- pMON140913,
1:1:6 (SEQ ID NO: 94) PCR19,
pMON129221
EXP: P=CL.Ubg1-1:1:1 (SEQ ID NO: 80); L—
EXP-Cl.Ubqg1:1:18 99 1843 | C. lacrima—jobi | CL.Ubg1-1:1:1 (SEQ ID NO:81): I-Cl.Ubq1- pMON146795

A
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Constructos
de plasmidos

y amplicones

"SEQ Descripcion y/o elementos de regulacion que
ID | Tamaho Fuente de EXP ligados en direccion 5° — 3’ (SEQ | comprenden
Anotacion NO: (bp) género/especie ID NOs): EXP
EXP: P=Cl.Ubq1-1:1:1 {SEQ ID NO: 80); L—
EXP-CIl.Ubg1:1:19 100 1943 | C. lacrima—jobi | Cl.Ubg1-1:1:1 (SEQ ID NO:81); I-Cl.Ubq1— PMON146796
1:1:8 (SEQ ID NO: 101)
I-Cl.Ubg1-1:1:8 101 1020 | C. facrima—jobi | Intrén
EXP: P-ClL.Ubg1-1:1:1 (SEQ ID NO: 80); L-
EXP-ClLUbqg1:1:20 102 1943 | C. lacrima—jobi | Cl.Ubq1-1:1:1 (SEQ ID NO:81); I-Cl.Ubq1— pMON146797
1:1:9 (SEQ ID NO: 103)
I-Cl.Ubg1-1:1:9 103 1020 | C. Jacrima—jobi | Intron
EXP-Cl.Ubg1:1:21 104 1943 | C. lacrima—jobi | EXP: P-Cl.Ubq1-1:1:1 (SEQ ID NO: 80); L— pMON146798
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Constructos
de plasmidos

y amplicones

SEQ Descripcion y/o elementos de regulacién que
ID | Tamaho Fuente de EXP ligados en direccion 5 — 3’ {SEQ | comprenden
Anotacién NO: (bp) género/especie ID NOs): EXP
Cl.Ubg1-1:1:1 (SEQ ID NO:81); I-Cl.Ubg1-
1:1:10 (SEQ ID NO: 105)
|-Cl.Ubg1-1:1:10 105 1020 | C. facrima—jobi | Intrén
EXP: P-ClL.Ubg1-1:1;1 (SEQ ID NO: 80); L—
EXP-Cl.Ubqg1:1:22 106 1943 | C. lacrima—jobi | CL.Ubgq1-1:1:1 (SEQ ID NO:81); I-Cl.Ubg1- pMON146799
1:1:11 (SEQ ID NO: 107)
[I-Cl.Ubg1-1:1:11 107 1020 | C. lacrima—jobi | Intron
EXP: P=Cl.Ubq1-1:1:1 (SEQ ID NO: 80); L— pMON132047,
EXP-CIl.Ubqg1:1:23 108 1943 | C. lacrima—jobi
Cl.Ubg1-1:1:1 (SEQ ID NO:81); I-Cl.Ubg1— pMON146800
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Constructos
de plasmidos
y amplicones
SEQ ¢ Descripcion y/o elementos de reguiacion que
ID | Tamaio Fuente de EXP ligados en direccion 5’ — 3’ (SEQ | comprenden
Anotacion NO: (bp) género/especie ID NOs): EXP
1:1:12 (SEQ ID NO: 109)
I-Cl.Ubg1-1:1:12 109 1020 | C. facrima—jobi | Intrén
EXP: P-ClL.Ubg1-1:1:1 (SEQ ID NO: 80); L—
EXP-Cl.Ubqg1:1:24 110 1943 C. lacrima—jobi | CL.Ubg1-1:1:1 (SEQ ID NO:81); I-Cl.Ubq1— pMON 146801
1:1:13 (SEQ ID NO: 111)
I-Cl.Ubgq1-1:1:13 K 1020 | C. facrima—jobi | Intrén
EXP: P=Cl.Ubq1-1:1:1 (SEQ ID NO: 80); L—
EXP-CIl.Ubqg1:1:25 112 1943 | C. lacrima—jobi | CL.Ubq1-1:1:1 (SEQ ID NO:81); I-Cl.Ubg1- pMON148802
1:1:14 (SEQ ID NO: 113)
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Constructos
de plasmidos

y amplicones

Sel Descripcion yio elementos de regulacion que -
ID | Tamarfio Fuente de EXP ligados en direccién 5° — 3’ (SEQ | comprenden
Anotacidén NO: (bp) génerol/especie ID NOs): EXP
[-Cl.Ubgq1-1:1:14 113 1020 | C. lacrima—jobi | Intrén
EXP: P-ClL.Ubgq1-1:1:4 (SEQ ID NO: 84); L— PCR0145945,
EXP-CLUbg1:1:13 114 1848 | C. lacrima—jobi | Cl.Ubg1-1:1:1 (SEQ ID NO:81); I-Cl.Ubq1- pMON140914,
1:1:6 (SEQ ID NO: 84) PCR20
EXP: P=ClL.Ubqg1-1:1:3 (SEQ ID NO: 86); L— PCR01458946,
EXP-ClL.Ubqg1:1:14 15 1507 C. lacrima—fjobi | CL.Ubq1-1:1:1 (SEQ ID NO:81); I-Cl.Ubq1- pMON140915,
1:1:6 (SEQ ID NO: 94) PCR21
EXP: P-CLUbq1-1:1:5 (SEQ ID NO: 88); L— PCR0145947,
EXP-ClLUbg1:1:15 116 1160 | C. lacrima—jobi
Cl.Ubg1-1:1:1 (SEQ ID NO:81); I-Cl.Ubg1- pMON140816,
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Constructos
de plasmidos

y amplicones

SEQ Descripcion-y/o-eiementos de reguiacion que
ID | Tamafo Fuente de EXP ligados en direccién 5’ — 3' (SEQ | comprenden
Anotacion NO: (bp) génerolespecie ID NOs): EXP
1:1:6 (SEQ ID NO:; 94) PCR22
EXP: P=SETit.Ubg1-1:1:1 (SEQ ID NO: 70); pMON140877,
EXP-SETit.Ubg1:1:5 117 2625 | S jtalica L-SETit.Ubg1-1:1:1 (SEQ ID NO: 71); |- PCR0145900,
SETit.Ubq1-1:1:2 (SEQ ID NO: 118) pMON129200
I-SETit.Ubg1-1:1:2 118 1006 | S. italica Intréon
EXP: P-SETit.Ubg1-1:1:4 (SEQ ID NO: 64);
EXP-SETit.Ubg1:1:10 | 119 2625 | S. italica L-SETit.Ubg1-1:1:1 (SEQ ID NO: 71); |- pMON132037
SETit.Ubgq1-1:1:3 (SEQ ID NO: 120)
[-SETit.Ubg1-1:1:3 120 1006 | S. italica Intrén

SE
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Constructos
de plasmidos

y amplicones

SEQ ‘Descripcion y/o elementos de regulacién "~ que
ID | Tamarno Fuente de EXP ligados en direccién 5’ — 3’ (SEQ | comprenden
Anotacion NO: (bp) género/especie ID NOs): EXP
EXP: P-SETit.Ubg1-1:1:4 (SEQ ID NO: 64);
EXP-SETit.Ubg1:1:12 | 121 2625 | S jtalica L-SETit.Ubq1-1:1:1 (SEQ ID NO: 71); |-
SETIit.Ubgq1-1:1:4 (SEQ ID NO: 122)
[-SETit.Ubg1—1:1:4 122 1006 | S. jtalica Intrén
EXP: P-SETit.Ubg1-1:1:2 (SEQ ID NO: 71);
PCR0145928,
EXP-SETit.Ubq1:1:7 123 2167 | S italica L=-SETit.Ubg1-1:1:1 (SEQ ID NO: 71); |- _
pPMON129201
SETit.Ubg1-1:1:2 (SEQ ID NO: 118)
EXP: P=SETit.Ubq1-1:1:3 (SEQ ID NO: 73); PCR0145805,
EXP-SETit.Ubg1:1:6 124 1813 | S. italica
L-SETit.Ubg1-1:1:1 (SEQ ID NO; 71); |- pMON129202

g
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Constructos
de plasmidos

y amplicones

]

SEQ Descripcion y/o elementos de regulacion que
ID | Tamano Fuente de EXP ligados en direccién 5’ — 3’ (SEQ | comprenden
Anotacién NO: (bp) | génerol/especie ID NOs): EXP
SETit.Ubg1-1:1:2 (SEQ ID NO: 118)
EXP: P-SETit.Ubg1-1:1:3 (SEQ ID NO: 73);
EXP-SETit.Ubqg1:1:11 | 125 1813 | S. italica L~-SETit.Ubq1-1:1:1 (SEQ ID NO: 71); |- pMON131957
SETit.Ubg1-1:1:3 (SEQ ID NO: 120)
EXP: P-SETit.Ubq1-1:1:3 (SEQ ID NO: 73):
EXP-SETit.Ubqg1:1:13 | 126 1813 | S. jtalica L=SETit.Ubg1-1:1:1 (SEQ ID NO: 71); I-
SETIit.Ubg1-1:1:5 (SEQ ID NO: 127)
I-SETit.Ubg1-1:1:5 1&7r 1006 | S. ifalica Intrén
EXP-Sv.Ubqg1:1:7 128 2634 | S viridis EXP: P=Sv.Ubg1-1:1:1 (SEQ ID NO: 34); L- | pMON140878,




¢
84
Constructos
de plasmidos
y amplicones
ScQ Descripcion y/o eiemientos de reguiacion que
ID | Tamario Fuente de EXP ligados en direccién 5" — 3’ (SEQ | comprenden
Anotacion NO: (bp) género/especie ID NOs): EXP
Sv.Ubq1-1:1:2 (SEQ ID NO: 35); I-Sv.Ubg1—- | PCR01453908,
1:1:2 (SEQ ID NO: 129) pMON129203
-Sv.Ubg1-1:1:2 129 1014 | S. viridis Intrén
EXP: P=Sv.Ubq1-1:1:1 (SEQ ID NO: 34); L-
EXP-Sv.Ubg1:1:11 130 2634 | S. viridis Sv.Ubg1-1:1:2 (SEQ ID NO: 35); I-Sv.Ubg1— | pMON131958
1:1:3 (SEQ ID NO: 131)
I—Sv.Ubg1-1:1:3 131 1014 | S. viridis Intrén
EXP: P-Sv.Ubg1-1:1:2 (SEQ ID NO: 38); L- PCR0145928,
EXP-Sv.Ubqg1:1:8 132 2176 | S. viridis
Sv.Ubg1-1:1:2 (SEQ ID NO: 35); I-Sv.Ubg1- | pMON129204

G
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Constructos
de plasmidos

y amplicones

SEQ " wescripeion y/o elemenios de reguiacion jgue
ID | Tamaiio Fuente de EXP ligados en direccién 8 — 3’ (SEQ | comprenden
Anotacion NO: (bp) género/especie ID NOs): EXP
1:1:2 (SEQ ID NO: 129)
EXP: P=Sv.Ubq1-1:1:3 (SEQ ID NO: 40); L—
EXP-Sv.Ubqg1:1:9 133 1822 S. vindis Sv.Ubg1-1:1:2 (SEQ ID NO: 35); I-Sv.Ubg1— | pMON129205
1:1:2 (SEQ ID NO: 129)
EXP: P-Sv.Ubg1-1:1:4 (SEQ ID NO: 135); L-
EXP-Sv.Ubq1:1:10 134 1822 S. viridis Sv.Ubg1-1:1:2 (SEQ ID NO: 35); I-Sv.Ubg1- | PCR0145911
1:1:2 (SEQ ID NO: 129)
P-Sv.Ubg1-1:1:4 135 681 S. viridis Promotor
EXP-Sv.Ubq1:1:12 136 | 1822 | S. viridis EXP: P-Sv.Ubg1-1:1:3 (SEQ ID NO: 40); L- pMON131959

T
T

e

—-—

s
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Constructos
de plasmidos

y amplicones

SEQ Descripcion y/o elementos de regulacion que”
ID | Tamaio Fuente de EXP ligados en direccién 8 — 3’ {SEQ | comprenden
Anotacion NO: (bp) génerol/especie ID NOs): EXP
Sv.Ubg1-1:1:2 (SEQ ID NO: 35); I-Sv.Ubq1-
1:1:3 (SEQ ID NO: 131)
EXP: P-Zm.UbgM1-1:1:1 (SEQ ID NO: 42); pMON140881,
EXP-Zm.UbgM1:1:6 Z. mais subsp.
187 1925 L—Zm.UbgM1-1:1:1 (SEQ ID NO: 43); |- PCR0145914,
(Allele—1) Mexicana
Zm.UbgM1-1:1:13 (SEQ ID NO: 138) pMON129210
I-Zm.UbgM1-1:1:13 : Z. mais subsp.
138 997 [ntrén
(Allele-1) Mexicana
EXP-Zm.UbgM1:1:10 | Z. mais subsp. EXP: P=Zm.UbgM1-1:1:1 (SEQ ID NO: 42);
139 1925 pMON131961

(Allele—1)

Mexicana

L—Zm.UbgM1-1:1:1 (SEQ ID NO: 43); I-

s

'QU?O

L
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Constructos
de plasmidos
y amplicones
SEQ - Descripcidn y/o elementos de regulacion que -
ID | Tamafo Fuente de EXP ligados en direccion 5' — 3’ (SEQ | comprenden
Anotacion NO: (bp) género/especie ID NOs): EXP
Zm.UbgM1-1:1:17 (SEQ ID NO: 140)
I-Zm.UbgM1-1:1:17 Z. mais subsp.
140 997 [ntréon
(Allele-1) Mexicana
EXP: P-Zm.UbgM1-1:1:4 (SEQ ID NO:; 46); pMON140882,
EXP-Zm.UbgM1:1:7 Z. mais subsp.
141 1974 L-Zm.UbgM1-1:1:5 (SEQ ID NO: 47); |- PCR0145915,
(Allele-2) Mexicana
Zm.UbgM1-1:1:14 (SEQ ID NO: 142) pMON129212
I-Zm.UbgM1-1:1:14 Z. mais subsp.
142 1010 Intron
(Allele-2) Mexicana
EXP-Zm.UbgM1:1:12 143 1974 | Z. mais subsp. EXP: P-Zm.UbgM1-1:1:4 (SEQ ID NO: 46); pMON131963

W

960000
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Constructos
de plasmidos

y amplicones

SEQ g Descripcion y/o elementos de regulacion que
ID | Tamafo Fuente de EXP ligados en direccion 5" — 3’ (SEQ | comprenden
Anotacién NO: (bp) | génerolespecie ID NOs): EXP
(Allele-2) Mexicana L—Zm.UbgM1-1:1:5 (SEQ ID NO: 47); I-
Zm.UbgM1-1:1:19 (SEQ ID NO: 144)
I-Zm.UbgM1-1:1:19 Z. mais subsp.
144 1010 Intron
(Allele=2) Mexicana
EXP: P=Zm.UbgM1-1:1:5 (SEQ ID NO: 50);
EXP—Zm.UbgM1:1:8 Z. mais subsp. PCR01459186,
145 2008 L-Zm.UbgM1-1:1:4 (SEQ ID NO: 51); |-
(Allele-3) Mexicana pMON129211
Zm.UbgM1-1:1:15 (SEQ ID NO: 146)
|-Zm.UbgM1-1:1:15 Z. mais subsp.
146 1053 Intron

Mexicana

(Allele=3)

w
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Consftructos
de plasmidos

y amplicones

SEQ | Descripcion y/o elementos de reguiacion que -
ID | Tamaho Fuente de EXP ligados en direccion 5 — 3’ (SEQ | comprenden
Anotacion NO: (bp) | género/especie ID NOs): EXP
EXP: P=Zm.UbgM1-1:1:5 (SEQ ID NO: 50);
EXP-Zm.UbgM1:1:9 Z. mais subsp.
147 2008 L-Zm.UbgM1-1:1:4 (SEQ ID NO: 51); |-
(Allele=3) Mexicana
Zm.UbgM1-1:1:16 (SEQ ID NO: 148)
I-Zm.UbgM1-1:1:16 Z. mais subsp.
148 1053 Intrén
(Allele=3) Mexicana
EXP: P-Zm.UbgM1-1:1:5 (SEQ ID NO: 50);
EXP-Zm.UbgM1:1:11 Z. mais subsp. pMON131962,
149 2008 L-Zm.UbgM1-1:1:4 (SEQ ID NO: 51); |-
(Allele-3) Mexicana pMON132047
Zm.UbgM1-1:1:18 (SEQ ID NO: 150)
I—-Zm.UbgM1-1:1:18 150 | 1053 | Z mais subsp. | Intrén

ate
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Constructos
de plasmidos

y amplicones

SEQ- vescripcion y/o elementos de regulacion - que
ID | Tamafo Fuente de EXP ligados en direcciéon 5 — 3’ (SEQ | comprenden
Anotacién NO: (bp) génerolespecie ID NOs): EXP
(Allele-3) Mexicana
pMON1408886,
EXP: P=Sb.Ubg4-1:1:1 (SEQ ID NO: 56); L—
PCR0145921,
EXP-Sh.Ubg4:1:2 151 1635 | S. bicolor Sb.Ubg4-1:1:1 (SEQ ID NO: 57); I-Sb.Ubg4—
pPMON129219,
1:1:2 (SEQ ID NO: 152)
pMON132932
[—Sb.Ubg4-1:1:2 152 1080 | S. bicolor Intron
EXP: P-Sb.Ubg6-1:1:1 (SEQ ID NO: 64); L— | pMON140887,
EXP-Sb.Ubg6:1:2 153 2067 | S. bicolor Sb.Ubg6-1:1:1 (SEQ ID NO: 57): I-Sb.Ubg6— | PCR0145920,
1:1:2 (SEQ ID NO: 154) pMON129218,

60600y
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Constructos
de plasmidos

y amplicones

BSEG- Descripcion y/o elementos de reguiacion Gue
ID | Tamafo Fuente de EXP ligados en direccion 5’ — 3' (SEQ | comprenden
Anofacion NO: (bp) género/especie ID NOs): EXP
pMON132931
I-Sb.Ubg6-1:1:2 154 1076 | S. bicolor Intrén
EXP: P-Sb.Ubg6-1:1:1 (SEQ ID NO: 64); L—
EXP-Sb.Ubg6:1:3 155 2067 | S. bicolor Sb.Ubqg6-1:1:1 (SEQ ID NO: 57); I-Sb.Ubg6— | pMON132931
1:1:3 (SEQ ID NO: 1569)
[-Sb.Ubg6—1:1:3 156 1076 | S. bicolor Intrén
EXP: P=Sb.Ubq7-1:1:1 (SEQ ID NO: 66); L-
EXP-Sb.Ubqg7:1:2 157 2003 | S. bicolor Sb.Ubg7-1:1:1 (SEQ ID NO: 67); I-Sbh.Ubq7— | pMON132974

1:1:A (SEQ ID NO: 158)

oo

GO??ﬁO
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Constructos
de plasmidos
y amplicones

“SEGL [ o * © |7 Descripcion yio elementos de reguiacion ‘que
ID | Tamafo Fuente de EXP ligados en direccion 5’ — 3' (SEQ | comprenden

Anotacién NO: (bp) género/especie 1D NOs): EXP

I-Sb.Ubq7—1:1:2 158 1361 S. bicolor Intrén

EXP: P-SETit.Ubq1-1:1:4 (SEQ ID NO: 64):
EXP-SETit.Ubq1:1:E | 180 | 2625 |S. italica L-SETit.Ubq1—1:1:1 (SEQ ID NO: 71): I
SETit.Ubq1-1:1:5 (SEQ ID NO: 127)

EXP: P-Zm.UbgM1-1:1:5 (SEQ ID NO: 50);

EXP-Zm.UbgM1:1:13 Z. mais subsp.
181 2008 L-Zm.UbgM1-1:1:4 (SEQ ID NO: 51); |-
(Allele=3) Mexicana
Zm.UbgM1-1:1:20 (SEQ ID NO: 182)
I-Zm.UbgM1-1:1:20 Z. mais subsp.
182 1053 Intrén
(Allele=3) Mexicana
(e
C
€D
.
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Constructos
de plasmidos

y amplicones

SEQ "Uescripcion y/o elementos de régulacion T oque
ID | Tamafo Fuente de EXP ligados en direccion 5’ — 3’ (SEQ | comprenden
Anotacién NO: (bp) género/especie ID NOs): EXP
EXP: P=SETit.Ubg1-1:1:4 (SEQ ID NO: 64);
EXP-SETit.Ubg1:1:9 183 2625 | S. itafica L-SETit.Ubg1-1:1:1 (SEQ ID NO: 71); |-

SETIit.Ubq1-1:1:2 (SEQ ID NO: 118)

an

CU_T
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Como se muestra en la Tabla 1, por ejemplo, la secuencia EXP
regulatoria transcripcional denominada EXP-ANDge.Ubq1:1:9 (SEQ ID NO: 1),
con componentes aislados de A. gerardii, comprende un elemento promotor,
P-ANDge.Ubq1+1:1:11 (SEQ ID NO: 2), unido operativamente 5 a un
elemento lider, i_aANDge.qu1~1:1:2 (SEQ ID NO: 3), unido operativamente 5°
a un elemento intron, I-ANDge.Ubg1-1:1:3 (SEQ ID NO: 4). Otras EXP se ligan
de modo similar, como se ilustra en la Tabla 1.

Como se muestra en la Tabla 1, el listado de secuencias y las FIGS. 1-
7, se manipularon genéticamente las variantes de las secuencias promotoras
de las especies A. gerardii, E. ravennae, Z. mays subsp. mexicana, S. bicolor,
C. lacryma—jobi, S. italica, y S. viridis que comprenden fragmentos del promotor
mas cortos de, por ejemplo, P-ANDge.Ubq1-1:1:11 (SEQ ID NO:2), P-
ERIra.Ubq1-1:1:10 (SEQ ID NO:1 9) u otros promotores respectivos de otras
especies, y por sjemplo que producen P-ANDge.Ubq1-1:1:9 (SEQ ID NO: 6),
P-ERIra.Ubq1-1:1:9 (SEQ ID NO: 23), P-Cl.Ubq1-1:1:10 (SEQ ID NO: 96), P—
SETit.Ubg1-1:1:2 (SEQ ID NO: 76) y P-Sv.Ubq1-1:1:2 (SEQ ID NO: 38), asi
como otros fraémentos del promotor. P-SETit.Ubg1-1:1:4 (SEQ ID NO: 74)
comprende un cambio de nucleétido Gnico con respecto a P-SETit.Ubg1-1:1:1
(SEQ ID NO: 70). Asimismo, P-Sv.Ubq1-1:1:3 (SEQ ID NO: 40) comprende un
cambio de nucledtido Unico con respecto a P-Sv.Ubg1-1:1:4 (SEQ ID NO:
135).

En algunos casos, se crearon variantes de intrones especificos por la
alteracion de los ultimos 3" nucleotidos de cada intron respectivo siguiendo la

secuencia 5'~AG-3" de la unidon de empalme del intrén 3°. Estas variantes de

intron se muestran en la siguiente Tabla 2.
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Tabla 2. Secuericia de extremo 3° de variantes de intrones.

Nucleodtidos de
intron de extremo
3’ inmediatamente
SEQID después de sitio
Anotacién NO: de empalme 3" AG
I—Cl.UbG1~1:1:7 92 GTG
I-Cl.Ubg1~1:1:6 94 GTC
I-Cl.Ubq1-1:1:8 101 GCG -
[-Cl.Ubg1-1:1:9 103 GAC
I-Cl.Ubg1-1:1:10 105 ACC
I-Cl.Uba1-1:1:11 107 GGG
[-Cl.Ubu1-1:1:12 109 GGT
I-CL.Ubo1-1:1:13 111 CGT
I-Cl.Ubg1-1:1:14 113 TGT
I-SETit.Ubq1-1:1:2 118 GTG
I-SETit.Ubg1-1:1:3 120 GGT
[-SETit.Ubg1—1:1:4 122 ACC
I-SETit.Ubgl1-1:1:5 127 GGC
I-Sv.Ubg1-1:1:2 129 GTG
I-Sv.Ubg1-1:1:3 131 GGT
I=Zm.UbgM1-1:1:13
(Allele—1) 138 GTC
I-Zm.UbgM1-1:1:17
(Allele—1) 140 GGT ‘
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Nucleétidos de
intrén de extremo
3’ inmediatamente
SEQID después de sitio

Anotacion NO: de empalme 3" AG

I-Zm.UbgM1-1:1:14

(Allele-2) 142 GTC_ |
I-Zm.UbgM1-1:1:19
(Allele—2) 144 GGT

I-Zm.UbqM1—1:1:15
(Allele—3) 146 GTC
I-Zm.UbgM1-1:1:18

(Allele~3) 148 GGT
I-Sb.Ub6~1:1:2 154 GTG
I-Sb.Ubti6—1:1:3 156 GGT
I-Zm.UbgM1—1:1:20

182
(Allele—2) CGG

También se listan en la Tabla 1 tres variantes alélicas aisladas usando
los mismos coniuntos de cebador disefiados para la amplificacion de! ADN
gendmico de .. mays subsp. mexicana. Las variantes alélicas de las
secuencias EXP estdn compuestas de una secuencia que comparte alguna
identidad en varias regiones de otras secuencias, pero también son evidentes
inserciones, supresiones y apareamientos erréneos de nucledtidos dentro de

cada promotor, lider y/o intrén de cada una de las secuencias EXP. La




10

15

20

25

97

secuencia EXP denominada EXP-Zm.UbgM1:1:1 (SEQ ID NO: 41) representa
un primer alelo (Alelo—1) del grupo de elemento de expresién regulatorio de la
transcripcion de} gen Ubq1 de Z mays subsp. mexicana. Las secuencias EXP
denominadas EXP-Zm.UbgM1:1:6 (SEQ ID NO: 137) y EXP-Zm.UbgM1:1:10
(SEQ ID NO: 139) representan un primer alelo (Alelo—1), con la Unica diferencia
entre las EXP que aparece en los Ultimos nucledtidos 3° de cada intrén
respectivo siguiendo la secuencia 5'-AG-3" del unién de empalme del intron
3". La secuencia EXP denominada EXP-Zm.UbgM1:1:4 (SEQ ID NO: 45)
representa un segundo alelo (Alelo—-2) del grupo de elemento de expresién
regulatorio de la transcripcion del gen Ubq1 de Z. mays subsp. mexicana. Las
Secuencias EXP denominadas EXP-Zm.UbgM1:1:7 (SEQ ID NO: 141) y EXP-
Zm.UbgM1:1:12 (SEQ ID NO: 143) representan un segundo alelo (Alelo-2),
con la Unica diferencia entre las EXP que aparece en los tltimos nucleotidos 3°
de cada intron \.respectivo siguiendo la secuencia 5-AG-3" de la unién de
empalme del int_i"én 3. Las secuencias EXP EXP-Zm.UbgM1:1:2 (SEQ ID NO:
49) y EXP-Zm.UbgM1:1:5 (SEQ ID NO: 53) representan un tercer alelo (Alelo—
3) del grupo deielemento de expresion regulatorio de la transcripcion del gen
Ubg1 de Z may;s' subsp. mexicana y comprenden una diferencia de nucleétido
Gnica en la pesicion 1034 dentro de sus respectivos intrones (G for |-
Zm.UbgM1-1:1:11, SEQ ID NO: 52 y T for [-Zm.UbgM1-1:1:12, SEQ ID NO:
54). Las secuencias EXP denominadas EXP-Zm.UbgM1:1:8 (SEQ ID NO:
145), EXP-Zm.lJbgM1:1:9 (SEQ ID NO: 147), EXP-Zm.UbqM1:1:11 (SEQ ID
NO: 149) y EXP-Zm.UbgM1:1:13 (SEQ ID NO: 181) también representan un
tercer alelo (Alélo—s). El intron de EXP-Zm.UbgM1:1:9, [-Zm.UbgM1-1:1:16

(SEQ ID NO: 148) comprende un residuo de timina en en la posicion 1034,
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mientras que los intrones de EXP-Zm.UbgM1:1:8, EXP-Zm.UbgM1:1:11 y
EXP-Zm.UbgM7:1:13 (I-Zm.UbgM1-1:1:15, SEQ ID NO: 146; I-Zm.UbgM1—
1:1:18, SEQ ID NO: 11 y; I-Zm.UbqM1-1:1:20, SEQ ID NO: 182) cada uno
comprende un residuo de guanina en la posicion 1034. Ademas, los dltimos 3,
nucledtidos 3° de EXP-Zm.UbgM1:1:8 (SEQ ID NO: 145) y EXP-
Zm.UbgM1:1:9 (SEQ ID NO: 147) difieren de los de EXP—Zm.UbgM1:1:11
(SEQ ID NO: 149) y EXP-Zm.UbgM1:1:13 (SEQ ID NO: 181).

Ejemplo 2: Analisis de elementos regulatorios que dirigen GUS en

los protoplastos de maiz.

Los protoplastos de hoja de maiz se transformaron con vectores de
exp'resi(bn de planta que contienen una secuencia EXP que conduce la
expresion del trancgén de R—glucuronidasa (GUS) y se comparoé la expresion
de GUS en los protoplastos de hoja en los que la expresion de GUS esta
dirigida por proniotores constitutivos conocidos.

La expresion de un transgén dirigida por EXP-ANDge.Ubq1:1:7 (SEQ ID
NO: 5), EXP-ANDge.Ubg1:1:6 (SEQ ID NO: 12), EXP-ERIra.Ubq1:1:9 (SEQ ID
NO: 22) o EXPQERIra.qu1:1 :8 (SEQ ID NO: 27) se comparé con la expresion
de promotores constitutivos conocidos. Las secuencias EXP anteriores se
clonaron en vectores de expresién de planta como se muestra en la siguiente
Tabla 3 para producir vectores en los que una secuencia EXP esta unida
operativamente 5° a un indicador R—glucuronidasa (GUS) que contenia un
intron procesable (denominado como GUS—2, SEQ ID NO: 160) derivado del
gen ST-LS1 especifico de tejido inducible por la luz de papa (Acceso
GenBank: X04753) o una secuencia codificadora de GUS contigua (GUS-1,

SEQ ID NOS: 159), que estaba unida operativamente UTR 5° a 3" derivada del
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gen de nopalina sintasa de A. tumefaciens (T-AGRtu.nos—1:1:13, SEQ ID NO:

161) o el gen Hsp17 de trigo (T-Ta.Hsp17—1:1:1, SEQ ID NO: 162).

Tabla 3. Constructo del plasmido de expresién de planta GUS vy la

correspondiente secuencia EXP, secuencia codificadora de GUS y 3" UTR

usados para la transformacion de protoplastos de hoja de maiz. “SEQ ID

NO:” se refiere a una secuencia EXP dada.

SEQID
Plasmido Secuencia EXP NO: GUS 3" UTR
A T—
IEXP—CaIVIV,SSS— GUS- | AGRtu.nos—
PMON19469 | mej+Zm.DnakK:1:1 170 1 11413
'EXP-CaMV,355—- GUS- | T-Ta.Hsp17—-
PMONB5328 | mej+Ta.Lhcb1+0s.Act1:1:1 163 2 1:1:1
i
GUS- | AGRtu.nos—
pMON25455 EXP-0s.Act1:1:9 179 1 151113
_ .
GUS- | AGRtu.nos—
PMON122605 | EXP-0s.TubA-3:1:1 165 1 Taed3
T
GUS- | AGRtu.nos—
PMON136264 | EXP-ANDge.Ubq1:1:7 5 1 1:1123
T
GUS—- | AGRtu.nos-
PMON136259 | EXP-ANDge.Ubg1:1:6 13 1 1348 |
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SEQ ID
Plasmido | Secuencia EXP NO: GUS 3"UTR
Tk
GUS- | AGRtu.nos-
pPMON136263 | EXP-ERIra.Ubq1:1:9 22 1 =1513
T
_ GUS- | AGRtu.nos—
PMON136258 | EXP-ERIra.Ubg1:1:8 27 1 111313

Los pla's_r:nidos de control (pMON19469, pMONG5328, pMON25455 y
PMON122605) usados para la comparacion se construyeron como se describio
antes .y contienen una secuencia EXP conocida: EXP-CaMV.35S5-
mej+Zm.DnaK:1:1 - (SEQ D NO: 170), EXP-CaMV.355-
mej+Ta.Lhcb1+0s.Act1:1:1(SEQ ID NO: 163), EXP-0Os.Act1:1:9 (SEQ ID NO:
179), o EXP-0s.TubA-3:1:1 (SEQ ID NO: 165), respectivamente, unido
operativamente 5° a una secuencia codificadora de GUS y 3" UTR. Se
proporcionaron tres controles adicionales para evaluar la expresion umbral de
GUS y Iuciferaéé: un control sin ADN, un vector vacio que no esta disefiado
para expresion del transgén, y un vector de expresion usado para expresar la
proteina fluorescente verde (GFP).

También se construyeron dos plasmidos, para usar en la co-—
transformacion y normalizacion de datos, usando métodos conocidos en la
tecnica. Cada plasmido contenia una secuencia codificadora de luciferasa
especifica que %ue.dirigida por una secuencia EXP constitutiva. El vector de

planta pMON18437 comprende un casete del transgén con un promotor
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constitutivo unido operativamente 5 a un intron, (EXP-CaMV.35S—
mej+Zm.DnaK:1:1, SEQ ID NO: 170), unido operativamente 5° a una secuencia
codificadora de luciferas de luciérnaga (Photinus pyralis) a (LUCIFERASE:1:3,
SEQ ID NO: 166), unida operativamente 5° a una UTR 3’ del gen de nopalina
sintasa de Agrobacterium tumefaciens (T-AGRtu.nos-1:1:13, SEQ ID NO:
161). El vector de nlanta PMONB3934 comprende un casete del transgén con
una secuencia EXP constitutiva (EXP-CaMV.355-enh-Lhchb1, SEQ ID NO:
168), unido operativamente 5° a una secuencia codificadora de luciferasa de
pensamiento de mar (Renilla reniformis) (CR-Ren.hRenilla Lucife—0:0:1, SEQ
ID NO: 167), unido operativamente 5" a una UTR 3' del gen de nopalina sintasa
de Agrobacteriun tumefaciens (T-AGRtu.nos-1:1:13, SEQ ID NO: 161).

Los protoplastos de hoja de maiz se transformaron usando un método
de transformacion basado en PEG, que es bien conocido en la técnica. Las
celulas protoplasticas se transformaron con ADN del plasmido pMON19437,
ADN del plasmido pMON63934, y una cantidad equimolar de uno de los
plasmidos prese;ntados en la Tabla 3 y se incubaron toda la noche en oscuridad
total. Las mediciones de GUS y luciferasa se realizaron colocando alicuotas de
una preparacion de células lisadas transformadas como antes en dos placas de
pocillos pequefios. Una placa se us6 para las mediciones de GUS, y una
segunda placa se us6 para realizar un ensayo de luciferasa dual usando un
sistema de ensayo indicador de luciferasa dual (Promega Corp., Madison, W
Ver por ejemplo," Promega Notes Magazine, No: 57, 1996, p.02). Se realizaron
una a dos transformaciones para cada secuencia y se determinaron los valores
de expresion promedio para cada secuencia EXP a partir de varias muestras

de cada experimento de transformacion. Las mediciones de la muestra se
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realizaron usando cuatro replicados de cada transformacién del constructo de
la secuencia EXP, o alternativamente, tres replicados de cada constructo de la
secuencia EXP por uno de los dos experimentos de transformacién. Los niveles
de expresion promedio de GUS vy luciferasa se proporcionan en la Tabla 4. En
esta tabla, los valores de luciferasa de luciérnaga (por ejemplo, de Ia expresion
de pMON19437) se proporcionan en la columna marcada “FLuc” y los valores
de luciferasa de Renilla |uciferase proporcionan en la columna marcada como
“RLuc”.
Tabla 4. Actividad de GUS y Luciferasa en células protoplasticas de hoja
de maiz transfcrmadas.
| SEQ
Plasmido Secuencia EXP IDNO: | Gus RLuc FLuc
EXP-CaMV,355-
 pPMON19469 | mej+Zm.DnaK:1:1 170 | 789147 | 298899 | 36568
EXP-CaMV,355—
mej+Ta.Lheb1+0s.Actd
pPMONB5328 | :1:1 163 | 508327 | 158227 | 17193
pPMON25455 : EXP-0s.Act1:1:9 179 460579 | 183955 | 53813
MON122605 ’ EXP-0s.TubA-3:1:1 165 25082 25821 21004
PMON136264 | EXP-ANDge.Ubq1:1:7 5 926083 [ 101213 | 23704
PMON136259 | EXP-ANDge.Ubqg1:1:6 12 845274 | 193153 | 51479
PMON136263 | EXP-ERIra.Ubq1:1:9 22 901985 | 132765 | 41313
101144
MON136258 | EXP-ERIra.Ubq1:1:8 27 7 210635 | 66803
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Para comparar la actividad relativa de cada secuencia EXP, los valores
de GUS se expresaron como una relacién de actividad de Gus a luciferasa y se
normalizaron con respecto a los niveles expresion observados para la
secuencia de EXP EXP-0s.TubA-3:1:1 (SEQ ID NO: 165). La siguiente Tabla
S muestra las relaciones de expresion de GUS/RLu normalizada con respecto a
la expresién e EXP-0s.TubA-3:1:1 en los protoplastos de maiz.

Como se puede observar en la Tabla 5, la expresion de GUS, dirigida
por EXP-ANDge.Ubg1:1:7 (SEQ ID NO: 5), EXP-ANDge.Ubq1:1:6 (SEQ ID
NO: 12), EXP-ERIra.Ubg1:1:9 (SEQ ID NO: 22) o EXP-ERIra.Ubg1:1:8 (SEQ
ID NQO: 27) fue 4,51 a 9,42 veces mas alta que la expresién de GUS dirigida por
EXP-0s.TubA-3:1:1 (SEQ ID NO: 163). La expresion de GUS dirigida por
EXP-ANDge.UL91:1:7 (SEQ ID NO: 5), EXP-ANDge.Ubg1:1:6 (SEQ ID NO:
12), EXP-ERIra.Ubq1:1:9 (SEQ ID NO: 22) o EXP-ERIra.Ubgi:1:8 (SEQ ID
NO: 27) también fue mas alta que la de EXP-CaMV.355-mej+Zm.Dnak:1:1
(SEQ ID NO: 170), EXP-CaMV.355-mej+Ta.Lhcb1+0s.Act1:1:1 (SEQ ID NO:
163), 0 EXP-0s.Act1:1:9 (SEQ ID NO: 179).
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Tabla 5. Veces de expresion de GUS/RLuc con respecto de la expresion

de EXP-0s.TubA-3:1:1 en células protoplésticas de hoja de maiz.

Gus/RLuc
Normalizado

con respecto

SEQ a EXP-
| ID Os.TubA-
Plasmido ! Secuencia EXP NO: | Gus/RLuc 3:1:1
EXP-CaMV,355-
pPMON19469 |, mej+Zm.DnakK:1:1 170 2,640000 AN
- EXP-CaMV,355-
pMONGB5328 l mej+Ta.Lheb1+0s.Acti:1:1 | 163 | 3,210000 3,31
PMON25455 | EXP-0s.Act1:1:9 179 2,500000 2,57 |
_pMON122605 | EXP—0s.TubA-3:1:1 165 0,971000 1,00
PMON136264 EXP—ANDge.Ubq1:1:7 5 9,150000 9,42
PMON136259 | EXP-ANDge.Ubq1:1:6 12 4,380000 4,51
pMON136263 | EXP-ERIra.Ubqg1:1:9 22 6,790000 6,99
PMON136258 | EXP-ERIra.Ubg1:1:8 27 4,800000 4,94

La Tabla 6 muestra abajo relaciones de GUS/FLuc de expresion

normalizada con respecto a la expresion de EXP-Os.TubA-3:1:1 en

protoplastos de maiz.
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Tabla 6. Expresion de pliegue GUS/FLuc respecto de la expresion de

EXP-0s.TubA-3:1:1 en células de protoplastos de hojas de maiz.

{ Normalizdo
: con
! respecto a
SEQ EXP-
ID 0s.TubA-
Plasmid __Secuencia EXP NO: Gus/FLuc gt
EXP-CaMV,355-
pMON19469 | mej+Zm.DnakK:1:1 170 21,600000 18,15
EXP-CaMV,355-
| pPMONG5328 .| mej+Ta.Lhcb1+Os.Act:1:1 | 163 | 29,600000 24,87
pMON25455 I EXP-0s.Act1:1:9 179 8,560000 7,19
MON122605 | EXP-0s.TubA-3:1:1 165 1,190000 1,00
PMON136264 | EXP-ANDge.Ubq1:1:7 ) 39,100000 32,86
PMON136259 | EXP-ANDge.Ubq1:1:6 12 16,400000 13,78
PMON136263 | EXP-ERIra.Ubg1:1:9 22 21,800000 18,32
pMON136258 ! EXP-ERIra.Ubqg1:1:8 27 15,100000 12,69

Como se puede observar en la Tabla 6, la expresion de GUS, dirigida

por EXP-ANDge.Ubqg1:1:7 (SEQ ID NO: 5), EXP-ANDge.Ubg1:1:6 (SEQ ID
NO: 12), EXP-ERIra.Ubg1:1:9 (SEQ ID NO: 22) o EXP-ERIra.Ubg1:1:8 (SEQ

ID NO: 27) demostré la misma tendencia general cuando se expresa como la

relacion de los valores de GUS/FLuc y se normaliza con respecto a EXP-

Os.TubA-3:1:1 (SEQ ID NO: 165). La expresién fue 12,69 a 32,86 veces mas
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alta que la expr?.esi_c'm de GUS dirigida por EXP-0s.TubA-3:1:1 (SEQ ID NO:
165). La expresilén de GUS dirigida por EXP-ANDge.Ubq1:1:7 (SEQ ID NO: 5),
EXP-ANDge.Ubq1:1:6 (SEQ ID NO: 12), EXP~ERIra.Ubq1:1:9 (SEQ ID NO:
22) o EXP-ERIra.Ubq1:1:8 (SEQ ID NO: 27) también fue mas alta en ciertas
somiparadiones que le de EXP-CaMV.35S-mej+Zm.DnaK:1:1 (SEQ ID NO:
170), EXP—CaMIV.BSS—mej+Ta.Lth1+OS.Act1:1:1 (SEQ ID NO: 163), 0 EXP-
Os.Act1:1:9 (SEQ ID NO: 179).

Ejemplo 3: Anélisis de los elementos regulatorios que dirigen GUS
en los protoplastos de maiz usando amplicones del casete del transgén
de GUS.

Los proto_plastos de hoja de maiz se transformaron con amplicones de
ADN derivadosi’: de vectores de expresion de planta que contienen una
secuencia EXP, que dirige la expresion del transgén de 3—glucuronidasa
(GUS), y compararon con el protoplasto de hoja en los que la expresion de
GUS esta dirigida por promotores constitutivos coﬁocidos en una serie de
experimentos que se presentan a continuacion.

En un pr.’?mer conjunto de experimentos, las células protoplasticas de
maiz, derivadas. del tejido foliar se transformaron como antes con amplicones
producidos de la amplificacion de casetes del transgén de GUS que
comprenden Ios_vectores de expresior. de planta para comparar la expresion de
un transgén (GL;JS) dirigida por una de EXP-ANDge.Ubgq1:1:7 (SEQ ID NO: 5),
EXP-ANDge.Ubq1:1:10 (SEQ ID NO: 10), EXP-ANDge.Ubq1:1:6 (SEQ ID NO:
12), EXP~ANDge.qu1:1:11 (SEQ ID NO: 14), EXP-ANDge.Ubq1:1:12 (SEQ
ID NO: 16), EXP-ERlra.Ubq1:1:9 (SEQ ID NO: 22), EXP-ERIra.Ubg1:1:10
(SEQ ID NO: 25), EXP-ERIra.Ubqi:1:8 (SEQ ID NO: 27), EXP-
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ERIra.Ubqg1:1:11 (SEQ ID NO: 29), EXP-ERIra.Ubqg1:1:12 (SEQ ID NO: 31),
EXP-SETit.Ubq1:1:5 (SEQ ID NO: 117), EXP-SETit.Ubq1:1:7 (SEQ ID NO:
123), EXP-SETit.Ubq1:1:6 (SEQ ID NO: 124), EXP-Sv.Ubq1:1:7 (SEQ ID NO:
128), EXP-Sv.Ubq1:1:8 (SEQ ID NO: 132), EXP-Sv.Ubq1:1:10 (SEQ ID NO:
134), EXP-Zm.!JbgM1:1:6 (SEQ ID NO: 137), EXP-Zm.UbgM1:1:7 (SEQ ID
NO: 141), EXP-Sb.Ubq4:1:2 (SEQ ID NO: 151), EXP-Sb.Ubg6:1:2 (SEQ ID
NO: 153) y EXP-ClLUbg1:1:10 (SEQ ID NO: 98) con la de los promotores
constitutivos conocidos. Cada secuencia EXP que comprende la amplificacién
del molde del cual se produce el amplicon del casete del transgen se clond
usando métodos conocidos en la técnica en un vector de planta de expresion
mostrado en la siguiente Tabla 7 bajo el titulo de “Molde del amplicon”. Los
vectores de expresién de planta resultantes comprenden un casete del
transgén compuesto de una secuencia EXP, unida operativamente 5" a una
secuencia codificadora para B-glucuronidasa (GUS) que contiene un intron
procesable (“GUS-2" como se describe en el anterior Ejemplo 2), o una
secuencia codificadora de GUS contigua (“GUS-1", como se describié antes),
unido operativar.nente 5" auna UTR 3’ de T-AGRtu.nos—1:1:13 o T-Ta.Hsp17-
1:1:1, como también se indicé anteriormente. Los amplicones se produjeron
usando métodos conocidos por los expertos en la técnica usando los moldes
del constructo del plasmido presentados en la siguiente Tabla 7. En breves
palabras, se dis_eﬁ(’) un cebador de oligonucleétido 5° para aparearse con la
secuencia promotora y se us6 un cebador de oligonucledtido 3", que se aparea
en el extremo 3" de la UTR 3’ para la amplificacion de cada casete del
transgén. Se introdujeron sucesivas supresiones 5 en las secuencias

promotoras que comprenden los casetes del transgén, que dan origen a
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diferentes secuencias de EXP, por el uso de diferentes cebadores de
oligonucledtidos que se disefiaron para aparearse en diferentes posiciones
dentro de la sec lencia promotora que comprende cada molde de amplicon.,
Tabla 7. Amplicones de expresién de planta de GUS y correspondientes
5 moldes del amplicén del constructo de plasmido, secuencia EXP,
secuencia cod'ficadora de GUS y ''TR 3’ usadas para la transformacion

de protoplastos de hoja de maiz.

Secuen-
Plantilla de SEQ ID | cia codif.
Amplicén ID amplicon | Secuencia EXP NO: GUS 3" UTR
Tz
AGRtu
| EXP- NoS—
PCR0145942 | pMON25455 | Os.Act1:1:9 179 GUS-1 a3
P-CAMV,355-
ENH- T-
1:1:102/L— AGRtu
: CAMV,355- .NOS—
PCR0145941 ‘ pPMON33449 | 1:1:2 169 GUS-1 Bilid3
EXP- T-
I CaMV,355— Ta.Hsp
| mej+Ta.Lhch1+ 17—
PCR0145943 I PMON65328 | Os.Act1:1:1 163 GUS-2 1:1:1
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Secuen—
Plantilla de SEQ ID | cia codif.

Amplicon ID amplicén Secuencia EXP NO: GUS 3"UTR
EXP- T-

CaMV,355- AGRtu

mej+Zm.DnakK:1 .Nos—

PCR0145944 | pMON81552 | :1 170 GUS—1 11108
Tl

EXP- AGRtu

ANDge.Ubg1:1: .Nos—

PCRO0145892 | piviON136264 | 7 5 |Gus—1 |1:1:13
T

EXP- AGRtu

ANDge.Ubqg1:1: .NoS—

PCR0145815 | pMON136264 | 10 10 GUS—1 1:1:13
| o

EXP- AGRtu

ANDge.Ubqg1:1: .NosS—

PCR0145893 | pMON136259 | 6 12 GUS-1 19113
T

EXP- AGRtu

ANDge.Ubg1:1: .N0S—

PCR0145817 | pMON136264 | 11 14 GUS-1 1:1£13
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Secuen-
Plantilla de SEQID | cia codif.
Amplicén ID amplicén Secuencia EXP NO: GUS 3"UTR
_ -
EXP-— AGRtu
ANDge.Ubqg1:1: .NoS—
PCR0145819 | pMON136264 | 12 16 GUS-1 1918 |
;[
AGRtu
EXP- .nos—
PCR0145896 | pMON136263 | ERIra.Ubq1:1:9 22 | GUS-1 1:1:13
. ; iy
EXP- AGRtu
ERIra.Ubqg1:1:1 .NOS—
PCR0145820 | pMON136263 | 0 25 GUS-1 1:1:13
_ o
AGRtu
EXP-— .NoS—
PCR0145897 | pMON136258 | ERIra.Ubq1:1:8 27 | GUS-1 1:1:13
=
EXP- AGRtu
ERIra.Ubg1:1:1 .nos—
PCR0145821 | pMON136263 | 1 29 |GUS-1 [ 1:1:13
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Secuen-
Plantilla de SEQ ID | cia codif.

Amplicén ID amplicon | Secuencia EXP | NO: GUS 3"UTR
Tis

EXP- AGRtu

ERIra.Ubqg1:1:1 .NOS—

PCR0145822 | pMON136263 | 2 31 GUS—1 19518
_ n

AGRtu

EXP- .Nos—

PCR0145900 | pMON140877 | SETit.Ubg1:1:5 117 | GUS-1 19218
g il

AGRtu

EXP- .Nos—

PCR0145928 | pMON140877 SETit.Ubg1:1:7 123 GUS—1 1:1:13
j -

AGRtu

EXP- .N0S—

PCRO145905 | pMON140877 | SETit.Ubq1:1:6 124 GUS-1 118
T

AGRtu

EXP- .nos—

PCR0145909 | PMON140878 | Sv.Ubq1:1:7 128 | GUS-1 113
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Secuen-
Plantilla de SEQ ID | cia codif.

Amplicén ID amplicén Secuencia EXP NO: GUS 3" UTR
:

AGRtu

EXP- .NOS—

PCR0145929 | pMON140878 | Sv.Ubqg1:1:8 132 GUS-1 i3
T

AGRtu

EXP- .Nos—

PCR0145911 | pMON140878 | Sv.Ubq1:1:10 134 GUS—1 13
T

AGRtu

EXP- .nos—

PCR0145914 | pMON140881 | Zm.UbgM1:1:6 137 GUS—1 1:1:13
i =

AGRtu

EXP- .nos—

PCR0145915 | pMON140882 | Zm.UbgM1:1:7 141 GUS-1 1:1:13
T

AGRtu

EXP- .Nos—

PCR0145921 | pMON140886 | Sb.Ubg4:1:2 151 GUS—1 11313
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Secuen-
Plantilla de SEQ ID | cia codif.
Amplicén ID amplicon Secuencia EXP NO: GUS 3"UTR
T
AGRtu
EXP- .NOS—
PCR0145920 | pMON140887 | Sb.Ubqg6:1:2 153 | GUS-1 18218
T
| AGRtu
EXP- .Nos—
PCR0145922 | pMON140889 | Cl.Ubg1:1:10 98 GUS— 1:1:13

Los constructos de plasmido listados como moldes de amplicon en la
Tabla 7 actuaron como moldes para la amplificacion de los casetes de
expresion del transgén que comprenden las secuencias EXP listadas de la
Tabla 7. Los plasmidos de control usados para generar los amplicones del
transgén de GUS para comparacién se construyeron como describid
previamente con secuencias EXP constitutivas descriptas en el Ejemplo 2.
También se usaron controles negativos para la determinacion de GUS vy
luciferasa umbral, un control sin ADN, y una muestra de control en la que se
usan dos plasmidos de luciferasa en la transformacion junto con un ADN de
plasmido que no expresa una secuencia codificadora. Los plasmidos
PMON19437 y pMONG63934, que se describieron en el Ejemplo 2, también se

emplearon para la cotransformacion y normalizacion de datos.




(o)
C
b
.
l‘\\_’

Ly

114

Los protoplastos de hoja de maiz se transformaron usando un método
de transformacion basado en PEG que se describi6 en el Ejemplo 2 anterior. La
siguiente Tabla 8 muestra los valores de expresion de GUS y luciferasa
promedio determinados para cada casete del transgén.

5 Tabla 8. Actividad de GUS y luciferasa promedio en células protoplasticas

de hoja de maiz transformadas.

SEQID

Secuencia EXP NO: GUS RLuc FLuc
EXP-0s.Act1:1:9 179 1640,3 105416,8 | 2671,8 |
P-CAMV,355-ENH-1:1:102/L~
CAMV,3585-1:1:2 169 10426,3 344088,6 | 8604,1
EXP-CaMV,358—-
mej+Ta.Lhcb1+0s.Act1:1:1 163 12530,8 137722,6 | 3067,1
EXP-CaMV,35S-
mej+Zm.Dnak:1:1 170 61036,1 208125,3 | 5787,6
EXP-ANDge.Ubq1:1:7 3 59447 4 84667,6 | 2578,4
EXP-ANDge.Ubq1:1:10 10 40123,3 76753,8 | 2419,8
EXP-ANDge.Ubq1:1:6 12 42621,0 121751,3 | 3974,8
EXP-ANDge.Ubg1:1:11 14 44358,5 87105,8 | 2687, 1
EXP-ANDge.Ubqg1:1:12 16 48219,0 107762,1 | 3279,6
EXP-ERIra.Ubqgi:1:9 22 31253,0 171684,1 | 6476,1
EXP-ERIra.Ubq1:1:10 25 7905,8 21235,6 | 4624
EXP-ERIra.Ubq1:1:8 27 39935,8 173766,6 | 5320,3
EXP-ERIra.Ubg1:1:11 29 34141,3 111626,8 | 3377,6
EXP-ERIra.Ubgi:1:12 31 11540,3 42362,1 | 1045,3
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SEQID
Secuencia EXP NO: GUS RLuc FLuc
EXP-SETit.Ubq1:1:5 117 20496,5 88695,8 | 2358,8
EXP-SETit.Ubhq1:1:7 123 75728,5 185223,8 | 4723,1
EXP-SETit.Ubqg1:1:6 124 44148,3 161216,3 | 4962, 1
EXP-Sv.Ubq1:1:7 128 15043,8 74670,6 | 1888,3
EXP-Sv.Ubg1:1:8 132 31997,8 113787,1 | 3219,8
EXP-Sv.Ubg1:1:10 134 38952,8 220208,6 | 7011,3
EXP-Zm.UbaM1:1:6 137 30528,3 90113,1 | 2453,6
EXP-Zm.UbcM1:1:7 141 34986,3 105724,7 | 2553,8
EXP-Sb.Ubqg4:1:2 151 9982,3 726838 21716
EXP-Sb.Ubg6:1:2 153 33689,0 114709,6 | 3879,6
EXP-Cl.Ubg1:1:10 o8 50622,3 107084,3 | 2621 ,SJ

Para comiparar la actividad relativa de cada secuencia EXP, los valores

de GUS se expresaron como una relacion de actividad de Gus a luciferasa y se
normalizaron con respecto a los niveles de expresion observados para EXP-
Os.Act1:1:1 y EXP-CaMV.355-mej+Ta.Lhcb1+0s.Act1:1:1. La siguiente Tabla
9 muestra las relaciones de expresion de GUS/RLuc normalizada con respecto

a la EXP-0Os.Act1:1:1

expresion  dirigida por y EXP-CaMV.355-
mej+Ta.Lhcb1+0s.Act1:1:1 en los protoplastos de maiz. La siguiente Tabla 10
muestra las relaciones de expresion de GUS/RLucc normalizada con respecto
EXP-Os.Act1:1:1

mej+Ta.Lhch1+0s.Act1:1:1 en protoplastos de maiz.

a la expresion dirigida de y EXP-CaMV.35S-
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Tabla 9. Relaciones de expresion de GUS/RLuc y GUS/FLuc normalizada

con respecto a EXP-CaMV.35S-mej+Ta.Lhcb1+0s.Act1:1:1 (SEQ ID NO:

163) en protoplastos de maiz.

G

GUS/RLuc GUS/FLuc respecto
respecto _de EXP- de EXP-
SEQ CaMV,355- CaMV,35S5—-
ID mej+Ta.Lhcb1+ mej+Ta.Lhcb1+
Secuencia EXP NO: Os.Actl1:1:1 Os.Act1:1:1
EXP-0s.Act1:1:9 179 0,16 0,14
P-CAMV,355-ENH-
1:1:102/ L»CAM\:I',SSS—
Ti:2 ) 169 0,33 0,30
EXPhCaMV,SSSI—
mej+Ta.Lheb1+0s.Acti:1:1 | 163 1,00 1,00
EXP-CaMV,355-
mej+Zm.Dnak:1:1 170 3,22 2,58
EXP—ANDge.qu1 1:7 5 7,72 5,64
EXP—ANDge.Ub:::ﬂ :1:10 10 5,75 4,06
EXP-ANDge.Ubq1: i:6 12 3,85 2,62
EXP-ANDge.Ubg1:1:11 14 5,60 4,04
EXP-ANDge.Ubq1:1:12 16 4,92 3,60
EXP-ERIra.Ubgi:1:9 22 2,00 1,18
EXP-ERIra.Ubq!1.10 25 4,09 4,18
EXP-ERIra.Ubq1:1:8 27 2,53 1,84
EXP-ERIra.Ubqg1:1:11 29 3,36 2,47
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EXP-ERIra.Ubg::1:12 31 2,09 2,70
EXP—SETit.Ubg1:1:5 117 2,54 2,13
EXP-SETit.Ubg1:1:7 123 4,49 3,92
EXP-SETit.Ubq1:1:6 124 3,01 2,18
EXP-Sv.Ubq1:1:7 128 2,21 1,95
EXP—Sv.Ubgi:1:8 132 3,09 2,43
EXP-Sv.Ubg1:1:10 134 1,94 1,36
EXP—Zm.UbqM1:1:6 137 3,72 3,05
EXP-Zm.UbqM1:1:7 141 3,64 3,35
EXP—Sb.Ubg4:1:2 151 1,51 1,13
EXP—Sb.Ubg6:1:2 153 3,23 2,13
EXP-CLUbq1:1:10 98 5,20 4,73

Tabla 10. Relaciones de GUS/RLuc y GUS/FLuc de expresion normalizada

con respecto a EXP-Os.Act1:1:9 (SEQ ID NO: 179) en protoplastos de

hojas de maiz. :

GUS/RLuc con | GUS/FLuc con
SEQ respecto a respecto a
1D EXP- EXP-

Secuencia EXP NO: Os.Act1:1:9 Os.Act1:1:9
EXP-0s.Act1:1:9 179 1,00 1,00
P-CAMV,35S-ENH-1:1:102/L—
CAMV,355-1:1:2 169 2,07 2,10
EXP-CaMV,355-
mej+Ta.Lhcb1+0s.Act1:1:1 163 6,23 7,09
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GUS/RLuc con | GUS/FLuc con
SEQ respecto a respecto a
ID EXP- EXP-
Secuencia EXP NO: Os.Act1:1:9 Os.Act1:1:9

EXP-CaMV,355-mej+Zm.Dnak:1:1 170 20,07 18,29
EXP-ANDge.Ubq1:1:7 5 48,05 39,99
EXP-ANDge.Ubg1:1:10 10 35,78 28,76
EXP-ANDge.Ubqi:1:6 12 23,96 18,60
EXP-ANDge.Ubgi:1:11 14 34,85 28,64
EXP-ANDge.Ubg1:1:12 16 30,62 25,50
EXP-ERIra.Ubg1:1:9 22 12,46 8,37
EXP-ERIra.Ubg1:1:10 25 25,48 29,66
EXP-ERIra.Ubqg1:1:8 27 16,73 13,02
EXP-ERIra.Ubgi:1:11 29 20,93 14,53
EXP-ERIra.Ubgi:1:12 31 18,64 19,15
EXP-SETit.Ubqg1:1:5 117 15,82 15,07
EXP-SETit.Ubqg1:1:7 123 27,98 27,81
EXP-SETit.Ubqg1:1:6 124 18,74 15,43
EXP-Sv.Ubq1:1:7. 128 13,79 13,82
EXP-Sv.Ubq1:1:8 132 19,25 17,24
EXP-Sv.Ubqg1:1:10 134 12,11 9,64
EXP-Zm.UbgM1:1:6 137 23,19 21,58
EXP-Zm.UbgM1:1:7 141 22,65 23,76
EXP-Sh.Ubg4:1 2 151 9,41 7.57
EXP-Sb.Ubg6:1:2 153 20,10 15,06
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GUS/RLuc con | GUS/FLuc con
SEQ respecto a respecto a
ID EXP- EXP-
Secuencia EXP NO: Os.Act1:1:9 Os.Act1:1:9
EXP-CL.Ubg1:1:10 o8 32,35 33,50

En un segundo conjunto de experimentos, un amplicon del casete de
GUS que comprende la secuencia EXP EXP-Zm.UbqM1:1:8 (SEQ ID NO: 145)
se comparo con los amplicones de control, PCR0145942 (EXP-0Os.Acti:1:9,
SEQ ID NO: 179) y PCR0145944 (EXP-CaMV.35S-mej+Zm.DnaK:1:1, SEQ ID
NO: 170) con respecto a la expresion de GUS. La expresion de GUS dirigida
por la secuencia EXP EXP-Zm.UbgM1:1:8 fue mas alta que la de los dos
controles. La s:guiente Tabla 11 muestra los valores promedio de GUS y
luciferasa determinados para cada amplicén. La siguiente Tabla 12 muestra las
relaciones de expresion de GUS/RLuc y GUS/FLuc normalizadas con respecto
a la expresion dirigida de EXP-0s.Act1:1:9 y EXP-CaMV.35S-

mej+Zm.DnaK:1:1 en protoplastos de maiz.

Tabla 11. Actividad media de GUS y Luciferasa en células de protoplastos

transformadas de hojas de maiz.

SE

Q

ID
Amplicén Secuencia EXP NO: | GUS RLuc | FLuc
PCR014594 | EXP-Os.Act1:1:9 179 | 1512,2 | 19046 | 11333,




120

Gudiog

2 1 8
PCR014594 | EXP-CaMV,355— 41176, | 33083 | 13885,
4 mej+Zm.Dnak:1:1 170 7 8
PCR014591 79581, | 33075 | 15262,
6 EXP—Zm.UbgM1:1:8 145 6 5

Tabla 12. Relaciones de GUS/RLuc y GUS/FLuc de expresion normalizada

con respecto a EXP-Os.Act1:1:9 (SEQ ID NO: 179) y EXP-CaMV,355—

mej+Zm.DnaK:1:1 (SEQ ID NO: 170) en protoplastos de hojas de maiz.

GUS/RLuc | GUS/FLuc
respecto respecto
GUS/RLuc | GUS/FLuc | de EXP- | de EXP-
respecto respecto | CaMV,35S | CaMV,35S
SE | de EXP- | de EXP- - -
QID | Os.Act1:1: | Os.Act1:1: | mej+Zm.D | mej+Zm.D
Secuencia EXP NO: 9 9 nak:1:1 nakK:1:1
EXP-0s.Act1:1:9 179 1,00 1,00 0,06 0,04
EXP-CaMV,355~
mej+Zm.Dnak:1:1 170 15,68 22,22 1,00 1,00
EXP-Zm.UbgM1:1:8 | 145 30,30 39,08 1,93 1,76

En un tercer conjunto de experimentos, los casetes del transgen del

amplicon GUS se obtuvieron como se describio antes y se analizaron para

determinar la  expresion

dirigida

por

las

secuencias

EXP,

EXP-

ANDge.Ubq1:1:3 (SEQ ID NO: 8), EXP-CL.Ubq1:1:10 (SEQ ID NO: 98), EXP-
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Cl.Ubg1:1:13 (SEQ ID NO: 114), EXP—CE.qu1‘:1:14 (SEQ ID NO: 115) y EXP-
Cl.Ubg1:1:15 (SEQ ID NO: 1186). Los amplicones estaban compuestos de una
secuencia EXP '._un':da operativamente a la secuencia codificadora de GUS-1
que estaba unida operativamente a UTR 3' de T-AGRtu.nos—1:1:13. La
expresion se comparé con los controles EXP—Os.Act1:1:9 (SEQ ID NO: 179) y
EXP-CaMV.355-mej+Zm.DnaK:1:1 (SEQ ID NO: 170). La siguiente Tabla 13
muestra los valores promedio de GUS vy luciferasa determinados para cada
amplicén. La s'iguiente Tabla 14 muestra las relaciones de expresion de
GUS/RLuc normalizada con respecto a la expresion dirigida de EXP-
Os.Act1:1:9 y EXP-CaMV.3558-mej+Zm.DnaK:1:1 en protoplastos de maiz.

Tabla 13. Actividad promedio de GUS vy Iluciferasa en células

protoplasticas de hoja de maiz transformadas.

SEQ
Amplicén ID Secuencia EXP ID NO: GUS RLuc
PCR0145942 | EXP-0Os.Act1:1:9 179 9445,25 929755
EXP-CaMV,35S~

PCR0145944 | mej+Zm.DnaK:1:1 170 785901,25 | 445127
PCR0146628 ‘EXP—ANDge.me :1:8 8 192056,75 | 972642
PCR0145922 | EXP-CI.Ubg1:1:10 98 175295,25 | 395563
PCR0145945 | EXP-Cl.Ubqg1:1:13 114 1736745 | 402966
PCR0145946 EXP-Cl.Ubq1:1:14 115 185987,5 | 390052
PCRO0145947 IEXP—CI.qu1:1:15 116 9435 320749




122

OGOigf

Tabla 14. Relacién de GUS/RLuc y GUS/FLuc de expresioén normalizada
con respecto a EXP-0Os.Act1:1:9 (SEQ ID NO: 179) y EXP-CaMV,355—
mej+Zm.DnakK:1:1 (SEQ ID NO: 170) en protoplastos de hojas de maiz.

GUS/RLuc GUS/RLuc
respecto | respecto de EXP-
SEQID de EXP- CaMV,35S-
Secuericia EXP NO: | Os.Act1:1:9 | mej+Zm.DnaK:1:1 |
EXP-0s.Act1:1:9 179 1,00 0,06
EXP-CaMV,355-
mej+Zm.Dnak:1:1 170 17,38 1,00
EXP—ANDge.UF;m:T:B 8 19,44 1,12
EXF’HCI.qu‘i:1;':1OI 08 43,62 2,51
EXP-Cl.Ubg1:1:13 114 42,43 2,44
EXP—CI.qu1:1.:14 115 46,94 2,70 |
EXP-CL.Ubg1:1:15 116 2,90 417
5 Como se puede observar en la Tabla 14 anterior, las secuencias EXP

EXP-ANDge.Ubq1:1:8 (SEQ ID NO: 8), EXP-Cl.Ubg1:1:10 (SEQ ID NO: 98),
EXP-ClL.Ubq1:1:13 (SEQ ID NO: 114), EXP-Cl.Ubg1:1:14 (SEQ ID NO: 115) y
EXP-CIL.Ubg1:1:15 (SEQ ID NO: 116) son capaces de dirigir la expresion del
transgen. La expresion dirigida por EXP-ANDge.Ubq1:1:8 (SEQ ID NO: 8),
10 EXP-CLUbq1:1:10 (SEQ ID NO: 98), EXP-CI.Ubg1:1:13 (SEQ ID NO: 114) y
EXP-Cl.Ubqg1:1 14 '(SEQ ID NO: 115) fue mas alta que la de ambos controles.
La expresion dirigida por EXP-Cl.Ubq1:1:15 (SEQ ID NO: 116) fue menor que
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EXP-CaMV.35S-enh+Zm.DnaK:1:1 (SEQ ID NO: 170) pero mayor que el
control, EXP-0s.Act1:1:9 (SEQ ID NO: 179).

En un cuarto conjunto de experimentos, los casetes del transgén del
amplicon GUS de obtuvieron como se describié antes y se analizaron para
determinar la expresion dirigida por las secuencias EXP, EXP-CIL.Ubq1:1:10
(SEQ ID NO: 98), EXP-CLUbg1:1:16 (SEQ ID NO: 93) y EXP-ClL.Ubq1:1:17
(SEQ ID NO: 97). La expresién se comparé con los controles EXP—Os.Act1:1:9
(SEQ ID NO: 179) y EXP-CaMV.35S-enh+Zm.Dnak:1:1 (SEQ ID NQO: 170). La
siguiente Tabla. 15 muestra los valores promedio de GUS vy luciferasa
determinados para cada amplicon. La siguiente Tabla 16 muestra las

relaciones de expresion de GUS/RLuc y GUS/FLuc normalizadas con respecto

a la expresion dirigida de EXP-Os.Act1:1:9 y EXP-CaMV.358-

enh+Zm.DnaK:1:1 en protoplastos de maiz.

Tabla 15. Actividad promedio de GUS vy luciferasa en células

protoplasticas de hoja de maiz transformadas.

32

P

-

SEQ
ID
Amplicén ID _ Secuencia EXP NO: GUS RLuc FLuc
PCR0145942 | EXP-Os.Act1:1:9 179 5333,5 171941,75 | 77817,88
EXP-CaMV,355~
| PCRO145944 | mej+Zm.Dnak:1:1 170 88517 177260,25 | 54207,38
PCR0145922 | EXP-CIl.Ubqg1:1:10 98 |130125,75| 194216 32055
| PMON146750 | EXP-CI.Ubqg1:1:16 93 134101,75 | 182317,5
PMON146751 EXP-Cl.Ubqg1:1:17 97 107122,5 | 151783,25 | 51354,38

32434,5 ‘
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Tabla 16. Relaciones de GUS/RLuc y GUS/FLuc de expresién normalizada
con respecto a EXP-Os.Act1:1:9 (SEQ ID NO: 179) y EXP-CaMV,355—
mej+Zm.DnakK:1:1 (SEQ ID NO: 170) en protoplastos de hojas de maiz.

) L
(C
£ 7

GUS/FL
uc
respect
GUS/FL | GUS/RLuc o de
uc respecto EXP-
GUS/RLuc | respect | de EXP- | CaMV,3
respecto ode | CaMV,35S 55—
SEQ | de EXP- | EXP- - mej+Zm.
Secuenci | ID | Os.Act1:1: | Os.Act | mej+Zm.D | DnaK:1:
Amplicén ID a EXP NO: 9 1:1:9 nakK:1:1 1
EXP-
PCRO014594 | Os.Acti:1:
2 9 179 1,00 1,00 0,06 0,04
EXP-
CaMV,35
B
PCR014594 | mej+Zm.D
4 nak:1:1 170 16,10 23,83 1,00 1,00
=XP-
PCR0O14592 | Cl.Ubq1:1:
o 10 98 21,60 59,23 1,34 2,49
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=XP—-
pMON14675 | CLUbg1:1:
0 16 93 23,71 60,32 1,47 2,53
EXP-
pPMON14675 | Cl.Ubq1:1:
1 17 o7 22,75 30,43 1,41 1,28

Como se puede observar en la Tabla 16, las secuencias EXP EXP-
Cl.Ubqg1:1:10 (SEQ ID NO: 98), EXP-ClLUbq1:1:16 (SEQ ID NO: 93) y EXP-
ClLUbg1:1:17 (SEQ ID NO: 97) pudieron dirigir la expresion del transgén. La
expresion dirigida por cada una de las secuencias EXP fue mas alta que la de
ambos controles.

En un quinto conjunto de experimentos, casetes del transgén del
amplicon de GUS se obtuvieron como se describid antes de analizar la
expresion dirigida por las secuencias EXP, EXP-Zm.UbgM1:1:11 (SEQ ID NO:
149) y EXP-Cl.UUbg1:1:23 (SEQ ID NO: 108). La expresién se compard con los
controles EXP-Os.Act1:1:9 (SEQ ID NO: 179) y EXP-CaMV.35S-
enh+Ta.Lhcb1+0s.Act1:1:1 (SEQ ID NO: 163). La siguiente Tabla 17 muestra
los valores promedio de GUS vy luciferasa determinados para cada amplicén. La
siguiente Table 18 muestra las relaciones de expresion de GUS/RLuc
normalizada con respecto a la expresion dirigida EXP-Os.Act1:1:9 y EXP-

CaMV.358—enh+Ta.Lhcb1+Os.Act1:1:1 en los protoplastos de maiz.
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17. Actividad promedic de GUS vy

Guog g5

luciferasa en células

Plantilla Amplicon Secuencia EXP | SEQID NO: | GUS | RLuc
EXP-
CaMV,355-
mej+Ta.Lhch1+ 70352, | 7902
MON65328 | PCR0145943 | Os.Act1:1:1 163 00 8,75 |
EXP- 33155, | 9233
PMON25455 | PCR0145942 | Os.Act1:1:9 179 25 7,00
EXP- 18814, | 3366
| PMON131962 | pMON131962 | Zm.UbgM1:1:11 149 75 3,00
EXP- 15387, | 4099
pMON132047 | pMON132047 | Cl.Ubqg1:1:23 108 50 5,50




127

Guljog
\

Tabla 18. Relaciones de GUS/RLuc de expresion normalizada con
respecto a EXP-Os.Act1:1:9 (SEQ ID NO: 179) y EXP-CaMV,35S-
mej+Ta.Lhcb1+0s.Act1:1:1 (SEQ ID NO: 163) en protoplastos de hojas de

maiz.
GUS/RLuc
respecto
GUS/RLuc | de EXP-
respecto | CaMV,355-
SEQ de EXP- | mej+Ta.Lh
ID Os.Act1:1: | cb1+0s.Ac
Amplicon Secuencia EXP NO: 9 t1:1:1
EXP-CaMV,35S5—-
PCR0O145943 | mej+Ta.Lhcb1+0s.Act1:1:1 | 163 2,48 1,00
PCR0145942 | EXP-0s.Act1:1:9 179 1,00 0,40
pMON131962 | EXP—Zm.UbgM1:1:11 149 1,56 0,63
MON132047 | EXP-CIL.Ubg1:1:23 108 1;805 0,42

163).

Como se‘puede observar en la Tabla 18 anterior, las secuencias EXP,
EXP-Zm.UbgM1:1:11 (SEQ ID NO: 149) y EXP-CL.Ubg1:1:23 (SEQ ID NO:

108) pudieron dirigir la expresion de GUS en los proloplastos de hoja de maiz.

La expresion fue similar a la del control, EXP—0s.Act1:1:9 (SEQ ID NO: 179) y

10 menor que la rie EXP-CaMV.355-enh+Ta.Lhcb1+0s.Acti:1:1 (SEQ ID NO:

La eficacia de los elementos regulatorios que dirigen la expresion de

GUS a partir de los amplicones se puede estudiar de modo similar en los
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protoplastos de hoja de cafia de aztcar. Por ejemplo, los protoplastos de cana
de azlcar se pueden transformar con amplicones de ADN derivados de
vectores de expresion de planta que contienen una secuencia EXP, que dirige
la expresion del transgén de B-glucuronidasa (GUS), y se compararon con el
protoplasto de | hoja en los que la expresiéon de GUS esta dirigida por
promotores constitutivos conocidos. Asimismo, los elementos regulatorios que
dirigen la expresién de CP4 a partir de los amplicones en protoplastos de maiz
o trigo se pueden estudiar de modo similar.
Ejemplo 4: Andlisis de elementos regulatorios que dirigen GUS en
protoplastos de trigo usand amplicones de casete del transgén de GUS.

Los protc;plastos de hoja de trigo se transformaron con amplicones de
ADN derivados de los vectores de expresion de planta que contienen una
secuencia EXP, que dirige la expresion del transgén de R—glucuronidasa
(GUS), y se compararon con el protoplasto de hoja en que la expresion de GUS
fue dirigido por Ins promotores constitutivos conocidos.

Las células protoplasticas de trigo derivadas del tejido foliar se
transformaron usando métodos conocidos en la técnica con amplicones
producidos de la amplificacion de los casetes del transgén de GUS que
comprenden vectores de expresion de planta para comparar la expresion de un
transgen (GUS) dirigido por las secuencias EXP listadas en las Tablas 10—11
con la de los promotores constitutivos conocidos con la metodologia descripta
en un ejemplo previo (Ejemplo 3), usando los mismos amplicones del casete de
GUS que se usaron para el ensayo en maiz en el Ejemplo 3 anterior. Los
amplicones del casete de GUS control y los plasmidos de luciferasa usados

para la transformacion de protoplastos del trigo fueron los mismos que los
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presentados en el ejemplo previo y se proporcionaron en la anterior Tabla 7 del
Ejemplo 3. Asimismo, se usaron controles negativos para la determinacién de
GUSy Iuciferasé umbral, como se describié antes. Los protoplastos de hoja de
trigo se transformaion usando un método de transformacion basado en PEG,
que se desbribio antes en el Ejemplo 3. La Tabla 19 lista actividad promedio de
GUS y LUC observada en las células protoplasticas de hoja de trigo
transformadas, y la Tabla 20 muestra las relaciones de expresion de GUS/RLuc
normalizadas er protoplastos de trigo.

Tabla 19. Actividad promedio de GUS y luciferasa en las células

protoplasticas de hoja de trigo transformadas.

SEQ
ID
Secuencia EXP NO: GUS RLuc | GUS/RLuc

EXP-0Os.Act1:1:9 179 | 2976,33 | 53334,8 | 0,0558047
P-CAMV,35S5-ENH-1:1:102/L—
CAMV,355-1:1:2 169 | 1431,33 | 55996,1 | 0,0255612
EXP-CaMV,355-
mej+Ta.Lhcb1+0s.Act1:1:1 163 | 29299,3 | 50717,4 | 0,5776973

EXP—CaMV,BSS*meHZm.DnaK:1:1 170 | 34294,3 | 63307,9 | 0,5417066

EXP-ANDge.Ukq1:1:7 5 68444,3 | 60329,1 | 1,1345158
EXP-ANDge.Ubg1:1:10 10 60606,3 | 60659,4 | 0,9991245
EXP-ANDge.Ubq1:1:6 12 33386,3 | 56712,1 | 0,5886984
EXP-ANDge.Utig1:1:11 14 43237,3 | 48263,4 | 0,8958609
EXP-ANDge.Ubq1:1:12 16 51712,7 | 64702,8 | 0,7992341
EXP-ERIra.Ubg1:1:9 22 20998,3 | 60273,4 | 0,3483845
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SEQ
ID

Secuencia EXP NO: GUS RLuc | GUS/RLuc
EXP-ERIra.Ubc1:1:10 25 17268,3 | 25465,4 | 0,6781084
EXP-ERIra.Ubg1:1:8 27 34635,7 | 59467,1 | 0,5824341
EXP-ERIra.Ubg1:1:11 29 28979 | 56153,8 | 0,516065
EXP-ERIra.Ubqi:1:12 31 41409,7 | 55152,4 | 0,7508221
EXP-SETit.Ubg1:1:5 117 | 39427,7 | 57463,1 | 0,6861388
EXP-SETit.Ubqg1:1:7 123 108091 | 49330,4 | 2,191169
EXP-SETit.Ubq1:1:6 124 58703 | 46110,1 [ 1,2731047
EXP-Sv.Ubg1:1:7 128 29330 [43367,1| 0,676319
EXP-Sv.Ubq1:1:8 - 132 | 53359 |40076,4 | 1,3314306
EXP-Sv.Ubq1:1:10 134 |49122,7 | 53180,8 | 0,9236922
EXP-Zm.UbgM1:1:6 137 37268 | 54088,1 | 0,6890239
EXP=Zm.UbgM*:1:7 141 51408 | 47297,4 | 1,0869087
EXP-Sb.Ubg4:1:2 151 | 35660,3 | 62591,1 | 0,5697347
EXP-Sh.Ubg6:1:2 153 27543 | 57826,4 | 0,4763046
EXP-Cl.Ubg1:1:10 98 54493,3 | 41964,1 | 1,2985699
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Tabla 20. Relaciones de GUS/RLuc de expresién normalizada con

respecto a EXP-Os.Act1:1:9 (SEQ ID NO: 179) y EXP-CaMV,35S-

mej+Ta.Lhcb1+0s.Act1:1:1 (SEQ ID NO: 163) en protoplastos de hojas de

trigo.
GUS/RLuc con
GUS/RLuc con | respecto a EXP-
respecto a CaMV,355-
SEQID EXP- mej+Ta.Lhcb1+0s.
Secuencia .E_)(P NO: Os.Act1:1:9 Act1:1:1
EXP-0s.Act1:1:9 179 1,00 0,10
P-CAMV,35S-ENH-
1:1:102/L-CAMV,355-
1152 169 0,46 0,04
EXP-CaMV,35S.-
mej+Ta.Lhch1+0s.Act1:1:1 163 10,35 1,00
EXP-CaMV,355—
mej+Zm.DnaK:1:1 170 9,71 0,94
EXP-ANDge.Ubg1:1:7 5 20,33 1,96
EXP-ANDge.Ubo1:1:10 10 17,90 1,73
EXP-ANDge.Ubq1:1:6 12 10,55 1,02
EXP-ANDge.Ubq1:1:11 14 16,05 1,55
EXP-ANDge.Ubq1:1:12 16 14,32 1,38
EXP-ERIra.Ubg1:1:9 22 6,24 0,60
EXP-ERIra.Ubq1:1:10 25 12,15 137
EXP-ERIra.Ubq1:1:8 27 10,44 1,01
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EXP-ERIra.Ubq1:1:11 29 9,25 0,89
EXP-ERIra.Ubq1:1+12 31 13,45 1,30
EXP—SETit.qu{:w 5 il 12,30 1,19
EXP-SETit.Ubq1:1:7 123 39,26 3,79
EXP-SETit.Ubq1:1:6 124 22,81 2,20
EXP-Sv.Ubg1:1:7 128 12,12 Lz
EXP-Sv.Ubgt:1:3 132 23,86 2,30
EXP-Sv.Ubg1:1:10 134 16,55 1,60
EXP—Zm.UbgM1:1:6 137 12,35 1,19
EXP-Zm.UbgM1:1:7 141 19,48 1,88
EXP~Sb.Ubg4:1:2 151 10,21 0,99
EXP-Sb.Ubg6:1:2 153 8,54 0,82
| EXP-CL.Ubq1:1:70 98 23,27 2,25

En un segundo conjunto de experimentos, los casetes del transgén del
amplicon de GUS se obtuvieron como se describié antes y se analizaron para
determinar la | expresion  dirigida por las secuencias EXP, EXP-
ANDge.quH:S (SEQ ID NO: 8), EXP-CLUbq1:1:10 (SEQ ID NO: 98), EXP—
Cl.Ubq1:1:13 (SEQ ID NO: 114), EXP-CL.Ubq1:1:14 (SEQ ID NO: 115) y EXP—
Cl.Ubqg1:1:15 (SEQ ID NO: 118). Los amplicones estaban compuestos de una
secuencia EXP unida operativamente a la secuencia codificadora de GUS—1
que estaba unida operativamente al UTR 3' de T-AGRtu.nos—1:1:13. La
expresion se comparé con los controles EXP—Os.Acti:1:9 (SEQ ID NO: 179) y
EXP-CaMV.355-enh+Zm.DnaK:1:1 (SEQ ID NO: 170). La siguiente Tabla 21

muestra los valores promedio de GUS vy luciferasa determinados para cada
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amplicon. La Tabla 22 siguiente muestra las relaciones de expresion de

GUS/RLuc normalizada con respecto a Expresion dirigida en EXP-Os.Act1:1:9

y EXP—GaMV.SSS—enh+Zm.DnaK:1 :1 en protoplastos de maiz.

Tabla 21. Actividad promedio de GUS y luciferasa en las células

Protoplésticas de hoja de trigo transformadas.

SE

QID
Amplicon ID Secuencia EXP NO: | GUS RLuc
PCR014594 176970,
2 EXP-0s.Act1:1:9 179 1234 S
PCR014594 :EXF’—CaMV,BSS— 12883,
4 mej+Zm.Dnak:1:1 170 5 119439
PCR014662 38353, | 171535,
8 EXP-ANDge.Ubg1:1:8 8 3 3
PCRO14592 | 154245,
2 EXP-ClL.Ubqg1:1:10 98 | 34938 8
PCR014594 122220,
5 | EXP-Cl.Ubq1:1:13 114 | 32121 8
PCR014594 143318,
6 EXP—CI.qu1 1:14 115 | 56814 3
PCRO14594 |, 167178,
7 EXP—Cl.Ubq1:1:15 116 | 18905 | 5
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Tabla 22. Relaciones de GUS/RLuc y GUS/FLuc de expresion normalizada
con respecto a EXP-Os.Act1:1:9 (SEQ ID NO: 179) y EXP-CaMV,355-
mej+Zm.DnakK:1:1 (SEQ ID NO: 170) en protoplastos de hojas de trigo.

GUS/RLuc

respecto de
GUS/RLuc EXP-

respecto de CaMV,355—-

SEQID EXP- mej+Zm.Dna
Secuencia EXP NO: Os.Act1:1:9 K:1:1
EXP-0s.Act1:1:9 179 1,00 0,06
EXP-CaMV,35S-mej+Zm.DnaK:1:1 | 170 15,47 1,00
EXP-ANDge.Ubq1:1:8 8 32,07 2,07
EXP-Cl.Ubg1:1:10 98 32,48 2,10
EXP-CLUbg1:1:13 114 37,69 2,44
EXP-Cl.Ubq:1:14 115 56,85 3,68
EXP-Cl.Ubg1:1:15 116 1,62 0,10

Como se puede observar en la Tabla 22 anterior, las secuencias EXP
EXP-ANDge.Ubq1:1:8 (SEQ ID NO: 8), EXP-CI.Ubg1:1:10 (SEQ ID NO: 98),
EXP-Cl.Ubq1:1:13 (SEQ ID NO: 114), EXP-CI.Ubq1:1:14 (SEQ ID NO: 115) y
EXP-ClL.Ubq1:1:15 (SEQ ID NO: 116) son capaces de dirigir la expresion del
transgen. La expresion dirigida por EXP-ANDge.Ubg1:1:8 (SEQ ID NO: 8),
EXP-ClL.Ubq1:1:10 (SEQ ID NO: 98), EXP-CLUbg1:1:13 (SEQ ID NO: 114) y
EXP-ClL.Ubq1:1:14 (SEQ ID NO: 115) fue mas alta que la de ambos controles.
La expresion dirigida por EXP-CI.Ubq1:1:15 (SEQ ID NO: 116) fue menor que
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EXP-CaMV.355-enh+Zm.DnaK:1:1 (SEQ ID NO: 170) pero mayor que el
control, EXP-Os.Act1:1:9 (SEQ ID NO: 179).

En un tercer conjunto de experimentos, los casetes del transgén del
amplicon de GUS se obtuvieron como se describid antes para ensayar la
expresion dirigida por las secuencias EXP, EXP-Cl.Ubg1:1:10 (SEQ ID NO:
98), EXP-CI.Ubq1:1:16 (SEQ ID NO: 93) y EXP-Cl.Ubg1:1:17 (SEQ ID NO:
97). La expresién se comparo con los controles EXP-0s.Act1:1:9 (SEQ ID NO:
179) y EXP-CaMV.358-enh+Zm.DnaK:1:1 (SEQ ID NO: 170). La Tabla 23
siguiente muestra los valores promedio de GUS y luciferasa determinados para
cada amplicén. La Tabla 24 siguiente muestra las relaciones de expresion de
GUS/RLuc y GUS/FLuc normalizada con respecto a la expresion dirigida en
EXP-Os.Act1:1:9 y EXP-CaMV.35S-enh+Zm.DnaK:1:1 en protoplastos de
maiz,

Tabla 23. Actividad promedio de GUS ¥y luciferasa en las células

protoplasticas de hoja de trigo transformadas.

SEQ ID
Amplicén ID Secuencia EXP NO: GUS RLuc FLuc
PCR0145942 | EXP-0Os.Act1:1:9 179 478 46584,5 | 2709,75
EXP-CaMV,355—-

PCR0145944 | mej+Zm.DnaK:1:1 170 8178,5 | 43490,8 | 2927,25
PCR0145922 | EXP-ClL.Ubq1:1:10 98 22068,3 | 47662,3 | 1289
| PMON146750 | EXP=CI.Ubg1:1:16 93 34205 | 45064,5 | 1379,63
pMON146751 i EXP-Cl.Ubq1:1:17 97 31758 | 45739,3 | 2820,75
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Tabla 24. Relaciones de GUS/RLuc y GUS/FLuc de expresion normalizada

con respecto a EXP-Os.Act1:1:9 (SEQ ID NO: 179) y EXP-CaMV,35S—

mej+Zm.DnakK:1:1 (SEQ ID NO: 170) en protoplastos de hojas de trigo.

GUS/RL
uc GUS/FLu
respect g
GUS/R | GUS/F o de respecto
Luc Luc EXP- | de EXP-
SE | respec | respect | CaMV,3 | CaMV,35
Q | tode o de 55— S-
ID | EXP- | EXP- rhej+2m mej+Zm.
Amplicén N | Os.Act | Os.Act | .DnaK:1 | DnaK:1:
ID Secuencia EXP 1:1:9 1:1:9 :1 1
PCR014594 | EXP- 17
2 Gs.Act1:1:9 9 1,00 1,00 0,05 0,06
EXP-—
CaMV,35S5-
PCR014594 | mej+Zm.DnakK:1: | 17
4 1 0 | 18,33 15,84 1,00 1,00
PCR014592 | EXP-
2 Ci.Ubg1:1:10 98 | 45,12 | 97,05 2,46 6,13
pPMON1467 | EXP-
50 ClL.Ubqgt:1:16 93 | 73,97 | 140,55 4,04 8,87
PMON1467 | EXP-
191 CiUbqg1:1:17 97 | 67,67 63,82 3,69 4,03
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Como se puede observar en la Tabla 24 anterior, las secuencias EXP
EXP-Cl.Ubqg1:1:10 (SEQ ID NO: 98), EXP-CI.Ubg1:1:16 (SEQ ID NO: 93) y
EXP-CIl.Ubg1:1:17 (SEQ ID NO: 97) pudieron dirigir la expresion del transgén.
La expresion dirigida por cada una de las secuencias EXP fue mas alta que las
de los controles.

En un cuarto conjunto de experimentos, los casetes del transgén del
amplicon de GUS se obtuvieron como se describié antes para analizar la
expresion dirigida por las secuencias EXP, EXP-Zm.UbgM1:1:11 (SEQ ID NO:
149) y EXP-CLUbq1:1:23 (SEQ ID NO: 108). La expresién se comparoé con los
controles EXP-Os.Act1:1:9 (SEQ ID NO: 179) y EXP-CaMV.35S-
enh+Ta.Lhcb1+0s.Act1:1:1 (SEQ ID NO: 163). La Tabla 25 siguiente muestra
los valores promedio de GUS vy luciferasa determinados para cada amplicon. La
Tabla 26 siguiente muestra las relaciones de expresién de GUS/RLuc
normalizada con respecto a expresién dirigida en EXP—0s.Act1:1:9 y EXP-
CaMV.355-enh+Ta.Lhcb1+0s.Act1:1:1 en los protoplastos de maiz.

Tabla 25. Actividad promedio de GUS vy luciferasa en las células

protoplasticas e hoja de trigo transformadas.

SEQ
Plantilla | Amplicén ID | Secuencia EXP | ID NO: GUS RLuc
EXP-
CaMV,355-

pMON65328 | PCR0145943 | mej+Ta.Lhebi1+O | 163 | 67459,13 11682,00 |
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s,Act1:1:1
pMON25455 PCR0145942 EXP-0s.Act1:1:9 179 56618,33 | 16654,83
EXP-
PMON131962 | pMON131962 | Zm.UbgM1:1:11 149 53862,13 | 10313,75
. EXP-
PMON132047 | pMON132047 ClLUbq1:1:23 108 38869,38 | 12279,00

Tabla 26. Relaciones de GUS/RLuc de expresién normalizada con

respecto a EXP-0Os.Act1:1:9 (SEQ ID NO: 179) y EXP-CaMV,35S-

mej+Ta.Lhcb1+0s.Act1:1:1 (SEQ ID NO: 163) en protoplastos de hojas de

trigo.
GUS/RLuc
respecto de
EXP-
GUS/RLuc | CaMV,355-
respecto de | mej+Ta.Lhc
EXP- b1+0s.Act1:
Amplicén ID Secuencia EXP SEQ ID NO: | Os.Act1:1:9 1:1
EXP-CaMV,355—-
mej+Ta.Lhcb1+0s.
PCRO145943 | A.1:1:1 163 1,70 1,00
PCR0145942 | EXP-0Os.Act1:1:9 179 1,00 0,59
EXP-
pMON131962 | Zm.UbgM1:1:11 149 1,54 0,90
pMON132047 | EXP—-Cl.Ubgi:1:23 108 0,93 0,55
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Como se puede observar en la Tabla 26 anterior, las secuencias EXP,
EXP-Zm.UbgMi:1:11 (SEQ ID NO: 149) y EXP-Cl.Ubqi:1:23 (SEQ ID NO:
108) pudieron d'irigir la expreéic’m de GUS en los protoplastos de hoja de trigo.
La expresion fue similar a la del control, EXP—Qs.Act1:1:9 (SEQ ID NO: 179) y
mas baja que el de EXP-CaMV.35S—enh+Ta.Lhcb1+0s.Act1:1:1 (SEQ ID NO:
163).

Ejemplo 5: Analisis de elementos regulatorios que dirigen GUS en
los protoplastos de cafia de azlcar usando amplicones del casete del
transgén de GUS.

Los protoplastos de hoja de cafa de az(car se transformaron con
amplicones de ADN derivados de los vectores de expresién de planta que
contienen una secuencia EXP, que dirige la expresion del transgen de R3-
glucuronidasa (GUS), y compararon con el protoplasto de hoja en que la
expresion de GUA fue dirigida por promotores constitutivos conocidos.

Las células de protoplasto de cafia de azicar derivadas de tejido de
hojas se transformaron usando un metodo de transformacion a base de PEG,
tal como se describic') en el Ejemplo 3 anterior con amplicones producidos a
partir de la amplificacion de casetes transgénicos de GUS que comprenden
vectores de expresion de plantas para comparar la expresion de un transgén
(GUS) manejado por una de EXP-ANDge.Ubqg1:1:7 (SEQ ID NO: 5), EXP-
ANDge.Ubq1:1:10 (SEQ ID NO: 10), EXP-ANDge.Ubq1:1:6 (SEQ ID NO: 12),
EXP-ANDge.Ubq1:1:11 (SEQ ID NO: 14), EXP-ANDge.Ubg1:1:12 (SEQ ID
NO: 16), EXP-t:RIra.Ubg1:1:9 (SEQ ID NO: 22), EXP-ERIra.Ubg1:1:10 (SEQ
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ID NQ: 25), EXP-ERIra.Ubg1:1:8 (SEQ ID NO: 27), EXP-ERIra.Ubgt:1:11
(SEQ ID NO: 2¢), EXP-ERIra.Ubg1:1:12 (SEQ ID NO: 31), EXP-CI.Ubg1:1:10
(SEQ ID NO: 98), EXP-ClL.Ubq1:1:13 (SEQ ID NO: 114), EXP-CL.Ubq1:1:14
(SEQ ID NO: 115) y EXP-CI.Ubq1:1:15 (SEQ ID NO: 116) y presentado en la
siguiente Tabla 27, con aquel de promotores constitutivos conocidos.

Tabla 27. Amplicaciones de expresién en plantas de GUS vy
correspondienie plantilla de amplicon de constructo de plasmido y

secuencia EXP.

SEQ

Plantilla de ID

Amplicén ID amplicon Secuencia EXP NO:
PC.F{O1 4594z | pMON25455 EXP-0s.Act1:1:9 179

EXP-CaMV,35S—-

PCR0145944 | pMONB81552 mej+Zm.DnakK:1:1 170
PCRO145892 | pMON136264 | EXP-ANDge.Ubqi:1:7 5
PCR0145815 | pMON136264 EXP-ANDge.Ubqg1:1:10 10
PCR0145893 | pMON136259 EXP-ANDge.Ubg1:1:6 12
PCR0O145817 | pMON136264 | EXP—ANDge.Ubqi:1:11 14
PCR0145819 | pMON136264 EXP-ANDge.Ubq1:1:12 16
PCR0145896 | pMON136263 | EXP—ERIra.Ubg1:1:9 22
PCR0145820.| pMON136263 EXP-ERIra.Ubg1:1:10 25
PCR0145897 | pMON136258 | EXP—ERIra.Ubq1:1:8 27
PCR0145821 | pMON136263 EXP-ERIra.Ubqg1:1:11 29
PCR0O145822 | pMON136263 EXP-ERIra.Ubg1:1:12 31
PCR0145922 | pMON140889 EXP-ClL.Uhg1:1:10 98
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PCRO0145945 | pMON140889 | EXP—CI.Ubq1:1:13 114
PCR0145948 | pMON140889 EXP-Cl.Ubg1:1:14 115
PCR0145947 | pMON140889 EXP-Cl.Ubqi:1:15 116

Los amplicones del casete de GUS control y plasmidos de luciferasa
usados para transformacién del protoplasto de la cafia de azlcar también
fueron iguales a los presentados en los Ejemplos 2 a 4 y se proporcionar en la
Tabla 7 anterior en el Ejemplo 3. Asimismo, se usaron controles negativos para
la determinacion de GUS vy luciferasa umbral, como se describié antes. La
Tabla 28 lista la actividad promedio de GUS y LUC observada en las las células
protoplasticas d¢e hoja transformadas de la cafia de azlcar, y la Tabla 29

muestra las

relaciones de expresidon de GUS/RLuc normalizadas en
protoplastos de hoja de cafa de azUcar.
Tabla 28. Actividad promedio de GUS y luciferasa en las células

protoplasticas de hoja de trigo transformadas.

SEQ
ID

Secuencia EXP NO: GUS RLuc FLuc
EXP-0Os.Aci1:1:9 179 6667,5 | 3024,5 | 1129,25
EXP-CaMV, 35S~
mej+Zm.Dnak:1:1 170 | 14872,8| 5171 2019,5
EXP—ANDge.Ubqg1:1:7 5 15225 | 4618,25 | 1775,75
EXP-ANDge.Ubg1:1:10 10 | 17275,3| 4333 | 1678
EXP-ANDgz.Ubqg1:1:6 12 17236 | 5633,25 | 2240
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SEQ

ID
Secuencia EXP NO: GUS RLuc FLuc
EXP-ANDge.Ubq1:1:11 14 | 22487,8 | 6898,25 | 2878
EXP-ANDga.Ubg1:1:12 16 | 22145,3 | 6240,25 | 2676,5
EXP—ERIra.Ubg1:1:9 22 | 16796,5 | 7759,75| 3179
EXP-ERIlra.lUbg1:1:10 25 | 16267,5 | 5632,75 | 2436,75
EXP—ERIra.Unq1:1:8 27 | 25351 | 9019,5 | 4313,5
EXP-ERIra.Ubg1:1:11 29 | 16652,3 | 3672,25 | 1534
EXP—ERIra.Ubg1:1:12 31 | 12654,5 | 3256,75 | 1261,5
EXP-CL.Ubq1:1:10 98 | 22383,8| 7097,5 | 3109,25
EXP-Cl.Ubq1:1:13 114 | 14532,3 | 2786,5 | 1198,25
EXP-CL.Ubg1:1:14 115 | 19244,5 | 345525 | 1475
EXP-CLUbq1:1:15 116 | 6676,5 | 3870,25 | 1497,75




143

.l'-‘ ol
v ‘J.{ a9
b

Tabla 29. Relaciones de GUS/RLuc y GUS/FLuc de expresion normalizada

con respecto a EXP-Os.Act1:1:9 (SEQ ID NO: 179) y EXP-CaMV,355—

mej+Zm.DnakK:1:1 (SEQ ID NO: 170) en protoplastos de hojas de caiia de

azucar.
GUS/RL
uc
respect | GUS/FLu
o de c

GUS/RL | GUS/FLu | EXP- | respecto

uc c CaMV,3 | de EXP-

respecto | respecto 55- CaMV,35
SEQ | de EXP- | de EXP- | mej+Zm S-

ID | Os.Actl: | Os.Actl: | .DnaK:1 | mej+Zm.

Secuencia EXP NO: |  1:9 1:9 1 | DnaK:1:1
EXP-0Os.Act1:1:9 179 1,00 1,00 0,77 0,80

EXP-CaMV,355-

mej+Zm.DnaK::1':‘|' 170 1,30 1,25 1,00 1,00
EXF’HANDge.U'qu 107 5 1,50 1,45 1,15 1,18
EXP-ANDge.Unhq1:1:10 10 1,81 1,74 1,39 1,40
EXP-ANDge.Ubq1:1:6 12 1,39 1,30 1,08 1,04
EXP-ANDge.Ubqi:1:11 | 14 | 148 1,32 1413 1,06
EXP—ANDge.UBm 112 16 1,61 1,40 1,23 1.2
EXP-ERIra.Ubg1:1:9 22 0,98 0,89 0,75 0,72
EXP—ERIra.Ubg1:1:10 25 131 % 1,00 0,91
EXP-ERIra.Ubq1:1:8 27 1,27 1,00 0,98 0,80
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GUS/RL
uc
respect | GUS/FLu
o de c
GUS/RL | GUS/FLU | EXP- | respecto
uc c CaMV,3 | de EXP-
respecto | respecto 55— CaMV,35
SEQ | de EXP- | de EXP- | mej+Zm S-
ID | Os.Actl: | Os.Actl: | .DnaK:1 | mej+Zm.
Secuenci: EXP NO: 1:9 1:9 :1 DnaK:1:1
EXP-ERIra.Ubqg1:1:11 29 2,06 1,84 1,58 1,47
EXP-ERIra.Ubq1:1:12 31 1,76 1,70 1,35 1,36
EXP-Cl.Ubg1:1:10 98 1,43 1,22 1,10 0,98
EXP-CLUbqg1:1:13 114 2,37 2,05 1,81 1,65
EXP-CI.Ubq1 :1.:14 115 2,53 2,21 1,94 1,77
EXP-Cl.Ubg1:1:15 116 0,78 0,75 0,60 0,61 |

Como puede verse en la Tabla 29 anterior, las secuencias EXP EXP-
ANDge.Ubg1:1:7 (SEQ ID NO: 5), EXP-ANDge.Ubg1:1:10 (SEQ ID NO: 10),
EXP-ANDge.Ubq1:1:6 (SEQ ID NO: 12), EXP-ANDge.Ubg1:1:11 (SEQ ID NO:

14), EXP-ANDge.Ubq1:1:12 (SEQ ID NO: 16), EXP-ERIra.Ubq1:1:9 (SEQ ID
NO: 22), EXP-ERIra.Ubqg1:1:10 (SEQ ID NO: 25), EXP-ERIra.Ubg1:1:8 (SEQ
ID NO: 27), EXP-ERIra.Ubg1:1:11 (SEQ ID NO: 29), EXP-ERIra.Ubq1:1:12
(SEQ ID NO: 31), EXP-CLUbqg1:1:10 (SEQ ID NO: 98), EXP-Cl.Ubg1:1:13
(SEQ ID NO: 114), EXP-Cl.Ubq1:1:14 (SEQ ID NO: 115) y EXP-CI.Ubg1:1:15
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(SEQ ID NO: 116) eran todas capaces de mover la expresion transgénica en
protoplastos de cafia de azlcar. Las secuencias EXP, EXP-ANDge.Ubq1:1:7
(SEQ ID NO: %), EXP-ANDge.Ubq1:1:10 (SEQ ID NO: 10), EXP-
ANDge.Ubq1:1:6 (SEQ ID NO: 12), EXP-ANDge.Ubq1:1:11 (SEQ ID NO: 14),
EXP-ANDge.Ubq1:1:12 (SEQ ID NO: 16), EXP-ERIra.Ubg1:1:10 (SEQ ID NO:
25), EXP-ERIra.Ubg1:1:8 (SEQ ID NO: 27), EXP-ERIra.Ubq1:1:12 (SEQ ID
NO: 31), EXP-Cl.Ubg1:1:10 (SEQ ID NO: 98), EXP-CI.Ubq1:1:13 (SEQ ID NO:
114) y EXP-CLUbq1:1:14 (SEQ ID NO: 115) expresaron GUS mas que EXP-
CaMV,355-mej+Zm.DnakK:1:1 (SEQ ID NO: 170) en este experimento.
Ejemplo 6: Analisis de elementos de regulacion que llevan CP4 en
protoplastos de maiz

Este ejemplo ilustra la capacidad de EXP-Sv.Ubq1:1:7 (SEQ ID
NO: 128), EXP--Sv.Ubqg1:1:8 (SEQ ID NO: 132), EXP-Sv.Ubqg1:1:9 (SEQ ID
NO: 133), EXP-Zm.UbgM1:1:6 (SEQ ID NO: 137), EXP-Zm.UbgM1:1:8 (SEQ
ID NO: 145), EXP-Zm.UbgM1:1:7 (SEQ ID NO: 141), EXP-SETit.Ubq1:1:5
(SEQ ID NO: 117), EXP-SETit.Ubg1:1:7 (SEQ ID NO: 123), EXP-
SETit.Ubq1:1:6 (SEQ ID NO: 124), EXP-Sb.Ubg4:1:2 (SEQ ID NO: 151) y
EXP-Sb.Ubg6:12 (SEQ ID NO: 153) de llevar la expresion del gen de
tolerancia a glifosato CP4 en protoplastos de maiz. Estas secuencias EXP se
clonaron en constructos de plasmido por fransformacion binaria de planta
usando metodos conocidos en la técnica. Los vectores de expresién de planta
resultantes contlenian una region del limite derecho de A. tumefaciens, una
secuencia EXF de ubiquitihna unida operativamente 5 a una secuencia
codificadora EPSPS tolerante a glifosato dirigida a plastido (CP4, US
RE39247), unida operativamente 5 a la UTR 3' T-AGRtu.nos-1:1:13 y una
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region del limite izquierdo de A. fumefaciens (B-AGRtu.limite izquierdo). Los
constructos de plasmido resultantes se usaron para transformar células de
protoplastos de hoja de maiz usando métodos conocidos en la técnica.

Se utilizaron constructos de plasmido listados en la Tabla 30, con las
secuencias EXP que se definieron en la Tabla 1. Se construyeron tres
plasmidos de control (pMON30098, pMON42410, y pMON30167), con
elementos regulatorios constitutitos conocidos que dirigen CP4 o GFP, y se
usaron para comparar los niveles de expresion de CP4 relativos dirigida por
estas secuencias EXP con la expresion de CP4 dirigida por elementos de
expresion constitutivos conocidos. También se usaron otros dos plasmidos
(PMON19437 y pMONG63934) que se describieron antes para evaluar la
eficiencia y viabilidad de la transformacion. Cada plasmido contiene una
secuencia codificadora de luciferasa especifica dirigida por una secuencia EXP
constitutiva.

Los protoplastos de hoja de maiz se transformaron usando un método
de transformacic_’an basado en PEG, que se describié en el anterior Ejemplo 2.
Las mediciones de CP4 y luciferasa se realizaron de modo similar al anterior
Ejemplo 2. Los niveles promedio de la expresion de proteina de CP4
expresados como parte por milldon (ppm) se muestra en la siguiente Tabla 30.

Tabla 30. Expresién de proteina CP4 promedio en protoplastos de hoja de

maiz.

SEQ CP4 CP4

ID medio | STDEV
Plasmido Secuencia EXP NO: ppm ppm

No ADN No ADN 0 0
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SEQ| CP4 CP4
ID medio | STDEV
Plasmido Secuencia EXP NO: ppm ppm
pMON30098 | G=F- 0 0
EXP-CaMV,355-
PMON42410 | mej+Ta.Lhcb1+0s.Act1:1:1 163 34,1 15,6
pMON30167 | EXP-0Os.Act1:1:1 164 40,4 11,6
pMON129203 | EXP-Sv.Ubq1:1:7 128 45,2 6,2
PMON129204 | EXP-Sv.Ubqg1:1:8 132 101,9 13,8
PMON129205 | EXP-Sv.Ubq1:1:9 133 iyl 8,7
_PMON129210 | EXP-Zm.UbgM1:1:6 137 | 137,1 14,8
PMON129211 | EXP-Zm.UbgM1:1:8 145 136,5 12,3
PMON129212 | EXP-Zm.UbgM1:1:7 141 170,2 18,1
 PMON129200 | EXP-SETit.Ubq1:1:5 117 44,3 a5 |
PMON129201 | EXP--SETit.Ubqg1:1:7 123 105,1 8,4
pMON129202 EXP-SETit.Ubqg1:1:6 124 124.9 33,7
| PMON129219 | EXP-Sbh.Ubqg4:1:2 151 14,3 1
PMON129218 | EXP-Sb.Ubgs:1:2 153 Fiol 8,9

Como se ve en la Tabla 30, EXP-Sv.Ubg1:1:7 (SEQ ID NO: 128), EXP-
Sv.Ubq1:1:8 (SEQ ID NO: 132), EXP-Sv.Ubqg1:1:9 (SEQ ID NO: 133), EXP-
Zm.UbgM1:1:6 (SEQ ID NO: 137), EXP~Zm.UbgM1:1:8 (SEQ ID NO: 145),
EXP-Zm.UbgM1i:1:7 (SEQ ID NO: 141), EXP-SETit.Ubg1:1:5 (SEQ ID NO:
117), EXP-SETit.Ubg1:1:7 (SEQ ID NO: 123), EXP-SETit.Ubq1:1:6 (SEQ ID
NO: 124) y EXP-Sb.Ubg6:1:2 (SEQ ID NO: 153) llevaron la expresion del
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transgén CP4 a niveles cercanos o mayores que los niveles de expresion de
CP4  llevados - por EXP-CaMV,35S8-mej+Ta.Lhcb1+0s.Act1:1:1 y EXP-
Os.Act1:1:1. La secuencia EXP, EXP-Sb.Ubg4:1:2 (SEQ ID NO: 151) demostré
la capacidad de dirigir la expresién de CP4, pero el nivel de expresion fue
menor que el de los controles constitutivos.

También se pueden obtener datos similares a los anteriores a partir de
plantas transforriadas en forma estable con constructos de plasmido descriptos
anteriormente, por ejemplo, plantas de las generaciones de progenie Ro, R1 0
F1 o posterior. Asimismo, se puede estudiar la expresion de otros constructos
de plasmido. Por ejemplo, pMON141619, comprende la secuencia EXP EXP—
ANDge.qu1 :1:8, mientras que pMON142862 esta compuesta de la secuencia
EXP EXP-ERIra.libg1:1.8. Estos y otros constructos se pueden analizar de
esta manera.

Ejemplo 7: Analisis de elementos regulatorios que dirigen CP4 en
protoplastos de maiz usando amplicones del casete de transgén de CP4.

Este ejemplo ilustra la capacidad de EXP-ANDge.Ubq1:1:7 (SEQ ID
NO: 5), EXP-ANDge.Ubq1:1:8 (SEQ ID NO: 8), EXP-ANDge.Ubqg1:1:10 (SEQ
ID NO: 10), EXP-ANDge.Ubq1:1:6 (SEQ ID NO: 12), EXP-ANDge.Ubg1:1:11
(SEQ ID NO: 14), EXP-ANDge.Ubql:1:12 (SEQ ID NO: 16), EXP-
ERIra.Ubqg1:1:9 II(SEO ID NO: 22), EXP-ERIra.Ubq1:1:10 (SEQ ID NO: 25),
EXP-ERIra.Ubg1:1:8 (SEQ ID NO: 27), EXP-ERIra.Ubg1:1:11 (SEQ ID NO:
29), EXP-ERIra.Ubqg1:1:12 (SEQ ID NO: 31), EXP-CLUbg1:1:10 (SEQ ID NO:
98}, EXP——CI.Ub;q1:1:13 (SEQ ID NO: 114), EXP-Cl.Ubg1:1:14 (SEQ ID NO:
115), EXP-CLUbq1:1:15 (SEQ ID NO: 116), EXP-CLUbg1:1:16 (SEQ ID NO:
93) y EXP~CI.U_bq1:1:1? (SEQ ID NO: 97) de llevar la expresion del gen de
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tolerancia a glifosato CP4 en protoplastos de maiz. Estas secuencias EXP se
clonaron en corstructos de plasmido para transformacion binaria en plantas.
Los vectores de expresion de planta resultantes se usaron como moldes de
amplificacion para producir un amplicén del casete del transgén compuesto de
una secuencia de- EXP de ubiguitina unida operativamente 5° a una secuencia
codificadora EI—L’SPS tolerante a glifosato dirigida a plastido (CP4, US
RE39247), unida operativamente 5" a la UTR 3' de T-AGRtu.nos—1:1:13 y una
region del limite izquierdo de A. tumefaciens. Los amplicones resultantes se
usaron para traﬁ-sformar células de protoplastos de hoja de maiz.

Los protcalastos de hoja de maiz se transformaron usando un método
de transformacion basado en PEG, como se describio en el Ejemplo 2 anterior.
Las mediciones de CP4 se realizaron usando un ensayo basado en ELISA. Los
niveles promedio de expresion de la proteina CP4 expresados como parte por
millon (ppm) se muestran en las siguientes Tablas 31 y 32.

En una primera serie de experimentos, la expresion de CP4 llevada por
amplicones com.puestos por las secuencias EXP EXP-ANDge.Ubq1:1:7 (SEQ
ID NO: 5), EXP-ANDge.Ubq1:1:8 (SEQ ID NO: 8), EXP-ANDge.Ubq1:1:10
(SEQ ID NO: 10), EXP-ANDge.Ubql:1:6 (SEQ ID NO: 12), EXP-
ANDge.Ubq1:1:11 (SEQ ID NO: 14), EXP-ANDge.Ubq1:1:12 (SEQ ID NO: 16),
EXP—ERIra.quj:IT:Q (SEQ ID NO: 22), EXP-ERIra.Ubqg1:1:10 (SEQ ID NO:
25), EXP—EH]ré_.qu1:1:8 (SEQ ID NO: 27), EXP-ERIra.Ubq1:1:11 (SEQ ID
NO: 29), EXP-ERIra.Ubg1:1:12 (SEQ ID NO: 31), EXP-CI.Ubq1:1:10 (SEQ ID
NO: 98), EXP-Cl.Ubq1:1:13 (SEQ ID NO: 114), EXP-CL.Ubqg1:1:14 (SEQ ID
NO: 115) y EXP-ClL.Ubqg1:1:15 (SEQ ID NO: 116) se ensayaron en protoplastos

de hojas de maiz transformados y se compararon con los niveles de expresion
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los controles constitutivos,

EXP-CaMV,355—
mej+Zm.DnaK:1:1 (SEQ ID NO: 170) y EXP-0s.Act1:1:1 (SEQ ID NO: 164).

Los niveles promedio de la expresion de proteina CP4 expresados como parte

por millén (ppm) se muestra en las siguientes Tablas 31.

Tabla 31. Expresion de proteina promedio de CP4 en protoplastos de

hojas de maiz.

CP4
CP4 ng/mg
: ng/mg de de
proteina | proteina
Plantilla de | Amplic SEQID total total
amplicon on ID Secuencia EXP NO: promedio | STDEV
_ no ADN 0,0 0,0
GFP (control
pMON30098 negativo) 0,0 0,0
EXP-CaMV,355-
MON19469 | PCR24 | mej+Zm.DhaK:1:1 170 605,5 27,6
MON30167 | PCR25 | EXP-0s.Act1:1:1 164 50,6 14,2
EXP-
| PMON140896 | PCR41 | ANDge.Ubq1:1:7 5 459,0 60,9
EXP-
pMON140917 | PCR42 | ANDge.Ubq1:1:8 8 258,2 38,4
EXP-
PMON140897 ; PCR43 | ANDge.Ubg1:1:10 10 324,8 21,6
PMON140898 | PCR44 | EXP- 12 394,9 66,4
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ANDge.Ubg1:1:6
EXP-
pMON140899 | PCR45 | ANDge.Ubq1:1:11 14 508,7 89,6
EXP-
pMON140900 | PCR46 | ANDge.Ubg1:1:12 16 329,3 14,5
PMON140904 | PCR50 | EXP—ERIra.Ubq1:1:9 22 148,6 24,4
| EXP-
pMON140905 | PCR51 | ERIra.Ubqg1:1:10 25 2158 22,6
PMON140906 | PCR52 | EXP—ERIra.Ubq1:1:8 21 376,6 44 1
' EXP-—
PMON140907 | PCR53 | ERlra.Ubqg1:1:11 29 4599 104,7
T EXP-
PMON140908 | PCR54 | ERIra.Ubg1:1:12 31 221,86 15,9
MON140913 | PCR19 EXP-CIl.Ubg1:1:10 98 287,8 50,9
pMON140914 | PCR20 EXP-Cl.Ubg1:1:13 114 585,8 47.9
| PMON140815 | PCR21 | EXP-ClL.Ubq1:1:14 115 5875 76,6
pPMON140916 | PCR22 EXP-ClLUbqg1:1:15 116 33,2 9,5

Como se puede ver en la anterior Tabla 31, las secuencias EXP EXP—-
ANDge.Ubq1:1:7 (SEQ ID NO: 5), EXP-ANDge.Ubg1:1:8 (SEQ ID NO: 8),
EXP-ANDge.Ubg1:1:10 (SEQ ID NO: 10), EXP—ANDge.Ubq1:1:6 (SEQ ID NO:
12), EXP-ANDge.Ubg1:1:11 (SEQ ID NO: 14), EXP-ANDge.Ubq1:1:12 (SEQ
ID NO: 16), EXP-ERIra.Ubq1:1:9 (SEQ ID NO: 22), EXP-ERIra.Ubq1:1:10
(SEQ ID NO: 25), EXP-ERIra.Ubg1:1:8 (SEQ ID NO: 27), EXP-
ERIra.Ubq1:1:11 (SEQ ID NO: 29), EXP-ERIra.Ubq1:1:12 (SEQ ID NO: 31},
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EXP-CLUbqg1:1:10 (SEQ ID NO: 98), EXP-Cl.Ubq1:1:13 (SEQ ID NO: 114),
EXP-Cl.Ubg1:1:14 (SEQ ID NO: 115) y EXP~CL.Ubg1:1:15 (SEQ ID NO: 116)
eran capaces de llevar la expresion de CP4. Todas las secuencias EXP con la
excepcion de una EXP-Cl.Ubg1:1:15 (SEQ ID NO: 116) dirigieron los niveles
de expresion de CP4 a un nivel mucho mas alto que el control constitutivo,
EXP-0s.Act1:1:1 (SEQ ID NO: 164). Los niveles de expresion fueron menores
que los de EXP-CaMV.358-enh+Zm.DnaK:1:1 (SEQ ID NO: 170).

En una segunda serie de experimentos, la expresion de CP4 dirigida por
los amplicones compuestos de las secuencias EXP EXP-CIL.Ubg1:1:10 (SEQ
ID NO: 98), EXP-Cl.Ubg1:1:16 (SEQ ID NO: 93) y EXP-CI.Ubg1:1:17 (SEQ ID
NO: 97) se analizd en los protoplastos de hoja de maiz transformados y se
compararon con los niveles de expresion de CP4 dirigidos por el control
constitutivo, EXP-0Os.Act1:1:1 (SEQ ID NO: 164). Los niveles promedio de
expresion de la proteina CP4 expresados como parte por millén (ppm) se
muestran en las siguientes Tablas 32.

Tabla 32. Expresion promedio de la proteina CP4 en protoplastos de hoja

de maiz.




10

o
153
CP4de | CP4de
hoja de | hojade
maiz maiz
mg/protein | mg/
SE a total protein
Plantilla de | Amplicén QID | promedio | atotal
amplicén | ID Secuencia EXP_| NO: StdDev
pPMONS30167 | PCR25 EXP-0Os.Act1:1:1 | 164 12,2 1,69
pPMON14091. EXP-
3 FPCR19 Cl.Ubg1-1:10 98 307,5 24,21
PMON14274 | pMON14274 | EXP-
8 8 Cl.Ubg1:1:16 93 245,95 30,14
pPMON14274 | pMON14274 | EXP—
9 9 Cl.Ubqg1:1:17 97 302,85 25,32

Como se puede observar en la Tabla 32 anterior, las secuencias EXP
EXP-CL.Ubg1:1:10 (SEQ ID NO: 98), EXP-CI.Ubq1:1:16 (SEQ ID NO: 93) y
EXP—CI,qu1:1f17 \SEQ ID NO: 97) pudieron dirigir la expresion de CP4. Los

niveles de expresion dirigidos por las tres secuencias EXP fueron mayores que

los del control constitutivo, EXP-Os.Act1:1:1 (SEQ ID NO: 164).

Ejemplo 8: Analisis de elementos regulatorios que dirigen CP4 en

protoplastos d«: trigo.

Este ejemplo ilustra la capacidad de EXP-Sv.Ubq1:1:7 (SEQ ID NO:
128), EXP-Sv.Ubq1:1:8 (SEQ ID NO: 132), EXP-Sv.Ubg1:1:9 (SEQ ID NO:
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133), EXP——Zm.iné;M1:1:6 (SEQ ID NO: 137), EXP-Zm.UbgM1:1:8 (SEQ ID
NO: 145), EXP—Zm.quNHﬂ:? (SEQ ID NO: 141), EXP-SETit.Ubqg1:1:5 (SEQ
ID NO: 117), EXP-SETit.Ubqg1:1:7 (SEQ ID NO: 123), EXP-SETit.Ubq1:1:6
(SEQ ID NO: 124), EXP-Sb.Ubg4:1:2 (SEQ ID NO: 151) y EXP-8b.Ubq6:1:2
(SEQ ID NO: 153) para dirigir la expresion de CP4 en protoplastos de hojas de
trigo. Estas secuencias EXP se clonaron en constructos de plasmido para
transformacion binaria en plantas usando métodos conocidos en la técnica, y
como se describe en los Ejemplos 2 y 5 anteriores.

Tres plasmidos de control (pMON30098, pMON42410, como se
describio previamente, y pMON43647 que comprende una region del limite
derecho de Agrobacterium tumefaciens con EXP-Os.Act1+CaMV.355.2xA1—
B3+0s.Act1:1:1 (SEQ ID NO: 138) unida operativamente 5’ a una secuencia
codificadora de tolerancia al glifosato dirigida al plastido (CP4, US RE39247),
unida operativamente 5° a T-AGRtu.nos-1:1:13, y una regién del limite
izquierdo (B-AGRtu.limite izquierdo) con elementos regulatorios constitutivos
conocidos que ;dirigen CP4 o GFP se construyeron como se ilustra en el
Ejemplo 5. _

Los protoplastos de hoja de trigo se transformaron usando un método de
transformacion t-?asado en PEG que se describio en los ejemplos previos con la
excepcién se us:aron 1,56 X 10° células protoplasticas por ensayo. Los ensayos
de e)?presién deii' transgen de luciferasa y CP4 se realizaron como se describid
antes en el Ejemplo 6. Los niveles de expresion de CP4 promedio

determinados por ELISA de CP4 se presentan en la siguiente Tabla 34.

™

Uiy
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Tabla 34. Expresion de proteina de CP4 promedio en células

protoplasticas de hoja de trigo.

CP4 CP4
SEQID prom | STDEV
Plasmido Secuencia EXP NO: ppm ppm
No ADN No ADN 0 0
pMON30098 | GFP 0 0
EXP-
i Os. Act1+CaMV,355,2xA1-
pMON43647 | B3+0s.Acti 11 172 6562 | 1245
'EXP-CaMV,355—
MON42410 | mej+Ta.Lhcb1+Os.Act1:1:1 163 438,3 78,9
PMON30167 | EXP—0s.Act1:1:1 164 583 107,4
PMON129203 | EXP-Sv.Ubq1:1:7 128 156,9 251 |
PMON129204 | EXP-Sv.Ubq1:1:8 132 39,5 7
PMON129205 | EXP-Sv.Ubq1:1:9 133 154,5 56,5
PMON129210 | EXP—Zm.UbqM1:1:6 137 1500 0
PMON129211 | EXP-Zm.UbgM1:1:8 145 199,7 64,9
PMON129212 | EXP—Zm.UbqM1:1:7 141 2346 66,9
PMON129200 | EXP-SETit.Ubg1:1:5 117 7257 | 149,7
pMON129201 | EXP-SETit.Ubq1:1:7 123 64,9 14,5
PMON129202 | EXP-SETit.Ubqg1:1:6 124 122,9 48,7
PMON129219 | EXP-Sb.Ubg4:1:2 151 113,1 32,8
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La cantidad total de expresion de CP4 en protoplastos de trigo dirigida
por las secuencias EXP y la secuencia EXP constitutiva conocida EXP-
CaMV.35S-enh+Ta.Lhcb1+0s.Act1:1:1  demostrd  diferentes niveles de
expresion de CP4 en protoplastos de trigo cuando se compard con los
protoplastos de maiz.

Varias secuencias EXP dirigieron la expresion de CP4 en niveles mas
bajos en protoplastos de trigo las secuencias EXP constitutivas conocidas
EXP-0Os.Act1+CaMV.355.2xA1-B3+0s.Act1:1:1 y EXP-CaMV.355-
enh+Ta.Lhcb1+0s.Act1:1:1. Dos secuencias EXP, EXP-Zm.UbgM1:1:6 (SEQ
ID NO: 137), y EXP-SETit.Ubq1:1:5 (SEQ ID NO: 117), proporcionan mayoes
de niveles de expresion de CP4 en protoplastos de trigo que las secuencias
EXP constitutivas conocidas en este ensayo. EXP-Zm.UbgM1:1:2 dirigid la
expresion de CP4 en el nivel mas alto, con niveles de expresion gue son 2,2 a
3,4 veces mas altos que EXP-Os.Acti+CaMV.353.2xA1-B3+0s.Act1:1:1 y
EXP-CaMV.35S-enh+Ta.Lhcb1+0s.Act1:1:1, respectivamente. Todas la
secuencias EXP analizadas demostraron la capacidad para dirigir la expresion
de CP4 en las células de trigo.

Ejemplo 9: Analisis de elementos regulatorios que dirigen CP4 en
protoplastos de trigo usando amplicones del casete del transgeén de CP4.

Este ejemplo ilustra la capacidad de EXP-ANDge.Ubq1:1:7 (SEQ ID
NO: 5), EXP-ANDge.Ubqg1:1:8 (SEQ ID NO: 8), EXP-ANDge.Ubg1:1:10 (SEQ
ID NO: 10), EXP-ANDge.Ubq1:1:6 (SEQ ID NO: 12), EXP-ANDge.Ubqg1:1:11
(SEQ ID NO: 14), EXP-ANDge.Ubqi:1:12 (SEQ ID NO: 16), EXP-
ERIra.Ubqg1:1:9 (SEQ ID NO: 22), EXP-ERIra.Ubq1:1:10 (SEQ ID NO: 25),
EXP-ERIra.Ubq1:1:8 (SEQ ID NO: 27), EXP-ERIra.Ubg1:1:11 (SEQ ID NO:
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29), EXP-ERIra.Ubg1:1:12 (SEQ ID NO: 31), EXP-Cl.Ubg1:1:10 (SEQ ID NO:
98), EXP-ClL.Ubqg1:1:13 (SEQ ID NO: 114), EXP-CI.Ubq1:1:14 (SEQ ID NO:
115), EXP-Cl.Ubq1:1:15 (SEQ ID NO: 116), EXP-Cl.Ubq1:1:16 (SEQ ID NO:
93) y EXP-CL.Ubq1:1:17 (SEQ ID NO: 97) de dirigir la expresién del gen de
tolerancia a glifcsato CP4 en protoplastos de trigo. Estas secuencias EXP se
clonaron en constructos de plasmido para transformacion binaria en plantas.
Los vectores de expresion de planta resultantes se usaron como moldes de
amplificacion para producir un amplicén del casete del transgen compuesto de
una secuencia de EXP de ubiquitina unida operativamente 5 a una secuencia
codificadora EPSPS tolerante a glifosato dirigida a plastido (CP4, US
RE39247), unida operativamente 5" a la UTR 3’ de T-AGRtu.nos—1:1:13 y una
region del limite izquierdo de A. tumefaciens. Los amplicones resultantes se
usaron para transformar células de protoplastos de hoja de maiz.

Los protoplastos de hoja de trigo se transformaron usando un método de
transformacion basado en PEG, como se describid en el Ejemplo 2 anterior,
Las mediciones de CP4 se realizaron usando un ensayo basado en ELISA. Los
niveles promedio de expresién de la proteina CP4 expresados como parte por
millén (ppm) se muestran en las siguientes Tablas 35 y 36.

En una primera serie de experimentos, la expresion de CP4 dirigida por
los amplicones compuestos por las secuencias EXP EXP-ANDge.Ubqg1:1:7
(SEQ ID NO- 5), EXP-ANDge.Ubg1:1:8 (SEQ ID NO: 8), EXP-
ANDge.Ubqg1:1:10 (SEQ ID NO: 10), EXP-ANDge.Ubqg1:1:6 (SEQ ID NO: 12),
EXP-ANDge.Ubq1:1:11 (SEQ ID NO: 14), EXP-ANDge.Ubq1:1:12 (SEQ ID
NO: 16), EXP-ERIra.Ubg1:1:9 (SEQ ID NO: 22), EXP-ERIra.Ubqg1:1:10 (SEQ
ID NO: 25), EXP-ERIra.Ubqg1:1:8 (SEQ ID NO: 27), EXP-ERIra.Ubq1:1:11
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(SEQ ID NO: 29), EXP-ERIra.Ubq1:1:12 (SEQ ID NO: 31), EXP-CL.Ubq1:1:10
(SEQ ID NO: 98), EXP-Cl.Ubg1:1:13 (SEQ ID NO: 114), EXP-ClL.Ubq1:1:14
(SEQ D NO: 115) y EXP-CL.Ubq1:1:15 (SEQ ID NO: 116) se ensayaron en

protoplastos transformados de hojas de trigo y se compararon con los niveles

de expresion de CP4 dirigidos por los controles constitutivos, EXP-CaMV,35S—

mej+Zm.DnaK:1:1 (SEQ ID NO: 170) y EXP-0s.Act1:1:1 (SEQ ID NO: 164).

Los niveles prornedio de la expresién de proteina CP4 expresado como parte

por millén (ppm) se muestra en las siguientes Tablas 35.

Tabla 35. Expresién de proteina promedio CP4 en protoplastos de hojas

de trigo.
1! CP4
CP4 ng/mg
ng/mg de de
proteina | proteina
Plantilla de | Amplicén SEQID | total total
amplicén ID Secuencia EXP NO: promedioc | STDEV
no ADN 0,00 0,00
'. GFP (control
pMON30098 I! negativo) 0,00 0,00
’ EXP-CaMV,358—
pPMON19469 | PCR24 mej+Zm.Dnak:1:1 170 76,11 18,65
pMON30167 | PCR25 EXP-0s.Act1:1:1 164 3,83 0,73
EXP-
MON140896 | PCR41 ANDge.Ubqg1:1:7 5 103,46 16,31
| PMON140917 l PCR42 EXP- 8 61,48 1,99
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(/b 1,

L .
4 i)
e 1)

1 ANDge.Ubq1:1:8

! EXP—

MON140897 | PCR43 | ANDge.Ubq1:1:10 | 10 62,65 4,58
| EXP-

PMON140898 | PCR44 | ANDge.Ubg1:1:6 12 48,74 3,09
EXP—

PMON140899 PCR45 | ANDge.Ubgi:t:11 | 14 54,91 3,50
EXP-

PMON140900 | PCR46 | ANDge.Ubg1:1:12 | 16 42,81 5,97
| EXP-

pMON140904 , PCR50 __| ERIra.Ubq1:1:9 22 31,26 1,69
; EXP-

PMON140905 | PCR51 | ERIra.Ubg1:1:10 25 49,82 5,96
i EXP-

PMON140906 | PCR52 | ERIra.Ubq1:1:8 27 37,43 4,52
EXP—

pMON140907 | PCR53 | ERIra.Ubqt:1:11 29 2717 0,96
i EXP-

PMON140908 | PCR54 ERIra.Ubgi:1:12 31 17,41 4,13
| EXP—

PMON140913 | PCR19 | CLUbg1:1:10 98 66,66 13,45
' EXP-

PMON140914 | PCR20 | GLUbq1:1:13 114 79,42 10,74
| EXP-

PMON140915 ! PCR21 | CLUbq1:1:14 115 75,53 9,32
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EXP-
MON140916 | PCR22 Cl.Ubg1:1:15 116 0,00 0,00

[}

Tal como:- se puede ver en la Tabla 31 anterior, las secuencias EXP
EXP-ANDge.Ubig1:1:7 (SEQ ID NO: 5), EXP-ANDge.Ubg1:1:8 (SEQ ID NO:
8), EXP—ANDgé.qu1:1:1O (SEQ ID NO: 10), EXP-ANDge.Ubq1:1:6 (SEQ ID
NO: 12), EXP-ANDge.Ubg1:1:11 (SEQ ID NO: 14), EXP-ANDge.Ubqi:1:12
(SEQ ID NO: 16), EXP-ERIra.Ubqi:1:9 (SEQ ID NO: 22), EXP-
ERIra.Ubq1:1:10 (SEQ ID NO: 25), EXP-ERIra.Ubq1:1:8 (SEQ ID NO: 27),
EXP-ERIra.Ubq1:1:11 (SEQ ID NO: 29), EXP-ERIra.Ubq1:1:12 (SEQ ID NO:
31), EXP-CLULqG1:1:10 (SEQ ID NO: 98), EXP-Cl.Ubq1:1:13 (SEQ ID NO:
114), EXP-CLUhq1:1:14 (SEQ ID NO: 115) y EXP-Cl.Ubq1:1:15 (SEQ ID NO:
116) eran capaces de dirigir la expresiéon de CP4. Todas las secuencias EXP
con la excepcion de una EXP-Cl.Ubgi:1:15 (SEQ ID NO: 116) dirigieron
niveles de expresion de CP4 a un nivel mucho mayor que el control
constitutivo, EX!P—OS.Act’I:1:1 (SEQ ID NO: 164). Los niveles de expresion
estuvieron alrededor del mismo nivel o mas bajo que el de EXP-CaMV.35S—
enh+Zm.DnaK:1:1 (SEQ ID NO: 170) para la mayor parte de las secuencias
EXP. '

- En una segunda serie de experimentos, Ia expresion de CP4 dirigida por
los amplicones compuestos de las secuencias EXP EXP-Cl.Ubg1:1:10 (SEQ
ID NO: 98), EXP-CIL.Ubg1:1:16 (SEQ ID NO: 93) y EXP-ClL.Ubq1:1:17 (SEQ ID
NOQO: 97) se anal!izaron en los protoplastos de hoja de trigo transformados y se
compararon con los niveles de expresion de CP4 dirigidos por el control

constitutivo, EXP-Os.Act1:1:1 (SEQ ID NO: 164). Los niveles promedio de
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expresion de la proteina CP4 expresados como parte por millon (ppm) se

muestran en las siguientes Tablas 32.

Tabla 36. Expresion promedio de la proteina CP4 en protoplastos de hoja

de trigo. —
CP4 de | CP4de
hojas hojas
de maiz | de maiz
mg/de mg/de
SEQ | proteina | proteina
Plantilla de ID total total
amplicénl Amplicon ID | Secuencia EXP | NO: | prom | StdDev
MON30167 | PCR25 EXP-Os.Acti:1:1 | 164 | 1584 | 2,12
EXP-
pPMON140913 | PCR19 Cl.Ubgt:1:10 98 736,32 79,56
EXP-
MON142748 ;pMON142748 Cl.Ubgl:1:16 93 593,72 80,22
EXP-
pMON142749 _pMON142749 ClLUbg1:1:17 97 763,95 86,94

Tal comd se puede ver en la Tabla 36 anterior, las secuencias EXP
EXP-CLUbq1:1:10 (SEQ ID NO: 98), EXP-CI.Ubq1:1:16 (SEQ ID NO: 93) y
EXP-Cl.Ubqg1:1:17 (SEQ ID NO: 97) eran capaces de dirigir la expresion de

CP4. Los niveles de expresion dirigidos por las tres secuencias EXP eran

superiores a los del control constitutivo, EXP-0s.Act1:1:1 (SEQ ID NO: 164).
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Ejemplo 10: Anélisis de elementos de regulacién que dirigen CP4 en
protoplastos de cafia de aztcar.
Este ejemplo ilustra la capacidad de EXP-Sv.Ubq1:1:7 (SEQ ID
NO: 128), EXP-Sv.Ubqg1:1:8 (SEQ ID NO: 132), EXP-Sv.Ubg1:1:9 (SEQ ID
NO: 133), EXP-Zm.UbgM1:1:6 (SEQ ID NO: 137), EXP-Zm.UbgM1:1:8 (SEQ
ID NO: 145), EXP-Zm.UbqM1:1:7 (SEQ ID NO: 141), EXP-SETit.Ubq1:1:5
(SEQ ID NO: 117), EXP-SETit.Ubql:1:7 (SEQ ID NO: 123), EXP-
SETit.Ubq1:1:6 (SEQ ID NO: 124), EXP-Sb.Ubq4:1:2 (SEQ ID NO: 151), EXP-
Sb.Ubq6:1:2 (SEQ ID NO: 153) y EXP-CLUbq1:1:10 (SEQ ID NO: 98) para
dirigir la expresién de CP4 en protoplastos de hojas de cafna de azucar. Las
secuencias EXP se clonaron en constructos de plasmido para transformacion
binaria en planias. Los vectores resultantes contenian una region del limite
derecho de Agrobacterium tumefaciens, una secuencia de EXP de ubiquitina
unida operativamente 5° a una secuencia codificadora EPSPS tolerante a
glifosato dirigida a plastido (CP4, US RE39247), unida operativamente 5" a fia
T-AGRtu.nos—1:1:13 (SEQ ID NO: 127) o T-CaMV.355—1:1:1 (SEQ ID NO:
140) UTR 3’ y una region del limite izquierdo de A. tumefaciens (B-AGRtu.left
border). Los constructos de plasmido resultantes se usaron para transformar
células de protoplastos de hoja de cafia de azucar usando el método de
transformacion con PEG.
Los conétructos de plasmido pMON129203, pMON12904, pMON12905,
PMON129210, pMON129211, PMON129212, pMON129200, pMON129201,
PMON129202, pMON129219, y pMON129218 son como se describieron en la

Tabla 12 anterior.
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Se consiruyeron tres plasmidos de control (pMON30167 descripto
anteriormente; pMON130803 que también comprende EXP-0Os.Act1:1:1 (SEQ
ID NO: 164); y pMON132804 que comprende EXP-P-CaMV.35S-enh—
1:1:13/L-CaMV.358-1:1:2/I-0s.Act1-1:1:19 (SEQ ID NO: 139), con elementos
regulatorios coastitutivos conocidos que dirigen CP4 y se usaron para
comparar los niveles de expresion relativos de CP4 dirigidos por las secuencias
EXP de ubiquitina listadas en la siguiente Tabla 37.

Los protoplastos de hoja de cafia de azucar se transformaron usando un
metodo de transformacion basado en PEG. Los niveles de expresion de CP4
promedio determinados por ELISA de CP4 se presentan en la siguiente Tabla
37.

Tabla 37. Expresién de proteina de CP4 promedio en células

protoplasticas de hoja de la cafia de azucar.

Experimento 1 | Experimento 2

CP4
SEQ | CP4 CP4 CP4 | STDE
Constructo ID prom | STDE | prom Vv

de plasmido Secuencia EXP NO: ppm | Vppm | ppm ppm

EXP-P-
CaMV,35S-enh—
1:1:13/L~
CaMV,355-1:1:2/I-
PMON132804 | Os.Act1-1:1:19 173 | 657,97 | 194,05 | 283,63 | 95,8

pMON30167 | EXP-0s.Act1:1:1 164 | 57,15 | 20,99 | 18,36 | 5,41

| PMON130803 : ExAP-0Os.Act1:1:1 164 | 34,26 1,61 16,57 | 3,71
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pPMON129203 | EXP-Sv.Ubq1:1:7 | 128 | 89,2 | 32,46 | 56,86 | 9,55
PMON129204 ] EXP-Sv.Ubg1:1:8 132 87,2 45,87 | 98,46 | 12,93
pMON129205 | EXP-Sv.Ubq1:1:9 | 133 | 263,57 | 70,14 | 72,53 | 9,25
EXP-
pPMON129210 | Zm.UbgM1:1:6 187 | 353,08 | 29,16 | 199,31 | 41,7
EXP-
PMON129211 | Zm.UbgM1:1:8 145 | 748,18 | 151 | 411,24 | 17,12
EXP-
PMON129212 | Zm.UbgM1:1:7 141 | 454,88 | 75,77 | 215,06 | 23,22
EXP-
pMON129200 | SETit.Ubq1:1:5 117 | 150,74 | 63,21 | 91,71 | 41,35
EXP-
pPMON129201 | SETit.Ubg1:1:7 123 | 11957 | 58,1 | 102,72 | 31,12
EXP-
PMON129202 | SETit.Ubg1:1:6 124 | 43,79 | 2577 | 97,63 | 46,07
PMON129219 | EXP-Sb.Ubg4:1:2 | 151 | 95,63 | 38,69
PMON129218 | EXP-Sb.Ubg6:1:2 | 153 | 343,34 | 119,2 | 179,75 | 51,16
PMON129221 | EXP-CLUbqt:1:10 | 98 | 374,8 | 205,28 | 258,93 | 38,03

Como se puede observar en la Tabla 37 above, las secuencias EXP

demostraron la capacidad de dirigir la expresién de CP4 en los protoplastos de

cafia de azlcar. Los niveles de expresion fueron similares o mayores que los

de la expresion de CP4 dirigida por EXP-Os.Act1:1:1 (SEQ ID NO: 164). Una
secuencia EXP, EXP-Zm.UbqM1:1:8 (SEQ ID NO: 145), demostro mayores

niveles de expresion cuando se compararon con EXP—P—-CaMV.35S—enh—
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1:1:13/L-CaMV.355-1:1:2/-0s.Act1-1:1:19  (SEQ ID NO: 139) en los
protoplastos de cafa de aztcar.
Ejemplo 11: Analisis de elementos regulatorios que dirigen CP4 en los
protoplastos de cafia de azilicar usando amplicones del casete del
transgén de CP4.

Este ejemplo ilustra la capacidad de EXP-ANDge.Ubq1:1:7 (SEQ ID
NO: 5), EXP-ANDge.Ubqg1:1:8 (SEQ ID NO: 8), EXP-ANDge.Ubq1:1:10 (SEQ
ID NO: 10), EXP-ANDge.Ubq1:1:6 (SEQ ID NO: 12), EXP-ANDge.Ubq1:1:11
(SEQ ID NO: 14), EXP-ANDge.Ubgi:1:12 (SEQ ID NO: 16), EXP-
ERIra.qu1:1:9 (SEQ ID NO: 22), EXP-ERIra.Ubqg1:1:10 (SEQ ID NO: 25),
EXP-ERIra.Ubq1:1:8 (SEQ ID NO: 27), EXP-ERIra.Ubq1:1:11 (SEQ ID NO:
29), EXP-ERIra.Ubq1:1:12 (SEQ ID NO: 31), EXP-CL.Ubq1:1:10 (SEQ ID NO:
98), EXP-ClL.Ubq1:1:13 (SEQ ID NO: 114), EXP-Cl.Ubq1:1:14 (SEQ ID NO:
115) y EXP—C[.Equ1:1:15 (SEQ ID NO: 1186) de dirigir la expresion del gen de
tolerancia a glifosato CP4 en protoplastos de cafia de azlcar. Estas secuencias
EXP se clonaron en constructos de plasmido para transformacién binaria en
plantas. Los vectores de expresion de planta resultantes se usaron como
moldes de amplificacion para producir un amplicén del casete del transgén
compuesto de una secuencia de EXP de ubiquitina unida operativamente 5 a
una secuencia codificadora EPSPS tolerante a glifosato dirigida a plastido
(CP4, US RE3%247), unida operativamente 5° la UTR 3' de T-AGRtu.nos—
1:1:13 y una region del limite izquierdo de A. fumefaciens. Los amplicones

resultantes se usaron para transformar células de protoplastos de hoja de cana

de aztcar.
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Los protoﬁalastos de hoja de cafia de azucar se transformaron usando un
metodo de transformacion basado en PEG, como se describié en el Ejemplo 2
anterior. Las médiciones de CP4 se realizaron usando un ensayo basado en
ELISA. '

La expresion de CP4 dirigida por amplicones compuestos por las
secuencias EXP EXP-ANDge.Ubqg1:1:7 (SEQ ID NO: 5), EXP-
ANDge.Ubq1:1:8 (SEQ ID NO: 8), EXP-ANDge.Ubg1:1:10 (SEQ ID NO: 10),
EXPHANDge.Ub'q1:1:6 (SEQ ID NO: 12), EXP-ANDge.Ubqg1:1:11 (SEQ ID NO:
14), EXP-ANDge.Ubq1:1:12 (SEQ ID NO: 16), EXP-ERIra.Ubq1:1:9 (SEQ ID
NO: 22), EXP-ERIra.Ubg1:1:10 (SEQ ID NO: 25), EXP-ERIra.Ubg1:1:8 (SEQ
ID NO: 27), EXP-ERIra.Ubg1:1:11 (SEQ ID NO: 29), EXP-ERIra.Ubqgt:1:12
(SEQ ID NO: 31), EXP-CLUbq1:1:10 (SEQ ID NO: 98), EXP-CI.Ubg1:1:13
(SEQ ID NO: 114), EXP-CIL.Ubg1:1:14 (SEQ ID NO: 115) y EXP-CIL.Ubg1:1:15
(SEQ ID NO: 116) se ensayaron en protoplastos transformados de hojas de
trigo y se compz}raron con niveles de expresion de CP4 dirigidos por controles
constitutivas, EXP-CaMV,358~-mej+Zm.DnaK:1:1 (SEQ ID NO: 170) y EXP-
Os_.Act1:1:1 (SEQ ID NO: 164). Los niveles promedio de la expresion de
proteina CP4 expresados como parte por millon (ppm) se muestran en la

siguiente Tabla 38
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Tabla 38. Expresion de proteina promedio de CP4 en protoplastos de

hojas de cafia de azlcar.

CPa
CPa ng/mg
ng/mg de de
proteina | proteina
Plantilla de | Amplicén SEQ ID total total
amplicén ID Secuencia EXP NO: promedio | STDEV
EXP-CaMV,355-
pMON19469 | PCR24 mej+Zm.DnakK:1:1 170 99,6 T
pMON30167 | PCR25 EXP-0s.Act1:1:1 164 0,0 0,0
EXP-
pPMON140896 | PCR41 ANDge.Ubq1:1:7 5 21,9 3,3
EXP-
PMON140917 | PCR42 ANDge.Ubq1:1:8 8 15,4 1.9
EXP-
pMON140897 | PCR43 ANDge.Ubqgi:1:10 10 20,7 2,2
EXP-
pMON140898 | PCR44 ANDge.Ubq1:1:6 12 21,8 2,8
EXP-
MON140899 | PCR45 ANDge.Ubgi:1:11 14 36,9 T2
EXP-—
pPMON140900 | PCR46 ANDge.Ubgi:1:12 16 51,7 5,6
PMON140904 | PCR50 EXP-ERIra.Ubqg1:1:9 22 10,3 1,1
pPMON140905 | PCR51 EXP- 25 25,3 4,7
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ERIra.Ubg1:1:10
MON140906 | PCR52 EXP-ERIra.Ubg1:1:8 27 29.9 4,6
EXP-
pMON140807 | PCR53 ERIra.Ubg1:1:11 29 44,0 7.1
, EXP-
pMON140908 | PCR54 ERlra.Ubg1:1:12 31 37,0 54
pPMON140913 | PCR19 EXP-ClL.Ubqg1:1:10 98 19,2 1,3
pMON140914 | PCR20 EXP-CLUbg1:1:13 114 20,5 2,1
MON140915 | PCR21 EXP-CIl.Ubqg1:1:14 115 23,2 1,6
pMON140916 1| PCR22 EXP-Cl.Ubg1:1:15 116 0,0 0,0

Tal como se ve en la Tabla 38 anterior, las secuencias EXP EXP-
ANDge.Ubq1:1:7 (SEQ ID NO: 5), EXP-ANDge.Ubq1:1:8 (SEQ ID NO: 8),
EXP-ANDge.Ubq1:1:10 (SEQ ID NO: 10), EXP-ANDge.Ubq1:1:6 (SEQ ID NO:
12), EXP-ANDge.Ubg1:1:11 (SEQ ID NO: 14), EXP-ANDge.Ubqg1:1:12 (SEQ
ID NO: 16), E~P-ERIra.Ubq1:1:9 (SEQ ID NO: 22), EXP-ERIra.Ubgi:1:10
(SEQ ID NO: 25), EXP-ERIra.Ubqt1:1:8 (SEQ ID NO: 27), EXP-
ERIra.Ubg1:1:11 (SEQ ID NO: 29), EXP-ERIra.Ubqi:1:12 (SEQ ID NO: 31),
EXP-CLUbq1:1:10 (SEQ ID NO: 98), EXP-Cl.Ubq1:1:13 (SEQ ID NO: 114) y
EXP-CIL.Ubq1:114 (SEQ ID NO: 115) eran capaces de dirigir la expresion de
CP4. EXP-Cl.Ubg1:1:15 (SEQ ID NO: 116) no parecieron expresar la

expresion de CF4 en este ensayo.
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Ejemplo 12: Analisis de elementos regulatorios que dirigen GUS en

maiz transgénico

Las plantas de maiz se transformaron con vectores de expresion de
planta que contienen las secuencias EXP que dirigen la expresion del transgén
de 3—glucuronidasa (GUS), y las plantas resultantes se analizaron en cuanto a
la expresion de proteina de GUS. Las secuencias EXP de ubiquitina se
clonaron en constructos de plasmido para transformacion binaria en plantas
usando métodos conocidos en la técnica.

Los vectcres de expresion de planta resultantes contienen una region
del limite derecho de A. tumefaciens, un primer casete del transgén para
analizar la secuencia EXP unida operativamente a una secuencia codificadora
para B—glucuronidasa (GUS) que posee el intrén procesable GUS—2, descripto
antes, unido operativamente 5 a la UTR 3' del gen de la proteina de
transferencia de lipidos del arroz (T-Os.LTP-1:1:1, SEQ ID NO: 141); un
segundo casete de seleccion del transgén usado para la seleccion de células
de planta transformadas que confiere resistencia al herbicida glifosato (dirigido
por el promotor Actina 1 de arroz), y una region del limite izquierdo de A.
tumefaciens. Los plasmidos resultantes se usaron para transformar las plantas
de maiz. La Tabla 39 lista las denominaciones del plasmido, las secuencias

EXP y las SEQ ID NOs, que también se describen en la Tabla 1.

d :'/g
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Tabla 39. Plasmidos para transformacién binaria en plantes y las

secuencias EXI? asociadas.

SEQ
Constructo de ID
plasmido Secuencia EXP NO: Datos
EXP-
pMON142865 ANDge.Ubqg1:1:8 8 Roy Ri
PMON142864 EXP-ERIra.Ubg1:1:8 27 Ro y Ri
PMON142729 EXP-CIl.Ubg1:1:12 90 Ro
PMON142730 EXP-Cl.Ubg1:1:11 95 Ro ‘
 pMON1.32047 EXP-CL.Ubqg1:1:23 108 Ro
EXP-
| PMON132037 SETIit.Ubg1:1:10 119 Ro y F1
EXP-
pMON131957 SETit.Ubg1:1:11 125 F1
 pPMON171958 EXP-Sv.Ubg1:1:11 130 Ro y Fi
MON1:51959 EXP-Sv.Ubg1:1:12 136 Ro
PMON131961 EXP—Zm.UbgM1:1:10 | 139 Ro
PMON131963 EXP-Zm.UbgM1:1:12 | 143 Ro
PMON131962 EXP—Zm.UbgM1:1:11 | 149 Ro
MON132932 EXP-Sb.Ubg4:1:2 151 Ro
MONH1 32931 EXP-Sb.Ubg6:1:3 168 Ro
pPMON132974 EXP-Sb.Ubqg7:1:2 157 Ro y Fi
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Las plantas se transformaron usando transformaciones mediadas por
Agrobacterium, por ejemplo como se describe en la Publicacion de patente
U.S. 20090138935.

Se uso ei analisis histoquimica de GUS para el andlisis de la expresion
cualitativa de las plantas transformadas. Las secciones de tejido se incubaron
con solucion de ftincion de GUS X-Gluc (5-bromo—4—cloro—3—indolil-b—
glucurénido) (1 miligramo/mililitro) por una duracion de tiempo apropiada, se
lavaron y se inspeccionaron visualmente por la coloracion azul. La actividad de
GUS se determind en forma cualitativa por inspeccién visual directa o
inspeccion bajo un microscopio usando oOrganos y tejidos de planta
seleccionados. Las plantas Ro se inspeccionan por la expresion en las raices y
hojas asi como la antera, estigma y semilla en desarrollo y embrion 21 dias
después de la polinizacion (21 DAP).

Para el .andlisis cuantitativo, se extrajo proteina total de tejidos
seleccionados de plantas de maiz transformadas. Se usé un microgramo de
proteina total con el sustrato fluorogénico, 4—metilumbeliferil-B—D—glucuronido
(MUG) en un volumen de reaccion total de 50 microlitros. El producto de
reaccion, 4-metilumbeliferona (4-MU), es maximamente fluorescente a pH alto,
donde el grupo hidroxilo esta ionizado. La adicion de una solucién basica de
carbonato de sodio detiene simultdneamente el ensayo y ajusta el pH para
cuantificar el producto fluorescente. La fluorescencia se midié a una excitacion
de 365 nm, emision de 445 nm usando un Fluocromax—3 (Horiba; Kyoto, Japon)
con lector Micromax, con ajuste de ancho de ranura a excitacion 2 nm vy

emision 3 nm.
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La expresion de Ro promedio de GUS observada para cada
transformacion se presenta en las siguientes Tablas 40 y 41. El ensayo de
GUS Rorealizaco en los transformantes transformados con pMON131957
(EXP~SETit.qu1:1":11, SEQ ID NO:125) no pasd los estandares de calidad.
Estos transformantes se analizaron en una generacion F1 y se presentan

adicionalmente a continuacion en este ejemplo.

Tabla 40. Expresién promedio Ro de GUS en tejido de raiz y hojas.
'| SEQ
ID V3 V4 V7 VT V3 V4 V7 VT
Secuencia EXP | NO: | Raiz | Raiz | Raiz | Raiz Hoja | Hoja | Hoja | Hoja

EXP- |
ANDge.Ubqi:1:8| 8 | nd | 255 | 199 | 70 | nd | 638 | 168 | 130

EXP-
ERIra.Ubq1:1:8 27 nd | 477 | 246 | 62 nd | 888 | 305 | 242

EXP-

CLUbg1:1:12 9 | nd | 27 | 147 | 52 | nd | 75 | 189 | 199
EXP-

Clubgt:t:t | 95 | nd | 28 | 77 | 50 | nd | 101 | 177 | 223
EXP— |

ClLUbgi:1:23 | 108 | 0 | nd | 75 | 34 | 201 | nd | 194 | 200
EXP—

SETit.Ubg1:1:10 | 119 0 nd 29 57 58 | nd 37 46

EXP-

Sv.Ubg1:1:11 130 nd nd nd 9 20 nd 55 29
EXP- 136 | 63 nd 0 28 | 184 | nd 27 16 |
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SEQ

ID V3 V4 V7 VT V3 V4 V7 VT
Secuencia EXP | NO: | Raiz | Raiz | Raiz | Raiz | Hoja Hoja | Hoja | Hoja
Sv.Ubqgi:1:12
EXP-
Zm.UbgM1:1:10 | 139 0 nd | 237 18 || 221 nd | 272 | 272
EXP-
Zm.UbgM1:1:12 | 143 0 nd 21 43 | 234 | nd | 231 | 196
EXP-
Zm.UbgM1:1:11 149 | 124 nd 103 | 112 | 311 nd | 369 | 297
EXP—
Sb.Ubqg4:1:2 151 | 125 nd 0 95 |1 233 | nd | 150 | 88
EXP-—
Sb.Ubg6:1:3 155 | 154 nd 13 128 | 53 nd 39 55
EXP-
Sb.Ubg7:1:2 15¢ 37 nd 22 18 165 | nd 89 | 177

Tabla 41. Expresién Ro GUS promedio en expresiéon en organos

reproductivos de maiz (anteras, seda) y semillas en desarrolio (embriones

'Y endosperma).

SEQ VT 21 DAP 21 DAP
ID Anter | VT/R1 | Embrié | Endosperm
Secuencia EXP NO: Seda n a
EXP-ANDge.Ubq1:1:8 8 247 256 24 54
EXP-ERIra.Ubqg1:1:8 27 246 287 36 61
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EXP-Cl.Ubg1:1:12 a0 420 121 26 220
EXP-ClL.Ubg1:1:11 95 326 227 41 221
EXP-Cl.Ubg1:1:23 108 598 416 212 234
EXP-SETit.Ubc1:1:10 119 132 85 50 63
EXP-Sv.Ubg1:1:11 130 217 3 45 92
EXP-Sv.Ubgt:1:12 136 120 21 49 112 |
EXP-Zm.UbgM1:1:10 139 261 506 403 376
EXP-Zm.UbgM1:1:12 143 775 362 253 247
EXP-Zm.UbgMi:1.11 149 551 452 234 302
EXP-Sb.Ubg4:1:2 151 213 0 25 79
EXP-Sb.Ubq6:1:3 155 295 87 51 61
EXP-Sb.Ubg7:1:2 157 423 229 274 90

En las plantas de maiz Ro, los niveles de expresion de GUS en la hoja y
raiz difirieron entre las secuencias EXP de ubiquitina. Si bien todas las
secuencias EXP demostraron la capacidad de dirigir la expresion del transgén

5 de GUS en plantas transformadas en forma estable, cada secuencia EXP
demostré un patrdn Unico de expresion respecto de los otros. Por ejemplo, se
observaron niveles altos de expresion de GUS en las etapas tempranas del
desarrollo de la raiz (V4 y V7) para EXP-ANDge.Ubqg1:1:8 (SEQ ID NO: 8) y
EXP-ERIra.Ubq1:1:8 (SEQ ID NO: 27) y declinaron en la etapa VT. La

10 expresion en raiz dirigida por EXP-Zm.UbgM1:1:10 (SEQ ID NO: 139) no
demostro expreéic’m en V3 pero fue alta en V7 y luego descendié en la etapa

VT. La expresion en raiz dirigida por EXP-Zm.UbgM1:1:11 (SEQ ID NO: 149)

se mantuvo en nivel similar a lo largo del desarrollo de las etapas V3, V7 a VT.
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La expresion en raiz se observé desde el desarrollo temprano (V3/V4) a la
etapa V7 y lueg» desciende de la etapa V7 a V8 en plantas transformadas con
EXP-CLUbg1:1:12 (SEQ ID NO: 90), EXP-ClL.Ubg1:1:11 (SEQ ID NO: 95) y
EXP-CLUbq1:1:23 (SEQ ID NO: 108). Los niveles de expresion de GUS
también mostraron diferencias drasticas en el tejido foliar. Los niveles mas altos
de expresion en hojas fueron conferidos en el desarrollo temprano (V3/V4) con
EXP-ANDge.Ubq1:1:8 (SEQ ID NO: 8) y EXP-ERIra.Ubq1:1:8 (SEQ ID NO:
27) que declinan en la etapa V7 a VT. La expresion de GUS se retiene de la
etapa V3 a VT usando EXP-Zm.UbgM1:1:10 (SEQ ID NO: 139), EXP-
Zm.UbgM1:1:11 (SEQ ID NO: 149), EXP-Zm.UbgqM1:1:12 (SEQ ID NO: 143) y
EXP-Cl.Ubqg1:1:23 (SEQ ID NO: 108); y en menor medida usando EXP-
SETit.Ubq1:1:10 (SEQ ID NO: 119) y EXP-Sb.Ubq6:1:3 (SEQ ID NO: 155). La
expresion en Iz;; hoja aumenté de la etapa V3 a V7 a VT usando EXP-
ClLUbq1:1:12 (SEQ ID NO: 90), EXP-CI.Ubq1:1:11 (SEQ ID NO: 95) y EXP-
Cl.Ubg1:1:23 (SEQ ID NO: 108) mientras que la expresion declind de la etapa
V3 a VT usando EXP-Sv.Ubq1:1:12 (SEQ ID NO: 136) y EXP-Sb.Ubg4:1:2
(SEQ ID NO: 151).

De manera similar, con respecto al tejido reproductivo (anteras vy
estigmas) y las semillas en desarrollo (embridn 21DAP y endosperma) se
observaron diferentes patrones de expresion Unicas para cada secuencia de
EXP. Por ejemplo, se observaron elevados niveles de expresion en anteras y
estigmas asi como también en las semillas en desarrollo, para lo cual se
utilizaron EXP-Zm.UbgM1:1:10 (SEQ ID NO: 139), EXP-Zm.UbgM1:1:11 (SEQ
ID NO: 149), EXP-Zm.UbgM1:1:12 (SEQ ID NO: 143) y EXP-ClL.Ubg1:1:23

(SEQ ID NO: 108). La expresion fue elevada en las anteras y estigmas pero
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baja en las semillas en desarrollo mediante EXP-ANDge.Ubg1:1:8 (SEQ ID
NO: 8) y EXP-ERIra.Ubq1:1:8 (SEQ ID NO: 27). La expresién impulsada por
(SEQ ID NO: 157) fue elevada en el tejido reproductivo y elevada en los
embriones en desarrollo pero mas reducida en los endosperma en desarrollo.
La secuencia fje EXP, EXP-Sb.Ubg4:1:2 (SEQ ID NO: 151) solamente
demostrd una expresion en las anteras pero no en las estigmas y se expresé
mucho menos en las semillas en desarrollo. El EXP-Sv.Ubq1:1:11 (SEQ ID
NO: 130) demostré un patron similar al del EXP-Sbh.Ubg4:1:2 (SEQ ID NO:
151) con respecto al tejido reproductivo y a las semillas en desarrolio, pero
mientras que el EXP-Sb.Ubqg4:1:2 (SEQ ID NO: 151) mostrd una expresion en
los tejidos de raices y hojas, el EXP-Sv.Ubg1:1:11 (SEQ ID NO: 130) se
expresé mucho menos en estos mismos tejidos.

Los transformantes de generacion Ro, seleccionados para inserciones de
copias simples fueron cruzados con una cepa LH244 no transgénica
(resultando en 1) o fueron autopolinizados (resultando en Ri1) a efectos de
producir una poblacion de semillas F1 o R+. En cualquier caso, para el estudio
se seleccionaron plantas heterocigotas Fi o Ri. Se midieron los niveles de
expresion de GUS en tejidos seleccionados durante el trascurso de desarrollo,
como descrito anteriormente. Los tejidos F1 o Ry utilizados para este estudio
incluian: embrién de semilla embebido, endosperma de embrion embebido, raiz
y coledptido a I(:JS 4 dias despues de la germinacion (DAG); hoja y raiz en la
etapa V3, raiz y hoja madura en la etapa V8; raiz, hojas maduras, etapa VT (en
el borlado, antes de la reproduccién) anteras, polen, hoja y hoja senescentes:;
mazorca R1, estigmas, raiz e entrenudo; grano a los 12 dias después de la

polinizacion (DAP); y embrion y endosperma 21 y 38 DAP. Las muestras de
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tejido seleccionadas también fueron analizadas para plantas Fi1 expuestas a
condiciones de sequia y estrés por frio para transformantes que comprendian
PMON132037 (EXP-SETit.Ubqg1:1:10, SEQ ID NO: 119), pMON131957 (EXP-
SETit.Ubq1:1:11, SEQ ID NO: 125), pMON131958 (EXP-Sv.Ubq1:1:11, SEQ
ID NO: 130) y pMON132974 (EXP-Sb.Ubq7:1:2, SEQ ID NO: 157). Los tejidos
de raiz y hoja Vf} fueron muestreadas después de su exposicion a frio y sequia.

Se indujé estrés por sequia en plantas Fi, V3 transformadas con
PMON132037 (EXP-SETit.Ubg1:1:10, SEQ ID NO: 119), pMON131957 (EXP—
SETit.Ubqgt:1:11, SEQ ID NO: 125), pMON131958 (EXP-8v.Ubq1:1:11, SEQ
ID NO: 130) y pMON132974 (EXP-Sb.Ubq7:1:2, SEQ ID NO: 157) para lo cual
se retuvo agua durante 4 dias y se _permitic') que el contenido de agua se
redujera en por lo menos 50% del contenido original de agua de la planta
completamente aguada. El protocolo de sequia consistia esencialmente en los
pasos siguientegj;: a las plantas en etapa V3 se les deprivé en agua. A medida
que una planta de maiz experimenta sequia, la forma de la hoja cambiara de
un aspecto usual y desplegado saludable a una hoja que muestra un plegado
en el haz vascular a medio nervio y adquirira una forma de V si se observa
desde la punta de la hoja hacia el tallo. Este cambio en Ia morfologia
usualmente emr;ezc') a tener lugar a los 2 dias después del cese del aguado y
en experimentols anteriores se demostrd que estaba relacionado con una
pérdida de agué de aproximadamente el 50% medida por peso de las macetas
a cesacion del élguado y el peso de los potes cuando se observé la morfologia
de hoja enrolladas en las plantas no aguadas. Las plantas fueron observadas
bajo condiciones de sequia, cuando las hojas mostraron marchitamiento como

se evidencia por un enrulado hacia dentro (forma de V) de la hoja. Se
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considera que este nivel de estrés es una forma de estrés subletal. Una vez
que cada planta demostré una induccion de sequia, definida anteriormente, la
planta fue destruida para obtener muestras tanto de raiz como de hojas.

Ademas de sequia, unas plantas en etapa Fi V3 transformadas con
PMON132037 (EXP-SETit.Ubqg1:1:10, SEQ ID NO: 119), pMON131957 (EXP-
SETit.Ubg1:1:11, SEQ ID NO: 125), pMON131958 (EXP-Sv.Ubq1:1:11, SEQ
ID NO: 130) y pMON132974 (EXP-Sb.Ubq7:1:2, SEQ ID NO: 157) también
fueron expuestas a condiciones de frio para determinar si los elementos
reguladores demostraban una expresién de GUS inducida por el frio. Se
ensayaron plantas enteras para observar la induccién de la expresion de GUIS
bajo estrés de ftio en la etapa V3. Unas plantas de maiz en la etapa V3 fueron
expuestas a uné temperatura de 12°C en una camara de frio durante 24 horas.
Las plantas en la camara de frio fueron cultivadas bajo una fuente de luz
blanca de 800 micromoles por metro cuadrado por segundo con un ciclo de luz
de diez horas de luz blanca y catorce horas de oscuridad. Después de su
exposicion al fiio, se tomaron muestras de tejidos de hojas y raices para
establecer la expresion cuantitativa de GUS.

Se midio la expresion de GUS como arriba descrito. La expresion
promedia de F :GUS determinada para cada muestra de tejido se presenta en

las siguientes Tablas 42 y 43.

Tabla 42. Expresion promedia de F1 GUS en plantas transformadas con

MON142864 y pMON142865.

Organo pMON142864 pMON142865

Hoja V3 86 74

raiz V3 - 41 52
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Hoja V8 109 123
raiz V8 241 252
Flor y anteras VT 168 208
Hoja VT 158 104
Mazorca R1 171 224
Estigmas R1 314 274
Raiz R1 721 308
Entrenudo R1 - 428 364
Semilla R2 — 12DAP 109 72
Semilla R3—Embrion—

45 32
21DAP
Semilla R3 — 21DAP-

175 196
Endosperma
SEMILLA R5-38DAP-

163 58
Embrion
Semilla 38DAP-

90 69
Endosperma
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Tabla 43. Exprasion promedia de F1 GUS en plantas transformadas con

PMON132037, tMON131957, pMON131958 y pMON132974.

Organo | pMON132037 | pMON131957 | pMON131958 | pMON132974
Embrion de
semilla
embebida 536 285 288 1190
Endosperma
de semilla
embebida 95 71 73 316
Coleoptilo—4
DAG 218 60 143 136
Raiz—4 DAG | 74 33 101 48
Hoja V3 104 120 66 52
Raiz V3 74 71 81 194
Hoja V3-frio 73 15 72 N/A
raiz \VV3—frio 113 44 89 49
Hija V3-
sequia 97 344 103 157
V3 Raiz—
sequia 205 153 129 236
Hoja V8 185 142 77 282
raiz V8 33 16 61 28
Flor VT -
anteras 968 625 619 888
Hoja VT 138 89 132 268
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Hoja VT-
senescente _ 121 100 156 345
Polen VT 610 1119 332 4249
Mazorca R1 291 70 168 12¢
Estigmas R1 164 124 167 101
Raiz R1 36 39 39 21
Entrenudo R1 255 89 232 141
Semilla R2 —
12DAP ! 138 170 165 169
Semilla R3-21
DAP—Embrién 94 97 489 389
Semilla R3 —
21 DAP-
Endosperma 57 118 52 217
Semilla R5 —
38 DAP-
Embrién 600 147 377 527
Semilla R5 —
38 DAP-
Endosperma 58 36 BT 106

En las plantas de maiz F1, los niveles de expresion de GUS en los
diversos tejidos muestreados diferian entre las secuencias EXP de ubiquitina.
Si bien la totalidad de las secuencias de EXP demostraron la capacidad para

impulsar la expresion del transgén de GUS en plantas de maiz F1 establemente




10

15

20

25

182

transformadas, cada secuencia de EXP demostré un patrén tnico de expresion
con respecto & las ofras. Por ejemplo, la expresion de raiz Ri es de
aproximadamente el doble que para EXP-ERIra.Ubq1:1:8 (SEQ ID NO: 27) y
para EXP-—ANDge.qut*I:B (SEQ ID NO: 8). La expresién de GUS en el

embrién de semilla en desarrollo a 38 DAP es de aproximadamente el triple

-que para EXP-ERIra.Ubq1:1:8 (SEQ ID NO: 27) y que para EXP-

ANDge.Ubq1:1:8 (SEQ ID NO: 8). En cambio, la expresion de hojas y raices en
la etapa V3 y V8 es de aproximadarnenfe la misma para EXP-ERIra.Ubq1:1:8
(SEQ ID NO: 27) y EXP-ANDge.Ubq1:1:8 (SEQ ID NO: 8).

La expresion de F1 GUS en las semillas embebidas (tejidos de embrion y
endosperma) fué mucho mas elevada en las plantas transformadas con EXP—
Sb.Ubg7:1:2 (SEQ ID NO: 157) que en aquellas transformadas con EXP—
SETit.Ubq1:1:10 (SEQ ID NO: 119), EXP-SETit.Ubq1:1:11 (SEQ ID NO: 125) y
EXP-Sv.Ubgi:1:11 (SEQ ID NO: 130). La sequia causé un incremento en la
expresion de raiz V3 en las plantas transformadas con EXP-SETit.Ubg1:1:10
(SEQ ID NO: 119), EXP-SETit.Ubgi:1:11 (SEQ ID NO: 125), EXP-
Sv.Ubqg1:1:11 (E}EQ ID NO: 130) y EXP-Sb.Ubqg7:1:2 (SEQ ID NO: 157), pero
solamente increﬁwenté la expresién en las hojas en las plantas transformadas
con EXP-SETitUbq1:4:11 (SEQ ID NO: 125), EXP-Sv.Ubq1:4:11 (SEQ ID NO:
130) y EXP-8b.Ubq7:1:2 (SEQ ID NO: 157). La expresion de V3 reforzada por

la sequia fue la mayor mediante el uso de EXP-SETit.Ubg1:1:11 (SEQ ID NO:

125). La expresion en el polen también fue mucho mas elevada en las plantas
transformadas con EXP-Sb.Ubq7:1:2 (SEQ ID NO: 157) que en aquellas
transformadas ‘con EXP-SETit.Ubq1:1:10 (SEQ ID NO: 119), EXP-
SETit.Ubqg1:1:1 1 (SEQ ID NO: 125) y EXP-Sv.Ubg1:1:11 (SEQ ID NO: 130). La
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expresion en el entrenudo R1 fue la mayor con EXP-SETit.Ubqg1:1:10 (SEQ ID
NO: 119} y EXP-Sv.Ubq1:1:11 (SEQ ID NO: 130) y la menor en las plantas
transformadas con la EXP-SETit.Ubq1:1:11 (SEQ ID NO: 125).

Cada secuencia de EXP demostro la capacidad de impulsar la expresion
del transgen en las plantas de maiz establemente transformadas. Sin embargo,
cada secuencia de EDP tenia un patron de expresion para cada tejido que era
unico y ofrece una oportunidad para seleccionar la secuencia de EXP que
mejor provee la expresion de un transgén especifico en funcién de la estrategia
para la expresion en el tejido para lograr los resultados deseados. Este ejemplo
demuestra que las secuencias de EXP aisladas a partir de genes homologos
no se comportan necesariamente de manera equivalente en la planta
transformada y que la expresion puede determinarse solamente mediante
investigacion empirica de las propiedades para cada secuencia de EXP y no
pueden predecirse en base a la homologia de los genes a partir del cual se
derivé el promotor.

Ejemplo 13: Andlisis de los elementos reguladores que impulsan el CP4 en el
maiz transgénicé

Unas plantas de maiz fueron transformadas con vectores de expresion
de plantas que contienen secuencias de EXP gue impulsan la expresion del
transgen CP4, y las plantas resultantes fueron analizadas para determinar la
expresion de la proteina CP4.

Las secuencias de EXP —ANDge.Ubg1:1:8 (SEQ ID NO: 8), EXP-
ERIra.Ubq1:1:8 (SEQ ID NO: 27), EXP-CLUbq1:1:10 (SEQ ID NO: 98), EXP-
Sv.Ubq1:1:9 (SEQ ID NO: 133) y EXP-Zm.UbgM1:1:7 (SEQ ID NO: 141)

fueron clonadas en forma de constructos plasmidos de transformacién binarias
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de plantas. Los vectores resuitantes contenian una region de borde derecho de
Agrobacterium r:umefacfens, una secuencia de EXP ubiquitina operablemente
ligada 5" a una secuencia codificadora EPSPS tolerante a glifosato apuntada a
plastido (CP4, US RE39247), operablemente ligado 5" a los T-AGRtu.nos—
1:1:13 (SEQ ID NO: 127) 3" UTR y una regién de borde izquierda de A.
tumefaciens. La siguiente Tabla 44 muestra los constructos plasmidos
utilizados para el maiz y las secuencias de EXP correspondientes.

Tabla 44. Constructos plasmidos CP4 y correspondientes secuencias de

EXP utilizadas para transformar maiz.

Constructo SEQID

___plasmido Secuencia de EXP NO: Datos

EXP-

pPMON141619 | ANDge.Ubq1:1:8 8 Roy Fi
MON142862 | EXP-ERIra.Ubq1:1:8 | 27 | RoyFy
pPMON129221 | EXP-CLUbg1:1:10 98 | RoyF;
PMON129205 | EXP-Sv.Ubqgi:1:9 133 | RoyFy
PMON129212 | EXP-Zm.UbgM1:1:7 | 144 Ro

Las plantas resultantes fueron utilizadas para transformar plantas de
maiz. Las plantas transformadas fueron seleccionadas en funcién de una o dos
copias del T-ADN insertado y cultivadas en el invernadero. Se tomaron
muestras de tejidos seleccionados en etapas especificas del desarrollo, y se
midieron los niveles de proteina en dichos tejidos para lo cual se utilizé un

ensayo CP4 ELISA. La expresion promedia de CP4 observada para cada
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transformacion se presenta en las siguientes Tablas 45 y 46, y graficamente en
la Figura 7.
Tabla 45. Expresion promedia de CP4 de hojas y raices en plantas de maiz

transformadas Ro

SEQ
Secuencia de D Hoja | Hoja | Hoja raiz raiz raiz
EXP NO: Va V7 VT V4 V7 VT

EXP-

ANDge.Ubq1:1:8 8 20.90 | 18.63 | 25.49 | 11.50 | 26.54 | 17.20

EXP-

ERIra.Ubg1:1:8 27 19.92 | 16.60 | 2558 | 9.92 | 26.31 | 13.33

EXP-

Cl.Ubg1:1:10 98 10.70 | 1249 | 17.42 | 7.56 | 13.95 | 6.68
EXP-~
Sv.Ubgt:1:9 133 3.72 4.34 4.48 2.90 6.99 2.78
EXP-

Zm.UbgM1:1:7 141 13.42 | 21.89 | 38.78 | 956 | 16.69 | 11.15

Tabla 46. Expresion promedia de CP4 en tejido reproductivo y semilla en

desarrollo en piantas de maiz transformadas Ro.

SEQ
ID Borla | Estigmas | Embrion | Endosperma
Secuencia de EXP NO: VT R1 R3 R3
EXP-
ANDge.Ubg1:1:8 8 24.14 5.55 7.29 4.91
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EXP-ERIra.Ubq1:':8 | 27 | 19.20 | 10.27 12.80 4.70
EXP-CL.Ubg1:1:10 98 | 18.70 | 16.21 8.26 8.82
EXP-Sv.Ubgi:1:9 133 | 7.10 4.72 3.13 1.74
EXP-Zm.UbqM1:1:7 | 141 | 67.25 | 11.21 7.85 10.69

Como puede verse en las Tablas 45 y 46, cada una de las secuencia de
EXPs EXP-ANDge.Ubqg1:1:8 (SEQ ID NO: 8), EXP-ERIra.Ubq1:1:8 (SEQ ID
NO: 27), EXP-CL.Ubqg1:1:10 (SEQ ID NO: 98), EXP-Sv.Ubq1:1:9 (SEQ ID NO:
133) y EXP-Zm.UbgM1:1:7 (SEQ ID NO: 141) fue capaz de impulsar la
expresion de CP4 en todos los tejidos muestreados de las plantas
transformadas Ro. Una expresion mas elevada de CP4 en las raices y hojas de
transformantes gue comprendian EXP-ANDge.Ubq1:1:8 (SEQ ID NO: 8) y
EXP-ERIra.Ubg1:1:8 (SEQ ID NO: 27) que impulsa CP4 en mayor grado que
EXP-CIL.Ubq1:1:10 (SEQ ID NO: 98) que impulsa CP4, puede estar relacionada
con el nivel de tolerancia vegetativa a la aplicacién de glifosato, como se
observé para dichas poblaciones de transformantes (véase el siguiente 14).

Cada secuencia de EXP presenté un Unico patron de expresion con
respecto al nivel de expresién para cada tejido muestrado. Por ejemplo, si bien
la expresion de CP4 en hojas, raices y borla fueron similares para la secuencia
de EXPs, EXP-ANDge.Ubq1:1:8 (SEQ ID NO: 8) y EXP-ERIra.Ubqg1:1:8 (SEQ
ID NO: 27), la expresion en las estigmas mediante utilizdé EXP—
ANDge.Ubq1:1:3 (SEQ ID NO: 8) fue la mitad de la expresion impulsado por
ERIra.Ubg1:1:8 (SEQ ID NO: 21). Esto podria ser ventajoso para la expresion
de transgenes en los que se desea una expresién constitutiva pero se preferiria

menos expresion en el tejido de los estigmas. Las secuencias de EXPs
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demuestran patrones Unicos de la expresion constitutiva de CP4 en plantas de
maiz transformadas Ro.

Las plantas de maiz transformadas Ro fueron cruzadas con una variedad
LH244 no transgénica a efectos de producir semillas Fy. Las semillas de
generacion Fy resultantes fueron analizadas para establecer la segregacion del
casete del transgén, y unas plantas heterocigotas para el casete de CP4 fueron
seleccionadas para el analisis de la expresion de CP4. Se cultivaron las
semillas en el invernadero y se produjeron dos grupos de plantas; uno de los
grupos fue rociado‘con glifosato y el otro no fue rociado. La expresion de CP4
fue analizada en tejidos seleccionados mediante un ensayo estandar basado
en E.LISA. La expresion promedia de CP4 se muestra en las siguientes Tablas
47 y 48.

Tabla 47. Expresion promedia de CP4 en plantas de maiz transformadas

Fi.

Organo PMON141619 | pMON142862 | pMON129221

Hoja V4 ) 11.50 13.51 7.68
Raiz V4 - 12.48 12.60 10.29
Hoja V7 16.59 20.21 12.01
Raiz V7 : 11.00 13.62 8.15
Hoja VT ; 39.88 44.85 29.42
Raiz VT 17.43 21.83 13.43
Flor VT, anteras 52.74 55,72 53.62
R1 Estigmas - 16.01 23.81 14.42
Semilla R321 DIAP-

Embrién 33.29 57.96 51.64
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Semilla R3 —21:DAP-
Endosperma . . 2.99 3.20 6.44

Como puéde verse en la Tabla 47 arriba, la expresion de CP4 en hojas y
raices fue mas elevada en los transformantes Fi transformados con
PMON141619 (EXP-ANDge.Ubq1:1:8, SEQ ID NO: 5) y pMON142862 (EXP-
ERIra.Ubg1:1:8, SEQ ID NO: 27) que en aquellos transformados con
PMON129221 (EXP-CI.Ubq1:1:10, SEQ ID NO: 98). La expresion en el tejido
de anteras fue similar para las tres secuencias de EXPs si bien la expresién en
los estigmas fue la mas elevada con EXP-ERIra.Ubq1:1:8 (SEQ ID NO: 27). La
expresion en el embrion en desarrollo (21 DAP) fue la mas elevada en los
transformantes que comprendian EXP-ERIra.Ubq1:1:8 (SEQ ID NO: 27) y
EXP—CI.qu1:1:_1O (SEQ ID NO: 98) que impulsa CP4. La expresion en el
endosperma en desarrollo fue mas elevada en los transformantes que
comprendian EXP—CI.quH 110 (SEQ ID NO: 98) que impulsa CP4.

Tabla 48. Exprésién promedia de CP4 en plantas de maiz transformadas

F1.

Organo pPMON129205
! Hoja V4 1.73
Raiz V4 2.44
Hoja V7 2.84
Hoja V7 151
1 Hoja VT 3.29
Raiz VT 263
Flor VT, anteras 7.52
Estigmas R1 1.99
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R3 Semillas—21 DAP—-
Embrién 3.40
R3 Semillas—21 DAP-

Endosperma 1.79

Como puede verse en las Tablas 47-48 arriba, la expresion de CP4 era
mas baja en la ‘otalidad de los tejidos de los transformantes Fi transformados
con pMON129205 (EXP-Sv.Ubq1:1:9, SEQ ID NO: 133) que en aquellos
transformados con pMON141619 (EXP-ANDge.Ubq1:1:8, SEQ ID NO: 8),
pMON142862 (EXP-ERIra.Ubg1:1:8, SEQ ID NO: 27) y pMON129221 (EXP-
Cl.Ubq1:1:10, SEQ ID NO: 98).

Los patrdnes de expresion Unicos conferidos por cada una de las
secuencias de EXP ensayadas, proveen una oportunidad de producir una
planta transgénica en la cual la expresion puede ser objeto de una sintonia fina
para realizar pequefios ajustes en la expresién del transgén en vista a una
performance o efectividad maximas. Ademas, el testeo empirico de estas
secuencias de EXP que impulsan diferentes expresion de transgéen puede
producir resultados en los que una secuencia de EXP en particular es muy
adecuada para la expresién de un transgén especifico o de una clase de
transgenes en particular, aun si se descubre que otra secuencia de EXP resulte
ser mejor para un transgén diferente o para una clase diferente de transgenes.
Ejemplo 14: Anélisis de la tolerancia vegetativa al glifosato en las plantas

| de maiz transgénicas Ro.

Unas p!a.ntas de maiz fueron transformadas con vectores para la
expresion en plantas que contenian secuencia de EXPs que impulsan la

expresion del Tlransgén CP4, y las plantas resultantes fueron evaluadas para
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establecer la tolerancia vegetativa y reproductiva frente a la aplicacién de
glifosato.

Unas plantas de maiz transformadas Fi descritas en el Ejemplo 13
anterior transformadas con pMON141619, pMON142862, pMON129221,
pPMON129205 y pMON129212 y que comprendian las secuencias de EXP
EXP-ANDge.Ubqg1:1:8 (SEQ ID NO: 8), EXP-ERIra.Ubq1:1:8 (SEQ ID NO: 27),
EXP-CLUbq1:1.10 (SEQ ID NO: 98), EXP-Sv.Ubq1:1:9 (SEQ ID NO: 133) vy
EXP-Zm.UbgM1:1:7 (SEQ ID NO: 141), respectivamente, que impulsan CP4,
fueron evaluad-as para establecer su tolerancia tanto vegetativa como
reproductiva cuando se las rocia con glifosato. Diez plantas Fi para cada
acontecimiento fueron divididas en dos grupos; el primer grupo consistia en
cinco plantas que recibieron un rociado con glifosato y en Ia etapa de desarrolio
V4 y V8; y un segundo grupo de cinco plantas que quedaron sin rociar (es
decir, de control). Se aplico glifosato mediante aplicacion de spray foliar
difundida con Roulidup WeatherMax® con un coeficiente de aplicacion de 1,5
a.e./acre (a.e. = equivalente a acido). Después de siete a diez dias, las hojas
de cada planta fueron evaluadas para establecer el dafio. Se evalud la
tolerancia vegetativa (Tolerancia vegetativa en la Tabla 49), para lo cual se
compararon las pizntas no rociadas y rociadas para cada acontecimiento y se
utilizé una escala para evaluar los dafios de manera de obtener un coeficiente
final para la tolerancia vegetativa (T = tolerante, NT = no tolerante). Ademas, se
ensayaron semillas para todas las plantas en cada acontecimiento. Se
compararon las medidas de semillas entre plantas de control y plantas
rociadas, y se dio una asignacion de tolerancia reproductiva (Repro Tol en la

Tabla 49) para cada acontecimiento en base a porcentaje de semillas de
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plantas rociadas con respecto a los controles (T = tolerante, NT = no tolerante).
La siguiente Tabla 49 muestra los coeficientes de tolerancia vegetativa vy
reproductiva para cada acontecimiento rociado en las etapas V4 y V8. La letra
"T" = tolerante y "NT” indica no tolerante.

5 Tabla 49. Coeficientes de dafio en las hojas, de acontecimientos de maiz

transformados individual es en las etapas V4 y V8.

SE Ve

Q g | Veg
Constructo Secuencia en ID | acontecimient | Tol | Tol | Repr
plasmido EXP NO: 0 Va | V8 | oTol

Acontecimiento

1 1) T NT

Acontecimiento

2 T 1 T

Acontecimiento

3 T I NT
Acontecimiento
pMON14161 EXP—
8 4 il T NT
9 ANDge.Ubqg1:1:8

Acontecimiento

5 i3 i T

Acontecimiento

6 i3 T NT

Acontecimiento

7 £ T 18

Acontecimiento | T T T
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SE Ve
Q g | Veg
Constructo Secuencia en ID | acontecimient | Tol | Tol | Repr
plasmido EXP NO: 0 V4 | V8 | oTol
8 - S
Acontecimiento
9 T T NT
Acontecimiento
1 T T T
Acontecimiento
2 T T NT
Acontecimiento
3 1T T Al
Acontecimiento
4 T T T
PMON14286 EXP- Acontecimiento
2 ERIra.Ubg1:1:8 27 5 Q! T NT
Acontecimiento
- 6 T T i )
Acontecimiento
7 T T | NT
Acontecimiento
8 T T T
Acontecimiento
9 T T T
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SE Ve
Q g | Veg
Constructo Secuencia en ID | acontecimient | Tol | Tol | Repr
plasmido EXP NO: o] V4 | V8 | oTol
Acontecimiento
1 T T NT
Acontecimiento
2 T i NT
Acontecimiento
3 NT | NT T
pMON12922 Acontecimiento
EXP-Cl.Ubg1:1:10 | 98
1 : 4 NT | NT T
Acontecimiento
5 3 T NT
Acontecimiento
6 NT | NT T
Acontecimiento
T T T T
Acontecimiento
1 NT | NT
Acontecimiento
PMON12920
EXP-Sv.Ubqg1:1:9 | 133 2 NT [ NT NT
° Acontecimiento
3 T T NT
Acontecimiento | NT | NT
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SE Ve
Q g | Veg
Constructo Secuencia en ID | acontecimient | Tol | Tol | Repr
plasmido EXP NO: 0 V4 | V8 | oTol
4
Acontecimiento
5 NT | NT NT
Acontecimiento
6 NT | NT NT
Acontecimiento
7 NT | NT NT
Acontecimiento
il E a0
Acontecimiento
L 2 T T
Acontecimiento
3 T T
pPMON12921 EXP- Acontecimiento
2 Zm.UbgqM1:1:7 1 4 i i
Acontecimiento
5 T T
Acontecimiento
6 i T
Acontecimiento
7 T T
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SE Ve
Q g | Veg
Constructo Secuencia en ID | acontecimient | Tol | Tol | Repr
plasmido EXP NO: 0 V4 | V8 | oTol
Acontecimiento
8 T T
Acontecimiento
9 T T
Acontecimiento
10 T I

En base a la Tabla 49 precedente, todos los acontecimientos
transformados ensayados que comprendian casetes de Transgén CP4 que
comprendian las secuencias de EXP EXP-ANDge.Ubg1:1:8 (SEQ ID NO: 8),
EXP-ERIra.Ubqg1:1:8 (SEQ ID NO: 27) y EXP-Zm.UbgM1:1:7 (SEQ ID NO:
141) demostraron tener una tolerancia vegetativa completa en base a
coeficientes de dafios que no superaron un puntaje de diez. Cuatro
acontecimientos de un total de nueve que comprendian EXP-ANDge.Ubq1:1:8
(SEQ ID NO: 8) y seis acontecimientos de un total de nueve que comprendian
EXP-ERIra.Ubq1:1:8 (SEQ ID NO: 27) eran tolerantes tanto vegetativa como
reproductivamente a la aplicacion de glifosato. En cambio, los acontecimientos
que comprendian EXP-ClUbg1:1:10 (SEQ ID NO: 98) eran sea
vegetativamente tolerantes sea reproductivamente tolerantes pero no ambas
cosas a la vez. Solamente un acontecimiento que comprendia EXP-

Sv.Ubq1:1:9 (SIZQ ID NO: 133) demostré tener una tolerancia vegetativa, y
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ninguno de los acontecimientos ensayados fue reproductivamente tolerante.
Todos los acontecimientos que comprendian EXP—Zm.UbgM1:1:7 (SEQ ID NO:
141) demostraron fener una tolerancia vegetativa, pero la evaluacion de la

tolerancia reproductiva esta todavia en curso de realizacion.
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Ejemplo 15: Analisis de la expresion mediante diferentes secuencias de
empalme de intron de extremo 3’ /empalme de exadn.

Unas células de protoplasto de hojas de maiz y trigo fueron
transformadas con constructos para la expresion en plantas que comprendian
secuencias de EXP que impulsan la expresion de GUS que comprende el
mismo promotor y lider pero que tienen diferentes nucledtidos de extremo 3
después de la secuencia de empalme empalme intron/exon, 5 —AG—=3’ para ver
si la expresion es afectada por el pequefio cambio en la secuencia. También se
comparo la expresion con la de los dos plasmidos de control constitutivos.

Se consfruyen constructos para la expresion en plantas que
comprendian uy casete de expresion de GUS. Los vectores resultantes
comprenden el promotor de ubiquitina Coix lacryma—jobin, P-Cl.Ubg1—1:1:1
(SEQ ID NO: 80) operablemente ligado 5 a la secuencia lider, L-Cl.Ubg1-
1:1:1 (SEQ ID NO: 81), operablemente ligado 5° a un elemento intrén mostrado
en la siguiente Tabla 50, cada uno de los cuales comprende diferentes
nucledtidos en el mismo extremo 3" justo antes del empalme de la secuencia
5'—AG-3" de empalme intron/exon, operablemente ligado 5" a una secuencia
de codificacion de GUS que esta operablemente ligado 5" a T-AGRtu.nos—
1:1:13 (SEQ ID NO: 127) 3" UTR. En la siguiente Tabla 50 se muestran los
constructos para la expresior en plantas y la correspondiente secuencia de
extremo 3'.

Tabla 50. Constructos para la expresién en plantas, los intrones y la

secuencia de extremo en 3° después de la secuencia 5-AG-3" de

empalme de empalme intrén/exon.
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Nucleétidos de
extremo 3'
SE inmediatament
Q e consecutivos

Constructo ID Variante de | al sitio de

plasmido Secuencia en EXP NO: | Intrén empalme AG
I-Cl.Ubg1-

pPMON14088 1:1:6 (SEQ

9 EXP-ClL.Ubg1:1:10 98 | ID NO:94) GTC
I-Cl.Ubg1-

pMON14679 1:l:7 (SEQ

5 EXP-Cl.Ubg1:1:18 99 | IDNO: 92) GTG
I-Cl.Ubg1-

pPMON14679 1:1:8 (SEQ

6 EXP-CLUbg1:1:19 100 | ID NO: 101) GCG
I-Cl.Ubg1-

pPMON14679 1:1:9 (SEQ

7 EXP-CL.Ubg1:1:20 102 | ID NO: 103) GAC
-ClL.Ubg1-

pMON14679 1:1:10 (SEQ

8 EXP-Cl.Ubg1:1:21 104 | 1D NO: 105) ACC
I-Cl.Ubqg1-

pMON14679 1:1:11 (SEQ

9 =XP-Cl.Ubqg1:1:22 106 | ID NO: 107) GGG

pMON14680 | EXP-CL.Ubq1:1:23 108 | I-Cl.Ubqgl1- GGT
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0 1:1:12 (SEQ
ID NO: 109)
I-Cl.Ubg1-
pPMON14680 1:1:13 (SEQ
1 EXP-Cl.Ubg1:1:24 110 | ID NO: 111) CGT
I-Cl.Ubg1-
PMON14680 1:1:14 (SEQ
2 EXP-Cl.Ubg1:1:25 112 | ID NQ: 113) TGT
Constitutive
pPMON25455 | EXP-0Os.Act1:1:9 179 Control
EXP-CaMV.355~
anh+Ta.Lhcb1+0s.Act1: Control
| PMONB5328 | 1:1 163 constitutivo

Unos protoplastos de maiz y trigo fueron transformados como descrito
anteriormente y sometidos a ensayo para establecer la expresion de GUS y de
luciferasa. La siguiente Tabla 51 muestra los valores promedios de GUS y

RLuc para la expresion del protoplasto tanto de maiz como de trigo.




Tabla 51. Valores promedios de GUS y de RLuc para células de

protoplasto de maiz y trigo.

Maiz Trigo

Nucleétid

, 0sde

‘extremo

q
inmediata
mente GU GU

_después GUS RLuc | S/ | GUS | RLuc | &/

Secuencia en | del sitio | promed | prome | RLu prome | prome | RLu
EXP | AG 3’ io dio c dio dio 5

EXP- 140343. | 93870. 40906. | 17381.
Cl.Ubqg1:1:10 GTC 0 75 1.50 25 75 235
EXP- 143106. | 60565. 56709. | 17898.
Cl.Ubg1:1:18 GTG 25 25 2.36 00 75 3.17
EXP- 136326. | 88589. 43211. | 17352,
Cl.Ubg1:1:19 GCG 83 75 1.54 00 50 2.49
EXP- 138110. | 104751 31711. | 17953.
Cl.Ubqg1:1:20 GAC 83 42 1.32 50 75 1.77
EXP- 137906. | 72519. 54164. | 17772,
Cl.Ubg1:1:21 ACC 75 50 1.90 7 83 |[3.05
EXP- 137306. | 92643. 55198. | 144786.
Cl.Ubqgl:1:22 GGG 83 42 1.48 25 75 3.81
EXP- GGT 144085. | 64351. | 2.24 | 43008. | 13911. | 3.09
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CLUbg1:1:23 50 25 83 50
EXP- 142061. | 65884. 51210. | 15041.
Cl.Ubqg1:1:24 CGT 50 00 2.16 50 00 ]3.40
EXP- 140353. | 61249, 49577. | 15348.
Cl.Ubg1:1:25 TGT 00 50 2.29 i 28 323

Control
EXP- Constitutiv | 37665.2 | 65835. 10830. | 17716.
Os.Act1:1:9 0 5 50 0.57 25 50 0.61
EXP-
CaMV.355- Control
enh+Ta.Lhcb1 | Constitutiv | 49833.7 | 41268. 15598. | 14877.
+0s.Act1:1:1 0 5 75 1.21 83 50 1.05

Los valores de GUS/RLuc para cada secuencia de EXP de ubiquitina de
Coix lacryma—jobi de la Tabla 46 precedente fueron utilizados para normalizar
la expresion con respecto a los dos controles constitutivos EXP-0s.Act1:1:9
(SEQ ID NO: 179) y EXP-CaMV.35S-enh+Ta.Lhch1+0s.Act1:1:1 (SEQ ID NO:

163), y se los przsenta en la siguiente Tabla 52.
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Tabla 52. Valores de expresién normalizados de las secuencias de EXP de

ubiquitina de Coix lacryma—jobi con respecto a EXP-0Os.Act1:1:9 (SEQ ID

NO: 179) y con respecto a EXP-CaMV.35S-enh+Ta.Lhcb1+0s.Act1:1:1
(SEQ ID NO: 163).

Maiz Trigo
Mucledtid | GUS/RL
os de uc GUS/RLuc GUS/Rluc
extremo | Normali | Normalizado | GUS/Rluc | normalizado
3' zado | conrespecto | normaliza | con respecto
inmediata con a EXP- do con a EXP-
mente respecto | CaMV.355- | respectoa | CaMV.355-
después | a EXP- | enh+Ta.Lhcb EXP- enh+Ta.Lhcb
Secuencia en del sitio | Os.Act1: | 1+0s.Act1:1: | Os.Act1:1: | 1+0s.Act1:1:
EXP AG 3’ 1:9 1 9 1
EXP-
ClUbg1:1:10 GTC 2.61 1.24 3.85 2.24
EXP-
CLUbg1:1:18 GTG 4.13 1.96 5.18 3.02
EXP-
Cl.Ubg1:1:19 GCG 2.69 1.27 4.07 2.38
EXP-
Cl.Ubg1:1:20 GAC 2.30 1.09 2.89 1.68
EXP-
Cl.Ubg1:1:21 ACC 3.32 1.57 4.99 2.91
EXP- GGG 2.59 1.23 6.24 3.64
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Maiz Trigo
Nucleétid | GUS/RL
os de uc GUS/RLuc GUS/Rluc
extremo | Normali | Normalizado | GUS/Rluc | normalizado
3 zado con respecto | normaliza | con respecto
inmediata con a EXP- do con a EXP-
mente respecto | CaMV.35S- | respectoa | CaMV.35S-
después | a EXP- | enh+Ta.Lhcb EXP- enh+Ta.Lhcb
Secuencia en del sitio | Os.Act1: | 1+0s.Act1:1: | Os.Acti:1: | 1+0s.Act1:1:
EXP AG 3’ 19 1 9 1
Cl.Ubqg1:1:22
EXP-
Cl.Ubg1:1:23 GGT 3.91 1.85 5.06 2.95
EXP-
Cl.Ubqg1:1:24 CGT 77 1.79 557 3.25
EXP-
Cl.Ubg1:1:25 TGT 4.01 1.90 5.28 3.08
Control
EXP- Constitutiv
Os.Act1:1:9 0 1.00 0.47 1.00 0.58
EXP-
CaMV.35S- Control
enh+Ta.Lheb1+ | Constitutiv
Os.Act1:1:1 0 2.1 1.00 1.72 1.00




10

15

20

GulZ23

204

Como se muestra en la Tabla 52 precedente, cada una de las
secuencias de EXP de ubiquitina de Coix facryma—jobi proveyé una expresion
que era mayor que la del control constitutivo tanto en el maiz como en el trigo.
La expresion en los protoplastos de maiz fue relativamente similar para todas
las secuencias de ubiquitina de Coix. La expresién en el trigo era un poco mas
variable. El uso de diferentes nucleédtidos de extremo en 3 después de Ia
secuencia de empalme de intron/exon, 5-AG-3° no parecid afectar
drasticamente la expresion GUS con la excepcion de GUS impulsado por EXP—
Cl.Ubg1:1:20 (SEQ ID NO: 102). EXP-Cl.Ubg1:1:20 comprende las secuencias
de nucledtidos de extremo 3°, 5-GAC-3" después de la secuencia de
empalme de intron/exén, 5-AG-3" e hizo que la expresion decayese
ligeramente con respecto a las otras secuencias de EXP de ubiquitina de Coix.
La evaluacion del ARN de mensajero empalmado resultante mostro que
aproximadamente 10% del mARN gue se expresé mediante EXP-CLUbqg1:1:20
(SEQ ID NO: 102) para impulsar la expresion de GUS estaba inadecuadamente
empalmado. El mARN resultante de la expresion de GUS mediante las otras
secuencias de EXP de ubiquitina de Coix parecid procesarse correctamente.
Este éxperimento provee la evidencia que cualquiera de los nucleodtidos de
extremo 3' pararhcualquier de las variantes de intron presentadas en la Tabla 2
del Ejemplo 1 cén la excepcion de la secuencia de extremo 3' 5'-GAC-3" que
Seé encuentra asociado solamente con el elemento intron, 1-Cl.Ubg1-1:1:9
(SEQ ID NO: 103) seria adecuado para su uso en casetes de expresion de

transgén sin unz pérdida significativa de actividad y procesamiento.
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Ejemplo 16: Reforzadores derivados de los elementos reguladores.

Se derivan reforzadores a partir de los elementos promotor provistos en
la presente, tales como aguellos presentados como las SEQ ID NOS: 2, 6, 9,
11,13, 15,17, 19, 23, 26, 28, 30, 32, 34, 38, 40, 42, 46, 50, 56, 60, 64, 66, 70,
74, 76, 78, 80, 84, 86, 88, 91, 96 y 135. El elemento reforzador puede estar
comprendido por uno o mas elementos reguladores cis que, cuando estan
operablemente ligados en 5" 0 3' a un elemento promotor, u operablemente
ligados 5 0 3" a elementos reforzadores adicionales que estan operablemente
ligados a un promotor, pueden reforzar o modular la expresion de un transgén,
O proveer la ex'presic'm de un transgen en un tipo especifico de células o de
organo de planta o en un instante de tiempo particular en el ritmo de desarrollo
0 circadiano. Los reforzadores se preparan removiendo la caja TATA o
elementos funcionalmente similares y cualesquiera secuencias situadas
corriente abajo con respecto a los promotores que permitan que la transcripcion
se inicie a parlir de los promotores provistos en la presente como arriba
descrito, inclusive a partir de fragmentos de los mismos, en los que la caja
TATA o elementos funcionalmente similares y secuencias situadas corriente
abajo son removidos. El elemento reforzador, E-Cl.Ubg1-1:1:1 (SEQ ID NO:
89) que se deriva a partir del elemento promotor, se provee en la presente a
efectos de demostrar los reforzadores derivados a partir de un elemento
promotor. :

Los elen?entos reforzadores pueden ser derivados a partir de los
elementos promotores provistos en la presente vy ser clonados mediante
métodos conocigos en la especialidad para ser operablemente ligados en 5 o

3" a un elemento promotor, o para ser operablemente ligados en 5" 0 3" a
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elementos reforzadores adicionales que estan operablemente ligados a un
promotor. Como alternativa, los elementos reforzadores se clonan mediante
metodos conocidos en la especialidad, de manera de ser operablemente
ligados a una o mas copias del elemento reforzador que estan operablemente
ligadas en 5” 0 3" a un elemento promotor, u operablemente ligadas en 5" 0 3~
a elementos reforzadores adicionales que estan operablemente ligados a un
promotor. Los elementos reforzadores también pueden ser clonados para ser
operablemente ligados en 5" 0 3" a un elemento promotor derivado del
organismo de un género diferente, o para ser operablemente ligados en 5" 0 3’
a elementos reforzadores adicionales derivados de organismos de otros
géneros o de un organismo del mismo género que estan operablemente
ligados a un promotor derivado del organismo del mismo género o de un
genero diferente, siendo el resultado un elemento regulador quimérico. Se
construye un vector de transformacion de planta para la expresion de GUS
mediante métodos conocidos en \la especialidad similares a los constructos
descritos en los ejemplos precedentes en los que los vectores resultantes para
la expresiéon en plantas contienen una region de bordee a la derecha tomada
de A, tumefaciens, un prime: casete de transgén para ensayar el elemento
regulador o elemento quimérico que comprende un elemento regulador o
regulador quimérico, operablemente ligado a un intrén derivado de la proteina
de termochoque HSP70 de Z. mays (I~Zm.DnaK-1:1:1 SEQ ID NO: 144) o
cualquiera de los intrones presentados en la presente o cualquier otro intron,
operablemente ligado a una secuencia de codificacion para R—glucuronidasa
(GUS) que sea posee un intrén procesable (GUS-2, SEQ ID NO: 160) sea un
no intron (GUS-1, SEQ ID NO: 159), operablemente ligado a la nopalina
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sintasa 3" UTR de A. tumefaciens (T-AGRtu.nos—1:1:13, SEQ ID NO: 161) o al
3" UTR del gen de proteina de transferencia de lipidos del arroz (T-Os.LTP-
1:1:1, SEQ ID NO: 175); y segundo casete de seleccion de transgenes utilizado
para la seleccién de células de plantas transformadas que confiere una
resistencia contra el herbicida glifosato (impulsada por el promotor Actina 1 del
arroz), o como alternativa, contra el antibiético kanamicina (impulsada por el
promotor Actina 1 del arroz) y una region de borde a la izquierda tomada de A.
tumefaciens. Se utilizan los plasmidos resultantes para transformar plantas de
maiz o plantas de otros géneros mediante los métodos descritos anteriormente
0 mediante otros métodos mediados por Agrobacterium o de bombardeo de
particulas, conocidos en la especialidad. Como alternativa, se transforman
elementos derivados del maiz o plantas de otros géneros mediante métodos
conocidos en la especialidad, para llevar a cabo ensayos transitorios.

La expresion de GUS impulsada por el elemento regulador que
comprende uno o mas reforzadores se evalia en ensayos estables o
transitorios con plantas para determinar los efectos del elemento reforzador
sobre la expresion de un transgén. Las modificaciones en uno o mas elementos
reforzadores o la duplicacion de uno o mas elementos reforzadores se llevan a
cabo en base a una experimentaciéon empirica y en base a la regulacion
resultante de la expresion del gen que se observa mediante cada composicion
del elemento requlador. La alteracion de las posiciones relativas de uno o mas
reforzadores en el elemento regulador o quimérico regulador puede afectar la
actividad transcripcional o el caracter especifico del elemento regulador o

quimérico regulador, y se determina empiricamente a efectos de identificar los
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mejores reforzaciores en el perfil deseado para la expresion del transgén dentro
de la planta de maiz o de una planta de otro género.
Ejemplo 17: Analisis del refuerzo por intrén de la actividad de GUS
mediante protoplastos derivados de plantas.

Se selecciona un intrén en base a experimentacion y comparacion con
un control vector de expresion sin intrén a efectos de seleccionar
empiricamente un intrén y configuracion dentro del ordenamiento de! elemento
T—-ADN del vector para la expresion 6ptima de un transgén. Por ejemplo, en la
expresion de un gen de resistencia a un herbicida, tal como el CP4 que
confiere una tclerancia al glifosato, es deseable tener una expresion del
transgén dentro de los tejidos reproductivos asi como también en los tejidos
vegetativos, para impedir la pérdida de rendimiento cuando se aplique el
herbicida. En este caso se seleccionaria un intrén en base a su capacidad,
cuando esta operablemente ligado a un promotor constitutivo, de reforzar la
expresion del transgén que confiere la resistencia al herbicida, particularmente
dentro de las células y tejidos reproductivas de la planta transgénica con lo que
a la planta transgénica se le proveeria una tolerancia, tanto vegetativa como
reproductiva, cuando se la rocia con el herbicida. En la mayoria de los genes
de ubiquitina, el 5" UTR comprende un lider, que tiene una secuencia de intrén
incluida en él. Por lo tanto, se ensayaron los elementos de expresion para tales
genes mediante la totalidad del 5° UTR que comprendia el promotor, lider, e
intron. Para lograr diferentes perfiles de expresion o para modular el nivel de la
expresion del transgén, es posible remover el intrén de un elemento de

expresion de este tipo, o sustituirlo con un intrén heterdlogo.
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Se identifican los intrones presentados en la presente como SEQ ID
NOS: 4, 7, 21, 24, 36, 44, 48, 52, 54, 58, 62, 68, 72, 82, 92, 94, 101, 103, 105,
107, 109, 111, 113, 118, 120, 122, 127, 129, 131, 138, 140, 142, 144, 146, 148,
150, 152, 154, 156, 158 y 182 mediante contigs de ADN gendmico en
comparacion con clusteres de rétulos de secuencia expresados o en base a
contigs de cADN para identificar secuencias de exones e intrones dentro del
ADN gendmico. Ademas, también se utilizan secuencias 5° UTR o lider para
definir el empalme intréon/exdn empalme de uno o mas intrones bajo
condiciones cuando la secuencias del gen codifica un secuencia lider que es
interrumpida por uno o mas intrones. Se clonan los intrones mediante métodos
conocidos en la especialidad en un vector de transformacién de plantas a ser
operablemente ligado en 3" en un elemento regulador transcripcional vy
fragmento de lider y para ser operablemente ligado en 5° a sea un segundo
fragmento de lidero sea a secuencias de codificacion, por ejemplo como se
ilustra en los dos casetes de transgén presentados en la Figura 1.

Por lo tanto, por ejemplo, un primer casete de transgén posible
(Configuracion d_e casete de transgén 1 en la Figura 8) comprende un promotor
o elemento proraotor quimérico [A], operablemente ligado en 5 a un elemento
lider [B], operablemente ligado en 5 a un elemento intron de ensayo [C],
operablemente ligado a una region de codificacién [D], que esta operablemente
ligado a un elemento 3° UTR [E]. Como alternativa, un segundo casete de
expresién de transgén posible (Configuracién de casete de transgén 2 en la
Figura 8) esta t:omprend.ido por un elemento promotor o promotor quimérico
[F], operablemente ligado en 5" a un primer elemento lider o a un fragmento del

primer elemento lider [G], operablemente ligado en 5° a un elemento intrén de
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ensayo [H], operablemente ligado en 5° a un segundo elemento lider o a un
segundo fragmento del primer lider [I], operablemente ligado a una regién de
codificacion [J], que esta operablemente ligada a un elemento 3° UTR [K].
Ademas, un tercer casete de transgén posible (Configuracién de casete de
transgén 3 en ﬁa Figura 8) estd comprendido por un promotor o elemento
promotor quimérico [L], operablemente en ligado 5" a un elemento lider [M],
operablemente ligado en 5 a un primer fragmento del elemento de la
secuencia de codificacion [N], operablemente ligado en 5° a un elemento intrén
[O], operablemente ligado en 5" a un segundo fragmento del elemento de
secuencia de codificacion [P], que esta operablemente ligado a un elemento 3
UTR [Q]. La Cor;ifiguracién de casete de transgén 3 esta disefiada para permitir
el splicing del intrén de una manera de producir un marco de lectura abierto
completo sin un corrimiento de marco entre los fragmentos primero y segundo
de la secuencia de codificacion.

Los seis primeros nucledtidos en el extremo 5' y los 6 ultimos nucleétidos
en el extremo 3 de los intrones presentados como SEQ ID NOS: 4, 7, 21, 24,
36, 44, 48, 52, 54 58, 62, 68, 72,_82, 92, 94,101, 103, 105, 107, 109, 111, 113,
118, 120, 122, 1I2?, 129, 131, 138, 140, 142, 144, 146, 148, 150, 152, 154, 156,
158 y 182 .representan nucleodtidos antes y después del empalme de
intrén/exon empalme, respectivamente. Estas breves secuencias de 6
nucledtidos, por ejemplo, pueden ser modificadas por el hecho de tener una
secuencia adicional adjunta (es decir nativa o artificial) para facilitar la
clonacion del mtron en un vector de transformaciéon de planta, siempre y
cuando los nucleohdos primero y segundo desde el extremo 5  (GT) y el

nucledtido cuarto y quinto desde el extremo 3 (AG) de las SEQ ID NOS: 4, 7,
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21, 24, 36, 44, 48, 52, 54, 58, 62, 68, 72, 82, 92, 94, 101, 103, 105, 107, 109,
111, 113, 118, 1I20. 122,127,129, 131, 138, 140, 142, 144, 146, 148, 150, 152,
154, 156, 158 y' 182 queden preservados, con lo que se preserva el empalme
intron/exén emp:élme del intron. Como se expuso en lo que precede, puede ser
preferible evitar mediante la secuencia de nucledtido AT o del nucledtido A
justo antes del .'extremo 5' del sitio de empalme (GT) y el nucledtido G o la
secuencia de nucledtidos TG, respectivamente justo después del extremo 3’ del
sitio de empalme (AG), eliminar la posibilidad de que se formen codones de
partida no desiados durante el procesamiento del ARN mensajero en el
transcripto final. .Por lo tanto, es posible modificar la secuencia alrededor de los
sitios de empalrﬁe de empalme de los extremos 5" 0 3.

Se someten los intrones a un ensayo para establecer un efecto de
refuerzo por medio de la capacidad de reforzar la expresion en un ensayo
transitorio o estable sobre plantas. Para un ensayo transitorio del refuerzo del
intrén, se construye un vector de planta base mediante métodos conocidos en
la especialidad. Se clona el intrén en un vector de planta de base que
comprende un casete de expresi()n. que comprende un promotor constitutivo tal
como el promotor virus mosaico de coliflor, P-CaMV.35S—enh—1:1:9 (SEQ ID
NO: 176), operablemente ligado en 5 a un elemento lider, L-CaMV.35S—
1:1:15 (SEQ ID iNO: 177), operablemente ligado en 5" a un elemento intrén de
ensayo (por ejemplo, uno de las siguientes SEQ ID NOS: 4, 7, 21, 24, 36, 44,
48, 52, 54, 58, 62, 68, 72, 82, 92, 94, 101, 103, 105, 107, 109, 111, 113, 118,
120,122,127, 129, 131, 138, 140, 142, 144, 146, 148, 150, 152, 154, 156, 158
y 182), Operab[erpente ligado a una secuencia de codificacion para R-

glucuronidasa (GUS) que posee un intron procesable (GUS-2, SEQ ID NO:
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160) o un no intron (GUS—-1, SEQ ID NO: 159), operablemente ligado a la
nopalina sintasa 3"UTR tomado de A. tumefaciens (T-AGRtu.nos—1:1:13, SEQ
ID NO: 161). Unas células de protoplasto derivadas de maiz o tejido de plantas
de otros géneros son transformados con el vector de planta de base y con
vectores de control luciferasa como descrito anteriormente en el Ejemplo 2
anterior y ensayadas para determinar su actividad. Para comparar la capacidad
relativa del intron para reforzar la expresion, se expresan los valores de GUS
en forma de una relacién entre la actividad del GUS y la actividad de la
luciferasa, y se compara con aquelios niveles impartidos por un constructo que
comprende el promotor constitutivo operablemente ligado a un intron estandar
conocido tal como el intron derivado a partir de la proteina de termochoque
HSP70 de Zea mays, |-Zm.DnaK-1:1:1 (SEQ ID NO: 178) asi como un
constructo que. comprende el promotor constitutivo pero sin un intrén
operablemente ligado al promotor.

Para el ensayo estable en plantas de los inirones presentados como
SEQ ID NOS: 4. 7, 21, 24, 36, 44, 48, 52, 54, 58, 62, 68, 72, 82, 92, 94, 101,
103, 105, 107, 109111, 113, 118, 120, 122, 127, 129, 131, 138, 140, 142, 144,
146, 148, 150, 152, 154, 156, 158 y 182, se construye un vector de
transformacion de expresién de GUS de manera similar a los constructos
descritos en los ejemplos anteriores en los que los vectores resultantes para la
expresion en p_ﬁantas contienen una region de borde a la derecha de A.
tumefaciens, ur primer casete de transgén para ensayar el intron que
comprende un promotor constitutivo tal como el promotor de! virus mosaico de
coliflor P-CaMV.35S-enh-1:1:9 (SEQ ID NO: 176), operablemente ligado en 5’
a un elemento lider, L-CaMV.355-1:1:15 (SEQ ID NO: 177), operablemente
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ligado en 5 a un elemento intrén de ensayo provisto en la presente,
operablemente ligado a una secuencia de codificacion para R—glucuronidasa
(GUS) que posea un intrén procesable (GUS-2, SEQ ID NO: 160) o ningln
intrén (GUS-1, SEQ ID NO: 158), operablemente ligado a la nopalina sintasa 3°
UTR de A. tumefaciens (T-AGRtu.nos—1:1:13, SEQ ID NO: 161); un segundo
casete de seleccitén de transgén utilizado para la seleccion de células de
plantas transformadas que confiere una resistencia al glifosato (impulsado por
el promotor actina del arroz), o como alternativa, contra el antibiético
kanamicina (impulsado por el promotor actina 1 del arroz), y una regién de
borde a la izquierda de A. tumefaciens. Se utilizan los plasmidos resultante
para transformar plantas de maiz o plantas de otros géneros mediante los
meétodos descritos anteriormente o mediante métodos mediados por
Agrobacterium conocidos en la especialidad. Se seleccionan transformantes de
copia individual o con una baja cantidad de copias para su comparacion con
plantas transformadas en copia simple en una cantidad baja de copias,
transformadas con un vector de transformacion de plantas idéntico al vector de
ensayo pero sin el intron de ensayo para determinar si el intrén de ensayo
provee un efectc mediade por intrén.

Cualquiera de los intrones presentados como SEQ ID NOS: 4, 7, 21, 24,
36, 44, 48, 52, 54, 58, 62, 68, 72, 82, 92, 94, 101, 103, 105, 107, 109, 111, 113,
118,120, 122, 127, 129, 131, 138, 140, 142, 144, 146, 148, 180,152, 154, 156,
158 y 182 puede ser modificado de diversas maneras, tal como mediante la
supresion de fragmentos dentro de la secuencia de intrén, que puede reducir la
expresion o duplicacion de fragmentos con el intrén que pueda reforzar la

expresion. Ademas, las secuencias dentro del intrén que puedan afectar el

< :"2



10

15

20

25

214

caracter especifico de la expresion con respecto a tipos de células o tejidos en
particular, pueden ser duplicadas o alteradas o suprimidas de manera de
afectar la expresién del transgén. Ademas, los intrones provistos en la presente
pueden ser modificados a efectos de remover cualesquiera codones de partida
potenciales (ATG), que pueden hacer que transcriptos no intencionales sean
expresados a partir de intrones incorrectamente empalmadoa en forma de
proteinas diferente, mas largas o truncadas, Una vez que el intrén haya sido
ensayado empiricamente, o ha sido alterado en base a experimentacion, se
utiliza el intrén para reforzar la expresion de un transgén en plantas
establemente transformadas que pueden ser de cualquier género de planta
monocotiledonea o dicotiledonea, siempre y cuando el intrén provea un
refuerzo del transgén. También es posible utilizar el intron para reforzar la
expresion en otros organismos, tales como en células de algas, hongos o de
animales, siempre y cuando el intrén provea un refuerzo o atenuacién o

caracter especifico de la expresion del transgén al que esta operablemente

ligado.
Habiendo ilustrado y descrito los principios de la presente invencion,

deberia ser evidente para las personas con pericia en la especialidad que es
posible modificzr la invencion en cuanto a disposiciones y detalles, sin
apartarse de dicnos principios. Mediante la presente todas las publicaciones y
documentos patsnte mencionados en la presente se incorporan en la presente
en la misma amplitud en que se indica que cada publicacion o solicitud de

patente, individuales, se incorpora en la presente, de manera especifica e
individual, a titulo de referencia.
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REIVINDICACIONES DIVISIONAL
EXPEDIENTE No. 13 250534
GRUPO INVENTIVO 6

1. Una molécula de ADN recombinante que comprende una secuencia
de ADN seleccidnada del grupo que consiste en:

a) una secuencia con 85 por ciento de identidad de secuencia con
cuaigLiera de SEQ ID NOs: 79, 80, 99 y 100;

b) una secuencia que comprende cualquiera de SEQ ID NOs: 79, 80, 99
y 100; vy

¢) un fragmento de cualquiera de SEQ ID NOs: 79, 80, 99 y 100;

en donde"_'d'i(;ha secuencia esta ligada operativamente con una molécula

de polinucleétido transcribible heterologa.

2. La molécula de ADN de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde
dicha secuencia-tiene 90 por ciento de identidad de secuencia con la secuencia
de ADN de cualquiera de SEQ ID NOs: 79, 80, 99y 100.

3. La molécula de ADN de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde
dicha secuencia tiene 95 por ciento de identidad de secuencia con la secuencia
de ADN de cualquiera de SEQ ID NOs: 79, 80, 99 y 100.

4. La molécula de ADN de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la
molécula de polinucledtido transcribible heteréloga comprende un gen de
interés agronomico.

5. La molécula de ADN de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde el

gen de interés agrondémico codifica una proteina de resistencia a herbicidas.




10

15

20

25

30

216

6. La molécula de ADN de acuerdo con la reivindicacién 4, en donde el
gen de interés agronémico codifica una proteina pesticida.
7. Una célula de planta transgenica que comprende una molécula de
ADN heterologa que comprende una secuencia seleccionada del grupo que
consiste en:
a) una secuencia con 85 por ciento de identidad de secuencia con
cualquiera de SEQ ID NOs: 79, 80, 99 y 100;
b) una secuencia que comprende cualquiera de SEQ ID NOs: 79, 80, 99
y 100}y
c) un fragmento de cualquiera de SEQ ID NOs: 79, 80, 99 y 100;
en donde dicha secuencia esta ligada operativamente con una molécula

de polinucledtido transcribible heterdloga.

8. La celula de planta transgénica de acuerdo con la reivindicacion 7, en
donde dicha célula de planta transgénica es una célula de planta

monocotiledonea.

9. La célula de planta transgénica de acuerdo con la reivindicacion 7, en

donde dicha célula de planta transgénica es una célula de planta dicotiledénea.

10. Un producto de consumo que comprende la molécula de ADN de
acuerdo con la reivindicacion 1.

11. El producto de consumo de acuerdo con la reivindicacion 10, en
donde el producto de consumo es concentrado de proteina, aislado de
proteina, grano, almidén, semillas, comida, harina, biomasa o aceite de
semillas.
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RESUMEN

La presente invencion proporciona nuevas moléculas de ADN y constructos,
que incluyen sus secuencias de nucleétidos, de utilidad para modular la

5 expresion génica en plantas y células de plantas. La invencién también
proporciona plantas transgénicas, células de plantas, partes de plantas,
semillas y productos de consumo que comprenden las moléculas de ADN

operativamente ligadas a polinuclestidos transcribibles heterélogos, junto con

métodos para su uso.
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TCGTGCARARTTTCTCTCTAGGTGTGTGTGTGACTGTGTGAGTARCAATTTCTCTAGTTGT
TCGTGCARATTTCTCTCTAGGTGTGTGTGTGACTGTGTGAGTARCAATTTCTCTAGTTGT
———————————————————————————————————————————————————— TCTAGTTGT

TOGTGCARATTTCTCTCTAGGTGTGTGTGTGACTGTGTGAGTAACARTTTCTCTAGT I'GT

GCGCGACTGCTGCTTACTTTGGAGATTACAATATCTTTCTAARATGCT ICGAT TACTTAT
GCGCGACTGCTGCTTACT T IGGAGAT TACAATATCT TTCT AAAATGCTTCGAT TACT AT
GCGCGACTGCTGCTTACTTTGGAGAT TACAATATCT T TCTAARATGC T TCGATTACT TAT

GCGCGACTGCTGCTTACTTTGGAGAT TACAATATCT T TCTAAARATGCTTCGAT TACTTAT

TﬁATAAACCGTCTCTAAGGCCAATTGCTCAAGATTCATTCAACAATTGAAACGTCTCACA
TTATAAACCGTCTCTAAGGCCAATTGCTCAAGRATTCATTCAACAATTGARACGTCTCACA
TTATAAACCGTCTCTAAGGCCANT TGCTCARGATTCATTCARCAATTGAARCGTCTCACA

TTATAAACCGTCTCTAAGGCCAATTGCTCAAGATTCAT TCAACART TGARACGTCTCACA

TGATTAAATCATATARAGTTTCTAAGTCTTGTTIGACAAGAT "I I T TTAGATT' I TCATCT
TGATTARATCATATAARGTTTCTAAGTCTTGTTTGACAAGATTTT T TTAGAT TTICATCT
TGATTARATCATATAAAGTTTCTAAGTCTTGTTTGACAAGATTTTTTTAGAT T I TCATCT

TGATTAAATCATATARAGTTTCTAAGTCT TG T T TGACARGATT T T T TAGAT T TTCATCT

AARATTGGATGAAACTATCARACACTAAT T T TARAARATAT AAGAGANGCTCCGGAGATAN
AAATTGGATGARACTATCAAACACTAATT TTAAAAAAT NI AAGAGARGCTCCGGAGATAS
ARATTGGATGAARCTATCARACACTAATT T TAAARAATATARGAGANGCTCCGGAGATAN

ARATTGGATGAAACTATCARACACTANT TTTAMARATATAAGAGARGCTCCGGAGATAR

AARGGTCGTCTATGTTAT TATAAGAGTAMAGT CGTICTATTCTCTTCGTCCCAM AT ATATA
AAGGTCGTCTATGT TATTATAAGAGTABAGTCGTCTATTCTCTTCCTCCCARCNTATATA
ARGGTCGTCTATGTTATTATAAGAGTAAAGTCGTCTATTCTCTTCGTICCCARNCATATATA

AHGGTCGTCTATGTTHTTATAAGAGTAAAGTCGTCTATTCTCTTCGTCCCAACﬂTﬁTﬂTﬂ
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Gogzag

NITCTAAGCATGAATTGCTTTCTTTTTGGACANAAGGAGCATGCCACAACACAAGAATGA
—————————————————————————————————————————————————— CACAAGANTGA
ATTCTAAGCATGAATTGCTTTCTTTTT GGACAAAAGGAGCATGCCACARCACANGANTGA
ATTCTAAGCATGAATTGCTTTCTTTI'TGGACRAAAAGGAGCATGCCACAACACAAGAATGA

AVTCTAAGCATGARTTGCTTTCTTT TTGGACAAAAGGAGCATGCCACANCACAAGAATGA

TCTCACCGTCATGCTTGGATCCTTT T ATGGTAARGCTTCACCTTCTATANT CTARCART
TGTCACCGTCATGCTTGGATCCTTTTATGGTAAAGCTTCACCTTCTATAATCTARCAATA
TGETCACCGTCATGCTTGGATCCTTTTATGGTARAGCTTCACCTTCTATAATCTARCAATA
TGETCACCGTCATGCTTGGATCCTTTTATGGTARAGC T ICACCTTCTATAATCTAACARTA

TGTCACCGTCATGCTTGGATCCTTT TATGG TAAAGCTTCACCTTCTATANTC' T AACANT A

GAGARATCAGGGAARAATCATGT T TTGGTTGTTTTTATT TCTARCCTCCACARTAACTTT
GAGAAATCAGGGAAAAATCATGTTTTGGTTGTTTTTAT T ICTAACCTCCACANTAACTTT
GAGARATCAGGGARARATCATGTTTTGCTTGTT I TTATT TCTAACCTCCACARTAACTTT
GAGAAATCAGGGAAARATCATGTTTTGGTTGTTTTTATTTICTAACCTCCACAAT AACTTT

GAGARNTCAGGGAMAMATCATGT TTTGGTTGTTTTTATTTCTRAACCT CCACANT AACT T

GGTTTACCATTTTTTGTTTGAT T T TAGT TTTAGAGAAGCGT T TATARCAGGACCTAAAT
GGTTTACCATTTTTTGTTTGATTTTAGT T T TAGAGAAGCGT T TATARCAGGACCTANANT
GCGTTTACCATTTTTTGT TTGATTTTAGT T T TAGAGAAGCGTTTATARCAGGACCT AALAAT
GGTTTACCATTTTTTGTTTGATTTTAGTT I TAGAGARGCGTT TATAACAGGACCT AAAAT

GETTTACCATTTTTTGTTTGAT TTTAGTT'T TAGAGAAGCG T TATAACAGGACCTARAAT

CTTTTTTCAGTACACAGTACAACGCAGACGCTCATACACGCACGCACACTCACCTCTATG
CTTTTTTCAGTACARCAGTACANCGCAGACGCTCATACACGCACGCACACTCACCTCTATG
CTTTTTTCAGTACACAGTACARCGCAGACGCTCATACACGCACGCACACTCACCTUTATG
CUTTTTTCAGTACACAGTACARCGCAGACGCTCATACACGCACGCACAC TCACCTCTATG

CTTTTTTCAGTACACAGTACAACGCAGACGCTCATACACGCACGCACACTCACCTCT&TU

ARCACACGTAAGABAACCCTACACCTTGAGCACCTTCGARGGACTGAGCCCETAANTATA
AARCACACGTAAGAARACCCTACACCTTGAGCACCTTCGARGGACTGAGCCGGTAAATATA
AACACACGTAAGAARRCCCTACACCTTGAGCACCTTCGAAGGACTGAGCCGGTAANTAT A
AACACACGTAAGAAAACCCTACACCTTGAGChCCTTCGARGGRCTGAGCCGGTAAATATA

AﬁCACACGTAﬂGhAAACCCTACACCTTGAGCACCTTCGARGGACTGAGCCGGTARHTATA

FIG. 1e
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GAGATTCTCGAAGTCACTATTAGCGCCTCGTTGTCAACGGGAATGTCGCTTACCACTTAA
GAGATTCTCGAAGTCACTATTAGCGCCTCGTTGTCAACGGGAATGTCGCTTACCACTTAR
GAGATTCTCGAAGTCACTATTAGCGCCTCGTTGTCAACGGGAATGTCGCTTACCACT TAA
GAGATTCTCGARGTCACTATTAGCGCCTCGTTGTCARCGGGAATGTCGCTTACCACT T AN
———————————————————————————————— GTCAACGGGAATGTCGCTTACCACTT AN

GAGATTCTCGAAGTCACTATTAGCGCCTCGTTGTCARCGGGAATGTCGOT TACCACT TAM

AGCCATAACGCCGAGAAATCCCGTAATARATCCAGTARAATACGAGCACCCGTGCCAAGTT
AGCATAMCGCCGAGRANTCCCGTAATARATCCAGTAANATACGAGCACCCGTGCCARGTT
AéCATAACGCCGAGAAATCCCGTAATAAATCCAGTAAAATACGRGCACCCGTGCCAAGTT
AGCATAACGCCGAGARATCCCGTAATAHATCCAGTAAAATACGAGCACCCGTGCCAAGTT
AGCATAACGCCGAGAAATCCCGTAATAAATCCAGTABAATACGAGCACCCGTGCCAMGTT

AGCATAACGCCGAGARNTCCCGTAATARMATCCAGTARAATACGAGCACCCGTGUCARGTT

GAATATTTGAACCCGAGTGGGTAGATTCCACCGCAAMAGGACCTAACCAGATCATTTCGCA
GAATRTTTGAACCCGAGTGGGTAGATTCCACCGCAMAGGACCTARCCAGATCAT T TCGCA
GaRTATTTGAACCCGAGTGGGTAGATTCCACCGCAAAGGACCTAACCAGATCATTTCGCA
GAATATTTGAACCCGAGTGGGTAGRTTCCﬂCCGCAAAGGACCTAACCAGATCATTTCGCﬁ
GAATATTTGARCCCGAGTGGGTAGATTCCACCGCAARAGGACCTARCCAGATCAT T TCGCA

GAATATTTGARCCCGAGTGGGTAGATTCCACCGCARAGGACCTAACCAGATCATTTCGCA

ARCAGGAACTAARATCGGTAGAGAGCCCAGACAMAGCCTT TCCTAAGAGCCACTCCAGT
AACAGGAACTAAARI'CGGTAGAGAGCCCAGACAMAAGCCTTTCCTAMGAGCCACTCCAGT
AACAGGAACTRAMARTCGGTAGAGAGCCCAGACAAAAGCCTTTCCTARGAGCCACTCCAGT
ARCAGGAACTARARTCGGTAGAGAGCCCAGACARAAGCCT T TCCTAAGAGCCACTCCAGT
ALCAGGRACTAARATCGGTAGAGAGCCCAGACAAAAGCCT T CCTAAGAGCCACTCCAGT

ARCAGGAACTARBATCGGTAGAGAGCCCAGACAARAAGCCTTTCCT AAGAGCCACTCCAGT

GGAAGCCCCTACTTTAGGTATAAAATGCAATACTAGTGGGGCTCCTARATAMACT TCTAT
GGAAGCCCCTACTTTAGGTATAARATGCAATACTAGTGGGGCTCCTAAATARACTTCTAT
GGAAGCCCCTACTTTAGGTATAAAATGCAATACTAGTGGGGCTCCTARATARACT TCTAT
GGAAGCCCCTACTTTAGGTATAARATGCAATACTAGTGGGGCTCOTARATAMACT 'CTAT
GGAMGCCCCTACTTTAGGTATAAAATGCAATACTAGTGGGGCTCCTAARTANACTTCTAT

GGAAGCCCCTACTTTAGGTATRAAATGCAATHCTAGTGGGGCTCCTAAATAﬂAtTTCTRT

TTTTCATGGCCTTCTARAATTCACTCCCARACCCCTAGCTATAGAAGTCTCTTATCCATC
TETTCATGGCCTTCTARAARTTCACTCCCAAACCCCTAGCTATAGAAGTCICTTATCCATC
TTTTCATGGCCTTCTARAATTCACTCCCARACCCCTAGCTATAGRAGTCTCITATCCATC
TTTTCATGGCCTTCTARAATTCACTCCCAAACCCCTAGCTATAGAAGTCTCTTATCCATC
TTTTCATGGCCTTCTARRAT TCACTCCCAAMACCCCTAGCTATAGAAGTICTCTTATCCATC
————————————————————— CACTCCCAMACCCCTAGCTATAGARGTCTCTTATCCATC
TTTTCATGGCCTTCTARAATTCACTCCCARACCCCTAGCTATAGANGTCICTIATCCATC
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CTCTARATAARAATGGGAGTCTATTTTATTTCACCAGAGTTGATCGTAAATTTAGTCTCT
CTCTAAATAPMADNATGGGAGTCTATT TTATTTCACCAGAGTTGATCGT AAATTTAGTICTCT
CTCTARATAAARATGGGAGTCTATTTTAT TTCACCAGAGT TGATCCGTAAATTTAGTCTCT
CTCTAAATARAANTGGGAGTCTATTTTATTTCACCAGAG T TGATCGTARAT T TAGTCTCT
CTCTAAATARAAATGGGAGTCTAT T TTATTTCACCAGAGTTGATCG ' AAATTTAGTCTCT
CTCTAAARTAAMARTGGGAGTCTATITTATTTCACCAGAGTTGATCGTARATTTAGTCTCT
CTCTAAATAARAATGGGAGTCTATTTTATTTCACCAGAGTTGATCGTAANTTTAGTCTCT
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CRAATTTTATAMAGTTGAGGGTAGAGGATGACTGGAGTTGCTCTARACGGACCTATCTTCA
CAAATTTTATAAGTTGAGGGTAGAGGATGACTGGAGTTGCTCTAAACGGACCTATCTTCA
CARATTTTATAAGTTGAGGGTAGAGGATGACTGGAGT TGCTCTARACGGACCTATCTTCA
CAAATTTTATAAGTTGAGGGTAGAGCATGACTGGAGTIGCTCTARACGGACCTATCTTCA
CAAATTTTATAAGTTGAGGGTAGAGGATGACTGGAGTTGCTCTARACGGACCTATCTTCA
CAARTTTTATARGTTGAGGGTAGAGGATGACTGGAGTTGCTCTAAACGGACCTATCTTCA
CAAATTTTATAAGTTGAGGGTAGAGGAT GACTGGAGTTGCTCI'AMACGGACCTATCTTCHA

Fdddkbhhkbdhkbdhbrbdbdddkdrrhhbhhbhbdddbd bt drdrrhhbhbbdhdhdhrhdiddh

AGTGACCTCAGTGAGCCCGTTTAACGGCGTCGACARGTTTAATCTANCGGACACCARCCA
AGTGACCTCAGTGAGCCCGTTTAACGGCGTCGACARGTTTAATC TAMCGGACACCAACCH
AGTGACCTCAGTGAGCCCGTTTAACGGCGTCGACARGTTTAATCTAMRCGGACACCAACCA
AGTGACCTCAGTGAGCCCGTTTAACGGCGTCGACANGTTTAAT CTANCGGACACCANCCA
AGTGACCTCAGTGAGCCCGTTTAACGGCGTCGACAAGTTTAATCTARCGGACACCANCCA
AGTGACCTCAGTGAGCCCGTTTAACGGCGTCGACAAGTTTAATCTANCGGACACCARCCA
AGTGACCTCAGTGAGCCCGTTTAACGGCGTCGACAAGT T'TAATCTAACGGACACCAMCTA

Hekh ok k ok kdkkdkbhkkchkkhk ko hd ok ok kb ok ko ok ko dok ok bk bk ok ok ko ok b bk bk ke

GACAAGAGAACCACCGCCAGCGCCGAGCCAAGCGACGTTGACATCTTGGCGCGGCACGGT
GAGAAGAGAACCACCGCCAGCGCCGAGCCAAGCGACGTTGACATCTTGGCGCGGCACGGT
GAGAAGAGMACCACCGCCAGCGCCGAGCCAAGCGACGTTGACATCTTGGCGCGGUACGGT
GAGAAGAGAACCACCGCCAGCGCCGAGCCAAGCGACGTTGACATCTTGGCGCGGCACGGT
GAGAAGAGNACCACCGCCAGCGCCGAGCCAAGCGACGTTGACATCTTGGCGCGGCACGGE
GAGAAGAGANCCACCGCCAGCGCCGAGCCAAGCGACGTTGACATC I GGCGCGGCACGGT
GAGAAGAGAACCACCGCCAGCGCCGAGCCAAGCGACGTTGACATC T TGGCGCGGCACGGT
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ATCTCCCTGGCGTCTGGCCCCCTCTCGAGACTTCCGCTCCACCT CCCACCGGTGGUGETT
ATGTCCCTGGCGTCTGGCCCCCTCTCGAGACTTCCGCTCCACCTCCCACCGGTGGCGGT
AT?TCCCTGGCGTCTGGCCCCCTCTCGRGACTTCCGCTCCACCTCCCACCGGTGGCGGTT
ATCTCCCTGGCGTCTGGCCCCCTCTCGAGACTTCCGCTCCACCTCCCACCGGTGGCGETT
ATCTCCCTGGCGTCTGGCCCCCTCTCGAGACTTCCGCTCCACCTCCCACCGGTGGCGGTT
ATCTCCCTGGCGTCTGGCCCCCTCTCGAGACTTCCGCTCCACCTCCCACCGGTGGCGGTT
ATCTCCCTGGCGTCTGGCCCCCTCTCGAGACT TCCGCTCCACCTCCCACCGGTGGCGGTT
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TCCAAGTCCGTTCCGCCTCCTCTCACACGGCACGARACCGTGACGGGCACCGGCAGCACS
TCCAAGTCCGTTCCGCCTCCTCTCACACGGCACGARACCGTGACGGGCACCGGCAGCACG
TCCARGTCCGTTCCGCCTCCTCTCACACGGCACGARACCGTGACGGGCACCGGCAGCACG
TCCARGTCCGTTCCGCCTCCTCTCACACGGCACGAAACCGTGACGGGCACCGGCAGCACG
TCUARGTCCGTTCCGCCTCCTCTCACACGGCACGAAACCGTGACGGGCACCGGCAGCACG
TCCAAGTCCGTTCCGCCTCCTCTCACACGGCACGARAACCGTGACGGGCACCGGCAGCACS
TCCARGTCCGTTCCGCCTCCTCTCACACGGCACGARACCGTGACGGGCACCGGCAGCACS
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GGGGGATTCCTTTCCCACCGCTCCTTCCCTTTCCCTTCCTCTCCCGCCGCTATAAATAGT
GGGGGATTCCTTTCCCACCGCTCCTTCCCTTTCCCTTCCTCTCCCGCCGCTATARATAGC
GGGGGATTCCTTTCCCACCGCTCCTTCCCTTTCCCTTCCTCTCCCGCCGCTATAANTAGC
GGGGGATTCCTTTCCCACCGCTCCTTCCCTTTCCCTTCCTCTCCCGCCGCTATARATAGE
GGRGEATTCCTTTCCCACCGCTCCTTCCCTTTCCCTTCCTCTCCCGCCGCTATARATAGE
GGGGGATTCCTTTCCCACCGCTCCTTCCCTTTCCCT TCCTCTCCCGCCGCTATAAATAGT
GGGGGATTCCTTTCCCACCGCTCCTTCCCTTTCCCT TCCTCTCCCGCCGCTATARATAGE
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CAGCCCCATCCCCAGCTTCTTTC
CAGCCCCATCCCCAGCTTCTTTC
CAGCCCCATCCCCAGCTTCTTTC
CAGCCCCATCCCCAGCTTCTITC
CAGCCCCATCCCCAGCTTCTTTC
CAGCCCCATCCCCAGCTTCTTTC
CAGCCCCATCCCCAGCTTCTITC
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———————— GTATAAGAGCARGTGTATTGTCACGTGATATTTATGT TGAGATGAAGANGAG
TGACATATGTATARGAGCAAGTGTATTGTCACGTGATATTTATGTTGAGATGAAGANGAG

AALATAAMCAGCCTGCARATTTATAGCGAGTGATAGATGGGCACAAGGCTTCCTATTTCT
AABATARACAGCCTGCAAATTTATAGCGAGTGATAGATGGGCACAAGGC TTCCTATTTCT

TANATCAGACTTTGTAAGAACAAAAARNGGAC T TATAAGAGAAT GGGATARACCATATAT
TARATCAGACTITGTAAGARCANAANAAGGACT TATAAGAGAATGGGATARACCATATAT

CANTGGTGTAGTATGTTAGTATGCAT TAAGATCTGACTATTATATGAGTGAGT TG TARA
CARTGGTGTAGTATGTTAGTATGCATTAAGATCTGACTATTATATGAGTGAGTTGT TAN

TTCATTTTAGGTGACATGGCCCGGTTARAT TATTAGCCATACCCTAACAGCTCTAARANA
TTCATTTTAGGTGACATGGCCCGGTTAAAT TATTAGCCATACCC TAMNCAGCT CT AAAAAR
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GATATATTCGTTGAGGCACTTTTATGCAACCACATAGTCAACTTGAATGCCGCTTGAGTG
GATATATTCGTTGAGGCACTTTTATGCARCCACATAGTCAACTTGAATGCCGCTTGAGTG

CGTTCTCAAGTTTTTTTTCT TGCARATTACGCT TTTTTAAGAAAGT ATAATTTGGATCGT
COTTCTCAAGTTTTTTTTCTTGCAAAT TACGCTTTTTT AAGAAAGTATAAT TTGGATCGT

GCGATTTTTTTTCTCTAGGTGTGCGTGACTGTGT GAGTAACEAT TTTGGATCTCAGAAAG
GCGATTTTTTTTCTCTAGGTGTGCGTGACTGTGTGAGTAACAATTTTGGATCTCAGAAAG

GTANTARANGANTAATACTGCTIGCCTACTTTGAGGATTACAATATCTTTCTCTAAAATGT
GUAATAAAAGAATAATACTGCTGCCTACTTTGAGGAT T ACARTATCTTTCTCTAAAATGT
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T IGGTTTGTTATTTAMRACCGTCTTTAAGGCCAATTGCTCANGATTCATTCARCAATTGA
TTTGETTTGTTATTTARACCGTCTITARGGCCAATTGCTCAAGAT TCAT TCAACANTTGA,

AACGTCTCACATGATTAMAATCATATARGGT TGCTAAGGTCTTGT TTGACAAGGT ' T'TT
AACGTCTCACATGATTARATCATATARGGTTGCTAAGGTCTTGTTTGACAAGG T T T TT T
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TGTGGARATTTCATCTAAATT TTTGAGTGAARCTATCAAATACTAAT TTAARARAGGCAR
TGTGGARATTTCATCTARATTTTTGAGTGAARCTATCAARTACTAAT T TAAANANGGCAR

ATTTTGCTGGAGGACACTGCAGARMACGTGTAATTGGCCGGCACAARCCGCCANACGGAGA
ATTTTGCTGGAGGACACTGCAGAAACGTGTAATTGGCCGGCACAAACCGCCARACGGAGH

ATTTGCCCAGTACCATTATARATTCATGATARATTCATGGTTGT TTGCCAGTGGGGCTAG
ATTTGCCCAGTACCATTATAAATTCATGATARNT TCATGGTIGTTTGCCAGTGGGGCTAG

GGETCCTCGCGTATGGTGCGGARTGTGGTTTGGTTCGACCAACT CGAACT CAATCCGATC
GGTTCCTCGCGTATGGTGCGGAATGTGETTTGGTTCGACCARCTCGAACTCANTCCGATC

CAMAGGGGCATCAATAGTCATT ITAGARAGTTTCTCTCTCCCGAGCAGTGGAMTGATTA
CAAAGGGGCATCAATAGTCATTTTAGARAGT T TCTCTCTCCCGAGCAGTGGAMATGATTA

TTCTATTTGGCGCGATGTCCACCGGCARACAACCACGAATTTGTAATGGTAC TAGGCARA
TTCTATTTGGCGCGATGTCCACCGGCAAACANCCACGAAT TTGTAATGG TACTAGGCAAR
—————————————————— CCACCGGCAANCARCCACGAAT T'TGTAATGGTACTAGGCAMA
TTCTATTTGGCGCGATGTCCACCGGCAAACAACCACGAAT M GTAATGGTACTAGGCANA
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TTCTCCGTTTGGCGGTGTGTGCCGGCCAATTACACGTTTTTGCGGTGTCCTCCGACARAA
TTCTCCGTTTGGCGGTGTGTGCCGGCCAATTACACGTTTTTGCGGTGTCCTCCGACARAR
TTCTCCGTTTGGCGGETGTGTGCCGGCCAATTACACGTTITTGCGGTGTCCTCCGACAAND
TYCTCCGTTTGGCGGTGTGTGCCGGCCANTTACACGTTTT'TGCGGTGTCCTCCGACAAAT

TTTGCCTTTTARAAACAATTTTATAAGAGARGCTCCGGAGATARAAGGCCGTCANTGTTA
TTTGCCTTTTAAAAACAATTTTATAAGAGAAGCTCCGGAGATAAAAGGCCGTCAATGTTR
TTTGCCTTTTARARACAATTT TATARGAGAAGCTCCGGAGATARAAGGCCGTCANTGTTA
TTTGCCTTTTAAAANCAATTTTATAAGAGAAGCTCCGGAGATAARAGGCCGTCANTGTTA

CRAGAGTGAAGTCGTCTACTCCCTCCATCCCARARAATGTAATICTAAGTATGAGTTGTA
CAAGAGTGAAGTCGTCTACTCCCTCCATCCCAAAAAATGTAATTCTRRGTRTGAGTTGTA
CARGAGTGAAGTCGTCTACTCCCTCCATCCCARAARNTGTAATTCTARGTATGAGT TGTA
CAAGAGTGAAGTCGTCTACTCCCTCCATCCCAAAARMATG TAAT TCTAAGTATGAGT TGTA

TTATTATTTTTGGACAAAAGGAGTATACCACAAGARTGATATCATCGTCATGCTTAGATC
TIATTATTTTTGGACARAAGGAGTATACCACARGAATGATATCATCGTCATGCTTAGATC
TTATTATTTTTGGACARARGGAGTATACCACAAGAATGATATCATCGTCATGC TTAGATC
TUATTATTTTTGGACARAAGGAGTATACCACAAGAATGATATCATCGTCATGCTTAGATC
—————————————————————————— ACCACAAGAATGATATCATCGTCATGCTTAGATC

CITTTTAGTAAAGCT TGAGCT TCTCTARAAGTAGAGARAT TAGRARAAAATCACGT T
CTTTTTAGTAAAGCTTGAGCTTCTCTAARAGTAGAGARAT TAGAAAARAATCACG TT T
CTTTTTAGTAMAGCTTGAGC TTCTCTAARAGT AGAGARAT TAGAARAAARLTCACGT T T
CTTTTTAGTARAGCTTGARGCTTCTCTARRAGTAGAGAAAT TAGAAANAAATCACG T TTTT
CTTTTTAGTAAARGCTTGAGCTTCTCTARAAGTAGAGAART TAGAARNAANTCACGTTTTT

GTGGTCTTGATTTCTAGCCTCCACAABATCTTTGGT T TACAT T TTTTGT T TGATTTTGE
GTGGTCTTGATTTCTAGCCTCCACAAARATCTTTGGT T TTACATTTT T TG T I TGAT T T T GG
GTGGTCTTGATTTCTAGCCTCCACAAANTCTTTGGTT TTACAT I TT T TGT T TGAT T T TG
GTGGTCTTGATTTCTAGCCTCCACAAAATCTTTGG T TTTACATTTTI TG TGATTTTGG
GIGGTCTTGATTTCTAGCCTCCACARAAT CTTTGGTTTTACATTT T TGT T IGATTITGG
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TTTCAGAAGTCCTTATTTATATGTGCTAGTTTGGCAGCACTTAMAATCGTTAGAGAGNAGC
TTTCAGAAGTCCTTATTTATATGTGCTAGTTTGGCAGCACT TAAARTCGTTAGAGAGAGT
TTTCAGAAGTCCTTATTTATATGTGCTAGTTTGGCAGCACTTARAATCGTTAGAGAGAGC
TTTCAGAAGTCCTTATTTATATGTGCTAGTTTGGCAGCACT TARAAATCGTTAGAGAGAGC
TTTCAGRAGTCCTTATTTATATGTGCTAGTTTGGCAGCACT TARANTCGTTAGAGAGAGT

CTAAACAAAAGCCTTTTCARAACGACCTTGAGCCAGATTGGTTGATGGCCARAATTTGAT
CTAARRCAARAGCCTTT TCAAAACGACCTTGAGCCAGAT TGG T TGATGGCCARAAT T TGAT
CTARACARMAGCCTTTTCARAACGACCT TGAGCCAGAT TGGT TGATGGCCARRATTTGAT
CTAAACAAAAGCCTTTTCAAAACGACCTTGAGCCAGATTGGT TGATGGCCAARRATTTGAT
CTAAACARAAGCCTTTTCAAAACGACCTTGAGCCAGATTGG T TGATGGCCARAATTTGAT

TGTCAAAACTTAGGCARGCCAAGAT TTTAGCAGCTATT TGGT TTGGTACCANAAT TTGCC
TGTCAARACTTAGGCARGCCAAGATTT TAGCAGCTATTTGGT "' GGTACCARARATTTGCC
TETCAARACTTAGGCAAGCCARGATTT TAGCAGCTATTTGGT TTGG TACCAAARTTTGCC
TGTCAMNAACTTAGGCARGCCAAGATTT TAGCAGCTATTTGGTTT GG TACCAAAAT T TGCC
TGTCAAAACTTAGGCARGCCAAGAT TTTAGCAGCTATT TGGTTTGG T ACCABAATTTGCC
——————————— AGGCANGCCAAGATTTTAGCAGCTATT TGCTTTGGTACCAMANT TTGCC
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AATGATCTGTTCITTTGCCTTTTCARCCGGTTTATCAGCCGTACTTCAGCTTATTCTCTC
RATGATCTGTTCTTTTGCCTTTTCARCCGGTTTATCAGCCGTACTTCAGCTTATTCTCTC
ARTGATCTGTTCTTTTGCCTTTTCAARCCGGTTTATCAGCCGTACTTCAGCT TATTCTCTC
ALTGATCTGTTCTTTTGCCTTTTCARCCGGTTTATCAGCCGTACT TCAGCTTATTCTCTC
AATGATCTGTTCTTTTGCCTTTTCARCCGGTTTATCAGCCGTACTTCAGCTTATTCTCTC
AATGATCTGTTCTTTTGCCTTTTCAACCGGTTTATCAGCCGTACTTCAGCTTATTCTCTC
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TCACAGAACACTATTGAATCAGCCGAANMNGCCACCGCAGAACAGGNCCAGTATCTCACAA
TCACARGAACACTATTGAATCAGCCGARANGCCACCGCAGAACAGGACCAGTATCTCACAR
TCACAGAMACACTATTGAATCAGCCGAAAAGCCACCGCAGAACAGGACCAGTATCTCACAMN
TCACAGAACACTATTGAATCAGCCGAAANGCCACCGCAGAACAGGACCAGTATCTCACAA
TCACAGAMCACTATTGAATCAGCCGAAAAGCCACCGCAGAACAGGACCAGTATCTCACAN
TCACAGAACACTATTGAATCAGCCGRARAGCCACCGCAGAACAGGACCAGTATCTCACAA

B T I I Y e R U T S S S R Y S A N S S S gy

ATGGCATGCCAAATATACTCACCGTCAGTGAGCCCGTTTAACGGCGI CGACARGTCTARC
ATGGCATGCCAAATATACTCACCGTCAGTGAGCCCGTTTAACGGCGTCGACAAGTCTAAC
ATGGCATGCCARATATACTCACCGTCAGTGAGCCCGTTTAACGGCGT CGACAAGTCTAAC
ATGGCATGCCHAATATACTCACCGTCRGTGAGCCCGTTTAACGGCGTCGACARGTCTARC
ATGGCATGCCAAATATACTCRCCGTCAGTGAGCCCGT I TAACGGCGTCGACAAGTCTANG
ATGGCATGCCARATATACTCACCGTCAGTGAGCCCGT I TAACGGCGTCCACRAGTCTAAC
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GGCCACCAACCAGCGAACCACCAGCGTCAAGCTAGCCAAGCGAMGCAGACGGCCGAGACG
GGCCACCAACCAGCGAACCACCAGCGT CANGCTAGCCAAGCGAAGCAGNACGGCCGAGACG
GLCCACCAACCAGCGARCCACCAGCGTCAAGCTAGCCARGCGARGCAGACGGCCGAGACG
GGCCACCAACCAGCGAACCACCAGCGTCAAGCTAGCCARAGCGARGCAGACGGCCGAGACE
GGCCACCAMCCAGCGARACCACCAGCGTCAAGCTAGCCARGCGARGCAGACGGCCGAGALG
GLCCACCAACCAGCGARCCACCAGCGTCAAGCTAGCCAMGCGANGCAGACGGCCGAGACG
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TTGACACCTTGGCGCGGGCATCTCTCTGGCCCCCTCTCGAGAGT TCCGCTCCACCTCCAC
TTGACACCTTGGCGCGGGCATCTCTCTGGCCCCCTCTCGAGAGTTCCGCTCCACCTCCAC
TTGACACCTTGGCGCGGGCATCTCTCTGGCCCCCTCTCGAGAGTTCCGCTCCACCTCCAC
TTGACACCTTGGCGCGGGCATCTCTCTGGCCCCCTCTCGAGAGTTCCGCTCCACCTCCAC
TTGACACCTTGGCGCGGGCATCTCTCTGGCCCCCTCTCGAGAGT TCCGCTCCACTTCCAS
TTGACACCTTGGCGCGGGCATCTCTCTGGCCCCCTCTCGAGAG T TCCGCTCCACCTCOAL
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TGGTGGCGGTTTCCAAGTCCGTTCCGCCTCCTGCTCCTCCTCACACGGCACGAAACCGTC
TGGTGGCGGTTTCCAAGTCCGTTCCGCCTCCTGCTCCICCTCACACGGCACGAANCCHTC
TGGTGGCGGTTTCCAAGTCCGTTCCGCCTCCTGCTCCTCCTCACACGGCACGAALCCGTC
TGGTGGCGGTTTCCARGTCCGTTCCGCCTCCTGCTCCTCCTCACACCGCACGARACCGTC
TGGTGGCGGTTTCCAAGTCCGTTCCGCCTCCTGCTCCTCCTCACACGGCACGAAACCGTC
TGGTGGCGGTTTCCAAGTCCGTTCCGCCTCC TGO TCCTCCTCACACGGCACGAMCCGTC

R L i T U i i T O S A g T S S At U I R

ACGGCACCGGCAGCACGGGGGATTCCTTTCCCACCGOTCCTTCCC I TTCCCTTCCTCGOC
ACGGCACCGGCAGCACGGGGGATTCCT TTCCCACCGCTCCTTCCCT I TCCCTTCOTCGOD
ACGGCACCGGCAGCACGGGGGATTCCTTTCCCACCGCTCCTTCCCT T ICCCTTCCTCGCC
ACGGCACCGGCAGCACGGGGEATTCCTTTCCCACCGCTCCTTCCCTTTCCCTTCCICGED
ACGGCACCGGCAGCACGGGGGATTCCTTTCCCACCGCTCCTTCCCTTTCCCTTCCTCGCC
ACGGCACCGGCAGCACGGGGGATTCCTTTCCCACCGCTCCTTCCCTTTCCCT TCOTCGOC

T T T S v TR E PR M ST TSI LR A R A I R S S S

CHCCGTTTTAARTAGCCAGCCCCATCCCCAGCTTCTCTCCCC
CGCCGTTTTAAATAGCCAGCCCCATCCCCAGCTTCTCTCCCC
CECCGTTTTARATAGCCAGCCCCATCCCCRGCTTCTCTCCCC
CGCCGTTTTARATAGCCAGCCCCATCCCCAGCTTCTCTCCCC
CGCCGTTTTARATAGCCAGCCCCATCCCCAGCTTCTCTCCCC
CGCCETTTTARATAGCCAGCCCCATCCCCAGCTTCTCTCCCC
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—————————————————————————————————————— GCCGTTTTTGARGTATCCAGGA
ARAMAGGCTTATACTACCAGTATACTATCARCCAGCATGCCGTTTTTGAAGTATCCAGGA

TTAGAAGCTTCTACTGCGCTTTTATATTATAGCTGTGGACCTGTGGTAACCTTTCTCTTT
TTAGAAGCTTCTACTGCGCTTTTATATTATAGCTGTGGACCTGTGGTARCC T CICTTT

TGGUGCTTGCTTAATCTCGGCCATGCTGGTCCATGCTTAGGCAC TAGGCAGAGA T AGAGL
TGCUGCTTGCTTAATCTCGGCCGTGCTGETCCATGCT TAGGCACTAGGCAGAGATAGAGC

CGGGGETCAATGGGGCTAARGCTCAGCTGCTCGAGGGGCCGTGGGCTGGT T TCCACTAGE
CGGGGETGAATGGGGCTAAAGCTCAGCTGCTCGAGGGGCCGTGGGCTGGTTTCCACTAGE

CTACAGCTGTGCCACGTGCGGCCGCGCAAGCCGAAGCAAGCACGCTGAGCCGTTGGACAG
CTACAGCTGTGCCACGTGCGGCCGCGCAAGCCGARGCAAGCACGCTGAGCCGTTGGACAG

FIG. 3a
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CTTGUCATAATGCCATTACGTCGATTACAGGTAACTGGCCCTGTAACTACTCGTTCGGCC
CTTGTCATAATGCCATTACGTGGATTACAGGTAACTGGCCOTGTAACTACTCGT TCGGEC
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ATCATCAAACGACGACGTCCGCTAGGCGACGACACGGGTAATGCACGCAGCCACCCAGGE
ATCATCARACGACGACGTCCGCTAGGCGACGACACGGETANT GCACGCAGCCACCCAGGC
————————————————————————————————— CACGGGTAATGCACGCNGCCACCCAGGC
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iSEClira Bl ate IR NI A GCGCGCGCTAGCGGAGTACGETCAGGTGACACGGGCGTCETGACGCTTCCGAGT TGAMAGE
P-3v.Ubgl-1:1:3 GCGCLCGCTAGCGGAGCACGGTCAGGT GACACGGGCGTCGTGACGCTTCCGAGTTGARGE
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P-5v.Ubgl-1:1:2 GGTTAACGCCAGAANCAGTGTTTGGCCAGGGTATGAACATARCANARANTATTCACACGA
P-Sv.Ubgl-1:1:1 GGTTAACGCCAGAAACAGTGT " GGCCAGGGTATGAACATAACAAARAATATTCACACGA
L3 GGTTAACGCCAGARACAGTGTTTGGCCAGGGTATGAACAT AACAAAAANTAT TCACACGA

P-Sv.Ubgl-1:
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P-Sv.Ubql-1:1:2 AAGAATGGAAGTATGGAGCTGCTACTGTGTARATGCCARGCAGGARNCTCACGCCCGCTA
P-Sv.Ubgl-1:1:1 AAGAATGGAAGTATGGAGCTGCTACTGTGTARN T GCCAAGCAGGAAACTCACGCCCGOTA
P~-Sv.Ubgl=1:153 AAGARTGGAAGTATGGAGCTGCTACTGTGTARAATGCCARGCAGGARACTCACGCCCGCTA
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P-Sv.Ubgl-1:1:2 ACATCCAACGGCCMACAGCTCGACGTGCCGGTCAGCAGAGACATCGGAACACTGGTGATT
st Pl o o e M i ACATCCARCGGCCAACAGCTCGACGTGCCGGTCAGCAGAGACATCGGARCACTGGTGATT
P-5v.Ubgl=L1:1:3 ACATCCAMCGGCCAACAGCTCGACGTGCCGGTCAGCAGAGACATCGGAACACTGGTGATT

LR R R R B S PR B R N A
E=5v.Ubgl=1:1%2 GGTGGAGCCGGCAGTATGCGCCCCAGCACGGCCGAGGTGGTGGTGGCCCGTGECCCTGCT
B=Sv.Ubgl-1:1:1 GGTGGAGCCGGCAGTATGCGCCCCAGCACGGCCGAGGTGGTGGTGGCCCETGGCCCTGOT
P-5v.Ubgl-1:1:3 GGTGGAGCCGGCAGTATGCGCCCCAGCACGGCCGAGGTGGTGGTGGCCCETGGCCCTGOT
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P-Sv. Ubgl-1:1:2 GTCTCCGCGGCTCGGEACAACTTGARMCTGGGCCACCGCCTCGTCGCAACT CGCAACCCE
P=Sv.Ubgl-1:1:1 GTCTGCGCGGCTCGGGACAACTTGAAACTGGGCCACCGCCTCGTCGUAACTCGCAALCCG
P=5v.Ubgl=1:1:3 GTCTGCGCGGCTCGGGACARCTTGAAACTGGGCCACCGCCTCGTCGCARCTCGCARCCCE
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TTGGCGGAAGARAGGAATGGCTCGTAGGGGLCCGGGTAGAATCCAAGAATGTTGCGCT GG
TTGGUGGARGARAGGANTGGCTCCTAGGGGCCUGGGTAGAATCCAACAATGC T TGCGCTGE
TTGGCGGAAGARAGGAATGGCTCGTAGGGGCCCGGETAGRATCCAAGAATGTTGCGCTGE
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e
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P-Sv.Ubgl-1:1:2 GCTTCGATTCACATARCATGGGCCTGAAGCTCTARRAACGACGGCCCGGTCACCGGGCGAT
B=8w. Ubgl=1:1.41 GCTTCGATTCACATAACATGGGCCTGAAGCTCTARAACGACGGCCCGGTCACCGGGOGAT
P=5v. OB g1=1.50.43 GCTTCGATTCACATAACATGGGCCTGRAGCTCTAARACGACGGCCCGGTCACCGGGCGAT

R e R R R

FIG. 3b




B=8v.Ubgl-1:1352
P=Sv.Ubgl-1i1#1
P-Sv.Ubgl-1:1:3
P—Sv.qul—l:1:2
P=Sv.Ubgl=1 4142
P=Sv.Ubgl~1:1:3

P-Sv.Ubgl-1:1:2
P-5v.Ubgl-1:1:1
P-Sv.Ubgl-1:1:3

GGARAGAGACCGGATCCTCCTCGTGAATTCTGGAAGGCCACACGAGAGCGACCCACCACT
GGAAAGAGACCGGATCCTCCTCGTGAATTCTGGANRGGCCACACGAGAGCGACCCACCACT
GGAARGAGACCGGATCCTCCTTGTGAATTCTGGARAGGCCACACGAGAGCGACCCACCACT
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GACGCGGAGGAGTCGTGCGTGGTCCAACACGGCCGGCGEGCTGEGCTGCGACC T TAACCA
GACCCGGAGGAGTCGTGCGTGGTCCARCACGGCCGGCGGGCTGGGCTGCGACCT TAACCA
GACGCGGAGGAGTCGTGCGTGGTCCAACACGGCCGGCGGGCTGECGCTGCGACCT I AACCA
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GCAAQGCRCGCCACGACCCGCCTCGCCCTCGAGGCATAAATRCCCTCCCATCC
GCAAGGCACGCCACGRCCCGCCTCGCCCTCGAGGCATARATACCCTCCCATCC
GCAMGGCACGCCACGACCCGCCTCGCCCTCGAGGCATAANT ACCCTCCCATCC
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Ge0225

GTCGTGCCCCTCTCTAGAGATAAAGAGCATTGCATGTCTARAGTATAAAAAATTACCACA
GTCGTGCCCCTCTCTAGAGATARAGAGCATTGCATGTCTARAGT ATAMANANTTACCACA
GTCGTGCCCCTCTCTAGAGATARTGAGCATTGCATGTCTAAGTTATAAAARATTACCACA
GTCGTGCCCCTCTCTAGAGATAAAGAGCAT TGCATGTCTAAGTTATAAAAAAT TACCACA

dok kh kk ko k ok ok ok ok ko k ok ok ok kkok ok ok ok k ok ok ok ok ok ok ok h kR B O R U VAR R T O S U

TA--TTTTTTTGTCACACT--TATTTGAAGTGTAGT TTATCTATCTCTATACATATATTT
TA==-TTTTTTTGTCACACT --TATTTGAAGTGTAGTTTATCTATCTCTATACATATATTT
TATTTTITTTTTGTCACACTTGTGTTTGAAGTGCAGTTTATCTATC TCTATACATATATTT
TA-TTTTTTTTGTCACACT --TGTTTGAAGTGCAGTTTATCTATC T T TATACKTATATTT

ok hokokoh ok ok ke ek ok ok dokk bk kg kk  kk kb d ok ok k ok ok bk ko ok ok ok h h bk Ak

ARACTTCACTCTACAAATAATATAGTCTATAATACTAAAATAATATTAGTGTTTTAGAGG
ARACTTCACTCTACARATAATATAGTCTATARTACTAAAATAATATTAGTGTT I'TAGAGG
ARNCTTCACTATATGARTARTATAGTCTATAGTATTAARAT AATATCAATGTTTTAGATG
AAACTTTACTCTACGAATAATATAATCTATAGTACTACAATAATATCAGTGTTT TAGAGA
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ATCATATAANTAARACTGCTAGACATGGTCTAAAGGATAATTGAATATTTTGACAA--~~—
ATCATATARATARACTGCTAGACATGGTCTAMMGGATAATTGAATAT T I TGACAN——~~~
ATTATATAACTGANCTGCTAGACATGGTCTAAAGGACAACCGAGTATTTTGACARCATGA
ATCATATAAATGAhCAGTTAGACRTGGTCTAAAGGACAATTGAGTATTTTGACAHCAGGA
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~TCTACAGTTTTATCTTTTTAGTGTGCATGTGATCTCTCTGTTTT TT TTGCARATAGCTT
~TCTACAGTTTTATCTTTTTAGTGTGCATGTGATCTCTCTGTTTTTTTTGCAAATAGCTT

CTCTACAGTTTTATCTTTTTAGTGTGCATGTGTTCTTT-——TTACTT I TGCARATAGC ]!
CTCTACAGTTTTATCTTTTTAGTGTGCATGTGTTCTCCT T~ TT T I TTTTGCARATAGC T
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GACCTATATAATACTTCATCCATTTTAT TAGTACATCCATTTAGGATT TAGGGTTGATGS
CACCTATATAATACT TCATCCATTTTATTAGTACATCCAT T I AGGATTTAGGGTTGA TGO
CACCTATATAATACTTCATCCATTTTATTAGTACATCCATT === —————mmmmmmm
CA?,TATATAATACTTCATCCATTTTATTAGTRCATCCATTTAGGGTTTAGGGTTKHTGG
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TTTCTATAGACTAR~-TTTTTAGTACATCCATT T TATTCT-TTTTAGTCTCTAAATTTTT
TTTCTATAGACTAA--TTTTTAGTACATCCATTTTATTCT-TTTTAGTCTCTAAATTTTT
————————— ACTAAA-TTTTTAGTACATCTATTTTATTCTATTTTAGCCTCTAAA-TTARN
TTTTTATAGACTAATTTTTTTAGTACATCTATTTTATTCTATTTTAGCCTCTARA=TTAN
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TAAMACTAAARCTCTATTTTAG-TTTTTTATTTAATAAT TTAGATATARAAT GARATAN
TAARACTRARNCTCTATTTTAG-TTT T TTATTTAATAAT TTAGATAT AAAATGAANTAAR
GAAARCTTARACTCTATTTTAG-TTTTTTATTTAATAATTTAGATATAARATAGAA T AAA
GARAACTAAAACTCTATTTTAGTTTTTTTATTTAATAATTTAGATATAANATAGAATARR
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ATAARTTGACTACAAATAAAACAAATACCCT TTARGARAA-TARARARACTAAGCARACAT
ATAAATTGACTACAAATAARACAAATACCCTTTAAGRAA-TAMAAAAACTAAGCARACAT
ATARAGTGACTAAAAAATAACTAAATACCTT TTARGARAR-TAANAMRACTARGGRACCAT
ATAAMGTGACTAAARATTRAACAARTACCCT T TARGARATTARAANANC TARGGRAAACKT

Rokok bk a ok ko ok ok ok & &k Ak kokdk hkhkodkkhkh ko h kb hdk ko k ok ok bk
TTTTCTTGTTTCGAGTAGATAATGACAGGCTGTTCARCGCCGTCGACGAGTCTAACGGAC
TTTTCTTGTTTCGAGTAGATAATGACAGGCTGTTCARC GCCGTCGACGAGTCTAACGGAC
TTTTCTTGTTCCGAGTAGATAATGACAGCCTGTTCARCGCCGTCGACGAGTCTANCGGAC

TTTTCTTGTTTCGAGTAGATAATGCCAGCCTGTTABACGCCGTCGACGAGTCTAACGGAT
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ACCAACCAGCGAACCAGCAGCGTCGCGTCGGGCCAAGCGAAGCAGACGGCACGGCATCTC
ACCARCCAGCGAACCAGCAGCGTCGCGT CGGGCCARAGCGARGCAGACGGCACGGCATCTE

ACCARCCAGUGANCCAGCAGCGT CGCGTCGGGCCARAGCGAMGCAGACGGCACGGCATCTC
ACCRACCAGCGRACCAGCAGCGTCGCGTCGGGCCAMGCGAAGCAGACGGCACGGCATCTC
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TGTAGCTGCCTCTGGACCCCTCTCGAGAGT T CCGCTCCACCGTIGGACT TGCTCCGCTGT
TGTAGCTGCCTCTGGACCCCTCTCGAGAGTTCCGCTCCACCGTTGGACT TGCTCCGCTGT
TGTAGCTGCCTCTGGACCCCTCTCGAGAGTTCCGCTCCACCGTTGGACT TGCTCCGCTGT
TGTCGCTGCCTCTGGACCCCTCTCGAGAGTTCCGCTCCACCGTTGGACTTGCTCCGOTHT
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CGGCATCCAGARATTGCGTGGCGGAGCGGCAGACGTGAGGCGGCACGGCAGGCGGRCCTCT
CGGCRTCCAGAAATTGCGTGGCGGAGCGGCAGRCGTGAGGCGGCACGGCRGGCGGCCTCT
CGGUATCCAGAANTTGCGTGGCGGAGCGGCAGRCGTGAGCCGGCACGGCAGGCGG-—— -~
CGGCATCCAGARATTGCGTGGCCGAGCGGCAGACGTGAGCCGGCACGGCAGGCGGCCTCC
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TCCTCCTCTCACGGCACCGGCAGCTACGGGGGATTCCTTTCCCACCGCTCCTTCGCTTIC
TCCTCCTCTCACGGCACCGGCAGCTACGGGGGATTCCTTTCCCACCGCTCCTTCGCTITC
—CCTCCTCTCACGGCACCGGCAGCTACGGGGGAT TCCTTTCCCACCGC TCCT ' CGCTTTC
TCCTCOCTCTCACGGCACCGECAGCTACGGGGGATTCCTTTCCCACCGCTCCTTCGCTTTC
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CCTTCCTCGCCCGCCGTAATARAATAGACACCCCCTCCACACCCTCTTTCCCCANCCTCGT
CCTTCCTCGCCCGCCGTAATARATAGACACCCCCTCCACACCCTCT I TCCCCAACCTCGT
CCTTCCTCGCCCGCCGTAATARATAG-~ACCCCCTCCACACCCTC I TTCCCCAMCCTCGYT
CCTTCCTCGCCCGCCGTAATAAATAGACACCCCCTCCACACCTTCTTTCCCCARCCTCGT
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GTTCGTTCGGAGCGCACACACACGCARACCAGATCTCCCCCAAATCCAGCCGTCGGCACCT
GTTCGTTCGGAGCGCACACACACGCARCCAGATCTCCCCCARATCCAGCCGTCGGCACCT
GTTCGTTCGGAGCGCGCACACACACAACCAGATCTCCCCCARATCCACCCGTCGGCACCT
GTT-GTTCGGAGCGCACACACACACAACCAGATCTCCCCCARATCCACCCGTCGGCACCT
dokk ok ok bk Ak k w4 ko kR ok

R T R S T S S S R R O e i 3

FIG. 4b

3
L



EXP-Zm.Ubghl:1:
EXP-Zm.UbqgMl:1:
EXP-Zm.UbgM1:1:
EXP-Z2m.UbgM1:1:

EXP-Zm.UbgM1:1:
EXP-Zm.UbgM1:1:
EXP-Zm.UbgMl:1:
EXP-Zm.UbgM1l:1:

EXP-Zm.UbgM1:1:
EXP-Zm.UbqgMl:1:
EXP-Zm.UbgMl:1:
EXP-Zm.UbgMl:1:

EXP-Zm.UbgM1:1:
EXP-Zm.UbgM1:1:
EXP-Zm.UbqgMl:1:
EXP-Zm.UbgMl:1:

EXP-Zm.UbgMl:1:
EXP-Zm.UbgM1:1:
EXP-Zm.UbgM1:1:
EXP-Zm.UbgM1:1:

EXP-Zm.UbgM1:1:
EXP-Zm.UbgM1:1;
EXP-Zm.UbgM1:1:
EXP-Zm.UbgMl:1:

EXP-2Zm.UbgM1:1:
EXP-Zm.UbgM1:1:
EXP-Zm.UbgM1:1:
EXP?-Zm.UbgM1:1:

EXP-Zm.UbgM1:1:
EXP-Zm.UbgM1:1:
EXP-Zm.UbgM1:1:
EX0-Zm.UbgMl:1:

S TN eSS ) O S L S

o v v

[\8]

=0

o]

o =

— N

o

L = BN

Gudzay

CCGCTTCAAGGTACGCCGCTCATCCTCCCCCCCCCCCTCTCTCTACCTTCTCTAGATCGG
CCGCTTCAAGGTACGCCGCTCATCCTCCCCCCCCCCCTCTCTCTACCT ICTCTAGATCGE
CCGCTTCRAGGTACGCCGCTCATCCTCCTCCCCCCCCTCTCTCTACCT TCTCTAGATCGE
CCGCTTCAAGGTACGCCGCTCATCCTCCCCCCCCC-==CTCTCTACCTTCTCTAGATCGG

B R U 0 T O S S A S S ey R R P LR B A A O

CGATCCGETCCATGETTAGGGCCCGGTAGTTCTACTTCTGTTCATGTTTGTGTTAGAGCA
CGATCCGGTCCATGGTTAGGGCCCGGTAGTTCTACTTCTG I TCATGT T TG TG TTAGAGCA
CGTTTCGGTCCATGGTTAGGGCCCGGTAGTTCTACTTCTGTTCATGTTTGTG T TAGATC-
CGTTCCGGTCCATGGTTAGGGCCCGGTAGTTCTACTTCTGTTCATGTTTGTGTTAGATC -
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ARCATGTTCATGT T ===~ === === = — = o o CATGTTTGTGAT === =mmmm=
AACATGTTCATGT T=== === m o m s e e CATGTTTGTGAT-~==~=~=-—
~=CGTGTTTGTGITAGATCCGTGCTGCTAGAT TTCGTACACGGATGCGACCTGTACATCH
~=C&ETGTTTGTGTTAGATCCGTGCTGCTAGCGTTCGTACACGGATGCGACCTGTACGTCA

L * ko k * % * Aok kb
GATGTGGTCTGGTTG======~ GGCGGTCGTTCTAGATCGGAG-—-—--TAGGATACTGTTT
GATGTGGTCTGGTTG= ===~~~ GGCGGTCGTTCTAGATCGGAG-——--TAGGATACTGTTT

GACATGTTCTGATTGCTAACTTGCCAGTGTTTCTCTTTGGGGAATCCTGGGA- - - TGGCT
GACACGTTCTGATTGCTARCTTGCCAGTGTTTCTCTTTGGGGAATCCTGGGA--—TGGCT

* ok d o kk ok ok kR ok ok ke bk ok ok ok ok kok e i
CAAGCT=-~======~ ACCTGGTGGATTT-===~ ATTAATTTTGTATCTGTATGT =~~~
CARGCT-=--====~~ ACCTGETOGATTT ==~ ATTAATTTTGTATCTGTATGT ~~~-~-
CTAGCCGTTCCGCAGACGGGATCGATTTCATGAAT T TTTTTTGTTTCGTTGCATAGGGTT
CTAGCCGTTCCGCAGACGGGATCGATTTCATG-ATTTTTTTTGTTTCGTTGCATAGGGTT
& *ow ok W 3 o * kk F ok * ok ok T & & & *

—=GTGTGCCATACATCTTCATACTTACGAGT TTAAGATGATGGATGGAAATATCGATCTA
—=GTGTGCCATACATCITCATAGTTACGAGTT TARGATGATGGATGGARATATCGATCTA

TGGTTTGCCCTTTTCCTTTAT =~ == ===~ TTCAATAT ~=—=====enm ATEOE e
TGGTTTGCCCTTTTCCTTTAT ——=====~—~ TTCAATAT ~===m=em e I e el
dh Ekk k& ok e * ok ok * & 2 ks * & &

GGATACGTATACATGTTGATGCGGGT - =TT TACTGATGCATATACAGAGATGC T T T TTTT
GGATRGGTATACATGTTGATGCGGGT --TTTACTGATGCATATACAGAGATGCTTTTTTT

—————— GTGCACTTGTTIGT-COGETCATCT T T TCAT G-~~~ == === m e e TP
~~~~~~ GG AT T G T T T - CCGET CATE T TITEAT GO« s = ms s Py
’ * ok Fok Aok ok ok PO T S ok * ko ok ok Ak ok

CTCGCTTGGTTGTGATGATATGCTCTGGTTGGGCGGTCGTTCTAGATCGGAGTAGAATAC
CTCCTTGGTTGTGATGATATGGTCTGGTTGGGCGGTCETTCTAGAT CGGAGTAGAATAC
TTGGCCTTGGTTGTGATGATGTGETCTGGTIGGGCGGTCETT CTAGATCGGAGTAGAATAL
TTG;CTTGGTTGTGATGHTGTGGTCTGGTTGGGCGGTCGTTCTAGATCGGAGAAGAATTC
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TCTTTCARACTACCTGGTGGATTTAT TAAAGGATARAGGGTCGTTCTAGATCGGAGTAGA
TGTTTCAAACTACCTGGTGGATTTAT TAAAGGAT AARGGGTCGTTCTAGATCGGAGTAGA
TGETTTCAAACTACCTGGTGGAT T TAT TAA—— -~~~ =~~~ e e e
TGTTTCARACTACCTGGTIGGAT T TATTAR ==~ —————————————mm——mmmmm— e — o~

R T A T A O A S A O

ATACTGTTTCAARCTACCTGGTGGATTTATTARAGGATCTGTATGTATGIGCC-TACATC
ATALTOTTTCARRCTACCTGGTGGAT TTATTARAGCATCTGTATGTIATGTGCC-TACATC
————————————————————————————————— AGGATCTGTATGTATGTGCCATACATC
—————————————————————————————— TTTTGGATCTGTATGTGTGTGCCATACAT A

[P TPRN PETY T IRY PPN G PR SR T C R 10 OO W Wt Sl L X

TTCATAGTTACGAGTTTAAGATGATGGATGGAAATATCGATCTAGGATAGGTATACATGT
TTCATAGTTACGAGTTTAAGAIGATGGATGGRAATATCGATCTAGGATAGGTATACATGT
TTCATAGTTACGAGTTTAAGATGATGGAT GGAAATATCGATCTAGGATAGGTATACATGT
TTCATAGTTACGAATTGAAGATGATGGAT GGAAATATCGATCTAGGATAGG TATACATGT

okd dkdokhohdkhkh kh ckkh ok d ok hh kb ok ok ok ko ko k ok ok h ok bk ok ok bk ok ok ok ok ok kb bk

TGATGCGGGTTTTACTGATGCATATACAGAGATGCTITTT-TTCGCTTGGT TGTGATGAT
TGATGCGGGTTTTACTGATGCATATACAGAGATGCTTTTT-T I CGCTTGGT TG TGATGAT
TGATGCGGGTTTTACTGATGCATATACAGAGATGCTTTTTTTTCGCT TGGTTGTGATGAT
TGATGCGGGTTTTACTGATGCATATACAGAGATGCTTTTTGT TCGCTTGGTTGTGATGAT
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GTGGTCTGGTTGGGCEE-——--————~ TCGTTCTAGATCGGAGTAGAATACTGTTTCARACT
GTGGTCTGGTTGEGCEGE-———~——~ TCGTTCTAGATCGGAGTAGAATACT G " CAAACT
GTGCTCTGETCGEGCGE~—~————~ TCGTTCTAGATCGGAGTAGANTACTGTTTCARMACT
GTGHTCTGETTGGGCGGTCETTCATTCGTTCTAGAT CGGAGTAGARTACTGT T CARACT
ok kdek kA ok kk ko ok LR R R T T T SRR T O Y U A S Y R S S T O T o |

ACCTGGTGGATTTATTAATTTTGTATCTTTATGTGTGTGCCATACATCTTCATAGTTACG
ACCTGGTGGATTTATTAATTTTGTATCTTTATGTGTGTGCCATACATCT ICATAGTTACG
ACCTGGTGGATTTATTAATTTTGGATCTGTATGTGTGT - ~CALACATCTTCATAGTTACG
ACCTGGTGTATTTATTAATTTTGGARCTGTATGTGTGIGTCATACATC T TCATAGT TACS

koA kt hkddk Fohkkkhhhk Ak rohh ok h hakh ok Aok k B R T o U Y

AGT'TAAGATGATGGATGGAAATATTGATCTAGGATAGGTATACATGTTEATGTGGGTTT
AGT" TruGATGATGGATGGAAATATTGATCTAGCGATAGGTATACATGTTGATGTGGGTTT
AGTTTAA---GATCGATGGAAATATCGATCTAGGATAGGTATACATGTTGATGTGCGTTT
AGTTTAA---GATGGATGEAMRATATCGAT CTAGGATAGGTATACATG I TGATGTGGGTTT
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TACTGATGCATATACATGATGGCATATGCGGCATCTATTCATATGCTCTAACCTTGAGTA
TACTGATGCATATACATGATGGCATATGCGGCATCTATTCATATCCTCTAACCTTGAGTA
TACYGATGCATATAC---ATGGCATATGCAGCATCTATTCATATGCTCTARCCTTGAGT A
TACTGATGCATATACATGATGGCATATGCAGCATCTATTCATATGCTCTAACCTTGAGTA
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CCTATCTATTATAATAANCAAGTATGT TTTATAATTATTTTGATCTTGATATACTTGGAT
CCTATCTATTATAATAANCAAGTATGTTTTATAATTATT T TGATCTTGATATACT TGGAT
CCTA-TCTATTATAATARACARGTATGT TTTATAATTATT TTGATCTTGATATACT ITGGAT
CCTATCTATTATAATARACAARGTATGT TT TATAATTATTTTGATCT TGATATACTTGGAT

R T e O S e T AT A My

GATGGCATATGCAGCAGCTATATGTGGA-TTTTTTAGCCCTGCCTTCATACGCTATTTAT
GATGGCATATGCAGCAGCTATATGTGGA-TTTTTTAGCCCTGCCTTCATACGCTATTTAT
GATGGCATATGCAGCAGCTATATGTGGAT TTTTTTAGCCCTGCCTTCATACGCTATT TAT
GATUCGCATATGCAGCAGCTATATGTGGAT TTT T T 'AGCCCTGCCTTCATACGCTATTTAT
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TTGCTTGGTACTGTTTCTTTTGTCCGATGCTCACCCTGT IGTTGGGTGATACTTCTGCAG
TTGCTTGGTACTGTTTCTTTTGTCCGATGCTCACCCTETTG T T TGGTGATACTTCTGCAG
TTG TTGGTACTGTTTCTTTTGT-CGATGCTCACCCTGTTG I TTGGTGATACTTCTGCAG
TTG "TTGGTACTGTTTCTTTTGT -CGATGCTCACCCTGTTGTTTGGTGATACTTCTGCAG
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CATTAARAGTCATTATGTGCATGCGTICGTAACTAACAT GGATATGTTGCTGCACTATCTC

-—=—--CACTAGCTGCGCATGATAAAGCCACAAGCCAARATTAAT TATTATGGGTGAGAATA
CTCGLACTAGCTGCGCATGATAAAGCCACAAGCCAARAT TANTTATTATGGGTGAGANT Iy
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AATALGTACCAGCACCGGCCATAGARARAAGTACATTAT TARAGGTCTAATTTGGANCAG
AATACGTACCACCACCGGCCATAGARAMAGTACATTATTAAAGGTCTAAT TTGGARACAG
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TCTGEARACGACGTGCGCTGCAGAGGTARATGTAATT TTCGGCACTARAACCAT TATCAR
TCTGARMACGACGTGCGCTGCAGAGGTARATGTAATT TTCGGCACTANAACCAT TNT CAR

hhkhkhkkrkhkbhhhddrhddrddhbhbhbhdhbbrdhrdrrtbdhdhdhhbdathhbbddddoddd s g

CTAATTCATTCARTAACAGT TATT TAGAARATGTATAGCTCGCTCTAMAAAMACAGTTTA
CTAATTCATTCAATARCAGT TATTTAGAARATGTATAGCTCGCTCTAARMMNACAGT T'TA

Khddkhhdhk kb dkdh bk b hhkbkd bbb dbbdrh bbb bdrrrhdbhbhhddbddhhorhhoh bk

GAARAACAGT CAAAATAATTCGACCAACARACAGT TAATANGGT ICATTARATATATAAT
GRAAMACAGTCAAAATAATTCGACCAACARACAGTTARTARGGTTCATTANAATATATAAT

hkkohdikddk ok k ok kb hkhk kb hk ko k d ok ddhhhk b kb ohhok ok Ak bk h ok ko bk ok ok kb ok ok ok k ok

GCACGGTGCTATTTGATCTTTTAAAGGAAARAGAGCAATAGTCGTGGGCGCCAGGCGGGA
GCACGGTGCTATTTGATCTTT TAAAGGANAARGAGGAATAGTCGTGGGCGCCAGGCGGGA

Bokkdbhhkhd kbbb bbb kb bbbk dd b hd kbbb h bk bbbk d bk kh b bk ohohodk d ok k&

ATTGGGGCGUGGEGAGT CTGCCGGACGACGCGTTCCGTCCGANCGGCCGGACCCGALGAGE
ATTGGLGGCGCGGGAGTCTGCCGGACGACGCGTTCCGTCCGAACGGCCGGACCCGACGAGH
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CCCCCCCGCCGCCCCACGTCGCAGRACCGTCCGTGGGTGGTAATCTGGCCGGGTACACCA
CCCCCCCGLCGCCCCACGTCGCAGAACCGTCCGTGGGTGETANTC TGGCCGGGTRCACCA
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GCCGTCCCCTTGGGCGGCCTCACAGCACTGGGCTCACACGTGAGTTTTGT TCTGGGCTTC
GCCGTCCCCTTGGGCGGCCTCACAGCACTGGGCTCACACGTGAGTTTTGT TCTGGGLTTC

ek ke sk ke ke ke ek ok ok ke ki ok ko kb ke he ok ko F Rk Rk kb ke ke sk ok R sk A ke ok b bk ok ke ok ko ok ke ko kb

GGATCGCACCATATGGGCCTCGGCATCAGANAGACGGGGCCCOTCTGEGATAGAAGAGAC
GGATCGCACCATATGGGCCTCGGCATCAGAAAGACGGGGCCCGTCTGGGATAGRAGAGAT

L R T R 3 L e T e

FIG. 5a




(i 0i)s)

P-Sb.Ubg6-1:1:2 AGGARCCTCCTCGTGGATTCCAGAAGCCAGCCACGAGCGACCACCGACGCGGAGGATACT
P-Sb.Ubg6-1:1:1" AGGAACCTCCTCGTGGATTCCAGAAGCCAGCCACGAGCGACCACCGACGCGGAGGATACT
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P-5b.Ubg6-1:1:2 CGTCGTCCAAGTCCANCACGGCGGGCGGEGCGGEGCGGACGCGTGGGCTGGGCTARCTGCCT
P-5b.Ubg6-1:1:1 CGTCGTCCAAGTCCAACACGGLGGGCGGEGCEGGCGEACGCETGEGUTGGGCTAACTGCCT
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AACCPTARCCTCCAAGGCACGCCAAGGCCCGCTTCTCCCACCCGACATAAATATCCCCCC
ARCCTTAACCTCCAAGGCACGCCARGGCCCGCTTCTCCCACCCGACATAAATATCCCCCC
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P-Sb.Ubq6-1:1
P-5b.Ubg6-1:1:

=N

P-5b.Ubg6-1:1:2 ATCCAGGCAAGGCGC
P~5hb. Ubgb=-151.51 ATCCAHGGCAAGGCGC
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