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PODER

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. abogadas con oficinas en la
Calle 94 A No. 7 A-09, Bogota-Colombia para cbtener la
proteccion de mi (nuestra) propiedad Industrial y con este fin
autorizamos a dichos apoderados para que nos representen

ante cualesquiera autoridades o perscnas de los drdenes

administrativo, contencioso —administrativo y judicial en todo lo
relacionado con los siguientes actos y gestiones:
a) Obtencién de patentes de invencién, modelos y dibujos

industriales; registro de marcas de fabrica, de servicio, .,
colectivas o defensivas y de denominaciones de origen, *

depdsito de nombres y ensenas 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 oposicién, observacion, cancelacién, nulidad,
medidas cautelares y en general os juicios civiles, penales,
administrativos o contencioso administratives que
promovamos o Seé Nos promuevan.
Pudiendo en todos los actos y gestiones arriba mencionados
sustituir éste mandato, transigir, desistir, recibir, cancelar,
renunciar, aceptar nolificaciones y nombrar apoderados

_ludiciales y extrajudiciales.

Finalmente, este poder rafifica la validez de todos los actos y
solicitudes que, a nombre de la poderdante hubieren realizado
los apoderados en relacion con las facultades anteriormente
enumeradas, antes de la suscripcion del presente poder

Dadoyfirmadohoy 19 de Diciembre de 2005

en St. Louls, Missouri, USA

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

(Se requiere legalizacion consular o mediante apostilla)

CERTIFICADO NOTARIAL (Sociedad)
R

POWER OF ATTORNEY

[ (we) the undersigned MONSANTO TECHNOLOGY LLC

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

hereby grant(s) Power of Attomey to XIMENA
CASTELLANOS A. and /or MARGARITA CASTELLANOS a.
altorneys residing at Calle 94 A No. 7 A-09, Bogota-
Colombia, to obtain the protection of my (our Industrial
Property, for which purpose we authorize the said attorneys to

“represent. us before any authorities, or persons, specially

those, administrative, contentious and judicial, in all matters

concerning the following:

a) Obtainment of patents, models and designs, registration of

trademarks, service, collective and defensive marks, and of

designations of origin; the deposit of trade names and

ensigns; its renewal, extension, recordal of assignments,

change of name or domicile, voluntary cancellation, and the

registration of licenses of use of the above rights,

b} ,For the obtainment of Sanitary registrations;

c¢) ‘Actions of opposition, cancellation, nullity, infringsment,
granting of licenses; and in general the civil, criminal and
administralive suits related to those rights; actions and
suits instituted by us or against us;

In all the above matters they may substiiute this power of

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

accept notifications and appoint attorneys in fact, in or out of

court,

Finally, this power of attorney ralifies the validity of all acts
and applications made by the representatives in the name of
the signatory of this power of atlorney, with regard th the
faculties above given, before the execution of the present
power of altorney.

Given and signed this  19th December, 2005

in St. Louis, Missouri

b
Dennis R Hoexrner
(Notary shall execute on the next page)

(Consular legzalization or apostille is required)

NOTARIAL CERTIFICATION (Corporation) '

Lud 004



Hoy 19e Dic. delano 2005
comparecio (eron) personalmente
DENNIS R. HOERNER

a quienes conozco como la(s) persocnas que firma(n) en
representacidn de la Sociedad (Compaiia) denominada
MONSANTO TECHNOLOGY LLC

Certifico
a) Que MONSANTO TECHNOLOGY LLC

es una sociedad/Compania legalmente constituida y
existente de acuerdo con las leyes de

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

c) Que el objeto u objetos para los cuales se otorga el
presente poder estan comprendides dentro del objeto
social de la mencionada Sociedad /Compania.

d) QueelSr. DENNIS R. HOERNER

esta autorizado para olorgar el presente poder. Lo anterior

esta probado por medio de los siguientes documentos, que

cerlifico he visto*

(Ciudad) St. Louis

(Estado) Missouri

Hoy 19del Diciembre de 2005

(Notario Publico)

*Los documentos debe identificarse con fecha y origen.

Onthis 19 dayofDec. of 2005
personally appeared

Dennis R. Hoerner

whom | know to be the person(s) who signed this document as
representative(s) of the Corporation /Company named
Mensanto Technology LIC
| certify:
a) That

Monsanto Technology LIC  *

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

St. Louis, Missouri

¢) That the purpose or purposes for which the present
Power of Attorney is granted are comprised within the
object set forlh in the charter of the mentioned
Corporation/Company.

d) ThatMr. Dennis R. Hoerner

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

aforementioned was duly proven through the following

documents and | duly certify having seen them”;

(City) st. Louis

(State) Missouri

this 19 day oPeCof the year 2005

SRV P, MICHELLE LUDWIG
QWMY%& My Commission Expires
H et Rt July 13, 2009
=4~ SEAL §

,g 5t. Louis County
LOFRY Commission 405550747



© ® N o o

Apostille (L00LG

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

. Country: United States of America

This public ldocument MICHELLE LUDWIG
has been signed by __ S
NOTARY PUBLIC

acting in the capacity of .
' MICHELLE LUDWIG-NOTARY PUBLIC-STATE OF MISSOURI
bears the seal/stamp of —— : —

Certified
at Jefferson City, Missouri
the 2157 _ dayof DECEMBER 2005
by Robin Carnahan, Secretary of State, State of Missouri
No. 142500

Seal/Stamp 10. Signature:

Comm. 48 (01-2005)



------------------ TRADUCCION OFICIAL No. 06-02-04 -
de un documento escrito en INGLES, el cual para su identificacion lleva

el sello de la Traductora e Intérprete Oficial, Res. 2755/68 y 01144/97 de

Minjusticia, al igual que la presente.
(Adjunto a un documento de Poder otorgado por MONSANTO
. TECHNOLOGY LLC)
Sello Notarial:

MICHELLE LUDWIG

Mi comisién vence Julio 13, 2009

Condado de St. Louis — Comision #05550747

APOSTILLA
(Convencion de La Haya de octubre 5, 1961)
1. Pois:.EstchS Unidos de América
Este documento pUblico
2. ha sido firmado por Michelle Ludwig
3. actuando en.su cardcter de Notario Publico
4. lleva el sello de Michelle Ludwig — Notario PUblico - Estado d.é
Missouri
CERTIFICADO
5. En Jefferson City, Missouri

6. Eldia 21 de Diciembre de 2005




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

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

ES TRADUCCION FIEL Y COMPLETA, a la cual me remito,

Bogotd, D. C., Febrero 9, 2006. , M .

DORA DUQUE D BERNAL
TRADUCTORA E iNTERPRETE OFICIAL
RES. 02755/68 Y 011449 . MINJUSTIGIA
REP. DE coromen
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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
creé el 5 de marzo de 2012, se presenta aqui por presentacion electronica 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 la
manipulacion de plantas por ingenieria genética y moléculas de ADN de utilidad para

modular la expresién genica en plantas.

ANTECEDENTES
Los elementos reguladores son elementos genéticos que regulan la actividad
genica por modulacién 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 manipulacion de plantas por ingenieria genética.

SINTESIS DE LA INVENCION
La presente invencion proporciona nuevos elementos de regulacion génica
para usar en plantas. La presente invencion 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 polinucleotido transcribible. En una forma de realizacion, la

molécula de polinucledtido transcribible puede ser heterdloga con respecto a una

i
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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
heterologa. La presente invencion también proporciona métodos de preparacion y uso
de los elementos de regulacion, los constructos de ADN que comprenden los
elementos de regulacion y las células de plantas transgénicas, plantas y semillas que
comprenden los elementos de regulacion operativamente ligadas a una molécula de
polinucleotido transcribible.

Asi, en un aspecto, la presente invencion proborciona una molecula 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 c) 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 polinucledtido transcribible heterdloga. 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 o 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 regulacion. En algunas formas de realizacion, el elemento de
regulacion comprende un promotor. En particular formas de realizacion, la molécula de
polinucledtido transcribible heteréloga 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 invencion también proporciona una ceélula de planta transgénica que
comprende un constructo de ADN heterélogo 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

Cedl_0
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celula de planta transgénica es una célula de planta monocotiledénea. En otras formas
de realizacion, la célula de planta transgénica es una célula de planta dicotiledénea.

También la 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 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 c¢) 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 polinucledtido transcribible heteréloga. En
formas de realizacion especificas, la planta transgénica puede ser una planta de
progenie de cualquier generacion 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 obtencion de una planta transgénica o una
parte de ella de acuerdo con la invencién y produccion de su producto de consumo. 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 invencidon proporciona un producto de consumo
usando el meétodo anterior. Por ejemplo, en una forma de realizacién, la invencion
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 c) 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 polinucledtido
transcribible heterodloga.

En otro aspecto mas, la invencion proporciona un método de expresion de una

molécula de polinucledtido transcribible que comprende la obtencion de una planta
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transgénica de acuerdo con la invencién, 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 polinucledtido 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
composicion 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 tamano de
promotores correspondiente 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.Ubq1:1:9 (SEQ ID NO: 1), con secuencias promotoras derivadas por analisis
de supresion de P-ANDge.Ubq1-1:1:11. La supresion, por ejemplo, del extremo 5' de
P-ANDge.Ubg1-1:1:11, produjo el promotor P-ANDge.Ubqg1-1:1:9 (SEQ ID NO: 6),
una secuencia de 2114 bp que se halla dentro de EXP-ANDge.Ubg1:1:7 (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.Ubg1-1:1:12 (SEQ ID NO: 11), una secuencia de 1472 bp
comprendida dentro de EXP-ANDge.Ubq1:1:10 (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.Ubq1-1:1:13 (SEQ ID NO: 15), una
secuencia de 771 bp comprendida dentro de EXP-ANDge.Ubqg1:1:11 (SEQ ID NO:
14); y P-ANDge.Ubgi1-1:1:14 (SEQ ID NO: 17), una secuencia de 482 bp
comprendida dentro de EXP-ANDge.Ubqg1:1:12 (SEQ ID NO: 16).

Las FIGS. 2a- 2g representan la alineacion de variantes de promotores
aisladas del pasto Saccharum ravennae (Erianthus ravennae). En particular, las FIGS.
2a—2g muestran una alineacion de la secuencia promotora de 2536 bp P-ERIra.Ubq1—

1:1:10 (SEQ ID NO: 19) (hallada, por ejemplo, dentro del grupo de elementos de
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expresion de regulacion de la transcripcion EXP-ERIra.Ubgq1 (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-ERIra.Ubq1-1:1:9 (SEQ ID NO: 23); una
secuencia promotora de 1525 bp P-ERIra.Ubgi-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.Ubg1-1:1:13 (SEQ ID NO: 32).

Las FIGS. 3a-3c representan la alineacion de variantes de tamano de
promotores correspondientes a los elementos promotores aislados de la 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.Ubq1-1:1:1: un promotor
de 1035 bp de tamano P-Sv.Ubg1-1:1:2 (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—4e 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 tamano EXP-Zm.UbgM1:1:1 (SEQ 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 tamano de
promotores aisladas del pasto Sorghum bicolor. En particular, las FIGS. 5a-5b
muestran la alineacion del elemento promotor de 791 bp de tamano, 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.Ubg6:1:1 (SEQ ID NO: 63).

Las FIGS. 6a—6¢c representan la alineacion de variantes de tamano de
promotores correspondientes a elementos promotores aislados del pasto Setaria

italica. En particular, las FIGS. 6a-6c muestran una alineacion de la variante de
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promotor de 1492 bp P-SETit.Ubg1-1:1:1 (SEQ ID NO: 70) con variante de promotor
de 1492 bp P-SETit.Ubg1-1:1:4 (SEQ ID NO: 74), elemento promotor de 1034 bp P-
SETitUbg1-1:1:2 (SEQ ID NO: 76) y elemento promotor de 680 bp P-SETit.Ubqi-
1:1:3 (SEQ ID NQO: 78).

Las FIGS. 7a-7b representan la alineacion de variantes de tamano 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-ClL.Ubg1:1:1 (SEQ ID NO: 79), con un fragmento mejorador
derivado de P-Cl.Ubg1-1:1:1, denominado E-Cl.Ubg1:1:1 (SEQ ID NO: 89) que tiene
un largo de 798 bp, asi como con tres variantes de supresion de terminacion 5' de P—
Cl.Ubg1-1:1:1: un elemento de 742 bp P-ClL.Ubgi-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.Ubq1-1:1:5 (SEQ ID NO: 88).

La FIG. 8 representa configuraciones de casete transgénicas de la presente

invencion.

BREVE DESCRIPCION DE LAS SECUENCIAS

SEQ ID NOS: 1, 5, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 22, 25, 27, 29, 31, 33, 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, 155, 157, 180, 181y
183 son secuencias de grupos de elementos de expresion de regulacion de la
transcripcion o secuencias EXP que comprenden 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, 43, 47, 51, 57, 61, 67, 71 y 81 son secuencias lider.
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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, 1486,
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
diseno, la construccion y el uso de estas moléculas de polinucledtido son
proporcionados por la invencion. Las secuencias de nucledtidos de estas moléculas de
polinucledtido 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 ligada 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 meétodos de modificacion, su produccion y su uso. La invencion también
proporciona composiciones, células huésped transformadas, plantas transgénicas y
semillas que contienen los promotores y/u otras secuencias de nucleétidos reveladas y
métodos para prepararlas y usarlas.

Las siguientes definiciones y metodos 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 gendmico 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 expresién “secuencia de ADN" se refiere a la secuencia de
nucleodtidos 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
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Unidos § 1.822 y establecida en las 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 moléculas
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 o natural. Asi, las moléculas de ADN
fusionadas con secuencias reguladoras o codificantes con las que no estan
normalmente asociadas, por ejemplo, como resultado de técnicas 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
solucién 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 molecula de ADN de partida particular y/o
para producir variantes de la molécula 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
comunmente usando un sintetizador automatizado de oligonucledtidos.

Tal como se usa en la presente, la expresion “identidad de secuencia” se
refiere a la extension en la que dos secuencias de polinucledtido optimamente
alineadas o dos secuencias de polipeptidos optimamente alineadas son idénticas. Una
alineacién dptima de secuencia es creada por alineacién manual de dos secuencias,
por ejemplo, una secuencia de referencia y otra secuencia, para maximizar la cantidad
de coincidencias de nucledtidos en la alineacion de secuencias con inserciones,
supresiones o brechas internas de nucledtidos apropiadas. Tal como se usa en la
presente, la expresion “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 fraccion de identidad
por 100. La “fraccion de identidad” para una secuencia optimamente alineada con una
secuencia de referencia es la cantidad de coincidencias de nucledtidos en la
alineacion optima, dividido por la cantidad total de nucledtidos en la secuencia de
referencia, por ejemplo, la cantidad total de nucledtidos en la longitud total de la
secuencia de referencia entera. Asi, una forma de realizacion de la invencion es una
molécula de ADN que comprende una secuencia que, cuando estd 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 realizacion particulares, tales secuencias se

pueden definir por tener actividad reguladora de genes.

Elementos de regulacion

Un elemento de regulacion es una molécula de ADN que tiene actividad
reguladora de genes, es decir, uno que tiene la capacidad de afectar la transcripcion
y/o 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 patron de expresion de una molécula de polinucledtido transcribible
operativamente ligada afectando la transcripcion y/o la traduccion de esa molécula de
polinucledtido 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 expresion, tales como mejoradores,
promotores, lideres e intrones operativamente ligados. Asi, un grupo de elementos de
expresion de regulacién de la transcripcién 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
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la unién de intron/exon de la secuencia nativa y, ademas, puede estar compuesta por
un fragmento lider pequeno que comprende el segundo empalme de la union de
intron/exén de modo de proporcionar un apropiado procesamiento de intron/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
polinucledtido transcribible operativamente ligada, asi como la traduccion del ARN
transcripto resultante. La molecula de ARN preprocesada comprende lideres e
intrones, que pueden afectar el procesamiento postranscripcional del ARN transcripto
y/o la exportacion de la molécula de ARN transcripto desde el nucleo 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 y
puede afectar positivamente la traduccion de la molécula de ARN mensajero.

Los elementos de regulacion tales como promotores, lideres, intrones vy
regiones de terminacién de la transcripcion (o 3" UTRs) son moléculas de ADN que
tienen actividad reguladora de genes y desempenan una parte integral en la expresion
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 plantas a través de métodos de
ingenieria genética.

Los elementos de regulacién se pueden caracterizar por sus efectos de patrén
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, patoldgico, celular y/o patron de
expresion de respuesta quimica y cualquier combinacién 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 como se usa en la presente, un “patron de expresion génica” es cualquier

patron de transcripcién de una molécula de ADN operativamente ligada en upa
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molécula de ARN transcripta. La molécula de ARN transcripta se puede traducir para
producir una molécula de proteina o puede proporcionar una molécula de ARN
antisentido u otra molecula de ARN de regulacion, tales como dsARN, tARN, rARN,
miARN, y similares.

Tal como se usa en la presente, la expresion “expresion de proteina” es
cualquier patrén de traduccion de una molécula de ARN transcripta en una molécula
de proteina. La expresion de proteina se puede caracterizar por sus calidades
temporal, espacial, de desarrollo o morfoldgica, asi como por indicaciones
cuantitativas o cualitativas.

Tal como se usa en la presente, la expresiéon “promotor” se refiere en general a
una molécula de ADN que esta implicada en el reconocimiento y la unién de ARN
polimerasa Il y otras proteinas (factores de transcripcion transactivos) para iniciar la
transcripcion. Un promotor se puede aislar inicialmente a partir de la region no
traducida 5" (5" UTR) de una copia genémica de un gen. De forma alternativa, los
promotores pueden ser moléculas de ADN sintéticamente producidas o manipuladas.
Los promotores también pueden ser quimericos, 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, 13,
15, 17, 19, 28, 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 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 celula huésped
como en una planta transgenica. En otras formas de realizacién 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 esta compuesto por una
caja TATA o secuencia equivalente para reconocimiento y union del complejo de ARN
polimerasa Il para inicio de la transcripcion.

En una forma de realizacién, se proporcionan fragmentos de una secuencia
promotora que se describe en la presente. Los fragmentos del promotor pueden

comprender actividad promotora, como se describié antes, y pueden ser utiles solos o



10

15

20

25

30

=

Gu

12

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, 56, 60, 64, 66, 70, 74, 76, 78, 80, 84, 86, 88, 91, 96 y 135, tales como internos
0 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 0 negativos sobre la expresion; duplicacion de
elementos que tienen efectos positivos o negativos sobre la expresion; y/o duplicacion
o eliminacion de elementos que tienen efectos especificos en tejido o células sobre la
expresion. 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, 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 equivalente de este y
secuencia corriente abajo se elimina, se pueden usar por ejemplo, para obtener
elementos potenciadores. Ademas se pueden realizar supresiones para eliminar
cualquiera de los elementos que tienen efectos positivos o negativos; especificos de
tejido; especificos de célula; o especificos del ritmo (tales como, pero sin limitacion,
ritmos circadianos) sobre la expresion. 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 y fragmentos o
potenciadores derivados de estos se pueden usar para obtener composiciones del
elemento regulatorio transcripcional 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, 96 y 135 y los
fragmentos o potenciadores derivados de estos ligados operativamente a otros
potenciadores y promotores. La eficacia de las modificaciones, duplicaciones o

supresiones descriptas en la presente sobre los aspectos de expresion deseados de

20.20
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un transgén particular se puede analizar empiricamente en ensayos de planta estables
y transitorios, tales como los descriptos en los ejemplos de trabajo de la presente, de
modo de validar los resultados, que pueden variar de acuerdo con los cambios
realizados y el objetivo del cambio en la molécula de partida.

Tal como se usa en la presente, el término “lider” se refiere a una molecula de
ADN aislada de la region 5' no traducida (5' UTR) de una copia gendémica 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 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 polinucleédtido transcribible
unida operativamente. Las moléculas lider se pueden usar con un promotor heterélogo
0 con su promotor nativo. Las moléculas promotoras de la presente invencién en
consecuencia se pueden ligar operativamente a su lider nativa o se pueden ligar
operativamente a su lider heterdloga. 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 o 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 celula
huéesped, incluyendo, por ejemplo, una célula de planta transgénica. En una forma de
realizacion tales secuencias se decodifican como que comprenden 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 como las
SEQ ID NOS: 3, 20, 35, 43, 47, 51, 57, 61, 67, 71 y 81 se pueden usar de acuerdo con
la invencion para obtener elementos regulatorios quiméricos que afectan la
transcripcion o traduccion de un transgén. Ademas, las secuencias lider presentadas
como las SEQ ID NOS: 3, 20, 35, 43, 47, 51, 57, 61, 67, 71 y 81 se pueden usar para
obtener secuencias quimericos que que afectan la transcripcion o traduccién de un
transgén.

La introduccién de un gen extrano en una planta huésped no siempre produce

una alta expresion de | gen ingresante. Ademas, si se trata con rasgos complejos,
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algunas veces es necesario modular varios genes con patron de expresion espacial o
temporariamente diferente. Los intrones pueden proporcionar principalmente tal
modulacion. Sin embargo, se ha mostrado que el uso mdltiple 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 intrén/exon que se pueden usar para
aumentar la expresion o especificidad de expresion 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 intrén/exén
también se pueden realizar para reducir el potencial para la introduccion 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 intron sobre la expresion de un transgén.

De acuerdo con la invencion un promotor o fragmento de promotor se puede
analizar por la presencia de elementos promotores conocidos, es decir, 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 disenar variantes del promotor que tienen
un patron 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 polinuclecdtidos unida
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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 modulacién
global 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. Un elemento potenciador puede
actuar para unir los factores de transcripcion que regulan la transcripcion. Algunos
elementos potenciadores unen mas de un factor de transcripcion, y los factores de
transcripcion pueden interactuar con afinidades 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
nucleotidos del extremo 5' o interno a un promotor; el analisis de la proteina de union
al ADN usando senalizacion con ADNsa |, interferencia de metilacion, ensayos de
cambio de movilidad de electroforesis, senalizacion genomica in vivo por PCR
mediada por ligamiento y otros ensayos convencionales o por analisis de semejanza
de secuencias de ADN con motivos de elementos cis conocidos o elementos
potenciadores como una secuencia blanco o motivo blanco por métodos de
comparacién de secuencias de ADN convencionales, tales como BLAST. La estructura
fina de un dominio potenciador se puede estudiar adicionalmente por mutagenesis (o
sustitucion) de uno o mas nucledtidos o por otros métodos convencionales. Los
elementos potenciadares se pueden obtener por sintesis quimica o por aislamiento de
los elementos regulatorios que incluyen dichos elementos, y estos se pueden sintetizar
con nucledtidos flanqueantes adicionales que contienen sitios de enzimas de
restriccion utiles para facilitar la manipulaciéon de la subsecuencia. En consecuencia, el

diseno, construccion, y uso de elemento potenciadores de acuerdo con los métodos
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descriptos en la presente para modular 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.

Este efecto ha sido denominado “aumento mediado por intron” (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 gjemplo tubA1, Adh1, Sh1, Ubi1 (Jeon et al. (2000) Plant 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 dicotiledoneas como los petunia (por ejemplo rbcS), papa (por
ejemplo st-Is1) y de Arabidopsis thaliana (por ejemplo ubg3 y pat1) elevan las tasas
de expresion genica (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 dentro
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 pat1 de A. thaliana (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 ejemplo intrones de genes dicotiledoneos (gen rbeS de
arveja, gen faseolino de poroto y el gen st/s—1 de Solanum tuberosum) y los intrones
de los genes del maiz (gen adh1 el noveno intrén, gen hsp81 el primer intron)) (Chee
et al. (1986) Gene 41:47-57; Kuhlemeier et al. (1988) Mol Gen Genet 212:405-411;
Mascarenhas et al. (1990) Plant Mol. Biol. 15:913-920; Sinibaldi y Mettler (1992) en
WE Cohn, K Moldave, eds, Progress in Nucleic Acid Research and Molecular Biology,
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Vol 42. Academic Press, New York, pp 229-257; Vancanneyt et al. 1990 Mol. Gen.
Genet. 220:245-250). En consecuencia, no todo intron se puede emplear para
manipular el nivel de expresion génica de los genes no endégenos o genes endogenos
en las plantas transgénicas. Cudles caracteristicas o rasgos de secuencia especificos
deben estar presentes en un intron para aumentar la tasa de expresion 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 intron 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 ““quimeérico” se refiere a un ADN Unico
producido por la fusion de una primera molecula de ADN a una segunda molécula de
ADN, donde ni la primera ni la segunda molécula de ADN se hubieran.

hallado normalmente en esta configuracion, es decir, fusionados entre si. La
molécula quimérica de ADN es en consecuencia una nueva molecula 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 quimérico puede combinar dos
o mas fragmentos de ADN; un ejemplo deberia ser la fusion de un promotor a un
elemento potenciador. En consecuencia, el diseno, construccion y uso de los
promotores quiméricos 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 aln la segunda molécula de ADN todavia mantiene la
funcionalidad general, es decir patrén 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 mas nucledtidos de una

secuencia de referencia, donde el elemento regulatorio derivado tiene mas o menos o
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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 células
bacterianas y vegetales. En la presente invencién, una secuencia de polinucleodtidos
provista como SEQ ID NOs: 1-158 y 180-183 se puede usar para crear variantes que
son de composicién similar, pero no idénticas a, la secuencia de polinucleotidos 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 invencion esta dentro de la experiencia del arte a la luz de la
descripcion y esta comprendida en el alcance de la presente invencion. Las “variantes”
del elemento regulatorio quimérico comprenden los mismaos elementos constituyentes
que una secuencia de referencia pero los elementos constituyentes que comprenden
el elemento regulatorio quimérico se pueden ligar operativamente por varios metodos
conocidos en la técnica, digestion con enzima de restriccion y ligamiento, clonacion
independiente del ligamiento, ensamblaje modular de los productos de PCR durante la
amplificacion, o sintesis quimica directa del elemento regulatorio asi como otros
metodos conocidos en la técnica. La “variante” del elemento regulatorio quimérico
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 o0 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 metodos conocidos en la
tecnica y pueden comprender sustituciones, supresiones y/or inserciones de uno o
mas nucledtidos o mutaciones que se producen naturalmente en la transformacion de

celulas bacterianas y plantas.

Constructos
Como se usa en la presente, el término “constructo” significa cualquier
molécula de polinucleétido recombinante tal como un plasmido, césmido, virus,

molécula de polinucledtido de replicacién auténoma, fago o molécula de polinucledétido



10

15

20

25

30

R ;

19

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 término “vector” significa cualquier constructo de
polinucledtidos recombinante que se puede usar para el fin de la transformacion, es
decir, la introduccion de ADN heterélogo 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 o no de una unica molécula
de polinucledtido contigua y puede ser o no adyacentes. Por gjemplo, un promotor
esta unido operativamente a una molecula de polinucleotido transcribiblr si el promotor
modula la transcripcion de la molécula de polinucledtido transcrible en una céelula. 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 o AGRtu.LB) del
plasmido Ti aislado de Agrobacterium tumefaciens que comprenden un ADN-T, que
junto con las moléculas de transferencia provistas por las células de Agrobacterium,
permiten la integracién 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 seleccion 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 oriV o oriRi, y una region codficadora para un marcador seleccionable tal como
Spec/Strp que codifica una Tn7 aminoglicésido adeniltransferasa (aadA) que confiere

resistencia a espectinomicina o estreptomicina, o un gen de marcador seleccionable a
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gentamicina (Gm, Gent). En la transformacion de plantas, la cepa bacteriana huésped
es con frecuencia Agrobacterium tumefaciens ABI, C58, o LBA4404, sin embargo,
otras cepas conocidas para los expertos en la técnica de transformacion de plantas
pueden ser Utiles en la presente invencion.

Se conocen metodos en la técnica para ensamblar y e introducir constructos en
una celulas de manera tal que la molécula de polinucleétido 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 invencién, las composiciones y métodos
convencionales para preparar y usar constructos y ceélulas huésped son bien
conocidos por los expertos en la técnica, ver por ejemplo, Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 3rd edicion 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 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 4.757.011, en su totalidad. Estos tipos de vectores también han sido revisados en 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 derivados 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
transformacion de plantas, que incluye el vector de control de transferencia de
pCaMVCN en la bibliografia cientifica (ver, por ejemplo, Fromm, et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 82: 5824-5828 (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 disenar o modificar para producir caracteristicas
reguladoras deseables. En una forma de realizacion, los constructos de la presente

invencion normalmente comprenden al menos un elemento regulatorio unido
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operativamente a una molecula de polinucledtido transcribible unida operativamente a
una molécula de polinucleotido de terminacion de transcripcion 3'.

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 operativamente 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 “intron” se refiere a una molécula de
ADN que se puede aislar o identificar de la copia genémica de un gen y se puede
definir generalmente como una region empalmada durante el procesamiento del
ARNm antes de la traduccion. Alternativamente, los intrones pueden ser elementos de
ADN producidos 0 manipulados sintéticamente. Un intron puede contener elementos
potenciadores que efectuan la transcripcién de los genes unidos operativamente. Un
intron 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 intron, y el intron puede o no ser heterdlogo con respecto a la
secuencia de la molecula de polinucledtido transcribible. Los ejemplos de intrones en
la técnica incluyen el intron de actina de arroz (Patente estadounidense No. 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 invencién 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, 138, 140, 142, 144, 146, 148, 150, 152, 154, 156, 158 y 182.
Ademas, cuando se modifican las secuencias limite intrén/exén, puede ser preferible
evitar el uso de la secuencia de nuecledtidos AT o el nucledtido A justo antes del
extremo 5' del sitio de empalme (GT) y el nucleotido 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 el

procesamiento del ARN mensajero en el transcripto final. La secuencia alrededor de
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los sitios de unién de empalme del extremo 5 o 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 senal
de poliadenilacion y otras senales regulatorias capaces de afectar la transcripcion,
procesamiento de ARNm o expresion génica. Se considera que las colas polyA
funcionan en la estabilidad del ARNm y en la iniciacion de la traduccion. Los ejemplos
de moleculas de terminacion de transcripcion 3' en la técnica son la 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 regidn 3' de subunidad pequena de arveja rubisco), region
3' de algodon 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).

Las UTR 3 normalmente tienen un uso beneficioso para la expresion
recombinante de genes especificos. En sistemas animales, se ha definido bien una
magquinaria de UTR 3’ (por ejemplo Zhao et al., Microbiol Mol Biol Rev 63:405-445
(1999); Proudfoot, Nature 322:562-565 (1986); Kim et al., Biotechnology Progress
19:1620-1622 (2003); Yonaha y Proudfoot, EMBO J. 19:3770-3777 (2000); Cramer et
al., FEBS Letters 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 (por
ejemplo. dentro de un ADN-T) puede causar la supresion de la expresion de un o mas
genes en dicho constructo en comparacién con las inserciones independientes
(Padidam y Cao, BioTechniques 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.
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En las plantas, no se conocen secuencias de la senal de poliadenilacion
claramente definidas. Hasegawa et al., Plant J. 33:1063-1072, (2003)) no pudieron
identificar secuencias de la senal de poliadenilacion 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 el 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 terminacion de transcripcion puede evitar la ultralectura en las
secuencias (por ejemplo 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 del ADN) es un prerrequisito para la re—iniciacion de la transcripcion y de
este modo afecta el nivel del transcripto total. Despues de la terminacion de la
transcripcion, el ARNn maduro se libera del sitio de sintesis y el molde al citoplasma.
Los ARNm eucarioticos se acumulan como formas poli(A) in vivo, de modo que es
dificil detectar los sitios de terminacion de transcripcion 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
la 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 evitar la
ultra lectura del transcripto en cualquier secuencias de ADN vecina que puede estar
compuesta de otro casete del transgen 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 reduccion de la actividad de transcripcion 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 transcripto en forma inversa extraido de la planta transformada
y se usa para (1) evaluar la actividad de trascripcion o expresion del casete del
transgénuna vez integrado en el cromosoma de planta; (2) evaluar el numero de

copias de las inserciones dentro del ADN de la planta; y (3) evaluar la cigosidad de la
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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 ADNc 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 metodos de secuenciacion conocidos en la técnica. Los
EST resultantes se ensamblan en grupos usando software bioinformatica tal como
c_ref assemble_complete version 2.01.37139 (CLC bio USA, Cambridge,
Massachusetts 02142). La abundancia de transcriptos de cada grupo se determina por
el recuento del numero 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 gendmico. La secuencia de ADNc se usa para
disefar 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 la secuencia de ADN gendmico correspondiente para
proporcionar una secuencia de terminacion mas larga. Los analisis 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 expresién. 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
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especificos de organos, tejidos o células puede producir la identificacion 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 péptido ligado que es Util para dirigir un
producto proteico, en particular, a un cloroplasto, leucoplasto u otra organela del
plastido; mitocondria; peroxisoma; vacuola; o una localizacion extracelular. Para 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 como precursores y se dirigen al cloroplasto por un
péptido de transito del cloroplasto (CTP). Los ejemplos de dichos péptidos de
cloroplasto incluyen, pero sin limitacion, 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 II,
tiorredoxina F, 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 fusion con un CTP heterdlogo y que el CTP es suficiente para dirigir una proteina al
clorplasto. La incorporacion de un péptido de transito del cloroplasto adecuado 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 heterdlogas a los cloroplastos de las plantas
transgénicas (Ver, Patentes U.S Neos. 5.627.061; 5.633.435; y 5.312.910 y EP
0218571; EP 189707; EP 508909; y EP 924299).

Moléculas de polinucleétidos transcribibles

Como se usa en la presente, el término “molécula de polinucledtido
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 moleculas de ARN que tienen secuencias utiles para la
supresion génica. Un “transgen” se refiere a una molécula de polinucleatido
transcribible heteréloga a una célula huésped al menos con respecto a su localizacion

en el genoma y/o una molécula de polinucledtido transcribible incorporada
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artificialmente en un genoma de la célula huésped en la actual o alguna generacion
previa de la célula.

Un promotor de la presente invencion puede estar unido operativamente a una
molécula de polinucledtido transcribible que es heterdloga con respecto a la molécula
del promotor. Como se usa en la presente, el término “heterdlogo” se refiere a una
combinacion de dos o mas moléculas de polinucledtidos cuando dicha combinacion no
se hallaria normalmente en la naturaleza. Por ejemplo, las dos moléculas pueden
derivar de especies diferentes y/o las dos moléculas pueden derivar de genes
diferentes, por ejemplo, genes diferentes de la misma especie o los mismos genes de
especies diferentes. Un promotor es en consecuencia heterdlogo con respecto a una
molécula de polinucledtido transcribible unida operativamente si dicha combinacion no
se halla normalmente en la naturaleza, es decir, que la molécula de polinucledtido
transcribible no esta naturalmente unida operativamente en combinacion con la
molécula promotora.

La molécula de polinucledtido transcribible generalmente 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 traduccién de la molécula de
ARNm resultante y de este modo la expresion de proteinas. Alternativamente, se
puede disenar una molécula de polinucledtido transcribible para finalmente disminuir la
expresion 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
direccion antisentido. Los expertos en la técnica estan familiarizados con dicha
tecnologia antisentido. En breves palabras, a medida que la molécula de polinucleétido
transcribible antisentido se transcribe, 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 maquinaria de traduccién celular y se
degrada en la célula. Cualquier gen se puede regular negativamente de esta manera.

En consecuencia, una forma de realizacién de la invencion es un elemento
regulatorio de la presente invencion, 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 transcripcion de la molécula de polinucledtido transcribible a un

nivel deseado o en un patron deseado después de la introduccion de dicho constructo
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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 transcripcion de una molécula de ARN que se traduce y expresa
como un producto de proteina. En otra forma de realizacion, 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 moléeculas de polinucleotidos transcribibles pueden ser genes de interés
agronomico. Tal como se usa en la presente, el término “gen de interés agronémico”
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 agrondémicos incluyen pero sin limitacion
a las que codifican una proteina de rendimiento, una proteina de resistencia al estrés,
una proteina de control del desarrollo, 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
proteina 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
agronomico 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 que el promotor este unido
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operativamente a una molécula de polinucledtido transcribible que es un gen de
interés agrondomico. La expresion del gen de interés agrondémico es deseable para
conferir un rasgo beneficioso desde el punto de vista agronémico. Un rasgo
agronémico beneficioso puede ser, por ejemplo, pero sin limitacion, tolerancia a
herbicidas, control de insectos, rendimiento modificado, resistencia a enfermedad
fungica, resistencia a virus, resistencia a nematodos, resistencia a enfermedad
bacteriana, crecimiento y desarrollo de plantas, produccién de almidén, produccion de
aceites modificados, alta produccion de aceites, contenido de acidos grasos
modificado, alta produccion de proteina, maduracion de frutas, nutricion animal y/o
humana mejorada, biopolimeros, resistencia al estrés ambiental, péptidos
farmaceuticos y péptidos secretables, rasgos de procesamiento mejorados,
digestibilidad mejorada, produccion de enzimas, sabor, fijacion de nitrogeno,
produccién de semilla hibrido, produccién de fibra y produccion de biocombustible. Los
genes de interés agrondmico 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; 6.716.474; 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, 6.063.756;
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; 6.121.436; 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; y 5.304.730), resistencia a nematodos (Patente U.S. N.°
6.228.992), resistencia a enfermedad bacteriana (Patente U.S. N.° 5.516.671),
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.
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6.495.739; 5.608.149; 6.483.008; y 6.476.295), contenido de acidos grasos modificado
(Patente estadounidense 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; y 6.459.018), produccion de proteina alta
(Patente U.S. N.° 6.380.466), maduracion de frutas (Patente U.S. N.° 5.512.466),
nutricién animal y humana mejorada (Patente estadounidense Nos. 6.723.837;
6.653.530; 6.5412.59; 5.985.605; y 6.171.640), biopolimeros (Patente estadounidense
Nos. USRE37.543; 6.228.623; y 5.958.745, y 6.946.588), resistencia a estrés
ambiental (Patente U.S. N.° 6.072.1083), péptidos farmacéuticos y péptidos 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.° 5.543.576), sabor mejorado (Patente U.S. N.°
6.011.199), fijacion de nitrégeno (Patente U.S. N.° 5.229.114), produccién de semillas
hibridas (Patente U.S. N.° 5.689.041), produccion de fibra (Patente estadounidense
Nos. 6.576.818; 6.271.443; 5.981,834; y 5.869.720) y produccion de biocombustible
(Patente U.S. N.° 5.998.700).

Alternativamente, un gen de interés agronomico 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 génica de un gen
endogeno, por ejemplo por medio de antisentido (Ver, por ejemplo Patente U.S
5.107.065); ARN inhibidor (“ARNI", que incluye la modulacién de la expresion génica
por medio de ARNmi, ARNsi, ARNsi de accién trans y mecanismos mediados por
ARNSsi, por ejemplo, como se describe en las solicitudes publicadas US 2006/0200878
y US 2008/0066206, y en la solicitud de patente estadounidense 11/974.469); o
mecanismos mediados por cosupresion. El ARN también podria ser una molécula de
ARN catalitica (por ejemplo, una ribozima o a riboswitch; ver por ejemplo, US
2006/0200878) manipulada geneticamente para escindir un producto de ARNm
endégeno deseado. En consecuencia, cualquier molécula de polinucledtido
transcribible que codifica una molécula de ARN transcripta que afecta un cambio de
fenotipo o morfologia agronomicamente importante de interés puede ser util para la
practica de la presente invencion. Se conocen en la técnica los métodos para construir

e introducir constructos en una célula de manera tal que la molécula de polinucledtido
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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 polinucledtido transcribible orientada antisentido para regular la
expresion geénica 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.° 5.231.020. La expresion de un polinucleétido
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 (Publicacion de patente U.S. N.2
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 polinucledtidos transcribibles para la incorporaciéon 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 de
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 polinucledtido 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 polinucledtido 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 polinucleotido

transcribibles que codifican B—glucuronidasa (GUS descripto en la Patente U.S N.°
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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 confieren tolerancia a herbicidas. Los marcadores de
resistencia a antibioticos utiles, que incluyen los que codifican proteinas que confieren
resistencia a kanamicina (nptll), higromicina B (aph V), estreptomicina o
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 polinucleétidos
transcribibles que codifican proteinas involucradas en la tolerancia a herbicidas son
conocidas en la técnica, e incluyen, pero sin limitacion una molécula de polinucleétido
transcribible que codifica una 5-enolpiruvilshikimato-3—fosfato sintasa (EPSPS
descripto en las 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 oxidorreductasa
y una glifosato—N-acetil transferasa (GOX descripto en la Patente U.S. N.° 5.463.175;
GAT descripta en la publicacion de patente U.S. N.° 20030083480, y dicamba
monooxigensa publicacion de patente U.S. N.° 20030135879); una molécula de
polinucledtido transcribible que codifica bromoxinilo nitrilasa (Bxn descripto para
tolerancia a bromoxinilo en la Patente U.S. N.° 4.810.648); una molécula de
polinucleotido transcribible que codifica fitoeno desaturasa /crtl) descripta en Misawa,
et al., Plant Journal, 4:833-840 (1993) y Misawa, 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 descripto en DeBlock, 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
polinucleotido transcribibles ligadas que codifican para fosfinotricina acetiltransferasa,

EPSPS resistente a glifosato, aminoglocosido fosfotransferasa, hidroxifenil piruvato
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deshidrogenasa, higromicina fosfotransferasa, neomicina fosfotransferasa, dalapon
deshalogenasa, nitrilasa resistente a bromoxinilo, 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
identificar o seleccionar celulas transformadas. Los ejemplos incluyen marcadores que
codifican un antigeno secretable que se puede identificar por interaccion 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 pequenas difusibles que son detectables (por ejemplo, por
ELISA), enzimas activas pequenas que se pueden detectar en la solucion extracelular
solucion (por ejemplo, a-amilasa, 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 la que se halla en la unidad de extension de
expresion o proteinas relacionadas con la patogénesis del tabaco también conocidas
como PR-S). Otros posibles genes del marcador seleccionable seran evidentes para

los expertos en la técnica y estan comprendidos por la presente invencion..

Transformacion 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
polinucleodtido transcribible.

El término “transformacion” 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, érgano 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 célula,
tejido, érgano u organismo en el que se introducido una molécula de polinucledtido

extrana, tal como un constructo. La molécula de polinucledtido introducida se puede
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integrar en el ADN gendmico de la célula, tejido, 6érgano u organismo receptor de
modo que la molécula de polinucledtido introducida sea heredada por la progenie
posterior. Una célula u organismo “transgénico” o “transformado” también incluye la
progenie de una celula u organismo y la progenie producida a partir de un programa
de mejoramiento genético que emplea dicha planta transgénica como progenitor en
una cruza y que exhibe un fenotipo alterado resultante de la presencia de una
molécula de polinucledtido extraiia. El término “transgenico” se refiere a un a bacteria,
hongo o planta que contiene una o mas moléculas de acido polinucleico heterdlogas.

Existen muchos métodos para introducir moléculas de acidos nucleicos en
células vegetales. El método generalmente comprende las etapas de 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 transformacion
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, etc. (revisado en Potrykus, et al., Ann. Rev. Plant Physiol. Plant
Mol. Biol., 42: 205, 1991).

La tecnologia para la introduccion 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
invencion 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 invencion. Las
células huésped pueden ser cualquier 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, Aspergillus,
levaduras, insectos, bacterias y algas.

Las plantas transgénicas regeneradas se pueden autopolinizar para
proporcionar plantas transgénicas homocigas. Alternativamente, el polen obtenido de
las plantas transgénicas regeneradas se pueden cruzar con las plantas no

transgénicas, con preferencia lineas endogamicas de especies agronomicamente
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importantes. Las descripciones de los métodos de mejoramiento genético que se usan
comunmente para diferentes rasgos y cultivos se pueden hallar en alguno de varios
libros de referencia, ver, por ejemplo, Allard, Principles of Plant Breeding, John Wiley &
Sons, NY, U. of CA, Davis, CA, 50-98 (1960); Simmonds, PFrinciples of crop
improvement, Longman, Inc., NY, 369-399 (1979); Sneep y Hendriksen, Plant
breeding perspectives, Wageningen (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 Technique, (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 andlisis de las plantas transformadas. Por ejemplo, los
métodos de analisis de plantas incluyen, pero sin limitacion transferencias Southern o
transferencias northern, métodos basado en PCR, analisis bioquimicos, métodos de
deteccion fenotipica, evaluaciones de campo y ensayos inmunodiagnosticos. 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 métodos Invader® (Third Wave
Technologies, Madison, WI) descriptos por el fabricante se pueden usar para la
expresion del transgén.

Las semillas de las plantas de esta invencion se pueden recolectar a partir de
plantas transgenicas fertiles 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
agronomico.

La presente invencion también proporciona partes de plantas de la presente
invencion. Las partes de plantas, sin limitacién, incluyen hojas, tallos, raices,

tubérculos, semilla, endospermo, dévulo y polen. La invencién también incluye y
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proporciona células de planta transformada que comprende una molécula de acido
nucleico de la presente invencion.

La planta transgénica puede pasar la molécula de polinucledtido transgenica a
su progenie. La progenie incluye cualquier parte de planta regenerable o semilla que
comprende el transgén derivado de una planta ancestral. La planta transgenica con
preferencia es homaociga para la molécula de polinucleotido 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 transgenica.
Estas plantas adicionales luego se pueden autopolinizar para generar una linea
verdadera de mejoramiento genético de plantas. Se evalia la progenie de estas
plantas, entre otras cosas por la expresion génica. La expresion génica se puede
detectar por varios métodos comunes tales como transferencia western, transferencia

northern, immunoprecipitacion y ELISA.

Productos de consumo basicos

La presente invencién proporciona un producto basico que comprende
moléculas de ADN de acuerdo con la invencion. Como se usa en la presente, un
“producto basico” 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 consumo basicos
se pueden comercializar o a consumidores o pueden ser viables o no viables. Los
productos de consumo basicos no viables incluyen pero sin limitacion semillas vy
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 alimentacion 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 limitacién semillas y celulas de plantas. Las plantas que comprenden
una molécula de ADN de acuerdo con la invencién en consecuencia se pueden usar
para la fabricacion de cualquier producto de consumo basico normalmente obtenido de

las plantas o partes de estas.



10

15

20

25

30

(U004

36

Habiendo descripto la en general la invencion, la misma se comprendera mas
faciimente mediante la referencia a los siguientes ejemplos que se proporcionan a
modo de ilustracion, y no estan destinados a limitar la presente invencién, a menos se
que especifique. Los expertos en la técnica deberan apreciar que las técnicas
descriptas en los ejemplos siguientes representan técnicas descubiertas por los
inventores que funcionan bien en la practica de la invenciéon. Sin embargo, 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
aun obtener un resultado parecido o similar sin apartarse del espiritu y alcance de la
invencion, en consecuencia toda materia expuesta o mostrada en los dibujos

acompanantes se debe interpretar como ilustrativa y no en un sentido limitado.

EJEMPLOS
Ejemplo 1: Identificacion y clonacion de elementos regulatorios

Se identificaron nuevas secuencias de elementos regulatorios de la
transcripcion de ubiquitina, o del grupo de expresion del elemento regulatorio de
tanscripcion (EXP) y aislaron del ADN gendmico de las especies monocotileddneas
tallo azul gigante (Andropogon gerardil), 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 us6 para disenar cebadores para amplificar los
correspondientes elementos regulatorios de transcripcion para el gen de ubiquitina
identificado, que comprende un promotor, lider (5° UTR) y primer intrdn 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 correspondiente secuencia de ADN genomica. Los
elementos regulatorios de la transcripcion de ubiquitina también se aislaron de la
monocotiledonea de Sorghum bicolor usando secuencias publicas que son homdlogos

a los genes de Ubiquitina 4, 6 y 7 de Zea mays.
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Usando las secuencias identificadas, se realizd un analisis bicinformatica 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 vy los cebadores se disenaron para amplificar los elementos regulatorios. La
correspondiente molécula de ADN para cada elemento regulatorio se amplificé usando
condiciones de reaccion de la cadena de polimerasa estandares con cebadores que
contienen sitios unicos 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 realizdo un analisis del elemento
regulatorio TSS y las uniones de empalme intrén/exén usando los protoplastos de
planta transformados. 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 heterologa y el sistema
5 RACE para la amplificacion rapida de los extremos de ADNc, Version 2.0
(Invitrogen, Carlsbad, California 92008) se uso para confirmar el elemento regulatorio
TSS y uniones de empalme intrén/exén por el andlisis de la secuencia de los
transcriptos de ARNm producidos de este modo.

Las secuencias de los grupos de elementos de expresion de regulacion de la
transcripcion identificados (“EXP”) se proveen en la presente como SEQ ID NOS: 1, 5,
8, 10, 12, 14, 18, 18, 22, 25, 27, 28, 31, 33, 37,39, 41, 45, 49, 53, 55,68, 63, 65, 68,
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, 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, 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. 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 intrdén se proporcionan en la presente como SEQ 1D
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.
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Tabla 1. Grupos de elementos de expresion de regulacion de la transcripcion (“EXP”), promotores, mejoradores, lideres e

intrones aislados de diversas especies de pastos

Constructos
de plasmidos
y amplicones

SEQ que
ID Tamano Fuente Descripcion y/o elementos de regulacion de comprenden
Anotacion NO: (bp) género/especie EXP ligados en direccion 5° — 3’ (SEQ ID NOs): EXP.
EXP: P-ANDge.Ubg1-1:1:11 (SEQ ID NO:2); L-
EXP-ANDge.Ubg1:1:9 1 3741 A. gerardii ANDge.Ubg1-1:1:2 (SEQ ID NQ:3); |-
B ANDge.Ubg1-1:1:3 (SEQ ID NO:4). - |
P-ANDge.Ubg1-1:1:11 2 2603 A. gerardii promotor B
' L-ANDge.Ubg1-1:1:2 3 99 A. gerardii lider B
' I-ANDge.Ubg1-1:1:3 4 1039 | A gerardii intron B -
EXP: P-ANDge.Ubqi—1:1:9 (SEQ ID NO:6); L- | REDNISOZ0s
EXP-ANDge.Ubqg1:1:7 5 3255 A. gerardii ANDge.Ubg1-1:1:2 (SEQ D NQO:3); [— pMON14089E§.
ANDge.Ubg1-1:1:4 (SEQ ID NO:7). PCRA 1
P-ANDge.Ubg1-1:1:9 6 2114 A. gerardii promotor ]
| IFANDge.Ubq1-1:1:4 7 1042 A. gerardii intrén
EXP: P-ANDge.Ubq1-1:1:10 (SEQ ID NO:9); L— PMON 140917
EXP-ANDge.Ubqg1:1:8 8 2785 A. gerardii ANDge.Ubg1-1:1:2 (SEQ ID  NO:3); I- PCR42 N
ANDge.Ubg1-1:1:4 (SEQ ID NO:7). -
P-ANDge.Ubq1-1:1:10 9 1644 A. gerardii promotor |
" EXP: P-ANDge.Ubg1-1:1:12 (SEQ ID NO:11); L— | PCR0145815,
EXP-ANDge.Ubq1:1:10 10 2613 A. gerar_du ANDge.qu1E’1;_1_:_2__q (SEQ ( D NO:3); ) - | PCR43
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B W _|r 17| Constructos |
I | | [ | de plasmidos |
| | ' .y amplicones |

. | SEQ | | I _\ que |

| , ID | Tamano | Fuente | Descripcion y/o elementos de regulacion de | comprenden :

| Anotacion | &O_g'r__(bpl |_génerolespecie | EXP ligados en direccion 5° — 3’ (SEQIDNOs): = EXP |

- ] ] ; ANDge.Ubq1-1:1:4 (SEQ ID NO:7). _{ —

| P-ANDge.Ubqi—1:1:12 | 11 | 1472 | A. gerardi [promotor |

| | | | | ExP: P-ANDge.Ubqi—1:1:8 (SEQ ID NO:13): L st 1

!EXPhANDge.quttG | 4 : 2055 | A. gerardii | ANDge Ubqi-1:1:2 (SEQ ID  NO®B);  I=| yianianeos

I (T . J AR N SR TR PCRA4

P-ANDge.Ubg1-1:1:8 : 13 1114 | A gerardii | promotor -
| ] |‘ EXP: P-ANDge.Ubg1-1:1:13 (SEQ ID NO:15); L— | PCR0145817,
| EXP-ANDge.Ubqg1:1:11 | 14 1912 A. gerardii ANDge.Ubg1-1:1:2 (SEQ ID NQO:3); I-= | pPMON140899,
B N . ANDge.Ubq1-1:1:4 (SEQ ID NO:7). | PCR45
P-ANDge.Ubq1—-1:1:13 1 15 771 A. gerardii promotor \
{ 1| EXP: P-ANDge.Ubq1-1:1:14 (SEQ ID NO:17); L— : PCR0145819,
EXP-ANDge.Ubq1:1:12 | 16 I 1623 | A. gerardii | ANDge.Ubq1—1:1:2  (SEQ  ID  NO:3); |- | pMON140900, |
| (. T | ANDge.Ubg1-1:1:4 (SEQ ID NO:7). PCR46 |
| P-ANDge.Ubq1-1:1:14 | 17 | 482 | A. gerardii __| promotor |
‘} I i "EXP: P-ERIra.Ubq1—1:1:10 (SEQ ID NO:19); |
EXP—-ERIra.Ubq1 | 18 I 3483 | E. ravennae | ERlra.Ubq1-1:1:2  (SEQ ID NO:20); |~ 1
| __|____J _______ | ERIra.Ubg1-1:1:1 (SEQ ID NO:21). N

, P—E@@_Ul:_)gj_ 1:1:10 | 19 | 2536 | E.ravennae | promotor - __:

| L-ERIraUbgi—1:1:2 | 20 | 94 | E ravennae lider |

|_EFHra Ubgi—1:1:1 j 21 | 1041 E ravennae tntrc’m - I |
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‘ Constructos
de plasmidos
‘ y amplicones

SEQ que
ID Tamanho Fuente Descripcion y/o elementos de regulacion de comprenden
~__Anotacion NO:  (bp) género/especie | EXP ligados en direccion 5’ — 3’ (SEQIDNOs): =~ EXP
! EXP- P_ERI s oa. | _ | PMON136263,
: P-ERIra.Ubg1-1:1:9 (SEQ ID NO:23); L- | PCRO145896
EXP-ERIra.Ubg1:1:9 22 | 3152 E. ravennae ERIra.Ubg1-1:1:2 (SEQ ID NQO:20); [~ pMON140904
o ERIra.Ubq1-1:1:2 (SEQ ID NO:24). PCR50
P-ERIlra.Ubq1-1:1:9 23 2014 | E. ravennae promotor - |
| I-ERIra.Ubg1-1:1:2 24 1044 _l_!:: ravennae intron
EXP: P-ERIra.Ubg1-1:1:11 (SEQ ID NO:26); L- | PCR0145820,
EXP-ERIra.Ubg1:1:10 25 2663 E. ravennae ERIra.Ubq1-1:1:2  (SEQ ID  NO:20); |- | pPMON140905,
- l ERIra.Ubg1—1:1:2 (SEQ ID NO:24). PCR51
| P-ERIra.Ubg1-1:1:11 | 26 1525 E. ravennae promotor B
pMON136258,
EXP: P—ERIra.Ubqi-1:1:8 (SEQ ID NO:28); L— Eﬁgﬂlﬁ%%%%
EXP-ERIra.Ubg1:1:8 27 2182 E. ravennae ERIra.Ubg1-1:1:2  (SEQ ID  NO:20); |- PCR52 '
ERIra.Ubq1-1:1:2 (SEQ ID NO:24). PMON 142864,
— pMON142862
P-ERIlra.Ubq1-1:1:8 1 E. ravennae promotor
] ‘ EXP: P-ERIra.Ubq1-1:1:12 (SEQ ID NO:30); L—- | PCR0145821,
EXP-ERIra.Ubg1:1:11 1934 E. ravennae ERIra.Ubg1-1:1:2 (SEQ ID NO:20); I— | pPMON140907,
‘ ERIra.Ubg1-1:1:2 (SEQ ID NO:24). PCR53
’ P—ERIra.Ubg1—1:1:12 L 30 | 796 | E ravennae promotor
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| 1 __W__ N o - ‘Constructos
] ‘ ‘ \ ‘ de plasmidos !
[ ‘ ‘ | ‘ y amplicones
SEQ ‘ que ‘
‘ ‘ Tamano Fuente Descripcion y/o elementos de regulacion de ‘ comprenden
Anotacion | NO. ‘ (bp) ‘ género/especie EXP ligados en direccion 5’ — 3’ (SEQ ID NOs): EXP ‘
‘ ‘ ‘ "EXP: P-ERIra.Ubq1-1:1:13 (SEQ ID NO:32); L— \ PCR0145822, ‘
‘ EXP-ERIra.Ubqg1:1:12 ‘ 31 | 1649 E. ravennae ERIra.Ubg1-1:1:2 (SEQ 1D NQ:20); pMON140908,
| | | " | ERIraUbgi-1:1:2 (SEQIDNO:24). | PCRs4 ‘
P-ERIra.Ubq1-1:1:18 | 82 | 511 |E. ravennae | promotor - SE
[ - e
| | EXP: P-Sv.Ubgqi—1:1:1 (SEQ ID NO:34); L- gggg‘:éfgggs |
' EXP-Sv.Ubg1:1:2 33 ‘ 2631 S. viridis \ Sv.Ubg1-1:1:2 (SEQ ID NO:35); I-Sv.Ubqg1-1:1:1 oMON129203,
| | (SEQ ID NO:36). \pMON13@58 !
| P-Sv.Ubq1—1:1:1 34 | 1493 | S. viridis promotor - |
| L-Sv.Ubq1—1:1:2 | 35 127 | S. viridis lider l
I-Sv.Ubg1-1:1:1 | 36 | 1011 [ S. viridis intrén [
' EXP: P-Sv.Ubqi-1:1:2 (SQ ID NO:38); L- |
EXP-Sv.Ubqg1:1:3 . 37 2173 ‘ S. viridis Sv.Ubg1-1:1:2 (qSEO ID NO:35); I-Sv.Ubg1-1:1:1 PﬁgON1142599220€2
______ o |(SEQIDNO:36). - P |
P—Sv.Ubg1-1:1:2 38 1035 | S. viridis | promotor
{7 EXP: P-Sv.Ubg1-1:1:3 (SEQ ID NO:40); L- MON129205
EXP-Sv.Ubg1:1:5 ‘ 39 ‘ 1819 ‘ S. viridis Sv.Ubg1-1:1:2 (SEQ ID NQ:35); I-Sv.Ubg1-1:1:1 pMON181959‘
- ~__ |(SEQIDNO:36). - P
P-Sv. qu1 Ana 40 ‘ #S viridis promotor
" EXP—Zm.UbgM1:1:1 s | 1022 ‘z mais subsp. | EXP: P—Zm.UbqMi—1:1:1 (SEQ ID NO:42); L— | pMON140881,
Allele-1) | "0 | 9% | mexicana | Zm.UbgM1-1:1:1 (SEQ ID NO:43); I-Zm.UbgM1- | PCR0145914,
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Constructos
de plasmidos
y amplicones

1151 (GEQ IDNG:H2),

SEQ que
- ID Tamano Fuente Descripcion y/o elementos de regulacion de comprenden
Anotacioén NO: (bp) género/especie | EXP ligados en direccion 5 — 3’ (SEQ ID NOs): | EXP
1:1:5 (SEQ ID NO:44). pMON129210,
pMON131961
P-Zm.UbgM1-1:1:1 Z. mais subsp.
(Allele—1) i 80 mexicana prom?tor
L-Zm.UbgM1-1:1:1 Z. mais subsp. | .
(Allele—1) = 8 | mexicana lget B
[-Zm.UbgM1-1:1:5 44 994 |Z. mais subsp. infidin
(Allele—1) B mexicana -
- s aa. | _ | PMON140882,
EXP-Zm.UbqM1:1:4 z marg sapsy | S0 o emlloabiiAckt (GRG0 NOEek L= | poagegrays
45 1971 . Zm.UbgM1-1:1:5 (SEQ ID NO:47); I-Zm.UbgM1—
(Allele-2) mexicana 1:1:4 (SEQ ID NO:48) pMON129212,
. Rk B pMON131963
P-Zm.UbgM1-1:1:4 Z. mais subsp.
(Allele=2) s . mexicana promotor
L-Zm.UbgM1-1:1:5 ' Z. mais subsp. | .
(Allele—2) A1 T | mexicana eer )
I-Zm.UbgM1-1:1:4 £, mais: subsp. | ...
(Allele-2) g N gy mexicana en
PCR0145916
P ; EXP: P-Zm.UbgM1-1:1:5 (SEQ ID NO:50); L- ’
EXP-Zm.UbgM1:1:2 Z. mais subsp. gk S—— pMON129211,
(Allele—3) 49 2005 S, s, Zm.UbgM1-1:1:4 (SEQ ID NO:51); I-Zm.UbgM1— oMON131962.

| pMON132047
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ID Tamano
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Constructos |
de plasmidos

‘ ‘ y amplicones ‘

Fuente

‘ génerol/especie

‘ Descripcion y/o elementos de regulacion de ‘

que

comprenden ‘
~_Anotacion NO: (bp) ‘ EXP ligados en direccion 5 — 3’ (SEQIDNOs): | EXP
P—Zm.UbgM1—1:1:5 | 50 | &7 ‘Z mais subsp. | promotor ‘
‘ (Allele-3) 5, E——— | P mexicana ool e | LN
‘ L-Zm.UbgM1-1:1:4 il &4 | - | Z. mais subsp. \ lider LD \
| (Allele-3) | | | mexicana | S I |
|-Zm.UbgM1-1:1:11 I ' ' Z. mais subsp. | ., .
(Allele=3) | VP weemn | | o
' 4 | EXP: P-Zm.UbgM1-1:1:5 (SEQ ID NO:50); L-
| '(Ejgl’ez_g“)‘u*"qw'1‘5 53 2005 iex‘;g::% SUBSP.- | 7 UbgM1—1:1:4 (SEQ ID NO:51); l—Zm.UbqM1—
| | 1:1:12 (SEQ ID NO:54). - |
|-Zm.UbgM1-1:1:12 | Z. mais subsp.
(Allele—3) | o4 1050 | 1hexicana [ intrén e
| =
EXP: P-Sb.Ubg4-1:1:1 (SEQ ID NO:56); L- Egggﬁggfﬁ
EXP-Sb.Ubg4:1:1 ‘ 55 ‘ 1632 S. bicolor Sb.Ubg4-1:1:1 (SEQ ID NO:57); 1-Sb.Ubg4-1:1:1 pMON129219|
R S IR Y i o S pMON132932
P-Sb.Ubg4~1:1:1 | 56 | 401 | S. bicolor promotor - |
L-Sb.Ubg4—1:1:1 | 57 | 154 | S. bicolor lider L i
| I-8b.Ubg4-1:1:1 | 58 | 1077 |S. bicolor intron L “
| | | EXP:. P-Sb.Ubg6—1:1:2 (SEQ ID NO:60); L— ‘
EXP-Sb.Ubg6 59 2000 \ S. bicolor Sb.Ubg6-1:1:1 (SEQ ID NO:61); I-Sb.Ubg6—1:1:1 |
L I Balt | | (SEQIDNO:62). T | S
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| ‘ N D o o Constructos |
| \ de plasmidos
‘ ‘ ‘ l . y amplicones
SEQ l que ‘
‘ ID ‘ Tamaiio | Fuente | Descripcion y/o elementos de regulacion de comprenden
~__ Anotacion J E—L _(bp) | génerolespecie EXP ligados en direccion 5’ — 3’ (SEQIDNOs): | EXP |
‘Mw@ﬂg | 80 | 791 |S. bicolor | promotor R D
|L-SbUbg6-14:1 | 61 136 [S bicolor | lider A ————
|-Sb.Ubge-tidt 62 | 1073 [ S bicolr intron |
l | EXP: P-Sb.Ubg6-1:1:1 (SEQ ID NO:64); L- pMON140887,
EXP-Sb.Ubqg6:1:1 ‘ 63 2064 ‘ S. bicolor Sb.Ubg6-1:1:1 (SEQ ID NO:61); I-Sb.Ubg6—1:1:1 | PCR0145920,
e | __ | (SEQIDNO:62). | pMON129218
}_P—Eb_.quB—1:1:1 64 855 : S. bicolor promotor - )
I EXP: P-Sb.Ubq7-1:1:1 (SEQ ID NO:66); L-
‘ EXP-Sb.Ubqg7:1:1 65 2000 ‘ S. bicolor Sb.Ubg7-1:1:1 (SEQ ID NO:67); |-Sb.Ubq7-1:1:1 | pMON132974
o o I (SEQ ID NO:68). e
P-Sb.Ubq7—1:1:1 _:ﬁi_gg 565 | S. bicolor promotor -
| L-Sb.Ubgq7—-1:1:1 | 67 | 77 | S. bicolor lider T e —
| 1=Sb.Ubq7-1:1:1 68 | 1358 S. bicolor intron _
| l EXP: P-SETit.Ubq1-1:1:1 (SEQ ID NO:70); L- | pMON140877, |
EXP-SETit.Ubq1:1:1 69 ‘ 2622 | S. italica SETit.Ubg1-1:1:1 (SEQ ID NO:71); I-SETit.Ubgi— | PCR0145900,
\ I R (e e 1:1:1 (SEQ ID NO:72). | pMON129200
LFEELHLJECH_J 11 | 70 | 1492 | S. italica promotor |
L-SETitUbqi-1:1:1 | 71 | 127 | S. italica lider ‘ 1
I-SETit.Ubq1-1:1:1 | 72 | 10038 |S.italica  lintron ]
|EXP-SETit.Ubq1:1:4_ | 73 | 2622 |s. italica | EXP: P-SETit.Ubgi-1:1:4 (SEQ ID NO:74); L—F'Lpgowszow_\
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Constructos
de plasmidos
y amplicones

' SEQ que
‘ ID Tamano Fuente Descripcion y/o elementos de regulacion de comprenden
~_ Anotacion NO: | (bp) género/especie | EXP ligados en direccion 5’ - 3’ (SEQIDNOs): | EXP |
I | SETit.Ubg1-1:1:1 (SEQ ID NO:71); I-SETit.Ubg1—
| 1:1:1 (SEQ ID NO:72). —
! P-SETit.Ubg1-1:1:4 74 | 1492 | S italica promotor -
i EXP: P-SETit.Ubg1-1:1:2 (SEQ ID NO:76); L—
| EXP=SETit.Ubqg1:1:2 75 2164 ‘ S. italica SETit.Ubg1-1:1:1 (SEQ ID NO:71); I-SETit.Ubg1-
L ] | TEISECIDNGITR)
P-SETit.Ubg1-1:1:2 T 76 1034 S. italica promotor
il EXP: P-SETit.Ubg1-1:1:3 (SEQ ID NO:78); L— | PCR0145905,
EXP-SETit.Ubqg1:1:3 77 1810 S. italica ‘ SETit.Ubq1-1:1:1 (SEQ ID NO:71); I-SETit.Ubq1- | pMON129202,
[ 1:1:1 (SEQ ID NO:72). pMON131957
P-SETit.Ubg1-1:1:3 78 680 S. jtalica 1 promotor )
\ pMON140889,
PCR0145922,
‘ pMON140913,
PCR19,
‘ EXP: P-Cl.Ubg1-1:1:1 (SEQ ID NO:80); L-'pMON129221,
EXP-CIl.Ubqg1:1:1 79 1940 C. lacrima—jobi Cl.Ubg1-1:1:1 (SEQ ID NO:81); I-Cl.Ubg1-1:1:1  pMON146795,
‘ (SEQ ID NO:82). pMON146796,
l pMON146797,
l PMON 146798,
\ pMON 146799,

L

| pPMON132047,
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Constructos |
de plasmidos
y amplicones

SEQ que
ID Tamano Fuente Descripcion y/o elementos de regulacion de comprenden
Anotacién NO: (bp) género/especie | EXP ligados en direccién 5" — 3’ (SEQ ID NOs): EXP
pMON146800,
pMON146801,
pMON146802
P-Cl.Ubg1-1:1:1 80 837 C. lacrima—jobi promotor ]
| L-EL.Ubg1—11:] 81 86 C. lacrima—jobi lider
I-Cl.Ubg1-1:1:1 82 1017 C. lacrima—jobi intron
EXP: P-ClUbqg1-1:1:4 (SEQ ID NO:84); L- | PCR0145945,
EXP-CI.Ubg1:1:3 83 1845 C. lacrima—jobi Cl.Ubg1-1:1:1 (SEQ ID NO:81); I-Cl.Ubg1-1:1:1 | pMON140914,
(SEQ ID NO:82). PCR20
P-Cl.Ubg1-1:1:4 84 742 C. lacrima—jobi promotor
EXP: P-Cl.Ubq1-1:1:3 (SEQ ID NO:86); L- | PCR0145946, |
EXP-Cl.Ubg1:1:4 85 1504 C. lacrima—jobi Cl.Ubg1-1:1:1 (SEQ ID NO:81); I-ClL.Ubg1-1:1:1 | pMON140915, |
! (SEQ ID NQO:82). PCR21
P-Cl.Ubq1-1:1:3 86 401 C. lacrima—jobi promotor -
' ' EXP: P-Cl.Ubg1-1:1:5 (SEQ ID NO:88); L- | PCR0145947,
EXP-CIl.Ubg1:1:5 87 1157 C. lacrima—jobi Cl.Ubq1-1:1:1 (SEQ ID NO:81); I-Cl.Ubg1-1:1:1 | pMON1409186,
| (SEQ ID NO:82). PCR22
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S O - “Constructos |
| ‘ de plasmidos ‘
l } ‘ y amplicones
SEQ ‘ que ‘
ID ‘ Tamarno Fuente Descripcion y/o elementos de regulacion de comprenden
Anotacion | NO: 4 (bp) género!especie EXP ligados en direccién 5’ — 3’ (SEQIDNOs): |  EXP |
| P-Cl.Ubq1-1:1:5 ‘ 88 C lacrima—jobi | promotor - I
E=ClUbgi-11:1 118 89 ‘_ 198 4’ C. lacrima—jobi : mejorador 17 - ‘
| ‘ [ | EXP: P-Cl.Ubq1-1:1:9 (SEQ ID NO: 91); L ‘
EXP-Cl.Ubq1:1:12 | 90 3393 | C. lacrima—jobi | ClL.Ubg1-1:1:1 (SEQ ID NO:81): I-Cl.Ubq1— 11127 pMON142?29
R — fii | ‘ (SEQ ID NO: 92) ____‘
P-ClUbq1-1:1:9 | 91 | 2287 \ C. lacrima—jobi \ | Pomotor N A
1=CL.Ubg1—1:1; | 92 | 1020 | C.lacrima—jobi | Intrén ! |
' ' EXP: P-Cl.Ubgq1-1:1:9 (SEQ ID NO: 91); L | .
EXP—CI.Ubg1:1:16 T 93 | 3393 | C.lacrimajobi | CLUbGI—11:1 (SEQ ID NO:81): -Cl.UbG1—1:1:6 pmgng;ig’ |
| I B | (SEQ ID NO: 94) __r______\_p____i
I-Cl.Ubq1-1:1:6 | 94 | 1020 | C.Jacrima—jobi | Intr6n IR
1 "EXP: P_CI. Ubq1—1:1:10 (SEQ ID NO: 96); ﬂ_
EXP-Cl.Ubg1:1:11 95 2166 | C. lacrima—jobi .C! Ubq1-1:1:1 (SEQ ID NO:81); I-Cl. qu1 1 1:7 ‘ pMON142730
| _ | |~ |(se@IDNO:®2) R
P-Cl.Ubg1-1:1:10 [ 96 1060 C. lacrima—jobi Promotor - -
| EXP: P-CI.Ubgq1-1:1:10 (SEQ ID NO: 96); L— MON146?51 ‘
EXP-ClL.Ubq1:1:17 97 2166 | C. lacrima—jobi | Cl.Ubg1-1:1:1 (SEQ ID NO:81); I-Cl.Ubq1—1:1:6 pMON142749
| | (SEQIDNO:94) A |
q ‘ l ‘ EXP: P-Cl.Ubq1-1:1:1 (SEQ ID NO: 80); L pMON140889, |
| EXP—CI.Ubq1:1:10 98 1943 | C.lacrima~jobi | ClUbq1-1:1:1 (SEQ ID NO:81); I-Cl.Ubq1~ 45158 | PCR0145922, |
! | (SEQ ID NO: 94) | pMON140913,
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S~

‘ R | Constructos |
| . l de plasmidos
' y amplicones
‘ SEQ ‘ ‘ que
| ID Tamanho Fuente Descripcion y/o elementos de regulacion de comprenden
. Anotacion | NO: (bp) génerolespecie | EXP ligados en direccion 5" — 3’ (SEQIDNOs): | EXP
l PCR19,
pMON129221
EXP: P-Cl.Ubg1-1:1:1 (SEQ ID NO: 80); L—
EXP-CIl.Ubg1:1:18 99 1943 C. lacrima—jobi Cl.Ubg1-1:1:1 (SEQ ID NO:81); I-Cl.Ubg1-1:1:7 pMON146795
R | | (SEQIDNO:92) RS slialiain.
] EXP: P-Cl.Ubg1-1:1:1 (SEQ ID NO: 80); L—
EXP-Cl.Ubg1:1:19 100 1943 C. lacrima—jobi Cl.Ubg1-1:1:1 (SEQ ID NO:81); I-Cl.Ubg1-1:1:8 pMON146796
1 T l (SEQ ID NO: 101)
| 1-Cl.Ubg1-1:1:8 101 | 1020 | C.lacrima—jobi | Intrén
f EXP: P-Cl.Ubg1-1:1:1 (SEQ ID NO: 80); L—
EXP-CI.Ubg1:1:20 102 1943 C. lacrima—jobi Cl.Ubg1-1:1:1 (SEQ ID NO:81); I-Cl.Ubg1-1:1:9 pMON146797
| - (SEQ ID NO: 103)
I-Cl.Ubq1-1:1:9 103 1020 C. lacrima—jobi Intron
EXP: P-Cl.Ubg1-1:1:1 (SEQ ID NO: 80); L—
EXP-ClL.Ubqg1:1:21 104 1943 C. lacrima—jobi Cl.Ubg1-1:1:1 (SEQ ID NO:81); I-Cl.Ubg1-1:1:10 | pMON146798
b _ | (SEQ ID NO: 105) B
I-Cl.Ubg1-1:1:10 105 1020 C. lacrima—jobi Intron
EXP: P-Cl.Ubg1-1:1:1 (SEQ ID NO: 80); L—
EXP-Cl.Ubqg1:1:22 106 | 1943 C. lacrima—jobi Cl.Ubg1-1:1:1 (SEQ ID NO:81); I-Cl.Ubg1-1:1:11 | pMON146799

| (SEQ ID NO: 107)
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S8

| \ Constructos
de plasmidos
| y amplicones
SEQ que
1D Tamano Fuente Descripcion y/o elementos de regulacion de comprenden
_ Anotacion NO: (bp) | génerolespecie | EXP ligados en direccién 5 — 3’ (SEQ ID NOs): EXP
I-Cl.Ubg1-1:1:11 107 1020 | C. lacrima—jobi Intrén ]
EXP: P-Cl.Ubg1-1:1:1 (SEQ ID NO: 80); L-
EXP—CL.Ubq1:1:23 108 | 1943 | C lacrima—jobi | CLUbg1-1:1:1 (SEQ ID NO:81); I-CL.Ubg1—1:1:12 pmgmigggg'
- ; (SEQ ID NO: 109) 2 cnlll
I-Cl.Ubg1-1:1:12 109 | 1020 C. lacrima—jobi Intrén
EXP: P-Cl.Ubg1-1:1:1 (SEQ ID NO: 80); L—
EXP-ClL.Ubqg1:1:24 110 1943 C. lacrima—jobi ClL.Ubg1-1:1:1 (SEQ ID NO:81); I-Cl.Ubgq1-1:1:13 | pMON146801
(SEQ ID NO: 111) -
| I-Cl.Ubg1-1:1:13 i1 1020 C. lacrima—jobi Intron |
' EXP: P-Cl.Ubg1-1:1:1 (SEQ ID NO: 80); L—
EXP-ClLUbqg1:1:25 112 1943 C. lacrima—jobi ClLUbg1-1:1:1 (SEQ ID NO:81); I-Cl.Ubg1-1:1:14 | pMON146802
(- - (SEQ ID NO: 113)
I-Cl.Ubg1-1:1:14 113 1020 C. lacrima—jobi Intrén
EXP: P-Cl.Ubg1-1:1:4 (SEQ ID NO: 84); L— PCR0145945,
EXP-CIl.Ubq1:1:13 114 1848 C. lacrima—jobi Cl.Ubq1-1:1:1 (SEQ ID NO:81); I-Cl.Ubg1-1:1:6 pMON140914,
(SEQ ID NO:94) _ PCR20
EXP: P-Cl.Ubq1-1:1:3 (SEQ ID NO: 86); L— PCR0145946,
EXP-ClL.Ubgt:1:14 1156 1507 C. lacrima—jobi Cl.Ubg1-1:1:1 (SEQ ID NO:81); I-Cl.Ubg1-1:1:6 pMON140915,
(SEQ ID NO: 94) PCR21 o
EXP—CI.Ubq1:1:15 116 1160 | C BeErma=oh EXP: P-Cl.Ubg1-1:1:5 (SEQ ID NO: 88); L- PCR0145947,

ClLUbg1-1:1:1 (SEQ ID NO:81); I-Cl.Ubg1-1:1:6

pPMON140916,
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Constructos
de plasmidos
y amplicones

SEQ que
ID Tamarno Fuente Descripcion y/o elementos de regulacion de comprenden
Anotacion NO: (bp) | género/especie | EXP ligados en direccion §° — 3’ (SEQ ID NOs): ~ EXP
(SEQ ID NO: 94) PCR22
EXP: P-SETit.Ubqg1-1:1:1 (SEQ ID NO: 70); L— pMON140877,
EXP-SETit.Ubqg1:1:5 A7 2625 S. italica SETit.Ubg1-1:1:1 (SEQ ID NO: 71); |- PCR0145900,
N SETit.Ubg1-1:1:2 (SEQ ID NO: 118) pMON129200 |
I-SETit.Ubq1-1:1:2 118 1006 | S. italica " Intrén
EXP: P-SETit.Ubg1-1:1:4 (SEQ ID NO: 64); L-
EXP-SETit.Ubqg1:1:10 119 2625 S. italica SETit.Ubq1-1:1:1 (SEQ ID NO: 71); |- pMON132037
— SETit.Ubq1-1:1:3 (SEQ ID NO: 120)
I-SETit.Ubg1-1:1:3 120 1006 S. italica Intron
EXP: P-SETit.Ubg1-1:1:4 (SEQ ID NO: 64); L-
| EXP-SETit.Ubg1:1:12 121 2625 S. italica SETit.Ubg1-1:1:1 (SEQ ID NO: 71); |-
SETit.Ubg1-1:1:4 (SEQ ID NO: 122)
I-SETit.Ubg1-1:1:4 122 1006 S. italica Intrén
_ » o EXF’.: P—SETlt:U.bq1—1:1:2 (SEQ ID.NO: 71); L— PCRO145928.
EXP-SETit.Ubqg1:1:7 123 2167 S. italica SETit.Ubq1-1:1:1 (SEQ ID NO: 71); |- MON129201
| SETit.Ubg1-1:1:2 (SEQ ID NO: 118) P
EXP: P-SETit.Ubg1-1:1:3 (SEQ ID NO: 73); L-
EXP-SETit.Ubg1:1:6 124 1813 S. italica SETit.Ubq1-1:1:1 (SEQ ID NO: 71); |- Pﬁgi;;;%gg%sé
_ SETit.Ubg1-1:1:2 (SEQ ID NO: 118) . P B
195 1813 S. jtalica EXP: P-SETit.Ubg1-1:1:3 (SEQ ID NO: 73); L- pMON131957

EXP-SETit.Ubqg1:1:11

SETit.Ubq1-1:1:1 (SEQ ID NO: 71); I-




0050

Cu

b2

| 1-Sv.Ubqi—1:1:2

| Constructos |
de plasmidos ‘
‘ ‘ y amplicones

_lev.qu 1-1:1:3

SEQ | ‘ ‘ que ‘
[ ID Tamaho Fuente Descripcion y/o elementos de regulacion de comprenden
Anotacion | NO: | (bp) | iénwlgpeiiel EXP ligados en direccion 5 — 3’ (SEQ ID NOs): | EXP
| l ] % SETit.Ubq1-1:1:3 (SEQ ID NO: 120) |
- | EXP: P-SETit.Ubq1-1:1:3 (SEQID NO: 73); L— |
EXP-SETit.Ubq1:1:13 126 | 1813 S. italica ‘ SETit.Ubg1-1:1:1 (SEQ ID NO: 71); |-
|| | SETitUbqi~1:1:5 (SEQ ID NO: 127) i
| I-SETit.Ubq1-1:1:5 127 | 1006 |S. italica | Intr6n |
] ‘ | ‘ ‘ EXP: P-Sv.Ubg1-1:1:1 (SEQ ID NO: 34); L— ' pPMON140878,
| EXP-Sv.Ubq1:1:7 128 ‘ 2634 S. viridis Sv.Ubg1-1:1:2 (SEQ ID NO: 35); I-Sv.Ubg1-1:1:2 \ PCR0145909,
o 1 | (SEQ ID NO: 129) | PMON129203
Jbgi-1:1:2 | 129 | 1014 | S. viridis | Intron I
‘ ' ‘ EXP: P-Sv.Ubqg1-1:1:1 (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.Ubq1-1:1:3 | pMON131958
. | __ (SEQDNO:18) |
131 | 1014 |Swviidis __ |lteon ﬂ
' EXP: P-Sv.Ubg1-1:1:2 (SEQ ID NO: 38); L—
| EXP-Sv.Ubq1:1:8 132 | 2176 | S viridis Sv.qu1—1:1:2q(SEO ID NO: 35); I—SV.U)bq1—1:1 2 | PCRO145929,
: pMON129204
| ) I M—— Gl o b R | s
I | EXP: P-Sv.Ubq1-1:1:3 (SEQ ID NO: 40); L—
l EXP-Sv.Ubg1:1:9 133 | 1822 S. viridis Sv.Ubg1-1:1:2 (SEQ ID NO: 35); I-Sv.Ubg1-1:1:2 ‘ pMON129205
e | | o (SEQ ID NO: 129) | -

rEXP—Sv.qu1:1:1O |
Silliee

134 |
L l

1822 S. viridis

e |
EXP: P-Sv.Ubq1-1:1:4 (SEQ ID NO: 135); = | |
Sv.Ubq1-1:1:2 (SEQ ID NO: 35); I-Sv.Ubq1—1:1:2 | FCRO145911
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&7

Constructos
de plasmidos
y amplicones

SEQ que
ID Tamarno Fuente Descripcion y/o elementos de regulacion de comprenden
“Anotacion NO: (bp) género/especie = EXP ligados en direccion 5 — 3’ (SEQ ID NOs): EXP
(SEQ ID NO: 129) B
P-Sv.Ubg1-1:1:4 135 681 S. viridis Promotor _ B
EXP: P=Sv.Ubg1-1:1:3 (SEQ ID NO: 40); L—
EXP-Sv.Ubq1:1:12 136 1822 | S. viridis Sv.Ubg1-1:1:2 (SEQ ID NO: 35); I-Sv.Ubq1-1:1:3 | pMON131959
| (SEQ ID NO: 131)
i . EXP: P-Zm.UbgM1—1:1:1 (SEQ ID NO: 42); L— pPMON140881,
%IZ;Z_T}'UWM“LG 137 | 1925 féeﬁ?”f”bsﬁ‘ Zm.UbgM1—1:1:1 (SEQ ID NO: 43): I-Zm.UbgM1— | PCR0145914,
i i | 1:1:13 (SEQ ID NO: 138) pMON129210
[-Zm.UbgM1-1:1:13 Z. mais subsp. g
(Allele—1) 188 il Mexicana IFEiERn
T . . EXP: P-Zm.UbgM1-1:1:1 (SEQ ID NO: 42); L—
m;ez_q‘)'quM”'m 139 | 1925 ﬁ;e’;ﬁﬁ:a”bsﬂ" Zm.UbgM1-1:1:1 (SEQ ID NO: 43); I-Zm.UbgM1— A pMON131961
) 1:1:17 (SEQ ID NO: 140) B
[-Zm.UbgM1-1:1:17 Z. mais subsp. ;
| (Allele—1) 140 1 997 | prexicana Ion i
il 2 EXP: P-Zm.UbgM1-1:1:4 (SEQ ID NO: 46); L— pMON140882,
%Z]—ezﬂrg)-quW e 141 | 1974 | £ MMASSUDSD | 7 GbgMi1-1:1:5 (SEQ ID NO: 47); I-Zm.UbgM1- | PCR0145915,
_ _ e 1:1:14 (SEQ ID NO: 142) pMON129212
[-Zm.UbgM1-1:1:14 Z. mais subsp. i
(Allele—2) 142 1010 Mexicana Intron _ ) ”
EXP-Zm.UbgM1:1:12 143 1974 Z. mais subsp. EXP: P-Zm.UbgM1-1:1:4 (SEQ ID NO: 46); L- pMON131963

| (Allele-2)

| Mexicana

Zm.UbgM1-1:1:5 (SEQ ID NO: 47); I-Zm.UbgM1—




54

~ Constructos
de plasmidos
' y amplicones
SEQ que
ID Tamanho Fuente Descripcion y/o elementos de regulacion de comprenden
Anotacion NO: (bp) género/especie | EXP ligados en direccion §' — 3’ (SEQ ID NOs): EXP
1 1:1:19 (SEQ ID NO: 144)
I—Zm.quMT—1 119 Z. mais subsp. " x S——
(Allele-2) Lps 1a1a Mexicana Intran : |
T e : EXP: P-Zm.UbqM1-1:1:5 (SEQ ID NO: 50); L—
S e 145 | 2008 | % AU 7m UbgM1-1:1:4 (SEQ ID NO: 51); I-Zm.UbgMi— | D GROLS91S,
| | 1:1:15 (SEQ ID NO: 146) B
| [-Zm.UbgM1-1:1:15 Z. mais subsp. ;
(Allele-3) - s - i Mexicana i :
T o ; EXP: P-Zm.UbgM1-1:1:5 (SEQ ID NO: 50); L—
{Eﬁflilez_g)“bqw b 147 | 2008 ﬁ;:g’;g“bsﬂ Zm.UbgM1-1:1:4 (SEQ ID NO: 51); I-Zm.UbqM1-
- 1:1:16 (SEQ ID NO: 148)
[-Zm.UbgM1-1:1:16 Z. mais subsp. :
(Allele=3) 148 | 1053 | Mexicana IEER
i , | EXP: P-Zm.UbgM1-1:1:5 (SEQ ID NO: 50); L—
E:TIZEE:;])‘UDQMLLH 149 | 2008 | £ M SUDSD | 7 UbgM1-1:1:4 (SEQ ID NO: 51); I-Zm.UbgMi- Emgmgégfﬁ'
) | 1:1:18 (SEQ ID NO: 150)
[-Zm.UbgM1-1:1:18 Z. mais subsp. ’ .
(Allele-3) 12l 1053 | Mexicana | s - _
EXP: P-Sb.Ubg4—1:1:1 (SEQ ID NO: 56); L— pMON140886,
EXP-Sb.Ubqg4:1:2 151 1635 S. bicolor Sb.Ubg4-1:1:1 (SEQ ID NO: 57); |-Sb.Ubg4-1:1:2 | PCR0145921,
(SEQ ID NO: 152) pMON129219
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Constructos
de plasmidos
y amplicones |

. SEQ que
ID Tamano Fuente Descripcion y/o elementos de regulacion de comprenden
Anotacion NO: (bp) género/especie | EXP ligados en direccion §' — 3’ (SEQ ID NOs): EXP
pMON132932
[-Sh.Ubg4-1:1:2 | 152 1080 S. bicolor Intrén
EXP: P-Sb.Ubg6-1:1:1 (SEQ ID NO: 64); L- gggg?j;ii}
EXP-Sb.Ubg6:1:2 1563 2067 S. bicolor Sb.Ubg6-1:1:1 (SEQ ID NO: 57); I-Sb.Ubg6-1:1:2 :
(SEQ ID NO: 154) PMONT29218,
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.Ubg6-1:1:1 (SEQ ID NO: 57); I-Sb.Ubqg6—-1:1:3 | pMON132931
: _ (SEQ ID NO: 1569) '
|-Sb.Ubg6-1:1:3 156 1076 S. bicofor Intrén
EXP: P-Sb.Ubq7-1:1:1 (SEQ ID NO: 66); L—
EXP-Sb.Ubg7:1:2 6T 2003 S. bicolor Sb.Ubg7-1:1:1 (SEQ ID NO: 67); I-Sb.Ubq7-1:1:A | pMON132974
(SEQ ID NO: 158)
[-Sb.Ubq7-1:1:2 158 1361 S. bicolor Intrén
EXP: P=SETit.Ubq1-1:1:4 (SEQ ID NO: 64); L—
EXP-SETit.Ubq1:1:E 180 2625 S. italica SETit.Ubq1-1:1:1 (SEQ ID NO: 71); |-
S L SETit.Ubg1-1:1:5 (SEQ ID NO: 127) I - _ll
EXP-Zm.UbgM1:1:13 181 2008 T Z. mais subsp. EXP: P-Zm.UbgM1-1:1:5 (SEQ ID NO: 50); L-
M

(Allele-3)

exicana

Zm.UbgM1-1:1:4 (SEQ ID NO: 51); I-Zm.UbgM1-
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‘ ‘ Constructos

de plasmidos \
‘ y amplicones
SEQ que
‘ | ID Tamano Fuente Descripcion y/o elementos de regulacion de \ comprenden ‘
| Anotacién NO: | (bp) _‘_ género/especie | EXP ligados en direccion 5° — 3’ (SEQ ID NOs): EXP: |
| 1:1:20 (SEQ ID NO: 182) o

‘ | ] #

‘ I-Zm.UbqM1-1:1:20 | 182 1653 | Z. mais subsp. -

| (Allele-3) = L Mexicana - -

‘ h | r EXP: P-SETit.Ubq1-1:1:4 (SEQ ID NO: 64); L—

EXP-SETit.Ubqg1:1:9 183 2625 ‘ . Italica ‘ SETit.Ubg1-1:1:1 (SEQ ID NO: 71); I-
| | SETitUbqi-1:1:2 (SEQ ID NO: 118)
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Como se muestra en la Tabla 1, por ejemplo, la secuencia EXP regulatoria
transcripcional denominada EXP-ANDge.Ubqg1:1:9 (SEQ ID NO: 1), con componentes
aislados de A. gerardii, comprende un elemento promotor, P-ANDge.Ubg1-1:1:11
(SEQ ID NO: 2), unido operativamente 5" a un elemento lider, L-ANDge.Ubq1-1:1:2
(SEQ ID NO: 8), unido operativamente 5" a un elemento intrén, I-ANDge.Ubq1-1:1:3
(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.Ubg1-1:1:11 (SEQ ID NO:2), P-ERIra.Ubg1-1:1:10 (SEQ ID
NO:19) u otros promotores respectivos de otras especies, y por ejemplo que producen
P-ANDge.Ubg1-1:1:9 (SEQ ID NO: 6), P-ERIra.Ubq1-1:1:9 (SEQ ID NO: 23), P-
Cl.Ubgq1-1:1:10 (SEQ ID NO: 96), P-SETit.Ubq1-1:1:2 (SEQ ID NO: 76) y P-
Sv.Ubg1-1:1:2 (SEQ ID NO: 38), asi como otros fragmentos del promotor. P—
SETit.Ubg1-1:1:4 (SEQ ID NO: 74) comprende un cambio de nucledtido Unico 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 union de empalme del intrén 3. Estas variantes de intron se muestran en la

siguiente Tabla 2.

Tabla 2. Secuencia de extremo 3" de variantes de intrones.

[ = T nNurlaAtaAacds |

Nucleotidos de
| intrén de extremo 3’ I

| inmediatamente
SEQID | después de sitio de
|

|
[
~ :
| __empaime 3" AG |

| Anotacion = HO_:_j

-ClUbgt~t47 | @2 | GTG |
IClUbqtt:1:6 | e | GIC
OlUbqi-t:8 | 101 | GeG |
|I-ClUbgt-t19 [ 103 GAC |
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Nucledtidos de
intron de extremo 3’
inmediatamente
SEQID después de sitio de
Anotacion NO: empalme 3" AG |
I-Cl.Ubq1-1:1:10 | 105 | ACC
1=Cl.Ubq1-1:1:11 _ 107 GGG
1-Cl.Ubg1-1:1:12 . 109 GGT
I-Cl.Ubq1-1:1:13 111 CGT
I-Cl.Ubg1-1:1:14 113 _ TGT
I-SETit.Ubg1-1:1:2 118 GTG
I-SETit.Ubg1-1:1:3 120 GGT
I-SETit.Ubg1-1:1:4 122 ACC
I-SETit.Ubq1=1:1:5 127 GGC
I-Sv.Ubg1-1:1:2 . 129 GTG
I-Sv.Ubq1-1:1:3 i 131 _ GGT
| =Zm.UbgM1-1:1:13 (Allele—1) | 138 GTC
I-Zm.UbgM1-1:1:17 (Allele—1) 140 GGT |
I-Zm.UbgM1-1:1:14 (Allele-2) 142 GTC
I-Zm.UbgM1-1:1:19 (Allele-2) 144 GGT _Il}
I-Zm.UbgM1-1:1:15 (Allele-3) 146 GTC
|I-Zm.UbgM1-1:1:18 (Allele-3) 148 GGT
|-Sb.Ubg6-1:1:2 154 GTG !
I-Sb.Ubg6-1:1:3 156 L GGT
I-Zm.UbgM1-1:1:20 (Allele-3) | 182 CGaG

También se listan en la Tabla 1 tres variantes alélicas aisladas usando los
mismos conjuntos de cebador disenados para la amplificacion del ADN genomico de
Z. mays subsp. mexicana. Las variantes alélicas de las secuencias EXP estan
compuestas de una secuencia que comparte alguna identidad en varias regiones de
otras secuencias, pero también son evidentes inserciones, supresiones y
apareamientos erroneos de nucledtidos dentro de cada promotor, lider y/o intron de
cada una de las secuencias EXP. La secuencia EXP denominada EXP-Zm.UbgM1:1:1
(SEQ ID NO: 41) representa un primer alelo (Alelo—1) del grupo de elemento de
expresion regulatorio de la transcripcion del gen Ubg1 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

Ca

56
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diferencia entre las EXP que aparece en los ultimos nucledtidos 3" de cada intron
respectivo siguiendo la secuencia 5'-AG-3" del unién de empalme del intrén 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 expresion regulatorio de la
transcripcion del gen Ubgl 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 Ultimos nucledtidos 3" de cada intron respectivo siguiendo la
secuencia 5'-AG-3" de la union de empalme del intron 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 de elemento de expresion regulatorio de la
transcripcion del gen Ubq1 de Z. mays subsp. mexicana y comprenden una diferencia
de nucledtido Unica en la posicion 1034 dentro de sus respectivos intrones (G for |-
Zm.UbgM1-1:1:11, SEQ ID NO: 52 y T for I-Zm.UbgM1-1:1:12, SEQ ID NO: 54). Las
secuencias EXP denominadas EXP-Zm.UbgM1:1:8 (SEQ ID NO: 145), EXP-
Zm.UbgM1:1:9 (SEQ ID NO: 147), EXP-Zm.UbgM1:1:11 (SEQ ID NO: 149) y EXP-
Zm.UbgM1:1:13 (SEQ ID NO: 181) también representan un tercer alelo (Alelo—3). 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, mientras que los intrones de EXP-
Zm.UbgM1:1:8, EXP-Zm.UbgM1:1:11 y EXP-Zm.UbgM1:1:13 (I-Zm.UbgM1-1:1:15,
SEQ ID NO: 146; I-Zm.UbgM1-1:1:18, SEQ ID NO: 11 y; I-Zm.UbgM1-1:1:20, SEQ
ID NO: 182) cada uno comprende un residuo de guanina en la posicion 1034. Ademas,
los ultimos 3, nucleodtidos 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 expresion
de planta que contienen una secuencia EXP que conduce la expresion del transgén de
B—glucuronidasa (GUS) y se comparo la expresion de GUS en los protoplastos de hoja

en los que la expresion de GUS esta dirigida por promotores constitutivos conocidos.
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La expresion de un transgén dirigida por EXP-ANDge.Ubqg1:1:7 (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.Ubqg1:1:8 (SEQ ID NO: 27) se compard con la expresion de promotores
constitutivos conocidos. Las secuencias EXP anteriores se clonaron en vectores de
expresion 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 B-
glucuronidasa (GUS) que contenia un intrén 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 gen de nopalina sintasa de A. tumefaciens (T-AGRtu.nos—1:1:13, SEQ ID NO:
161) o0 el gen Hsp17 de trigo (T-Ta.Hsp17—1:1:1, SEQ ID NO: 162).

Tabla 3. Constructo del plasmido de expresion 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.

R T T |
| SEQ ID | ‘
_ Plasmido }» ~_SecuenciaEXP | NO: | GUS | 3"UTR |
| EXP-CaMV,355- 1 GUS- | T-AGRtu.nos- |
MON19469 |mejiZmDrakit:t | 170 | 1 | 1443 |
TE | EXP-CalVV.355- GUS- | T-TaHspi7- |
PMONS65328 | mej+Ta.Lhcb1+O0s.Acti:fit | 163 | 2 ) |
| ‘ GUS- | T-AGRtu.nos— |
 PMON25455 | EXP-OsActt19 | 479 | 1 | 11413
] | GUS- | T-AGRtu.nos- |
| pMON122605 | EXP-Os.TubA-3:41 | 165 | 1 |  1:1:13
| } _rGUS— | T-AGRtu.nos—
pMON136264 | EXP-ANDgeUbqt:t:7 | 5 | 1 | 1118
| | GUS- | T-AGRtu. nos—‘
pMON136259 | EXP-ANDge.Ubqi:16 | 12 | 1 1:1:13
i ]GUS—[T'AGRMno&w
pMON136263 | EXP-ERIra.Ubg1:1:9 22 | 1 | ti13
| GUS- | T-AGRtu.nos—
LgM_%I@ZS@tXE—EB_I_ra.l___Jl_J__q1_1_1_:8_ e &7 | 1 | 1:1:13 ‘

Los plasmidos de control (pMON19469, pMONG65328, pMON25455 vy

pMON122605) usados para la comparacion se construyeron como se describi¢ antes y

R
2
3
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contienen una secuencia EXP conocida: 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), EXP-
Os.Act1:1:9 (SEQ ID NO: 179), o EXP-Os.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 vy luciferasa: un control sin ADN, un vector vacio que no esta disenado para
expresion del transgen, y un vector de expresion usado para expresar la proteina
fluorescente verde (GFP).

Tambiéen se construyeron dos plasmidos, para usar en la co-transformacion y
normalizacion de datos, usando métodos conocidos en la técnica. Cada plasmido
contenia una secuencia codificadora de luciferasa especifica que fue dirigida por una
secuencia EXP constitutiva. El vector de planta pMON19437 comprende un casete del
transgén con un promotor constitutivo unido operativamente 5" a un intréon, (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 planta pMON63934 comprende un casete del transgén con una
secuencia EXP constitutiva (EXP-CaMV.355-enh-Lhcb1, 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 Agrobacterium
tumefaciens (T-AGRtu.nos—1:1:13, SEQ ID NO: 161).

Los protoplastos de hoja de maiz se transformaron usando un metodo de
transformacién basado en PEG, que es bien conocido en la técnica. Las células
protoplasticas se transformaron con ADN del plasmido pMON19437, ADN del
plasmido pMON63934, y una cantidad equimolar de uno de los plasmidos presentados
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 pequenos. Una placa se uso para
las mediciones de GUS, y una segunda placa se usO para realizar un ensayo de

luciferasa dual usando un sistema de ensayo indicador de luciferasa dual (Promega
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Corp., Madison, WI; 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 realizaron
usando cuatro replicados de cada transformacion del constructo de la secuencia EXP,
o alternativamente, tres replicados de cada constructo de la secuencia EXP por uno de
los dos experimentos de transformacion. Los niveles de expresién promedio de GUS y
luciferasa se proporcionan en la Tabla 4. En esta tabla, los valores de luciferasa de
luciérnaga (por ejemplo, de la expresion de pMON19437) se proporcionan en la
columna marcada "FLuc" y los valores de luciferasa de Renilla luciferase proporcionan

en la columna marcada como "RLuc”.

Tabla 4. Actividad de GUS y Luciferasa en células protoplasticas de hoja de maiz

transformadas.
SEQID |
Plasmido Secuencia EXP NO: | Gus RLuc FLuc

EXP-CaMV,355—
. PMON19469 mej+Zm.DnakK:1:1 170 789147 | 298899 | 36568 |
| EXP-CaMV,35S-

mej+Ta.Lhch1+0s.Act1:1:
pMON65328 1 163 | 508327 | 158227 | 17193 |
pMON25455 EXP-0Os.Act1:1:9 179 | 460579 | 183955 | 53813
pMON122605 | EXP-Os.TubA-3:1:1 165 | 25082 | 25821 21004
' pMON136264 | EXP-ANDge.Ubq1:1:7 5 | 926083 | 101213 | 23704
pMON136259 | EXP-ANDge.Ubq1:1:6 12 | 845274 | 193153 | 51479 |
' pPMON136263 | EXP-ERIra.Ubq1:1:9 22 | 901985 | 132765 | 41313 |
| PMON136258 | EXP-ERIra.Ubq1:1:8 27 l 1011447 | 210635 | 66803 |

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-Os.TubA-3:1:1 (SEQ ID NO: 165). La siguiente Tabla 5 muestra las
relaciones de expresion de GUS/RLu normalizada con respecto a la expresion e EXP-

0s.TubA-3:1:1 en los protoplastos de maiz.
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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.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) fue
4,51 a 9,42 veces mas alta que la expresion de GUS dirigida por EXP-0Os.TubA-3:1:1
(SEQ ID NO: 165). La expresion de GUS dirigida por EXP-ANDge.Ubqg1:1:7 (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 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.Lheb1+0s.Act1:1:1 (SEQ ID NO: 163), o EXP-0s.Act1:1:9 (SEQ ID NO: 179).

Tabla 5. Veces de expresion de GUS/RLuc con respecto de la expresion de EXP—

Os.TubA-3:1:1 en células protoplasticas de hoja de maiz.

| ] Gus/RLuc
Normalizado
con respecto
a EXP-
SEQ Os.TubA-
Plasmido ~__ Secuencia EXP ID NO: | Gus/RLuc 314 |
EXP-CaMV,355-
PMON19469 | mej+Zm.DnaK:1:1 170 | 2,640000 | 272
EXP-CaMV,355-
| pPMON65328 mej+Ta.Lhcb1+0s.Act1:1:1 163 3,210000 33
pMON25455 | EXP-Os.Act1:1:9 179 | 2,500000 | 2,57 |
pMON122605 !EXP—OS.TUbA—SZ'IZ'I | 185 | 0,971000 1,00
pMON136264 | EXP-ANDge.Ubgt:1:7 | 5 | 9150000 | 9,42
| PMON136259 | EXP-ANDge.Ubq1:1:6 12 4,380000 4,51 |
pMON136263 | EXP-ERIra.Ubg1:1:9 ] e 6,790000 6,99
pMON136258 | EXP-ERIra.Ubq1:1:8 27 4,800000 4,94 ﬁ

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

con respecto a la expresion de EXP-0s.TubA-3:1:1 en protoplastos de maiz.
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Tabla 6. Expresion de plieqgue GUS/FLuc respecto de la expresion de EXP-

Os.TubA-3:1:1 en células de protoplastos de hojas de maiz.

()

‘ | ' Normalizdo |
con
‘ respecto a
EXP-
SEQ Os.TubA-
Plasmid | SecuenciaEXP | ID NO: Gus/FLuc | 11
| EXP-CaMV,35S- '
| pMON19469 mej+Zm.DnaK:1:1 170 21,600000 18,15
| EXP-CaMV,355- |
pMONG65328 | mej+Ta.Lhcb1+O0s.Act1:1:1 163 29,600000 24,87
[ )sActi:ll | 163 |
| PMON25455 | EXP-Os.Act1:1:9 | 179 8,560000 738 |
PMON122605 | EXP-Os.TubA-3:1:1 | 165 | 1190000 | 100 |
| pMON136264 | EXP-ANDge.Ubg1:1:7 | 5 | 39100000 | 3286 |
 pPMON136259 | EXP-ANDge.Ubq1:1:6 12 16,400000 1878 |
| pMON136263 | EXP-ERIra.Ubg1:1:9 22 21,800000 18,32
| pMON136258 [EXP-ERira.qutta 27 | 15,100000 12,69 ]

Como se puede observar en la Tabla 6, la expresion de GUS, dirigida por
EXP-ANDge.Ubq1:1:7 (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.Ubqg1:1:8 (SEQ ID NO: 27)
demostro la misma tendencia general cuando se expresa como la relacién de los
valores de GUS/FLuc y se normaliza con respecto a EXP-0s.TubA-3:1:1 (SEQ ID
NO: 165). La expresion fue 12,69 a 32,86 veces mas alta que la expresion de GUS
dirigida por EXP-0Os.TubA-3:1:1 (SEQ ID NO: 165). La expresion de GUS dirigida por
EXP-ANDge.Ubg1:1:7 (SEQ ID NO: 5), EXP-ANDge.Ubqg1:1:6 (SEQ ID NO: 12),
EXP-ERIra.Ubqg1:1:9 (SEQ ID NO: 22) o EXP-ERIra.Ubg1:1:8 (SEQ ID NO: 27)
también fue mas alta en ciertas comparaciones que la de EXP-CaMV.35S-
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).

Ejemplo 3: Analisis de los elementos regulatorios que dirigen GUS en los

protoplastos de maiz usando amplicones del casete del transgén de GUS.

Los protoplastos de hoja de maiz se transformaron 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 compararon con el
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protoplasto de hoja en los que la expresion de GUS esta dirigida por promotores
constitutivos conocidos en una serie de experimentos que se presentan a
continuacion.

En un primer 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 los vectores de

expresion de planta para comparar la expresion de un transgén (GUS) dirigida por una

de EXP-ANDge.Ubq1:1:7 (SEQ ID NO: 5), EXP-ANDge.Ubq1:1:10 (SEQ ID NO: 10),
EXP-ANDge.Ubg1:1:6 (SEQ ID NO: 12), EXP-ANDge.Ubg1:1:11 (SEQ ID NO: 14),
EXP-ANDge.Ubq1:1:12 (SEQ ID NO: 16), EXP-ERIra.Ubg1:1:9 (SEQ ID NO: 22),
EXP-ERIra.Ubg1:1:10 (SEQ ID NO: 25), EXP-ERIra.Ubq1:1:8 (SEQ ID NO: 27),
EXP-ERIra.Ubg1:1:11 (SEQ ID NO: 29), EXP-ERIra.Ubq1:1:12 (SEQ ID NO: 31),

),

EXP-SETit.Ubqg1:1:5 (SEQ ID NO: 117), EXP-SETit.Ubqg1:1:7 (SEQ ID NO: 123
EXP-SETit.Ubg1:1:6 (SEQ ID NO: 124), EXP-Sv.Ubq1:1:7 (SEQ ID NO: 128), EXP-
Sv.Ubgi1:1:8 (SEQ ID NO: 132), EXP-Sv.Ubqg1:1:10 (SEQ ID NO: 134), EXP-
Zm.UbgM1:1:6 (SEQ ID NO: 137), EXP-Zm.UbgM1:1:7 (SEQ ID NO: 141), EXP-
Sb.Ubg4:1:2 (SEQ ID NO: 151), EXP-Sb.Ubg6:1:2 (SEQ ID NO: 153) y EXP-
Cl.Ubg1:1:10 (SEQ ID NO: 98) con la de los promotores constitutivos conocidos. Cada
secuencia EXP que comprende la amplificacion del molde del cual se produce el
amplicon del casete del transgén se clono usando metodos 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 expresion de planta resultantes comprenden un
casete del transgen 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 operativamente 5" a una
UTR 3 de T-AGRtu.nos-1:1:13 o T-Ta.Hsp17-1:1:1, como también se indico
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 diseno un cebador de oligonucledtido 5°
para aparearse con la secuencia promotora y se us6 un cebador de oligonucleétido 37,

que se aparea en el extremo 3" de la UTR 3’ para la amplificacion de cada casete del
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transgeén. Se introdujeron sucesivas supresiones 5° en las secuencias promotoras que
comprenden los casetes del transgén, que dan origen a diferentes secuencias de EXP,
por el uso de diferentes cebadores de oligonucledtidos que se disenaron para
aparearse en diferentes posiciones dentro de la secuencia promotora que comprende

cada molde de amplicon.

Tabla 7. Amplicones de expresion de planta de GUS y correspondientes moldes
del amplicon del constructo de plasmido, secuencia EXP, secuencia
codificadora de GUS y UTR 3’ usadas para la transformacion de protoplastos de

hoja de maiz.

o ‘ - = l Secuen-—
Plantilla de SEQID | cia codif.
Amplicon ID | amplicén Secuencia EXP | NO: GUS 3" UTR
l
AGRtu.
nos—
PCRO145942 | pMON25455 | EXP-Os.Actl:1:9 | 179 |GUS-1 | 1:1:13 |
. T
P-CAMV,35S5- AGRtu.
ENH-1:1:102/L—- [ nos—
PCR0145941 | pMON33449 | CAMV,355-1:1:2 169 | GUS-1 | 1:1:13
i
EXP-CaMV,355- Ta.Hsp
| mej+Ta.Lhcb1+0 17-
| PCR0145943 | pMONG65328 | s.Act1:1:1 _ 163 GUS-2_ 1t
i
EXP-CaMV,355— AGRtu.
mej+Zm.DnaK:1: ' nos—
 PCR0145944 | pMONB1552 | 1 170 | GUS-1 15y
il
AGRtu.
EXP- nos—
PCRO145892 | pMON136264 | ANDge.Ubq1:1:7 | 5 | GUS-1 | 1:1:13
. T
EXP- _ AGRtu.
ANDge.Ubg1:1:1 ‘ nos—
PCR0145815 pMON136264 | 0 | 10 | GUS—1 12113
e
AGRtu.
EXP- nos—
PCR0145893 | pMON136259 | ANDge.Ubq1:1:6 12 | GUS-1 1:1:13
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| Secuen- 3
Plantilla de SEQID | cia codif.
Amplicon ID amplicén Secuencia EXP NO: GUS 3" UTR
=
EXP- AGRtu.
ANDge.Ubg1:1:1 nos—
PCR0145817 | pMON136264 | 1 14 GUS-1 121818
T
EXP- AGRtu.
ANDge.Ubqg1:1:1 nos—
PCR0145819 | pMON136264 | 2 16 GUS-1 e b
: e
AGRtu.
EXP- nos—
PCR0145896 | pMON136263 | ERIra.Ubqg1:1:9 22 GUS-1 g |
g
AGRtu.
EXP- nos—
| PCR0145820 | pMON136263 | ERlra.Ubq1:1:10 25 GUS-1 | 11113 |
T
AGRtu.
EXP- nos— |
PCR0145897 | pMON136258 | ERIra.Ubq1:1:8 27 GUS-1 12313
T
AGRtu.
EXP- nos—
PCR0145821 | pMON136263 | ERIra.Ubg1:1:11 29 GUS-1 T8
T
| AGRtu.
EXP- nos-—
PCR0145822 | pMON136263 | ERIra.Ubg1:1:12 31 GUS-1 21218
T
AGRtu.
EXP- nos—
PCR0145900 | pMON140877 | SETit.Ubq1:1:5 e GUS-1 1418 |
T~
AGRtu. ‘
EXP- nos—
PCR0145928 | pMON140877 | SETit.Ubq1:1:7 123 GUS— s
g P
AGRtu. |
EXP- nos—
 PCR0145905 | pMON140877 | SETit.Ubq1:1:6 124 GUS-1 1:1:134
S
‘AGF{tu‘ ‘
EXP- nos—
‘PCRO145909 pMON140878 | Sv.Ubql:1:7 128 GUS- 118 ‘
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‘ Secuen— | |
Plantilla de SEQID | cia codif.
Amplicon ID | amplicén SecuenciaEXP | NO: | GUS |3 UTR |
T
AGRtu.
EXP- nos—
PCR0145929 | pMON140878 | Sv.Ubq1:1:8 132 GUS-1 1113
_ =
AGRtu.
EXP- nos—
PCR0145911 pMON140878 | Sv.Ubg1:1:10 134 | GUS-1 .13
T—
AGRtu,
EXP- nos—
PCR0145914 pMON140881 | Zm.UbgM1:1:6 137 GUS-1 1:1:13
T
AGRtu.
I EXP- nos—
PCR0145915 pMON140882 | Zm.UbgM1:1:7 141 GUS—1 s |
T
AGRtu.
EXP- nos—
PCR0145921 | pMON140886 | Sbh.Ubg4:1:2 151 | GUS-1 | 1:1:13
T=
AGRtu. |
EXP- nos—
PCR0145920 | pMON140887 | Sb.Ubg6:1:2 163 | GUS-1 1113
T
AGRtu.
EXP- , nos—
PCR0145922 | pMON140889 | Cl.Ubqg1:1:10 98 | GUS-1 218

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 transgen

que comprenden las secuencias EXP listadas de la Tabla 7. Los plasmidos de control

usados para generar los amplicones del transgén de GUS para comparacion se

construyeron como describié previamente con secuencias EXP constitutivas descriptas

en el Ejemplo 2. También se usaron controles negativos para la determinacion de GUS

y 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 pMONG3934,
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que se describieron en el Ejemplo 2, también se emplearon para la cotransformacion y
normalizacion de datos.

Los protoplastos de hoja de maiz se transformaron usando un método de
transformacion basado en PEG que se describio en el Ejemplo 2 anterior. La siguiente
Tabla 8 muestra los valores de expresion de GUS vy luciferasa promedio determinados

para cada casete del transgén.

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

hoja de maiz transformadas.

e —— 1
SEQID f
. Secuencia EXP NO: GUS RLuc FLuc
EXP-Os.Act1:1:9 o 179 1540,3 105416,8 | 2671,8
P-CAMV,35S—ENH-1:1:102/L— =
' CAMV,35S-1:1:2 169 10426,3 | 344088,6 | 8604, 1
EXP-CaMV,355-
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.Ubg1:1:7 5 594474 846676 | 25784
EXP-ANDge.Ubg1:1:10 10 401233 | 76753,8 | 24198
EXP-ANDge.Ubq1:1:6 12 | 42621,0 | 121751,3 | 3974,8
EXP-ANDge.Ubq1:1:11 14 44358,5 87105,8 | 2687,1
EXP-ANDge.Ubq1:1:12 16 48219,0 107762,1 | 3279,6 |
EXP-ERIra.Ubq1:1:9 ) 22 312530 | 171684,1 | 6476,1
EXP-ERIra.Ubq1:1:10 25 7905,8 212356 | 462,4
| EXP-ERIra.Ubg1:1:8 27 39935,8 173766,6 | 5320,3 |
EXP-ERIra.Ubq1:1:11 29 34141,3 111626,8 | 3377.6 |
| EXP-ERIra.Ubq1:1:12 31 11540,3 423621 | 10453 |
EXP-SETit.Ubq1:1:5 117 | 204965 | 886958 | 23588
| EXP-SETit.Ubq1:1:7 123 757285 | 1852238 | 4723,1
EXP-SETit.Ubq1:1:6 124 44148,3 161216,3 | 4962, 1
EXP-Sv.Ubq1:1:7 128 15043,8 746706 | 1888,3
EXP-Sv.Ubq1:1:8 132 31997,8 1137871 | 3219,8
| EXP-Sv.Ubq1:1:10 134 38952,8 220208,6 | 7011,3
EXP-Zm.UbgM1:1:6 137 . 30528,3 90113,1 | 24536 |
 EXP-Zm.UbgM1:1:7 | 141 34986,3 105724,7 | 2553,8
EXP-Sb.Ubg4:1:2 151 99823 725938 | 2171,6 |
EXP-Sb.Ubg6:1:2 153 | 33689,0 114709,6 | 3879,6 |
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SEQID
Secuencia EXP 1 NO: GUS RLuc FLuc
EXP-CL.Ubq1:1:10 98 50622,3 | 107084,3 | 26213

Para comparar 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-

5 Os.Actl:1:1 y EXP-CaMV.35S-mej+Ta.Lhcb1+0s.Act1:1:1. La siguiente Tabla 9
muestra las relaciones de expresion de GUS/RLuc normalizada con respecto a la
expresion dirigida por EXP-0Os.Act1:1:1 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 a la

10  expresion dirigida de EXP-0s.Act1:1:1 y EXP-CaMV.35S-mej+Ta.Lhcb1+0s.Act1:1:1

en protoplastos de maiz.

Tabla 9. Relaciones de expresion de GUS/RLuc y GUS/FLuc normalizada con
respecto a EXP-CaMV.35S-mej+Ta.Lhch1+0s.Act1:1:1 (SEQ ID NO: 163) en

15  protoplastos de maiz.

GUS/RLuc respecto de | GUS/FLuc respecto—
SEQ EXP-CaMV,355- de EXP-CaMV,35S5—
ID mej+Ta.Lhch1+ mej+Ta.Lhch1+
Secuencia EXP NO: Os.Act1:1:1 | Os.Act1:1:1
EXP-Os.Act1:1:9 179 0,16 l 0,14
P-CAMV,35S-ENH-
1:1:102/L-CAMV, 355~
13122 169 0,33 0,30
EXP-CaMV,35S-
mej+Ta.Lhcb1+0s.Act1:1:1 | 163 1,00 100
EXP-CaMV,35S-
_mej+Zm.DnaK:1:1 | 170 3,22 2,58 ]
EXP-ANDge.Ubg1:1:7 § | 7,72 1 5,64
| EXP-ANDge.Ubqg1:1:10 | 10 5,75 4,06 ,
EXP-ANDge.Ubg1:1:6 | 12 3,85 _ 2,62 |
EXP-ANDge.Ubg1:1:11 | 14 5,60 _ 4,04 ]
| EXP-ANDge.Ubqg1:1:12 \ 16 4,92 3,60
EXP—ERIra.Ubq1:1:9 22 200 — 148
EXP-ERIra.Ubg1:1:10 | 25 4,09 _ 418 |
EXP-ERIra.Ubg1:1:8 | 27 2,53 1,84
EXP-ERIra.Ubg1:1:11 | 29 3,36 _ 247 4‘
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EXP-ERIra.Ubq1:1:12 31 2,99 _ By :
EXP-SETit.Ubg1:1:5 117 2,54 2,13

EXP-SETit.Ubqg1:1:7 123 4,49 3,92 A
EXP-SETit.Ubg1:1:6 124 3,01 2,18
EXP-Sv.Ubq1:1:7 128 2.21 1,95
EXP-Sv.Ubg1:1:8 132 3,09 2,43 -
EXP-Sv.Ubg1:1:10 134 1,94 1,36
EXP-Zm.UbgM1:1:6 137 3,72 3,05
EXP-Zm.UbgM1:1:7 141 3,64 3,35
EXP-Sb.Ubg4:1:2 151 1,51 1,13

| EXP-Sb.Ubg6:1:2 153 3,23 RE |
EXP-CIL.Ubg1:1:10 98 5,20 4,73

Tabla 10. Relaciones de GUS/RLuc y GUS/FLuc de expresiéon normalizada con
respecto a EXP-0Os.Act1:1:9 (SEQ ID NO: 179) en protoplastos de hojas de maiz.

SEQ | GUS/RLuc con GUS/FLuc con

ID | respecto a EXP- | respecto a EXP-
- Secuencia EXP NO: Os.Act1:1:9 Os.Act1:1:9
| EXP=0s.Act1:1:8 179 1,00 1,00
P-CAMV,355-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
EXP-CaMV,355-mej+Zm.DnaK:1:1 170 20,07 18,29
EXP-ANDge.Ubqg1:1:7 5 48,05 39,99
EXP-ANDge.Ubqg1:1:10 10 35,78 28,76 B
| EXP-ANDge.Ubq1:1:6 12 | 2396 18,60
EXP—ANDge.Ubq1:1:11 14 | 34,85 28,64
EXP-ANDge.Ubq1:1:12 16 30,62 25,50
EXP-ERIra.Ubq1:1:9 22 12,46 8,37
EXP-ERIra.Ubq1:1:10 25 25,48 29,66
EXP-ERIra.Ubg1:1:8 - 27 16,73 13,02
| EXP-ERIra.Ubq1:1:11 29 20,93 1753 |
EXP-ERIra.Ubg1:1:12 31 18.64 19,15 B
EXP-SETit.Ubq1:1:5 TiE 15,82 18,07 i
EXP-SETit.Ubg1:1:7 ) 123 | 27,98 27,81
EXP-SETit.Ubqg1:1:6 124 18,74 - 15,43
EXP-Sv.Ubqg1:1:7 128 13,79 13,82 =
EXP-Sv.Ubq1:1:8 132 19,25 17,24
| EXP-Sv.Ubq1:1:10 | 134 12,11 9,64
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[__ [
SEQ | GUS/RLuc con GUS/FLuc con
ID | respecto a EXP- respecto a EXP-
Secuencia EXP | NO:| OsiAct1:1:9 | 'Os.Actl:1:9
EXP—Zm.UbgM1:1:6 8y | 2318 2 | _ 2158
EXP-Zm.UbgM1:1:7 141 22,65 23,76
| EXP-Sb.Ubg4:1:2 151 9,41 7,87
EXP-Sb.Ubqg6:1:2 153 20,10 15,06
EXP-Cl.Ubg1:1:10 98 3235 | 3350 |

En un segundo conjunto de experimentos, un amplicon del casete de GUS que

comprende la secuencia EXP EXP-Zm.UbgM1:1:8 (SEQ ID NO: 145) se compard con
los amplicones de control, PCR0145942 (EXP-0Os.Act1:1:9, 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 siguiente Tabla 11 muestra
los valores promedio de GUS vy 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-0Os.Act1:1:9 y EXP-

CaMV.355-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.

e . .
SEQ |
1D !
_ Amplicon Secuencia EXP NO: | GUS | RLuc \ FLuc
PCR014594 1512,2 | 19046 | 11333,
2 | EXP-Os.Acti:1:9 179 5 | 1 [ B |
PCR014594 | EXP-CaMV,355- 41176, | 33083 | 13885,
4 | mej:ZmDnaK:t:1 N S .
PCR014591 79581, | 33075 | 15262,
[ 6 | EXP-Zm.UbgM1:1:8 145 B | 6 | |
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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,35S-
mej+Zm.DnaK:1:1 (SEQ ID NO: 170) en protoplastos de hojas de maiz.

| GUS/RLuc | GUSIFLuc
respecto de | respecto
GUS/RLuc | GUS/FLuc EXP- | de EXP-
SEQ respecto | respecto CaMV,35S-  CaMV,35S-
ID de EXP- de EXP- mej+Zm.Dn | mej+Zm.Dn
Secuencia EXP | NO:  Os.Act1:1:9 | Os.Act1:1:9 | aK:1:1 aK:1:1 |
EXP-0s.Act1:1:9 179 1,00 1,00 0,06 [ 004 |
EXP-CaMV,355- '
mej+Zm.DnakK:1:1 170 15,68 22,22 il 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 transgén del amplicon
GUS se obtuvieron como se describid antes y se analizaron para determinar la
expresion dirigida por las secuencias EXP, EXP-ANDge.Ubg1:1:8 (SEQ ID NO: 8),
EXP-Cl.Ubq1:1:10 (SEQ ID NO: 98), EXP-ClL.Ubq1:1:13 (SEQ ID NO: 114), EXP-
Cl.Ubg1:1:14 (SEQ ID NO: 115) y EXP-ClL.Ubqg1:1:15 (SEQ ID NO: 116). Los
amplicones estaban compuestos de una secuencia EXP unida 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 compard con los controles EXP-0s.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
amplicon. La siguiente 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.35S-mej+Zm.DnaK:1:1 en protoplastos de maiz.

Tabla 13. Actividad promedio de GUS y luciferasa en células protoplasticas de

hoja de maiz transformadas.

SEQID
__Amplicén ID Secuencia EXP NO: GUS RLuc |
| PCR0145942 | EXP-0Os.Act1:1:9 179 944525 | 929755
lr PCR0145944 | EXP-CaMV,355-mej+Zm.DnakK:1:1 170 78591,25 445127 |

| PCR0146628 | EXP-ANDge.Ubq1:1:8 | 8 192056,75 | 972642 |
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PCRO145922 | EXP-Cl.Ubg1:1:10 | 175295,25 | 395563
Fomien (oeowaiie | s | s | s
| PCRO145945 | EXP-CLUbg1:1:13 _ _| 114 | 1736745 | 402966
| PoRO145946 | EXP—ClLUbgt:1:14 | 115 | 1859875 | 390052
| PCRO145947 | EXP-CLUbq1:1:15 | 116 | 9435 | 320749

Tabla 14. Relacion 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.DnaK:1:1 (SEQ ID NO: 170) en protoplastos de hojas de maiz.

[ D
| | GUSRLuc |  GUSIRLuc |
] | respecto de | respecto de EXP-
| | SEQID EXP- | cCaMv,355- |
| SecuenciaEXP | NO: | Os.Act1:1:9 | mej+Zm.DnaK:1:1 |
EXPOsActiig | 179 | 100 | o008 |
EXP—CaMV,355- | B ]
mej+ZmDnaKit:t | 170 | 1738 | 100
EXP-ANDge.Ubq1:1:8 | 8 | 1944 0 | S
EXP-ClUbgt:1:10 | 98 4362 | 251 |
EXP-ClUbgi:1:13 ’[___114 4243 | 244 |
EXP-ClLUbg1:1:14 | 115 | 4694 | 270
EXP-ClL.Ubg1:1:15 | 116 | 290 | 017 ‘

Como se puede observar en la Tabla 14 anterior, las secuencias EXP EXP-
ANDge.Ubg1:1:8 (SEQ ID NO: 8), EXP-CIL.Ubg1:1:10 (SEQ ID NO: 98), EXP-
Cl.Ubg1:1:13 (SEQ ID NO: 114), EXP-Cl.Ubq1:1:14 (SEQ ID NO: 115) y EXP-
Cl.Ubqg1:1:15 (SEQ ID NO: 116) son capaces de dirigir la expresion del transgén. La
expresion dirigida por EXP-ANDge.Ubg1:1:8 (SEQ ID NO: 8), EXP-Cl.Ubg1:1:10
(SEQ ID NO: 98), EXP-CI.Ubq1:1:13 (SEQ ID NO: 114) y EXP-CI.Ubg1:1:14 (SEQ ID
NO: 115) fue mas alta que la de ambos controles. La expresion dirigida por EXP-
Cl.Ubg1:1:15 (SEQ ID NO: 116) fue menor que EXP-CaMV.355—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 describid antes y se analizaron para determinar la
expresion dirigida por 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). La expresion se
comparé con los controles EXP-Os.Act1:1:9 (SEQ ID NO: 179) y EXP-CaMV.355-

|

E_|
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enh+Zm.DnaK:1:1 (SEQ ID NO: 170). La siguiente Tabla 15 muestra los valores
promedio de GUS vy luciferasa determinados para cada amplicén. La siguiente Tabla
16 muestra las relaciones de expresién de GUS/RLuc y GUS/FLuc normalizadas con
respecto a la expresion dirigida de EXP-0Os.Act1:1:9 y EXP-CaMV.35S-

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

Tabla 15. Actividad promedio de GUS y luciferasa en células protoplasticas de

hoja de maiz transformadas.

__‘4__7— ___________ _____|_ ]
| SEQ | '
| 1D | l [

mplicon ID—l SecuenciaEXP | NO: |  GUS | _ Rbuc ~ FlLuc

PCRO145942 | EXP-Os.Act1:1:9 1\_1_?9___ 53335 —|r_1_71941_,7_5 | 77817,88 |

| EXP-CaMV,358- | | | |

[EC_80145944 | mej+Zm.Dnak:1:1 | 170 | 88517 | 177260,25 | 54207,38

LPCRO145922 H EXP-CI.Ubq1:1: 10 J | 88 | 18012575 | _1E§li12_16_—I §2g55_j

MON146750 | EXP-Cl.Ubg1:1:16 | 93 134101,75 | 182317,5 | 324345 |

LM e e st R 93 | 1841 10e917,0 | 9ebddo |

| pMON146751 | EXP-CLUbq1:1:17 | 97 | 1071225 | 151783,25 | 51354,38 |

Tabla 16. 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.DnaK:1:1 (SEQ ID NO: 170) en protoplastos de hojas de maiz.

. ’_ A ____T_ o | GUSIFLu |
| | | | GUSIFL | e |
! | | 1 uc | GUS/RLuc | respecto |
1 | | GUSIRLuc | respect | respecto | de EXP- |
| | | | respecto ode | deEXP- | CaMV,35 |
. | | SEQ | de EXP- EXP- | CaMV,35S- | S- '.
| | Secuencia | ID | Os.Act1:1: | Os.Act1 | mej+Zm.Dn | mej+Zm. |
| Amplicén ID. 'r _EXP_ | NO: | 9 | ::9 | aKi:1 | DnaK:t:1 |
EXP- | | . |
PCR0145942 | Os.Act1:1:9 | 179 1,00 1,00 | 0,06 | 004 |
B I S B B p— |
o |

| CaMV,35S I I | | | |
= | | |
| mej+Zm.Dn | I 1 | | |
| PCR0145944 | aK:1:1 11 170 | 1610 | 2383 | o__'l 1,00 |
EXP— - ‘ |

|
| ClLUbq1:1: | | i : | |
[PCRO145922 |10 | 98 | 2160 | 5923 | 134 | 249 |
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‘ ClL.Ubqg1:1: ‘ ‘
pPMON146750 | 16 g3 | 237 | 60,32 1,47 2,53
EXP- l
\ Cl.Ubg1:1: ‘
| pMON146751 | 17 97 22,75 ‘ 30,43 1,41 1,28

Como se puede observar en la Tabla 16, las secuencias EXP EXP-
Cl.Ubg1:1:10 (SEQ ID NO: 98), EXP-Cl.Ubq1:1:16 (SEQ ID NO: 93) y EXP-
Cl.Ubqg1:1:17 (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 describio antes de analizar la expresion dirigida por las
secuencias EXP, EXP-Zm.UbgM1:1:11 (SEQ ID NO: 149) y EXP-CIL.Ubq1:1:23 (SEQ
ID NO: 108). La expresion se compard con los controles EXP-0s.Act1:1:9 (SEQ ID
NO: 179) y EXP-CaMV.355-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 amplicon. La siguiente Tabla 18 muestra las relaciones de expresion de
GUS/RLuc normalizada con respecto a la expresion dirigida EXP-0s.Act1:1:9 y EXP-
CaMV.355-enh+Ta.Lhcb1+0s.Act1:1:1 en los protoplastos de maiz.

Tabla 17. Actividad promedio de GUS y luciferasa en células protoplasticas de

hoja de maiz transformadas.

e

__ Plantila |  Amplicon | SecuenciaEXP | SEQIDNO: | GUS | RLuc |
EXP-CaMV,35S- .
mej+Ta.Lhcb1+0 70352, | 79028
| pPMONG5328 | PCR0145943 | s.Act1:1:1 1 183 | Do | 75
| ‘ 33155, | 92337
PMON25455 | PCR0145942 | EXP-0s.Act1:1:9 179 25 | .60
EXP- 18814, = 33663
pMON131962 | pMON131962 \Zm.quM1:1:11 | 149 | 75 | 00
EXP- 15387, | 40995
pMON132047 | pMON132047 | Cl.Ubg1:1:23 [ 408 | BB | ,50__J
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Tabla 18. Relaciones de GUS/RLuc de expresion 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 maiz.

w085

| | | | GUSIRLuc
respecto de
EXP-

GUS/RLuc | CaMV,35S-

SEQ . respecto de | mej+Ta.Lhc

ID EXP- b1+0s.Act1:
Amplicon Secuencia EXP NO: | Os.Act1:1:9 B i _{

EXP-CaMV,35S- ‘

 PCR0145943 | mej+Ta.Lhcb1+0s.Act1:1:1 163 | 248 1,00 |
PCRO0145942 | EXP-Os.Acti:1:9 179 | 1,00 040 |
pMON131962 | EXP-Zm.UbgM1:1:11 14g_} 156 | 083 |
PMON132047 | EXP-CLUbq1:1:23 108 1,05 | 042 |

Como se puede observar en la Tabla 18 anterior, las secuencias EXP, EXP-
Zm.UbgM1:1:11 (SEQ ID NO: 149) y EXP-CI.Ubg1:1:23 (SEQ ID NO: 108) pudieron
dirigir la expresion de GUS en los protoplastos de hoja de maiz. La expresion fue
similar a la del control, EXP-0s.Act1:1:9 (SEQ ID NO: 179) y menor que la de EXP-
CaMV.35S-enh+Ta.Lhcb1+0s.Act1:1:1 (SEQ ID NO: 163).

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 protoplastos de hoja
de cana de azucar. 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 transgen de B-
glucuronidasa (GUS), y se compararon con el protoplasto de hoja en los que la
expresion de GUS esta dirigida por promotores constitutivos conocidos. Asimismo, los
elementos regulatorios que dirigen la expresion de CP4 a partir de los amplicones en
protoplastos de maiz o trigo se pueden estudiar de modo similar.

Ejemplo 4: Analisis de elementos regulatorios que dirigen GUS en
protoplastos de trigo usand amplicones de casete del transgén de GUS.

Los protoplastos 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 B—glucuronidasa (GUS), y se compararon con
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el protoplasto de hoja en que la expresion de GUS fue dirigido por los 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 transgen de GUS que comprenden vectores de
expresion de planta para comparar la expresion de un transgén (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 presentados en el ejemplo previo y se proporcionaron en la anterior Tabla 7
del Ejemplo 3. Asimismo, se usaron controles negativos para la determinacion de GUS
y luciferasa umbral, como se describid antes. Los protoplastos de hoja de trigo se
transformaron usando un método de transformacion basado en PEG, que se describid
antes en el Ejemplo 3. La Tabla 19 lista actividad promedio de GUS y LUC observada
en las celulas protoplasticas de hoja de trigo transformadas, y la Tabla 20 muestra las

relaciones de expresion de GUS/RLuc normalizadas en protoplastos de trigo.

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

de hoja de trigo transformadas.

EXP-0s.Act1:1:9 e
P-CAMV,35S5-ENH-1:1:102/L-

EXP-ANDge.Ubg1:1:10
| EXP-ANDge.Ubq1:1:6
| EXP-ANDge.Ubq1:1:11

| EXP-ANDge.Ubq1:1:12 16 | 51712,7 | 64702,8 | 0,799234"
EXP-ERIraUbqiil9 22 | 209983 | 60273,4 | 03483845

12| 33386,3 | 56712,1 | 0,5886984

e

10| 60606.3 | 606594 | 0,9991245 |

1

14 | 432373 | 48263,4 %95_86094‘
1

Secuencia EXP = _LIQ_NO: ~ GUS +_Rl__gc | GUS/RLuc |
= IoA_ eyl SR, 10,0558047 |

(CAMV.35S—t:t:2 | 169 | 143133 | 550961 | 00255612 |
EXP-CaMV,355— '

| mej+Ta.Lheb1+0s.Act1:1:1 . L 163 __‘_25@9&} 50717,4 | 0,5776973 |
| EXP-CaMV,355-mej+ZmDnak1:1 | 170 | 34294,3 | 633079 | 0.5417066
|EXP-ANDge.Ubqt:1:7 | 5 | 684443 | 60329,1 | 1,1345158
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SEQ
. SecuenciaEXP | IDNO: GuUs RLuc | GUS/RLuc
EXP—ERIra.Ubq1:1:10 25 | 17268,3 | 254654 | 0,6781084 |
EXP-ERIra.Ubq1:1:8 27 | 34635,7 | 59467,1 | 0,5824341
EXP-ERIra.Ubq1:1:11 o 29 28979 | 56153,8 | 0,516065 |
| EXP-ERIra.Ubg1:1:12 31 | 41409,7 | 55152,4 | 0,7508221
EXP-SETit.Ubg1:1:5 117 | 39427,7 | 57463,1 | 0,6861388
EXP—SETit.Ubq1:1:7 123 | 108091 | 49330,4 | 2,191169
EXP-SETit.Ubq1:1:6 o 124 | 58703 | 46110,1 | 1,2731047 |
EXP-Sv.Ubq1:1:7 128 | 29330 | 43367,1 | 0,676319
EXP-Sv.Ubq1:1:8 132 | 53359 | 40076,4 | 1,3314306 |
| EXP-Sv.Ubg1:1:10 134 | 49122,7 | 53180,8 | 0,9236922
EXP-Zm.UbgM1:1:6 | 137 | 37268 | 54088.1 | 06890239 |
EXP-Zm.UbgM1:1:7 - 141 | 51408 | 472974 | 1,0869087 |
EXP-Sb.Ubg4:1:2 J 151 | 35660,3 | 62591,1 | 0,5697347
EXP-Sb.Ubg6:1:2 B | 153 | 27543 | 57826,4 | 0,4763046
EXP-Cl.Ubg1:1:10 _' 98 | 54493,3 | 41964,1 | 1,2985699

Tabla 20. 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 trigo.

e | o | ==
‘ GUS/RLuc con
respecto a EXP-
GUS/RLuc con CaMV,35S5-
SEQID ‘ respecto a EXP- ‘ mej+Ta.Lhcb1+0s.A
___Secuencia EXP NO: _Os.Act1:1:9 | cti::1 |
EXP-Os.Act1:1:9 179 1,00 \ 0,10 |
P-CAMV,35S-ENH- '
1:1:102/L-CAMV,358-1:1:2 | 169 046 0,04 B
EXP-CaMV,35S- ‘
| mej+Ta.Lheb1+0s.Act1:1:1 | 163 ie3s [ 2 100 2
EXP—CaMV,355— | 1
mej+Zm.DnakK:1:1 0 9,71 0,94 |
EXP-ANDge.Ubq1:1:7 5 20,33 1,96
| EXP-ANDge.Ubq1:1:10 | 10 1790 4,78 |
EXP-ANDge.Ubq1:1:6 12 10,55 1,02 ,
EXP-ANDge.Ubg1:1:11 14 16,05 1,55 4
EXP-ANDge.Ubq1:1:12 16 | 14,32 1 438 |
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En un segundo conjunto de experimentos, los casetes del transgén del
amplicon de GUS se obtuvieron como se describio antes y se analizaron para
determinar la expresion dirigida por las secuencias EXP, EXP-ANDge.Ubqg1:1:8 (SEQ
ID NO: 8), EXP-CI.Ubg1:1:10 (SEQ ID NO: 98), EXP-CIl.Ubqg1:1:13 (SEQ ID NO: 114),
EXP-CI.Ubg1:1:14 (SEQ ID NO: 115) y EXP-Cl.Ubg1:1:15 (SEQ ID NO: 116). 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 comparo con los controles EXP-0s.Act1:1:9 (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
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-
CaMV.35S-enh+Zm.DnaK:1:1 en protoplastos de maiz.

Gud
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EXP-ERIra.Ubg1:1:9 22 6,24 0,60
EXP-ERIlra.Ubqg1:1:10 25 12,15 A7
EXP-ERIra.Ubq1:1:8 |27 10,44 I
EXP-ERIra.Ubq1:1:11 29 9,25 _ 0,89
 EXP-ERIra.Ubq1:1:12 31 13,45 ' 1,30
| EXP-SETit.Ubg1:1:5 Fir 12,30 _ 1,19
EXP-SETit.Ubq1:1:7 123 39,26 3,79 I
| EXP-SETit.Ubq1:1:6 124 22,81 2,20
EXP-Sv.Ubq1:1:7 128 12,12 07
EXP-Sv.Ubq1:1:8 132 23,86 2,30 B
EXP-Sv.Ubq1:1:10 134 16,55 L 1,60 i
EXP-Zm.UbgM1:1:6 | 137 12,35 1,19 ]
EXP-Zm.UbgM1:1:7 141 19,48 l 1,88
EXP-Sb.Ubg4:1:2 . 151 10,21 | 0,99
EXP-Sb.Ubg6:1:2 . 153 8,54 0,82
EXP-Cl.Ubg1:1:10 98 23,27 | 2,25
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Tabla 21. Actividad promedio de GUS y luciferasa en las células protoplasticas

de hoja de trigo transformadas.

SEQ ID

Amplicon ID Secuencia EXP NO: l GUS ‘ RLuc

'PCR0145942 | EXP-0Os.Acti:1:9 179 | 1234 | 1769705
PCR0145944 | EXP-CaMV,35S-mej+Zm.DnaK:1:1 170 | 128835 | 1194391
PCR0146628 | EXP-ANDge.Ubq1:1:8 8 | 38353,3 | 171535,3 |
| PCR0145922 | EXP-Cl.Ubq1:1:10 | 98 | 34938 | 1542458 |
| PCR014594! TEXP Cl.Ubqg1:1:13 | 11a [ 32121 | ‘ 122220,8 |
| PCR0145946 | EXP-CI.Ubqg1:1:14 | 115 | 56814 | 1433183
PCR0145947 | EXP-Cl.Ubq1:1:15 116 | 18905 | 1671785

Tabla 22. Relaciones de GUS/RLuc y GUS/FLuc de expresion normalizada con
5 respecto a EXP-Os.Act1:1:9 (SEQ ID NO: 179) y EXP-CaMV,35S-
mej+Zm.DnaK:1:1 (SEQ ID NO: 170) en protoplastos de hojas de trigo.

l

Como se puede observar en la Tabla 22 anterior, las secuencias EXP EXP-

ANDge.Ubqg1:1:8 (SEQ ID NO: 8), EXP-CI.Ubqg1:1:10 (SEQ ID NO: 98), EXP-

10 Cl.Ubg1:1:13 (SEQ ID NO: 114), EXP-Cl.Ubg1:1:14 (SEQ ID NO: 115) y EXP-

Cl.Ubg1:1:15 (SEQ ID NO: 116) son capaces de dirigir la expresion del transgén. La

expresion dirigida por EXP-ANDge.Ubg1:1:8 (SEQ ID NO: 8), EXP-Cl.Ubg1:1:10

(SEQ ID NO: 98), EXP-CI.Ubg1:1:13 (SEQ ID NO: 114) y EXP-CI.Ubg1:1:14 (SEQ ID

NO: 115) fue mas alta que la de ambos controles. La expresién dirigida por EXP-

15 ClLUbqg1:1:15 (SEQ ID NO: 116) fue menor que EXP-CaMV.35S-enh+Zm.DnakK:1:1
(SEQ ID NO: 170) pero maycr que el control, EXP-0s.Act1:1:9 (SEQ ID NO: 179).

o B | GUSIRLuc
\ respecto de
GUS/RLuc EXP-
respecto de CaMV,35S-
SEQ ID EXP- mej+Zm.DnaK: |
SecuenciaEXP | NO: | Os.Act1:1:9 1:1
| EXP-0s.Act1:1:9 1y | 10O | G608
EXP-CaMV,355-mej+Zm.DnaK:1:1 __1m| | 15,47 1,00 =
EXP-ANDge.Ubq1:1:8 = j_s ___ Bagn 207 |
EXP-ClLUbgi:1:10 | 98 | 3248 219 |
EXP-Cl.Ubqg1:1:13 o _! 114 37,69 2,44 |
| EXP-CI.Ubq1:1:14 | 115 5685 | 368 |
| EXP-CLUbg1:1:15 | 116 | 162 | o010 |
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En un tercer conjunto de experimentos, los casetes del transgén del amplicon

de GUS se obtuvieron como se describi6 antes para e

nsayar la expresion dirigida por

las secuencias EXP, EXP-CIl.Ubg1:1:10 (SEQ ID NO: 98), EXP-CIl.Ubg1:1:16 (SEQ ID

NO: 93) y EXP-CIL.Ubg1:1:17 (SEQ ID NO: 97). La
controles EXP-0Os.Act1:1:9 (SEQ ID NO: 179) y EXP

expresion se comparé con los
—-CaMV.355-enh+Zm.DnaK:1:1

(SEQ ID NO: 170). La Tabla 23 siguiente muestra los valores promedio de GUS y

luciferasa determinados para cada amplicon. La Tabla 24 siguiente muestra las

relaciones de expresion de GUS/RLuc y GUS/FLuc
expresion dirigida en EXP-Os.Act1:1:9 y EXP-Ca
protoplastos de maiz.

Tabla 23. Actividad promedio de GUS vy luciferasa

de hoja de trigo transformadas.

normalizada con respecto a la
MV.35S-enh+Zm.DnaK:1:1 en

en las células protoplasticas

PR — — === _———

1
_GUS | RLuc | FLuc \

Al o ] NS e e

| 478 | 465845 | 270975 |

81785 | 434908 | 2927,25 |

22068,3 | 476623 | 1289 |

g s N
SEQID
_ Amplicon ID | SecuenciaEXP | NO: _
| PCR0145942 | EXP-Os.Act1:1:9 179
EXP-CaMV,355—-

| PCRO145944 | mej+Zm.Dnakit:t | 170 |
| PCRO145922 | EXP-CLUbg1:1:10 | 98
|PMON146750 | EXP-CLUbg1:1:16 | 93
| PMON146751 | EXP-CLUbq1:1:17 | 97

SR

| 34205 | 450645 | 1379,63 |
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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.DnaK:1:1 (SEQ ID NO: 170) en protoplastos de hojas de trigo.

| b ‘l | GUSIRL
uc GUSIFLu |
GUSIR | GUSIFL | respecto G '
Luc uc de EXP- | respecto
SE  respec | respect | CaMV,35 | de EXP-
Q to de o de S- CaMV,35
ID | EXP- EXP- | mej+Zm. S-
N | Os.Act Os.Act1l  DnaK:1: | mej+Zm.
Amplicon ID | Secuencia EXP ! 0: | 1338 | 319 1 DnaK:1:1 |
17
PCR0145942 | EXP-Os.Act1:1:9 | 9 | 1,00 1,00 0,05 0,06
EXP-CaMV,355— | 17
PCR0145944 | mej+Zm.DnaK:1:1 | 0 | 18,33 | 15,84 1,00 1,00 |
| PCR0145922 | EXP-CI.Ubg1:1:10 | 98 | 4512 | 97,05 2,46 613 |
PMON14675 |
10 | EXP-Cl.Ubg1:1:16 | 93 | 73,97 | 140,55 4,04 887 |
pPMON14675 ’ |
| 1 EXP-ClL.Ubq1:1:17 | 97 | 6767 | 6382 | 369 | 403 |

Como se puede observar en la Tabla 24 anterior, las secuencias EXP EXP—
Cl.Ubg1:1:10 (SEQ ID NO: 98), EXP-Cl.Ubg1:1:16 (SEQ ID NO: 93) y EXP-
Cl.Ubqg1:1:17 (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 transgen 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-Cl.Ubqg1:1:23
(SEQ ID NO: 108). La expresion se comparo con los controles EXP-0s.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 expresion de
GUS/RLuc normalizada con respecto a expresion dirigida en EXP-0s.Act1:1:9 y EXP-
CaMV.355-enh+Ta.Lhcb1+0s.Act1:1:1 en los protoplastos de maiz.
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Tabla 25. Actividad promedio de GUS y luciferasa en las células protoplasticas

de hoja de trigo transformadas.

| e T T |

| |
| |
| |
| |

|

_ Plantilla | AmpliconID | SecuenciaEXP | NO: | GUS | RLuc
EXP—CaMV,355— | |
mej+Ta.Lhcb1+0s. | |

PMON65328 | PCRO145943 | Acti:t:t | 163 | 67459,13 | 11682,00

| PMON25455 | PCR0145842 | EXP-Os.Act1:19 | _119_% 5661833 | 16654,83 |
EXP— |

_pMON131962 | pMON131962 | Zm.UbqM1:1:11 | 149 | 5_38_62,_13_‘_10_31_&7_5_

_PMON132047 | pMON132047 | EXP-CL.Ubg1:1:23 | 108 | 38869,38 | 12279,00 |

Tabla 26. Relaciones de GUS/RLuc de expresion normalizada con respecto a
EXP-0Os.Act1:1:9 (SEQ ID NO: 179) y EXP-CaMV,35S—-mej+Ta.Lhch1+0s.Act1:1:1

| 1|_ | : GUS/RLuc
| | respecto de
| | | EXP-

| | | GUS/RLuc | CaMV,35S-

| | | respecto de | mej+Ta.Lhch

| | | EXP- | 1+OsActl:l:

_AmpliconID | Secuencia EXP_ | SEQIDNO: | Os.Actf:t:9 | 1

[EXP-CaMV,355- | | | I

| mej+Ta.Lhcb1+0s.Ac | ﬁ |
| PCRO145943 |11 163 | 1470 | 100 |
| PCRO145042 | EXP-OsActtit:9 | 179 | 100 [ 059 |
| PMON131962 | EXP-Zm.UbqMi:141 | 149 | 164 [ 090 |
| PMON132047 |EXP-ClUbq1:1:23 | 108 | 093 | 055

Como se puede observar en la Tabla 26 anterior, las secuencias EXP, EXP—
Zm.UbgM1:1:11 (SEQ ID NO: 149) y EXP-CIL.Ubg1:1:23 (SEQ ID NO: 108) pudieron
dirigir la expresion de GUS en los protoplastos de hoja de trigo. La expresion fue
similar a la del control, EXP-0Os.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).

W,

1o
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Ejemplo 5: Analisis de elementos regulatorios que dirigen GUS en los
protoplastos de cana de azucar usando amplicones del casete del transgén de
GUS.

Los protoplastos de hoja de cana de azucar 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 B-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 cana de azlcar derivadas de tejido de hojas se
transformaron usando un meétodo de transformacion a base de PEG, tal como se
describi6 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.Ubg1:1:6 (SEQ ID NO: 12), EXP-ANDge.Ubg1:1:11 (SEQ ID NO: 14),
EXP-ANDge.Ubg1:1:12 (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.Ubq1:1:12 (SEQ ID NO; 31),
EXP-CIL.Ubg1:1:10 (SEQ ID NO: 98), EXP-Cl.Ubg1:1:13 (SEQ ID NO: 114), EXP-
Cl.Ubq1:1:14 (SEQ ID NO: 115) y EXP-Cl.Ubqg1:1:15 (SEQ ID NO: 116) y presentado

en la siguiente Tabla 27, con aquel de promotores constitutivos conocidos.

Tabla 27. Amplicaciones de expresion en plantas de GUS y correspondiente

plantilla de amplicon de constructo de plasmido y secuencia EXP.

I = B S — T S e |
| | Plantillade | SEQ |
Amplicén ID | _amplicon | SecuenciaEXP | IDNO: |

PCRO145042 | pMON25455 | EXP-OsActiite | 179
| | EXP—-CaMV,355— | l
| PCRO145944 | pMON81552 | mej+Zm.DnaK:t:1 | 170 |
| PCRO145892 | pMON136264 | EXP-ANDge.Ubq1:1:7 | 5 |
| PCRO145815 | pMON136264 | EXP-ANDge.Ubq1:1:10 | 10|
 PCRO145893 | pMON136259 | EXP-ANDge.Ubqt:1:6 | 12 |
PCRO145817 | pMON136264 | EXP-ANDge.Ubqt:1:11 | 14 |
_PCRO0145819 | pMON136264 | EXP-ANDge.Ubq1:1:12 |16 |
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PCR0145897 | pMON136258 |
' PCR0145821 ‘>pMON136_2@__

86
| PCRO145896 | pMON136263 | EXP-ERIraUbqi:t:9 | 22 |
_PCRO145820 | pMON136263 | EXP-ERIra.Ubq1:1:10. ﬁ 25 _t

 EXP-ERIra.Ubq1:1:8 | 27

| EXP-ERIra.Ubqt:1:11 | 29
PCR0145822 | pMON136263 | EXP-ERIra.Ubg1:1:12

| PCRO145922 | pMON140889 | EXP-CLUbQ1:1:10

| PCRO145945 | pMON140889 | EXP-CLUbgi:1:43 | 114
PCRO145946 | pMON140889 | EXP-CLUbqt:1:14 | 115 |

| PCRO145947 | pMON140889 | EXP-CLUbG1:1:15 | 116 |

Los amplicones del casete de GUS control y plasmidos de luciferasa usados

para transformacion del protoplasto de la

cana de azUcar 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 y

luciferasa umbral, como se describié antes. La Tabla 28 lista la actividad promedio de

GUS y LUC observada en las las células protoplasticas de hoja transformadas de la

cana de azucar, y la Tabla 29 muestra

las relaciones de expresion de GUS/RLuc

normalizadas en protoplastos de hoja de cana de azlcar.

Tabla 28. Actividad promedio de GUS

de hoja de trigo transformadas.

n
EXP-CaMV,355—~ "
mej+Zm.DnakK:1:1 |

EXP-ANDge.Ubgi:17 |

e

| EXP-ANDge.Ubg1:1:10 |

y luciferasa en las células protoplasticas

I D L

i. SEQ | | | |

. Secuencia EXP | IDNO: | GUS | RLuc | FLuc |

_SecuenciaEXP_ | ID| . Riuc | Fluc

EXP-OsActi::9 | 179 | 6667,5 | 30245 | 1129,25 |
|

|
e 2 | 20195

|
5 | 15225 |4618,25| 177575 |

10 [172753| 4333 | 1678

170 | 148728 | 5171

EXP-ANDge.Ubqt:1:6 | 12 | 17236 |563325| 2240 |
|EXP-ANDge.Ubq1:1:11 | 14 | 22487,8 | 6898,25| 2878 |
EXP-ANDge.Ubqt:1:12 | 16 22145@@2@3@' 2676,5 |
EXP-ERIaUbql:0 | 22 | 167965 7759,75| 3179 |
EXP-ERIra.Ubqt:1:10 | 25 | 16267.5 | 563275 | 2436,75 |
(EXP-ERIraUbqi:18 | 27 | 25351 | 90195 | 43135 |
(EXP-ERIraUbqi:t:11 | 20 166523 |3672,25| 1534 |
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SEQ

Secuencia EXP IDNO: | GUS | RLuc FLuc |
EXP-ERIra.Ubqg1:1:12 31 12654,5 | 3256,75 | 1261,5
EXP-CIL.Ubg1:1:10 98 22383,8 | 7097,5 | 3109,25
EXP-Cl.Ubqg1:1:13 114 | 14532,3 | 2786,5 | 1198,25
EXP-Cl.Ubg1:1:14 1156 | 192445 | 3455,25 | 1475
EXP-CI.Ubqg1:1:15 116 | 6676,5 | 3870,25 | 1497,75 |

respecto a

(SEQ

ID NO:

179)

Tabla 29. Relaciones de GUS/RLuc y GUS/FLuc de expresion normalizada con
EXP-Os.Act1:1:9

y EXP-CaMV,35S-

| GUSIRL ]
uc
respecto GUS/FLuc
GUS/RLu | GUS/FLu | de EXP- | respecto
c c CaMV,35 | de EXP-
respecto | respecto S- CaMV,35S
SEQ | de EXP- | de EXP- | mej+Zm. -
ID | Os.Act1:1 | Os.Act1:1 | DnaK:1: mej+Zm.D
Secuencia EXP | NO: 8 39 1 naK:1:1 |
EXP-0s.Act1:1:9 | 179 1,00 1,00 0,77 0,80 |
EXP-CaMV,35S—
mej+Zm.DnakK:1:1 170 1,30 1,25 1,00 1,00
EXP-ANDge.Ubq1:1:7 5 1,50 1,45 1,15 1,16 |
_EXP-ANDge.Ubq1:1:10_ 10 | 181 | 1,74 1,39 140 |
EXP-ANDge.Ubq1:1:6 12 | 1,39 1,30 | 1,06 1,04 |
EXP-ANDge.Ubqg1:1:11 14 | 1,48 1,32 1,43 1,06
EXP-ANDge.Ubq1:1:12 16 1,61 1,40 1,23 | 112 |
EXP-ERIra.Ubq1:1:9 22 0,98 0,89 o7 | 072
EXP-ERIra.Ubq1:1:10 25 1,31 1,13 1,00 | 091
EXP-ERIra.Ubg1:1:8 27 1,27 1,00 0,98 0,80
EXP-ERIra.Ubqg1:1:11 29 2,06 1,84 1,58 1,47
EXP-ERIra.Ubg1:1:12 31 1,78 1,70 1,35 1,36
EXP-Cl.Ubqg1:1:10 98 1,43 2R | 30 0,98
EXP-Cl.Ubg1:1:13 114 2,37 2,05 G - .
EXP-CIl.Ubq1:1:14 | 115 2,53 2,21 1,94 1,77
EXP-ClL.Ubg1:1:15 | 116 0,78 0,75 0,60 061
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Como puede verse en la Tabla 29 anterior, las secuencias EXP EXP-
ANDge.Ubq1:1:7 (SEQ ID NO: 5), EXP-ANDge.Ubg1:1:10 (SEQ ID NO: 10), EXP-
ANDge.Ubg1:1:6 (SEQ ID NO: 12), EXP-ANDge.Ubq1:1:11 (SEQ ID NO: 14), EXP-
ANDge.Ubg1:1:12 (SEQ ID NO: 16), EXP-ERIra.Ubg1:1:9 (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: 29), EXP-ERIra.Ubqg1:1:12 (SEQ ID NO: 31), EXP-
Cl.Ubg1:1:10 (SEQ ID NO: 98), EXP-Cl.Ubgi1:1:13 (SEQ ID NO: 114), EXP-
Cl.Ubg1:1:14 (SEQ ID NO: 115) y EXP-CIL.Ubg1:1:15 (SEQ ID NO: 116) eran todas
capaces de mover la expresion transgénica en protoplastos de cana de azucar. Las
secuencias EXP, EXP-ANDge.Ubg1:1:7 (SEQ ID NO: 5), EXP-ANDge.Ubq1:1:10
(SEQ ID NO: 10), EXP-ANDge.Ubg1:1:6 (SEQ ID NO: 12), EXP-ANDge.Ubqg1:1:11
(SEQ ID NO: 14), EXP-ANDge.Ubq1:1:12 (SEQ ID NO: 16), EXP-ERIra.Ubq1:1:10
(SEQ ID NO: 25), EXP-ERIra.Ubq1:1:8 (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-ClLUbg1:1:14 (SEQ ID NO: 115) expresaron GUS mas que EXP-
CaMV,355-mej+Zm.DnaK: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:

)
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.Ubg1:1:5 (SEQ ID NO: 117),
EXP-SETit.Ubqg1:1:7 (SEQ ID NO: 123), EXP-SETit.Ubg1:1:6 (SEQ ID NO: 124),
EXP-Sb.Ubg4:1:2 (SEQ ID NO: 151) y EXP-Sb.Ubg6:1:2 (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 transformacion binaria de
planta usando métodos conocidos en la técnica. Los vectores de expresion de planta
resultantes contenian una region del limite derecho de A. tumefaciens, una secuencia
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' T-AGRtu.nos-1:1:13 y una region del limite izquierdo de A. tumefaciens (B—

AGRtu.limite izquierdo). Los constructos de plasmido resultantes se usaron para
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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 compatrar los niveles
de expresion de CP4 relativos dirigida por estas secuencias EXP con la expresién de
CP4 dirigida por elementos de expresion constitutivos conocidos. También se usaron
otros dos plasmidos (pPMON19437 y pMONB3934) 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
transformacion 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
millén (ppm) se muestra en la siguiente Tabla 30.

Tabla 30. Expresion de proteina CP4 promedio en protoplastos de hoja de maiz.

[ =S e R .
|SEQ| cP4 | cP4 |
ID | medio | STDEV |
__Plasmido | SecuenciaEXP | NO: | ppm | ppm
WmoaBN . awosEl o . L 0 . B
| PMON30O98  |GFP | | o0 | o |
| EXP-CaMV,35S- 1 | | |
pMON42410 | mejsTa.Lhcb1+Os.Acttzt:t | 163 | 341 | 156 |
PMON3O167 | EXP-OsActi:tt | 164 | 404 | 116
PMON129203 | EXP-Sv.Ubqt:1:7 | 128 | 452 | 62 |
pMON129204 | EXP-Sv.Ubq1t:8 | 132 | 1019 | 138
PMON129205 | EXP-Sv.Ubgt:t9 183 | 711 | 87 |

| pMON129210 | EXP-ZmUbami:t6 | 137 | 1371 | 148
PMON120211 | EXP-ZmUbaMi::8 | 145 | 1365 | 123 |

| pMON129212 | EXP-Zm.UbqM1:1:7
| PMON129200 | EXP-SETitUbq1:1:5

[ oar02 | oiea
S R T N BT

i

A

f
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SEQ CP4 CP4

ID medio | STDEV

Plasmido Secuencia EXP NO: ppm | ppm
pMON129201 | EXP-SETit.Ubg1:1:7 123 1051, 84 |
pMON129202 | EXP-SETit.Ubg1:1:6 | 124 124,9 33,7 |
pMON129219 | EXP-Sb.Ubg4:1:2 151 14,3 1 ;
PMON129218 | EXP-Sb.Ubgs:1:2 153 | 757 89 |

Como se ve en la Tabla 30, EXP-Sv.Ubg1:1:7 (SEQ ID NO: 128), EXP-
Sv.Ubg1:1:8 (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.UbgM1:1:7 (SEQ ID NO: 141), EXP-SETit.Ubg1:1:5 (SEQ ID NQ: 117), EXP-
SETit.Ubg1:1:7 (SEQ ID NO: 123), EXP-SETit.Ubg1:1:6 (SEQ ID NO: 124) y EXP-
Sb.Ubg6:1:2 (SEQ ID NO: 153) llevaron la expresion del transgen CP4 a niveles
cercanos o mayores que los niveles de expresion de CP4 llevados por EXP-
CaMV,355-mej+Ta.Lhcb1+0s.Act1:1:1 y EXP-0Os.Act1:1:1. La secuencia EXP, EXP-
Sb.Ubq4:1:2 (SEQ ID NO: 151) demostré la capacidad de dirigir la expresion 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
transformadas en forma estable con constructos de plasmido descriptos anteriormente,
por ejemplo, plantas de las generaciones de progenie Ry, Ry o Fy o posterior.
Asimismo, se puede estudiar la expresion de otros constructos de plasmido. Por
ejemplo, pMON141619, comprende la secuencia EXP EXP-ANDge.Ubg1:1:8,
mientras que pMON142862 esta compuesta de la secuencia EXP EXP-
ERIra.Ubqg1:1:8. 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.Ubg1:1:8 (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.Ubg1:1:12 (SEQ ID NO: 16), EXP-ERIra.Ubg1:1:9 (SEQ ID NO: 22)
EXP-ERIra.Ubg1:1:10 (SEQ ID NO: 25), EXP-ERIra.Ubqg1:1:8 (SEQ ID NO: 27),
EXP-ERIra.Ubqg1:1:11 (SEQ ID NO: 29), EXP-ERIra.Ubqg1:1:12 (SEQ ID NO: 31),
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EXP-CI.Ubg1:1:10 (SEQ ID NO: 98), EXP-CLUbqg1:1:13 (SEQ ID NO: 114), EXP-
Cl.Ubg1:1:14 (SEQ ID NO: 115), EXP-Cl.Ubg1:1:15 (SEQ ID NO: 116), EXP-
ClLUbqg1:1:16 (SEQ ID NO: 93) y EXP-Cl.Ubqg1:1:17 (SEQ ID NO: 97) de llevar la
expresion del gen de tolerancia a glifosato CP4 en protoplastos de maiz. 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 amplicon 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 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 maiz se transformaron usando un metodo de
transformacién 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 compuestos por las secuencias EXP EXP-ANDge.Ubg1:1:7 (SEQ ID NO:
5), EXP-ANDge.Ubg1:1:8 (SEQ ID NO: 8), EXP-ANDge.Ubq1:1:10 (SEQ ID NO: 10),
EXP-ANDge.Ubqg1:1:6 (SEQ ID NO: 12), EXP-ANDge.Ubg1:1:11 (SEQ ID NO: 14),
EXP-ANDge.Ubg1:1:12 (SEQ ID NO: 16), EXP-ERIra.Ubg1:1:9 (SEQ ID NO: 22),
EXP-ERIra.Ubg1:1:10 (SEQ ID NO: 25), EXP-ERIra.Ubqg1:1:8 (SEQ ID NO: 27),
EXP-ERIra.Ubqg1:1:11 (SEQ ID NO: 29), EXP-ERIra.Ubq1:1:12 (SEQ ID NO: 31),
EXP-CI.Ubqg1:1:10 (SEQ ID NO: 98), EXP-ClLUbqg1:1:13 (SEQ ID NO: 114), EXP-
Cl.Ubg1:1:14 (SEQ ID NO: 115) y EXP-CI.Ubq1:1:15 (SEQ ID NO: 116) se ensayaron
en protoplastos de hojas de maiz transformados y se compararon con los niveles de
expresion de CP4 llevados por los controles constitutivos, EXP-CaMV,35S-
mej+Zm.DnaK:1:1 (SEQ ID NO: 170) y EXP-0Os.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.
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Tabla 31. Expresion de proteina promedio de CP4 en protoplastos de hojas de

maiz.
o '_#i____—l—___" - 3 T [ 0
| | I CP4 } CP4
| | ng/mg de | ng/mg de |
: gl proteina | proteina
Plantil-la‘de Amplico | _ SEQID | total total
__amplicon | nID |  SecuenciaEXP | NO: | promedio | STDEV |
- _ dmoADN | | 00 | 00 |
'PMON30098 | | GFP(contolnegatvo) | | 00 | 00
| "EXP—-CaMV,355— = '
_ PMON19469 | PCR24 _I_m§i+_2_m-2r%1L_ _ 170 | 6055 | 276 4'
| PMON30167 | PCR25 | EXP-Os.Act1:1:1 | 164 | 506 | 142 |
_PMON140896 | PCR41 | EXP-ANDge.Ubq1:1:7 | 5 | 4590 | 609
pPMON140917 | PCR42 | EXP-ANDge.Ubqi:1:8 | 8 | 2582 | 384
pMON140897 | PCR43 | EXP-ANDge.Ubqt:1:10 | 10 | 3248 | 216
| PMON140898 | PCR44 | EXP-ANDge.Ubq1:1:6 | 12 | 3949 | 664
PMON140899 | PCR4S | EXP-ANDge.Ubqt::11 | 14 | 5087 | 896 |
| PMON140900 | PCR46 | EXP-ANDge.Ubqi:1:12 | 16 | 3203 | 145 |
PMON140904 | PCR50 | EXP—-ERIraUbqt:1:9 | 22 | 1486 | 244 |
 PMON140905 | PCRs1 | EXP-ERIraUbq1:1:10 | 25 | 2158 | 226 |
pMON140906 PCRS&_{EX_P—_E_R_I@._U_@& | 27 | 3766 _|__44,_1__:
PMON140907 | PCRS3 | EXP-ERira.lbqt:tit1 | 20 | 4509 | 1047 |
 pMON140908 | PCR54 | EXP-ERIra.Ubqi:1:12 | 31 | 2216 | 159 |
PMON140913 | PCR19 |EXP-ClUbq1:1:10 | 98 | 2878 | 509 |
| PMON140914 | PCR20 | EXP-CLUbq1:1:13 | 114 | 5858 | 479 |
| PMON140915 | PCR21 | EXP-CLUbQ1:1:14 | 115 | 6575 | _7@6__1'
| PMON140916 | PCR22 | EXP-ClUbqi:1:15 | 116 | 332 | 95 |
Como se puede ver en la anterior Tabla 31, las secuencias EXP EXP-
ANDge.Ubq1:1:7 (SEQ ID NO: 5), EXP-ANDge.Ubq1:1:8 (SEQ ID NO: 8), EXP-
ANDge.Ubg1:1:10 (SEQ ID NO: 10), EXP-ANDge.Ubg1:1:6 (SEQ ID NO: 12), EXP-
ANDge.Ubg1:1:11 (SEQ ID NO: 14), EXP-ANDge.Ubg1:1:12 (SEQ ID NO: 16), EXP-
ERIra.Ubq1:1:9 (SEQ ID NO: 22), EXP-ERIra.Ubg1:1:10 (SEQ ID NO: 25), EXP-
ERIra.Ubqg1:1:8 (SEQ ID NO: 27), EXP—ERIra.qu1:1:11 (SEQ ID NQO: 29), EXP-
ERlra.Ubg1:1:12 (SEQ ID NO: 31), EXP-Cl.Ubqg1:1:10 (SEQ ID NO: 98), EXP-
Cl.Ubqg1:1:13 (SEQ ID NO: 114), EXP-ClLUbg1:1:14 (SEQ ID NO: 115) y EXP-
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Cl.Ubq1:1:15 (SEQ ID NO: 116) eran capaces de llevar la expresion de CP4. Todas
las secuencias EXP con la excepcién de una EXP-Cl.Ubqg1:1:15 (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.355-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-Cl.Ubqg1:1:17 (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-Os.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.
l CP4de | CP4de |
hoja de hoja de
maiz maiz
mg/protein mag/
| SEQ a total_ protein
Plantilla de o | ‘Promadio ;‘t;‘ga‘ |
amplicon Amplicon ID Secuencia EXP NO: ev_
 pPMON30167 | PCR25 | EXP-Os.Acti:1:1 | 164 122 | 169 |
pMON 14091 |
3 PCR19 EXP-CL.Ubg1:1:10 | 98 3075 | 2421
pMON14274 | pMON14274 i
K: 8 _ EXP-Cl.Ubg1:1:16 93 24595 | 30,14 |
pMON14274 | pMON14274
9 9 | EXP-CLUbq1:1:17 | 97 | 302,85 5580 |

Como se puede observar en la Tabla 32 anterior, las secuencias EXP EXP-

Cl.Ubq1:1:10 (SEQ ID NO: 98), EXP-CLUbq1:1:16 (SEQ ID NO: 93) y EXP-
Cl.Ubg1:1:17 (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-0s.Act1:1:1 (SEQ ID NO: 164).

A

|
o

1
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Ejemplo 8: Analisis de elementos regulatorios que dirigen CP4 en protoplastos
de trigo.

Este ejemplo ilustra la capacidad de EXP-Sv.Ubqg1:1:7 (SEQ ID NO: 128),
EXP-Sv.Ubq1:1:8 (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.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-8b.Ubg6:1:2 (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-0s.Act1+CaMV.35S.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 region 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 hasado en PEG que se describié en los ejemplos previos con la
excepcion se usaron 1,5 X 10° células protoplasticas por ensayo. Los ensayos de
expresion del transgén de luciferasa y CP4 se realizaron como se describié antes en el
Ejemplo 6. Los niveles de expresion de CP4 promedio determinados por ELISA de

CP4 se presentan en la siguiente Tabla 34.

2
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Tabla 34. Expresion de proteina de CP4 promedio en células protoplasticas de

hoja de trigo.
CP4 CP4
prom STDEV
Plasmido Secuencia EXP SEQIDNO: | ppm | ppm
No ADN No ADN 0 o
pMON30098 GFP 0 g
EXP-0s.Act1+CaMV,35S,2xA1-
pMON43647 B3+0s.Acti:1:1 172 656,2 1245 |
EXP-CaMV,355-
pMON42410 mej+Ta.Lheb1+0s.Act1:1:1 163 438,3 788 |
pMON30167 EXP-Os.Act1:1:1 164 583 107,4 |
| PMON129203 | EXP-Sv.Ubq1:1:7 128 156,9 25,1
pMON129204 | EXP-Sv.Ubq1:1:8 132 39,5 7
pMON129205 | EXP-Sv.Ubg1:1:9 133 154.,5 56,5
pMON129210 | EXP-Zm.UbgM1:1:6 I 87 1500 0 |
pMON129211 | EXP-Zm.UbgM1:1:8 145 1997 64,9
pMON129212 | EXP-Zm.UbgM1:1:7 141 234,6 66,9
| pPMON129200 | EXP-SETit.Ubg1:1:5 i 7257 | 1497 |
| pPMON129201 | EXP-SETit.Ubqgl:1:7 123 64,9 14,5 |
pMON129202 | EXP-SETit.Ubq1:1:6 124 122,9 48,7 |
| PMON129219 | EXP-Sb.Ubg4:1:2 151 M8t | 328 |

La cantidad total de expresion de CP4 en protoplastos de trigo dirigida por las

secuencias EXP y la secuencia EXP constitutiva conocida EXP-CaMV.355-

enh+Ta.Lhcb1+0s.Act1:1:1 demostrd diferentes niveles de expresion de CP4 en

protoplastos de trigo cuando se comparé con los protoplastos de maiz.

Varias secuencias EXP dirigieron la expresion de CP4 en niveles mas bajos en

protoplastos de

trigo las secuencias EXP

Os.Act1+CaMV.35S.2xA1-B3+0s.Act1:1:1
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

constitutivas

y

conocidas

EXP-

EXP-CaMV.355-

conocidas en este ensayo. EXP-Zm.UbgM1:1:2 dirigi6 la expresion de CP4 en el nivel

mas alto, con niveles de expresion que son 2,2 a 3,4 veces mas altos que EXP-
Os.Act1+CaMV.35S5.2xA1-B3+0s.Act1:1:1

y

EXP-CaMV.355-
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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 transgén de CP4.

Este ejemplo ilustra la capacidad de EXP-ANDge.Ubq1:1:7 (SEQ ID NO: 5),
EXP-ANDge.Ubg1:1:8 (SEQ ID NO: 8), EXP-ANDge.Ubqg1:1:10 (SEQ ID NO:
EXP-ANDge.Ubq1:1:6 (SEQ ID NO: 12), EXP-ANDge.Ubg1:1:11 (SEQ ID NO: 1
EXP-ANDge.Ubqg1:1:12 (SEQ ID NO: 16), EXP-ERIra.Ubg1:1:9 (SEQ ID NO: 22),
EXP-ERIra.Ubq1:1:10 (SEQ ID NO: 25), EXP-ERIra.Ubg1:1:8 (SEQ ID NO: 27),
EXP-ERIra.Ubg1:1:11 (SEQ ID NO: 29), EXP-ERIra.Ubqg1:1:12 (SEQ ID NO: 31),
EXP-ClLUbq1:1:10 (SEQ ID NO: 98), EXP-Cl.Ubg1:1:13 (SEQ ID NO: 114), EXP-
Cl.Ubg1:1:14 (SEQ ID NO: 115), EXP-Cl.Ubg1:1:15 (SEQ ID NO: 116), EXP-
Cl.Ubg1:1:16 (SEQ ID NO: 93) y EXP-CI.Ubg1:1:17 (SEQ ID NO: 97) de dirigir la

expresion del gen de tolerancia a glifosato CP4 en protoplastos de trigo. Estas

.
~ O

RN

)
)
).
)
)

secuencias EXP se clonaron en constructos de plasmido para transformacion binaria
en plantas. Los vectores de expresion de planta resultanies se usaron como moldes
de amplificacion para producir un amplicon 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 RE39247), unida
operativamente 5" a la UTR 3' de T-AGRtu.nos-1:1:13 y una regioén del limite
izquierdo de A. tumefaciens. Los amplicones resultantes se usaron para transformar
celulas de protoplastos de hoja de maiz.

Los protoplastos de hoja de trigo se transformaron usando un meétodo de
transformacion basado en PEG, como se describié 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 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.Ubq1:1:8 (SEQ ID NO: 8), EXP-ANDge.Ubq1:1:10 (SEQ ID NO: 10),
EXP-ANDge.Ubg1:1:6 (SEQ ID NO: 12), EXP-ANDge.Ubg1:1:11 (SEQ ID NO: 14),
EXP-ANDge.Ubg1:1:12 (SEQ ID NO: 16), EXP-ERIra.Ubg1:1:9 (SEQ ID NO: 22),
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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.Ubg1:1:12 (SEQ ID NO: 31),
EXP-CL.Ubg1:1:10 (SEQ ID NO: 98), EXP-CI.Ubqg1:1:13 (SEQ ID NO: 114), EXP-
Cl.Ubg1:1:14 (SEQ ID NO: 115) y EXP-CIl.Ubg1:1:15 (SEQ ID NO: 116) 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,355-

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 expresado como parte por millon

(ppm) se muestra en las siguientes Tablas 35.

Tabla 35. Expresion de proteina promedio CP4 en protoplastos de hojas de trigo.

CP4

—

ng/mg de |

proteina

total

STDEV |

. e | | RS S e |
| | | | cpa |
‘ | ng/mg de ‘
‘ " proteina
Plantilla de Amplicon | SEQID ‘ total
|_amplicon | ID | Secuencia EXP NO: L_prgme_(_iiog,r
- SR - . W WS .
‘ \ GFP (control ‘
_ PMON30098 ‘negativo) | | 000 il
I ! EXP—CaMV,355- — B
pPMON19469 | PCR24 _*mgﬂgnDnMQt1 170 | 76,11
_PMON30167 | PCR25 | EXP-OsActt:f:l | 164 | 383 | |
| EXP- .
PMON140896 | PCR41 | ANDge.Ubq1:1:7 5 103,46
[ e.Ubglil:7 | 05 N
EXP-
pMON140917 | PCR42 | ANDge.Ubq1:1:8 | 8 | 6148
EXP-
pMON140897 | PCR43 | ANDgeUbgi:1:10 | 10 | 6265
EXP-
PMON140898 | PCR44 | ANDge.Ubg1:1:6 12 | 4874
EXP—
 PMON140899 | PCR45 | ANDge.Ubg1:1:11 | 14 | 5491
EXP-—
| pMON140900 | PCR46 | ANDge.Ubgqi:1:12 | 16 | 4281 | 597 |
EXP-
PMON140904 | PCRS0 | ERIra.Ubq1:1:9. | 22 | 31,26 |
EXP- |
‘_PMQ’MOEQ? |PORSt | ERiraUbgiito | 25 | 4982 |
| EXP- i '\
PMON140906 | PCR52 | ERIraUbqt:t:8 | 27 | 3743




Cudilg

98
l | EXP— 1 | 1 |
 pMON140907 | PCRS3 | ERIrabqt:f:ti | 29 | 2747 | 096

EXP- 1

___p_M(_)_NﬂOQ_OB___‘ PCR54 ERIra.Ubgi:1:12 | 31 | 1741 | 413
PMON140915_|PCA1S | EXP-ClUbgt:1:10 | 98 | 6666 | 1345
_PMON140914 | PCR20 | EXP-CLUbqt:1:13 | 114 | 7942 | 10,74
PMON140915 | PCR21 | EXP-ClUbgt:1:14 | 115 | 7558 | g2 |
| PMON140916 | PCR22 | EXP-ClUbqt:1:15 | 116 | 000 | 000 |

Tal como se puede ver en la Tabla 31 anterior, 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), 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—
ERIra.Ubg1:1:9 (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.Ubqg1:1:12 (SEQ ID NO: 31), EXP-ClL.Ubg1:1:10 (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.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-CIl.Ubg1:1:15 (SEQ ID NO: 116)
dirigieron niveles de expresion de CP4 a un nivel mucho mayor que el control
constitutivo, EXP-0Os.Act1:1:1 (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, 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-Cl.Ubg1:1:17 (SEQ ID NO: 97) se
analizaron en los protoplastos de hoja de trigo 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 millon (ppm) se muestran en las siguientes Tablas 32.
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Tabla 36. Expresion promedio de la proteina CP4 en protoplastos de hoja de

trigo.
I [ T [ cPadde | CPade
hojas hojas
’ \ de maiz = de maiz
mgl/de mg/de
, SEQ ! proteina | proteina
Plantilla de ! \ ID total total

amplicén Amplicon ID | Secuencia EXP | NO: prom | StdDev
pMON30167 | PCR25 %EXP—OS.ACH:‘H 164 | 1584 | 2,12
| pPMON140913 | PCR19 EXP-Cl.Ubg1:1:10 | 98 | 736,32 | 79,56 |
PMON142748 | pMON142748 | EXP-Cl.Ubq1:1:16 | 93 | 59372 | 80,22 |
PMON142749 | pMON142749 | EXP-ClLUbq1:1:17 | 97 | 76395 | 86.94

Tal como se puede ver en la Tabla 36 anterior, las secuencias EXP EXP-
Cl.Ubg1:1:10 (SEQ ID NO: 98), EXP-Cl.Ubg1:1:16 (SEQ ID NO: 93) y EXP-
Cl.Ubq1:1:17 (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-0Os.Act1:1:1 (SEQ ID NO: 164).

Ejemplo 10: Analisis de elementos de regulacion que dirigen CP4 en

protoplastos de cafa de azucar.

Este ejemplo ilustra la capacidad de EXP-Sv.Ubq1:1:7 (SEQ ID NO:
128), EXP-Sv.Ubg1:1:8 (SEQ ID NO: 132), EXP-Sv.Ubq1:1:9 (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.Ubg1:1:5 (SEQ ID NO: 117),
EXP-SETit.Ubq1:1:7 (SEQ ID NO: 123), EXP-SETit.Ubq1:1:6 (SEQ ID NO: 124),
EXP-Sb.Ubg4:1:2 (SEQ ID NO: 151), EXP-Sb.Ubg6:1:2 (SEQ ID NO: 153) y EXP-
Cl.Ubg1:1:10 (SEQ ID NO: 98) para dirigir la expresion de CP4 en protoplastos de
hojas de cana de azucar. Las secuencias EXP se clonaron en constructos de plasmido
para transformacion binaria en plantas. 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 na 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 regién
del limite izquierdo de A. tumefaciens (B-AGRtu.left border). Los constructos de

’i’| {'l

/
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plasmido resultantes se usaron para transformar células de protoplastos de hoja de
cana de azucar usando el método de transformacion con PEG.

Los constructos de plasmido pMON129203, pMON12904, pMON12905,
pMON129210, pMON129211, pMON129212, pMON129200, pMON129201,
pMON129202, pMON129219, y pMON129218 son como se describieron en la Tabla
12 anterior.

Se construyeron tres plasmidos de control (pMON30167 descripto
anteriormente; pMON130803 que también comprende EXP-0s.Act1:1:1 (SEQ ID NO:
164); y pMON132804 que comprende EXP-P-CaMV.35S-enh-1:1:13/L-CaMV.355-
1:1:2/1-Os.Act1-1:1:19 (SEQ ID NO: 139), con elementos regulatorios constitutivos
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 cana de azucar se transformaron usando un
meétodo 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. Expresion de proteina de CP4 promedio en células protoplasticas de

hoja de la cana de azucar.

| _ | | Experimento 1 '_ ExperimentoZ#
CP4
‘ | SEQ CP4 CP4 ‘ CP4 | STDE
Constructo de ID prom | STDEV | prom vV |
~_ plasmido Secuencia EXP INO: ppm ppm '_ppm_ ‘_ppm_
| EXP-P-CaMV, 35S~ ‘
enh-1:1:13/L— | | |
CaMV,355-1:1:2/I- |
PMON132804 | Os.Acti—1:1:19 173 | 557,97 | 194,05 | 28363 | 958
PMON30167 | EXP-Os.Act1:1:1 164 | 5715 | 2099 | 1836 | 5&?
pPMON130803 | EXP-Os.Act1:1:1 164 | 3426 | 161 | 1657 | 371 |
o [
PMON129203 | EXP-Sv.Ubq1:1:7 128 | 892 | 3246 | 56,86 | 955 |
 PMON129204 | EXP-Sv.Ubqi:1:8 132 | 872 | 4587 | 9846 wa'ﬁ‘
pMON129205 | EXP-Sv.Ubg1:1:9 133 | 26357 | 70,14 | 72,53 | 9,25 |
| PMON129210 | EXP-Zm.UbgM1:1:6 __jsz__3§gp§_+_%116__Jggg1F_gn7_‘
PMON129211 | EXP-Zm.UbgM1:1:8 | 145 | 748,18 | 151 | 411,24 | 17,12
| pPMON129212 | EXP-Zm.UbqM1:1:7 | 141 | 454,88 | 7577 |21aqgj 23,22 |
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| PMON129200 | EXP-SETitUbq1:1:5 | 117 | 150,74 | 63,21 | 91,71 | 41,35
PMON129201 | EXP-SETitUbq1:1:7 | 123 | 119,57 | 581 | 102,72 | 31,12
pMON129202 | EXP-SETitUbqi:1:6 | 124 | 4379 | 2577 | 97,63 | 46,07
 PMON129219 | EXP-Sb.Ubg4:1:2 | 151 | 9563 | 38,69 A
pMON129218 | EXP-Sb.Ubg6:1:2 | 153 | 343,34 | 119,2 | 179,75 | 51,16 |
PMON129221 | EXP-CL.Ubg1:1:10 | 98 | 374,8 | 20528 | 258,93 | 38,03 |

Como se puede observar en la Tabla 37 above, las secuencias EXP
demostraron la capacidad de dirigir la expresion de CP4 en los protoplastos de cana
de azucar. Los niveles de expresion fueron similares o mayores que los de la
expresion de CP4 dirigida por EXP-0s.Act1:1:1 (SEQ ID NO: 164). Una secuencia
EXP, EXP-Zm.UbgM1:1:8 (SEQ ID NO: 145), demostrdé mayores niveles de expresion
cuando se compararon con EXP-P-CaMV.35S-enh-1:1:13/L-CaMV.355-1:1:2/I-
Os.Act1-1:1:19 (SEQ ID NO: 139) en los protoplastos de cana de azucar.

Ejemplo 11: Analisis de elementos regulatorios que dirigen CP4 en los
protoplastos de cafna de azticar usando amplicones del casete del transgén de
CP4.

Este ejemplo ilustra la capacidad de EXP-ANDge.Ubqg1:1:7 (SEQ ID NO: 5),
EXP-ANDge.Ubqg1:1:8 (SEQ ID NO: 8), EXP-ANDge.Ubg1:1:10 (SEQ ID NO: 10),
EXP—ANDge.Ubg1:1:6 (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.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-CI.Ubg1:1:10 (SEQ ID NO: 98), EXP-ClL.Ubg1:1:13 (SEQ ID NO: 114), EXP-
Cl.Ubg1:1:14 (SEQ ID NO: 115) y EXP-CI.Ubq1:1:15 (SEQ ID NO: 116) de dirigir la
expresion del gen de tolerancia a glifosato CP4 en protoplastos de cana de azucar.
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 amplicon 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 RE39247), unida
operativamente 5° la UTR 3' de T-AGRtu.nos—-1:1:13 y una region del limite izquierdo
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de A. tumefaciens. Los amplicones resultantes se usaron para transformar células de
protoplastos de hoja de cana de azucar.

Los protoplastos de hoja de cana de azucar se transformaron usando un
meétodo de transformacién basado en PEG, como se describio en el Ejemplo 2
anterior. Las mediciones de CP4 se realizaron usando un ensayo basado en ELISA.

La expresion de CP4 dirigida por amplicones compuestos por las secuencias
EXP 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.Ubg1:1:6 (SEQ ID NO: 12),
EXP-ANDge.Ubg1:1:11 (SEQ ID NO: 14), EXP-ANDge.Ubq1:1:12 (SEQ ID NO: 16),
EXP-ERIra.Ubg1:1:9 (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.Ubq1:1:12 (SEQ ID NO: 31), EXP-CI.Ubqg1:1:10 (SEQ ID NO: 98), EXP-
Cl.Ubqg1:1:13 (SEQ ID NO: 114), EXP-Cl.Ubg1:1:14 (SEQ ID NO: 115) y EXP-
Cl.Ubg1:1:15 (SEQ ID NO: 116) se ensayaron en protoplastos transformados de hojas
de trigo y se compararon con niveles de expresion de CP4 dirigidos por controles
constitutivos, EXP-CaMV,355-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.

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

cafna de azucar.

S T___‘___ B e e S
| ' | 1 | cPp4 | cPa
l l | ng/mg de | ngimg de |
| i l proteina | proteina ‘
Plantilla de Amplicon I SEQID total total ‘
__amplicon | D | SecuenciaEXP | NO: | promedio | STDEV_
EXP-CaMV,35S5- | |
PMON1S469 | PCR24 | mejizmDnakitst | 170 | 986 | 72
| pMON30167 | PCR25 | EXP-OsActt:t:t | 164 | 00 | 00
MON140896 | PCR41 | EXP-ANDgeUbg!:t7 | 5 | 21,9 |83 |
LPMQM@QJL PCR42 | EXP-ANDge.Ubq1:1:8 - 8 ll 154 [ 19
' EXP-
MON140897 | PCR43 | ANDgo.Ubgi:1:10 | 10 _ | 207 _:__ 22 |
MON140898 |PCR44 _ EXP-ANDgeUbqi::6 | 12 | 218 | 28 |
| PMON140899 |PCR45 |EXP- | 14 | 39 | 72 |
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| | ANDge.Ubq1:1:11
B | EXP- R
| pMON140900 | PCR46 | ANDge.Ubq1:1:12 16 51,7 56 |
pMON140904 | PCRS0 | EXP-ERIra.Ubqi:1:9 | 22 | 103 | 11 |
PMON140905 | PCRS1 | EXP-ERIra.Ubq1:1:10 | 25 253 | 47
PMON140906 | PCR52 | EXP—ERIra.Ubg1:1:8 27 29,9 46 |
pMON140907 | PCR53 | EXP-ERIraUbqi:1:11 | 29 | 440 | 71 |
PMON140008 | PCRS4 | EXP-ERIraUbgt:f:12 | 31 370 | 54
PMON140913 | PCR19 | EXP-CLUbq1:1:10 | 98 19,2 8 |
| pMON140914 | PCR20 | EXP-CL.Ubg1:1:13 114 205 | 21 |
| pMON140915 | PCR21 | EXP-CLUbq1:1:14 115 23,2 16 |
| pMON140916 | PCR22 | EXP-CLUbq1:1:15 | 116 | 00 | 00

las secuencias EXP EXP-
ANDge.Ubq1:1:7 (SEQ ID NO: 5), EXP-ANDge.Ubqg1:1:8 (SEQ ID NO: 8), EXP-
ANDge.Ubqg1:1:10 (SEQ ID NO: 10), EXP-ANDge.Ubqg1:1:6 (SEQ ID NO: 12), EXP-
ANDge.Ubg1:1:11 (SEQ ID NO: 14), EXP-ANDge.Ubq1:1:12 (SEQ ID NO: 16), EXP-
ERIra.Ubg1:1:9 (SEQ ID NO: 22), EXP-ERIra.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.Ubg1:1:12 (SEQ ID NO: 31), EXP-CIl.Ubg1:1:10 (SEQ ID NO: 98), EXP-
Cl.Ubqg1:1:13 (SEQ ID NO: 114) y EXP-CI.Ubqg1:1:14 (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 CP4 en este ensayo.

Tal como se ve en la Tabla 38 anterior,

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 B-
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 vectores 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)
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que posee el intron 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.

Tabla 39. Plasmidos para transformacién binaria en plantes y las secuencias

EXP asociadas.
: | .

SEQ
Constructo de

plasmido Secuencia EXP Datos
| PMON142865 EXP-ANDge.Ubq1:1:8 _8 | RoyR: |
PMON142864 EXP-ERIra.Ubqi:1:8 | 27 | _Bd__az_|
| pMON142729 EXP-CI.Ubg1:1:12 . 9 | Ry |
' pPMON142730 EXP-CLUbqt:1:11 | 95 | Ry |
pMON132047 EXP-Cl.Ubg1:1:23 108 Ro |
' pPMON132037 EXP-SETit.Ubq1:1:10 119 RoyF1 |
PMON131957 EXP-SETit.Ubq1:1:11 125 F1_ [
| pPMON131958 EXP-Sv.Ubq1:1:11 130 | RoyFi |
pPMON131959 EXP-Sv.Ubq1:1:12 136 Ro |
| PMON131961 EXP-Zm.UbgM1:1:10 139 Ro
| PMON131963 EXP-Zm.UbgM1:1:12 | 143 | Ry W
' pPMON131962 EXP-Zm.UbgM1:1:11 149 Ro
pMON132932 EXP-Sb.Ubg4:1:2 | 151 | Rg
pMON 132931 EXP-Sb.Ubg6:1:3 155 | Ro
| PMON132974 EXP-Sb.Ubq7:1:2 157 | RoyFq

Las plantas se transformaron usando transformaciones mediadas por
Agrobacterium, por ejemplo como se describe en la Publicacion de patente U.S.
20090138985,

Se usd el analisis histoquimica de GUS para el analisis de la expresion

cualitativa de las plantas transformadas. Las secciones de tejido se incubaron con



(uU1l3

105

solucion de tincion de GUS X-Gluc (5-bromo—4-cloro—3—indolil-b-glucuronido) (1
miligramo/mililitro) por una duracién de tiempo apropiada, se lavaron y se
inspeccionaron visualmente por la coloracion azul. La actividad de GUS se determind
en forma cualitativa por inspeccion visual directa o inspeccion bajo un microscopio
usando organos y tejidos de planta seleccionados. Las plantas Rq 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 analisis cuantitativo, se extrajo proteina total de tejidos seleccionados
de plantas de maiz transformadas. Se usd un microgramo de proteina total con el
sustrato fluorogenico, 4-metilumbeliferil-3—D—glucurénido (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
adicién de una solucion basica de carbonato de sodio detiene simultdneamente el
ensayo y ajusta el pH para cuantificar el producto fluorescente. La fluorescencia se
midi6 a una excitacion de 365 nm, emision de 445 nm usando un Fluoromax-3
(Horiba; Kyoto, Japon) con lector Micromax, con ajuste de ancho de ranura a
excitacion 2 nm y emision 3 nm.

La expresion de Ry promedio de GUS observada para cada transformacion se
presenta en las siguientes Tablas 40 y 41. El ensayo de GUS Rq realizado en los
transformantes transformados con pMON131957 (EXP-SETit.Ubqg1:1:11, SEQ ID
NO:125) no pasé los estandares de calidad. Estos transformantes se analizaron en

una generacién F1 y se presentan adicionalmente a continuacion en este ejemplo.

Tabla 40. Expresion promedio Ry de GUS en tejido de raiz y hojas.

SEQ l | | | ‘ | \
ID V3 | va | Ur | VT | V3 | V4 | VT | VY
Secuencia EXP | NO: i Raiz | Raiz | Raiz | Raiz | Hoja ‘ Hoja | Hoja _I_-Iqja“
EXP-
ANDge.Ubq1:1:8 8 | nd | 255 | 199 ‘ 70 | nd | 638 | 168 | 130 |
EXP- ] | ‘ | | | |
| ERIra.Ubq1:1:8 | 27 | nd | 477 | 246 | 62 ‘ nd | 888 | 305 | 242 |
EXP-
Cl.Ubg1:1:12 90 nd 27 | 147 | 52 | nd | 75 | 189 | 199 |
EXP- | |
!CLqu1n:11 | 95 | nd % | 7 50 | nd | 101 | 177 | 223
| EXP- | 108 | o nd | 75 | 34 [ 201 | nd | 194 | 200
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i 50 N D D D
D | v3 | va | v7 | VT | v3 | v4a | v | VT
Secuencia EXP_| NO: | Raiz | Raiz | Raiz | Raiz | Hoja | Hoja | Hoja | Hoja |
ClUbq1:1:23 | 1 | 1
EXP- [ | | | |
SETitUbq1:1:10 | 119 | 0 | nd | 29 | 57 | 58 | nd | 37 | 46
| EXP- | } # | |
Sv.Ubqg1:1:11 130 nd nd nd 9 2 d 55 29
e —1—__"‘J|’__ : #_ il
Svlbqi:t:t2_ | 136 | 63 | nd | 0 BT T e 116
EXP- | | |
Zm.UbgM1:1:10 | 189 | O | nd | 287 | 18 | 221 | nd | 272 | 272 |
EXP- Fo T . .0 . . T 1 & 1
Zm.UbgM1:1:12 | 143 | O | nd | 21 | 43 | 234 | nd_ _2_:;1_}_1_26_1
| EXP- RN ]
| Zm.UbqM1:1:11 | 149 L12i—1k nd | 103 | 112 | 311 | nd | 369 | 207 |
EXP-Sb.Ubq4:1:2| 151 | 125 | nd | 0 | 95 | 233 | nd | 150 | 88
T b T —— A ——
| EXP-Sb.Ubg6:1:3 | 155 | 154 | nd | 13 | 128 | 53 | nd | 39 | 55
|EXP-Sb.Ubg7:12| 157 | 37 | nd | 22 | 18 [ 165 | nd | 89 | 177

Tabla 41. Expresion Ry GUS promedio en expresion en érganos reproductivos de

maiz (anteras, seda) y semillas en desarrollo (embriones y endosperma).

!

-

—_—

—
VT/R1 | 21 DAP 21 DAP

1 | SEQ | VT
| SecuenciaEXP | IDNO: | Antera | Seda | Embrién | Endosperma |
|EXP-ANDgeUbq11:8 | 8 | 247 | 256 | 24 | 54
| EXP-ERIra.Ubg1:1:8 ___J’_E?_J|_2_§Ei_ _:_gsl___sg_L_ 61
Lo SN W W R .
(EXP-ClUbqt:fit1 | 95 | 326 | 227 | 41 | 221
EXP-ClLUbgi:1:23 | 108 | 598 | 416 | 212 | 284 |
EXP-SETitUbgt:1:10 | 119 [ 132 | 8 | s0 | e |
|EXP-Sv.Ubqt::t1 | 130 | 217 | 3 | 45 | 92 |
EXP-Svbqtitfz | 136 | 120 | 21 | 49 | 112 |
EXP-Zm.UbgM1:1:40 | 139 | 261 | 506 | 403 | 376
EXP-Zm.UbqM1:1:12 _F 143 | 775 | 362 1 253 | 247 1'
EXP-Zm.UbqM1:1:11 | 149 551 | 452 | 234 | 302 |
EXP-SbUbga:t2 | 151 | 213 | o | o5 | 79
| EXP-Sb.Ubg6:1:3 ——4—@iﬂ—2% 87 | 51 | 61
|EXP-Sbbq7:1:2 | 157 | 423 | 229 | 274 | 90 |
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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 expresién del transgén de GUS en plantas
transformadas en forma estable, cada secuencia EXP demostré un patrén 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.Ubg1:1:8 (SEQ ID NO: 8) y EXP-ERIra.Ubq1:1:8 (SEQ ID NO: 27) vy
declinaron en la etapa VT. La expresion en raiz dirigida por EXP-Zm.UbgM1:1:10
(SEQ ID NO: 139) no demostré expresion en V3 pero fue alta en V7 y luego descendio
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. La
expresion en raiz se observo desde el desarrollo temprano (V3/V4) a la etapa V7 y
luego desciende de la etapa V7 a V8 en plantas transformadas con EXP-CI.Ubg1:1:12
(SEQ ID NO: 90), EXP-CI.Ubg1:1:11 (SEQ ID NO: 95) y EXP-Cl.Ubq1:1:23 (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.Ubgi:1:8 (SEQ ID NO: 8) y EXP-
ERIra.Ubqg1:1:8 (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.UbgM1:1:12 (SEQ ID NO: 143) y
EXP-ClLUbqg1:1:23 (SEQ ID NO: 108); y en menor medida usando EXP-
SETit.Ubg1:1:10 (SEQ ID NO: 119) y EXP-Sb.Ubg6:1:3 (SEQ ID NO: 155). La
expresion en la hoja aument6 de la etapa V3 a V7 a VT usando EXP-CI.Ubq1:1:12
(SEQ ID NO: 90), EXP-Cl.Ubq1:1:11 (SEQ ID NO: 95) y EXP-Cl.Ubq1:1:23 (SEQ ID
NO: 108) mientras que la expresion decliné de la etapa V3 a VT usando EXP-
Sv.Ubqg1:1:12 (SEQ ID NO: 136) y EXP-Sb.Ubqg4:1:2 (SEQ ID NO: 151).

De manera similar, con respecto al tejido reproductivo (anteras y estigmas) y
las semillas en desarrollo (embrion 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:
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143) y EXP-CI.Ubqg1:1:23 (SEQ ID NO: 108). La expresion fue elevada en las anteras
y estigmas pero baja en las semillas en desarrollo mediante EXP-ANDge.Ubqg1:1:8
(SEQ ID NO: 8) y EXP-ERIra.Ubg1:1:8 (SEQ ID NO: 27). La expresion 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 de EXP,
EXP-Sb.Ubg4:1:2 (SEQ ID NO: 151) solamente demostro una expresion en las
anteras pero no en las estigmas y se expresd mucho menos en las semillas en
desarrollo. El EXP-Sv.Ubqg1:1:11 (SEQ ID NO: 130) demostrd un patron similar al del
EXP-Sb.Ubg4:1:2 (SEQ ID NO: 151) con respecto al tejido reproductive y a las
semillas en desarrollo, pero mientras que el EXP-Sb.Ubg4:1:2 (SEQ ID NO: 151)
mostrd una expresion en los tejidos de raices y hojas, el EXP-Sv.Ubq1:1:11 (SEQ ID
NO: 130) se expresé mucho menos en estos mismos tejidos.

Los transformantes de generacion Re, seleccionados para inserciones de
copias simples fueron cruzados con una cepa LH244 no transgénica (resultando en F;)
o fueron autopolinizados (resultando en R;) a efectos de producir una poblacion de
semillas F+ o Ry En cualquier caso, para el estudio se seleccionaron plantas
heterocigotas Fy o R;. Se midieron los niveles de expresion de GUS en tejidos
seleccionados durante el trascurso de desarrollo, como descrito anteriormente. Los
tejidos Fy o Ry utilizados para este estudio incluian: embrién de semilla embebido,
endosperma de embrion embebido, raiz y coledptido a los 4 dias después 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 embrién y endosperma 21 y 38 DAP. Las
muestras de tejido seleccionadas también fueron analizadas para plantas F; expuestas
a condiciones de sequia y estres por frio para transformantes que comprendian
pMON132037 (EXP-SETit.Ubg1:1:10, SEQ ID NO: 119), pMON131957 (EXP-
SETit.Ubg1:1:11, SEQ ID NO: 125), pMON131958 (EXP-Sv.Ubg1:1:11, SEQ ID NQ:
130) y pMON132974 (EXP-Sb.Ubq7:1:2, SEQ ID NO: 157). Los tejidos de raiz y hoja
V3 fueron muestreadas después de su exposicion a frio y sequia.

Se indujo estrés por sequia en plantas Fy, V3 transformadas con pMON132037
(EXP-SETit.Ubqg1:1:10, SEQ ID NO: 119), pMON131957 (EXP-SETit.Ubq1:1:11, SEQ

e
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ID NO: 125), pMON131958 (EXP-Sv.Ubq1:1:11, SEQ ID NO: 130) y pMON132974
(EXP-Sb.Ubq7:1:2, SEQ ID NQO: 157) para lo cual se retuvo agua durante 4 dias y se
permitid 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 siguientes: 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 la morfologia usualmente
empezo a tener lugar a los 2 dias después del cese del aguado y en experimentos
anteriores se demostrd que estaba relacionado con una pérdida de agua de
aproximadamente el 50% medida por peso de las macetas a cesacion del aguado 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 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 F, V3 transformadas con
pMON132037 (EXP-SETit.Ubq1:1:10, SEQ ID NO: 119), pMON131957 (EXP-
SETit.Ubg1:1:11, SEQ ID NO: 125), pMON131958 (EXP-Sv.Ubg1:1:11, 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
expresion de GUS inducida por el frio. Se ensayaron plantas enteras para observar la
induccién de la expresién de GUIS bajo estrés de frio en la etapa V3. Unas plantas de
maiz en la etapa V3 fueron expuestas a una 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 frio, se tomaron muestras de tejidos de hojas y raices para establecer la

expresion cuantitativa de GUS.

o rz
e
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Se midio la expresion de GUS como arriba descrito. La expresion promedia de

Fi1 GUS determinada para cada muestra de tejido se presenta en las siguientes Tablas

42 y 43.

Tabla 42. Expresion promedia de F;{ GUS en plantas transformadas con

pMON142864 y pMON142865.

Organo pMON142864 pMON142865
' Hoja V3 86 e ]
raiz V3 41 52
Hoja V8 109 | 123 B
raiz V8 241 | s
Flory anteras VT 168 208 ]
Hoja VT | 158 104 |
Mazorca R1 l 171 B 224
Estigmas R1 ‘ 314 T 274 ]
Raiz R ] 721 308 .
Entrenudo R1 ! 428 364
Semilla R2—120AP | 109 72
Semilla R3—-Embrion— 45 30
|21DAP |
i
Eir;.:rlk)LnA R5-38DAP s pe
ot w0 BN

Tabla 43. Expresion promedia de F; GUS en plantas transformadas con
pMON132037, pMON131957, pMON131958 y pMON132974.

| Organo pMON132037 | pMON131957 | pMON131958 pmomszgg
Embrion de
semilla l

_embebida 536 285 288 1190
Endosperma de |
semilla .
embebida | 95 \ 71 73 | 316
Coleoptilo—4 l

| DAG . 218 | 60 143 | 136
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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 V3-frio 113 44 89 49
Hija V3-sequia | 87 344 103 157
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
Hoja VT-
senescente 121 100 156 345 |
Polen VT 610 1119 332 4249
Mazorca R1 291 70 168 B A 4
Estigmas R1 164 124 167 101
Raiz R1 36 39 39 21

| Entrenudo R1 295 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 5% 106 _

En las plantas de maiz Fy, 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 F; establemente transformadas,
cada secuencia de EXP demostré un patron Unico de expresion con respecto a las
otras. Por ejemplo, la expresion de raiz R; es de aproximadamente el doble que para
EXP-ERIra.Ubqg1:1:8 (SEQ ID NO: 27) y para EXP-ANDge.Ubq1:1:8 (SEQ ID NO: 8).
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La expresion de GUS en el embrién de semilla en desarrollo a 38 DAP es de
aproximadamente el triple que para EXP-ERIra.Ubqg1:1:8 (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 aproximadamente la misma para EXP-ERIra.Ubg1:1:8 (SEQ ID
NO: 27) y EXP-ANDge.Ubg1:1:8 (SEQ ID NO: 8).

La expresion de F; GUS en las semillas embebidas (tejidos de embrion y
endosperma) fue 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.Ubg1:1:11 (SEQ ID NO: 125) y EXP-
Sv.Ubg1:1:11 (SEQ ID NO: 130). La sequia causd un incremento en la expresion de
raiz V3 en las plantas transformadas con EXP-SETit.Ubq1:1:10 (SEQ ID NO: 119),
EXP-SETit.Ubg1:1:11 (SEQ ID NO: 125), EXP-Sv.Ubg1:1:11 (SEQ ID NO: 130) y
EXP-8b.Ubg7:1:2 (SEQ ID NO: 157), pero solamente incrementé la expresion en las
hojas en las plantas transformadas con EXP-SETit.Ubg1:1:11 (SEQ ID NO: 125),
EXP-Sv.Ubg1:1:11 (SEQ ID NO: 130) y EXP-Sb.Ubqg7:1:2 (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-Sbh.Ubqg7:1:2 (SEQ ID NO: 157) que en
aquellas transformadas con EXP-SETit.Ubg1:1:10 (SEQ ID NO: 119), EXP-
SETit.Ubqg1:1:11 (SEQ ID NO: 125) y EXP-Sv.Ubg1:1:11 (SEQ ID NO: 130). La
expresion en el entrenudo R1 fue la mayor con EXP-SETit.Ubq1:1:10 (SEQ ID NO:
119) y EXP-Sv.Ubqg1:1:11 (SEQ ID NO: 130) y la menor en las plantas transformadas
con la EXP-SETit.Ubqg1:1:11 (SEQ ID NO: 125).

Cada secuencia de EXP demostrd la capacidad de impulsar la expresion del
transgén en las plantas de maiz establemente transformadas. Sin embargo, cada
secuencia de EDP tenia un patrén 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 transgen 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
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para cada secuencia de EXP y no pueden predecirse en base a la homologia de los
genes a partir del cual se derivo el promotor.
Ejemplo 13: Analisis de los elementos reguladores que impulsan el CP4 en el maiz
transgenico
5 Unas plantas de maiz fueron transformadas con vectores de expresion de
plantas que contienen secuencias de EXP que impulsan la expresion del transgén
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-
10 ERIra.Ubg1:1:8 (SEQ ID NO: 27), EXP-ClLUbqg1:1:10 (SEQ ID NO: 98), EXP-
Sv.Ubqg1:1:9 (SEQ ID NO: 133) y EXP-Zm.UbgM1:1:7 (SEQ ID NO: 141) fueron
clonadas en forma de constructos plasmidos de transformacion binarias de plantas.
Los vectores resultantes contenian una region de borde derecho de Agrobacterium
tumefaciens, una secuencia de EXP ubiquitina operablemente ligada 5" a una
15 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 region de borde izquierda de A. tumefaciens. La siguiente Tabla 44
muestra los constructos plasmidos utilizados para el maiz y las secuencias de EXP
correspondientes.
20
Tabla 44. Constructos plasmidos CP4 y correspondientes secuencias de EXP

utilizadas para transformar maiz.

ik sk U —
Cor?str:_mto _ { SEQID }
_plﬁmio_JF BoougncindeERF | NG | Dates |
PMON141619 | EXP-ANDgeUbq1:1:8 | 8 | RoyFi
MON142862 | EXP-ERIraUbq14:8 | 27 | RoyFi
PMON129221 'TEE—Q.@:M 10 | 98 | RoyFi |
| PMON129205 | EXP-Sv.Ubq1:1:9 | 133 | RoyF |
i@wm EXP-ZmUbaMt:17_ | 141 | R, |

Las plantas resultantes fueron utilizadas para transformar plantas de maiz. Las

25 plantas transformadas fueron seleccionadas en funcion de una o dos copias del T—
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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 utilizéd un ensayo CP4 ELISA. La expresion
promedia de CP4 observada para cada transformacion se presenta en las siguientes

5 Tablas 45y 46, y graficamente en la Figura 7.

Tabla 45. Expresion promedia de CP4 de hojas y raices en plantas de maiz

transformadas Rg

B —— e
\
Secuencia de SEQ Hoja Hoja Hoja ‘ | ‘
~ EXP IDNO: | Va4 | V7 | VT | raizV4 raizV7 | raizVT :
EXP- |
| ANDge.Ubq1:1:8 8 | 2090 | 1853 | 25.49 ‘_1.5_“26@ \_17._0#
| EXP- ! ]
| ERIra.Ubqt:1:8 27 | 19.92 | 1660 | 2558 | 9.92 | 26.31 | 13.33
EXP- — I
ClL.Ubg1:1:10 | 98 | 1070 | 1249 | 17.42 | 7.56 ‘ 13.95 | 6.68 |
EXP-Sv.Ubqii1:9 | 183 | 372 | 434 | 4.48 - | 699 | 278 |
EXP- T |
Zm.UbqM1:1:7 | 141 | 1342 | 21.89 | 38.78 | 9.56 ‘_16 69 | 11.15 |

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

desarrollo en plantas de maiz transformadas Ry.

e S — e
|
‘ SEQ Borla | Estigmas | Embrién | Endosperma |
Secuenciade EXP | IDNO: | VT R1 R | R3
EXP—ANDge.qui:tS_‘_ 8 | 2414 | &5 | 729 | 2491 |
| EXP-ERIraUbq1:1:8 | 27 | 1920 | 1027 | 1260 | 470 |
EXP-CIl.Ubg1:1:10 _‘ 98 | 18.70 16.21 ! 8.26_}_ 8.82 |
EXP-Sv.Ubg1:1:9 | 133 | 710 972 | Bi® | 17
EXP-Zm.UbgM1:1:7 | 141 | 67.25 | 1121 | 7.85 || 1069 |

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-
15 ClLUbqg1:1:10 (SEQ ID NO: 98), EXP-Sv.Ubq1:1:9 (SEQ ID NO: 133) y EXP-
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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 R, . Una expresién mas elevada
de CP4 en las raices y hojas de transformantes que comprendian EXP-
ANDge.Ubg1:1:8 (SEQ ID NO: 8) y EXP-ERIra.Ubg1:1:8 (SEQ ID NO: 27) que
impulsa CP4 en mayor grado que EXP-CLUbg1:1:10 (SEQ ID NO: 98) que impulsa
CP4, puede estar relacionada con el nivel de tolerancia vegetativa a la aplicacion de
glifosato, como se observd para dichas poblaciones de transformantes (véase el
siguiente 14).

Cada secuencia de EXP presentd un Unico patron de expresion con respecto al
nivel de expresion 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.Ubg1:1:8 (SEQ ID NO: 8) y EXP-ERIra.Ubg1:1:8 (SEQ ID NO: 27), la
expresion en las estigmas mediante utilizo EXP-ANDge.Ubg1:1:8 (SEQ ID NO: 8) fue
la mitad de la expresion impulsado por ERIra.Ubqg1:1:8 (SEQ ID NO: 21). Esto podria
ser ventajoso para la expresion de transgenes en los que se desea una expresion
constitutiva pero se preferiria menos expresion en el tejido de los estigmas. Las
secuencias de EXPs demuestran patrones unicos de la expresion constitutiva de CP4
en plantas de maiz transformadas Re.

Las plantas de maiz transformadas Ry fueron cruzadas con una variedad
LH244 no transgénica a efectos de producir semillas F:. Las semillas de generacion F;
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 ELISA. La expresion promedia de CP4 se muestra en

las siguientes Tablas 47 y 48.
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Tabla 47. Expresion promedia de CP4 en plantas de maiz transformadas F;.

==—— i J— 7
~ Organo | pMON141619 | pMON142862 | pMON129221 |
Hoja V4 | 1180 | 1351 | 768 |
RaizVa | 1248 1260 | 1029 |
Hojavz | 16.59 ___29_21__4__£@ S
| Raizvz Jr__ﬂ)__,._ﬁ»‘ﬁ_ 815 |
| HojaVvl | 3988 | 448 | = 2942
Raiz VT o -E | 2183 | 1343

| FlorvVT,anteras | 5274 | 5572 | = 5362
RiEstigmas | 1601 | 2381 | = 1442 |
Semil_lfa R321 DAP- |
Embrion . o easg ! Gfee | B5TBS .
Semilla R3 -21 DAP-

| Endosperma | 299 | 320 | = 644 |

Como puede verse en la Tabla 47 arriba, la expresién de CP4 en hojas y raices

fue mas elevada en los transformantes F; transformados con pMON141619 (EXP-

5 ANDge.Ubq1:1:8, SEQ ID NO: 5) y pMON142862 (EXP-ERIra.Ubqg1:1:8, SEQ ID NO:

27) que en aquellos transformados con pMON129221 (EXP-CIl.Ubqg1:1:10, SEQ ID

NO: 98). La expresion en el tejido de anteras fue similar para las tres secuencias de

EXPs si bien la expresion 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)

10 fue la mas elevada en los transformantes que comprendian EXP-ERIra.Ubq1:1:8

(SEQ ID NO: 27) y EXP-CIl.Ubq1:1:10 (SEQ ID NO: 98) que impulsa CP4. La

expresion en el endosperma en desarrollo fue mas elevada en los transformantes que
comprendian EXP-CI.Ubg1:1:10 (SEQ ID NO: 98) que impulsa CP4.

15 Tabla 48. Expresiéon promedia de CP4 en plantas de maiz transformadas F;.

_Organo | PMON129205
Hoja V4 173
\Raizva | a4
‘Hojavz RIEYY
_ngg\/_? . 1.51
(Hoavlt | 3.29
LBEEME 263 |
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| Flor VT, anteras ) I_ 752_‘
Estigmas R1 188
R3 Semillas—21 DAP—Embrion 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 totalidad de los tejidos de los transformantes F; transformados con
pMON129205 (EXP-Sv.Ubqg1:1:9, SEQ ID NO: 133) que en aquellos transformados
con pMON141619 (EXP-ANDge.Ubqg1:1:8, SEQ ID NO: 8), pMON142862 (EXP-
ERIra.Ubg1:1:8, SEQ ID NO: 27) y pMON129221 (EXP-CIl.Ubq1:1:10, SEQ ID NO:
98).

Los patrones 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 pequenos ajustes
en la expresion del transgén en vista a una performance o efectividad maximas.
Ademas, el testeo empirico de estas secuencias de EXP que impulsan diferentes
expresion de transgén puede producir resultados en los que una secuencia de EXP en
particular es muy adecuada para la expresién de un transgen 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: Analisis de la tolerancia vegetativa al glifosato en las plantas de
maiz transgénicas Ry.

Unas plantas de maiz fueron transformadas con vectores para la expresion en
plantas que contenian secuencia de EXPs que impulsan la expresion del Transgén
CP4, y las plantas resultantes fueron evaluadas para establecer la tolerancia
vegetativa y reproductiva frente a la aplicacion de glifosato.

Unas plantas de maiz transformadas Fi descritas en el Ejemplo 13 anterior
transformadas con pMON141619, pMON142862, pMON129221, pMON129205 y
pMON129212 y que comprendian las secuencias de EXP EXP-ANDge.Ubqg1:1:8
(SEQ ID NO: 8), EXP-ERIra.Ubqg1:1:8 (SEQ ID NO: 27), EXP-CI.Ubqg1:1:10 (SEQ ID
NO: 98), EXP-Sv.Ubg1:1:9 (SEQ ID NO: 133) y EXP-Zm.UbgM1:1:7 (SEQ ID NO:

141), respectivamente, que impulsan CP4, fueron evaluadas para establecer su
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tolerancia tanto vegetativa como reproductiva cuando se las rocia con glifosato. Diez
plantas F; para cada acontecimiento fueron divididas en dos grupos; el primer grupo
consistia en cinco plantas que recibieron un rociado con glifosato y en la etapa de
desarrollo 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
Roundup WeatherMax® con un coeficiente de aplicacién 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 dano. Se evaluo la tolerancia vegetativa (Tolerancia
vegetativa en la Tabla 49), para lo cual se compararon las plantas no rociadas y
rociadas para cada acontecimiento y se utilizé una escala para evaluar los danos 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 plantas
rociadas con respecto a los controles (T = tolerante, NT = no tolerante). La siguiente
Tabla 49 muestra los coeficientes de tolerancia vegetativa y reproductiva para cada
acontecimiento rociado en las etapas V4 y V8. La letra "T" = tolerante y “NT" indica no

tolerante.

Tabla 49. Coeficientes de dafo en las hojas, de acontecimientos de maiz

transformados individual es en las etapas V4 y V8.

SEQ | Veg Veg
Constructo ID Tol | Tol | Repro
plasmido Secuencia en EXP | NO: | acontecimiento | V4 ' V8 Tol
Acontecimiento
. ¢t 1 F | F ol T
Acontecimiento
2 T T T
Acontecimiento ‘
EXP- 3 T T NT
DMON141619| ANDge.Ubq1:1:8 | 8 ["Acontecimiento ‘ | |
4 T | T | NT |
Acontecimiento '
5 o O s
Acontecimiento | .
l 6 T F T 4 N
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| SEQ 'Veg | Veg |
Constructo ‘ ID Tol | Tol \ Repro
plasmido | Secuenciaen EXP | NO: | acontecimiento | V4 v8 | Tol
[ Acontecimiento | |
| L AT T
| Acontecimiento ]
. | . S T I S A
] Acontecimiento ]
| 9 | T T NT
| Acontecimiento |
| i A5 T i
| Acontecimiento | |
| 2 | T| T | NT
| | Acontecimiento | l |
4 LFF R
} Acontecnmlentof T 1
MON142862 | EXP—ERIra.Ubqt:1:8 | “EO"‘EE‘”“G“OT_T_} ==
P sl 5B ¥ ¥ | &
Acontecimiento |
[T TR I o3 )
Acontecimiento
7 EdBE 3
| Acontecimiento |
| S TR v .
Acontecimiento f | \
| 9 | 5 | 7 T
I Acontecimiento | ' ‘
| 1 [T T | N
1 Acontecimiento | |
" L. 2 N ¢ L BF |
l Acontecimiento |
| A - NT | NT | T
| Acontecimiento
pMON129221 | EXP-CIL.Ubg1:1:10 98 = 4 ‘_NT_ NT | T
| | Acontecimiento
r__,_éﬂ L W T G (O 1 i
Acontecnmlento | |
| _INTINT | T
| I—Acontemmiento |
| 7 | T Y I i
| | Acontecimiento | | !
\ t 1 |NT| NT |
PMON129205 | EXP-Sv.Ubg1:1:9 | 133 | Acontecimiento B ‘
I B i Y, 2 Y, S
| Hcontemmlemo T__ T | NT |
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] | SEQ ‘ i Veg | Veg |
Constructo | \ ID Tol | Tol |Repro
plasmido ‘ Secuencia en EXP | NO: | acontecimiento | V4 | V8 | Tol
| | | 3 1 i
| | | Acontecimiento | B
| | | 4 NT | NT | |
I | | Acontecimiento | |
| _ 5 NT| NT | NT |
[ | Acontecimiento ‘ |
[ | 6  |NT | NT | NT |
l Acontecimiento% | |
| 7 | NT [ NT NT
E Acontecimiento | T
[ WS N WL U S——
\ Acontecimiento |
1 E e ML N
| Acontecimiento |
| _____3___L_T__l_|_, -
| Acontecimiento |
| S | S U, S
] Acontecimiento | | |
PMON129212 | EXP-Zm.UbgM1:1:7 | 141 S W S 5 S
| Acontecimiento ! | |
1 L 5 D R0 N T S
, Acontecimiento | | |
|, i BN W S 1 T
\ Acontecimiento | |. h
| e A .
'| Acontecimiento | i
\ 9 | T i -
Acontecimiento | | '
| 10 L F | T |

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 danos que no superaron un

puntaje de diez. Cuatro acontecimientos de un total de nueve que comprendian EXP-

ANDge.Ubqg1:1:8 (SEQ ID NO: 8) y seis acontecimientos de un total de nueve que
comprendian EXP-ERIra.Ubg1:1:8 (SEQ ID NO: 27) eran tolerantes tanto vegetativa

como reproductivamente a la aplicacion de glifosato. En cambio, los acontecimientos
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que comprendian EXP-Cl.Ubg1:1:10 (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 (SEQ ID NO: 133) demostrd
tener una tolerancia vegetativa, y ninguno de los acontecimientos ensayados fue
reproductivamente tolerante. Todos los acontecimientos que comprendian EXP-
Zm.UbgM1:1:7 (SEQ ID NO: 141) demostraron tener una tolerancia vegetativa, pero la
evaluacion de la tolerancia reproductiva esta todavia en curso de realizacion.
Ejemplo 15: Analisis de la expresion mediante diferentes secuencias de
empalme de intréon de extremo 3’ /empalme de exon.

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 intrén/exon, 5'-AG-3" para ver si la expresion es afectada por el pequeno
cambio en la secuencia. También se comparo la expresion con la de los dos plasmidos
de control constitutivos.

Se construyen constructos para la expresion en plantas que comprendian un
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.Ubq1-1:1:1 (SEQ ID NO: 81), operablemente
ligado 5" a un elemento intron 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/exdn, 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 expresion en plantas y la correspondiente secuencia de

extremo 3'.
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Tabla 50. Constructos para la expresiéon en plantas, los intrones y la secuencia

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

intron/exon.
Nucleodtidos de
extremo 3’
inmediatamente
SEQ consecutivos al
Constructo ID Variante de sitio de
plasmido Secuencia en EXP NO: | Intron empalme AG
I-Cl.Ubq1-
1:1:6 (SEQ ID
pMON140889 | EXP—CIL.Ubg1:1:10 98 | NO: 94) GTC
[-Cl.Ubg1-
1:11:7(SEQ'ID
pMON146795 | EXP-CI.Ubq1:1:18 99 NO: 92) GTG |
I-Cl.Ubg1-
1 1:1:8 (SEQ ID
pMON146796 | EXP-CIl.Ubg1:1:19 100 | NO:101) |  GCG |
I-Cl.Ubg1-
1:1:8 (SEQ ID
pMON146797 | EXP-CI.Ubq1:1:20 102 | NO: 103) GAC
I-Cl.Ubg1-
11110 (SEQ
PMON146798 | EXP-CIl.Ubg1:1:21 104 ID NO: 105) ACC
I-Cl.Ubg1-
1:1:11 (BEQ
PMON146799 | EXP-Cl.Ubg1:1:22 106 | ID NO: 107) GGG |
' I-Cl.Ubq1-
1:1:12 [BEQ
pMON146800 | EXP-CI.Ubq1:1:23 108 ID NO: 109) GGT N
[-Cl.Ubg1-
17113 (SEQ ’
| PMON146801 | EXP-CI.Ubg1:1:24 110 IDNO: 111) | CGT .
I-Cl.Ubg1-
| 1:1:14 (SEQ
 PMON146802 | EXP-CI.Ubqg1:1:25 112 ID NO: 113) TEL |
Constitutive !
pMON25455 | EXP-Os.Act1:1:9 178 | N . Control
EXP-CaMV.35S8—- | Control
pMON65328 | enh+Ta.Lhcb1+0s.Act1:1:1 | 163 constitutivo

Unos protoplastos de maiz y trigo fueron transformados como descrito

anteriormente y sometidos a ensayo para establecer la expresién de GUS y de
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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
Nucleétido |
s de
extremo 3'
inmediata
mente GUS GUS
después GUS RLuc / GUS RLuc /
Secuencia en del sitio promedi | promed | RLu | promed | prome | RLu
EXP AG3 o io € | o ~dio >
EXP- 93870.7 40906.2 | 17381.
Cl.Ubqg1:1:10 GTC 140343.0 5 1.50 5 ia 2.35
EXP- 143106.2 | 60565.2 56709.0 | 17898.
Cl.Ubq1:1:18 GTG 5 5 2.36 g 78 | 347
EXP- 136326.8 | 88589.7 43211.0 | 17352.
Cl.Ubq1:1:19 GCG 3 | - 1.54 0 | 50 2.49
EXP- 138110.8 | 104751. 31711.5 | 17953.
| Cl.Ubqg1:1:20 GAC | 38 | 42 1.82 0 75 L3S |
EXP- 137906.7 | 72519.5 54164.1 | 17772.
Cl.Ubqg1:1:21 ACC 5 0 1.90 ¥ 83 3.05
EXP- 137306.8 | 92643.4 55198.2 | 14476.
Cl.Ubqg1:1:22 GGG 3 | & | 1.48 5 | T 3.81 |
EXP- 144085.5 | 64351.2 43008.8 | 13911.
 Cl.Ubq1:1:23 GGT 0 5 2.24 3 | 50 3.09
EXP- 142061.5 | 65884.0 | 51210.5 | 15041.
Cl.Ubg1:1:24 CGT 0 0 2.16 0 00 | 340
| EXP- 140353.0 | 61249.5 49577.7 | 15348.
Cl.Ubqg1:1:25 16T 0 0 2.29 5 25 3.28 |
EXP- Control 65835.5 10830.2 | 17716.
Os.Act1:1:9 Constitutivo | 37665.25 0 0.57 | 5 50 0.61 |
EXP-
CaMV.355- .
| enh+Ta.Lhcbi+ |  Control 41268.7 15598.8 | 14877.
| Os.Acti:1:1 Constitutivo | 49833.75 5 1,21 | 3 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-0Os.Act1:1:9 (SEQ ID NO: 179) y
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EXP-CaMV.35S-enh+Ta.Lhcb1+0s.Act1:1:1 (SEQ ID NO: 163), y se los presenta en

la siguiente Tabla 52.

Tabla 52. Valores de expresion normalizados de las secuencias de EXP de
5 ubiquitina de Coix lacryma—jobi con respecto a EXP-Os.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
Nucleotido | GUS/RLu |
s de c GUS/RLuc [ GUS/RIuc
extremo 3' | Normaliz | Normalizado GUS/RIuc normalizado
inmediata | ado con | conrespecto | normalizad | con respecto
mente respecto a EXP- o con a EXP-
después a EXP- CaMV.355- respectoa | CaMV.355-
Secuencia en del sitio Os.Act1: | enh+Ta.Lhch1 EXP- | enh+Ta.Lhch1
EXP AG 3’ 1:9 +0s.Act1:1:1 | Os.Act1:1:9 1 +0s.Act1:1:1 |
EXP- | '
Cl.Ubqg1:1:10 _ GTE 2.61 1.24 3.85 ‘ 2.24
EXP- _
Cl.Ubqg1:1:18 , GTG 413 1.96 5.18 3.02 !
EXP- ' -
Cl.Ubq1:1:19 GCG | 269 197 4.07 | 2.38
EXP- '
Cl.Ubq1:1:20 GAC 230 1.09 289 ‘ 1.68 4
EXP- ‘
Cl.Ubg1:1:21 ACC 3.32 1.57 4.99 2.91
EXP-
Cl.Ubqg1:1:22 GGG 2.59 1.23 _ 6.24 3.64
EXP-
' Cl.Ubq1:1:23 GGT 3.91 185 | 506 | 2.95
EXP-
Cl.Ubg1:1:24 CGT 3.77 1.79 ST 3.25
EXP-
| Cl.Ubg1:1:25 TGT 4,01 1.90 5.28 3.08
Control
EXP-0s.Act1:1:9 | Constitutivo 1.00 0.47 1.00 0.58
EXP-CaMV.35S5-
enh+Ta.Lhch1+0 Control
s.Act1:1:1 Constitutivo 211 1.00 1.72 1.00

Como se muestra en la Tabla 52 precedente, cada una de las secuencias de

10  EXP de ubiquitina de Coix lacryma—jobi provey6 una expresion que era mayor que la
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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 expresion en el trigo era un poco mas variable. El uso de diferentes
nucledtidos de extremo en 3" después de la secuencia de empalme de intron/exon, 5—
AG-3" no parecio afectar drasticamente la expresion GUS con la excepcién de GUS
impulsado por EXP-CIl.Ubg1:1:20 (SEQ ID NO: 102). EXP-CI.Ubq1:1:20 comprende
las secuencias de nucleotidos de extremo 3, 5'-GAC-3" después de la secuencia de
empalme de intron/exon, 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 mostré que aproximadamente 10% del mARN
que se expreso mediante EXP-CIl.Ubg1:1:20 (SEQ ID NO: 102) para impulsar la
expresion de GUS estaba inadecuadamente empalmado. EI mARN resultante de la
expresion de GUS mediante las otras secuencias de EXP de ubiquitina de Coix
parecid procesarse correctamente. Este experimento provee la evidencia que
cualquiera de los nucledtidos de extremo 3' para cualquier de las variantes de intron
presentadas en la Tabla 2 del Ejemplo 1 con la excepcion de la secuencia de extremo
3' 5-GAC-3" que se encuentra asociado solamente con el elemento intron, |-
Cl.Ubq1-1:1:9 (SEQ ID NO: 103) seria adecuado para su uso en casetes de expresion
de transgeén sin una perdida significativa de actividad y procesamiento.

Ejemplo 16: Reforzadores derivados de los elementos reguladores.

Se derivan reforzadores a partir de los elementos promotor provistos en la
presente, tales como aquellos 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" o 3" a elementos reforzadores
adicionales que estan operablemente ligados a un promotor, pueden reforzar o
modular la expresion de un transgeén, o proveer la expresion de un transgén en un tipo
especifico de células o de érgano de planta o en un instante de tiempo particular en el
ritmo de desarrollo o 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
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inicie a partir 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.Ubq1-1:1:1 (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 elementos reforzadores pueden ser derivados a partir de los elementos
promotores provistos en la presente y ser clonados mediante métodos conocidos en la
especialidad para ser operablemente ligados en 5" 0 3" a un elemento promotor, o
para ser operablemente ligados en 5" 0 3" a elementos reforzadores adicionales que
estan operablemente ligados a un promotor. Como alternativa, los elementos
reforzadores se clonan mediante métodos 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 genero diferente, o para ser operablemente ligados en 5" o 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 genero o de un género diferente, siendo el resultado un
elemento regulador quimeérico. Se construye un vector de transformacion de planta
para la expresién 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 expresion en plantas contienen una region de bordee a la derecha
tomada de A. tumefaciens, un primer casete de transgén para ensayar el elemento
regulador o elemento quimérico que comprende un elemento regulador o regulador
quimérico, operablemente ligado a un intron derivado de la proteina de termochoque
HSP70 de Z. mays (I-Zm.DnaK-1:1:1 SEQ ID NQO: 144) o cualquiera de los intrones
presentados en la presente o cualquier otro intrén, operablemente ligado a una
secuencia de codificacion para B-glucuronidasa (GUS) que sea posee un intron
procesable (GUS-2, SEQ ID NO: 160) sea un no intron (GUS-1, SEQ ID NO: 159),
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operablemente ligado a la nopalina 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-0Os.LTP-1:1:1, SEQ ID NO: 175); y segundo casete de seleccion de
transgenes utilizado para la seleccion 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 antibidtico 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 o mediante
otros metodos 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 evalua en ensayos estables o transitorios con plantas para
determinar los efectos del elemento reforzador sobre la expresion de un transgén. Las
madificaciones en uno o mas elementos reforzadores o la duplicacién de uno o mas
elementos reforzadores se llevan a cabo en base a una experimentacion empirica y en
base a la regulacion resultante de la expresion del gen que se observa mediante cada
composicion del elemento regulador. La alteracion de las posiciones relativas de uno o
mas reforzadores en el elemento regulador o quimeérico 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 mejores
reforzadores 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 intrdn en base a experimentacion y comparacion con un
control vector de expresion sin intron a efectos de seleccionar empiricamente un intron
y configuracion dentro del ordenamiento del elemento T-ADN del vector para la
expresion optima de un transgén. Por ejemplo, en la expresion de un gen de

resistencia a un herbicida, tal como el CP4 que confiere una tolerancia al glifosato, es
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deseable tener una expresion del transgén dentro de los tejidos reproductivos asi
como también en los tejidos vegetativos, para impedir la perdida 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 intron heterdlogo.

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 rotulos de
secuencia expresados o0 en base a contigs de cADN para identificar secuencias de
exones e intrones dentro del ADN genomico. Ademas, también se utilizan secuencias
5" UTR o lider para definir el empalme intrén/exén 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 transformacion de plantas a ser
operablemente ligado en 3" en un elemento regulador transcripcional y 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
de casete de transgén 1 en la Figura 8) comprende un promotor o elemento promotor
quimérico [A], operablemente ligado en 5" a un elemento lider [B], operablemente
ligado en 5" a un elemento intrdn de ensayo [C], operablemente ligado a una region de

codificacién [D], que esta operablemente ligado a un elemento 3° UTR [E]. Como
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alternativa, un segundo casete de expresion de transgen posible (Configuracion de
casete de transgén 2 en la Figura 8) esta comprendido 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 ensayo [H], operablemente ligado en 5" a un segundo elemento lider o a un
segundo fragmento del primer lider [l], operablemente ligado a una region de
codificacion [J], que esta operablemente ligada a un elemento 3" UTR [K]. Ademas, un
tercer casete de transgén posible (Configuracion de casete de transgén 3 en la 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 Configuracion de casete de transgén 3 esta
disenada 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 nucleotidos en el extremo 5' y los 6 ultimos nucleotidos 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,
127, 129, 131, 138, 140, 142, 144, 146, 148, 150, 152, 154, 156, 158 y 182
representan nucledtidos antes y después del empalme de intron/exén 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 clonacién del intron en un vector de transformacion de planta,
siempre y cuando los nucledtidos primero y segundo desde el extremo 5 (GT) y el
nucleotido cuarto y quinto desde el extremo 3" (AG) de 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
queden preservados, con lo que se preserva el empalme intron/exon empalme 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
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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 deseados durante el procesamiento del ARN
mensajero en el transcripto final. Por lo tanto, es posible modificar la secuencia
alrededor de los sitios de empalme 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 intron, se construye un
vector de planta base mediante métodos conocidos en la especialidad. Se clona el
intréon en un vector de planta de base que comprende un casete de expresion que
comprende un promotor constitutivo tal como el promotor virus mosaico de coliflor, P—
CaMV.355-enh—1:1:9 (SEQ ID NO: 1786), operablemente ligado en 5" a un elemento
lider, L-CaMV.35S-1:1:15 (SEQ ID NO: 177), operablemente ligado en 5" a un
elemento intron 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), operablemente ligado a una secuencia de codificacion para B-glucuronidasa
(GUS) que posee un intron procesable (GUS-2, SEQ ID NO: 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 celulas 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 relacion entre la actividad del GUS y la actividad de
la luciferasa, y se compara con aquellos 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 intron operablemente ligado al

promotor.
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Para el ensayo estable en plantas 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, 150, 152,
154, 156, 158 y 182, se construye un vector de transformacién de expresion de GUS
de manera similar a los constructos descritos en los ejemplos anteriores en los que los
vectores resultantes para la expresion en plantas contienen una region de borde a la
derecha de A. tumefaciens, un primer casete de transgén para ensayar el intron que
comprende un promotor constitutivo tal como el promotor del virus mosaico de coliflor
P-CaMV.35S5-enh-1:1:9 (SEQ ID NO: 176), operablemente ligado en 5 a un
elemento lider, L-CaMV.35S-1:1:15 (SEQ ID NO: 177), operablemente ligado en 5" a
un elemento intron de ensayo provisto en la presente, operablemente ligado a una
secuencia de codificacion para B-glucuronidasa (GUS) que posea un intron
procesable (GUS-2, SEQ ID NO: 160) o ningun 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 seleccion de transgén utilizado para
la seleccion de ceélulas de plantas transformadas que confiere una resistencia al
glifosato (impulsado por el promotor actina del arroz), o como alternativa, contra el
antibidtico kanamicina (impulsado por el promotor actina 1 del arroz), y una region 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 métodos
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 efecto mediado por intron.

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, 150, 152, 154, 156, 158 y 182 puede ser
modificado de diversas maneras, tal como mediante la supresion de fragmentos dentro
de la secuencia de intron, que puede reducir la expresion o duplicacion de fragmentos

con el intrdn que pueda reforzar la expresion. Ademas, las secuencias dentro del
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intrén que puedan afectar el 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 expresion 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 intron haya sido ensayado
empiricamente, o ha sido alterado en base a experimentacion, se utiliza el intron para
reforzar la expresion de un transgén en plantas establemente transformadas que
pueden ser de cualquier género de planta monocotiledénea o dicotiledénea, siempre y
cuando el intron provea un refuerzo del transgén. También es posible utilizar el intron
para reforzar la expresién en otros organismos, tales como en células de algas,
hongos o de animales, siempre y cuando el intron provea un refuerzo o atenuacion 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 modificar
la invenciéon en cuanto a disposiciones y detalles, sin apartarse de dichos principios.
Mediante la presente todas las publicaciones y documentos patente 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

1. Una célula de planta transgénica que comprende una molécula de ADN heterdloga
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: 27-32;
b) una secuencia que comprende cualquiera de SEQ ID NOs; 27-32; y
c) un fragmento de cualquiera de SEQ ID NOs: 27-32;
en donde dicha secuencia esta ligada operativamente con una molécula de
polinucledtido transcribible heterdloga.
2. La célula de planta transgénica de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde
dicha célula de planta transgénica es una célula de planta monocotiledénea.
3. La celula de planta transgénica de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde
dicha celula de planta transgeénica es una celula de planta dicotiledénea.
4. Un producto de consumo que comprende la molécula de ADN de acuerdo
con la reivindicacion 1.
5. El producto de consumo de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde el
producto de consumo es concentrado de proteina, aislado de proteina, grano, almidon,

semillas, comida, harina, biomasa o aceite de semillas.
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RESUMEN

La presente invencion proporciona nuevas moleculas de ADN y constructos,
que incluyen sus secuencias de nucledtidos, de utilidad para modular la expresion
génica en plantas y células de plantas. La invencion también proporciona plantas
transgénicas, células de plantas, partes de plantas, semillas y productos de consumo
que comprenden las moléculas de ADN operativamente ligadas a polinucledtidos

transcribibles heterdlogos, junto con métodos para su uso.
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GGGCACAAGGCCTCCTAGCTATTTCCATAAATCGGATTTTGTAAGAACAARARAGAGGAC

TTCAAGCCGTCAAGGCACTTCTATGCAACCACAGTCAACTTGAATGCCGCTTGAGTGCCT

TCTCAAGTTTTTTTTTCTTGCAAAAATCATTTCTTTTTTTTAAAAAAAGTATAATTTGGA

TCTCAAGTTTTTTTTTCTTGCAAAAATCATTTCTTTTTTTTAARAAAAGTATAATTTGGA
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Gudi

TCGTGCAAATTTCTCTCTAGGTGTGTGTGTGACTGTGTGAGTAACAATTTCTCTAGTTGT
TCGTGCAAATTTCTCTCTAGGTGTGTGTGTGACTGTGTGAGTAACAATTTCTCTAGTTGT
--------------------------------------------------- TCTAGTTGT

TCGTGCAAATTTCTCTCTAGGTGTGTGTGTGACTGTGTGAGTAACAATTTCTCTAGTTGT

GCGCGACTGCTGCTTACTTTGGAGATTACAATATCTTTCTAAAATGCTTCGATTACTTAT
GCGCGACTGCTGCTTACTTTGGAGATTACAATATCTTTCTARAATGCTTCGATTACTTAT
GCGCGACTGCTGCTTACTTTGGAGATTACAATATCTTTCTAARAATGCTTCGATTACTTAT

GCGCGACTGCTCCTTACTTTGGAGATTACAATATCTTTCTAAAATGCTTCGATTACTTAT

TTATARACCGTCTCTAAGGCCAATTGCTCAAGATTCATTCAACAATTGAAACGTCTCACA
TTATAAACCGTCTCTAAGGCCAATTGCTCAAGATTCATTCAACAATTGAAACGTCTCACA
TTATAAACCGTCTCTAAGGCCAATTGCTCAAGATTCATTCAACAATTGAAACGTCTCACA

TTATAAACCGTCTCTAAGGCCAATTGCTCAAGATTCATTCAACAATTGAAACGTCTCACA

TGATTAAATCATATARAGTTTCTAAGTCTTGTTTGACAAGATTTTTTTAGATTTTCATCT
TGATTARATCATATAAAGTTTCTAAGTCTTGTTTGACAAGATTTTTTTAGATTTTCATCT
TGATTAAATCATATAAAGTTTCTAAGTCTTGTTTGACAAGATTTTTT TAGATTTTCATCT

TGATTAAATCATATAAAGTTTCTAAGTCTTGTTTGACAAGATTTTTTTAGATTTTCATCT

AAATTGGATGAAACTATCAAACACTAATTTTAARAAATATAAGAGAAGCTCCGGAGATAR
AAATTGGATGAAACTATCAAACACTAATTTTAAARAATATAAGAGAAGCTCCGGAGATAA
ARATTGGATGAAACTATCAAACACTAATTTTAAAAAATATAACGAGAAGCTCCGGAGATAA

ARATTGGATGAAACTATCAAACACTAATTTTAAAAAATATAACAGAAGCCTCCGGAGATAR

AAGGTCGTCTATGTTATTATAAGAGTAAAGTCGTCTATTCTCTTCGTCCCAACATATATA

AAGGTCGTCTATGTTATTATAAGAGTAAAGTCGTCTATTCTCTTCGTCCCAACATATATA
AAGGTCGTCTATGTTATTATAAGAGTAAAGTCGTCTATTCTCTTCGTCCCAACATATATA

AAGGTCGTCTATGTTATTATAAGAGTAAAGTCGTCTATTCTCTTCGTCCCAACATATATA

FIG. 1d
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CuQi4y

ATTCTAAGCATGAATTGCTTTCTTTTTGGACAAAAGCGAGCATCGCCACAACACAAGAATGA
————————————————————————————————————————————————— CACAAGAATGA
ATTCTAAGCATGAATTGCTTTCTTTTTGGACAAAAGGAGCATGCCACAACACAAGAATGA
ATTCTAAGCATGAATTGCTTTCTTTTTGGACAAAAGGAGCATGCCACAACACAAGAATGA

ATTCTAAGCATGAATTGCTTTCTTTTTGGACAAAAGGAGCATGCCACAACACAAGAATGA

TGTCACCGTCATGCTTGGATCCTTTTATGGTAAAGCTTCACCTTCTATAATCTAACAATA
TGTCACCGTCATGCTTGGATCCTTTTATGGTAAAGCTTCACCTTCTATAATCTAACAATA
TGTCACCGTCATGCTTGGATCCTTTTATGGTAAAGCTTCACCTTCTATAATCTAACAATA
TGTCACCGTCATGCTTGGATCCTTTTATGGTAAAGCTTCACCTTCTATAATCTAACAATA

TGTCACCGTCATGCTTGGATCCTTTTATGGTAAAGCTTCACCTTCTATAATCTAACAATA

GAGAAATCAGGGAAAAATCATGTTTTGGTTGTTTTTATTTCTAACCTCCACAATAACTTT
GAGAAATCAGGGAAARATCATGTTTTGGTTGTTTTTATTTCTAACCTCCACAATAACTTT
GAGAAATCAGGGAAAAATCATGTTTTGGTTGTTTTTATTTCTAACCTCCACAATAACTTT
GAGAAATCAGGGAAARATCATGTTTTGGTTGTTTTTATTTCTAACCTCCACAATAACTTT

GAGAAATCAGGGAAAAATCATGTTTTGGTTGTTTTTATTTCTAACCTCCACAATAACTTT

GGTTTACCATTTTTTGTTTGATTTTAGTTTTAGAGAAGCGTTTATAACAGGACCTAAAAT
GGTTTACCATTTTTTIGTTTGATTTTAGTTTTAGAGAAGCGTTTATAACAGCACCTAAAAT
GGTTTACCATTTTTTGTTTGATTTTAGTTTTAGAGAAGCGTTTATAACAGGACCTAAAAT
GGTTTACCATTTTTTGTTTGATTTTAGTTTTAGAGAAGCGTTTATAACAGGACCTAAAAT

GGTTTACCATTTTTTGTTTGATTTTAGTTTTAGAGAAGCGTTTATAACAGGACCTAAAAT

CTTTTTTCAGTACACAGTACAACGCAGACGCTCATACACGCACGCACACTCACCTCTATG
CTTTTTTCAGTACACAGTACAACGCAGACGCTCATACACGCACGCACACTCACCTCTATG
CTTTTTTCAGTACACAGTACAACGCAGACGCTCATACACGCACGCACACTCACCTCTATG
CTTTTTTCAGTACACAGTACAACGCAGACGCTCATACACGCACGCACACTCACCTCTATG

CTTTTTTCAGTACACAGTACAACGCAGACGCTCATACACGCACGCACACTCACCTCTATG

AACACACGTAAGAARACCCTACACCTTGAGCACCTTCGAAGGACTGAGCCGGTAAATATA
AACACACGTAAGAAAACCCTACACCTTGAGCACCTTCGAAGGACTGAGCCGGTAAATATA
AACACACGTAAGAAAACCCTACACCTTGAGCACCTTCGAAGGACTGAGCCGGTAAATATA
AACACACCTAAGAAAACCCTACACCTTGAGCACCTTCGAAGGACTGAGCCGGTAAATATA

AACACACGTAAGAAAACCCTACACCTTGAGCACCTTCGAAGGACTGAGCCGGTAAATATA

FIG. 1e
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(U014

GAGATTCTCGAAGTCACTATTAGCGCCTCGTTGTCAACGGGAATGTCGCTTACCACTTAA
GAGATTCTCGAAGTCACTATTAGCGCCTCGTTGTCAACGGGAATGTCGCTTACCACTTAA
GAGATTCTCGAAGTCACTATTAGCGCCTCGTTGTCAACGGGAATGTCGCTTACCACTTAA
GAGATTCTCGAAGTCACTATTAGCGCCTCGTTGTCAACGGGAATGTCGCTTACCACTTAR
———————————————————————————————— GTCAACGGGAATGTCGCTTACCACTTAA

GAGATTCTCGAAGTCACTATTAGCGCCTCGTTGTCAACGGGAATGTCGCTTACCACTTAA

AGCATAACGCCGAGAAATCCCGTAATAAATCCAGTAAAATACGAGCACCCGTGCCAAGTT
AGCATAACGCCGAGAAATCCCGTAATAAATCCAGTARAATACGAGCACCCGTGCCAAGTT
AGCATAACGCCGAGAAATCCCGTAATAAATCCAGTARAATACGAGCACCCGTGCCAAGTT
AGCATAACGCCGAGAAATCCCGTAATARATCCAGTARAATACGAGCACCCGTGCCAAGTT
AGCATAACGCCGAGAAATCCCGTAATARATCCAGTAAAATACGAGCACCCGTGCCAAGTT

AGCATAACGCCGAGARATCCCGTAATAAATCCAGTAAAATACGAGCACCCGTGCCAAGTT

GAATATTTGAACCCGAGTGGGTAGATTCCACCGCAAAGGACCTAACCAGATCATTTCGCA
GAATATTTGAACCCGAGTGGGTAGATTCCACCGCAAAGGACCTAACCAGATCATTTCGCA
GAATATTTGAACCCCGAGTGGGTAGATTCCACCGCAAAGGACCTAACCAGATCATTTCGCA
GAATATTTGAACCCGAGTGGGTAGATTCCACCGCAAAGGACCTAACCAGATCATTTCGCA
GAATATTTGAACCCGAGTGGGTAGATTCCACCGCARAGGACCTAACCAGATCATTTCGCA

GAATATTTGAACCCGAGTGGGTAGATTCCACCGCAAAGGACCTAACCAGATCATTTCGCA

ARCAGGAACTAAAATCGGTAGAGAGCCCAGACAAAAGCCTTTCCTAAGAGCCACTCCAGT
AACAGGAACTAAAATCGGTAGAGAGCCCAGACARAAGCCTTTCCTAAGAGCCACTCCAGT
AACAGGAACTAAAATCGCTAGAGAGCCCAGACARAAGCCTTTCCTAAGAGCCACTCCAGT
AACAGGAACTAAAATCGGTAGAGAGCCCAGACAAAAGCCTTTCCTAAGAGCCACTCCAGT
AACAGGAACTAAAATCGGTAGAGAGCCCAGACARAAGCCTTTCCTAAGAGCCACTCCAGT

AACAGGAACTAAAATCGGTAGAGAGCCCAGACAAAAGCCTTTCCTAAGAGCCACTCCAGT

GGAAGCCCCTACTTTAGGTATAAAATGCAATACTAGTGGCGGCTCCTAAATAAACTTCTAT
GGAAGCCCCTACTTTAGGTATAAAATGCAATACTAGTGGGGCTCCTAAATAAACTTCTAT
GGAAGCCCCTACTTTAGGTATAAAATGCAATACTAGTGGGGCTCCTAAATAAACTTCTAT
GGAAGCCCCTACTTTAGGTATAAAATGCAATACTAGTGGGGCTCCTAAATAAACTTCTAT
GGAAGCCCCTACTTTAGGTATAAAATGCAATACTAGTGGGGCTCCTAAATAAACTTCTAT

GGAAGCCCCTACTTTAGGTATAAAATGCAATACTAGTGGGGCTCCTAAATAAACTTCTAT

TTTTCATGGCCTTCTAAAATTCACTCCCAARACCCCTAGCTATAGAAGTCTCTTATCCATC
TTTTCATGGCCTTCTAAAATTCACTCCCAAACCCCTAGCTATAGAAGTCTCTTATCCATC
TTTTCATGGCCTTCTAAAATTCACTCCCAAACCCCTAGCTATAGAAGTCTCTTATCCATC
TTTTCATGGCCTTCTAAAATTCACTCCCAARACCCCTAGCTATAGARAGTCTCTTATCCATC
TTTTCATGGCCTTCTAAAATTCACTCCCARACCCCTAGCTATAGAAGTCTCTTATCCATC
————————————————————— CACTCCCAAACCCCTAGCTATAGAAGTCTCTTATCCATC
TTTTCATGGCCTTCTAAAATTCACTCCCAAACCCCTAGCTATAGAAGTCTCTTATCCATC
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(0149

CTCTAAATAARAAATGGGAGTCTATTTTATTTCACCAGAGTTGATCGTAAATTTAGTCTCT
CTCTAAATAAAAATGGGAGTCTATTTTATTTCACCAGAGTTGATCGTAAATTTAGTCTCT
CTCTAAATAARAATGGGAGTCTATTTTATTTCACCAGAGTTCGATCGTAAATTTAGTCTCT
CTCTAAATAAAAATGGGAGTCTATTTTATTTCACCACAGTTGATCGTAAATTTAGTCTCT
CTCTAAATAAAAATGGGAGTCTATTTTATTTCACCAGAGTTGATCGTAAATTTAGTCTCT
CTCTAAATAAAAATGGGAGTCTATTTTATTTCACCAGAGTTGATCGTAAATTTAGTCTCT
CTCTAAATAAAAATGGGAGTCTATTTTATTTCACCAGAGTTGATCGTAAATTTAGTCTCT

Fhikhhhdhkhkhhhkhkhhhdthrharhdbhhhhhhhhbhdbhdhdadrrrthhbrhhbhadrhhbhhhhd

CAARATTTTATAAGTTGAGGGTAGAGGATGACTGGAGTTGCTCTAAACGGACCTATCTTCA
CAARATTTTATAAGTTGAGGGTAGAGGATGACTGGAGTTGCTCTAAARCGGACCTATCTTCA
CAAATTTTATAAGTTGAGGGTAGAGGATGACTGGAGTTGCTCTAAACGGACCTATCTTCA
CARATTTTATAAGTTGAGGGTAGAGGATGACTGGAGTTGCTCTAAACGGACCTATCTTCA
CARATTTTATAAGTTGAGGGTAGAGGATGACTGGAGTTGCTCTAAACGGACCTATCTTCA
CAAATTTTATAAGTTGAGGGTAGAGGATGACTGGAGTTGCTCTARACGGACCTATCTTCA
CAAATTTTATARGTTGAGGGTAGAGGATGACTGGAGTTGCTCTARACGGACCTATCTTCA
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AGTGACCTCAGTGAGCCCGTTTAACGGCGTCGACAAGTTTAATCTAACGGACACCAACCA
AGTGACCTCAGTGAGCCCGTTTAACGGCGTCGACAAGTTTAATCTAACGGACACCAACCA
AGTGACCTCAGTGAGCCCGTTTAACGGCGTCGACAAGTTTAATCTAACGGACACCAACCA
AGTGACCTCAGTGAGCCCGTTTAACGGCGTCGACAAGTTTAATC TAACGGACACCAACCA
AGTGACCTCAGTGAGCCCGTTTAACGGCGTCGACAAGTTTAATCTAACGGACACCAACCA
AGTGACCTCAGTGAGCCCGTTTAACGGCGTCGACAAGTTTAATCTAACGGACACCAACCA
AGTGACCTCAGTGAGCCCGTTTAACGGCGTCGACAAGTTTAATCTAACGGACACCAACCA
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GAGAAGAGAACCACCGCCAGCGCCGAGCCAAGCGACGTTGACATCTTGGCGCGGCACGGT
GAGAAGAGAACCACCGCCAGCGCCGAGCCAAGCGACGTTGACATCTTGGCCGCGGCACGGT
GAGAAGAGAACCACCGCCAGCGCCGAGCCARGCGACCTTGACATCTTGGCGCGGCACGGE
GAGAAGAGAACCACCGCCAGCGCCGAGCCAAGCGACGTTGACATCTTGGCGUGGCACGGL
GAGAAGAGAACCACCGCCAGCGCCGAGCCAAGCGACGTTGACATCTTGGCGCGGCACGGL
GAGAAGAGAACCACCGCCAGCGCCGAGCCAAGCGACGTTGACATCTTGGCGCGGCACGGT
GAGAAGAGAACCACCGCCAGCGCCGAGCCAAGCGACGTTGACATCTTGCGCGCGGTCACGGL
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ATCTCCCTGGCGTCTGGCCCCCTCTCGAGACTTCCGCTCCACCTCCCACCGGTGGCGGTT
ATCTCCCTGGCGTCTGGCCCCCTCTCGAGACTTCCGCTCCACCTCCCACCGGTGGCGGTT
ATCTCCCTGGCGTCTGGCCCCCTCTCGAGACTTCCGCTCCACCTCCCACCGGTGGLCGGTT
ATCTCCCTGGCGTCTGGCCCCCTCTCGAGACTTCCGCTCCACCTCCCACCGGTGGCGGTT
ATCTCCCTGGCGTCTGGCCCCCTCTCGAGACTTCCGCTCCACCTCCCACCGGTGGCGGTT
ATCTCCCTGGCGTCTGGCCCCCTCTCGAGACTTCCGCTCCACCTCCCACCGGTGGCGETT
ATCTCCCTGGCGTCTGGCCCCCTCTCGAGACTTCCGCTCCACCTCCCACCGGTGGCGGTT
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TCCAAGTCCGTTCCGCCTCCTCTCACACGGCACGAAACCGTGACGGGCACCGGCAGCACG
TCCAAGTCCGTTCCGCCTCCTCTCACACGGCACGAARCCGTGACGGGCACCGGCAGCACG
TCCAAGTCCGTTCCGCCTCCTCTCACACGGCACGAAACCGTGACGGGCACCEGCAGCACG
TCCAAGTCCGTTCCGCCTCCTCTCACACGGCACGAAACCCGTGACGGGCACCGGCAGCACG
TCCAAGTCCGTTCCGCCTCCTCTCACACGGCACGAAACCGTCACGGGCACCGGCAGCACG
TCCAAGTCCGTTCCGCCTCCTCTCACACGGCACGARACCGTGACGGGCACCGGCAGCACG
TCCAAGTCCGTTCCGCCTCCTCTCACACGGCACGARACCGTGACGGGCACCGGCAGCACG
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GGGGGATTCCTTTCCCACCGCTCCTTCCCTTTCCCTTCCTCTCCCGCCGCTATAAATAGC
GGGGGATTCCTTTCCCACCGCTCCTTCCCTTTCCCTTCCTCTCCCGCCGCTATARATAGE
GGGGGATTCCTTTCCCACCGCTCCTTCCCTTTCCCTTCCTCTCCCGCCGCTATARATAGC
GGGGGATTCCTTTCCCACCGCTCCTTCCCTTTCCCTTCCTCTCCCGCCGCTATARATAGC
GGGGGATTCCTTTCCCACCGCTCCTTCCCTTTCCCTTCCTCTCCCGCCGCTATAAATAGC
GGGGGATTCCTTTCCCACCGCTCCTTCCCTTTCCCTTCCTCTCCCGCCGCTATAAATAGC
GGGGGATTCCTTTCCCACCGCTCCTTCCCTTTCCCTTCCTCTCCCGCCGCTATAARATAGC
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AAAATAAACAGCCTGCAAATTTATAGCGAGTCGATAGATGGGCACAAGGCTTCCTATTTCT
AARATAAACAGCCTGCAAATTTATAGCGAGTGATAGATGGGCACAAGGCTTCCTATTTCT

TAAATCAGACTTTGTAAGAACAAARAAAGGACTTATAAGAGAATGGGATAAACCATATAT
TAAATCAGACTTTGTAAGAACAAAAAAAGGACTTATAAGAGAATGGGATAAACCATATAT

CAATGGTGTAGTATGTTAGTATGCATTAAGATCTGACTATTATATGACGTGAGTTGTTAAA
CAATGGTGTAGTATGTTAGTATGCATTAAGATCTGACTATTATATGAGTGAGTTGTTAAA

TTCATTTTAGGTGACATGGCCCGGTTAAATTATTAGCCATACCCTAACAGCTCTAAARAA
TTCATTTTAGGTGACATGGCCCGGTTAAATTATTAGCCATACCCTAACAGCTCTAAAAAR
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CGTTCTCAAGTTTTTTTTCTTGCAAATTACGCTTTTTTAAGAAAGTATAATTTGGATCGT
CGTTCTCAAGTTTTTITTTCTTGCAAATTACGCTTTT TTAAGAAAGTATAATTTGGATCGT

GCGATTTTTTTTCTCTAGGTGTGCGTGACTGTCTGAGTAACAATTTTGGATCTCAGARAG
GCGATTTTTTTTCTCTAGGTGTGCGTGACTGTGTGAGTAACAATTTTGGATCTCAGAAAG

GTAATAAAAGAATAATACTGCTGCCTACTTTGAGGATTACAATATCTTTCTCTAAAATGT
GTAATAAAAGAATAATACTGCTGCCTACTTTGAGGATTACAATATCTTTCTCTAAAATGT

TTTGGTTTGTTATTTAAACCGTCTTTAAGGCCAATTGCTCAAGATTCATTCAACAATTGA
TTTGGTTTGTTATTTAAACCGTCTTTAAGGCCAATTGCTCAAGATTCATTCAACAATTGA

AACGTCTCACATGATTARATCATATAAGGTTGCTAAGGTCTTGTTTGACAAGCGTTTTTTT
AARCGTCTCACATGATTAAATCATATAAGGTTGCTAAGCGTCTTCGTTTGACAACGGTTTTTTT
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TGTGGAAATTTCATCTARATTTTTGAGTGAAACTATCAARATACTAATTTAAARAAAGGCAA
TGTGGAAATTTCATCTAAATTTTTGAGTGAAACTATCAAATACTAATTTAAAAAAGGCAA

ATTTTGCTGGAGGACACTGCAGAAACGTGTAATTGGCCGGCACAAACCGCCAMACGGAGA
ATTTTGCTGGAGGACACTGCAGAAACGTGTAATTGGCCGGCACAAACCGCCAAACGGAGA

ATTTGCCCAGTACCATTATAARATTCATGATAAATTCATCGTTGTTTGCCAGTGGGGCTAG
ATTTCGCCCAGTACCATTATAAATTCATGATAAATTCATGGTTGTTITGCCAGTGGGGCTAG

GGTTCCTCGCGTATGCTGCGGAATGTGGTTTGGTTCGACCAACTCGAACTCAATCCGATC
GGTTCCTCGCGTATGGTGCGGAATGTGGTTTCGTTCGACCAACTCGAACTCAATCCGATC

CAAAGGGGCATCAATAGTCATTTTAGAAAGTTTCTCTCTCCCGAGCAGTGGAAATGATTA
CAAAGCGGGCATCAATAGTCATTTTAGAAAGTTTCTCTCTCCCGAGCAGTGGAAATGATTA

TTCTATTTGGCGCGATGTCCACCGGCAAACAACCACGAATTTGTAATGGTACTAGGCAAA
TTCTATTTGGCGCGATGTCCACCGGCAAACAACCACGAATTTGTAATGGTACTAGGCAAR
—————————————————— CCACCGGCAAACAACCACGAATTTGTAATGGTACTAGGCAARN
TTCTATTTGGCGCGATGTCCACCGGCAAACAACCACGAATTTGTAATGGTACTAGGCAAA
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Gudish

TTCTCCGTTTGGCGGTGTGTGCCGGCCAATTACACCTTTTTGCGGTGTCCTCCCGACAAAR
TTCTCCGTTTGGCGGTGTGTGCCGGCCAATTACACGTTTTTGCGGTGTCCTCCGACAARA
TTCTCCGTTTGGCGGTGTGTGCCGGCCAATTACACGTTTTTGCGGTGTCCTCCGACAARA
TTCTCCGTTTGGCGGTGTGTGCCGGCCAATTACACGTTTTTGCGGTGTCCTCCGACAARR

TTTGCCTTTTAARAACAATTTTATAAGAGAAGCTCCGGAGATARAAGGCCGTCAATGTTA
TTTGCCTTTTARAAACAATTTTATAAGAGAAGCTCCGGAGATAAAAGGCCGTCAATGTTA
TTTGCCTTTTAAAAACAATTTTATAAGAGAAGCTCCGGAGATAAAAGGCCGTCAATGTTA
TTTGCCTTTTAAAAACAATTTTATAAGAGAAGCTCCGGAGATAAAAGGCCGTCAATGTTA

CAAGAGTGAAGTCGTCTACTCCCTCCATCCCAAAAAATGTAATTCTAAGTATGAGTTGTA
CAAGAGTGAAGTCGTCTACTCCCTCCATCCCARARAATGTAATTC TAAGTATGAGTTGTA
CAAGAGTGAAGTCGTCTACTCCCTCCATCCCAARAAATCTAATTC TAAGTATGAGTTGTA
CAAGAGTGRAGTCGTCTACTCCCTCCATCCCARAAAATGTAATTCTAAGTATGAGTTGTA

TTATTATTTTTGGACAAAAGGAGTATACCACAAGAATGATATCATCGTCATCGCTTAGATC
TTATTATTTTTGGACAAAAGGAGTATACCACAAGAATGATATCATCGTCATGCTTAGATC
TTATTATTTTTGGACAAAAGGAGTATACCACAAGAATGATATCATCGTCATGCTTAGATC
TTATTATTTTTGGACAAARAGGAGTATACCACAAGAATGATATCATCGTCATGCTTAGATC
—————————————————————————— ACCACAAGAATGATATCATCGTCATGCTTAGATC

CTTTTTAGTAAAGCTTGAGCTTCTCTAAARGTAGAGAAATTAGARRAAAATCACGTTTTT
CTTTTTAGTAAAGCTTGAGCTTCTCTAARAGTAGAGAAATTAGAAAAAAATCACGTTTTT
CTTTTTAGTAARAGCTTGAGCTTCTCTAARAGTAGAGAAATTAGAAAAAAATCACGTTTTT
CTTTTTAGTAAAGCTTGAGCTTCTCTAAAAGTAGAGAAATTAGAAARAAATCACGTTTTT
CTTTTTAGTAAAGCTTGAGCTTCTCTAAAAGTAGAGAAATTAGAAAAAAATCACGTTTTT

GTGGTCTTGATTTCTAGCCTCCACAARAATCTTTGGTTTTACATTTTTTGTTTGATTTTGG
GTGGTCTTGATTTCTAGCCTCCACAAAATCTTTGGTTTTACATTTTTTGTTTGATTTTGG
GTGGTCTTGATTTCTAGCCTCCACAAAATCTTTGGTTTTACATTTTTTGTTTGATTTTGS
GTGGTCTTGATTTCTAGCCTCCACAAAATCTTTGGTTTTACATTTTTTGTTTGATTTTGG
GTGGTCTTGATTTCTAGCCTCCACAAAATCTTTGGTTTTACATTTTTTGTTTGATTTTGG
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TTTCAGAAGTCCTTATTTATATGTGCTAGTTTGGCAGCACTTAAAATCGTTAGAGAGAGC
TTTCAGAAGTCCTTATTTATATGTGCTAGTTTGGCAGCACTTARAATCGTTAGAGAGAGE
TTTCAGAAGTCCTTATTTATATGTGCTAGTTTGGCAGCACTTARAAATCGTTAGAGAGAGC
TTTCAGAAGTCCTTATTTATATGTGCTAGTTTGGCAGCACTTARAATCGTTAGAGAGAGC
TTTCAGAAGTCCTTATTTATATGTGCTAGTTTGGCAGCACTTARAATCGTTAGAGAGAGC

CTAAACAAAAGCCTTTTCAARACGACCTTGAGCCAGATTGGTTGATGGCCARAATTTGAT
CTARACAAAAGCCTTTTCAAAACGACCTTGAGCCAGATTGGTTGATGGCCAAAATTTGAT
CTAAACAAAAGCCTTTTCAAAACGACCTTGAGCCAGATTGGTTGATGGCCAARATTTGAT
CTARACAAAAGCCTTTTCAAAACGACCTTGAGCCACGATTCCTTCATGGCCARAATTTGAT
CTAAACAAAAGCCTTTTCAAAACGACCTTGAGCCAGATTGGTTGATGGCCAAAATTTGAT

TGTCAAAACTTAGGCAAGCCAAGATTTTAGCAGCTATTTGCTTTGCTACCAAAATTTGCC
TGTCAAAACTTAGGCAAGCCAAGATTTTAGCAGCTATTTGGTTTGGTACCAAAATTTGCC
TGTCAAAACTTAGGCAAGCCAAGATTTTAGCAGCTATTTGGTTTGGTACCARAATTTGCC
TGTCAAAACTTAGGCAAGCCAAGATTTTAGCAGCTATTTGGTTTGGTACCAAAATTTGCC
TGTCAAARACTTAGGCAAGCCAAGATTTTAGCAGCTATTTGGTTTGGTACCAARAATTTGCC
——————————— AGGCAAGCCAAGATTTTAGCAGCTATTTGGTTTGGTACCAAAATTTGCC
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AATGATCTGTTCTTTTGCCTTTTCAACCGGTTTATCAGCCGTACTTCAGCTTATTCTCTC
AATGATCTGTTCTTTTGCCTTTTCAACCGGTTTATCAGCCGTACTTCAGCTTATTCTCTC
AATGATCTGTTCTTTTGCCTTTTCAACCGGTTTATCAGCCGTACTTCAGCTTATTCTCTC
AATGATCTGTICTTTTGCCTTTTCAACCGGTTTATCAGCCGTACTTCAGCTTATTCTCTC
AATGATCTGTTCTTTTGCCTTTTCAACCGGTTTATCAGCCGTACTTCAGCTTATTCTCTC
AATGATCTGTTCTTTTGCCTTTTCAACCGGTTTATCAGCCGTACTTCAGCTTATTCTCTC
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TCACAGAACACTATTGAATCAGCCGAAAAGCCACCGCAGARCAGGACCAGTATCTCACAR
TCACAGAACACTATTGAATCAGCCGAAAAGCCACCGCAGAACAGGACCAGTATCTCACAA
TCACAGAACACTATTGAATCAGCCGAAAAGCCACCGCAGARCAGGACCAGTATCTCACAA
TCACAGAACACTATTGAATCAGCCGAAAAGCLCACCGCAGAACAGGACCAGTATCTCACAA
TCACAGAACACTATTGAATCAGCCGARAAGCCACCGCAGAACAGGACCAGTATCTCACAA
TCACAGAACACTATTGAATCAGCCGAAAAGCCACCGCAGAACAGGACCAGTATCTCACAA
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ATGGCATGCCAAATATACTCACCCTCAGTGAGCCCGTTTAACGGCGTCGACAAGTCTAAC
ATGGCATGCCAAATATACTCACCGTCAGTGAGCCCGTTTAACGGCGTCGACAAGTCTAAC
ATGGCATGCCAAATATACTCACCGTCAGTGAGCCCGTTTAACGGCGTCCACAAGTCTAAC
ATGGCATGCCAAATATACTCACCGTCAGTGAGCCCGTTTAACGGCGTCGACAAGTCTAAC
ATGGCATGCCAAATATACTCACCGTCAGTGAGCCCGTTTAACGGCGTCGACAAGTCTAAL
ATGGCATGCCAAATATACTCACCGTCAGTGAGCCCGTTTAACGGCGTCGACAAGTCTAAC
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Gudib'

GGCCACCAACCAGCGAACCACCAGCGTCAAGCTAGCCAAGCGAAGCAGACGGLCGAGACG
GGCCACCAACCAGCGAACCACCAGCGTCAAGCTAGCCAAGCGAAGCAGACGGLCGAGACG
GGCCACCAACCAGCGAACCACCAGCGTCAAGCTAGCCAAGCGAAGCAGACGGCCGAGALCG
GGCCACCAACCACGCGAACCACCAGCGTCAAGCTAGCCAAGCGAAGCAGACGGCCGAGALCG
GGCCACCAACCAGCGAACCACCAGCGTCAAGCTAGCCAAGCGAAGCAGACGGCCGAGACG
GGCCACCAACCAGCGAACCACCAGCGTCAAGCTAGCCAAGCGAAGCAGACGGCCGAGACG
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TTGACACCTTGGCGCGGGCATCTCTCTGGCCCCCTCTCGAGAGTTCCGCTCCACCTCCAC
TTGACACCTTGGCGCGGGCATCTCTCTGGCCCCCTCTCGAGAGTTCCGCTCCACCTCCAC
TTGACACCTTGGCGCGGGCATCTCTCTGGCCCCCTCTCGAGAGTTCCGCTCCACCTCCAC
TTGACACCTTGGCGCGGGCATCTCTCTGGCCCCCTCTCGAGAGTTCCCCTCCACCTCCAC
TTGACACCTTGGCGCGGGCATCTCTCTGGCCCCCTCTCGAGAGTTCCGCTCCACCTCCAC
TTGACACCTTGGCGCGGGCATCTCTCTGGCCCCCTCTCGAGAGTTCCGCTCCACCTCCAC

L EE R EEAS RS S S SR AR E AT ESE SRR A SRR AR R SRR EEREEREES R SR SRR SRS S ]

TCGTGGCGETTTCCAAGTCCGTTCCGCCTCCTGCTCCTCCTCACACGGCACGAAACCGTC
TGGTGGCGGTTTCCAAGTCCGTTCCGCCTCCTGCTCCTCCTCACACGGCACGAAACCGTC
TGGTGGCGGTTTCCAAGTCCGTTCCGCCTCCTGCTCCTCCTCACACGGCACGAAACCGTC
TGGCTGGCGGTTTCCAAGTCCGTTCCGCCTCCTGCTCCTCCTCACACGGCACGAAACCGTC
TGGTGGCGGTTTCCAAGTCCGTTCCGCCTCCTGCTCCTCCTCACACGGCACGARACCGTC
TGGTGGCGGTTTCCAAGTCCGTTCCGCCTCCTGCTCCTCCTCACACGGCACGAAACTGTC

khkrhdhdkhkdhrhkhkhhkhhhkhkhkrhkddbhkbkdhhkbdhdbhkdrhdbddrbrdtrrrrtdiidrrrrthhd

ACGCGCACCGGCAGCACGGGGGATTCCTTTCCCACCGCTCCTTCCCTTTCCCTTCCTCGCC
ACGGCACCGGCAGCACGGGGGATTCCTTTCCCACCGCTCCTTCCCTTTCCCTTCCTCGCL
ACGGCACCGGCAGCACGGGGGATTCCTTTCCCACCGCTCCTTCCCTTTCCCTTCCTCGCC
ACGGCACCGGCAGCACGGGGGATTCCTTTCCCACCGCTCCTTCCCTTTCCCTTCCTCGCC
ACGGCACCGGCAGCACGGGGGATTCCTTTCCCACCGCTCCTTCCCTTTCCCTTCCTCGCC
ACGGCACCGGCAGCACGGGGGATTCCTTTCCCACCGCTCCTTCCCTTTCCCTTCCTCGLL
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CGCCGTTTTAAATAGCCAGCCCCATCCCCAGCTTCTCTCCCC
CGCCGTTTTARATAGCCAGCCCCATCCCCAGCTTICTCTCCCC
CGCCGTTTTAAATAGCCAGCCCCATCCCCAGCTTCTCTCCCC
CGCCGTTTTAAATAGCCAGCCCCATCCCCAGCTTCTCTCCCC
CGCCGTTTTAAATAGCCAGCCCCATCCCCAGCTTCTCTCCCC
CGCCGTTTTARATAGCCAGCCCCATCCCCAGCTTCTCTCCCC

eSS A A SR ERE SRS EREREEEEEESEEEEEES SRS S

FIG. 2g



P-Sv.Ubgl-1:1:2
P-Sv.Ubgl-1:1:1
P-Sv.Ubql-1:1:3

P-Sv.Ubgl-1:1
P-Sv.Ubgl-1:1:
P-Sv.Ubgl-1:1

£2

1
33
P-Sv.Ubgl-1:1:2
P-Sv.Ubgl-1:1:1
P-Sv.Ubgl-1:1:3

.
.

P-Sv.Ubgl-1:1:2
P-Sv.Ubgl-1:1:1
P-S5v.Ubgl-1:1:3
P-Sv.Ubgl-1
P-Sv.Ubgl-1

1

P-Sv.Ubgl-

.

Laid
Lozl
Lo

P-5Sv.Ubgl-1:1:2
P-Sv.Ubgl-1:1:1
P-S5v.Ubgl-1:1:3

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

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

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

P-Sv.Ubgl-1:1:2
P-Sv.Ubql-1:1:1
P-Sv.Ubgl-1:1:3

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

P-Sv.Ubgl-1:1
P-Sv.Ubgl-1:1:
P-Sv.Ubgl-1:1:

LUQLu

-------------------------------------- GCCGTTTTTGAAGTATCCAGGA
ABAAAGGCTTATACTACCAGTATACTATCAACCAGCATGCCGTTTTTGAAGTATCCAGGA

TTAGAAGCTTCTACTGCGCTTTTATATTATAGCTGTGGACCTGTGGTAACCTTTCTCTTT
TTAGAAGCTTCTACTGCGCTTTTATATTATAGCTGTGGACCTGTGGTAACCTTTCTCTTT

TGGCGCTTGCTTAATCTCGGCCGTGCTGGTCCATGCTTAGGCACTAGGCAGAGATAGAGC
TGGCGCTTGCTTAATCTCGGCCGTGCTGGTCCATGCTTAGGCACTAGGCAGAGATAGAGC

CGGGGGTGAATGGGGCTAAAGCTCAGCTGCTCGAGGGGCCGTGGGCTGGTTTCCACTAGC
CGGGGGTGAATGGGGCTAAAGCTCAGCTGCTCGAGGGGCCCTGGGCTGGTTTCCACTAGC

CTACAGCTGTGCCACGTGCGGCCGCGCAAGCCGAAGCAAGCACGCTGAGCCGTTGGACAG
CTACAGCTGTGCCACGTGCGGCCGCGCAAGCCGAAGCAAGCACGCTGAGCCGTTGGACAG
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Culiby

CTTGTCATAATGCCATTACGTGGATTACAGGTAACTGGCCCTGTAARCTACTCGTTCGGLCC
CTTGTCATAATGCCATTACGTGGATTACAGGTAACTGGCCCTGTAACTACTCGTTCGGCC

ATCATCAAACGACGACGTCCGCTAGGCGACGACACGGGTAATGCACGCAGCCACCCAGGE
ATCATCAAACGACGACGTCCGCTAGGCGACGACACGGGTAATGCACGCAGCCACCCAGGE
———————————————————————————————— CACGGGTAATGCACGCAGCCACCCAGGC

e S XA S ST LR SRS S SR SRR T B LN S S

GCGCGCGCTAGCGGAGCACGGTCAGGTGACACGGGCGTCGTGACGCTTCCGAGTTGAAGG
GCGCGCGUTAGCGGAGCACGGTCAGGTGACACGCGGCGTCGTGACGCTTCCGAGTTGAAGG
GCGCGCGCTAGCGGAGCACGGTCAGGTGACACGGGCGTCGTGACGCTTCCGAGTTCGAAGG

2RSS SR AR SR SRS RS S R AR R R AR R R R AR SRS R EE R A E R AR EER A S S AN R &

GGTTAACGCCAGAAACAGTGTTTGGCCAGGGTATGAACATAACAARAAAATATTCACACGA
GGTTAACGCCAGAARACAGTGTTTGGCCAGGGTATGAACATAACAAAAMATATTCACACGA
GGTTAACGCCAGARACAGTGTTTGGCCAGCGGTATGAACATAACAAAAAATATTCACACGA

tE R RS E SRS AR SRS S AR ER AR SRS SRS R R E RS EES S S E TSRS E SRS R TSRS

AAGAATGGAAGTATGGAGCTGCTACTGTGCTAAATGCCAAGCAGGAAACTCACGCCCGCTA
AAGAATGGAAGTATGGAGCTGCTACTGTGTARATGCCAAGCAGGAAACTCACGCCCGCTA
AAGAATGGAACTATGGAGCTGCTACTGTGTAAATGCCAAGCAGGAAACTCACGCCCGCTA

A S A SR SR AR AR SRS S SRR R SRR R R R EEEE R RS AR SRR SRS SR E R SRS REEEE ST EEE:

ACATCCAACGGCCAACAGCTCGACGTGCCGGTCAGCAGAGACATCGGAACACTGGTGATT
ACATCCAACGGCCAACAGCTCGACGTGCCGGTCAGCAGAGACATCGGAACACTGGTGATT
ACATCCAACGGCCAACAGCTCGACGTGCCGGTCAGCAGAGACATCGGAACACTGGTCGATT

Fhhhkhhdhdhhhdthhhrhhkdbrhbhtdbhbhkdhhdtrhhbrtrh bbbt bhbkddhhrrhbhkdthhs

GGTGGAGCCGGCAGTATGCGCCCCAGCACGGCCGAGGTGGTGGTGGCCCGTGGCCCTGET
GGTGGAGCCGGCAGTATGCGCCCCAGCACGGCCGAGGTGGTGETGGCCCGTGGCCCTGLET
GGTGGAGCCGGCAGTATGCGCCCCAGCACCGGCCGAGGTGGTGGTGGCCCGTGGCCCTGET

khkkhkkkhkhbhkthhhkhdhidrbhkhhtihhhtdhhkithhtdthhhkrtthhdrhhkithhhrtdhkdtik

GTCTGCGCGGCTCGGGACAACTTGAAACTGGGCCACCGCCTCGTCGCAACTCGCAACCCG
GTCTGCGCGGCTCGGGACAACTTGAAACTGGGCCACCGCCTCGTCGCAACTCGCAACCTG
GTCTGCGCGGCTCGGGACAACTTGAAACTGGGCCACCGCCTCGTCGCAACTCGCAACCCG

Thkdkhhkhhhhhkdrhbhbhkdhhbhhbhkhbhkdhhkbtddhhrdrrdrdrdb bbb bhbdbhbhddtbhbhbhhd ks

TTGGCGGAAGAAAGGAATGGCTCGTAGGGGCCCGGGTAGAATCCAAGAATGTTGCGCTGG
TTGGCGGAAGAAAGGAATGGCTCGTAGGGGCCCGGGTAGAATCCAAGAATGTTGCGCTGG
TTGGCGGAAGAAAGGAATGGCTCGTAGGGGCCCGGGTAGAATCCAAGAATGTTGCGCTGG

kkhkkdkhhkkhkhhkbbhkhhktbhdhdhhbhithkbrrbrhthabtrhdtrtabrtrbrhkbthrhtdtrx

GCTTCGATTCACATAACATGGGCCTGAAGCTCTAAAACCGACGGCCCGCTCACCGGGCGAT
GCTTCGATTCACATAACATGGGCCTGAAGCTCTAAAACGACGGCCCGGTCACCCGGGCGAT
GCTTCGATTCACATAACATGGGCCTGAAGCTCTAAAACGACGGCCCGGTCACCGGGCGAT
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Gudivy

GGAAAGAGACCGGATCCTCCTCGTGAATTCTGGAAGGCCACACGAGAGCGACCCACCACC
GGAAAGAGACCGGATCCTCCTCGTGAATTCTGGAAGGCCACACGAGAGUGACCCACCACC
GGAAAGAGACCGGATCCTCCTTGTGAATTCTGGAAGGCCACACGAGAGCGACCCACCACC

kkhkhhkhkkdhkhhkrkhhhbihhkhdtiddh Fhhkdhkdhdrhrhkdrdhrhrthtrhrrrhbdrir i rrtrith

GACGCGGAGGAGTCGTGCGTGGTCCAACACGGCCGGCGGGCTGGGCTGCGACCTTAACCA
GACGCGGAGGAGTCGTGCGTGGTCCAACACGGCCGGCGGGCTGGGCTGCGACCTTAACCA
GACGCGGAGGAGTCGTGCGTGGTCCAACACGGCCGGLCGGGCTGEGCTGCGACCTTARCCA

LS R R R A R R R SR R R SR R R R A SRR R R R R S S R R R T

GCAAGGCACGCCACGACCCGCCTCGCCCTCGAGGCATAAATACCCTCCCATCC
GCAAGGCACGCCACGACCCGCCTCGCCCTCGAGGCATAAATACCCTCCCATCC
GCAAGGCACGCCACGACCCGCCTCGCCCTCGAGGCATAAATACCCTCCCATCC
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Gudib.

GTCGTGCCCCTCTCTAGAGATAAAGAGCATTGCATCTCTAAAGTATAAARAAATTACCACA
GTCGTGCCCCTCTCTAGAGATAAAGAGCATTGCATCTCTAAAGTATAMAAAATTACCACA
GTCGTGCCCCTCTCTAGAGATAATGAGCATTGCATGTCTAAGTTATAAAAAATTACCACA
GTCGTGCCCCTCTCTAGAGATAAAGAGCATTGCATGTCTAAGTTATAAAAAATTACCACA

FhkkkkFr bkt hhkddhhdhbhbhdd hdhddbhbdkdbhbhrhdbbhhid dhkhhkhkhkhkkddhkdddhkd

TA--TTTTTTTGTCACACT--TATTTGAAGTGTAGTTTATCTATCTCTATACATATATTT
TA--TTTTTTTGTCACACT--TATTTGAAGTGTAGTTTATCTATCTCTATACATATATTT
TATTTTTTTTTGTCACACTTGTGTTTGAAGTGCAGTTTATCTATCTCTATACATATATTT
TA-TTTTTTTTGTCACACT--TGTTTGAAGTGCAGTTTATCTATCTTTATACATATATTT

e wdkkhkdhkdhhhkhkdkdd * kdkkdkkkdkd ddkbkdkhkdkddhkkErEr khkdokhhokkkdddd

AAACTTCACTCTACAAATAATATAGTCTATAATACTAARATAATATTAGTGTTTTAGAGG
AAACTTCACTCTACAAATAATATAGTCTATAATACTAAAATAATATTAGTGTTTTAGAGS
ARACTTCACTATATGAATAATATAGTCTATAGTATTAAAATAATATCAATGTTTTAGATG
ARACTTTACTCTACGAATAATATAATCTATAGTACTACAATAATATCAGTGTTTTAGAGA

*¥hEkkkk kikk **% kdkkhkkkhkhdt Fhdkdkdtdt Fh Kk Ahdrkhkrdkd Kk ddkhkhkErdhkk

ATCATATAAATAAACTGCTAGACATGGTCTAAAGGATAATTGAATATTTTGACAA - -~~~
ATCATATAAATAMRACTGCTAGACATGGTCTAAAGCGATAATTGAATATTTTCACAA-————
ATTATATAACTGAACTGCTAGACATGGTCTARAGGACAACCGAGTATTTTGACAACATGA

ATCATATAAATGAACAGTTAGACATGGTCTAAAGGACAATTGAGTATTTTGACAACAGGA
Kk hkEFEEK K kkk Kk KEANKAEAKRARKRKELAFE kK kk kE kA A AL A EEF

-TCTACAGTTTTATCTTTTTAGTGTGCATGTGATCTCTCTGTTTTTTTTGCAAATAGCTT
-TCTACAGTTTTATCTTTTTAGTGTGCATGTGATCTCTCTGTTTTTTTTGCAARATAGCTT
CTCTACAGTTTTATCTTTTTAGTGTGCATGTGTTCTTT-~--TTACTTTTGCARATAGCTT
CTCTACAGTTTTATCTTTTTAGTGTGCATGTGTTCTCCTT-TTTTTTTTGCAAATAGCTT

FhhkEkhkhkrhkbhkrhhdhhbdthdhddhddthhtd *ihk * K FhkhEkhkhkhkkhkrinhkk

GACCTATATAATACTTCATCCATTTTATTAGTACATCCATTTAGGATTTAGGGTTGATGG
GACCTATATAATACTTCATCCATTTTATTAGTACATCCATTTAGGATTTAGGGTTGATGG
CACCTATATAATACTTCATCCATTTTATTAGTACATCCATTT-=———=———m e e e m e
CACCTATATAATACTTCATCCATTTTATTAGTACATCCATTTAGGGTTTAGGCTTAATGG

khkkhkhkhhkrrbhkhkhkdhbdbhbhhbhdihhddhthhbdthhhdhhkhhhd

TTTCTATAGACTAA--TTTTTAGTACATCCATTTTATTCT-TTTTAGTCTCTAAATTTTT
TTTCTATAGACTAA--TTTTTAGTACATCCATTTTATTCT-TTTTAGTCTCTAAATTTTT
————————— ACTAAA-TTTTTAGTACATCTATTTTATTCTATTTTAGCCTCTAAA-TTARA
TTTTTATAGACTAATTTTTTTAGTACATCTATTTTATTCTATTTTAGCCTCTAAA-TTAA

* ok ok khkhkhkdbdhkhkikhikdt hrkdhEAhhixdt REhkdthd ThhEtdiit *k

TAAAACTAAAACTCTATTTTAG-TTTTTTATTTAATAATTTAGATATAAAATCGAAATAAA
TAAARCTARAACTCTATTTTAG-TTTTTTATTTAATAATTTAGATATAAAATGAAATAAA
GAAAACTTAAACTCTATTTTAG-TTTTTTATTTAATAATTTAGATATAAAATAGAATAAA
GAAAACTAAAACTCTATTTTAGTTTTTTTATTTAATAATTTACGATATAAAATAGAATAAR

hhdkhkdhd HhEAhkddrhddhohhd hhddhdbddbhbhddbhhkdbdbhkhb bbb drdik %ok okodok K
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ATARATTGACTACAAATAAAACAAATACCCTTTARGAAN-TAAMAARACTAAGCAAACAT
ATAAAGTGACTAAAAAATAACTAAATACCTTTTAAGARA-TAAAAAAACTAAGGAACCAT
ATAAAGTGACTAAAAATTAAACAAATACCCTTTAAGAAATTAAAANAACTAAGGAAACAT

kxkhk *hhkhkhkk khk * % dhkkhthkhkt khkdkhhkkdthhk dhkhkkthkhhkhkrthik *k ktk

TTTTCTTGTTTCGAGTAGATAATGACAGGCTGTTCAACGCCGTCGACGAGTCTAACGGAC
TTTTCTTGTTTCGAGTAGATAATGACAGGCTGTTCAACGCCGTCGACGAGTCTAACGGAC
TTTTCTTGTTCCGAGTAGATAATGACAGCCTGTTCAACGCCGTCGACCGAGTCTARCGGAC
TTTTCTTGTTTCGAGTAGATAATGCCAGCCTGTTAAACGCCGTCGACGAGTCTAACGGAC

FhEAEIEAEFTLER Fhhhdrhhdrtdhkdx *kd hkkkd FhrdkhkiirEdbdrdhridrdtdhdhitdhdi

ACCAACCAGCGAACCAGCAGCGTCGCETCGGGCCARGCGARGCAGACGGCACGGCATCTC
ACCAACCAGCGAACCAGCAGCGTCGCGTCGGGCCAAGCGAAGCAGACGGCACGGCATCTC
ACCAACCAGCGAACCAGCAGCGTCGCGTCGGGCCAAGCGAAGCAGACGGCACGGCATCTC
ACCAACCAGCGAACCAGCAGCGTCGCGTCGGGCCAAGCGAAGCAGACGECACGGCATCTC

A A S S SR A sRtE s R R RS SR A R R s R AR R AR SRR EE R R ER AR REEEEEEEEE SRR S

TGTAGCTGCCTCTGGACCCCTCTCGAGAGTTCCGCTCCACCGTTGGACTTGCTCCGCTGT
TGTAGCTGCCTCTGGACCCCTCTCGAGAGTTCCGCTCCACCGTTGGACTTGCTCCGCTGT
TGTAGCTGCCTCTGGACCCCTCTCGAGAGTTCCGCTCCACCGTTGGACTTGCTCCGCTGT
TGTCGCTGCCTCTGGACCCCTCTCGAGAGTTCCGCTCCACCGTTGGACTTGCTCCGCTGT
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CGGCATCCACARATTGCGTGGCGGAGCGGCAGACGTGAGGCGGCACGGCAGGCGGLOTCT
CGGCATCCAGAAATTGCGTGGCGGAGCGGCAGACGTGAGGCGGCACGGCAGGLGGCOTCT
CGGCATCCAGAAATTGCGTGGCGGAGCGGCAGACGTGAGCCGGCACGGCAGGCGG-~~—~
CGGCATCCAGAAATTGCGTGGCGGAGCGGCAGACGTGAGCCGGCACGECAGGLGGCLCTCC

hkkhhkhkTdhhhdhhddhbhhhhbhhbhrdhhdhhhhbdhhdbddt ddddhhdbdhbhdbddhkg

TCCTCCTCTCACGGCACCGGCAGCTACGGGGGATTCCTTTCCCACCGCTCCTTCGCTTTC
TCCTCCTCTCACGGCACCGGCAGCTACGGGGGATTCCTTTCCCACCGCTCCTTCGCTTTC
-CCTCCTCTCACGGCACCGGCAGCTACGGGGGATTCCTTTCCCACCGCTCCTTCGCTTTC
TCCTCCTCTCACGGCACCGGCAGCTACGGGGGATTCCTTTCCCACCGCTCCTTCGCTTTC
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CCTTCCTCGCCCGCCGTAATARATAGACACCCCCTCCACACCCTCTTTCCCCAACCTCGT
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CCTTCCTCGCCCGCCGTAATAARATAGACACCCCCTCCACACCTTCTTTCCCCAACCTCGT
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GTTCGTTCGGAGCGCACACACACGCAACCAGATCTCCCCCAAATCCAGCCGTCGGCACCT
GTTCGTTCGGAGCGCACACACACGCAACCAGATCTCCCCCAAATCCAGCCGTCGGCACCT

GTTCGTTCGGAGCGCGCACACACACAACCAGATCTCCCCCAAATCCACCCGTCGGCACCT
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ACCTGGTGGATTTATTAATTTTGTATCTTTATGTGTGTGCCATACATCTTCATAGTTACG
ACCTGGTGGATTTATTAATTTTGGATCTGTATGTGTGT--CATACATCTTCATAGTTACG

ACCTGGTGTATTTATTAATTTTGGAACTGTATGTGTGTGTCATACATCTTCATAGTTACG
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AGTTTAAGATGATGGATGGAAATATTGATCTAGGATAGGTATACATCTTCATGTGGGTTT
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TACTGATGCATATAC---ATGGCATATGCAGCATCTATTCATATGCTCTAACCTTGAGTA
TACTGATGCATATACATGATGGCATATGCAGCATCTATTCATATGCTCTAACCTTGAGTA
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TTGCTTGGTACTGTTTCTTTTGTCCGATGCTCACCCTGTTGTTTGGTGATACTTCTGCAG
TTGCTTGGTACTGTTTCTTTTGT-CGATGCTCACCCTGTTGTTTGGTGATACTTCTGCAG
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ACTGCCGCGACACGCCTCACTGGCGGGAGGGCTCCCGAGCGCTCTCTCCCCGGCGGLCGGL

AAAAAGGCTTATACTACCAGTATACTATCAACCAGCATGCCGTTTTTGAAGTATCCAGGA
—————————————————————————————————————— GCCGTTTTTGAAGTATCCAGGA

TTAGAAGCTTCTACTGCGCTTTTATATTATAGCTGTGGACCCGTGGTAACCTTTCTCTTT

TTAGAAGCTTCTACTGCGCTTTTATATTATAGCTGTGGACCTGTGGTAACCTTTCTCTTT
TTAGAAGCTTCTACTGCGCTTTTATATTATAGCTGTGGACCTGTGGTAACCTTTCTCTTT

TGGCGCTTGCTTAATCTCGGCCGTGCTCGTCCATGCTTAGGCACTAGGCAGAGATAGAGT

TGGCGCTTGCTTAATCTCGGCCGTGCTGGTCCATGCTTAGGCACTAGGCAGAGATAGAGT
TGGCGCTTGCTTAATCTCGGCCEGTGCTGGTCCATGCTTAGGCACTAGCCAGAGATAGAGT
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CGGGGGTGAATGGGGCTAAAGCTCAGCTGCTCGAGGGGCCGTGGGCTGGTTTCCACTAGC
CGGGGGTGAATGGCGCTARAGCTCAGCTGCTCGAGGGGCCGTGGGCTGGTTTCCACTAGC
CGGGGGTGAATGGEGGCTAAAGCTCAGCTGCTCGAGEGGCCGTGGGCTGGTTTCCACTAGE

CTACAGCTGTGCCACGTGCGGCCGCGCAAGCCGAAGCAAGCACGLTGAGCCGTTGGACAG
CTACAGCTGTGCCACGTGCGGCCGCGCAAGCCGAAGCAAGCACGCTGAGCCGTTGGACAG
CTACAGCTCGTGCCACGTGCGGCCGCGCAAGCCGAAGCAAGCACGCTGAGCCGTTGGACAG

CTTGTCATAATGCCATTACGTCGATTACACGTAACTGGCCCTGTAACTACTCGTTCGGCC
CTTGTCATAATGCCATTACGTGGATTACACGTAACTGGCCCTGTAACTACTCGTTCGGCC
CTTGTCATAATGCCATTACGTGGATTACACGTAACTGGCCCTGTAACTACTCGTTCGGLC

ATCATCAAACGACGACGTCCGCTAGGCGACGACACGGGTAATGCACGCAGCCACCCAGGC
———————————————————————————————— CACGGGTAATGCACGCAGCCACCCAGGC
ATCATCAAACCGACGACGTCCGCTAGGCGACGACACGGGTAATGCACGCAGCCACCCAGGE
ATCATCAAACGACGACGTCCGCTAGGCGACGACACGGGTAATGCACGCAGCCACCCAGGT
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GCGCGCGCTAGCGGAGCACGGTCAGGTGACACGGGCGTCGTGACGCTTCCGAGTTGAAGE
GCGCGCGCTAGCGGAGCACGGTCAGGTGACACGCGCGTCGTGACGCTTCCGAGTTGARGG
GCGCGCGCTAGCGGAGCACGETCAGGTGACACGGGCGTCGTCGACGCTTCCGAGTTGAAGG
GCGCGCGCTAGCGGAGCACGGTCAGGTGACACGGGCGTCGTGACGCTTCCGAGTTGAAGG
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GGTTAACGCCAGAAACAGTGTTTGGCCAGGCTATGAACATAACAAAAMATATTCACACGA
GGTTAACGCCAGARAACAGTGTTTGGCCAGGGTATGAACATAACAAAAAATATTCACACGA
GGTTAACGCCAGAANCAGTGTTTGGCCAGGGTATGAACATAACAAAAAATATTCACACGA

GGTTAACGCCAGAAACAGTGTTTGGCCAGGGTATGAACATAACAAAAAATATTCACACGA
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AAGAATGGAAGTATGGAGCTGCTACTGTGTAARATGCCAAGCAGGAAACTCACGUCCGCTA
AAGAATGGAAGTATGGAGCTGCTACTGTGTAAATGCCAAGCAGGAAACTCACGLCCGCTA
AAGAATGGAAGTATGGAGCTGCTACTGTGTAAATGCCAAGCAGGAAACTCACGCCCGCTA
AAGAATGGARAGTATGGAGCTGCTACTCTGTAAATGCCAAGCAGGAAACTCACGCCCGCTA
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ACATCCAACGGCCAACAGCTCGACGTGCCGGTCAGCAGAGCATCGGAACACTGGTGATTG
ACATCCAACGGCCAACAGCTCGACGTGCCGGTCAGCAGAGCATCGGAACACTGGTGATTG
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AGAGTGAAGTCATCATCATATTTACCATGGCGCGCGTAGGAGUGCTTCGTCGAAGACCCA
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