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PROMOTORES DE UBI QUI TI NA DE MAI Z NOVEDOSOS

REFERENCI A CRUZADA A SCLI Cl TUDES RELACI ONADAS

Esta aplicaci 6n reivindica el beneficio conforne al articulo
119 (e), titulo 35 del USC [ Cddigo de Estados Unidos] de |la
solicitud de patente provisional est adouni dense n.°
61/ 922,525, presentada el 31 de dicienbre de 2013, cuya
descripcién se incorpora a la presente en su totalidad

nmedi ante esta referencia.

CAMPO DE LA | NVENCI ON

Esta invenci 6n se refiere en general al canmpo de |la biologia
nol ecul ar vegetal y mAs especificanente, al canpo de la

expresi 6n de transgenes en plantas.

ANTECEDENTES

Michas especi es de plantas son capaces de transfornmarse con
transgenes para introducir rasgos o caracteristicas
agroném canente deseabl es. Las especies vegetales se
desarrollan y/o nodifican para que tengan rasgos deseabl es
en particular. Generalnente, |os rasgos deseabl es incluyen

por ejenplo, nejorar la calidad de valor nutricional,
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aunentar el rendimento, conferir resistencia a plagas o
enf ernmedades, aunentar l|la tolerancia a sequia y estrés,
nmejorar |las calidades horticolas (por ejenplo, pignentacién
y crecimento), inpartir resistencia a herbicidas, permtir
la produccion de conpuestos y/o nateriales de la planta
Gtiles en la industria y/o permtir Ila produccioén de

productos farmacéuti cos.

Las especies de plantas transgénicas que conprenden
mil ti pl es transgenes apilados en un solo |ocus gendm co se
producen nedi ante tecnol ogias de transformaci é6n vegetal. Las
tecnol ogi as de transformaci 6n vegetal dan cono resultado |a
introduccién de un transgén en una célula vegetal, la
recuperaci 6n de una planta transgénica fértil que contiene
la copia integrada de nmanera estable del transgén en el
genonma de la planta, y la posterior expresio6n del transgén
nmedi ante transcripcion y traducci 6n del genoma vegetal dan
cono resultado plantas transgénicas que poseen rasgos Yy
fenoti pos deseabl es. Sin enbargo, se prefieren 1os
nmecani snbs que permten | a producci 6n de especies de plantas
transgénicas para expresar en gran nedida miltiples
transgenes nodificados genéticanente conbo una pila de

rasgos.

Asim snmo, se prefieren los nmecanismbs que permten la
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expresion de un transgén dentro de oOrganos o tejidos
vegetales particul ares. Por ej enpl o, la resistencia
aumentada de una planta a la infeccidn por |os patogenos
transmtidos por la tierra se puede lograr nediante la
transformaci 6n del genoma vegetal con una proteina de
resistencia a |os patdgenos que se expresa de gran manera
dentro de las raices de la planta. De nmmnera alternativa
puede ser conveniente expresar un transgén en tejidos
vegetal es que estan en una fase determ nada de desarrollo o
crecimento particular, tal conp, por ejenplo, |a elongacidn

o divisioén celular.

En la presente se describen elenmentos reguladores del
pronmotor de Wii-1 de Zea nmays, incluyendo pronotores,
pronpbtores anteriores, 5 -UTR e intrones. Se describen
adi cional mente construcciones y netodos que utilizan |os

el enent os géni cos regul ador es.

COVPENDI O

En la presente se describen pronotores, construcciones vy
mét odos para expresar un transgén en células vegetales y/o
tejidos vegetales. En una nodalidad, la expresion de un
transgén conprende el uso de un pronotor. En una nodal i dad,

un pr onot or puede conpr ender una secuenci a de
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pol i nucl edti dos. En una nodalidad, una secuencia de
pol i nucl e6ti dos pronotora conprende un pronotor anterior,
una regi6on 5 no traducida (5 -UTR) o secuencia lider, y un
intron. En wuna nodalidad, secuencia de polinucleétidos
pronotora conprende el gen de Ubiquitina-1 (Ubi-1). En una
nodal i dad, secuencia de polinucl edtidos pronmotora conprende

el gen de Wii-1 de Zea mays (Z. mays).

En wuna nodalidad, wuna construccioéon incluye un gen de
expresi on géni ca que conpr ende una secuenci a de
pol i nucl e6ti dos pronotora que se obtuvo del gen de Woi-1 de
Z. mays. En una nodalidad, |a secuencia de polinucleoétidos
pronpbtora de Ubi-1 de Z. nmmys conprende una regi é6n pronotora
anterior, 5 -UTR o secuencias lider y un intrén. En una
nodal i dad, una construcci 6n incluye un casete de expresién
génica que conprende una secuencia de polinucle6tidos
pronotora obtenida del gen de Wi-1 de Z mays fusionada a
un intron del gen que codifica la proteina fluorescente
amarilla de especies de Phialidium (PhiYFP, por sus siglas
en inglés). En una nodalidad, una construccion incluye un
casete de expresiodn génica que conprende una secuencia de
pol i nucl e6ti dos pronotora obtenida del gen de Wii-1 de Z.
mays fusionada a un intrén del gen que codifica la proteina
fluorescente anmarilla de especies de Phialidium (PhiYFP)

seguida por una region 3 no traducida (3 -UTR) del gen de



10

15

20

25

la Peroxidasa 5 de Z. nmays. (ZnmPer5). La secuencia de
pol i nucl e6tidos resultante conmprende un elenento regul ador

del gen pronotor novedoso.

En una nodalidad, un casete de expresi on génica incluye un
el emento regul ador del gen pronbtor unido operativanente a
un transgén o a una secuencia codificante heterdl oga. En una
nodal i dad, un casete de expresion génica incluye al nenos
uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve,

diez o mas transgenes.

En la presente, se describen |los nétodos para cultivar
plantas que expresen un transgén utilizando el elenmento
regul ador del gen pronotor novedoso (por ejenplo, un
pronotor anterior, 5 -UTR e intrén). En l|la presente se
describen los nmétodos para hacer cultivos de células vy
tejidos vegetales utilizando el elenento regul ador del gen
pronotor novedoso. En una nodalidad, |os métodos descritos
en la presente incluyen |la expresion génica constitutiva en
el polen, callo, raices y hojas vegetales. Tanbién se
describen en la presente, los nétodos para purificar una
secuencia de polinucleétidos que conprende el elenento

regul ador del gen pronotor novedoso.

BREVE DESCRI PCI ON DE LAS FI GURAS
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La Figura 1 nuestra un pronotor novedoso esquenatico que
conprende el gen de Wii-1 de Zea nmays c.v. B73. El pronotor
esta conpuesto de un elenento anterior, una secuencia |ider
0 5-URy un intrén. El elenmento anterior esta ubicado en
la posicion 5 anterior del Lugar de Inicio de la
Transcripci 6n (TSS, por sus siglas en inglés), indicado por
la flecha larga. E elemento anterior esta compuesto de
el ementos regul adores, tales cono una caja TATA, indicada
por la flecha corta, y un elenmento de choque indicado por |la

estrel |l a.

La Figura 2 nmuestra el napa plésndo para el vector
pDAB105714 que conprende |a secuencia pronotora anplificada

de PCR del gen de Woi-1 de Z. nays c.v. LLN37.

La Figura 3 nuestra l|la secuencia de polinucleoétidos de
pronotor de control de Wbi-1 de Z. nmays c.v. B73 (SEQ I D NO
1) con la regién pronotora anterior subrayada, |a secuencia

lider/5 -UTR con sonbra y la regi 6n intrén en m ndscul as.

La Figura 4 nuestra l|la secuencia de polinucleo6tidos de
pronotor de Wi-1 de Z mays c.v. LLN37 (SEQ ID NO 2) con
la regi6n pronotora anterior subrayada, la secuencia

lider/5 -UTR con sonbra y la regi 6n intrén en m ndscul as.
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La Figura 5 nuestra la alineacién de la secuencia de
pol i nucl e6tidos de |las regiones pronotoras anteriores de Z.
mays c.v. LLN37 (SEQ ID NO 4) conparada con |a secuencia
pronotora anterior de control Z mays c.v. B73 (SEQ ID NO

3).

La Figura 6 nuestra la alineacion de la secuencia de
pol i nucl e6tidos de las regiones lider de Z mays c.v. LLN37
(SEQ ID NO 6) comparada con |la secuencia lider/5 -UTR de

control de Z. mays c.v. B73 (SEQ ID NO 5).

La Figura 7 nuestra la alineacion de la secuencia de
pol i nucl eétidos de las regiones intréon de Z. mays c.v. LLN37
(SEQ ID NO 8) conparada con |la secuencia intrén de control

Z. mays c.v. B73 (SEQ ID NGO 7).

La Figura 8 muestra un napa de vectores de |la construccio6n
de expresi 6on binaria pDAB105748, que conprende el vector de
entrada de control, pDAB105742 (Z. mays c.v. B73), insertada

en el vector de destino pDAB10197.

La Figura 9 nuestra un nmapa de vectores de |la construccio6n
de expresi 6n binaria pDAB105747, que conprende el vector de

entrada, pDAB105741 (Z. mays c.v. LLN37), insertada en el
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vector de destino pDAB10197.

La Figura 10 nuestra |la expresi6on génica PhiYFP en el callo
vegetal T, para las construcciones de expresioéon binaria
pDAB105748 (Z. mays c.v. B73) y pDAB105747 (Z. mays cC.V.

LLN37) .

La Figura 11 nuestra |a expresion génica Phi YFP en el polen
vegetal T; para las construcciones de expresion binaria
pDAB105748 (Z. mays c.v. B73), pDAB105747 (Z. nmays cC.V.

LLN37), y un control negativo.

DESCRI PCl ON DETALLADA

Def i ni ci ones

Tal conp se usa en la presente, los articulos “un”, “una” y
“el/la” incluye referencias en plural a nenos que el
contexto claramente y sin anbigledades o indique de otra

nmaner a.

Tal cono se usa en Il a presente, el térm no
"retrocruzamento" se refiere a un proceso en el que un
cultivador cruza una progeni e hibrida nuevanente con uno de

sus progenitores, por ejenplo, un hibrido F1 de prinera
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generaci 6n con uno de |l os genotipos parentales del hibrido

F1.

Tal conb se usa en la presente, el térmno “intrén” se
refiere a cual quier secuencia de acido nucl eico conprendi da
en un gen (o secuencia de nuclebtidos expresada de interés)
gue esta transcrita pero no traducida. Los intrones incluyen
| a secuencia de &acido nucleico no traducida dentro de una
secuencia de ADN expresada, asi conpb tanbién |a secuencia
correspondiente en |las nol écul as de ARN transcritas a partir

de esta.

Una construccién descrita en la presente tanbién puede
contener secuencias que nejoran la traduccion y/o la
estabilidad de ARNm tales conb intrones. Un ejenplo de
dicho intrén es el prinmer intron del gen Il de la variante
de histona H3 de Arabidopsis thaliana o cualquier otra
secuenci a de intrones cominnente conocida. Los intrones se
pueden usar en comnbi naci 6n con una secuenci a pronotora para

nmejorar la traducci6n y/o |la estabilidad del ARNm

Tal conp se usa en la presente, los térmnos “regiéon 5 no
traducida” o “5 -UTR' se refieren al segnento no traducido
en el extremo 5 de pre-ARNm o ARNm naduros. Por ejenplo, en

| os ARNm maduros, una 5’ -UTR tipi camente posee en su extreno
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5" un casquete de 7-netilguanosina y participa en nuchos
procesos tales cono enpalne, poliadenilacioén, exportacién
del ARNm hacia el citoplasna, identificacién del extrenp 5
del ARNm nediante |la naquinaria de traducci6n y proteccion

de 1l os ARNm contra | a degradaci 6n

Tal conmp se usa en la presente, los térnmnos “regién 3' no
traducida” o “3' -UTR' se refieren al segmento no traducido
en el extremp 3° de pre-ARNm o ARNm naduros. Por ejenplo, en
Il os ARNm naduros esta regi 6n posee la cola poli-(A) y se
sabe que cunple varios roles en la estabilidad del ARNm Ila

iniciacion de la traduccion, y la exportaci 6n del ARNm

Tal conb se usa en la presente, el térmno “sefal de
pol i adeni |l aci 6n” se refiere a una secuencia de acido
nucl ei co presente en transcripciones de ARNm que pernite
gue las transcripciones, cuando estan en presencia de una
poli-(A) polinmerasa, se poliadenilen en el sitio de
pol i adeni |l aci 6n, por ejenplo, ubicado 10 a 30 bases
posteriores a la sefial poli-(A). En la técnica se conocen
muchas sefales de poliadenilacion y son utiles para la
presente invenci 6n. Una secuencia de ejenplo incluye AAUAAA
y variantes de esta, tal conp se describe en Loke J., et

al., (2005) Plant Physiology 138(3); 1457-1468.
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Tal comp se usa en la presente, el térnmno "aislado" se
refiere a un conponente biol 6gico (inclusive una proteina o
aci do nucleico) que ha sido separado de otros conponentes
biolégicos en la célula del organisnb en l|la que el
conponente se origina naturalmente (es decir, otro ADN

extracronosonal y cronosonal).

Tal comp se usa en la presente, el térmno "purificado" en
referencia a las nol éculas de &cido nucleico no requieren
ser absolutanmente puros (tales <conb wuna preparacién
honbgénea). Por el contrario, "purificado" representa una
i ndi caci bn de que la secuencia es relativanente mis pura
gque si entorno celular natural. Por ejenplo, el nivel
"purificado" de l|os &cidos nucleicos debe ser al nenos 2-5
veces nmayor en térmnos de concentracidon o niveles de

expresi 6n géni ca en conparaci 6n con su nivel natural

Las noléculas de ADN reivindicadas se pueden obtener
directamente del ADN total o del ARN total. Ademas, |os
cl ones de ADNc que no sean de origen natural, pero que sean
preferentemente obtenidos de l|a nanipulacién de una
sustancia de origen natural parcialnente purificada (ARN
nmensaj ero). La construccion de una biblioteca de ADNc a
partir de ARNm inplica la creacién de wuna sustancia

sintética (ADNc). Los clones de ADNc individual es se pueden
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purificar a partir de la biblioteca sintética nediante |la
sel ecci 6n de clones de las células que portan |la biblioteca
de ADNc. Por |o tanto, el proceso que incluye la
construcci 6n de una biblioteca de ADNc a partir del ARNmy
la purificacion de clones de ADNc di stintos proporciona una
purificacié6n de aproxi madanente 10° veces del nensaje
natural . Asimisnp, una secuencia de ADN pronotora se puede
clonar en un pléasmdo. Dicho clon que no es de origen
natural, pero que sean preferentenente obtenidos de |a
mani pul aci 6n  de una sustancia de origen nat ur al
parcialnente purificada, tal cono una biblioteca de ADN
gendénmica. Por lo tanto, en estas técnicas es preferible la
purificaciéon de al nenos un orden de rmagnitud,
preferentenente dos o tres oOrdenes, y nas preferentenente

cuatro o cinco 6rdenes de nmagnitud.

De nmanera sinilar, la purificacién representa una
i ndi caci 6n de que se ha producido un canbio funcional o
qguimco en la secuencia de ADN del conponente. Las
proteinas y noléculas de &acido nucleico que fueron
"purificadas" incluyen las proteinas y las noléculas de
aci do nucl eico purificadas nedi ante métodos de purificaci én
estandares. El término "purificado" tanbién conprende
aci dos nucl ei cos y proteinas preparadas nedi ante métodos de

ADN reconbi nante en una célula hospedadora (por ejenplo,
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célul as vegetal es), asi conp tanbi én péptidos, proteinas y

nol écul as de aci do nucl ei co quim canente sintetizadas.

El térmno "reconbinante" significa una célula u organi sno
en el que se ha producido la reconbinacién genética.
Tanbi én incluye una nolécula (por ejenplo, un vector,
pl asm do, acido nucleico, polipéptido o ARN pequefio) que ha
sido alterado artificialnente o sintéticanente (es decir,
no naturalmente) por la intervenci én humana. La alteracion
se puede realizar dentro de la nol écula, o se puede quitar

de su entorno o estado natural

Tal conb se usa en la presente, el térmno "expresion" se
refiere al proceso nediante el cual se trascribe un
polinucleétido en ARNm (incluyendo noléculas de ARN
pequefias) y/o el proceso nediante el cual el ARNm
transcripto (tanmbién |Ilamado “"trascripto") se traduce
posteriormente en péptidos, polipéptidos o proteinas. La
expresi on génica puede verse influenciada por sefales
externas, por ejenplo, exposicién de una célula, tejido, u
organi snb a un agente que aunenta o dismnuye |a expresioén
géni ca. La expresi én de un gen tanbi én se puede regul ar en
cualquier parte de la via de ADN a ARN a proteina. La
regul aci 6n de la expresi 6n génica ocurre, por ejenplo, a

través de controles que actGan en la transcripcion
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traducci én, transporte y procesam ento del ARN, degradaci 6n
de nol éculas internediarias tal conbp ARNm o0 a través de
activaci 6n, inactivacion, conpartinmentacion o degradaci on
de noléculas de proteinas especificas luego de su
el abor aci 6n, o mediante conbinaciones de estas. La
expresi 6n génica se puede nedir a nivel del ARN a nivel de
proteina nedi ante cual qui er método conocido en la técnica,
i ncluyendo, de nmodo no taxativo, transferencia Northern,
RT-PCR, transferencia Wstern, o ensayos de actividad

proteica in vitro, in situ, o in vivo.

Tal conmp se usa en la presente, los térmnos “silenciam ento
géni co basado en honol ogia” o “HBGS" son térm nos genéricos
que incluyen tanto el silenciamento génico transcripcional
y el sil enciam ento géni co postranscri pci onal . El
silenciamento de un locus objetivo nediante un |ocus de
silenciamento no unido puede ser el resultado de Ila
i nhibicion de la transcripcion (por ejenplo, silenciamento
génico transcripcional; TGS, por sus siglas en inglés) o la
degradaci 6n del ARNm (por ejenmplo, silenciamento génico
postranscripci onal; PTGS, por sus siglas en inglés), debido
a la produccion de ARN de doble cadena (ARNcd) que
corresponde a  secuencias pr onot or as 0 transcritas,
respectivamente. La participacion de diferentes conponentes

celulares en cada proceso sugiere que el TGS y PTGS i nduci do
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por el ARNcd probablenente sea el resultado de Ila
di versificaci 6n de un necani sno antiguo comin. Sin enbargo,
ha sido dificil lograr una conparacion estricta de TGS y
PTGS debido a que generalnente depende del andlisis de
diferentes locus de silenciamento. Se puede indicar que un
solo | ocus de transgén inicia anbos, TGS y PTGS, debido a la
producci 6n de ARNcd que corresponde a secuenci as pronotoras

y transcritas de diferentes genes objetivo.

Tal comb se usa en la presente, los térmnos “nol écula de
acido nucleico”, “éacido nucleico” o “polinucleo6tido” (los
tres térm nos son sinoéninos entre si) hacen referencia a una
forma polinmérica de nucleétidos, que pueden incluir anbas
cadenas, sentido y antisentido de ARN, ADNc, ADN genoénico y
formas sintéticas, y polineros nezclados de estos. Un
"nucl e6ti do" puede referirse a un ri bonucl e6ti do,
deoxirribonucledétido o una forma nodificada de cual quier
tipo de nucledtido. Una nolécula de acido nucleico
frecuentenente tiene al nenos diez bases de longitud, a
nmenos que se especifique lo contrario. Los térm nos pueden
hacer referencia a una nolécula de ARN o ADN de |ongitud
i ndeterm nada. Los térm nos incluyen fornmas nonocatenarias y
bi catenarias del ADN. Una nol écula de acido nucleico puede
incluir cualquiera o anbos nucleétidos de origen natural vy

nodi fi cados unidos por enlaces de nucledtidos de origen
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natural y/o de origen no natural

Las nmoléculas de &cido nucleico se pueden nodificar
quim camente o bioquim canente, o pueden contener bases de
nucl eétidos no naturales o derivatizados, cono |o entenderé
facilnente un experto en la técnica. Tales nodificaciones
i ncluyen, por ejenplo, etiquetas, netilacién, sustitucién de
uno o nas nucl eétidos de origen natural con un anal ogo,
nodi fi caci ones internucleétidas (por ejenplo, enlaces no
car gados, tales cono netilfosfonatos, fosfotriésteres,
fosforam dat os, carbamatos, etc.; enlaces cargados, tales
cono f osf oroti oat os, fosforoditioatos, etc.; restos
colgantes, tales conp péptidos; intercaladores, tales cono
acridina, psoraleno, etc.; quelantes; alquilantes; y enlaces
nodi fi cados, tales conp acidos nucleicos alfa anongricos,
etc.). H térmno “nolécula de acido nucleico” tanbién
i ncluye cual quier conformaci 6n  topol 6gi ca, i ncl uyendo
conf or maci ones nonocat enari as, bicatenarias, parcial mrente en
duplex, en triplex, en forna de horquilla, circulares y en

candado.

La transcripcion procede desde 5° a 3 a lo largo de la
cadena de ADN. Esto significa que el ARN se realiza nediante
la adicion secuencial de ribonucleétido-5 -trifosfatos al

extremp 3 de la cadena creciente con una elimnacion
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necesaria del pirofosfato. Ya sea en una nol écula de &cido
nucleico lineal o circular, los distintos elenentos (por
ej enpl o, secuencias de nucledtido en particular) se pueden
definir conmb que estan “anteriores” con respecto a un
el enento adicional si estan o estaran unidos al msno acido
nucleico en la direcciéon 5 de ese elenmento. De manera
simlar, los distintos el ementos pueden estar “posteriores”
con respecto a un elenmento adicional si estdan o estaran
unidos al msno &acido nucleico en la direccion 3 de ese

el enent o.

Tal conmp se usa en la presente, el térnmno “posicion base”
se refiere a la ubicaciéon de una base o0 residuo de
nucl eéti do dado dentro de un acido nucleico designado. Un
acido nucleico designado se puede definir nmediante el

al i neam ento con un &ci do nucl eico de referencia.

Tal conb se usa en la presente, el térmno “hibridaci6n” se
refiere a un proceso donde |los oligonucleétidos y sus
anal ogos se hibridan nediante enlaces de hidrogeno, que
i ncluyen | os enlaces de hidrogeno de Watson-Crick, Hoogsteen
0 Hoogsteen invertido, entre bases conpl enentari as.
CGeneral nente, las nol éculas de acido nucleico consisten en
bases nitrogenadas que son ya sea pirinidinas (citosina (Q

uracilo (U, y timna (T)) o purinas tales cono adenina (A)
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y guanina (G). Las bases nitrogenadas fornman enlaces de
hi drégeno entre una pirimdina y una purina, y la unioén de
una pirimdina a una purina se denonm na “apareamento de
bases”. Mas especificanente, A formard un enlace de
hidrogeno a T o U y G se unira especificanente a C
“Conpl enmentari 0” se refiere al apareamiento de bases que
ocurre entre dos secuencias de acido nucleico distintas o

dos regiones distintas de la msna secuencia de &cido

nucl ei co.
Tal cono se usa en | a presente, | os t érm nos
“especi ficanente hi bri dabl e” y “especi fi canente

conplenentario” se refiere a un grado suficiente de
conpl enentari edad de nbdo que ocurre la union estable vy
especifica entre un oligonucleétido y un DNA o ARN objetivo.

Los oligonucleétidos no tienen que ser necesarianente 100 %
conplenentarios a l|a secuencia objetivo para hibridarse
especificanente. Un oligonucleétido es especificanente
hi bri dabl e cuando | a uni én del oligonucleétido a | a nol écul a
de ADN o ARN objetivo interfiere con la funcio6n normal de

ADN o ARN objetivo, y hay suficiente grado de
conpl enentariedad para evitar la unidn no especifica de un
oligonucleétido a secuencias no objetivo en condiciones
donde se desea la wunidén especifica, por ejenplo, en

condi ci ones fisiol 6gicas en el caso de ensayos o0 sistemas in
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vivo. Dicha unidén se denom na hibridaci 6n especifica. Las
condi ci ones de hibridaci 6n que dan conp resultado grados de
rigurosidad en particular variardn en funcion de la
natural eza del método de  hibridacion elegido y la
conposicién y longitud de las secuencias de acido nucleico
de que se hibridan. Ceneralnente, la tenperatura de
hi bri daci 6n y la fuerza i 6ni ca (especi al mente |l a
concentracion de Na* y/o M?*) de un anortiguador de
hi bridaci6n contribuira a la rigurosidad de hibridacion,
aunque los tienpos de lavado tanbién influyen en Ila
rigurosidad. Los cdalculos con respecto a |as condiciones de
hi bri daci 6n necesarias para |ograr grados de rigurosidad en
particular se discuten en Sanbrook et al. (ed.), Mlecular
Cloning: A Laboratory Manual, 2da. ed., vol. 1-3, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva

Yor k, 1989.

Tal compb se usa en la presente, el térmno “condiciones de
rigurosidad” conprende las condiciones en las que la
hi bridaci6n solo ocurrira si hay nenos de 50 % de nal
apareamento entre la nolécula de hibridacion y el ADN
objetivo. “Condiciones de rigurosidad’” incluyen niveles
adi cional es de rigurosidad en particular. Por lo tanto, tal
conb se usa en |la presente, |as condiciones de “rigurosidad

noder ada” son aquellas en las que las nol éculas con mas de
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50 % de nal apareamni ento de secuencia no se hibridaréan; |as
condiciones de “rigurosidad alta” son aquellas en |as que
Il as secuencias con mas de 20 % de nal apareamiento no se
hibridaran; y las condiciones de “rigurosidad nuy alta” son
aquellas en las que |las secuencias con nmas de 10 % de nal

apar eam ento no se hibridaran.

En nodal i dades particulares, |as condiciones de rigurosidad
pueden incluir la hibridacién a 65 °C, seguida por |avados a
65 °C con 0,1x SSC/ SDS al 0,1 % durante 40 minutos. Las
si gui entes son condiciones de hibridaci én representativas y

no taxativas:

o Ri gurosidad Muy Alta: H bridacién en anortiguador SSC
5x a 65 °C durante 16 horas; |avar dos veces en anortiguador

SSC 2x a tenperatura anbiente durante 15 minutos cada uno; y
| avar dos veces en anortiguador SSC 0,5x SSC a 65 °C durante

20 m nut os cada uno.

o Ri gurosidad Al ta: hibridaci én en anortiguador SSC 5-6 x
a 65-70 °C durante 16-20 horas; lavar dos veces en
anortiguador SSC 2 x a tenperatura anbiente durante 5-20
m nutos cada uno; y lavar dos veces en anortiguador SSC 1x

SSC a 55-70 °C durante 30 m nutos cada uno.
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o Ri gurosi dad Mdderada: hibridaci 6n en anortiguador SSC
6x a tenperatura anbiente hasta 55 °C durante 16-20 horas;
lavar al nmenos dos veces en anortiguador SSC 2x-3x a
tenmperatura anbiente hasta 55 °C durante 20-30 minutos cada

uno.

En una nodalidad, las noléculas de &cido nucleico
especificanente hibridables pueden pernanecer unidas en
condi ci ones de hibridacion de rigurosidad nuy alta. En una
nodal i dad, las nol éculas de acido nucleico especificanente
hi bri dabl es pueden pernanecer wunidas en condiciones de
hi bri dacion de rigurosidad alta. En wuna nopdalidad, |as
nol éculas de acido nucleico especificamente hibridables
pueden pernmanecer unidas en condiciones de hibridacion de

ri gurosi dad noder ada.

Tal conp se usa en la presente, el térm no “oligonucl eétido”
se refiere a un polinero de &cido nucleico corto. Los
ol i gonucl e6ti dos se pueden forman nediante |a escision de
segnmentos de &acido nucleico mds largos o nediante Ila
pol i meri zaci 6n de | os pr ecur sor es de nucl eét i dos
i ndividuales. Los sintetizadores automticos pernmiten la
sintesis de oligonucledtidos de hasta varios cientos de
pares de bases de |ongitud. Dado que |os oligonucleébtidos se

pueden unir a una secuencia de nucleétidos conplenentaria
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se pueden usar cono sondas para detectar ADN o ARN. Los
ol i gonucl eé6ti dos compuest 0s por ADN
(ol i godesoxirribonucl eéti dos) se pueden usar en reacci 6n en
cadena de la polinmerasa, una técnica para la anplificacidn
de secuencias de ADN pequefias. En la reaccion en cadena de
la polinmerasa, a un oligonucleétido tipicamente se |lo
denonmi na “cebador” o que permte que la ADN polinerasa
extienda el oligonucleétido vy replique la cadena

conpl enent ari a.

Tal conb se usa en la presente, los térnmnos “reacci6n en
cadena de la polinerasa” o “PCR" se refieren a un
procedimento o técnica en la que se anplifican cantidades
infimas de acido nucleico, ARN y/o ADN, tal conmo se
describe en la patente estadounidense n.° 4,683, 195.
Generalnente, la informacion de Ila secuencia de |os
extrenos de la region de interés o mas alla debe estar
di sponi bl e, de manera que se puedan disefiar | 0os cebadores
de oligonucl e6ti dos. Los cebadores de PCR serén idénticos o
simlares en la secuencia a |las cadenas opuestas de I|a
planilla de acido nucleico a ser anplificados. Los
nucl eétidos de extremp 5 de los dos cebadores pueden
coincidir con los extrenos del material anplificado. La PCR
se puede usar para anplificar secuencias de ARN

especificas, secuencias de ADN de ADN genémico total, vy
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ADNc transcrito de ARN celular total, secuencias de
bacteri 6fagos o plasmdos, etc. Ver en general, Millis et
al., Cold Spring Harbor Synp. Quant. Biol., 51:263 (1987);

Erlich, ed., PCR Technol ogy, (Stockton Press, NY, 1989).

Tal compb se usa en la presente, el térnmno “cebador” se
refiere a un oligonucleétido capaz de actuar conp un punto
de iniciacién de la sintesis junto con una cadena
compl enentaria, cuando |as condiciones son adecuadas para
la sintesis de un producto de extensio6n de cebador. Las
condiciones de sintesis incluyen la presencia de cuatro
deoxirribonucl edtidos trifosfato diferentes (es decir, A,
T, Gy O y al nenos una enzinma o un agente de inducci 6n de
la polinerizacién tal conp una transcriptasa inversa o ADN
poli merasa. Estos reactivos tipicamente estan presentes en
un anortiguador adecuado, que puede incluir constituyentes
gue son cofactores o que afectan condiciones tales conp el
pH Yy simlares a varias tenperaturas adecuadas. Un cebador
es preferentenmente una secuencia de cadena sinple, de nopdo
gqgue se optimza la eficacia de anplificacioén, pero se

pueden utilizar secuencias de cadena dobl e.

Tal conb se usa en la presente, el térmno “sonda” se
refiere a una secuenci a de pol i nucl eéti dos u

ol i gonucl e6ti dos que se hibridan a una secuencia objetivo.
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En el procediniento de ensayo TagMan® o de estilo TagVan®

|l a sonda hibrida a una parte del objetivo situado entre e

sitio de hibridacion de los dos cebadores. Una sonda
i ncluye alrededor de ocho nucleoétidos, alrededor de diez
nucl edti dos, alrededor de qui nce nucl e6tidos, alrededor de
veinte nucleoétidos, alrededor de treinta nucle6tidos,
al rededor de cuarenta nucl eétidos o alrededor de cincuenta
nucl edtidos. En al gunas nodal i dades, una sonda incluye de
al rededor de ocho nucleétidos a alrededor de quince

nucl e6ti dos.

En el procedimento del ensayo de transferencia Southern,
Il a sonda hibrida a un fragnmento de ADN que est& unido a una
menbrana. Una sonda incluye alrededor de diez nuclebtidos,
al rededor de 100 nucl e6ti dos, alrededor de 250 nucl e6ti dos,
al r ededor de 500 nucl eéti dos, al r ededor de 1000
nucl eéti dos, alrededor de 2500 nucleébtidos o alrededor de
5000 nucl e6tidos. En al gunas nodal i dades, una sonda incl uye
de alrededor de 500 nucleé6tidos a alrededor de 2500

nucl e6ti dos.

Una sonda puede tanmbién incluir una etiqueta detectable,
tal conpb, etiqueta radioactiva, etiqueta biotinilada (por
ej enpl 0o, Texas-Red® isotiocianato de fluoresceina, etc.).

La etiqueta detectable puede estar wunida de nmanera
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covalente directanente al oligonucleétido de sonda, de
manera que la etiqueta esté ubicada en el extrenb 5 o0 en
el extreno 3' de la sonda. Una sonda que conprende un
fluoré6foro tanmbién puede incluir adi ci onal nente  un
i nactivador (por ejenplo, Black Hole Quencher™ |[|owa

Bl ack™ etc.).

Tal comp se usa en la presente, los térmnos “identidad de
secuenci a” o “identidad” se pueden usar de forna
intercanbiable y se refieren a residuos de &ci do nucl eico en
dos secuencias que son iguales cuando se alinean para la
maxi ma  correspondencia en una ventana de conparaci 6n

especi fi cada.

Tal conb se usa en la presente, el térnmno “porcentaje de
identidad de secuencia” o "porcentaje de honblogia de
secuenci a" se refiere a un val or determ nado al conparar dos
secuencias alineadas de forma Optima (por ej enpl o,
secuenci as de acido nucleico o secuenci as de am noaci dos) en
una ventana de conparaci 6n, donde |a parte de una secuenci a
en la ventana de conparaci 6n puede conprender adiciones,
sustituciones, errores de apareamento, y/o elimnaciones
(es decir, huecos) en conparacién con una secuencia de
referencia para obtener el alineamiento Optino de |as dos

secuencias. Un porcentaje se calcula al deterninar el nanero
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de posiciones en las que un residuo idéntico de &cido
nucleico o de am noacido se presenta en anbas secuencias
para proporcionar el numero de posiciones enparejadas,
dividir el nunero de posiciones enparejadas entre el namero
total de posiciones en la ventana de conparacion, vy
multiplicar el resultado por 100 para proporcionar el
porcentaj e de identidad de secuencia. Se conocen |os nétodos
para alinear secuencias para Ssu conparacioén. Varios
programas de conputacién o bioinformatica y algoritnos de
al i neaci 6n, tales conmb Cdustal Wy Sequencher, tanbién se
conocen en la técnica y/o se describen en por ejenplo: Smth
y Waterman (1981) Adv. Appl. Math. 2:482; Needl eman y Winsch
(1970) J. Ml. Biol. 48:443; Pearson y Lipman (1988) Proc.
Natl. Acad. Sci. U S. A 85:2444; H ggins y Sharp (1988) Gene
73:237-44; Hggins y Sharp (1989) CABIOS 5:151-3; Corpet et
al. (1988) Nucleic Acids Res. 16:10881-90; Huang et al.
(1992) Conmp. Appl. Biosci. 8:155-65; Pearson et al. (1994)
Met hods Mol. Biol. 24:307-31; Tatiana et &l. (1999) FEMS

M crobiol. Lett. 174:247-50.

El Centro Nacional para |a |Infornaci6n Biotecnol 6gi ca (NCBI,
por sus siglas en inglés) Basic Local Aignment Search Tool
(BLAST™ Altschul et & . (1990) J. Mdl. Biol. 215:403-10) se
encuentra di sponi ble de varias fuentes, incluyendo el Centro

Naci onal para la Infornmaci 6n Biotecnol 6gi ca (Bethesda, M),
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y en internet, para usar en relacion con varios progranas de
anal isis de secuencias. En la seccio6n de “ayuda” de BLAST™
en internet se proporciona una descripcioéon sobre cono
determnar la identidad de secuencia usando este prograna.

Para conparaci ones de secuenci as de aci do nucl ei co, se puede
usar la funcion “secuencias Blast 2" del programa BLAST™
(Blastn) utilizando los parametros por defecto. Las
secuencias de acido nucleico con simlitud aun nayor con
respecto a las secuencias de referencia nostraran
porcentajes de identidad en aunento cuando se analizan con

est e mét odo.

Tal conp se usa en la presente, el térmno “unido de nanera
operativa” se refiere a un éacido nucleico colocado en una
relaci 6n funcional con otro &cido nucleico. GCeneral nmente,
"uni do de nanera operativa" puede significar que |os acidos
nucl ei cos enl azados estan contiguos. La uni 6n se puede | ogar
nmedi ante ligacion en sitios de restriccion convenientes. Si
dichos sitios no existen, los enlazadores o adaptadores de
ol i gonucl e6tidos sintéticos se ligan o hibridan al acido
nucleico y se usan para unir el fragnento de polinucleétido
contiguo. Sin enbargo, los elenentos no necesitan ser

contiguos para estar unidos de manera operativa.

Tal conb se usa en la presente, el térmno "pronotor" se
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refiere a una regi 6n de ADN que est& general nente ubicada en
la parte anterior de un gen (es decir, hacia el extreno 5
de un gen) y es necesario para iniciar y conducir Ila
transcripcion del gen. Un pronotor puede permtir Ila
activaci 6n adecuada o la represi6n de un gen que control a.
Un pronotor puede contener secuencias especificas que son
reconocidas por los factores de transcripcion. Estos
factores se pueden unir a una secuencia de ADN pronotora,
gque resulta en la captacion de polinerasa ARN, una enzinm
gque sintetiza el ARN de la regi6n codificante del gen. E

pronotor generalnente se refiere a todos |os elenentos
regul adores del gen ubicados en la parte anterior del gen

i ncluyendo 5 -UTR, intrones y secuencias |ider

Tal conb se wusa en la presente, el térmno "pronotor
anterior" se refiere a una secuencia de polinucle6tidos
contigua que es suficiente para dirigir el inicio de la
transcripci6n. Tal conmb se usa en |la presente, un pronotor
anterior comprende el sitio de inicio de la transcripcion
con vari os notivos de secuencias, que incluye una caja TATA,
una secuencia iniciadora (Intr), elenmentos de reconocimento
de TFIIB (BRE) y otros notivos de pronotores (Jennifer, E F.
et al., (2002) GCenes & Dev., 16: 2583-2592). E pronotor
anterior proporciona el sitio de acci6n a la ARN polinerasa

I'l, una enzima con miltiples subuni dades con | os factores de
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transcripci 6n general o basal tipo TFIIA B, DL E F vy H
Estos factores se ensanmblan en un conplejo de preinicio de
la transcripcion (PIC, por sus siglas en inglés) que

cataliza la sintesis de ARN de una plantilla de ADN.

La activaci 6n del pronmotor anterior se realiza nediante |la
adi ci 6n de el enentos de secuenci as de ADN regul adoras a | as
cuales se unen varias proteinas y subsecuentenente
interactidan con el conmplejo de inicio de la transcripcioén
para activar la expresién génica. Estas secuencias de
el ementos regul adores interactlan con factores de unién a
ADN especificos. Estos notivos de secuencias a veces se
pueden |l amar el enentos cis. Tales elenentos cis, a |los que
se unen los factores de transcripcion especificos de

desarrollo o especificos del tejido, individualnente o en
conbi naci 6n, pueden determinar el patrén de expresioén
espaci otenporal de in pronotor en el nivel transcripcional

Estos elenentos cis varian anplianente en el tipo de
control que ejercen en |los genes wunidos de nmanera
operativa. Algunos elenentos actlan para aunentar la
transcripcién de genes unidos de nmanera operativa en
respuesta a respuest as ambi ent al es (por ej empl o,
tenperatura, hunedad y lesion). Oros elenmentos cis pueden
responder a las sefiales del desarrollo (por ejenplo,

germ naci 6n, nmaduraci6n de la semlla y florecimento) o a
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la informaci é6n espacial (por ejenplo, la especificidad de

tejido). Ver, por ejenplo, Langridge et al. (1989) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 86:3219-23. Estos elenentos cis estéan
ubi cados a una distancia variante del punto de inicio de |la
transcripci 6n. Al gunos elementos cis (|l amados el enentos
pr 6xi nos) estan adyacentes a una regi 6n pronotora nucl ear
mnim, mentras que otros elenentos se pueden ubicar a
varios Kkilobases 5 anteriores o 3 posteriores de

pronot or (potenci adores).

Tal conb se usa en la presente, el térmno “transfornaci 6n”
abarca todas |l as técnicas por |as cual es se puede introducir
una nol écula de &cido nucleico en una célula. Los ejenplos

incluyen, de nmpdo no taxativo: transfeccion con vectores

viricos; transformaci 6n con vectores de pl asni dos;
el ectroporaci 6n; |ipofeccio6n; mcroinyecci 6n (Mieller et al.
(1978) Cel | 15: 579- 85) ; transferencia nedi ada por

Agrobacterium ABSORCION DIRECTA DEL ADN, TRANSFORVACI ON
MEDI ADA POR WH SKERS™ Y BOMVBARDEO DE M CROPROYECTI LES.
Estas técnicas se pueden usar para |la transfornaci 6n estable
y para la transformaci6n transitoria de una célula vegetal.
"Transformaci 6n estable" se refiere a la introducci én de un
fragmento de acido nucleico en un genona de un organi sno
hospedador o que resulta en una herencia estable

genéticanmente. Una vez que esta transfornado de nanera
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estable, e fragnento de acido nucleico se integra
establenmente en el genonma del organisno hospedador vy
cual qui er generaci 6n posterior. Los organi snos hospedadores
gue contienen | os fragnentos de aci do nucl eico transfornados
se [ 1 aman or gani snos "transgéni cos". "Transf or maci 6n
transitoria" se refiere a la introducci 6n de un fragnento de
acido nucleico en el ndcleo u organel o que contiene ADN de
un organi sno hospedador, |o que resulta en la expresiodn

géni ca sin herencia establ e genéti canente.

Tal comp se usa en la presente, el térnmno “transducir” se
refiere a un proceso donde un virus transfiere &cido

nucl eico a una cél ul a.

Tal conb se usa en la presente, el térmno “transgén” se
refiere a una secuencia de acido nucleico exdgena. En un
ej empl o, un transgén es una secuenci a de genes (por ejenplo,
un gen con resistencia a herbicidas), un gen que codifica un
conpuesto atil farnmacéutica e industrialnmente, o un gen que
codifica un rasgo agricola deseable. En aun otro ejenplo, un
transgén es una secuencia de 4&cido nucleico antisentido,
donde la expresion de la secuencia de acido nucleico
antisentido inhibe expresion de una secuencia de acido
nucleico objetivo. Un transgén puede contener secuencias

regul adoras unidas de nanera operativa al transgén (por
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ejenmplo, un pronotor, intrén, 5 -UR o 3'-UTR). En al gunas
nodal i dades, un acido nucleico de interés es un transgén.
Sin enbargo, en otras nodalidades, un acido nucleico es un
acido nucleico enddbgeno, donde se desean copias genoém cas
adi ci onal es del acido nucl eico enddégeno, o un acido nucleico
gue se encuentra en la orientaci 6n antisentido con respecto
a |l a secuencia de un acido nucleico objetivo en un organi sno

hospedador.

Tal conb se usa en la presente, el térnino "vector" se
refiere a una nol écul a de acido nucleico de |a manera que se
introduce en wuna célula, produciendo de esa nanera una
célula transformada. Un vector puede incluir secuencias de
acido nucleico que permten que se replique en la célula
hospedadora, tal conmp un origen de replicaci 6n. Los ejenplos
incluyen, de nmdo no taxativo, un plasmdo, césnido,
bact eri 6fago, cronosona artificial bacteriano (BAC, por sus
siglas en inglés), o virus que transporta ADN exdgeno haci a
una célula. Un vector tanbi én puede incluir uno o mas genes,
nol écul as anti sentido, genes de narcadores seleccionables y
otros el enentos genéticos conocidos en la técnica. Un vector
puede transducir, transformar o infectar una célula

provocando de esta forma que |la célula exprese |as nol écul as
y/ o proteinas de acido nucleico codificadas por el vector.

Un vector puede opcionalmente incluir material es para ayudar
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a lograr la entrada de |la nol écula de acido nucleico en la

célula (por ejenplo, un |ipomm).

Tal compb se usa en la presente, los térmnos "casete",
"casete de expresion" y "casete de expresion génica" se
refieren a un segnmento de ADN que se puede insertar en un
acido nucleico o polinucleétido en sitios de restriccioén
especificos o nediante reconbi naci 6n hondl oga. Un segnento
de ADN conprende un polinucleétido que contiene un gen de
interés que codifica un ARN pequefio o un polipéptido de
interés y el casete y los sitios de restricci 6n se desi gnan
para asegurar la insercion del casete en el marco de
| ectura adecuado para la transcripcion y traducci 6n. En una
nodal i dad, un casete de expresidn puede incluir un
pol i nucl eétido que codifica un ARN pequefio o un poli péptido
de interés y tiene elenentos adenmas del polinucleétido que
facilitan la transformacion de una célula hospedadora
particular. En una nodalidad, un casete de expresi 6n génica
tanmbi én puede incluir elenentos que perniten |la expresion
nmej orada de un ARN pequefio o un polinucl edtido que codifica
un polipéptido de interés en una célula hospedadora. Estos
el emrent os pueden incluir, de nodo no taxativo: un pronotor

un pronotor nminino, un potenciador, un elemento de
respuesta, un intrén, un 5 -UTR, un 3'-UTR una secuencia

de term naci6n, una secuencia de poliadenilacion vy
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Tal conmb se usa en la presente, el térmno "secuencia
codificante heterdloga" se wusa para indicar cualquier
pol i nucl eétido que codifique o que finalnmente codifique un
péptido o proteina 0 su secuencia de am noacidos
equi val ente, por ejenplo, una enzinma que no esta presente
en el organisno hospedador y que se puede expresar en la
célul a hospedadora a condici ones adecuadas. De tal manera,
| as "secuencias codificantes heterdlogas” pueden incluir
una o mas copias de secuencias codificantes que no estan
normal mente presentes en la célula hospedadora, de nmanera
gue la célula expresa copias adicionales de una secuencia
codificante que no estda presente nornalnente en |as
células. La secuencia codificante heterdl oga puede ser ARN
0o cualquier tipo de esta (por ejenplo, ARNn), ADN o
cual quier tipo de este (por ejenplo, ADNc), o un hibrido de
ARN/ ADN. Los ejenplos de secuencias codificantes incluyen,
de nodo no taxativo, unidades de transcripci 6n de |ongitud
completa que conprenden dichas caracteristicas conb la
secuencia codificante, intrones, regiones pronotoras, 5 -

UTR, 3'-UTR y regiones potenciadoras.

Las "secuenci as codificantes heterdl ogas" tanbi én incluyen

la parte codificante del péptido o enzima (es decir, la
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secuencia de ARNm o ADNc), la parte codificante de la
uni dad de transcripcién de longitud conpleta (es decir, el
gen que conprende intrones Yy exones), secuencias con
"codones optim zados", secuencias truncadas u otras formas
de secuenci as alteradas que codifican la enzinma o codifican
su secuencia de am noacido equivalente, sienpre que la
secuenci a de ani noaci dos equi val ente produzca una proteina
funcional. Dicha secuencia de am noaci dos equi val ente puede
tener wuna elimnacién de uno o mAs aminoacidos, la
elimnacién es de extremp N, extrenbp C o interna. Las
formas truncadas se visualizan sienpre que tengan la

capaci dad catalitica indicada en ella.

Conb se usa en la presente, el térmno “control” se refiere
a una nuestra usada en el procedimento analitico con fines
conparativos. Un control puede ser “positivo” o “negativo”

Por ejenplo, si el propésito del procedimento analitico es
detectar un polipéptido o una transcripcion expresada de
forma diferencial en células o tejidos, generalnente es
preferible que se incluya un control positivo, tal conp una
muestra de una planta conoci da que presenta una expresion
deseada, y un control negativo, tal conb una nuestra que no

presenta |l a expresi 6n deseada.

Tal conb se usa en la presente, el térmno "planta" incluye
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plantas o partes de plantas, incluyendo, de npdo no
taxativo células vegetales y tejidos vegetales, tales conp
hojas, callos, vastagos, raices, flores, polen y semllas.
Una clase de planta que se puede usar en la presente
invenci 6n es generalnente tan anplia cono la clase de
plantas inferiores y superiores susceptibles a nutagénesis
i ncl uyendo angi ospernmas, gi mospermas, helechos y algas
multicelulares. Por |lo tanto, “planta” incluye plantas
dicotil edéneas y nonocotil edéneas. Los ejenplos de plantas
di cotil edéneas incluyen, tabaco, Arabidopsis, soja, tomate,
papaya, canola, girasol, algodén, alfalfa, papa, vid,
guandul , gui sante, Brassica, garbanzo, renplacha azucarera,
col za, sandia, neldén, pimenta, nmani, calabaza, rabano,
espi naca, cal abacin, broécoli, repollo, zanahoria, coliflor

api o, repollo chino, pepino, palta y |echuga. Los ejenplos
de plantas nonocotil edéneas incluyen miz, arroz, trigo,
cafia de azUcar, cebada, centeno, sorgo, orquideas, banbd,

banana, totora, lirios, avena, cebolla, mjo y triticale.

Tal conb se usa en l|la presente, el térmno "nmaterial
vegetal" se refiere a hojas, callos, véastagos, raices,
flores o partes de flores, frutas, polen, 6vulos, cigotos,
semllas, recortes, cultivos de tejidos o de células o
cualquier otra parte o producto de una planta. En una

nodal i dad, el material vegetal incluye cotiledbéneo y hojas.
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En una nodalidad, el material vegetal incluye tejidos de

raices y otros tejidos vegetal es ubicados bajo la tierra.

Tal conb se usa en la presente, el térnmno "gen marcador
sel eccionabl e" se refiere a un gen que se usa opcional nente
en la transfornmaci 6n vegetal para, por ejenplo, proteger
células vegetales de un agente selectivo o proporcionar
resistencial/tolerancia a un agente selectivo. Ademas, "gen
mar cador sel ecci onabl e" pr et ende conpr ender genes
i ndi cadores. Sol o aquellas células o plantas que reciben un
mar cador sel ecci onabl e funci onal son capaces de dividirse o
crecer en condiciones con un agente sel ectivo. Los ejenplos
de agentes selectivos pueden incluir, por ejenplo,
anti bi 6ti cos, i ncl uyendo espectinom ci na, neom ci na
kanam ci na, paronomicina, gentamcina e higromcina. Estos
mar cador es sel ecci onabl es i ncl uyen neomni ci na
fosfotransferasa (npt 11), que expresa una enzinma que
confiere resistencia al antibiotico kananicina y genes para
los antibiotico relacionados, neomnicina, paronomcina,
gent ani ci na y 418, o] el gen para hi grom ci na
fosfotransferasa (hpt), que expresa una enzim que confiere
resistencia a hi grom ci na. Qros genes mar cador es
sel ecci onabl es pueden incluir genes que codifican Ila
resi stencia a herbicidas incluyendo bar o pat (resistencia

contra gl uf osi nato de anoni o o] fosfinotricina),
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acetolactato sintasa (ALS, resistencia contra inhibidores
tales conb sulfonilureas (SU), i mdazolinonas (IM),
triazolopirimdinas (TP), oxibenzoatos de pirimdinilo
(POB, por sus siglas en inglés), y sulfonilamno carboni

triazolinonas que evitan el prinmer paso en la sintesis de
am noaci dos de cadena ramficada), glifosato, 2,4-D, vy
resistencia o sensibilidad nmetélica. Los ejenplos de “genes
i ndi cadores” que pueden wusarse conb un gen narcador
sel eccionabl e incluyen |la observaci 6n visual de proteinas
de gen indicador expresadas tales conp proteinas que
codifican la B-glucuronidasa (QJS), luciferasa, proteina
verde fluorescente (G-P, por sus siglas en inglés),
proteina amarilla fluorescente (YFP, por sus siglas en
i ngl és), DsRed, - gal act osi dasa, cl or anf eni col
acetiltransferasa (CAT), fosfatasa alcalinay sinilares. La
frase “positivo para marcador” se refiere a plantas que se
han transfornado para que incluyan un gen narcador

sel ecci onabl e.

Tal conb se wusa en la presente, el térmno “marcador
detectable” se refiere a una etiqueta capaz de detectarse,
tales cono, por ejenplo, un radi oi s6t opo, conpuest o
fl uorescente, conpuest o  bi ol um nescent e, un conpuesto
qui m ol um nescente, quelante netalico o enzima. Los ejenpl os

de narcadores detectables incluyen, de nbdo no taxativo
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| os siguientes: etiquetas fluorescentes (por ejenplo, FITC,

rodam na, fosforos de |anténidos), etiquetas enzinaticas

(por ej enpl o, per oxi dasa de r abano pi cant e, 13-
gal act osi dasa, | uci f erasa, f osf at asa al cal i na),
qui m ol um nescent e, gr upos biotinilo, epi t opos de

pol i pépti dos predeterm nados reconoci dos por un indicador
secundario (por ejenplo, secuencias de pares de cremallera
de leucina, sitios de unidn para anticuerpos secundari os,
dom ni os de uni6n a netales, etiquetas de epitopos). En una
nmodal i dad, un nmarcador detectable puede estar unido
medi ante grupos espaciadores de varias |longitudes para

reducir inpedi mentos estéricos potenciales.

Tal conb se usa en la presente, el térnmno “detectar” se
usa en el sentido mas anplio para incluir anbas nedi das,
cualitativa y cuantitativa, de una nol écul a especifica, por

ej empl 0, nedidas de un polipéptido especifico.

A menos que se explique especificanmente |o contrario, todos
los térmnos cientificos y técnicos utilizados en la
presente tienen el msno significado conprendi do cominnente
por los expertos en la técnica a |los que concierne esta
di vul gaci 6n. Las definiciones de |los térmnos conunes en |a
bi ol ogia nolecular se pueden encontrar, por ejenplo en

Lewin, Cenes V, xford University Press, 1994; Kendrew et
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al. (eds.), The Encycl opedia of Mol ecul ar Biol ogy, Bl ackwell
Science Ltd., 1994; y Meyers (ed.), Mlecular Biology and
Bi ot echnol ogy: A Conprehensive  Desk Ref er ence, VCH

Publ i shers, Inc., 1995.

Los pronotores conp el ementos regul adores de |a expresion

géni ca

Los pronotores vegetal es usados para | a investigaci on basica
o las aplicaciones biotecnoldgicas son general nente
uni direccionales, que dirigen la expresioén constitutiva de
solo un gen que ha sido fusionado a su extremo 3
(posterior). GCeneral nente es necesario expresar transgenes
dentro de las plantas para la nodificaci6n genética y la
apilamiento de rasgos. Adensas, nultiples pronotores
novedosos son tipicanente necesarios en los cultivos
transgéni cos para conducir |a expresi 6n de genes nulti ples.
En la presente se describe un pronotor constitutivo que
puede dirigir la expresion de un transgén que ha sido

fusi onado en su extreno 3'.

El desarrollo de los productos transgénicos se esta
volviendo nmuy conplejo, |10 que requiere que se expresen
transgenes y que se apilen miltiples transgenes en un solo

| ocus. Tradicional nente, cada transgén necesita un pronotor
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Gnico para la expresién donde se necesitan nmiltiples
pronot ores para expresar transgenes diferentes dentro de una
pila de genes. Con un tamafio en aumento de rasgos géni cos,
este nétodo frecuentenente conlleva al uso repetido del
m sno pronotor para obtener niveles sinilares de patrones de
expresi on de diferentes transgenes para |la expresion de un

uni co rasgo pol i génico.

Se sabe que las construcciones génicas miltiples conducidas
por el misno pronotor causan el silenciamento de genes |o
que resulta en productos transgénicos nenos eficaces en el
canpo. El exceso de sitios de wunién a factores de
transcripcion (TF, por sus siglas en inglés) debido a la
repeticion de pronotores puede causar l|la dismnucién de TF
endogeno, o que Ileva a la inactivacion transcripcional. El
silenciamento de |los transgenes probablenente afectara de

forma no deseada el rendimento de una planta transgénica

producida para expresar transgenes. Las secuenci as
repetitivas dentro de wun transgén pueden Illevar a la
reconbi naci 6n homdl oga dentro del locus del gen |lo que

resulta en reestructuraci ones de polinucl eétidos.

Ademds de |los pronotores constitutivos, |os pronotores
especificos de 6rganos o especificos de tejidos conducen |a

expresi 6n génica en determinados tejidos tales conb en el
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grano, raiz, hoja, callo, polen o tapetumde la planta. Los
pronotores especificos de |la etapa de desarrollo y de
tejidos conducen |a expresion de genes, que se expresan en
tejidos particulares o en periodos de tienpo particulares
durante el desarrollo de la planta. Los pronotores
especificos de los tejidos son necesarios para deternm nadas
aplicaciones en la industria de plantas transgénicas y son
deseables ya que permten |la expresi 6n especifica de genes
heterdlogos en un tejido y/o en etapas de desarrollo
sel ecci onadas, que indican |la expresi6n del gen heterdl ogo
de manera diferencial en varios Organos, tejidos, y/o en

di ferentes nomentos, pero no otros.

Por ejenplo, la resistencia aunentada de una planta a la
i nfecci 6n por |os patogenos transmitidos por la tierra se
puede |ograr nediante |la transfornmaci 6n del genoma vegetal
con una proteina de resistencia a |os patdgenos que se
expresa de gran nmanera dentro de la planta. De nmnera
alternativa, puede ser conveniente expresar un transgén en
tejidos vegetales que estan en una fase determ nada de
desarrollo o creciniento particular, tal cono, por ejenplo,
la elongacién o division celular. Ora aplicacidén es la
conveni enci a de usar pronpotores especificos de tejidos, de
manera que |os promptores limten la expresion de |los

transgenes que codifican un rasgo agronémco en las partes



10

15

20

25

43

de las plantas en desarrollo (es decir, raices, hojas,

callos o polen).

Los pronotores descritos en |la presente son herram entas
pronetedoras para hacer construcciones de transgenes
conerci al es que contengan milti pl es genes. Estos pronotores
tanbi én  proporcionan la estabilidad estructural en
hospedadores bacterianos y la estabilidad funcional en |as
célul as vegetales, tal comp reducir el silenciamento de

transgén para permtir la expresion del transgén. Los
pronotores con interval os de expresi 6n variantes tanbi én se
pueden obtener nediante el uso de netodos descritos en |a
presente. En conmparacion con las construcciones de
transgenes utilizando un Unico pronotor varias veces, |as
construcci ones de pronotores diversificados descritos en |la
presente solicitud son nAs conpatibles para el andalisis
nol ecul ar posterior de eventos transgénicos. El uso de |os
pronotores diversificados descritos en la presente tanbién
alivian las reestructuraciones en los locus con miltiples
genes transgénicos durante el direccionamento con la

tecnol ogi a de dedos de cinc (SHwLA et &l. 2009).

Pronotores de Woiquitina-1 de Zea mays

El pronotor de Wbi-1 de Zea mamys ha sido un estandar en la
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industria de la biotecnologia, predom nantenente se usa
para |la expresién transgénica alta y estable en el miz
(CHRISTENSEN ¥ QualL 1996; CHRISTENSEN et &l . 1992; Tk et A&l.
1992). Cada transgén wusualnente necesita un pronotor
especifico para una expresion suficiente. Tipicanente, se
necesitan miltiples pronotores para expresar transgenes
diferentes dentro de una pila de genes. Este paradi gma
frecuentenente conlleva al uso repetitivo del pronotor de
Ubi-1 de Z. mays debido a sus altos niveles deseados de

expresi 6n de proteinas y patron de expresi 6n constitutivo.

Sin enbargo, Ila introduccién deliberada de secuencias
repetitivas en un |ocus transgénico tanbi én puede Ilevar a
ef ect os negativos i ndeseables en | a expresi 6n de transgenes
y estabilidad (FLADUNG ¥y KuvarR 2002; KuwarR y FLADUNG 2000a;
KuvarR y FLADUNG 2000b; Kuwar y FLADUNG 200l1a; KuwvarR Yy  FLADUNG
2001b; KuvarR y FLADUNG 2002; MeTTE et &l . 1999; MouRRAIN et &l .
2007). El desafio de |l a expresi 6n de transgenes coordi nados
milti ple se puede abordar usando un enfoque de diversidad
de pronotores, donde |os diferentes pronotores se utilizan
para conducir diferentes transgenes con el msno perfil de
expresi 6n (PeremarTI et al. 2010). Esta solicitud describe
una secuencia promotora de Ubi-1 diversificada obtenida
nmedi ante la identificacion y purificacion de pronotores

novedosos de diferentes genoti pos de Zea mays.
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La nodulacién e inicio de la transcripcién de |la expresion
géni ca en genes vegetal es son dirigi das por una variedad de
el ementos de secuencias de ADN dispuestos de nanera
colectiva en una secuencia nayor denoninada pronotor. Los
pronotores eucariotas tipicanmente consisten en un pronotor
nuclear mninb y secuencias reguladoras anteriores. E

pronotor nuclear es un tram mnino de secuencia de ADN
contigua suficiente para dirigir un inicio preciso de la
transcri pci on. Los promptores nucleares en plantas
gener al ment e conprenden regi ones candni cas asoci adas con el
inicio de la transcripcion, tales conbp cajas TATA y CAAT
(secuencia de consenso TATAWAW. El elenmento de la caja
TATA normal nente esta ubi cado aproxi madanente 20 a 35 pares
de bases (pb) hacia la parte anterior del lugar de inicio
de la transcripcion (TSS). La activacién del pronotor
nucl ear se |ogra nedi ante secuenci as regul adoras anteriores
a las cuales se unen varias proteinas y subsecuentenente
interacttan con el conmplejo de inicio de la transcripcion
para activar la expresién génica. Estos el enentos
regul adores conprenden secuenci as de ADN que deterninan e

patrén de | a expresi 6n espaci o-tenporal de un pronotor

Haci endo referencia a la Figura 1, el pronotor del gen Ubi -

1 de Z. mays deriva de la linea celular endogam ca B73 de
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Z.mays. El promotor Ubi-1 de Z. mays esta conformado por
aproxi madanmente 895 pb de secuencia de ADN ubicada 5
anterior al TSS (es decir, el elenento anterior). Adenas,
el pronmotor Ubi-1 de Z mays esta confornado por
aproxi mmdanmente 1093 pb de secuencia de ADN ubicada 3
posterior al TSS (ver patente estadounidense 5,510,474).
Por o tanto, el pronotor Ubi-1 de Z nays estéa confornado
por aproxi madanente 2 pares de kil obases (kb) de secuencia

de ADN en t ot al

El elemento anterior del pronotor Ubi-1 de Z. mys
conmprende una caj a TATA ubi cada aproxi madanente 30 pb en la
regién 5' anterior del TSS (Figuras 1 y 3). Adicional nente,
el elenento anterior conprende dos el enmentos de consenso de
choque térm co superpuestos ubicados innediatanente 5
anteriores del TSS. Una 5 -UTR de 82 pb o secuencia lider
esta ubicada innediatanente 3' posterior del TSS y esta
seguida por un intrén que se extiende de la base 83 a la

1093 (Figuras 1y 3).

Trabaj os anteriores han descrito un aunmento de |a expresion
génica de genes y/o transgenes regul ados por el pronotor
Ubi-1 de Z. mays. Por ejenplo, la fusién de transcripcién
del gen cloranfenicol acetiltransferasa (CAT) al pronotor

Ui-1 de Z mays proporciond un aunento de 10 veces del
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nivel de actividad de CAT en protoplastos de naiz que la
expresi 6n conducida por el pronotor 35S del virus del
mosaico de la coliflor (Christensen and Quail 1996;

Christensen et al. 1992).

Ademads del promotor Woi-1 de Z mays de control, esta
solicitud describe un pronotor novedoso UWbi-1 de Z. rmays.
Al contrario del promotor Ubi-1 de Z. mmys de control
derivado del genotipo de Z mmys c.v. B73, el pronotor
novedoso Ubi-1 de Z mays se derivo del genotipo de Z. mays
c.v. LLN37. Se proporcionan construcciones y métodos que
utilizan un promotor Ubi-1 de Z nmayz que conprende una
secuenci a de polinucl eétidos. En una nodalidad, un pronotor
puede conprender una secuencia de polinucleoétidos del gen
Wi-1 de Z mys <c.v. B73 comb la que figura a

cont i nuaci 6n:

GTGCAGCGT GACCCGGT CGTGCCCCTCTCTAGAGATAATGAGCATTGCATGTCTAAGT T
ATAAAAAATTACCACATATTTTTTTTGICACACTTGI TTGAAGTGCAGT TTATCTATCT
TTATACATATATTTAAACTTTACTCTACGAATAATATAATCTATAGTACTACAATAATA

TCAGIGT TTTAGAGAATCATATAAATGAACAGT TAGACATGGTCTAAAGGACAATTGAG

TATTTTGACAACAGGACTCTACAGTI TTTATCTTTTTAGTGTGCATGTGTTCTCCTTTTT
TTTTGCAAATAGCTTCACCTATATAATACTTCATCCATTTTATTAGTACATCCATTTAG

GGTTTAGGGTI TAATGGTTTTTATAGACTAATTTTTTTAGTACATCTATTTTATTCTATT

TTAGCCTCTAAATTAAGAAAACTAAAACTCTATTTTAGTTTTTTTATTTAATAGTTTAG
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ATATAAAATAGAATAAAATAAAGT GACTAAAAATTAAACAAATACCCT TTAAGAAATTA

AAAAAACTAAGGAAACATTTTTCTTGT TTCGAGTAGATAAT GCCAGCCTGT TAAACGCC

GTCGACGAGT CTAACGGACACCAACCAGCGAACCAGCAGCGT CACGT CGGGECCAAGCGA

AGCAGACGGCACGECATCTCTGT CGCTGCCT CTGGACCCCT CTCGAGAGT TCCGCTCCA

CCGITGGACTTGCTCCGCT GTCGGECAT CCAGAAAT TGCGT GEGCGGAGCGGCAGACGT GA

GCCGGCACGECAGECGEGECCT CCTCCT CCTCT CACGECACCGGECAGCTACGGEEGATTCC

TTTCCCACCGCTCCTTCGCTTTCCCT TCCTCGCCCGCCGT AATAAATAGACACCCCCTC

CACACCCTCTTTCCCCAACCTCGT GT TGT TCGGAGCGCACACACACACAACCAGATCTC

CCCCAAAT CCACCCGT CGECACCT CCGCTTCAAGGT ACGCCGCT CGT CCTCCCCCCCCC

CCCCCCTCTCTACCTTCTCTAGATCGGCGT TCCGGT CCAT GCATGGT TAGGGECCCGGT A

GITCTACTTCTGITCATGT TTGTGTTAGATCCGTGI TTGT GT TAGATCCGTGCTGCTAG

CGI'TCGT ACACGGATGCGACCT GTACGT CAGACACGT TCTGATTGCTAACTTGCCAGT G

TTTCTCTTTGCGEGAATCCTGGGATGGCT CTAGCCGT TCCGCAGACGGGATCGATTTCAT

GATTTTTTTTGITTCGTTGCATAGGSGI TTGGTTTGCCCTTTTCCTTTATTTCAATATAT

GCCGTGCACTTGITTGTCGGGTCATCTTTTCATGCTTTTTTTTGTCTTGGTTGTGATGA

TGTGGTCTGGT TGEECGGT CGT TCTAGATCGGAGTAGAAT TCTGT TTCAAACTACCT GG

TGGATTTATTAATTTTGGATCTGTATGT GTGT GCCATACATATTCATAGI TACGAATTG

AAGATGATGGATGGAAATATCGATCTAGGATAGGTATACATGT TGATGCGGGT TTTACT

GATGCATATACAGAGATCCTTTTTGITCGCTTGGT TGTGATGATGTGGTGTGGT TGEEC

GGTCGTTCATTCGT TCTAGATCGCGAGTAGAATACTGT TTCAAACTACCTGGTGTATTTA

TTAATTTTGGAACTGTATGI GTGIT GTCATACATCTTCATAGT TACGAGT TTAAGATGGA

TGGAAATATCGATCTAGGATAGGTATACATGI TGATGTGGGT TTTACTGATGCATATAC

ATGATGGCATATGCAGCATCTATTCATATGCTCTAACCTTGAGTACCTATCTATTATAA

TAAACAAGTATGTTTTATAATTATTTCGATCT TGATATACT TGGATGATGGCATATGCA

GCAGCTATATGTGGATTTTTTTAGCCCTGCCTTCATACGCTATTTATTTGCTTGGTACT
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GITTCTTTTGTCGATGCTCACCCTGITGTTTGGTGTTACTTCTGCA (SEQ I D NO

1)

En otra nodalidad, un pronotor puede conprender una
secuencia de polinucleo6tidos del gen Whi-1 de Z. nmys c.v.

LLN37 conp |a que figura a continuaci o6n:

GACCCGGT CGTGCCCCTCTCTAGAGATAAT GAGCATTGCATGT CTAAGT TATAAAAAAT
TACCACATATTTTTTTTGICACACTTGT TTGAAGTGCAGT TTATCTATCTTTATACATA
TATTTAAACTTTACTCTACGAATAATATAATCTATAGTACTACAATAATATCAGIGTTT

TAGAGAATCATATAAATGAACAGT TAGACATGGTCTAAAGGACAATTGAGTATTTTGAC

AACAGGACTCTACAGTTTTATCTTTTTAGIGITGCATGIGITCTCCTTTTTTTTTGCAAA
TAGCTTCACCTATATAATACTTCATCCATTTTATTAGTACATCCATTTAGGGT TTAGGEG

TTAATGGTTTTTATAGACTAATTTTTTTAGTACATCTATTTTATTCTATTTTAGCCTCT

AAATTAAGAAAACTAAAACTCTATTTTAGI TTTTTTATTTAATAATTTAGATATAAAAT

AGAATAAAATAAAGT GACTAAAAATTAAACAAATACCCTTTAAGAAATTAAAAAAACTA

AGGAAACATTTTTCTTGT TTCGAGTAGATAATGCCAGCCT GT TAAACGCCGT CGACGAG
TCTAACGGACACCAACCAGCGAACCAGCAGCGT CGCGT CGGECCAAGCGAAGCAGACGG
CACGGCATCTCTGTI CGCTGCCTCTGGACCCCT CTCGAGAGT TCCGCTCCACCGT TGGAC
TTGCTCCGCT GI'CGECAT CCAGAAAT TGCGT GGCGGAGCGECAGACGT GAGCCGGCACG
GCAGGECGECCTCCTCCTCCTCTCACGGECACCGECAGCTACGEEEGATTCCTTTCCCACC
GCTCCTTCGCTTTCCCTTCCT CGCCCECCGT AATAAATAGACACCCCCTCCACACCCTC
TTTCCCCAACCTCGT GT TGT TCGGAGCGCACACACACACAACCAGATCTCCCCCAAATC
CACCCGT CGECACCT CCGCT TCAAGGTACGCCGCT CGTCCTCCCCCCCCCCCTCTCTAC

CTTCTCTAGATCGGCGT TCCGGT CCATGGT TAGGGCCCGGTAGT TCTACTTCTGT TCAT
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GITTGTGIT TAGATCCGTGT TTGI GTTAGATCCGT GCTGCTAGCGT TCGTACACGGATGC

GACCTGTACGTCAGACACGT TCTGATTGCCTAACTTGCCAGTGTTTCTCTTTGGEGGAATC

CTGGGATGGECTCTAGCCGT TCCGCAGACGECGATCGATTTCATGATTTTTTTTGITTCGT

TGCATAGGGT TTGGT TTGCCCTTTTCCTTTATTTCAATATATGCCGTGCACTTGITTGT

CGGGTCATCTTTTCATGCTTTTTTTTGICTTGGT TGTGATGATGT GGTCTGGT TAEECG
GICGITCTAGATCGGAGTAGAATTCTGI TTCAAACTACCTGGTGGATTTATTAATTTTG
GATCTGTATGITGTGTGCCATACATATTCATAGT TACGAAT TGAAGATGATGGATGGAAA
TATCGATCTAGGATAGGTATACATGT TGATGCGGGT TTTACTGATGCATATACAGAGAT

GCTTTTTGT TCCCTTGGT TGTGATGATGT GGT GT GGT TGEGCGGTCGTTCATTCGTTCT

AGATCGCGAGTAGAATACTGT TTCAAACTACCTGGTGTATTTATTAATTTTGGAACTGTA
TGTGTGTGTCATACATCTTCATAGI TACGAGT TTAAGATGGATGGAAATATCGATCTAG
GATAGGTATACATGT TGATGTGGGTTTTACTGATGCATATACATGATGECATATGCAGC
ATCTATTCATATGCTCTAACCTTGAGTACCTATCTATTATAATAAACAAGTATGITTTA
TAATTATTTTGATCTTGATATACT TGGATGATGGCATATGCAGCAGCTATATGT GGATT
TTTTTAGCCCTGCCTTCATACGCTATTTATTTGCTTGGTACTGTTTCTTTTGICGATGC

TCACCCTGTTGTTTGGTGITACTTCTGCAG (SEQ | D NGO 2)

Los pronotores descritos en |la presente se caracterizaron
por clonacion y posterior analisis de honmologia de la
secuencia de ADN para identificar regiones especificas de
pronotor (es decir, las regiones anteriores al pronotor,
5'-UTR e intrén). Se proporcionan construcci ones y netodos
que utilizan un pronmotor constitutivo Ubi-1 de Z rmays que
conmprende secuencias de polinucleétidos de wuna regiodn

pronotora anterior, 5-UTR 0 regio6n lider y un intrén para
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| a expresi 6n de transgenes en plantas. En una nodalidad, un
pronot or puede conprender una secuencia de polinucleétidos
pronotora anterior del gen UWdi-1 de Z mays c.v. B73 conp

la que figura a continuaci 6n:

GTI'GCAGCGT GACCCGGT CGTGCCCCTCTCTAGAGATAATGAGCATTGCATGI CTAAGT T
ATAAAAAATTACCACATATTTTTTTTGICACACTTGI TTGAAGTGCAGT TTATCTATCT
TTATACATATATTTAAACTTTACTCTACGAATAATATAATCTATAGTACTACAATAATA

TCAGTGT TTTAGAGAATCATATAAATGAACAGT TAGACATGGT CTAAAGGACAATTGAG

TATTTTGACAACAGGACTCTACAGT TTTATCTTTTTAGTGTGCATGTGITCTCCTTTTT
TTTTGCAAATAGCTTCACCTATATAATACTTCATCCATTTTATTAGTACATCCATTTAG

GGTTTAGGGTI TAATGGTTTTTATAGACTAATTTTTTTAGTACATCTATTTTATTCTATT

TTAGCCTCTAAATTAAGAAAACTAAAACTCTATTTTAGTI TTTTTTATTTAATAGTTTAG

ATATAAAATAGAATAAAATAAAGT GACTAAAAATTAAACAAATACCCTTTAAGAAATTA

AAAAAACTAAGGAAACATTTTTCTTGT TTCGAGTAGATAAT GCCAGCCTGT TAAACGCC
GT CGACGAGT CTAACGGACACCAACCAGCGAACCAGCAGCGT CECGT CGGGECCAAGCGA
AGCAGACGGCACGGECATCTCTGT CGCTGCCT CTGGACCCCT CTCGAGAGT TCCGCTCCA
CCGTTGGACTTGCTCCGCT GTCGGCAT CCAGAAAT TGCGT GEGCGGAGCGGECAGACGT GA
GCCGECACGECAGGCGEECCT CCTCCTCCTCTCACGECACCGECAGCTACGEEEGATTCC
TTTCCCACCGCTCCTTCGCTTTCCCTTCCT CGCCCGECCGT AATAAATAGACACCCCCTC

CACACCCTCTT (SEQ ID NGO 3)

En otra nodalidad, un pronotor puede conprender una
secuencia de polinucleétidos anterior al pronotor del gen

Wi-1 de Z mays c¢.v. LLN37 <cono la que figura a
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conti nuaci on:

GACCCGGTCGT GCCCCTCTCTAGAGATAAT GAGCAT TGCATGT CTAAGT TATAAAAAAT
TACCACATATTTTTTTTGICACACTTGT TTGAAGTGCAGI TTATCTATCTTTATACATA
TATTTAAACTTTACTCTACGAATAATATAATCTATAGTACTACAATAATATCAGIGTTT

TAGAGAATCATATAAATGAACAGTI TAGACATGGTCTAAAGGACAATTGAGTATTTTGAC

AACAGGACTCTACAGTTTTATCTTTTTAGIGITGCATGIGITCTCCTTTTTTTTTGCAAA
TAGCTTCACCTATATAATACTTCATCCATTTTATTAGTACATCCATTTAGGGT TTAGGEG

TTAATGGTTTTTATAGACTAATTTTTTTAGTACATCTATTTTATTCTATTTTAGCCTCT

AAATTAAGAAAACTAAAACTCTATTTTAGITTTTTTATTTAATAATTTAGATATAAAAT

AGAATAAAATAAAGT GACTAAAAATTAAACAAATACCCT TTAAGAAATTAAAAAAACTA

AGGAAACATTTTTCTTGI TTCGAGT AGATAAT GCCAGCCT GT TAAACGCCGT CGACGAG
TCTAACGGACACCAACCAGCGAACCAGCAGCGT CGCGT CGEGCCAAGCGAAGCAGACGG
CACGGCATCTCTGTI CGCTGCCTCTGGACCCCT CTCGAGAGT TCCGCTCCACCGT TGGAC
TTGCTCCGCT GI'CGECAT CCAGAAAT TGCGT GGCGGAGCGECAGACGT GAGCCGGCACG
GCAGGECGECCTCCTCCTCCT CTCACGGECACCGGCAGCTACGEEEGATTCCTTTCCCACC
GCTCCTTCGCTTTCCCTTCCT CGCCCGECCGT AATAAATAGACACCCCCTCCACACCCTC

TT (SEQ ID NO. 4)

El enent os regul adores géni cos adi ci onal es

La expresi 6n del transgén tanbi én se puede regul ar nedi ante
una regi6n 5'-UTR y/o intrén ubicada posterior a la
secuencia pronotora anterior. Un pronotor que conprende una

regi6n pronotora anterior unida de nmnera operativa a una
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5'-UTR y/o0 intrén puede regular la expresiéon del transgén

Si bien es necesario un pronotor anterior para conducir |a
transcripcion, la presencia de una 5 -UTR y/o0 intrén puede
aunentar |los niveles de expresion que resultan en la
producci 6n de mas transcritos de ARNm para |la traducci6n y
sintesis de proteinas. La adicion de una 5 -UTR y/o0 intrén a
una secuencia de polinucleotidos pronpbtora anterior puede

col aborar con | a expresion estable de un transgén

Adi ci onal nente, un pronotor constitutivo que conprende
secuencia de polinucleétidos pronotora anterior puede estar
segui do por una regién lider o 5-UIR para colaborar en la
expresi 6n de transgenes en plantas. En una nodalidad, un
pronot or puede conprender una secuencia de polinucleétidos
lider o 5 -UR del gen Wii-1 de Z nays c.v. B73 cono la

si gui ent e:

TCCCCAACCTCGT GT TGT TCGGAGCGCACACACACACAACCAGAT CTCCCCCAAATCCA

CCCGTCGGCACCTCCGCTTCAAG (SEQ I D NO  5)

En otra nodalidad, un pronotor puede conprender una

secuenci a de polinucledtidos lider o 5 -UTR del gen Ubi-1 de

Z. mays c.v. LLN37 conp |a siguiente:

TCCCCAACCTCGT GT TGT TCGGAGCGCACACACACACAACCAGAT CTCCCCCAAATCCA



10

15

20

25

54

CCCGTCGGCACCTCCGCTTCAAG (SEQ I D NO  6)

Adi ci onal nente, un pronotor constitutivo que conprende una
secuencia de polinucleétidos pronotora anterior seguida por
una region lider o 5-UTR puede tanbi én ser seguida por un
intron para colaborar en |a expresién de |os transgenes en
pl antas. En una nodal i dad, un pronotor puede conprender una
secuencia de polinucleétidos intrénica del gen Uodi-1 de Z

mays c.v. B73 comp |a siguiente:

GTI'ACGCCGCT CGT CCTCCCCCCCCCCCCCCCTCTCTACCTTCTCTAGATCGECGT TCCG
GTCCATGCATGGT TAGEECCCGGTAGI TCTACTTCTGI TCATGT TTGTGT TAGATCCGT
GITTGIGI TAGATCCGT GCTGCTAGCGT TCGT ACACGGAT GCGACCT GTACGT CAGACA

CGITCTGATTGCTAACTTGCCAGTGI TTCTCTTTGGEGGAATCCTGGGATGGECTCTAGCC

GITCCGCAGACGCGATCGATTTCATGATTTTTTTTGI TTCGT TGCATAGGGI TTGGITT

GCCCTTTTCCTTTATTTCAATATATGCCGTGCACTTGTTTGTCGEGTCATCTTTTCATG
CTTTTTTTTGICTTGGTTGTGATGATGI GGT CTGGT TGEECEGT CGT TCTAGATCGGAG
TAGAATTCTGITTCAAACTACCTGGTGGATTTATTAATTTTGGATCTGTATGTGTGTGC
CATACATATTCATAGI TACGAATTGAAGATGATGGATGGAAATAT CGATCTAGGATAGG
TATACATGI TGATGCGGGT TTTACTGATGCATATACAGAGATCCTTTTTGI TCGCTTGG
TTGTGATGATGT GGTGT GGT TGEECGEGT CGTTCATTCGT TCTAGATCGGAGTAGAATAC
TGTTTCAAACTACCTGGTGTATTTATTAATTTTGGAACTGTATGT GTGTGTCATACATC
TTCATAGTTACGAGT TTAAGATGGATGCGAAATATCGATCTAGGATAGGTATACATGI TG
ATGTGEGTTTTACTGATGCATATACAT GATGECATATGCAGCATCTATTCATATGCTCT

AACCTTGAGTACCTATCTATTATAATAAACAAGTATGTI TTTATAATTATTTCGATCTTG
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ATATACTTGGATGATGGCATATGCAGCAGCTATATGIGGATTTTTTTAGCCCTGCCTTC
ATACGCTATTTATTTGCTTGGTACTGITTCTTTTGTCGATGCTCACCCTGT TGT TTGGT

GTTACTTCTGCA (SEQ I D NGO 7)

En otra nodalidad, un pronotor puede conprender una
secuencia intrénica de polinucleétidos del gen Udi-1 de Z

mays c.v. LLN37 conp |a siguiente:

GTACGCCGCTCGT CCTCCCCCCCCCCCTCTCTACCT TCTCTAGATCGECGT TCCGGTCC
ATGGTI TAGEGCCCGGTAGT TCTACTTCTGT TCATGI TTGIGT TAGATCCGTGI TTGTGT
TAGATCCGT GCTGCTAGCGT TCGTACACGGAT GCGACCT GTACGT CAGACACGT TCTGA

TTGCTAACTTGCCAGTIGT TTCTCTTTGGGGAATCCT GEGATGECT CTAGCCGT TCCGCA

GACGGGATCGATTTCATGATTTTTTTTGITTCGT TGCATAGGGTTTGGT TTGCCCTTTT

CCTTTATTTCAATATATGCCGTGCACTTGTTTGTCGEGTCATCTTTTCATGCTTTTTT

TGTCTTGGTI TGTGATGATGT GGT CTGGT TGEECGGT CGT TCTAGATCGGAGTAGAATTC

TGTTTCAAACTACCTGGTGGATTTATTAATTTTGGATCTGTATGT GTGT GCCATACATA

TTCATAGTTACGAATTGAAGAT GATGGATGGAAATATCGATCTAGGATAGGTATACATG

TTGATGCGEGT TTTACTGATGCATATACAGAGATGCTTTTTGI TCGCTTGGT TGTGATG

ATGTGGTGIGGT TGEECGEGTCGTTCATTCGT TCTAGATCGGAGTAGAATACTGT TTCAA

ACTACCTGGTGTATTTATTAATTTTGGAACTGTATGI GTGTGTCATACATCTTCATAGT

TACGAGT TTAAGATGGATGGAAATATCGATCTAGGATAGGTATACATGT TGATGT GGGT

TTTACTGATGCATATACATGATGGCATATGCAGCATCTATTCATATGCTCTAACCTTGA

GTACCTATCTATTATAATAAACAAGTATGTTTTATAATTATTTTGATCTTGATATACTT

GGATGATGGECATATGCAGCAGCTATATGTGGATTTTTTTAGCCCTGCCTTCATACGCTA

TTTATTTGCTTGGTACTGT TTCTTTTGTCGATGCTCACCCTGITGT TTGGTGI TACTTC
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TGCAG (SEQ I D NO. 8)

Casetes de expresi 6n del gen indicador y transgén

La expresion transgéni ca puede tanbi én ser regul ada por
casete de expresi 6on génica. En una nodalidad, un casete
expresi 6n géni ca conprende un pronotor. En una nodal i dad,
casete de expresion génica conprende un pronotor Ubi-1.
una nodal idad, un casete de expresion génica conprende
pronotor Ubi-1 de una planta. En una nodalidad, un casete
expresi 6n génica conprende un pronotor Ubi-1 de Z. nmays c.

LLN37.

En una nodal i dad, un casete de expresi 6n géni ca conprende
pronotor Wohi-1 de Z mays c.v. LLN37, donde el pronotor
idéntico en al nenos 80 % 85 % 90 % 91 % 92 % 93 %
% 95 % 96 % 97 % 98 % 99 % 99,5 % 99,8 %o 100 %a
SEQ ID NO 2. En wuna nodalidad, un casete de expres
génica conprende un pronotor constitutivo, tal cono

pronotor Ubi-1 de Z. mays c.v. LLN37, que se encuentra un

de

un

En

un

de

e

do

operativamente a un transgén o gen indicador. En una

nodal i dad, un casete de expresién génica conprende

un

pronmotor constitutivo que se encuentra unido de rmanera

operativa a un transgén, donde el transgén puede ser

transgén de resistencia a insecticidas, un transgén

un

de
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tol erancia a herbicidas, un transgén de eficiencia en el uso
de nitrégeno, un transgén de eficiencia en el uso del agua,
un transgén de calidad nutricional, un transgén de unién a
ADN, un transgén narcador sel eccionable o conbi naci ones de
estos. En una nodalidad, un casete de expresi 6n génica que
conprende el pronotor constitutivo puede conducir la
expresion de uno o mas transgenes o genes indicadores. En
una nodalidad, un casete de expresion génica que conprende
el pronotor constitutivo puede conducir |a expresion de dos

0 mas transgenes o genes indi cadores.

En una nodal i dad, un casete de expresi 6n géni ca conprende un
pronotor Woi-1 de Z. nmays c.v. LLN37, donde la secuencia
pronotora anterior es idéntica en al nmenos 80 % 85 % 90 %
91 % 92 % 93 % 94 % 95 % 96 % 97 % 98 % 99 % 99,5
% 99,8 %0 100 %a la SEQ ID NO 4. En una nodalidad, un
casete de expresi on génica  conprende un pr onot or
constitutivo, tal conmo el pronpotor anterior UWbi-1 de Z. mays
c.v. LLN37, que se encuentra unido operativanente a un
transgén o gen indicador. En una nodalidad, un casete de
expresi 6n géni ca conprende un pronotor anterior constitutivo
gue se encuentra unido de manera operativa a un transgén

donde el transgén puede ser un transgén de resistencia a
i nsecticidas, un transgén de tolerancia a herbicidas, un

transgén de eficiencia en el uso de nitrégeno, un transgén



10

15

20

25

58

de eficiencia en el uso del agua, un transgén de calidad
nutricional, wun transgén de wunién a ADN, un transgén
mar cador sel eccionable o conbinaciones de estos. En una
nodal i dad, un casete de expresion génica que conprende el
pronotor anterior constitutivo puede conducir la expresioén
de uno o nas transgenes o0 genes indicadores. En una
nodal i dad, un casete de expresion génica que conprende el
pronobtor anterior constitutivo puede conducir |a expresioén
de dos o nmas transgenes o genes indicadores. En una
nodal i dad adicional, el pronmotor anterior puede conprender
un intrén. En una nodalidad, el pronotor anterior puede
conprender wuna secuencia de intrones que estd unida de
manera operativa a un transgén o gen indicador. En otra
nmodal i dad, el pronotor anterior puede conprender una
secuencia lider o 5 -UTR En una nodalidad, el pronotor
anterior puede conprender una secuencia lider o 5 -UTR que
esta unida de nmanera operativa a un transgén o gen
i ndi cador. En aun otra nodalidad, el pronotor anterior puede
conprender una secuencia lider o 5 -UTR y una secuencia de
intrones. En una nodalidad, el pronotor anterior puede
conprender una secuencia lider o 5 -UTR y un intréon que
estan unidos de nanera operativa a un transgén o gen

i ndi cador.

En una nodal i dad, un casete de expresi 6n géni ca conprende un
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pronotor Woi-1 de Z. nmays c.v. LLN37, donde |la secuencia
|lider o 5 -UTR es idéntica en al nenos 80 % 85 % 90 % 91
% 92 % 93 % 94 % 95 % 96 % 97 % 98 % 99 % 99,5 %
99,8 % o 100 % a la SEQ ID NO 6. En una nodalidad, un
casete de expresi 6n génica conprende una 5 -UTR o lider de
un gen de maiz que codifica una proteina de UWbiqutina-1 que
esta unida de nanera operativa a un pronotor, donde el
pronotor es un pronotor UWobi-1 de Z nmays c.v. LLN37 o un
pronmotor que tiene origen en una planta (por ejenplo, el
pronotor de Udiquitina-1 de Zea mays), un virus (por
ejenpl o, el pronotor del virus del nosaico de |a vena de la
yuca) o una bacteria (por ejenplo, Agrobacterium tunefaciens
delta nmas). En una nodalidad ilustrativa, un casete de
expresi 6n géni ca conprende una secuencia lider o 5 -UTR de
Z. mays c.v. LLN37 de un gen de naiz que codifica una
proteina de UWbiquitina que se encuentra unida de nmanera
operativa a un transgén, donde el transgén puede ser un
transgén de resistencia a insecticidas, un transgén de
tol erancia a herbicidas, un transgén de eficiencia en el uso
de nitrégeno, un transgén de eficiencia en el uso del agua,
un transgén de calidad nutricional, un transgén de unién a
ADN, un transgén narcador sel eccionable o conbi naci ones de

est os.

En una nodal i dad, un casete de expresi 6n géni ca conprende un
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pronotor Woi-1 de Z. nmays c.v. LLN37, donde |la secuencia
intronica es idéntica en al nenos 80 % 85 % 90 % 91 % 92
% 93 % 94 % 95 % 96 % 97 % 98 % 99 % 99,5 % 99,8 %
0 100 % a la SEQ ID NO 8. En una nodalidad, un casete de
expresi 6n génica conprende un intrén de un gen de maiz que
codifica una proteina de Wodiqutina-1 que estd unida de
manera operativa a un pronotor, donde el pronotor es un
pronotor Ubi-1 de Z. mays c.v. LLN37 o un pronotor que tiene
origen en wuna planta (por ejenplo, el pronotor de
Ubiquitina-1 de Zea mays), un virus (por <ejenplo, el
pronotor del virus del nosaico de |la vena de |la yuca) o una
bacteria (por ejenplo, Agrobacteriumtumefaciens delta mas).
En una nodalidad ilustrativa, un casete de expresiOn génica
conprende un intrén de un gen de nmmiz que codifica una
proteina de Wdiquitina que se encuentra unido de nmanera
operativa a un transgén, donde el transgén puede ser un
transgén de resistencia a insecticidas, un transgén de
tol erancia a herbicidas, un transgén de eficiencia en el uso
de nitrdégeno, un transgén de eficiencia en el uso del agua,
un transgén de calidad nutricional, un transgén de uni6n a
ADN, un transgén narcador seleccionable o conbi naci ones de

est os.

En una nodalidad, un vector puede conprender un casete de

expresi 6on génica conb se describe en la presente. En una
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nodal i dad, un vector puede ser un plésm do, un césm do, un
cronmobsoma artificial bacteriano (BAC), un bacteriéfago, un
virus o un fragnento de polinucle6tido extirpado para usar
en la transfornaci6n directa o en el direccionamento de

genes tal cono un ADN de donante.

En una nodalidad, una célula o una planta conprende un
casete de expresién génica tal conmb se describe en la
presente. En wuna nodalidad, wuna célula o wuna planta
conprende un vector que conprende un casete de expresion
génica tal conb se describe en la presente. En una
nodal i dad, un vector puede ser un plésm do, un césmdo, un
cronmobsoma artificial bacteriano (BAC), un bacteri é6fago o un
virus. Por lo tanto, una célula o una planta que conprende
un casete de expresion génica es una célula transgénica o

una planta transgénica, respectivanente.

En una nodalidad, wuna planta transgénica puede ser una
pl anta nmonocotil edonea o dicotil edénea. Una nodal i dad de una
pl anta transgénica nonocotil edénea puede ser, de nodo no
taxativo, mmiz, trigo, sorgo, avena, centeno, bananas, cafa
de azlUcar y mjo. Una nodalidad de una planta transgénica
di cotil edénea puede ser, de npdo no taxativo, soja, algoddn

girasol o canola. Una nodalidad tanbi én incluye una semlla

transgénica de una planta transgénica, segun se describe en



10

15

20

25

62

| a presente.

Mar cador es sel ecci onabl es

Varios marcadores seleccionables tanbién descritos conp
genes indicadores se pueden incorporar en un vector de
expresion elegido para permtir la identificacion y la
sel ecci 6n de plantas transformadas (“transfornantes”). Hay
di sponi bl es nuchos nétodos para confirmar |a expresi 6n de
mar cador es sel ecci onabl es en pl ant as t ransf or nadas,
i nclusive, por ejenplo, la secuenciacion de ADN y reacci6n
en cadena de la polinmerasa (PCR), transferencia Southern,
transferencia de ARN, netodos innmunolo6gicos para Ila
det ecci 6n de una proteina expresada del vector, tal conp la
proteina precipitada que nedia I|la resistencia de
fosfinotricina, u observacién visual de otras proteinas
tales conb genes indicadores que codifican la B-
gl ucur oni dasa (QUS), | uci ferasa, pr ot ei na ver de
fluorescente (GFP), proteina anarilla fluorescente (YPF),
DsRed, 3- gal act osi dasa, cl or anf eni col acetiltransferasa
(CAT), fosfatasa alcalina y simlares (ver Sanbrook, et
al., Mlecular Cloning: A Laboratory Manual, Tercera
Edicion, Cold Spring Harbor Press, NY., 2001, cuyo
contenido se incorpora a la presente en su totalidad

medi ante esta referencia).
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Los genes nmarcadores seleccionables se utilizan para la
seleccion de tejidos o células transformadas. Los genes
mar cadores sel ecci onabl es incluyen genes que codifican |a
resistencia a antibioéticos, tales conb los que codifican
neomi cina  fosfotransferasa Il (NEO y hi groni ci na
fosfotransferasa (HPT) asi conbp tanbi én genes que confieren
resistencia a conpuestos herbicidas. Los genes de
resistencia a herbicidas generalnente codifican para una
proteina objeto nodificada que es insensible al herbicida o
para una enzinma que degrada o desintoxica al herbicida en
la planta antes de que pueda actuar. Por ejenplo, Ila
resistencia a glifosato se ha obtenido usando genes que
codi fican par a enzi mas objeto mut ant es, 5-
enol pi ruvil shi ki mat o-3-fosfato sintasa (EPSPS). Los genes y
mut antes para EPSPS son bien conocidos y se describen en
detalle a continuacién. La resistencia al anmonio de
gl ufosi nato, bromoxinilo y 2,4-dicl orofenoxiacetato (2, 4-D)
ha sido obtenida usando genes bacterianos que codifican el
gen pat o DSM 2, wuna nitrilasa, un gen aad-1 o un aad-12,

que desintoxica | os herbicidas respectivos.

En una nodal i dad, | o0s herbicidas pueden inhibir el punto de
crecimento o neristeno, que incluyen imdazolinona o

sulfonilurea y genes para la resistencia/tolerancia de
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acet ohi droxi 4cido sintasa (AHAS) y acetolactato sintasa
(ALS). Los genes de resistencia a glifosato incluyen
5-enol pi ruvi | shi ki mat o-3-fosfato sintasa (EPSP) nutantes y
genes dgt-28 nediante la introducci 6n de acidos nucleicos
reconbi nantes y/o varias fornas de nutagénesis in vivo de
|l os genes EPSP nativos, genes aroA y genes glifosato
acetiltransferasa (GAT), respectivanente. Los genes de
resistencia para otros conpuestos fosfono incluyen genes
BAR de especies Streptomyces, i nclusive Streptomyces
hygroscopicus y Streptomyces viridichronogenes y 4&cidos
propi 6nicos de fenoxi o piridinoxi y ciclohexonas (genes
que codifican inhibidores de ACCasa). Los genes de ejenplo
gue confieren resistencia a acido aril oxifenoxipropandico y
ci cl ohexanedi onas (inclusive Hal oxi f op, Di cl of op,
Fenoxi prop, Fluazifop, Quizalofop) incluyen genes de acetil
coenzima A carboxilasa (ACCasa)--Accl-Sl, Accl-S2 y Accl-
S3. En una nodalidad, |os herbicidas pueden inhibir la
fotosintesis, inclusive la triazina (genes psbA y 1s+) o

benzonitrilo (gen nitrilasa).

En una nodalidad, |os genes narcadores seleccionables
incluyen, de npdo no taxativo, genes que codifican:
neom ci na f osf ot ransf er asa I ci anam da hi dr at asa,;
aspartato cinasa; dihidrodipicolinato sintasa; triptofano

descarboxilasa; dihidrodipicolinato sintasa y aspartato
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ci nasa desensibilizada; gen bar; triptdfano decarboxil asa

neom ci na f osf ot ransf erasa (NEO) ; hi grom ci na
fosfotransferasa (HPT o HYG,; dihidrofolato reductasa
(DHFR); fosfinotricina acetiltransferasa; dehal ogenasa de

acido 2,2-dicloropropi 6nico; acetohidroxiacido sintasa; 5-

enol pi ruvi | -shi ki mat o- f osf at e si ntasa (aroA)
hal oarilnitril asa; acetil -coenzi ma A car boxi | asa;
di hidropteroato sintasa (sul 1); y polipéptido de

fotosistema || de 32 kD (psbA)

Una nopdalidad tanbién incluye genes que codifican
resistencia a: cloranfenicol; netotrexato; higromcina;

espectinom cina; bronoxinilo; glifosato; y fosfinotricina.

La lista anterior de genes narcadores seleccionables no
pretende ser taxativa. Se conprenden todos |o0os genes
mar cadores sel eccionables o indicadores en la presente

i nvenci on.

Los genes narcadores sel eccionables se sintetizan para |la
expresion o6ptima en una planta. Por ejenplo, en una
nodal i dad, wuna secuencia que codifica un gen ha sido
nodi fi cada por una optimzacién de codén para nejorar |a
expresion en las plantas. Un gen narcador sel eccionable se

puede optim zar para |la expresion en una especie de planta
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particular o alternativanente se puede nodificar para |a
expresion oOptima en las plantas nonocotiledbneas vy
dicotil edéneas. Los codones preferidos de las plantas se
pueden determnar a partir de de codones mas frecuentes en
| as proteinas expresadas en la cantidad mas grande en |as
especies de plantas de interés particulares. En una
nodal i dad, un gen marcador sel eccionabl e esta di sefiado para
ser expresado en plantas a un nivel mis alto, |o que
resulta en una eficiencia de transfornmaci 6n mayor. Los
nmet odos para la optinizacion vegetal de genes son bien
conoci dos. Las guias para |la optimzacién y fabricaci én de
secuencias sintéticas de polinucleodtidos se pueden
encontrar en, por ejenplo, WXR2013/016546, WX011/146524,
W01997/ 013402, patente estadounidense n.° 6,166,302 vy
pat ente estadouni dense n.° 5,380,831, incorporados a la

presente nedi ante referencia.

Transgenes

Los nétodos y conposiciones descritos pueden utilizarse
para | a expresi én de secuencias géni cas de polinucl eébtidos
dentro del genomm de la planta. Por consiguiente, |os genes
que codifican la tolerancia a herbicidas, resistencia a |os
i nsectos, nutrientes, antibi6ticos o nol écul as terapéuticas

se pueden expresar a través del pronotor novedoso.
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En una nodalidad, el elenmento regulador del pronotor
constitutivo de |la presente descripcién se conbina o se une
de mmnera operativa a uno o mAs genes que codifican
secuenci as de polinucl eétidos que proporcionan resistencia
o tolerancia al glifosato, 2,4-D glufosinato u otro
her bi ci da, proporcionan resistencia a enfernedades o
i nsect os sel ecci onados yl o nej or as nutrici onal es,
caracteristicas agrondm cas nejoradas, proteinas u otros
productos Uutiles para wusos nutricionales, alinenticios,
i ndustriales, farmacéuticos u otros. Los transgenes pueden
“apilarse” con dos o mas secuencias de &acido nucleico de
interés dentro del genoma de una planta. El apilaniento se
puede lograr, por ejenplo, a través del fitomejoramento
convenci onal de vegetales utilizando dos o nAs eventos de
los siguientes: transformacion de un vegetal con una
construccion que contiene |as secuencias de interés,
retransformaci 6n de un vegetal transgénico, o adicioén de
nuevos rasgos a través de la integraci6n direccionada

nmedi ante | a reconbi naci 6n hon®dl oga.

Tal es secuenci as de polinucl eétidos de interés incluyen, de
nmodo no taxativo, | os ej enpl os pr opor ci onados a

conti nuaci 6n:
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1. Cenes o0 secuencia de codificacion (por ejenplo, ARN)

que confieren resistencia a plagas o enfernedades

(A) Genes Vegetales de Resistencia a Enfernmedades. Las
defensas de I|os vegetales a nmenudo se activan por
interacci 6n especifica entre el producto de un gen de
resistencia a enfernmedades (R) en el vegetal y el producto
de un gen de avirulencia correspondiente (Avr) en el
pat 6geno. Una variedad vegetal puede ser transformada con
el gen de resistencia clonado para crear vegetal es que sean
resistentes a cepas patogenas especificas. Los ejenplos de
di chos genes incluyen, el gen Cf-9 del tomate para la
resistencia a dadosporium fulvum (Jones et al., 1994
Sci ence 266:. 789), el gen Pto del tomate, que codifica una
proteina quinasa, para la resistencia a Pseudononas
syringae pv. tomato (Martin et al., 1993 Science 262:.
1432), y el gen RSSP2 de Arabidopsis para la resistencia a
Pseudonobnas syringae (Mndrinos et al., 1994 Cell 78:

1089) .

(B) Una proteina de Bacillus thuringiensis, un derivado de
esta o un polipéptido sintético nodel ado sobre esta, conp
por ejenplo, una secuencia de nucle6tidos de un gen de la
endotoxina d (Geiser et &, 1986 Gen 48:. 109), y un gen de

insecticida vegetativo (VIP) gen (véase, por ejenplo,
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Estruch et al. (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. 93:5389-94).
Ademas, las nol éculas de ADN que codifican genes de la
endotoxina d se pueden adquirir en Anerican Type Culture
Col l ection (Rockville, M.), bajo los nuneros de acceso de

ATCC 40098, 67136, 31995 y 31998.

(O Una lectina, tal conb |as secuencias de nucl eétidos de
varios genes de lectina de uni6on a la nanosa de Cdivia

mniata (Van Damme et al., 1994 Plant Ml ec. Biol. 24:825).

(D) Una proteina de uni6n a vitamnas, tal conp avidina y
homdl ogos de avidina que son (tiles cono larvicidas contra
pl agas de insectos. Véase patente estadounidense n.°

5, 659, 026.

(E) Un inhibidor enzimtico, por ejenplo, un inhibidor de
proteasa o0 un inhibidor de anilasa. Ejenplos de dichos
genes incluyen un inhibidor de la cisteina proteinasa del
arroz (Abe et al., 1987 J. Biol. Chem 262: 16793), un
i nhibidor | de la proteinasa del tabaco (Huub et al., 1993
Plant Mdlec. Biol. 21:. 985), y un inhibidor de a-anilasa

(Sumitani et al., 1993 Biosci. Biotech. Biochem 57:1243).

(F) Una hornona especifica de los insectos o una feronona

tal comp un ecdiesteroide y una hornobna juvenil y una
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variante de estos, un nmnmetico a base de estos, 0 un
ant agoni sta o agonista de estos, tal conp, |la expresién en
baculovirus de la hornona juvenil clonada esterasa, un
i nactivador de la hornona juvenil (Hamobck et al., 1990

Nat ure 344: 458).

(G Un péptido o neuropéptido especifico de los insectos
gue, después de la expresion, interrunpe la fisiologia de
la plaga afectada (J. Biol. Chem 269:9). Los ejenplos de
di chos genes incluyen un receptor de la hornmona diurética
de los insectos (Regan, 1994), una alostatina identificada
en Diploptera punctata (Pratt, 1989), y neurotoxinas
paraliticas especificas de | os i nsect os (patente

est adouni dense n.° 5, 266, 361).

(H Un veneno especifico de insectos producido en |a
nat ural eza por una serpiente, una avispa, etc., tal conb un
péptido insectotoxico de escorpi6on (Pang, 1992 Gene 116:

165) .

(1) Una enzim responsable de wuna hiperacunul acion de
nonot er peno, un  sesquiterpeno, un esteroide, aci do
hi droxam co, un derivado fenil propanoide u otra nol écula no

prot éica con actividad insecticida.
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(J) Una enzinma involucrada en | a nodificacién, inclusive |la
nodi fi caci 6n post raducci onal , de una nol écul a
bi ol 6gi camente activa; por ejenplo, enzima glicolitica, una
enzinma proteolitica, una enzima lipolitica, una nucleasa
una ciclasa, una transam nasa, una esterasa, una hidrol asa,
una fosfatasa, una cinasa, una fosforilasa, una polinerasa,
una elastasa, wuna quitinasa y una glucanasa, Yya sean
naturales o sintéticas. Los ejenplos de dichos genes
i ncluyen, un gen de callasa (solicitud PCT publicada
W93/ 02197), secuencias que codifican la quitinasa (que se
pueden obtener, por ejenplo, en la ATCC con |os nameros de
acceso 3999637 y 67152), quitinasa del gusano del tabaco
(Kranmer et al., 1993 Insect Mdlec. Biol. 23: 691), y el gen
de poliUbiquitina ubi4-2 del perejil (Kawalleck et al.,

1993 Plant Molec. Biol. 21:673).

(K) Una nol écula que estimula la transducci 6n de sefal es.
Los ejenplos de tales noléculas incluyen secuencias de
nucl e6tidos para clones de ADNc de calnodulina de haba
mungo (Botella et &l., 1994 Plant Modlec. Biol. 24:757) vy
una secuencia de nucleétidos de un clon de ADNc de
calmodulina de maiz (Giess et al., 1994 Plant Physiol.

104: 1467) .

(L) Un péptido de normento hidrof ébico. Véanse |as patentes
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est adouni denses n.° 5,659,026 y 5,607,914; la dudltim
nmuestra péptidos antimcrobianos sintéticos que confieren

resi stenci a a enf er nedades.

(M Una perneasa de nenbrana, un formador de canal o0 un
bl oqueador de canal, tales conb un analogo litico de
péptidos de cecropina-B (Jaynes et al., 1993 Plant Sci.
89:43) que hace a las plantas de tabaco transgénicas

resistentes a | as Pseudonpnas sol anacearum

Una proteina viral invasiva o una toxina conpleja derivada
de ella. Por ejenplo, la acumulacién de proteinas virales
de cubierta en células vegetal es transfornadas proporciona
resistencia a la infeccion viral y/o al desarrollo de
enf ermedades efectuado por el virus del que deriva el gen
de la proteina de cubierta, asi conb nmediante virus
rel aci onados. La resistencia nediada por proteinas de
cubierta se ha conferido a plantas transfornadas contra el
virus del mpsaico de la alfalfa, virus del nosaico de

pepino, virus estriado del tabaco, virus X de la papa,
virus Y de la papa, virus del grabado del tabaco, virus
cascabel del tabaco y virus del npsaico del tabaco. Véase,
por ejenplo, Beachy et al. (1990) Ann. Rev. Phytopathol.

28: 451.
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(O Un anticuerpo especifico de los insectos o0 una
i nmunot oxi na derivada de este. De este nodo, un anticuerpo

direccionado a wuna funcidon netabdlica critica en e

intestino del insecto inactivaria una enzim afectada,
mat ando al insecto. Por ejenplo, Taylor et &al. (1994)
Resunmen #497, Seventh Int'l. Synposium on Ml ecul ar Plant-

M crobe Interactions nuestra la inactivacion enzinatica en
el tabaco transgéni co nediante | a producci 6n de fragnentos

de anticuerpos de cadena sinple.

(P) Un anticuerpo especifico de virus. Véase, por ejenplo,
Tavl adoraki et &l. (1993) Nature 266:469, que nuestra qué
pl antas transgénicas que expresan genes de anticuerpos

reconbi nantes estan protegi das del ataque de virus.

(Q Una proteina que detiene el desarrollo, producida en |a
nat ural eza por un patdégeno o un parasito. De este nodo, |as
endo- a- 1, 4- D- pol i gal act ur onasas f angi cas facilitan | a
colonizacion fungica y la liberacion de nutrientes
vegetal es al solubilizar la hono-a-1, 4-D gal acturonasa de
la pared celular del vegetal (Lamb et A&l., 1992)
Bi o/ Technol ogy

10: 1436. La clonacion y caracterizacién de un gen que
codifica una proteina inhibidora de endopoligal acturonasa

7

de haba se describe por Toubart et & . (1992 Plant J.
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2: 367) .

(R) Una proteina que detiene el desarrollo producida en |la
nat ural eza por un vegetal, tal conpb el gen inactivador de

ri bosoma de cebada que proporciona una mayor resistencia a
enf er redades f angi cas (Logenann et al . 1992).

Bi o/ Technol ogy 10: 3305.

(S) Interferencia de ARN, en la que una nol écul a de ARN se
utiliza para inhibir la expresién de un gen objetivo. Una
nol écula de ARN en un ejenplo tiene cadena doble parcial o
t ot al ment e, l o que desencadena una respuesta de
sil enci anmi ento, dando cono resultado |a escision del RNAcd
en pequefios ARN de interferencia, que |luego se incorporan
en un conplejo direccionado que destruye los ARNm
honmdl ogos. Véanse, por ejenplo, Fire et al., patente
est adouni dense n.° 6,506,559; Gaham et al., patente

est adouni dense n.° 6,573, 099.

2. Genes que confieren resistencia a un herbicida

Genes que codifican la resistencia o tolerancia a un
herbi cida que inhibe el punto de crecimento o meristeno,
tal comp un herbicida de inidazolinona, sulfonanilida o

sul fonilurea. Los genes de ejenplo en esta categoria
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codifican el acetolactato sintasa mutante (ALS) (Lee et
al., 1988 EMBQJ. 7:1241) tanbién conocido conmpb enzim
acet ohi droxi &ci do sintasa (AHAS) (Mki et al., 1990 Theor.

Appl . Genet. 80:449).

(B Uno o mhs genes adicionales que codifican la
resistencia o tolerancia al glifosato inpartidas por |os
genes de la sintasa EPSP nutante y genes aroA, o a través
de la inactivacion netabdlica nediante genes tales conp
DGT- 28, 2nEPSPS, GAT (acetiltransferasa glifosato) o GOX
(glifosato oxidasa) y otros conpuestos de fosfono tales
comb glufosinato (genes pat, bar, y DSM2), vy 4&cidos
ari | oxi f enoxi propi oni cos y ciclohexanodi onas (genes que
codi fican el inhibidor de ACCasa). Véase, por ejenplo, la
patente estadounidense n.° 4,940,835, que describe la
secuencia de nucleodtidos de una forma de EPSP que puede
conferir resistencia al glifosato. Una nol écula de ADN que
codifica un gen aroA nutante se puede obtener con el nunero
de acceso de ATCC 39256, y |a secuencia de nucl e6tidos del
gen nmutante se describe en |la patente estadouni dense n.°
4,769,061. La solicitud de patente europea n.° 0 333 033 y
Il a pat ent e est adouni dense n.° 4,975, 374 descri ben
secuenci as de nucl e6tidos de genes de glutanm na sintetasa
gue confieren resistencia a herbicidas tales conb L-

fosfinotricina. La secuencia de nucleétidos de un gen de
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fosfinotricinacetil-transferasa se proporciona en Ila
solicitud de patente europea n.° 0 242 246. De G eef et al
(1989) Bio/ Technology 7:61, describe Ia produccion de
pl antas transgéni cas que expresan genes bar qui néricos que
codi fican la actividad de la fosfinotricinacetil-
transf erasa. Son ejenplos de genes que confieren
resistencia a acidos ariloxifenoxi propidnicos y a
ci cl ohexanodi onas,

tales conp setoxidimy hal oxifop, |os genes Accl-Sl, Accl-
S2 y Accl-S3 descritos por Mrshall et 4&l. (1992) Theor

Appl . Genet. 83:435.

(C Genes que codifican la resistencia o tolerancia a un
herbi cida que inhibe la fotosintesis, tal conp una triazina
(genes psbA y gs+) o un benzonitrilo (gen de nitrilasa)

Przibilla et al. (1991) Plant Cell 3:169 describe Ila
transfornmaci 6n de Chl amydononas con pl asnmi dos que codifican
genes psbA nutantes. Las secuencias de nucle6tidos para
genes de nitrilasa estan descritas en la patente
est adouni dense n.° 4,810,648 y las nol éculas de ADN que
contienen estos genes estan disponibles con |os naneros de
acceso de |la ATCC 53435, 67441 y 67442. La clonacién vy
expresi 6n de ADN que codifica una glutationa S-transferasa

se describe en Hayes et &l. (1992) Biochem J. 285:173.
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(D) Cenes que codifican la resistencia o tolerancia a
herbi cidas que se unen a enzimas de hidroxifenilpiruvato
di oxagenasa (HPPD), que catalizan |la reaccio6n en |la cual el
par a- hi droxi fenil piruvato (HPP) se transforna en
honogent i sat o. Esti i ncl uye her bi ci das tal es cono
i soxazol as (EP418175, EP470856, EP487352, EP527036,
EP560482, EP682659, patente estadouni dense n.° 5,424, 276),
en particular isoxaflutola, que es un herbicida selectivo
para el maiz, dicetonitrilos (EP496630, EP496631), en
parti cul ar 2- ci ano-3-ci cl opropi |l -1- (2- SQ2CH3- 4- CF3
fenil)propano-1, 3-di ona y 2-ciano-3-ciclopropil-1-(2-
SQ2CH3- 4- 2, 3] 2f eni | ) propano- 1, 3-di ona, tricetonas
(EP625505, EP625508, patente estadouni dense n.° 5,506, 195),
en particular sulcotriona y pirazolinatos. Un gen que
produce una sobreabundancia de HPPD en | os vegetal es puede
proporcionar tolerancia o resistencia a dichos herbicidas,
i nclui dos, por ejenplo, |os genes descritos en |as patentes
est adouni denses n.° 6,268,549 y 6,245,968 y |la publicaci6n

de la solicitud de patente estadouni dense n.° 2003/ 0066102.

(E) Cenes que codifican la resistencia o tolerancia a |os
herbi cidas de fenoxi auxina, tales conmb el acido 2,4-
di cl or of enoxi acético (2,4-D) y que tanbi én pueden conferir
resi stencia 0 tol eranci a a her bi ci das de

aril oxi f enoxi propi onato (AOPP). Los ejenplos de estos genes
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incluyen el gen de |la enzina dioxigenasa dependi ente de

cetoglutarato (aad-1), que se describe en la patente

est adouni dense n.° 7, 838, 733.

(F) Genes que codifican la resistencia o tolerancia a |os
her bi cidas de fenoxi auxina, tales comb el acido 2,4-
di cl or of enoxi acético (2,4-D) y que tanbi én pueden conferir
resistencia o tolerancia a herbicidas de auxina piridiloxi,
tales comp fluoroxipir o triclopir. Los ejenplos de dichos
genes incluyen el gen de la enzinma di oxi genasa dependi ente
de a-cetoglutarato (add-12), que se descri be en

WC2007/ 053482 A2.

(G Cenes que codifican la resistencia o tolerancia al
di canba (véase por ejenplo, la publicacidon de la patente

est adouni dense N.° 20030135879).

(H) Genes que proporcionan resistencia o tolerancia a |os
her bi ci das que inhiben la protoporfirindgeno oxidasa (PPO

(véase | a patente estadouni dense n.° 5,767, 373).

(I') Genes que proporcionan resistencia o tolerancia a |os
herbi cidas de triazina (cono la atriazina) y |os herbicidas
de derivados de la urea (cono el diurdn) que se unen a

proteinas nucl eicas de centros de reaccion del fotosistem

D,,

Comentario [EB1]: Como no
tenemos el pdf, ni idea
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I (F Il) (Véase Brussian et al., (1989) EMBO J. 1989,

8(4): 1237-1245.

3. Genes que confieren o contribuyen a un rasgo de valor

agr egado

(A) Modificacion del netabolisno de &cidos grasos, por
ejenpl o, nediante la transformaci 6n del nmiz o de Brassica
con un gen antisentido o estearoil-ACP desaturasa para
aunentar el contenido de &cido estearico del vegeta

(Knultzon et al., 1992) Proc. Nat. Acad. Sci. USA 89:2624.

(B) Di sm nuci6n del contenido de fitasa

(1) Introducci 6n de un gen que codifica fitasa, tal conop el
gen de la fitasa de Aspergillus niger (Van Hartingsvel dt et
al., 1993 GCene 127:87), aunmenta la desconposicién del
fitato, agr egando mas fosfato libre al veget al

t r ansf or mado.

(2) Un gen que reduzca el contenido de fitato podria ser
i ntroduci do. En el maiz, esto, por ejenplo, podria Ilevarse
a cabo nediante la clonacion y luego la reintroducci 6n de
ADN asociado con el alelo Unico que es responsable de |os

mut antes de mmiz caracterizados por bajos niveles de acido
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fitico (Raboy et al., 1990 Maydi ca 35:383).

(CQ La nodificacidon de la conposicion de carbohidratos
efectuada, por ejenplo, nediante la transformaci6n de
vegetales con un gen que codifica para una enzim que
altera el patrdon de ram ficacion del alnmdén. Los ejenplos
de dichas enzimas incluyen genes de fructosiltransferasa
Streptococcus nucus (Shiroza et al., 1988) J. Bacteriol.
170: 810, genes de | evansucrasa Bacillus subtilis (Steinmetz

et al., 1985 Mol. Gen. Cenel. 200:220), a-amnilasa Bacillus

licheniformis (Pen et al., 1992 Bio/Technology 10:292),
genes de invertasa de tomate (Elliot et al., 1993), gen de
am |l asa de |a cebada (Sogaard et &l., 1993 J. Biol. Chem

268:22480) y la enzima de ranmificacion de almdon de
endosperno de maiz Il (Fisher et & ., 1993 Pl ant Physi ol

102: 10450) .

Tr ansf or maci 6n

Los neétodos adecuados para la transformacion de plantas
i ncluyen cual quier método por el cual se pueda introducir
ADN a una célula, por ejenplo y de nbdo no taxativo:
el ectroporaci 6n (ver, por ejenplo, patente estadounidense
5, 384, 253); bonbardeo de microproyectiles (ver, por ejenplo,

pat ent es estadouni denses 5, 015,580, 5,550,318, 5,538, 880,
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6, 160, 208, 6,399,861 y 6,403,865); transformaci 6n nedi ada
por Agr obacteri um (ver, por ej enpl o, pat ent es
est adouni denses 5, 635, 055, 5, 824,877, 5,591,616; 5,981,840 y
6,384,301) vy transformacién de protoplasto (véase, por
ejenpl o, patente estadounidense 5,508,184). Estos nétodos
pueden wutilizarse para transfornar de nanera estable o

transformar de manera transitoria una planta.

Una construcci 6n de ADN puede introducirse directanente en
el ADN gen6nmico de la célula vegetal nmediante técnicas
tales conmb agitacion con fibras de carburo de silicio
(véanse |as patentes estadounidenses n.° 5,302,523 vy
5,464, 765). Las construcciones de ADN pueden introducirse
directanente en el tejido vegetal medi ante  neét odos
biolisticos, tales comp el bonbardeo de particulas de ADN
(véase, por ejenplo, Klein et al., (1987) Nature 327:70-
73). De mamnera alternativa, l|as construcciones de ADN se
pueden i ntroducir en la célula vegetal nmedi ant e
transfornmaci 6n de nanoparticulas (véase, por ejenplo, la
publicaci 6n de patente estadouni dense n.° 2009/0104700, que
se incorpora a la presente en su totalidad nediante esta

referencia).

Ademas, |a transferencia de genes se puede |levar a cabo

usando virus o bacterias que no sean de Agrobacteriumtal es
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cono  Rhi zobium sp. NGR234, Si nor hi zoboium neliloti,
Mesor hi zobium loti, virus X de la papa, virus del npsaico
de la coliflor, virus del nosaico de |a vena de la yuca y/o
virus del npsaico de tabaco, véase, por ejenplo, Chung et

al. (2006) Trends Plant Sci. 11(1):1-4.

A través de la aplicacio6n de técnicas de transformaci 6n, |as
células de practicamnente cualquier planta se pueden
transformar de manera estable y estas células se pueden
desarrollar en plantas transgéni cas nediante técnicas bien
conocidas. Por ejenplo, las técnicas que pueden ser
particularmente Gtiles en el contexto de |a transformaci én
de algodon se describen en |as patentes estadouni denses
5,846,797, 5,159,135, 5,004,863 y 6,624,344; las técnicas
para transfornmar plantas Brassica en particular se
descri ben, por ejenplo, en la patente estadouni dense
5,750,871; las técnicas para transfornmar |la soja se
descri ben, por ejenplo, en la patente estadouni dense
6,384,301; y las técnicas para transformar el naiz se
describen, por ejenplo, en las patentes estadouni denses
7,060,876 y 5,591,616 y en |la publicacién internacional PCT

W95/ 06722.

Después de realizar la admnistracion de un &acido nucleico

exégeno a una célula receptora, se una célula transfornmada
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es identificada generalmente para |a regeneraci 6n vegetal vy
el cultivo adicional. Para mejorar la capacidad de
identificar transfornmantes, se puede desear utilizar un gen
mar cador sel ecci onabl e con el vector de transformaci 6n usado
para generar el transformante. En una nodalidad ilustrativa,
una poblacién de célula transformada se puede analizar
nedi ante |a exposicién de las células a agentes selectivos,
o las células se pueden analizar en buUsqueda del rasgo de

gen mar cador deseado.

Las células que sobreviven a la exposici6on a un agente
selectivo, o las células que han sido calificadas cono
positivas en un ensayo de analisis se pueden cultivar en un
medio que tolerar la regeneracion de plantas. En una
nodal i dad, cualquier nedio de cultivo de tejido vegetal
adecuado se puede nmodi fi car i ncl uyendo sust anci as
adicionales, tales conp reguladores de crecinmento. Los
tejidos vegetal es pueden nmantenerse en un nedio basico con
regul adores de crecimento hasta que esté disponible tejido
suficiente para conenzar | os esfuerzos de regeneraci 6n de |la
planta. De manera alternativa, siguiendo repetidas veces de
sel ecci 6n manual, hasta que la norfilogia del tejido sea la
adecuada para la regeneracion (por ejenplo, al nenos 2
senanas), el tejido puede transferirse al nedio propicio de

f or maci 6n de tall os. Los cultivos se transfi eren
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peri 6di canrente hasta que se haya producido suficiente
formaci6n de tallos. Una vez que se hayan formado |os
tallos, se transfieren al nmedio propicio para |la fornacion
de raices. Una vez que se hayan formado suficientes raices,
| as plantas pueden transferirse a la tierra para que crezcan

y naduren.

Para confirmar | a presencia de un acido nucl ei co deseado que
conprenda construcciones proporcionadas en |a regeneracién
de las plantas, se pueden realizar una variedad de ensayos.
Di chos ensayos pueden incluir: ensayos bi ol 6gi cos
nol ecul ares, tales conp la transferencia Southern y Northern
y PCR ensayos bioquimcos, tal cono |la deteccidon de la
presencia de un producto de proteina a través de nedios
i nmunol 6gi cos tal comp ELISA transferencias Wstern y/o
espectrofotonetria LGMS MS) o nediante funci 6n enzi mati ca,
tales cono, nediante ensayos de partes de plantas, tales
conb ensayos de hojas, callos o polen; y/o analisis del

fenotipo de la planta regenerada conpl eta.

Se pueden analizar |os eventos transgénicos, por ejenplo,
mediante la anplificacidon por PCR usando cebadores de
ol i gonucl e6ti dos especificos para las noléculas de acido
nucleico de interés. Se entiende que l|la genotipificacién

i ncluye, de nodo no taxativo, la anplificacién por PCR del
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ADN genémico derivado de los tejidos aislados vy/o
purificados de tejidos de plantas hospedadoras que se prevé
gue contengan una nolécula de &acido nucleico de interés
integrada en el genoma, seguido de la clonaci én estéandar y
el analisis de secuencia de productos de anplificaci6n por
PCR. Los nétodos de genotipificacién por PCR han sido bien
descritos (véase, por ejenplo, R os et a. (2002) Plant J.
32:243-53) y se pueden aplicar al ADN gendnico derivado de
cual quier especie vegetal o tipo de tejido, inclusive

cultivos cel ul ares.

Las conbi naci ones de cebadores de oligonucl e6tido que unen
tanto a |la secuencia objeto conmb a |a secuencia introducida
se pueden usar secuencial nente o nultipl exados en reacci ones
de anplificaciones por PCR. Se pueden producir |os cebadores
de oligonucle6tido disefiados para hibridarse al sitio
objeto, secuencias de &cido nucleico introducidas vy/o
conbi naciones de los dos tipos de secuencias de acido
nucleico. Por lo tanto, las estrategias de genotipificacién
de PCR pueden incluir, por ejenplo y de nodo no taxativo

anplificaci bn de secuencias especificas en el genona de |a
pl anta; anplificaci 6n de secuenci as especificas miltiples en
el genona de la planta; anplificacién de |as secuencias no
especificas en el genonma de la planta; y conbinaciones de

cual quiera de los anteriores. Un experto en la técnica podra
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el aborar conbi naciones adicionales de 1|os cebadores vy
reacci ones de anplificacion para examnar el genoma. Por
ejenmpl o, se puede disefar un conjunto de cebadores de
ol i gonucl e6ti dos inversos y hacia adel ante para hibridarse a
las secuencias de acido nucleico especificas para el
objetivo fuera del |imte de |la secuencia de &cido nucleico

i nt roduci da.

Los cebadores de oligonucledtido inversos y hacia adelante
se pueden disefiar para hibridarse especificamente a una
nol écul a de acido nucleico introducida, por ejenplo, en una
secuenci a que corresponde a una regi 6n codificante dentro de
una secuencia de nucleétidos de interés conprendida alli, u
otras partes de | a nol écula de acido nucleico. Los cebadores
se pueden usar conjuntanente con cebadores descritos en la
presente. Los cebadores de oligonuclebtidos se pueden
sintetizar de acuerdo con una secuencia deseada y estan
comerci al nente disponibles (por ejenplo, de Integrated DNA
Technol ogies, Inc., Coralville, IA. La anplificacion puede
estar seguida de clonacio6n y secuenciaci6n, o nediante el
anal i sis de secuencia directo de productos de anplificacion.
En una nodalidad, |l os cebadores de oligonucleétidos
especificos para direccionar genes se utilizan en

ampl i ficaciones por PCR
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Mét odo para expresar un transgén

En una nodalidad, un método para expresar al nmenos un
transgén en una planta conprende cultivar una planta que
comprende un promotor de Ubi-1 de Z. nmays c.v. LLN37 (SEQ
ID NO 2, unido de nanera operativa a al nenos un transgén

En una nopdalidad, un método para expresar al menos un
transgén en un tejido vegetal o célula vegetal conprende
cultivar un tejido vegetal o célula vegetal que conprende
un pronmotor de Ubi-1 de Z. nmays c.v. LLN37 (SEQ ID NO 2

uni do de manera operativa a al nenos un transgén

En una nodalidad, un método para expresar al menos un
transgén en una planta conprende cultivar una planta que
conmprende un casete de expresi én génica que conprende un
pronotor de UWbi-1 de Z. mays c.v. LLN37 (SEQ ID NO 2),
unido de nmamnera operativa a al nenos un transgén. En otra
nodal i dad, un nmétodo para expresar al nenos un transgén en
un tejido vegetal o célula vegetal conprende cultivar un
tejido vegetal o célula vegetal que conprende un casete de
expresi 6n génica que conprende un pronotor de Ubi-1 de Z
mays c.v. LLN37 (SEQ ID NG 2), unido de nanera operativa a

al menos un transgén

En una nodal i dad, una planta, un tejido vegetal o una célula
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vegetal conmprende un casete de expresién génica que
comprende un pronotor UWbi-1 de Z mays c.v. LLN37 (SEQ ID
NO 2), unido de manera operativa a un transgén. Donde el
pronotor Ubi-1 de Z mays c.v. LLN37 (SEQ ID NGO 2) esta
conmprendi do por un pronotor anterior (SEQID NO 4), una 5' -
UTR (SEQ ID NO 6) y un intrén (SEQ ID NO 8). En una
nodal i dad, una planta, un tejido vegetal o una célula
vegetal conprende un casete de expresidén génica que
conprende un pronotor anterior de Wii-1 de Z nays c.v.
LLN37 (SEQ ID NO 4), una 5 -UTR (SEQ ID NO 6) y un intron
(SEQ ID NO 8). En una nodalidad, una planta, un tejido
vegetal o una célula vegetal conprende un casete de
expresi 6n géni ca que conprende un pronotor anterior de Ubi-1
de Z. mays c.v. LLN37 (SEQ ID NO 4), una 5 -UTR (SEQ ID NG
6) y un intrén (SEQ ID NO 8) de un gen Wi-1 de Z nays
c.v. LLN37. En una nodalidad, una planta, un tejido vegetal
0 una célula vegetal conprende un casete de expresi 6n génica
que conprende un pronotor anterior de Ubi-1 de Z nays c.v.
LLN37 (SEQ ID NO 4), una 5 -UTR (SEQ ID NO 6) y un intron

(SEQ ID NO 8) de un gen Ubi-1 de Z. mays c.v. LLN37.

En una nodalidad, una planta, un tejido vegetal o una
célula vegetal conprende un pronotor de Ubi-1 de Z. nays
c.v. LLN37. En una nodalidad, un pronotor de Wdi-1 de Z.

mays c.v. LLN37 puede ser SEQ ID NO 2. En una nodalidad,
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una planta, wun tejido vegetal o wuna célula vegetal
conmprende un casete de expresi én génica que conprende un
pronotor, donde el pronmotor es idéntico en al nmenos 80 %
85 % 90 % 91 % 92 % 93 % 94 % 95 % 96 % 97 % 98 %
99 % 99,5 % 99,8 % o0 100 % a la SEQ ID NO 2. En una
nodal i dad, una planta, un tejido vegetal o una célula
vegetal conprende wun casete de expresiéon génica que
conmprende un pronotor de Ubi-1 Z. mays c.v. LLN37 que esta
uni do de manera operativa a un transgén. En una nodal i dad
ilustrativa, una planta, un tejido vegetal o una célula
vegetal conprende wun casete de expresién génica que
conmprende un pronotor de Ubi-1 Z. rmays c.v. LLN37 que esté
uni do de nmanera operativa a un transgén, donde el transgén
puede ser un transgén de resistencia a insecticidas, un
transgén de tolerancia a herbicidas, un transgén de
eficiencia en el uso de nitrdégeno, un transgén de
eficiencia en el uso del agua, un transgén de calidad
nutricional, wun transgén de uni6n a ADN, un transgén

mar cador sel ecci onabl e o conbi naci ones de est os.

En una nodalidad, una planta, un tejido vegetal o una
célula vegetal conmprende un pronotor anterior de Ubi-1 Z.
mays c.v. LLN37. En una nodalidad, un pronotor anterior de
Ubi-1 de de Z. mays c.v. LLN37 puede ser la SEQ ID NGO 4.

En una nodalidad, una planta, un tejido vegetal o0 una
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célula vegetal conprende un casete de expresi én génica que
conprende un pronotor anterior, donde el pronotor anterior
es idéntico en al nmenos 80 % 85 % 90 % 91 % 92 % 93 %
94 % 95 % 96 % 97 % 98 % 99 % 99,5 % 99,8 %o 100 %
ala SEQID NO 4. En una nodalidad, una planta, un tejido
vegetal o wuna célula vegetal conprende un casete de
expresi 6n géni ca que conprende un pronotor anterior de Ubi-
1 Z mays c.v. LLN37 que estd unido de nanera operativa a
un transgén. En una nodalidad ilustrativa, una planta, un
tejido vegetal o una célula vegetal conprende un casete de
expresi 6n géni ca que conprende un pronotor anterior de Ubi-
1 Z mays c.v. LLN37, que esté unido de nanera operativa a
un transgén, donde el transgén puede ser un transgén de
resistencia a insecticidas, un transgén de tolerancia a
herbicidas, wun transgén de eficiencia en el uso de
nitrégeno, un transgén de eficiencia en el uso del agua, un
transgén de calidad nutricional, un transgén de unidén a
ADN, un transgén narcador sel eccionable o conbi naci ones de

est os.

En una nodalidad, una planta, un tejido vegetal o una
célula vegetal conprende una 5 -UTR de Ubi-1 de Z. nays
c.v. LLN37 o secuencia lider. En una nodalidad, una 5 -UTR
de Wbi-1 de Z. mays c.v. LLN37 o secuencia |ider puede ser

un polinucle6tido de la SEQID NO 6. En una nodalidad, una
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planta, un tejido vegetal o una célula vegetal conprende un
casete de expresi6on génica que conprende una 5 -UTR o una
secuencia lider, donde el 5 -UTR o la secuencia lider son
idénticos en al nenos 80 % 85 % 90 % 91 % 92 % 93 %

94 % 95 % 96 % 97 % 98 % 99 % 99,5 % 99,8 %o 100 %
ala SEQID NO 6. En una nodalidad, un casete de expresioén
géni ca conprende una 5 -UTR de UWbi-1 de Z. mays c.v. LLN37
o lider que estd unido de mmnera operativa a un pronotor,

donde el pronotor es un pronotor de ubiquitina o un
pronotor que se origina a partir de wuna planta (por

ejenplo, el pronptor de ubiquitina 1 de Zea mays), un Vvirus
(por ejenplo, el pronotor del virus del npsaico de |la vena
de la yuca) o una bacteria (por ejenplo, Agrobacterium
tumefaci ens delta mas). En una nodalidad, una planta, un
tejido vegetal o una célula vegetal conprende un casete de
expresi 6n génica que conprende una 5 -UTR de Ubi-1 de Z.

mays c.v. LLN37 o un lider que esta unido de nanera
operativa a un transgén. En una nodalidad ilustrativa, una
planta, un tejido vegetal o una célula vegetal conprende un
casete de expresi 6n génica que conprende una 5 -UTR de Ubi -

1 Z mays c.v. LLN37 o un lider que estd unido de nanera
operativa a un transgén, donde el transgén puede ser un
transgén de resistencia a insecticidas, un transgén de
tolerancia a herbicidas, un transgén de eficiencia en el

uso de nitrdégeno, un transgén de eficiencia en el uso del
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agua, un transgén de calidad nutricional, un transgén de
uni 6n a  ADN, un transgén narcador sel eccionable o

conbi naci ones de estos.

En una nodalidad, una planta, un tejido vegetal o0 una
célula vegetal conprende un intrén de Ubi-1. En una
nodal i dad, wuna planta, un tejido vegetal o una célula
vegetal comprende un intrén de UWoi-1 de Z. mays c.v. LLN37
En una nodalidad, un intrén de Wi-1 de Z. nmays c.v. LLN37
puede ser un polinucledtido de la SEQ ID NO 8. En una
nodal i dad, wuna planta, un tejido vegetal o una célula
vegetal conprende wun casete de expresidén génica que
conmprende un introén, donde el intréon es idéntico en al
menos 80 % 85 % 90 % 91 % 92 % 93 % 94 % 95 % 96 %
97 % 98 % 99 9% 99,5 % 99,8 %o 100 %a la SEQID NO 8.
En una nodalidad, un casete de expresi6n génica conprende
un intrén de UWbi-1 de Z. mays c.v. LLN37 que esta unido de
manera operativa a un pronotor, donde el pronmotor es un
pronotor de ubiquitina o un pronotor que se origina a
partir de una planta (por ejenplo, el pronmotor de
ubiquitina 1 de Zea nays), un virus (por ejenplo, el
pronotor del virus del nopsaico de |la vena de |la yuca) o una
bacteria (por ejenplo, Agrobacterium tunefaciens delta
mas). En una nodal i dad, una planta, un tejido vegetal o una

célula vegetal conprende un casete de expresi 6n génica que
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conmprende un intrén de Wbi-1 de Z. nmays c.v. LLN37 que esta
unido de manera operativa a un transgén. En una nodal i dad
ilustrativa, una planta, un tejido vegetal o una célula
vegetal conprende wun casete de expresién génica que
comprende un intrén de Ubi-1 Z mays c.v. LLN37, que esta
uni do de nmanera operativa a un transgén, donde el transgén
puede ser un transgén de resistencia a insecticidas, un
transgén de tolerancia a herbicidas, un transgén de
eficiencia en el uso de nitrdégeno, un transgén de
eficiencia en el uso del agua, un transgén de calidad
nutricional, un transgén de unién a ADN, un transgén

mar cador sel ecci onabl e o conbi naci ones de est os.

En una nodalidad, una planta, un tejido vegetal o0 una
célula vegetal conprende un casete de expresi én génica que
conprende un pronmotor anterior de Ubi-1 de Z rmys c.v.
LLN37, un intrén de Ubi-1 intrén, y una 5 -UTR Ubi-1 que
est an uni dos de manera operativa a un transgén. El pronotor
de Ubi-1 de Z. mays c.v. LLN37, el intrén de Wi-1y la 5'-
UTR de UWbi-1 pueden estar unidos de manera operativa a
diferentes transgenes dentro de un casete de expresion
géni ca cuando un casete de expresién génica incluye dos o
mas transgenes. En una nodalidad ilustrativa, un casete de
expresi 6n géni ca conprende un pronotor de Ubi-1 de Z. nays

c.v. LLN37 que estd unido de manera operativa a un
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transgén, donde el transgén puede ser un transgén de
resistencia a insecticidas, un transgén de tolerancia a
herbicidas, wun transgén de eficiencia en el uso de
nitrégeno, un transgén de eficiencia en el uso del agua, un
transgén de calidad nutricional, un transgén de unién a
ADN, un transgén narcador sel eccionable o conbi naci ones de
estos. En una npdalidad ilustrativa, un casete de expresion
génica conprende un intrén de Ubi-1 de Z. mays c.v. LLN37
gue esta unido de manera operativa a un transgén, donde e

transgén puede ser un transgén de resistencia a
insecticidas, un transgén de tolerancia a herbicidas, un
transgén de eficiencia en el uso de nitrdégeno, un transgén
de eficiencia en el uso del agua, un transgén de calidad
nutricional, wun transgén de uni6n a ADN, un transgén
mar cador sel ecci onable o conbi naciones de estos. En una
nodal i dad, un <casete de expresion génica conprende un
intrén de Ubi-1 de Z nmays c.v. LLN37 que esta unido de
manera operativa a un pronotor, donde el pronmotor es un
pronotor de ubiquitina o un pronotor que se origina a
partir de una planta (por ejenplo, el pronmotor de
ubiquitina 1 de Zea nays), un virus (por ejenplo, el

pronotor del virus del npsaico de |la vena de |la yuca) o una
bacteria (por ejenplo, Agrobacterium tunefaciens delta
mas). En una nodalidad ilustrativa, un casete de expresion

géni ca conprende una 5 -UTR de Ubi-1 de Z. mays c.v. LLN37,
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gue estd unido de nanera operativa a un transgén, donde e

transgén puede ser un transgén de resistencia a
i nsecticidas, un transgén de tolerancia a herbicidas, un
transgén de eficiencia en el uso de nitrdgeno, un transgén
de eficiencia en el uso del agua, un transgén de calidad
nutricional, un transgén de unién a ADN, un transgén

mar cador sel ecci onabl e o conbi naci ones de est os.

En una nodalidad, una planta, un tejido vegetal o una
célula vegetal conprende wun vector que conprende un
el emento génico constitutivo regulador del pronotor, tal
comb se describe en la presente. En una nodalidad, una
planta, un tejido vegetal o una célula vegetal conprende un
vector que conprende un elenento génico constitutivo
regul ador del pronmotor, tal conb se describe en la
presente, unido de manera operativa a un transgén. En una
nodal i dad, una planta, un tejido vegetal o una célula
vegetal conprende un vector que conprende un casete de
expresi 6n génica, tal conpb se describe en |la presente. En
una nodal i dad, un vector puede ser un plasm do, un cdsm do,
un cronosona artificial bacteriano (BAC), un bacteri6fago o

un fragnento de virus.

En una nodalidad, una planta, un tejido vegetal o wuna

célula vegetal de acuerdo con |os nétodos que se describen
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en la presente, puede ser una nonocotiledénea. La planta
nonocot il edénea, tejido vegetal, célula vegetal, puede ser,
de nodo no taxativo, nmmiz, arroz, trigo, cafa de azucar,
cebada, centeno, sorgo, orquidea, banbld, banana, totora,
lirio, avena, cebolla, mjo y triticale. En una nodalidad,
una planta, un tejido vegetal o una célula vegetal de
acuerdo con los métodos que se describen en la presente,
puede ser una dicotiledbnea. La planta dicotil edbnea,
tejido vegetal o célula vegetal puede ser, de npdo no
taxativo, colza, canola, npstaza india, nostaza etiope,

soja, girasol y al godon.

Con respecto a l|a producciéon de plantas nodificadas
genéti canente, son conocidos en |la técnica | os nétodos para
la nodificaci 6n genética de las plantas. Por ejenplo, se
han desarrol |l ado nunerosos nétodos para |la transformaci 6n
de plantas, inclusive protocolos de transfornacién
biologica y fisica para plantas dicotil ed6neas, asi conp
para plantas nonocotil edéneas (por ejenplo, Goto-Fum yuki
et al., Nature Biotech 17:282-286 (1999); MKki et al.,
Methods in Plant Mdlecular Biology and Biotechnol ogy,
dick, B. R y Thonmpson, J. E. Eds., CRC Press, Inc., Boca
Rat on, pp. 67-88 (1993)). Adicionalnente, se encuentran
di sponi bl es vectores y métodos de cultivo in vitro para la

transformacion y regeneracion de células o tejidos
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vegetales de plantas, por ejenmplo, en Guber et Aal.,
Methods in Plant Mlecular Biology and Biotechnol ogy,
dick, B. R y Thompson, J. E. Eds., CRC Press, Inc., Boca

Rat on, pp. 89-119 (1993).

El experto en la técnica reconocera que |uego de incorporar
de forma estable la secuencia exégena en plantas
transgénicas y confirmar que es operativa, puede ser
introducida en otras plantas nediante cruzam ento sexual

Puede wusarse un gran nunmero de técnicas estandares de
fitonejoram ento, dependiendo de las especies que se

pretenda cruzar.

Se puede identificar y aislar una célula vegetal, raiz,
hoja, callo, polen, tejido o planta transfornados nedi ante
la seleccién o andlisis del material vegetal nodificado
para obtener rasgos codificados por |os genes narcadores
presentes en el ADN transfornmador. Por ejenplo, la
sel ecci 6n puede realizarse nediante el cultivo del materi al
vegetal nodificado en nmedios que contengan una cantidad
inhibitoria del antibidético o herbicida al cual ofrece
resistencia la construcci 6n génica transfornadora. Ademas,
|l as células transfornmadas tanbi én pueden ser identificadas
nmedi ante |la seleccion de actividades de genes marcadores

vi sibles (por ejemplo, |os genes YFP, GFP, R-gl ucuronidasa,
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luciferasa, B o Cl) que pueden estar presentes en
construcciones reconbinantes de acido nucleico. Dichas
nmet odol ogi as de seleccién y analisis son conocidas para e

experto en la materi a.

Pueden usarse tanbién netodos fisicos y bioquinicos para
identificar transformantes de plantas o de células
vegetal es que contienen construcci ones génicas insertadas.
Est os nétodos incluyen, de nbdo no taxativo: 1) El analisis
Southern o la amplificacion por PCR para detectar vy
determnar |la estructura del inserto de ADN reconbi nante;
2) transferencia Northern, la proteccion de RNasa Sl1, la
extensi on del cebador o la anplificacion por PCR con
transcriptasa inversa para detectar y exanminar |as
transcripciones de ARN de |as construcciones génicas; 3)
| os ensayos enzimaticos para detectar la actividad de la
enzinma o el ribosona, donde dichos productos génicos estén
codi fi cados por la construccion génica; 4) el analisis de
secuenciacion de la proxinma generacion (NGS); o 5) la
electroforesis de proteinas en gel, las técnicas de
transferencia Western, la innunoprecipitacidén o el ensayo
por inmunoabsorcioéon ligado a enzimas (ELISA), donde |os
productos de la construcci 6n génica son proteinas. Pueden
usarse tanmbi én técni cas adicionales, tales cono hibridaci6n

in situ, tincion de enzimas e inmunotinci 6n, para detectar
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Il a presenci a o] expresi 6n de | as construcci ones
reconbi nantes en o6rganos y tejidos vegetal es especificos.
Los netodos para |llevar a cabo todos estos ensayos son

conoci dos para el experto en la técnica.

Pueden observarse |os efectos de |a nanipul aci 6n genética
medi ante el uso de | os nétodos divul gados en la presente, a
través de, por ejenplo, andlisis transferencia Northern del
ARN (por ejenplo, ARNM aislado de los tejidos de interés.
Ti pi camente, si se encuentra presente el ARNmo | a cantidad
de ARNmMm ha aunentado, puede asumirse que el transgén
correspondi ente estd siendo expresado. Pueden usarse otros
métodos para la nedicion de la actividad genética y/o de
pol i pépti dos codificados. Pueden usarse diferentes tipos de
ensayos enzi mati cos, dependiendo del sustrato utilizado y
el método para | a deteccion del aunmento o disninuci6n de un
producto o subproducto de reaccio6n. Ademas, los niveles
expresados de polipéptidos pueden nedirse de form
i nmunoqui i ca, enpleando ELISA, RIA EIA y otros ensayos
basados en anticuerpos conocidos por |os expertos en la
t écni ca, tal es cono | os ensayos de det ecci 6n
electroforética (ya sea por tinciéon o transferencia
Western). Conb un ejenplo no taxativo, se describe la
deteccion de las proteinas AAD-1 (ariloxial canoato

di oxi genasa; ver WD 2005/107437) y PAT (fosfinotricina-N
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acetiltransferasa) usando un ensayo ELI SA en | a publicaci én
de patente estadounidense n.° 20090093366, |la cual se
incorpora a la presente nediante referencia en su
totalidad. Adenmas, el transgén puede expresarse de nmnera
selectiva en algunos tipos de células o tejidos de la
planta o en algunas etapas del desarrollo. Adenas, el
transgén puede expresarse sustancialnmente en todos |os
tejidos vegetales y durante su ciclo de vida conpleto. No
obstante, tanbi én es aplicable cual quier nbdo de expresién

conbi natori a.

La presente descripcion tanbién abarca las senillas de
pl antas transgénicas descritas anteriornente, donde |a
sem |la conprende un gen indicador, transgén o casete de
expresi 6n génica. La presente divul gaci 6n abarca ademas |a
progeni e, clones, lineas celulares o células de |las plantas
transgéni cas descritas anteriornente, donde di cha progenie,
clon, linea celular o célula conprende el gen indicador,

transgén o |la construcci 6n géni ca.

Mentras que la invencion ha sido descrita nediante
referencia a nmétodos y nodal i dades especificos, deberia ser
evidente que pueden realizarse varias nodificaciones vy
canbios sin desviarse de la invenciodn descrita en la

presente.
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EJEMPLCS
Ejemplo 1: ldentificacién y aislamiento del pronotor

novedoso

Una secuencia de un pronotor novedoso a partir del gen Ubi -
1 de Zea mays c.v. LLN37 se anmplificd usando |a reacci 6n de
| a cadena polinerasa PCR). Los oligonucle6tidos (Tabla 1)
di seflados para anplificar el pronotor novedoso, de Z. nays
c.v. LLN37, se derivaron de regiones conservadas de la
secuencia del pronotor de Woi-1 de Z. mays c.v. B73, que
sirvio comp control. Se obtuvo un producto PCR a partir de

Z. mays c.v. LLN37 y se caracteri z0.

El producto PCR que conprendia el pronotor novedoso se
clon6 en vectores Topo™ usando un kit de clonacién PCR
Invitrogen Zero Blunt® TOPO®R de conformidad con |as
i nstrucci ones del fabricante. Se proporciona un mapa del
vector que nuestra el plasmdo clonado que conprende el
producto PCR del pronmotor novedoso. El plasnido pDAB105712

corresponde a Z. mays c.v. LLN37 (FIG 2).
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Tabla 1. Cebadores usados para |la anplificacion por PCR

de | os pronotores de Ubi-1 novedosos

Seq. | D No:
Cebador di recto:

GCTACCGCGGACCCGGTCGTGCCCCTCTCTAGAGATAATG | 9

Cebador i nver so:

AGTCAGGTACCCT GCAGAAGTAACACCAAACAACAG 10

La secuenci a especifica del pronotor de | os cebadores PCR
esta subrayada. La secuencia del cebador ubicada 5 hacia
adel ante de la secuencia especifica del pronotor es la

secuenci a enl azadora usada para | a cl onaci 6n

Después de la clonacién, el inserto del pronbtor que
contenia el producto PCR se secuenci6 wusando nétodos
conoci dos para |los expertos en la técnica. Las secuencias
de polinucledtidos del promotor de Z. mays c.v. LLN37 (FIG
4) fueron al i neadas de maner a conput aci onal y
posteriormente analizadas para obtener la honologia de
secuencia con respecto a |la secuencia de control de Ubi-1
Z. mays C.V. B73 (FI G 3). Se usaron mét odos
bi oi nformati cos y/o programas de software conoci dos para
los expertos en la técnica, tales comp CustallW o
Sequencher, para realizar el anadlisis de honpblogia de la

secuenci a.
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Ej enpl 0 2: Caracterizaci 6n del pronotor novedoso

El anadlisis de honblogia de |a secuencia (FIGS. 3-7),
incluidos el alineamento y |la conparaci én de |a secuencia
con respecto a la secuencia de control de Ubi-1 de Z nmays
c.v. B73 (SEQID NGO 1; FIG 3) revel 6 un pronotor novedoso
de Ubi-1 para caracterizaci 6n adicional. Tanbi én se observo
que |a secuencia del nuevo pronotor de Ubi-1, obtenido a
partir de Z mays c.v. LLN37 (SEQ ID NO 2; FIG 4),
conmprendia secuencias de polinucleétidos de tres regiones
distintas; 1) una regi 6n del pronotor anterior (SEQ |ID NO

4), 2) una 5 -UTR (SEQ ID NGO 6), y 3) un intrén (SEQ ID
NO 8). Las regiones del pronotor y 1los elenentos
especificos del pronotor de Z. mays c.v. LLN37 se
anal i zaron para obtener |la honologia de |la secuencia con
respecto a la secuencia de control de Ubi-1 de Z. nmays c.V.
B73 (FIGS. 5-7). Mas especificanente, el alineamento de |la
secuencia se realizé para conparar de nanera independi ente
las regiones del pronotor anterior, de la 5 -UR y de

intrén, asi cono |os elenentos regul adores de la caja TATA
y el elemento de choque térmco (HSE) del pronmotor de Z
mays C. V. LLN37, con respecto a | as regi ones
correspondi entes de |a secuencia de control de Ubi-1 de Z

mays c.v. B73 (FIGS. 5-7, Tabla 2).
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Tabl a 2: Honol ogia de |a secuencia (% entre el prompbtor de Ubi-1 de

Z. mays c.v. y el pronotor novedoso de Ubi-1

El emrent o

de
Promotor 5’ - choque

Pronotor Tot al anterior UTR/ Lider Intron Caj a TATA térmco

Z. mays
C.V.

LLN37 99.5 99.9 100 99 100 100

La FIG 5 nuestra el alineamiento de |la secuencia de |as
regi ones del pronotor anterior del pronotor de Z. mays c.V.
LLN37, en conparaci6n con la regién del pronotor anterior
de | a secuencia del pronotor de control de Ubi-1 de Z. nays
c.v. B73. La FIG 6 muestra el alineaniento de |a secuencia
de la 5 -UTR o |la secuencia lider del pronotor de Z. mays
c.v. LLN37, en comparacio6n con la 5 -UTR o |la secuencia
|lider de la secuencia del pronotor de control de Ubi-1 de
Z. mays c.v. B73. La FIG 7 nmuestra el alineaniento de |a
secuencia de las regiones de intrones del pronotor de Z
mays c¢.v. LLN37, en conparacidon con la secuencia de
intrones de |la secuencia del pronotor de control de Ubi-1

de Z. mays c.v. B73.

Los el enmentos del promotor obtenidos de Z. mays c.v. LLN37
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nostraron una identidad de secuencia total de 99.5% (Tabla
2) con respecto a la secuencia de Ubi-1 de Z nays c.v.
B73. La caracterizacién de la secuencia del pronotor
novedoso de Z. nmays c.v. LLN37 confirnmd que la mayoria de
| os el enentos regul adores del pronotor (es decir, una caja
TATA o0 un elenmento de choque térnico) usual nente presentes
en un pronotor funcional, estaban tanbién altanente
conservados dentro de | as regi ones del pronotor nucl ear del
pronotor de Z. nmays c.v. LLN37 (Tabla 2). Por ejenplo, la
FIG 5 nmuestra una caja TATA altanente conservada (pares de
bases 869-876 que se nuestran en italica y subrayado) que
se identific6 y se encontré6 que estaba ubicada
aproxi madanmente a 50bp 5 hacia adelante del TSS en la
regi 6n del pronotor anterior del pronotor de Ubi-1 de Z
mays c.v. LLN37 novedoso. De mamnera simlar, la FIG 5
muestra dos secuencias superpuestas de el enentos de choque
térmco (HSE) (pares de bases 457-481 que se mnuestran en
subrayado y 482-500 que se nuestran con subrayado dobl e,
respecti vanente) se conservaron en el pronmotor de Wii-1 de
Z. mays c.v. LLN37 Ubi-1 analizadas en este estudio y se
ubi caban aproxi nadamente a 200bp 5 hacia adel ante del TSS.
Adi ci onal nente, un elenento regul ador de 10 bp ubicado en
la regiéon anterior del pronotor de Ubi-1 de Z. nmays c.v.
LLN37 (nmares de bases 90-100 que se nuestran subrayados)

era idéntico en un 100% al msno el enento encontrado en | a
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regi 6n del pronotor anterior de UWUbi-1 de Z nmays c.v. B73

(FIG 5).

Mentras que el 5 -UR o la regién lider del pronotor de
Ubi-1 de Z. mays c.v. LLN37 novedoso era idéntico en un
100% a | a secuencia de control de Wbi-1 de Z. mays c.v. B73
(FIG 6), las areas de nenor conservaci 6n de |la secuencia
en la regi6n del promotor anterior (FIG 5) y la regi 6n del

intrén (FIG 7) se identificaron. Por ejenplo, |as regiones
del promotor anterior y del intrén del pronotor de Zea nays
c.v. LLN37 tenian una identidad de secuencia de 99.9%y 99%
con respecto al pronotor de Wii-1 de Z mays c.v. B73,

respectivanente. En general, todas |as regiones de

pronotor de Zea rmays C.V. LLN37 estaban altanente
conservadas en conparaci é6n con |a secuencia del pronotor de

control de Ubi-1 de Z. mays c.v. B73 (Tabla 2).

Ademas, existian notivos reguladores adicionales en Ila
regi on del pronotor anterior de Ubi-1 de Z nays que se
extiende a 100-200bp 5 hacia adelante del TSS. Estos
nmoti vos unen factores de transcripcién que interacttan con
el conmplejo de inicio de la transcripcion y facilitan su
montaje, nejoran su estabilidad, o aunentan la eficiencia
del escape del pronotor una vez que la nmaquinaria de

transcripci 6n se activa (PEREMARTI et al. 2010). Por lo
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tanto, las eliminaciones, sustituciones, y |os desajustes
dentro de esta regi6n reguladora podrian potencial mente
afectar tanto a la fuerza del promptor conb a su

especi fici dad.

Ej enpl 0 3: Construcci 6n del vector usando nuevos pronotores

para | a expresi én génica

A nmenos que se indique lo contrario, l|as manipul aciones
bi ol 6gi cas noleculares y bioquinmcas descritas en este y
| os ej enpl os posteri ores, se real i zaron medi ant e
nmet odol ogi as estandares cono se describe en, por ejenplo,
Ausubel et &l . (1995), vy Sanbrook et &l . (1989), vy
actual i zaci ones de estos. Las construcci ones que se usan en
los experinmentos se describen en nmayor detalle a

conti nuaci 6n (Tabla 3).

Los pronptores de Z. mays que conprenden |as regiones del
pronotor anterior, 5'-UTR 'y de intrones, tal conm se
describe anteriormente, se extrajeron a partir del gen Ubi -
1 de las especies de Z nmays y los anplicones de PCR se
purificaron en gel wusando el Kit de Extraccion de GCel
Q Aqui ck® (Q agen Carl sbad, CA) . La secuencia de
pol i nucl eétidos pronptora se clondé a continuacién en un

Vector de Entrada Gateway® (Invitrogén) utilizando técnicas
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de cl onaci 6n est&ndares conocidas en la técnica. E Vector
de Entrada Gateway® resultante que conprendia |a secuencia
pronotora de Woi-1 de Z. nmays c.v. LLN37 se confirnd
nmedi ante digestién de restricciéon y secuenciacion. Un
vector de entrada de control que conprendia |la secuencia
pronotora de Wbi-1 de Z. nmays c.v. B73 tanbi én se clond en
un vector de entrada gateway utilizando técnicas de

cl onaci 6n est andares conoci das en | a técnica.

Ademas de | as secuencias pronotoras de Ubi-1, el vector de
entrada tanbi én conprendia el gen indicador de la proteina
fluorescente amarilla a partir de |las especies Phialidium
Phi YFP; Shagin, D. A, (2004) Ml Biol Evol. 21;841-50) con
un intrén ST-LS1 incorporado a |a secuencia (Vancanneyt

G, (1990) Ml Gen Genet. 220;245-50) y la regi6n 3 -UTR
del gen de la Zea mays Peroxidasa 5 (ZnPer5; patente
est adouni dense n.° 6,699,984). Se proporcionan napas de
vectores que rnuestran | os vectores de entrada cl onados que
conmprenden cada secuencia pronotora. La construccién
pDAB105742 corresponde al vector de entrada de control que
conmprende |a secuencia pronotora de Wbi-1 de Z. nmays c.v.
B73. La construcci 6n pDAB105741 corresponde al vector de
entrada de control que conprende |a secuencia pronotora de
Ubi-1 de Z. mays c.v. LLN37. Por |lo tanto, se establ ecieron

los vectores de entrada que conprendian casetes de
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expresi 6n génica que conprendian un pronotor de Ubi-1 Z.

mays , el gen PhiYFP, y el ZnPer5 3’ - UTR

Tal conb se describe en |la Tabla 3, se disefi6 una
construccion de wun vector de expresién binaria que
comprendia un promotor de Ubi-1 Z. nmays, el gen PhiYFP, y
el ZnmPer5 3'-UTR Los vectores de transformacion o
expresi on para la transformaci 6n de |os enbriones de naiz
medi ados por Agrobacterium se construyeron nediante el uso
de nmétodos de clonacion esténdares y reacciones de
reconbi naci 6n Gateway®, enpleando un vector binario de
destino estéandar, pDAB101917, y |los vectores de entrada que
comprendian | os casetes de expresion génica, tal conp se

descri be anteri ornente.

El vector binario de destino, pDAB101917, conprendia un gen
de tol erancia a herbicidas, fosfinotricin acetiltransferasa
(PAT; Wehrmann et al., 1996, Nature Biotechnol ogy 14:1274-
1278). En el vector pDAB101917, |a expresion del gen PAT
estaba bajo el control de un pronotor de Ubi-1 de Z. mays,
una 5 -UTR, 'y wun intrén. E vector pDAB101917 tanbién
comprendia una regiéon 3'-UTR del gen de Z. mays |ipasa
(ZmLi p; patente estadounidense n.° 7,179,902). La 3’ -UTR de
Zmip se usOG para termnar la transcripcion del ARNm de

PAT. La reacci6n de reconbinacion Gateway® permtid |a
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insercién de cada vector de entrada que conprendia el
casete de expresio6n génica (es decir, un pronmotor de Ubi-1
de Z. mays c.v. LLN37 o de Z. mays c.v. B73, el gen Phi YFP,
y la 3 -UR de ZnPer5) en el vector binario de destino
pDAB101917. Los vectores de entrada se insertaron en el
vector de destino pDAB101917 entre las fronteras Ay B de

ADN-T, y en la parte anterior del casete de expresi 6n PAT.

Tabla 3: Construccién del vector binario de expresioén

géni ca
Construcci 6n del Construcci 6n del
vector de entrada vector de destino
Construcc | Pronot or Tra 3 - Pronb Gen 3'- Fig
i 6n del nsg UTR |tor indi UTR ura
vect or én cado
bi nari o r
pDAB10574 | Z. mays Phi | ZnPe | Z. PAT Zniip |8
8 c.v. B73 YFP | r5 mays
Ubi -1 Ubi -1
pDAB10574 | Z. mays Phi | ZnPe | Z. PAT Zmip |9
7 c.v. LLN37 |YFP |r5 mays
Ubi -1 Ubi -1

Se proporcionan nmapas de |os vectores que nostraron |a

construcci 6n de expresion binaria, pDAB101917, <con |os
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casetes de expresiOon génica conpuestos de un pronotor de
Wi-1 Z mys , e gen PhiYFP, y el ZnPer5 3 -UIR
i ncorporados. La construccion de control, pDAB105748

corresponde al casete de expresi 6n génica que conprende el
pronotor de Ubi-1 de Z. mays c.v. B73 (FIG 8). Adenas, la
construcci 6n pDAB105747 corresponde al casete de expresioén
géni ca que conprende |la secuencia pronptora de Ubi-1 de Z.

mays c.v. LLN37 (FIG 9).

Ej enpl 0 4: Transformaci 6n de la planta

Las construcciones de vectores binarios, pDAB105748 (Z.
mays c.v. B73) y pDAB105747 (Z. mays c.v. LLN37), fueron
transfornmadas cada una en |la <cepa de Agrobacterium
tunefaci ens, EHA101, wusando técnicas de transformacion
estdndares conocidas en la técnica. Se aislaron |as
colonias bacterianas y e ADN plasnmidico binario se
extrajo, purifico y confirnd nediante la digestién de la

enzima de restriccion.

La transformacion de las plantas de maiz se realizdé de
acuerdo con el protocolo descrito en Vega et al., 2008,
Pl ant Cell Rep 27:297-305 que enpl ed transfornmaci 6n nedi ada
por Agr obact eri um y el gen de fosfinotricin

acetiltransferasa (PAT; Whrmann et al., 1996, Nature
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Bi ot echnol ogy 14:1274-1278) cono un nmarcador vegetal
sel ecci onabl e. Se usaron cultivos de Agrobacterium
turmef aci ens que conprendian |as construcci ones de vectores
bi narios (descritas anteriornmente) para transformar |as
plantas de Z. mays c.v. Hi -1l y producir una prinera tanda
de eventos de nmiz transgénico, To (Tabla 4). Los enbriones
cigotos innaduros se produjeron, prepararon y cosecharon

2.5 nmeses después de | a transfornaci on.

Los resultados de la transformaci é6n para | as construcci ones
de expresi 6n géni ca i ndi vi dual es se descri ben
adi cional nente en la Tabla 4. Se describe |la cantidad total
de enbriones producidos, la cantidad total de eventos
transgéni cos observados en la etapa de callos y en la
planta conpleta, asi conmb el porcentaje de la eficiencia
general de transformacion. La eficiencia general de
transfornmaci 6n de |as construcciones de expresién binaria
es nmenor que la que se infornd previanmente (Vega et al.

2008) debido a vigor enbrionario pobre en varios

experi ment os.
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Tabla  4: Primera tanda, To, resul t ados de I a
transformaci 6n del nmaiz

Construcci 6n N.° total Narer o de

del vector de Cantidad eventos Efi ci enci a
binario enbriones de callos transgénicos (%
pDAB105748 545 221 33 6.1
pDAB105747 465 300 28 6.0

Ej empl o 5: Analisis del nimero de copias de transgenes

La integraci 6n establ e del transgén Phi YFP dentro el genonm
de las plantas transgéni cas de Z. nmays se confirnmd nedi ante
un ensayo de sonda de hidrdélisis. Se obtuvieron plantulas
transgénicas de Z. mays transfornmadas de forma estable que
se desarrollaron a partir de los callos y se analizaron
para identificar eventos que contuvieran un nunero bajo de
copias (es decir, 1-2 copias) de insertos de cadena T de

| ongi tud conpl et a.

Se utilizé el sistemma Roche Light Cycler480™ para
determnar el nanero de copias del transgén de conform dad
con las instrucciones del fabricante. El nétodo utilizd una
reacci 6n de PCR biplex TagMan® que enpl ed ol igonucl eéti dos

especificos para el gen PhiYFP y para el gen de referencia
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endégeno, Z. mays invertasa (Zmnv; n.° de acceso Genbank:
U16123.1), en un solo ensayo. Se determ naron el nanero de
copias y la cigosidad nediante |a nedici6n de |la intensidad
de la fluorescencia especifica de Phi YFP en relaci én con |la
fluorescencia especifica de la PhiYFP, conparéandolas con

est andares de numeros de copi as conoci dos.

Se anplificé un fragnmento de ADN de Phi YFP especifico al
gen con un conjunto de cebadores/sondas TagMan® que
contenia una sonda etiquetada con colorante fluorescente
FAM™ se anplificé una Zmnv con un segundo conjunto de
cebadores/ sondas TagMan® que contenia una sonda eti quetada
con fluorescencia HEX™ (Tabla 5). Los cebadores y |las
sondas para el analisis del namero de copias fueron
sintetizadas conercialnmente nediante Tecnologia de ADN
integradas (Coralville, I1A). El resto fluorescente FAMMse
excité6 a una densidad 6ptica de 465/510 nm y el resto
fluorescente HEX™ se excit6 a una densidad Optica de

533/580 nm

Las reacciones por PCR en un reaccién de 10ul wusando
reactivos, tal conb se describe en la Tabla 6. Los
fragmentos especificos del ADN se anplificaron de
conformdad con las condiciones de ciclo térnmico

establecidas en la Tabla 7. Se determindé el nlUnero de
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copias y la cigosidad de |as nuestras nediante |a nedicién
de la intensidad relativa de la fluorescencia especifica
para el gen indicador, Phi YFP, con respecto a Ila
fluorescencia especifica para el gen de referencia, Zm nv,
en conparaci 6n con estandares de nuneros de copias

conoci dos.

Los estandares de nuneros de copias se crearon diluyendo el
vector, pDAB108706, en el ADN genoémco (ADNg) de Z. mays
c.v. LLN37 para obtener estandares con una relacion
conoci da de pDAB108706: ADNg. Por ejenpl o, se prepararon |as
muestras que tenian una, dos y cuatro copias de ADN vector
cada una copia del ADNg de Z. mays LLN37. Se validaron
di soluciones de una y dos copias de pDAB108706 nezcl adas
con el estandar de ADNg de Z. nmmys LLN37 contra un evento
de control de Z. mays que se sabia que era hemicigoético, y
un evento de control de Z. nmays que se sabia que era
honoci gético (es decir, evento 278 de Z  nmays; ver
publicaci é6n internacional de patente PCT WO 2011/022469

A2) .

Se realizé un ensayo de anplificacidén por PCR biplex
TagMan® que wutilizo oligonucleétidos especificos para el
gen PAT y para el gen de referencia endoégeno, Zm Inv,

respectivanente. Se enpleé anmplificacidon por PCR para
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detectar un fragnento de ADN especifico del gen para PAT
con un conjunto de cebadores TagMan® y una sonda eti quet ada
con colorante fluorescente FAMM (Tabla 5). Un segundo
conjunto de cebadores y una sonda etiquetada con col orante
fluorescente HEX™t anbi én se us6 para anplificar y detectar
el gen de referencial/control endégeno Zmnv (Tabla 5). La
nmezcla de reacci 6n TagMan® de PAT se preparé segun lo
establecido en la Tabla 6, y los fragnentos especificos
fueron anplificados segun |as condiciones establecidas en

|la Tabla 7.

Los resultados del analisis de ndnero de copias de
transgén de plantas transgénicas obtenidos nediante I|a
transformaci 6n con diferentes construcci ones de pronotores
se nmuestran en la Tabla 8. Unicanente se transfirieron a
i nvernadero y se cultivaron las plantas con 1-2 copias de

transgén de Phi YFP para analisis de expresi 6n adici onal es.
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Tabla 5: Cebadores y sondas para ensayos del nunero de
copi as
SEQ
I D
Gen Cebador / Sonda Secuenci a de nucl edtidos NO
Cebador haci a
adel ant e CGTGI TGGGAAAGAACTTGGA 11
Cebador inverso |CCGTGGITGECTTGGICT 12
Phi YFP
Sonda (Etiqueta
fl uorescente/sec
uenci a) 5’ FAM CACTCCCCACTGCCT 13
Cebador haci a
adel ant e TGGCGGACGACGACTTGT 14
Zm nv de | Cebador inverso |AAAGITTGGAGGCTGCCGT 15
control Sonda (Etiqueta
fl uorescente/ sec | 5 HEX/ CGAGCAGACCGCCGIGTAC
uenci a) TT 16
Cebador haci a | ACAAGAGT GGATTGATGATCTAGAG
adel ante AGGT 17
CTTTGATGCCTATGTGACACGTAAA
PAT Cebador inverso | CAGT 18
Sonda (Etiqueta
fluorescente/ sec |5 FAM GGTGITGTGGCTGGTATTG
uenci a) CTTACGCTGG 19
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Tabla 6: Reactivos de la reaccion por PCR del

copi as Tagman®

namero de

Concentraci 6n Vol unen

Concentraci 6n

Reacti vo de sustancia (ul) final
Agua - - 0.5 - -
Mezcl a maestra

Li ghtcycl er de Roche | 2X 5 1X
Cebador directo de

Phi YFP 10uM 0,4 400 nM
Cebador inverso de

Phi YFP 10uM 0,4 400 nM
Sonda etiquetada con

FAM de Phi YFP 5 uM 0,4 200 nM
Cebador directo de

Zm nv 10uM 0,4 400 nM
Cebador inverso de

Zm nv 10pM 0,4 400 nM
Sonda eti quetada con

HEX de Znl nv 5 uM 0,4 200 nM
Polivinilpirrolidona

(PVP) 10% 0,1 0, 10%
Mol de de ADN

gendm co ~5ng/ pl 2 10ng/ pl
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Tabla 7: Condiciones de ciclo térnmico establecidas para |la

anplificaci 6n por PCR del

nunmero de copi as

Et apa de
PCR Tenperatura (°C) Ti enpo Canti dad de ciclos
1 95 10 mi nut os 1
95 10 segundos
2 58 35 segundos |40
72 1 segundo
3 40 10 segundos |1

Tabla 8: Analisis del

pl ant as transgéni cas

ninero de copias

de transgenes de

Event os Si npl e (1-2 | Conpl ej o (>2
Construcci 6n | anal i zados | copi as) copi es)
105748 21 15 6
105747 23 15 8

Ej enpl 0 6: Cuantificacion ELISA de las proteinas Phi YFP y

PAT

Las plantas se nuestrearon en |la etapa de desarrollo V4-5

medi ante ensayos de hoja ELISA. Las muestras se tonaron en

pl acas de tubo de 96 pocillos y se tomaron 4 discos de hoja

(del tamafio de una perforaci 6n de hoja) para cada nuestra.
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Se agregaron a cada tubo dos BB de 4,5 nmm (Daisy
corporation, Roger, AR) y 200 pupL de anortiguador de
extracci 6n [1x PBS conpl ementado con Tween® 20 al 0,05 %y
BSA al 0,05 % (MIlipore Probumn® EMD MIIipore Corp.,
Billerica, MA) ] . Se agregaron a cada tubo 200 pL
adi ci onal es de anortiguador de extracci 6n segui dos de una
inversion para nezclar. Se giraron las placas durante 5
mnutos a 3000 rpm Se transfiri6 el precipitado a |os
pocillos correspondientes en una placa deep well 96
al macenada en hielo. Se utilizaron para el ensayo ELISA
pl acas Nunc® Maxi-Sorp de 96 pocillos (Therno Fisher
Scientific Inc., Rockford, IL). Se recubrieron |las placas
con anticuerpos nonocl onal es de captura anti-YFP de ratén
(Ori Gene Technologies Inc., Rockville, MJ). Se diluyd el
anticuerpo en PBS (1 ug/nL) y se agregaron 150 pL de PBS
diluido por pocillo. Las placas se incubaron durante |a
noche a 4 °C Las placas que se nmantuvieron durante la
noche se conservaron a tenperatura anbiente durante 20-30
m nutos antes de l|avarlas 4x con 350 pL de anortiguador de
lavado [PBS 1x conplenentado con Tween® 20 al 0,05 %

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MJ)].

Las placas se bloquearon con 200 pL de anortiguador de
bl oqueo por pocillo [PBS 1x conpl enentado con Tween® 20 al

0,05 % nas BSA al 0,05 % (MIIlipore Probum n®] durante un
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mnino de 1 hora a nas de 37 °C, seguidos por un |avado 4x
con 350 pL de anortiguador de |avado (Tontec QuadraWash™ 2,

Tontec, Inc., Handen, CT).

Para el ELISA de YFP, se utilizé conb estandar 1 ng/nlL de
Phi - YFP reconbi nant e Evrogen (Axxora LLC, Farmi ngdale, NY).
Se utiliz6 una curva estandar con un ajuste de 5 paréanetros
(entre los estandares de 1 ng/ml y 0,125 ng/nl) para
asegurar que todos |los datos se encontraran conprendi dos
dentro de la parte lineal de la curva. Se agregdé al pocillo
100 pL de estandar o nuestra. Se wutilizdé una disolucion
mnim de 1:4 de la nmuestra en el anortiguador del ensayo.
Se incubaron las placas durante 1 h a tenperatura amnbiente
en un agitador de placas (250 rpm agitador Titer Plate)
seguido lavado 4x con 350 upuL de anortiguador de I|avado
(Tontec QuadraWash™ 2). Se agregdé a cada pocillo al rededor
de 100 pL de anticuerpo prinario policlonal anti-PhiYFP de
conejo Evrogen (Axxora) a 1 upg/mL. Se incubaron |as placas
durante 1 hora a tenperatura anmbiente en un agitador de
placas a 250 rpm seguido por lavado 4x con 350 pL de
anorti guador de | avado (Tomt ec Quadr aWash™ 2).
Posteriornmente, 100 puL de anticuerpo secundario anti-conejo
IgG HRP (Thernp Scientific) se diluyeron en una relacion
1: 5000 de anorti guador de bl oqueo/ ensayo, y se

cuantificaron | as proteina PAT usando un kit de Envirol ogi x
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(Portland, ME). Los ensayos ELISA se Ilevaron a cabo con
mil ti ples diluciones de |os extractos de plantas y con | os
reactivos e i nstrucci ones pr opor ci onados por | os

pr oveedores.

Ej enpl 0o 7: Expresion vegetal estable del transgén unido de

manera operativa a | os pronotores novedosos

Se observd la expresién de |la proteina en tejidos vegetal es
transgénicos. Por ejenplo, se observdé |la expresion de
Phi YFP en callos de las plantas Tp que se transformaron de
manera establ e nediante el cocultivo con Agrobacterium Las
pl antas transgéni cas se cultivaron a partir de enbriones de
Z. mays transformdos usando | as construcci ones de vectores
bi nari os que conprendian el pronotor novedoso, pDAB105747
(Z. mays c.v. LLN37, FIG 9) y el pronotor de control,
pDAB105748 (Z. mays c.v. B73, FIG 8). Se observaron |os
callos vegetales con un mcroscopio esteroscoépico (Leica
M crosystens, Buffalo Gove, IL) nediante un filtro de YPF
y con wuna fuente lumnosa de 500 nm Las nuestras
representativas de l|la expresion estable de PhiYFP
observadas en el tejido de los callos de las plantas de
maiz transgénico To que conprendian pDAB105747 en
compar aci 6n con de control, pDAB105748, se nuestran en |a

FIG 10. Los datos confirman que el pronotor novedoso que
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comprendia pDAB105747 (Z. mays c.v. LLN37), tal conp se
describe en | a presente, es capaz de conducir una expresioén
consistente del gen PhiYFP en el tejido de los callos de

| as plantas transgénicas To.

Tal conp se describe en la Tabla 8, las plantas conpl etas
gque contenian un ndnero de copias bajo (es decir 1-2
copi as) del transgén PhiYFP se cultivaron en un
i nvernadero. En general, se usaron al rededor de cinco (5) a
al rededor de diez (10) eventos por construcci 6n y alrededor
de cinco (5) plantas por evento para el analisis de
expresi 6n de T;. Los datos de ELI SA revel aron una expresi 6n
consistente de la proteina PhiYFP en las hojas de |as
plantas de maiz T; usando construcci ones de vectores que
conprendi an el pronotor novedoso, pDAB105747 (Z. nmays C.V.
9), en conparaci 6n con el pronotor de control, pDAB105748

(Z. mays c.v. B73).

Una expresion pronedio de la proteina PhiYFP de
aproxi madanmente 153.7 ng/ng (+/- 20.9 ng/ng) de Phi YFP se
observé para las plantas T, que conprendian | a construcci én
del pronotor novedoso, pDAB105747 (Z. mays c.v. LLN37, FIG
9), en conparaci 6n con aproxi madanmente 285.3 ng/ng (+/-
22.7 ng/ng) de la proteina Phi YFP producida por la planta

de control que conprendia la construccién de control
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pDAB105748 (Z. mays c.v. B73, FIG 8). Estos resultados
confirman que el pronmotor novedoso de Z. nays c.v. LLN37

tal comb se describe en la presente, fue atil en la
producci 6n de rasgos transgénicos a niveles altos de

producci 6n de proteinas.

Ademas, | a expresi 6n pronedi o de PAT para todas |las plantas
T: que conprendian pDAB105747 (Z. mays c.v. LLN37) fue
apr oxi mmdanente de 73.2 ng/ng (+/- 6.8) en conparaci 6n con
apr oxi madanente 105.8 ng/nmg (+/- 7.4 ng/ng) de la proteina
PAT producida por la planta de control que conprendia
pDAB105748 del pronotor de Z. nmays c.v. B73. En general, la
expresi 6n de |la proteina PAT para todas |as plantas de maiz
fue significativamente mas baja que |la expresi 6n observada

para el gen Phi YFP en | as plantas de naiz.

La expresion de la proteina Phi YFP tanbién se nmdidé en el
pol en derivado de las borlas de plantas transgénicas T;
sel ecci onadas que repr esent aban cada una de | as
construcci ones de |os pronotores novedosos descritas en |a
presente. Tal conp se nuestra en la FIG 11, el analisis de
| as i magenes del polen transgénico confirma que el pronotor
novedoso que conprendia pDAB105747 (Z. mays c.v. LLN37),
tal conb se describe en la presente solicitud, conduce |a

el evada expresi 6n de la proteina Phi YFP en el pol en
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REI VI NDI CACI ONES

Se reivindica | o siguiente:

1. Un casete de expresidén génica que conprende un
pronotor uni do de nmanera operativa a un transgén, donde el
pronotor conprende un polinucleétido con una identidad de

secuencia de al nenos 90 % con la SEQID NO 2

2. El casete de expresion génica de |la reivindicacion 1,
donde el pronotor se hibrida en condiciones de rigurosidad
a una sonda de polinucle6tidos que conprende una identidad
de secuencia de al nenos 90% con respecto a un conpl enento

de la SEQ ID NO 2

3. El casete de expresion génica de la reivindicacion 1,
donde el transgén unido de nmmnera operativa codifica un

pol i pépti do o ARN pequeiio.

4, El casete de expresion génica de la reivindicacion 1,
donde el transgén se selecciona del grupo que consiste en
un transgén de resistencia insecticida, un transgén de

tol erancia herbicida, un transgén de eficiencia en el uso
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de nitrdgeno, un transgén de eficacia del uso de agua, un
transgén de calidad nutricional, un transgén de unidén a

ADN, y un transgén de marcador sel eccionable.

5. El casete de expresion génica de la reivindicacion 1,

gue conprende adi ci onal mrente una regi 6n no traducida 3'.

6. Un vector reconbinante que conmprende el casete de

expresi 6n génica de |l a reivindicaci 6n 1.

7. El vector reconbinante de la reivindicacion 6, donde
el vector se selecciona del grupo que consiste en un
pl &sm do, un césmido, un cronosona artificial bacteriano,

un virus y un bacteri 6f ago.

8. Una célula transgénica que conprende el casete de

expresi 6n génica de la reivindicacién 1

9. La célula transgénica de |la reivindicacion 8, donde |a

célula transgénica es una célula vegetal transgénica.

10. Una planta transgéni ca que conprende |a célula vegetal

transgéni ca de |l a reivindicaci 6n 9.

11. La planta transgénica de la reivindicaci é6n 10, donde
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la planta transgénica es wuna planta nonocotil edénea o

di cotil edénea.

12. La planta transgénica de la reivindicacié6n 11, donde
la planta nonocotil edbnea se selecciona del grupo que
consiste en una planta de nmmiz, una planta de arroz y una

pl anta de trigo.

13. Una senmilla transgénica producida a partir de Ila

pl anta transgénica de |la reivindicacion 10.

14. Una célul a transgéni ca que conprende un polinucl eétido
sintético con una identidad de secuencia de al nenos 90 %

con respecto a la SEQ ID NO 2.

15. La célula transgénica de la reivindicaci 6n 14, donde
el polinucleétido sintético se hibrida en condiciones de
rigurosidad a una sonda de polinucleétidos que conprende
una identidad de secuencia de al nenos 90% con respecto a

un conplenento de la SEQ ID NO 2

16. La célula transgénica de |la reivindicaci6n 14, donde

la célula transgénica es una célula vegetal transgénica.

17. La célula transgénica de la reivindicaci é6n 16, donde
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la célula vegetal transgénica se produce por un nétodo de

transf or maci 6n veget al

18. La célula transgénica de la reivindicacién 17, donde
el método de transformaci 6n vegetal se sel ecciona del grupo
gue consiste en un nétodo de transfornaci 6n nedi ada por
Agrobacterium un método de transfornmaci 6n de biolistica
un método de transformacién de carburo de silicio, un
método de transformacién de protoplasto, un nétodo de

transformaci 6n de |iposonas.

19. Una planta transgéni ca que conprende |l a célula vegetal

transgéni ca de | a reivindicaci 6n 14.

20. La planta transgénica de la reivindicacién 19, donde

la planta transgénica es una planta nonocotil edonea.

21. La planta transgénica de la reivindicacion 20, donde
la planta nonocotil edonea se selecciona del grupo que
consiste en una planta de nmmiz, una planta de arroz y una

planta de trigo.

22. Una senilla transgénica producida a partir de la

pl anta transgénica de la reivindicacio6n 21
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23. Un vector reconbinante que conprende el casete de

expresi 6n génica de |l a reivindicaci 6n 14.

24. El vector reconbinante de |a reivindicaci 6n 23, donde
el vector se selecciona del grupo que consiste en un
pl &sm do, un césmido, un cronosona artificial bacteriano,

un virus y un bacteri 6f ago.

25. Un método para expresar una secuencia codificante

het er 61 oga en una planta transgénica, el netodo conprende:

a) transformar una célula vegetal con un casete de
expresi 6n génica que conpr ende una secuencia de
pol i nucl eétidos que conprende la SEQ ID NO 2 unida de
manera operativa a | a secuencia codificante heterdl oga, que
estda unida de nmnera operativa a una regi6n no traducida

3

b) aislar la célula vegetal transformada que conprende el

casete de expresi 6n génica;

c) regenerar una célula vegetal transformada en una

pl anta transgénica; v,

d) obtener Ila planta transgénica, donde Ila planta
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transgéni ca conprende el casete de expresion génica que
conprende | a secuencia de polinucleétidos que conprende |a

SEQ ID NO 2.

26. El método de la reivindicaci6n 25, donde |a secuencia
codi fi cante heterdl oga se sel ecciona del grupo que consiste
en un una secuencia codificante de resistencia insecticida,
una secuencia codificante de tolerancia herbicida, una
secuencia codificante de eficiencia en el uso de nitraogeno,
una secuencia codificante de eficacia del uso de agua, una
secuenci a codificante de calidad nutricional, una secuenci a
codi ficante de unién a ADN, y una secuencia codificante de

mar cador sel ecci onabl e.

27. E método de la reivindicaci 6n 25, donde transfornar

una célul a vegetal es un nétodo de transfornmaci 6n vegetal

28. El nétodo de la reivindicaci 6n 27, donde el método de
transformaci 6n vegetal se sel ecciona del grupo que consiste
en un método de transfornaci 6n medi ada por Agrobacterium
un meétodo de transformacion de biolistica, un método de
transformaci én de carburo de silicio, wun método de
transformaci 6n de protoplasto, un método de transfornmaci én

de |iposonas.
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29. El método de la reivindicacién 25, donde la planta
transgénica es una planta transgénica nonocotil edbénea o

di coti | edénea.

30. El método de la reivindicacion 29, donde la planta
transgéni ca nonocotil edénea se selecciona del grupo que
consiste en una planta de maiz, una planta de trigo y una

pl anta de arroz.

31. Una semlla transgénica producida a partir de la

pl anta transgénica de la reivindicaci6n 25.

32. El nmétodo de la reivindicaci6n 25, donde |a secuencia
codificante heterd6loga se expresa en tejido vegetal

transgéni co.

33. El nmétodo de la reivindicacion 25, donde el tejido
vegetal transgénico es una raiz, brote, tallo o polen de

una planta transgénica.

34. Un método para aislar una secuencia de polinucl eo6tidos

gue conprende una identidad de secuencia de al nenos 90 %

con respecto a la SEQID NO 2, el nétodo conprende

a) identificar la secuencia de polinucle6tidos que
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comprende una identidad de secuencia de al nenos 90 % con

respecto a la SEQ I b

b) producir una pluralidad de secuencias de cebadores de
ol i gonucl e6ti dos, donde I|as secuencias de cebadores de
ol i gonucl e6ti dos se unen a |la secuencia de polinucl e6tidos
que conprenden una identidad de secuencia de al nenos 90%

con respecto a la SEQ I D

c) anplificar la secuencia de polinucledtidos que
conprende una identidad de secuencia de al nenos 90% con
respecto a la SEQID a partir de una nuestra de ADN con | as
secuenci as de cebadores de oligonucl edtidos sel ecci onadas
de la pluralidad de secuencias de cebadores de

ol i gonucl eé6ti dos; v,

d) aislar la secuencia de polinucle6tidos que conprende
una identidad de secuencia de al nenos 90 % con respecto a

la SEQ I D.

35. El nmétodo de la reivindicacion 34, donde |a secuencia
de polinucleétidos aislada que conprende una identidad de
secuencia de al nmenos 90 % con respecto a la SEQ ID NGO 2,

esta unida de nanera operativa a un transgén
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36. El método de la reivindicaci én 35, donde el transgén
unido de manera operativa codifica un polipéptido o ARN

pequefio.

37. Una secuencia de polinucle6tidos purificada que
comprende una identidad de secuencia de al nenos 90 % con
SEQ ID NO 2, donde la secuencia de polinucleétido

purificada promueve | a expresi 6n de un transgén

38. La secuencia de polinucle6tidos purificada de la
rei vi ndi caci 6n 37, donde una secuencia de sonda de
pol i nucl eéti dos que conprende una identidad de secuencia de
al menos 90 % con respecto a la SEQ ID NO 2 se hibridiza
en condiciones de rigidez a |la secuencia de polinucl eé6tidos

purificada de |la reivindicacio6n 37.

39. La secuencia de polinucle6tidos purificada de la
reivindicaci én 37, donde la secuencia de polinuclebtidos

purificada esta unida de manera operativa a un transgeén

40. H transgén unido de rmanera operativa de la

reivindicacién 39, donde el transgén unido de nanera

operativa codifica un polipéptido.

41. Un casete de expresi6n génica que conprende Ila
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secuencia de polinucleétido purificada unida de nanera
operativa al transgén de la reivindicacion 37, que esta

uni do de manera operativa a la region no traducida 3

42. El casete de expresiO6n génica de la reivindicacio6n 41,
donde el transgén se selecciona del grupo que consiste en
un transgén de resistencia insecticida, transgén de
tol erancia herbicida, transgén de eficiencia en el uso de
nitrégeno, transgén de eficacia del uso de agua, transgén
de calidad nutricional, transgén de uni én a ADN, y transgén

de marcador sel ecci onabl e.

43. Un vector reconbinante que conprende el casete de

expresi 6n génica de |l a reivindicaci 6on 41.

44, El vector reconbinante de la reivindicaci6on 43, donde
el vector se selecciona del grupo que consiste en un

pl asm do, un vector cosnido y un vector de BAC

45. Una célula transgénica que conprende |a secuencia de

pol i nucl eétidos purificada de |a reivindicaci6n 37.

46. La célula transgénica de la reivindicacion 45, donde

la célula transgénica es una célul a vegetal transgéni ca.
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47. Una planta transgénica que conprende | a célula vegetal

transgéni ca de |l a reivindicaci 6n 46

48. La planta transgénica de la reivindicacion 47, donde

la planta transgénica es una planta nonocotil edbnea.

49. La planta transgénica de la reivindicacion 48, donde
la planta nonocotil edbnea se selecciona del grupo que
consiste en una planta de maiz, una planta de trigo y una

pl anta de arroz.

50. Una semlla transgénica producida a partir de la

pl anta transgénica de |la reivindicaci 6n 49.

Buenos Aires, Dicienbre de 2014.

pp. DOW AGROSCI ENCES LLC.

Brigi da Ver6ni ca Kapovic

Agent e 1518



Application No.: 61/922,525
DAS No.: 75663-US-PSP

ASSIGNMENT BY INVENTORS

THIS ASSIGNMENT, made this 31* day of December, 2013, by Sandeep
Kumar; Manju Gupta; Terry R. Wright; Susan M. Jayne; Doug A. Smith; and Diaa Alabed
(hereinafter referred to as Assignors), residing at 201 Wyndotte Drive, Carmel, Indiana
46032; 13463 Winamac Court, Carmel, Indiana 46032; 14162 Charity Chase Circle,
Carmel, Indiana 46074; 1962 Camargue Drive, Zionsville, Indiana 46077; 19038 Edwards
Grove Drive, Noblesville, Indiana 46060; and 13310 Golden Gate Drive East, Carmel,
Indiana 46074, respectively; ‘

WHEREAS, Assignors have invented certain new and usefal improvements in
NOYEL MAIZE UBIQUITIN PROMOTERS, set forth in a Provisional application for
Letters Patent of the United States, already filed on December 31, 2013 as U.S. Application
No. 61/922,525; and

WHEREAS, Dow AgroSciences LLC, a Limited Linbility Company organized
under and pursuant to the laws of the State of Delaware having its principal place of
business at 9330 Zionsville Road, Indianapolis, Indiana 46268 (hereinafter referred to as
Assignee), is desirous of acquiring the entire right, title and interest in and to said inventions
and said Application for Letters Patent of the United States, and in and to any Letters Patent

of the United States to be obtained therefore and thereon.

NOW, THEREFORE, for good and valuable consideration and/or the
remuneration received for my/our waork and/or other good and sufficient consideration, the
receipl of which is hereby acknowledged, Assignors have sold, assigned, transferred and set
aver, and by these presents do sell, assign, transfer and set over, unto Assignee, its
successors, legal representatives and assigns, the entire right, title and interest in and to the
above-mentioned inventions and application for Letters Patent, and in and to any and all
direct and indirect divisions, continuations and continuations-in-part of said application, and
any and al] Letters Patent in the United States and all foreign countries which may be
granted therefore and thereon, and reissues, reexaminations and extensions of said Letters
Patent, and ail rights under the International Convention for the Protection of Industrial

Propesty, the same to be held and enjoyed by Assignee, for its own use and benefit and the




Applicalion No.: 61/922,525
DAS No.: 75663-US.PSP
use and benefit of its successors, legal representatives and assigns, to the full end of the
term or terms for which Letiers Patent may be granted and/or extended, as fully and entirely
as the same would have been held and enjoyed by Assignors, had this sale and assignment

not been made.

AND for the same consideration, Assignors hereby represent and warrant to
Assignee, its successors, legal representatives and assigns, that, at the time of execution and
delivery of these presents, except for any rights, titles and/or interests that have arisen to
Assignee under law or that have already been transferred to Assignee, Assignors are the sole
and lawful owners of the entire right, title and interest in and to the said inventions and
application for Letters Patent above-mentioned, and that the same are unencumbered and
that Assignors have good and full right and lawful authority to sell and convey the same in

the manner herein set forth.

AND for the same consideration, Assignors hereby covenant and agree to and
with Assignee, its successors, legal representatives and assigns, that Assignors will sign all
papers and documents, take all lawful oaths and do all acts necessary or required to be done
for the procurement, maintenance, enforcement and defense of any Letters Patent and
applications for Letters Patent for said inventions, without charge to Assignee, its
successors, legal representatives and assigns, whenever counsel of Assignee, or counsel of
its successors, legal representatives and assigns, shall advise: that any proceeding in
connection with said inventions, or said Provisional application for Letters Patent, or any
proceeding in connection with any Letters Patent or applications for Letiets Patent for said
inventions in any country, including but not limited to interference proceedings, is lawful
and desirable; or, that any division, continuation or continuation-in-part of any application
for Letters Patent, or any reissue, reexamination or extension of any Letters Patent, to be

obtained thereon, is lawful and desirable.

AND Assignors hereby request the Commissioner for Patents and Trademarks to
issue said Letters Patent of the United States to Assignee, as Assignee of said inventions
and the Letters Patent to be issued thereon, for the sole use and benefit of Assignee, its

successors, fegal representatives and assigns.
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AND Assignors hereby grant the following individuals the power to insert on
this Assignment any further identification which may be necessary or desirable in order to
comply with the rules of the United States Patent and Trademark Office for recordation of

this document;

DOW AGROSCIENCES LLC

All practitioners at Customer Number 107540

AND Assignors acknowledge an obligation of assignment of this invention to

Assignee at the time the invention was made.
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Fandeep Kumar

g / a
Date: / d/ ‘9 i ‘9 / 7 _
United States of America k/ . )
State of & /?Cib ang } 88.:
County of Tk o)
ontis __ B35 %agar _(chobde . 801 torme
personally came Sandeep Kumar » to me known to be the individual

described in and who executed the foregoing instrument, andm:knowledged execution

of the same. v
(//,...a MLL.A- LCZML&W
Notarﬁubhc /

| (Aw# JENNIFER, CLARSON. |

Fhetanvy Matlen County

(R ,.: My Commisslon Explras Jf
TR 2017 |
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Date: {7 ""»)\3 - 2D ((fc

United States of America )
State of
County of

DYjakeex .

g 3 &d('day of Cg C}OAIL

On this

Application No.; 61/922,525
DAS No.: 75663-US-PSP

7/ ey g 57 7/ 4

ﬁcﬁl&n&, ) §8.0

Manju' Gugj ‘

. A/ 'S/ , before me

personﬂ!ly came Manju Gupta

, to me knowh to be the individual

described in and who executed the foregoing instrument, and acknowledged execution

of the same,

// ' Wd,éc L /,)(?a!w (Xt

Notary g?(bhc

Marion Counly

My Lomalssion E:q)irss
May 4, 26

ENNFEAL coamsor )
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»-—"‘/ .
i P e e
_ © Terry R. Wright )
Date: e S 2/ / P
: ) 7

United States of America J . )
State of B f}d{g,m, } $5.:
County of " Y7 )
On this f)’/ day of %M e ﬁ 4] j ¥ , before me
personally came Terry R. Wright , to me knowd to be the individual

described in and who executed the foregoing instrument, gid acknowledged execution

of the same. £ -
”’Na‘:‘ﬁryﬂlbﬁc /

Martons Counly
Wy Cotnmisslan Explros

May 4, 2017 :

I

JENNIFER L. CLARSON |




Application No.; 61/922,525
DAS No.: 75663-US-PSP

o

%

S fw;/ Q
Lkl Py S g

Susan M, Ja?ﬁe 4

E

Date: fO/ZZg/’C/
United States of Ameri " )
State of Lum ) 85.:
County of : Al g '
/A
ontis A4 day of . fﬁ// , before me
personally came Susan M. Jayne o me knpwn to be the individual

described in and who executed the foregoing instrument, and Ycknoyledged executi
of the same,

My Commisslon Explres
Ma
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13%7
& 7 Ddig A. Smith

 Date: //”/gb/"/

"United States of America _—

)
State of //rfzma ) §8.0

County of g oni (72 )

7
On this /’é day of /{/ﬁ/!”"é’/ v 26’/ (/ , before me
personally came Doug A. Smith , to me known to be the individual

described in and who executed the foregoing instrument, and acknowledged execution
of the same,

Nétary Public/ ¢
jéér/d-’(//'ﬂ/ féﬂdv/é"' C"f""éf,—a\ﬂ//a&na
MJ G S S ;”,:77.’,.»5’ Dy Z 15—
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Date: Oiﬂf'olﬂf 23, Aa Of%
United States of America ; ),
State of jm } 55.:

-

County of BA Y e

¢ ; ),
On this 4 5 M(aay of _{ :Qz,)%/éd— ) _ 5@/’}"/ , before me

personally came Dina Alabed , to me-known to be the individual
described in and who executed the foregoing instrument, aad~jcknowledged execution
of the same. / , .
- L@;Lﬂ,tjé& Lﬁm’a&o&
L

Notaryf}(blic / |

Diad Alabed

JENNIFER [, CLARSON
Marion County

My Commission Explres
May 4, 2047







TRADUCCION SIMPLE AL ESPANOL REALIZADA POR MELISSA AGUDELO
MAGALHAES DE LOS SIGUIENTES DOCUMENTOS, ESCRITOS
ORIGINALMENTE EN INGLES.

Solicitud No.: 61/922,525
DAS No.: 75663-US-PSP

CESION DE INVENTORES

LA PRESENTE CESION, cfectiva desde este dia 31 de diciembre de 2013 por
Sandeep Kumar; Manju Gupta; Terry R. Wright; Susan M. Jayne; Doug A. Smith; y Diaa
Alabed (conocidos en adelante como los Cedentes), con domicilio en 201 Wyndotte Drive,
Carmel, Indiana 46032; 13463 Winamac Court, Carmel, Indiana 46032; 14162 Charity
Chase Circle, Carmel, Indiana 46074; 1962 Camargue Drive, Zionsville, Indiana 46077,
19038 Edwards Grove Drive, Noblesville, Indiana 46060; v 13310 Golden Gate Drive East,
Carmel, Indiana 46074, respectivamente;

CONSIDERANDO QUE, los Cedentes han inventado una serie de mejoras nuevas
y utiles en los PROMOTORES NOVEDOSOS DE UBIQUITINA DE MAIZ,

establecidas en una solicitud provisional de Titulo de Patente de los Estados Unidos, ya
presentada el 31 de diciembre de 2013 como la solicitud de EE.UU. No. 61/922,525; y

CONSIDERANDO QUE, Dow AgroScience LLC, wuna sociedad de
responsabilidad limitada constituida bajo y conforme a las leyes de Delaware, cuya sede
principal se encuentra ubicada en 9330 Zionsville Road, Indiandpolis, Indiana 46268
(conocido en adelante como el Cesionario), estd interesada en adquirir todos los derechos,
titulos, e intereses en y sobre dichas invenciones y dicha Solicitud de Titulos Patente de los
Estados Unidos, y en relacién a todos y cada uno de los Titulos Patente de los Estados
Unidos que se obtengan a partir de y en relacién con las mismas.

EN VIRTUD DE LO ANTERIOR, por contraprestacion vélida y onerosa y/o
remuneracion recibida por mi/nuestro trabajo y/o por ofras contraprestaciones validas y
suficientes, cuyo recibo se reconoce por la presente, los Cedentes han vendido, cedido,
transferido y pasado, v por la presente venden, ceden, transfieren y pasan al Cesionario, sus
sucesores, representantes legales y cesionarios, la totalidad de los derechos, titulos e
intereses en relacidn a todas y cada una de las invenciones anteriormente mencionadas y la
solicitud de Titulos de Patente, y en relacion a todas y cada una de las divisiones,
continuaciones y continuaciones parciales directas e indirectas de dicha solicitud, y todos vy
cada uno de los Titulos de Patente en los Estados Unidos y todos los paises extranjeros que
se obtengan a partir de y en relacion a las mismas, y las reemisiones, reexaminacioén y
extensiones de dichos Titulos Patente, asi como todos los derechos de acuerdo a La
Convencion Internacional para la Proteccidn de Propiedad Industrial, con los cuales
también contard y gozard el Cesionario, para su propio uso y disfrute y para el uso y




disfrute de sus sucesores, representantes legales y cesionarios, durante todo el término o
términos de los Titulos Patente otorgados y/o extendidos, de la misma manera y por el
mismo tiempo que tendrian y disfrutarian los Cedentes si no hubiese ocurrido la presente
venta y cesion.

Y por la misma consideracion, por medio de la presente los Cedentes declaran y
garantizan al Cesionario, sus sucesores, representantes legales y cesionarios que, en el
momento de ejecucién y entrega del presente documento, a excepcion de los derechos,
titulos y/o intereses surgidos para el Cesionario conforme a la ley o que ya han sido
transferidos al Cesionario, los Cedentes son los tnicos y legitimos propietarios de la
totalidad de los derechos, titulos e intereses relacionados con dichas invenciones y solicitud
de Titulos de Patente mencionados anteriormente, y que los mismos se encuentran libres de
gravamenes y que los Cedentes estan en todo su derecho y estan autorizados a vender y
traspasar los mismos de la manera establecida en este instrumento.

Y por la misma consideracién, por medio de la presente los Cedentes aceptan y se
comprometen con el Cesionario, sus sucesores, representantes legales y cesionarios, a
firmar todos los papeles y documentos, a prestar todos los juramentos correspondientes y
hacer todo lo necesario o exigido para obtener, mantener, hacer cumplir y defender
cualesquiera de los Titulos de Patente y solicitudes de Titulos de Patente para dichas
invenciones, sin ningin cargo al Cesionario, sus sucesores, representantes legales vy
cesionarios, toda vez que el apoderado del Cesionario, o el apoderado de sus sucesores,
representantes legales y cesionarios indiquen: que algin procedimiento relacionado con
dichas invenciones, o dicha solicitud provisional para Titulo de Patente, o cualquier
procedimiento relacionado a cualquier Titulo de Patente o solicitudes de Titulos de Patente
para dichas invenciones en cualquier pais, incluyendo, mas no limitado a, procedimientos
de interferencia, es legitimo y deseable; o que cualquier divisién, continuacion o
continuacién parcial de cualquier solicitud de Titulo Patente que se obtenga como resultado
de las mismas es legitima y deseable.

Y por medio de la presente los Cedentes solicitan al Comisionado de Marcas y
Patentes expedir dichos Titulos de Patente de los Estados Unidos al Cesionario, como
Cesionario de dichas invenciones y de los Titulos Patente que se obtengan como resultado
de las mismas, para el uso y beneficio exclusivo del Cesionario, sus sucesores,
representantes legales y cesionarios.

Y por medio de la presente los Cedentes autorizan a los siguientes individuos a
adjuntar al presente documento de Cesidn, cualquier tipo de identificacién adicional que
sea necesario o deseable para cumplir con las normas de la Oficina de Marcas y Patentes de
los Estados Unidos para el registro de este documento:

DOW AGROSCIENCES LLC

Todos los profesionales con el Numero de Cliente 107540




Y los Cedentes reconocen una obligacion de cesion de esta invencidn al Cesionario

- en el momento en que se realizé la invencion.

Fecha: 23/10/2014

Estados Unidos de América
Fstado de Indiana

Condado de Marion

(firma ilegible)

Sandeep Kumar

Este dia 23 de octubre de 2014, comparecié personalmente ante mi Sandeep Kumar, a
. quien conozco como la persona descrita en y firmante del anterior instrumento, y quien

reconocio haber firmado el mismo.

Sello:

Fecha: 23/10/2014

Estados Unidos de América
Estado de Indiana

Condado de Marion

§5.0

(firma ilegible)
Notario Publico

JENNIFER L. CLARSON
Condado de Marion

Mi nombramiento vence el 4 de mayo de 2017

(firma ilegible)

Manju Gupta




Este dia 23 de octubre de 2014, comparecié personalmente ante mi Manju Gupta, a quien
conozco como la persona descrita en y firmante del anterior instrumento, y quien reconocid
haber firmado el mismo.

(firma ilegible)
Notario Pablico

Sello: JENNIFER L. CLARSON
Condado de Marion
Mi nombramiento vence el 4 de mayo de 2017

(firma ilegible)
Terry R. Wright

Fecha: 21/10/2014

Estados Unidos de América )
Estado de Indiana ) ss.
Condado de Marion )

Este dia 21 de octubre de 2014, comparecid personalmente ante mi Terry R. Wright, a
quien conozco como la persona descrita en y firmante del anterior instrumento, y quien
reconocid haber firmado el mismo.

(firma ilegible)
Notario Pablico

Sello: JENNIFER L. CLARSON
Condado de Marion
Mi nombramiento vence el 4 de mayo de 2017




(firma ilegible)
Susan M. Jayne

Fecha: 22/10/2014

Estados Unidos de América )
Estado de Indiana } ss.
Condado de Marion )

Este dia 22 de octubre de 2014, comparecié personalmente ante mi Susan M. Jayne, a quien
conozco como la persona descrita en y firmante del anterior instrumento, y quien reconocié
haber firmado el mismo.

(firma ilegible)
Notario Pablico

Sello: JENNIFER L. CLARSON
Condado de Marion
Mi nombramiento vence el 4 de mayo de 2017

(firma ilegible)
Doug A. Smith

Fecha: 13/11/2014

Estados Unidos de América )
Estado de Indiana ) ss.
Condado de Hamilton )

Este dia 13 de noviembre de 2014, comparecid personalmente ante mi Doug A. Smith, a
guien conozco como la persona descrita en y firmante del anterior instrumento, y quien
reconoeid haber firmado el mismo.




(firma ilegible)
Notario Pablico

[Sello notarial del Estado de Indiana ] Residente del Condado de Hamilton, Indiana.
Mi nombramiento vence ¢l 12-09-15

(firma ilegible)
Diaa Alabed

TFecha: 23 de octubre de 2014

Estados Unidos de América )
Estado de Indiana ) ss.
Condado de Marion )

Este dia 23 de octubre de 2014, comparecid personalmente ante mi Diaa Alabed, a quien
conozco como la persona descrita en y firmante del anterior instrumento, y quien reconocio
haber firmado el mismo.

(firma ilegible)
Notario Pablico

Sello: JENNIFER L. CLARSON
Condado de Marion
Mi nombramiento vence el 4 de mayo de 2017

MAMAMAMAID~454218\WPC10975
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Uoencizs de uso de esos gerechos; 1) Las acciones de
competencia desleal, protecciéin del consumider, eposiciones i

—absérvaciones,concelacs fmisteative o judicial, nitdidad
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end  do herelg% Dza:ﬁomt GERMAN CAVELIER, tpa. 832

GONZALO P 0, é{x 831: . EMILIC - FERRERD,. tpa,
31599; and LUZ CLEMENCEA DE P, -

. ot Cagrers 4% NP 72-35, Bogodi, Colombls, in due compliance
with the ferms. of Paragraphlst. of Artide3d3 of the

4 altermates, -in ihe order of their appointment, as our
representatives for wll industrial property matters with facully
to recelve notifications end to appeint attormeys in and out ol
Court. The first alternate shall reploce the principal In &nse of
his abserce or-of temporal o defiitive mpediment. The-game
rule will apply when the second alternate representative is o

second alfermates i their turn, or both of them, second. In sidh,

cases, the principa} representafve, or the shail state their

intention not to nct.aa Tewresentatives thirough a declarttion
given before-a Notary Public in Colombia, or before a Notary or
another Public Officid] or o Colombinn Consul abread; and in
caze of mpediment, the appropridte certificate shall suffice. If

,any of the oppoittees were to be defindtely absent, the
following alternate shall take his place. When the absence ox
impediment of the E:imipa! représentelive, or of the first or
serond alternate in their Hirn ceases, the representafion can be
taker agnin in theit sequence, by the principal, the firsh or
second alternate depending on case, ond: the mere fact or its
axerciee will suffice. The exercise of the representation by the
first, second or-third alternates in their turn shall end 2t such
time.

In sadition, we pruit a Power of Aftorney in favor ‘of e
above-named ‘ttorneys-at-law so that they mypy obtain fhe
protection of my (our) industrial p):d%ex‘;;) aned against the
unfair competition, for whick Eeu:pﬁse I twe} authorize theisaid
attorneys to represent me {usy bafore any.authoritics or pefsons;
with or without jurisdiction, specially those administrative,
edministrative cohtentious and judicisl, as well ss before
Arbitration_Court, in_all mattens ronosrinaathoufoliowr ingak

—OBtainiment of patents, wtility models and industrial designs;
the registration of tradermarks, collective, defensive and service
marks, slogans, comumercizl rames, trade emblems, vegétal
varieties and denominations of origin; its renewal, assignment,
change of name or domicile, voluntary, cancellation; exid the

_mrcgismﬁon.oﬁﬁcemcspﬂuse_of“the:abqu.ﬁsll’??é)&fieﬁﬁf
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replace the fixst one,or when the thixd is to replace the Amt or |

Covomerclal_Code.. the first as prindpal amd the-others- as——
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medidas capfelogse: concesitn de leenclas, fa tutels, 'In finfai® competition, proteciion to the consumer, oppositions. or »
protecclén; de sechstos. industriales, y en general Ios juicies vbservations, admitdstrafive or Cpurt cevcellation, nullity,
civiles, pennles, adpunistralivos o contencicoc-administrztives infringeren:, granting <f lvenses, the action for wrlb
relaclonados con estos derechwos; zeclomey y procesos gne mandamos, the protection -of trade secrets, and in genéral the
Promevames o.ge nos promuevan. Y parz gue en -todos loa civil, penal, und admurdstrative suits relating to those Tights
asuntes amriba determinades, puedan susbbdr este maridsts) actions and suits institued by me (us) or against me (ush And
tranaigly, conciiar, ndmitir los hechos del procesy, desistn that in-zll the above mutters they may substitute this Fower of
caricelar, recibly, remunciar, y mtifichr los actts de sgentes | Attomney, compronise, condilinte, admit the facts of the cese
ofictosos. N deslst, “camcel, receive, realgn, and mtify acis done by
. Tepresentatives without n power of atierney.

-
.

Given and signed this/Dade-y Airmadb hoy -

Februgra b, /998

L - .

infen Indismepolis. Infisna £6268

United States o Americs
Fedl, L. Londahons

Signatiare ) Firmaz,

Kehheth L. Loertscher

Assistant. Secretary
& General Patent Covmselk




ABO0CEADOS

Sefior Director
NUEVAS CREACIONES

Superintendencié de Industria Y Comercio

E. S. D.

Asunto - Solicitud de patente para: PROMOTORES DE UBIQUITINA DE MAiz
NOVEDOSOS
PCT/US2014/072917

Solicitante : DOW AGROSCIENCES LLC

Yo, LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, mayor de edad, domiciliada en Bogoté, D.C.,
identificada con la cédula de ciudadania No. 35.456.344 de Usaquén y Tarjeta Profesional de
Abogado nimero 23.555 del Consejo Superior de la Judicatura, obrando como apoderada de la
sociedad DOW AGROSCIENCES LLC, mediante el presente escrito sustituyo el poder a
ANDRES RINCON USCATEGUI, identificado con cédula de ciudadania No. 79.780.810 de
Bogota, y Tarjeta Profesional No. 114.808 del Consejo Superior de la Judicétura, para gque en
nombre de la sociedad DOW AGROSCIENCES LLC, para presentar |la solicitud de registro de

la patente indicada en la referencia.

ANDRES RINCON USCATEGUI, queda facultado para interponer recursos, transigir,
conciliar, desistir, cancelar, recibir, renunciar, sustituir y revocar las sustituciones, y ratificar

los actos de agentes oficiosos.
Sirvase reconocerle personeria en los términos y para los fines del presente mandato

judicial.

Sefior Director,

A&RIANA ZAPAém

C.C. No. 51.680.0641-de Bogota

.

(USEAT

ANDRES RINGOK USCATEGU!
T.P.A. No. 114.908 del C.S. de la J
C.C. No. 791780610 de Bogota

Acepto:

. “EYCELENGIA LEGAL EN UN MUNDAD SIN FRONTERAS®
NCA/MMS/COLO-10875-841-342-0

ROBOTA - Fdificlo Sisk ~ Camera 4 No. 72 - 35 - Tel, (57-T) 347 3617 - Fax (57-1) 211 8850 - Fax n US.A: (1-308) 575 7743 - COLOMBIA
WEDELLIN - San.Fernendo Plaza - Canreea 43 A Ro.1 - 50 - Tares Proteceidn Dficina 552 - Tal: {37-4) B04 4794 Bxt. 6728 / 731 - Fax; {57-4) 604 4731- GOLOMEIA

wiw.cavelier.con:
cavelierBeavelier.com
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LI STADO DE SECUENCI AS

<110> DOW AGROSCI ENCES LLC

<120> PROMOTORES DE UBI QUI TI NA DE MAI Z NOVEDOSOS

<130> DAS- 75663

<140>
<141>

<150> 61/922, 525

<151> 2013-

<160> 19

12-31

<170> Patentln version 3.5

<210> 1
<211> 1993
<212> ADN

<213> Zea mays

<400> 1
gtgcagcgtg

t aaaaaatta
at acat at at
gtgttttaga
tt gacaacag
caaat agctt
gggt t aat gg
ct aaatt aag
t agaat aaaa
aggaaacat t
ct aacggaca
cggcat ctct
ctcecgetgte
gcggect cct
ttcgetttce
caacctcgtg
cggcacct cc
tctagat cgg
tttgtgttag
cct gtacgtc
ggat ggct ct

tagggtttgg

acccggt cgt
ccacatattt
ttaaacttta
gaat catata
gact ct acag
cacctatata
tttttataga
aaaact aaaa
t aaagt gact
tttettottt
ccaaccagcg
gt cgct gecet
ggcat ccaga
cctcctctca
cttcctcgece
ttgttcggag
gctt caaggt
cgttccggtc
atccgtgttt
agacacgttc
agccgttccg

tttgcccttt

gcccctct et
tttttgtcac
ct ct acgaat
aat gaacagt
ttttatcttt
atacttcatc
ctaatttttt
ctctatttta
aaaaat t aaa
cgagt agat a
aaccagcagc
ct ggacccct
aattgcgtgg
cggcaccggc
cgccgt aata
cgcacacaca
acgccgctcg
cat gcat ggt
gtgttagatc
tgattgctaa
cagacgggat

tcectttattt

agagat aatg
acttgtttga
aat at aat ct
t agacat ggt
ttagtgtgca
cattttatta
t agt acat ct
gtttttttat
caaat accct
at gccagcct
gt cgcgt cgg
ct cgagagt t
cggagcggca
agctacgggg
aat agacacc
cacaaccaga
tcctcececece
tagggcccgg
cgtgctgcta
cttgccagtg
cgatttcatg

caat at at gc

agcat t gcat
agtgcagttt
at agt act ac
ct aaaggaca
tgtgttctce
gt acat ccat
attttattct
ttaatagttt
tt aagaaatt
gttaaacgcc
gccaagcgaa
ccgct ccacc
gacgt gagcc
gattcctttc
ccct ccacac
tctcccccaa
cccecccccect
tagttctact
gcgttcgtac
tttctctttg
attttttttg

cgtgcacttg

gtctaagtta
atctatcttt
aat aat atca
attgagtatt
tttttttttg
ttagggttta
attttagcct
agat at aaaa
aaaaaaact a
gt cgacgagt
gcagacggca
gttggacttg
ggcacggcag
ccaccgctcc
cctetttcece
at ccacccgt
ctctaccttce
tctgttcatg
acggat gcga
gggaat cctg

tttcgttgca

tttgtcgggt
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catcttttca
ct agat cgga
at gt gt gt gc
t aggat aggt
tcgcttggtt
agaat act gt
tacatcttca
tgttgatgtg
ctctaacctt
ttgat at act
t catacgct a
tgttacttct
<210> 2

<211> 1977
<212> ADN

tgettttttt
gt agaat t ct
catacat att
atacatgttg
gt gat gat gt
ttcaaact ac
tagttacgag
ggttttactg
gagt acct at
t ggat gat gg
tttatttgct

gca

<213> Zea mays

<400> 2
gacccggt cg

accacatatt
tttaaacttt
agaat cat at
ggact ct aca
t cacct at at
gtttttatag
gaaaact aaa
at aaagt gac
ttttettgtt
accaaccagc
t gt cgct gce
cggcat ccag
tcctectcetce
ccttcctcge
gttgttcgga
cgcttcaagg

t ccggt ccat

tgccectcetce
ttttttgtca
act ct acgaa
aaat gaacag
gttttatctt
aat act t cat
actaattttt
actctatttt
t aaaaat t aa
t cgagt agat
gaaccagcag
t ct ggacccc
aaattgcgtg
acggcaccgg
ccgccegt aat
gcgcacacac

tacgccgcetc

ggt t agggcc

tgtcttggtt
gtttcaaact
cat agttacg
atgcgggttt
ggtgtggttg
ctggtgtatt
tttaagat gg
atgcat at ac
ctattat aat
cat at gcagc

tggtactgtt

t agagat aat
cacttgtttg
t aat at aat ¢
ttagacat gg
tttagtgtgc
ccattttatt
ttagtacatc
agttttttta
acaaat accc
aat gccagcc
cgt cgegt cg
t ct cgagagt
gcggageggce
cagct acggg
aaat agacac
acacaaccag
gtcctcccee

cggtagttect

126

gt gat gat gt
acct ggt gga
aat t gaagat
tact gat gca
ggcggt cgt t
tattaatttt
at ggaaat at
at gat ggcat
aaacaagt at
agct at at gt

tcttttgtcg

gagcattgca
aagt gcagtt
tatagtacta
t ct aaaggac
atgtgttctc
agt acat cca
tattttattc
tttaataatt
tttaagaaat
tgttaaacgc
ggccaagcga
tccgcet ccac
agacgt gagc
ggattccttt
cccctccaca
atctccccca
cccecctcete

acttctgttc

ggtctggttg
tttattaatt
gat ggat gga
t at acagaga
cattcgttct
ggaact gt at
cgat ct agga
at gcagcat ¢
gttttataat
ggattttttt

at gctcaccc

tgtctaagtt
tatctatctt
caat aatatc
aat t gagt at
cttttttttt
tttagggttt
tattttagcc
t agat at aaa
t aaaaaaact
cgt cgacgag
agcagacggc
cgttggactt
cggcacggca
cccaccgctc
ccctetttcee
aat ccacccg
taccttctct

atgtttgtagt

ggcggt cgt t
ttggatct gt
aat at cgat C
tgctttttgt
agat cggagt
gtgtgtgtca
taggt at aca
tattcatatg
tatttcgatc

agccct gect

tgttgtttgg

at aaaaaat t
tatacatata
agtgttttag
tttgacaaca
gcaaat agct
agggttaatg
tctaaattaa
at agaat aaa
aaggaaacat
t ct aacggac
acggcatctc
gctcecgcet gt
ggcggectcc
cttcgetttc
ccaacct cgt
t cggcacctc
agat cggcgt

tagatccgtg
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tttgtgttag atccgtgctg
ttctgattgc taacttgcca
ccgcagacgg gatcgatttc
ttttccttta tttcaatata
ttttgtcttg gttgtgatga
tctgtttcaa actacctggt
attcatagtt acgaattgaa
ttgatgcggg ttttactgat
tgtggtgtgg ttgggcggtc
tacctggtgt atttattaat
gagtttaaga tggatggaaa
ctgatgcata tacatgatgg
tatctattat aataaacaag
tggcat atgc agcagctata
gcttggtact gtttcttttg
<210> 3

<211> 896

<212> ADN

<213> Zea mays

<400> 3
gt gcagcgt g acccggt cgt

taaaaaatta ccacatattt
atacatatat ttaaacttta
gtgttttaga gaatcatata
ttgacaacag gactctacag
caaatagctt cacctatata
gggttaatgg tttttataga
ct aaatt aag aaaact aaaa
t agaat aaaa t aaagt gact
aggaaacatt tttcttgttt
ctaacggaca ccaaccagcg
cggcatctct gtcgctgcect
ctccgcetgtc ggcat ccaga
gcggectcet cctcectctca

ttcgetttce cttcctcgece

ctagcgttcg
gtgtttctct
atgatttttt
tgccgt gcac
tgtggtctgg
ggatttatta
gat gat ggat
gcat at acag
gttcattcgt
tttggaactg
tatcgatcta
cat at gcagc
tatgttttat
tgtggatttt

tcgatgctca

gccectct et
tttttgtcac
ct ct acgaat
aat gaacagt
ttttatcttt
atacttcatc
ctaatttttt
ctctatttta
aaaaat t aaa
cgagt agat a
aaccagcagc
ct ggacccct
aattgcgtgg
cggcaccggc

cgccgt aata

127

tacacggat g
tt ggggaat ¢
ttgtttegtt
ttgtttgtcg
ttgggcggt ¢
attttggatc
ggaaat at cg
agat gctttt
t ct agat cgg
tatgtgtgtg
ggat aggt at
atctattcat
aattattttg
tttagccctg

ccetgttgtt

agagat aatg
acttgtttga
aat at aat ct
t agacat ggt
ttagtgtgca
cattttatta
t agt acat ct
gtttttttat
caaat accct
at gccagcect
gt cgcgt cgg
ct cgagagt t
cggagcggca
agct acgggg

aat agacacc

cgacct gt ac

ct gggat ggc
gcat agggt t
ggtcatcttt
gttctagatc
tgtatgtgtg
at ct aggat a
tgttcgettg
agt agaat ac
tcatacat ct
acat gt t gat
at gct ct aac
at ctt gat at
ccttcatacg

tggt gt t act

agcat t gcat
agtgcagttt
at agt act ac
ct aaaggaca
tgtgttctcc
gt acat ccat
attttattct
ttaatagttt
tt aagaaat t
gttaaacgcc
gccaagcgaa
ccgcet ccacc
gacgt gagcc
gattcctttc

ccctccacac

gt cagacacg
tctagecgtt
tggtttgecc
tcatgctttt
ggagt agaat
t gccat acat
ggt atacatg
gttgtgatga
tgtttcaaac
tcatagttac
gtgggtttta
cttgagtacc
actt ggat ga
ctatttattt

tctgcag

gtctaagtta
atctatcttt
aat aat at ca
attgagtatt
tttttttttg
ttagggttta
attttagcct
agat at aaaa
aaaaaaact a
gt cgacgagt
gcagacggca
gttggacttg
ggcacggcag
ccaccgctcc

cctctt

1140
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<210> 4

<211> 887
<212> ADN
<213> Zea mays

<400> 4
gacccggtcg tgccectctce

accacatatt ttttttgtca
tttaaacttt actctacgaa
agaat catat aaat gaacag
ggactctaca gttttatctt
tcacctatat aatacttcat
gtttttatag actaattttt
gaaaactaaa actctatttt
at aaagt gac taaaaattaa
ttttcttgtt tcgagtagat
accaaccagc gaaccagcag
tgtcgctgee tctggaccce
cggcat ccag aaattgcgtg
tcctcectctc acggcaccgg
ccttcctcge ccgecegt aat
<210> 5

<211> 82

<212> ADN

<213> Zea mays

<400> 5
tccccaacct cgtgttgttc

ccgt cggcac ctccgettca

<210> 6

<211> 82

<212> ADN
<213> Zea mays

<400> 6
tccccaacct cgtgttgttc

ccgt cggcac ctccgettca
<210> 7

<211> 1015

<212> ADN

<213> Zea mays

<400> 7

t agagat aat
cacttgtttg
t aat at aat ¢
ttagacat gg
tttagtgtgc
ccattttatt
ttagtacatc
agttttttta
acaaat accc
aat gccagcc
cgt cgegt cg
t ct cgagagt
gcggageggce
cagct acggg

aaat agacac

ggagcgcaca

ag

128

gagcattgca
aagt gcagtt
tatagtacta
t ct aaaggac
atgtgttctc
agt acat cca
tattttattc
tttaataatt
tttaagaaat
tgttaaacgc
ggccaagcga
tccgcet ccac
agacgt gagc
ggattccttt

cccctccaca

cacacacaac

tgt ctaagtt
tatctatctt
caat aat at c
aat t gagt at
cttttttttt
tttagggttt
tattttagcc
t agat at aaa
t aaaaaaact
cgt cgacgag
agcagacggc
cgttggactt
cggcacggca
cccaccgcetc

ccctcett

cagatctccc

at aaaaaat t
tatacatata
agtgttttag
tttgacaaca
gcaaat agct
agggttaatg
tctaaattaa
at agaat aaa
aaggaaacat
t ct aacggac
acggcatctc
gct ccgcet gt
ggcggcect ce

cttcgetttce

ccaaat ccac

ggagcgcaca cacacacaac cagatctccc ccaaatccac

ag

60
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gt acgccgcet
tccatgcatg
ttgtgttaga
tctgattgct
cgcagacggg
tttcetttat
tttgtcttgg
ctgtttcaaa
ttcatagtta
t gat gcgggt
gt ggt gt ggt
acctggtgta
agt t t aagat
t gat gcat at
atctattata
ggcat at gca
cttggtactg
<210> 8

<211> 1008
<212> ADN

cgtcctccce
gttagggccc
tccgtgetge
aacttgccag
atcgatttca
ttcaat at at
tt gt gat gat
ctacctggtg
cgaat t gaag
tttactgatg
tgggcggtcg
tttattaatt
ggat ggaaat
acat gat ggc
at aaacaagt
gcagct at at

tttettttgt

<213> Zea nmays

<400> 8
gt acgccgcet

tggttagggc
gat ccgt gct
ctaacttgcc
ggatcgattt
atttcaat at
ggttgtgatg
aact acct gg
tacgaattga
gttttactga
gt t gggcggt
tatttattaa

at ggat ggaa

cgtcctccce
ccggtagttc
gctagegttc
agtgtttctc
catgattttt
atgccgt gca
atgtggtctg
tggatttatt
agat gat gga
t gcat at aca
cgttcattcg
ttttggaact

at at cgat ct

ccceceeccce
ggtagttcta
tagcgttcgt
tgtttctctt
tgattttttt
gcegt gecact
gt ggt ct ggt
gatttattaa
at gat ggat g
cat at acaga
ttcattcgtt
tt ggaact gt
at cgat ct ag
at at gcagca
atgttttata
gtggattttt

cgat gct cac

ccceccctct
tacttctgtt
gt acacggat
tttggggaat
tttgtttcgt
cttgtttgtc
gttgggcggt
aattttggat
t ggaaat at ¢
gagat gcttt
ttctagatcg
gt at gt gt gt

aggat aggt a

129

ctctctacct
cttctgttca
acacggat gc
t ggggaat cc
tgtttcgttg
tgtttgtcgg
tgggcggt cg
ttttggatct
gaaat at cga
gatgettttt
ctagat cgga
at gt gt gt gt
gat aggt ata
tctattcata
attatttcga
ttagccctgc

cctgttgttt

ctaccttctc
catgtttgtg
gcgacct gt a
cct gggat gg

t gcat agggt

gggtcatctt
cgttctagat
ctgtat gt gt
gat ct aggat
ttgttcgett
gagt agaat a
gtcatacatc

tacatgttga

tctctagatc
tgtttgtgtt
gacct gt acg
t gggat ggct
cat agggttt
gtcatctttt
ttctagatcg
gt at gt gt gt
tct aggat ag
gttcgettgg
gt agaat act
catacatctt
catgttgatg
tgct ct aacc
tcttgatata
cttcatacgc

ggtgttactt

t agat cggcg
ttagat ccgt
cgt cagacac
ct ct agcegt
ttggtttgcc
ttcatgcttt
cggagt agaa
gtgccat aca
aggt at acat
ggttgtgatg
ctgtttcaaa

ttcatagtta

tgtgggtttt

ggcgt tccgg
agat ccgt gt
t cagacacgt
ctagccegttce
ggtttgcect
catgettttt
gagt agaat t
gccat acata
gt at acat gt
ttgt gat gat
gtttcaaact
catagttacg
tgggttttac
ttgagt acct
cttggat gat
tatttatttg

ctgca

ttccggtcca
gtttgtgtta
gttctgattg
t ccgcagacg
cttttcettt
tttttgtett
ttctgtttca
tattcat agt
gt t gat gcgg
atgtggtgtg
ctacctggtg
cgagtttaag

act gat gcat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1015

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

130

atacat gatg gcatatgcag catctattca tatgctctaa ccttgagtac ctatctatta
taataaacaa gtatgtttta taattatttt gatcttgata tacttggatg atggcatatg
cagcagctat atgtggattt ttttagccct gccttcatac gctatttatt tgcttggtac

tgtttctttt gtcgatgctc accctgttgt ttggtgttac ttctgcag

<210> 9

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripci 6n de secuencia artificial: cebador sintético

<400> 9
gctaccgcgg acccggtcgt gcccctctct agagataatg

<210> 10

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripci 6n de secuencia artificial: cebador sintético

<400> 10
agt caggt ac cctgcagaag taacaccaaa caacag

<210> 11

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripci 6n de secuencia artificial: cebador sintético

<400> 11
cgtgttggga aagaacttgg a

<210> 12

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripci 6n de secuencia artificial: cebador sintético

<400> 12
ccgtggttgg cttggtct

<210> 13

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripci 6n de secuencia artificial: sonda artificia

840

900

960

1008

40

36

21

18
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<220>
<223> 5' FAM

<400> 13
cactccccac tgcct

<210> 14

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripci 6n de secuencia artificial

<400> 14
t ggcggacga cgacttgt

<210> 15

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripci 6n de secuencia artificial

<400> 15
aaagtttgga ggctgcegt

<210> 16

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripci 6n de secuencia artificial

<220>
<223> 5' HEX

<400> 16
cgagcagacc gccgtgtact t

<210> 17

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripci 6n de secuencia artificial

<400> 17
acaagagt gg attgatgatc tagagaggt

<210> 18

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripci 6n de secuencia artificial

<400> 18

15
cebador sintético

18
cebador sintético

19
sonda artificia

21
cebador sintético

29

cebador sintético
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15

132

ctttgatgcc tatgtgacac gtaaacagt

<210> 19

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripci 6n de secuencia artificial:

<220>
<223> 5' FAM

<400> 19
ggtgttgtgg ctggtattge ttacgctgg

sonda artificial

29

29
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RESUMEN

El pronotor de Ubiquitina-1 de Zea mays c.v. B73 (Ubi-1 de
Z. mays c.v. B73) conduce a niveles altos de |la expresion
de transgenes constitutivos en plantas. El uso repetido de
los misnos pronmptores de Whi-1 de Z. mays c.v. B73 en
construcciones génicas miltiples tanbi én puede Ilevar a el
sil enci am ento géni co, haciendo de ese nbdo nenos eficaces
a los productos transgénicos. Se proporcionan el enentos
géni cos regul adores del pronmptor, construcciones y nétodos
de expresidon de un transgén en células vegetales y/o
tejidos vegetal es usando el enentos géni cos regul adores del
pronotor de UWbi-1 de un genotipo diferente de Z mys, Z

mays c.v. LLN37.
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{541)
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{623)
{631)
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{661)
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{691)
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{743)
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{781)
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{(811)

{833)
(841)

{863)
(871)
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{201)

{823)
{831)

{953)
{g61)

{2983)
{991)

TTCATAGTTACGAATTGAAGATGATGGATG
TTCATAGTTACGAATTGAAGATGATGGATG
511 540
GAAATATCGATCTAGGATAGGTATACATGT
GAAATATCGATCTAGGATAGGTATACATGT
541 570
TGATGCGGGTTTTACTGATGCATATACAGA
TGATGCGGGTTTTACTGATGCATATACAGA
571 600
GATGCTTTTTGTTCGCTTGGTTGTGATGAT
GATGCTTTTTGTTCGCTTGGTTGTGATGAT
601 630
GTGGTGTGGTTGGGCGGTCGTTCATTCGTT
GTGGTGTGGTTGGGCGGTCGTTCATTCGTT
631 660
CTAGATCGGAGTAGAATACTGTTTCAAACT
CTAGATCGGAGTAGAATACTGTTTCAAACT
661 690
ACCTGGTGTATTTATTAATTTTGGAACTGT
ACCTGGTGTATTTATTAATTTTGGAACTGT
691 720
ATGTGTGTGTCATACATCTTCATAGTTACG
ATGTGTGTGTCATACATCTTCATAGTTACG
721 750
AGTTTAAGATGGATGGARATATCGATCTAG
AGTTTAAGATGGATGGAAATATCGATCTAG
751 780
GATAGGTATACATGTTGATGTGGGTTTTAC
GATAGGTATACATGTTGATGTGGGTTTTAC
781 810
TGATGCATATACATGATGGCATATGCAGCA
TGATGCATATACATGATGGCATATGCAGCA
811 840
TCTATTCATATGCTCTAACCTTGAGTACCT
TCTATTCATATGCTCTAACCTTGAGTACCT
841 870
ATCTATTATAATAAACAAGTATGTTTTATA
ATCTATTATAATAAACAAGTATGTTTTATA
871 200
ATTATTTTGATCTTGATATACTTGGATGAT
ATTATTTCGATCTTGATATACTTGGATGAT
901 930
GGCATATGCAGCAGCTATATGTGGATTTTT
GGCATATGCAGCAGCTATATGTGGATTTTT
931 960
TTAGCCCTGCCTTCATACGCTATTTATTTG
TTAGCCCTGCCTTCATACGCTATTTATTTG
961 290
CTTGGTACTGTTTCTTTTGTCGATGCT CAC
CTTGGTACTGTTTCTTTTGTCGATGCT CAC
S 1016

CCTGTTGTTTGGTGTTACTTCTGCAG

CCTGTTGTTTGGTGTTACTTCTGCA -
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1 30
GTRAEGECGETOGTECTCCCEECECOBE - - -
GTACGCCGCTCGTCCTCCCCCCCCCCCCCC
31 60
-TCTCTACCTTCTCTAGATCGGCGTTCCGG
CTCTCTACCTTCTCTAGATCGGCGTTCCGG

61 20
TCCATG- - - -GTTAGGGCCCGGTAGTTCTA
TCCATGCATGGTTAGGGCCCGGTAGTTCTA
91 120

CTTCTGTTCATGTTTGTGTTAGAT CCGTGT
CTTCTGTTCATGTTTGTGTTAGATCCGTGT
121 150
TTGTGTTAGATCCGTGCTGCTAGCGTTCGT
TTGTGTTAGATCCGTGCTGCTAGCGTTCGT
151 180
ACACGGATGCGACCTGTACGT CAGACACGT
ACACGGATGCGACCTGTACGT CAGACACGT
181 210
TCTGATTGCTAACTTGCCAGTGTTTCTCTT
TCTGATTGCTAACTTGCCAGTGTTTCTCTT
211 240
TGGGGAATCCTGGGATGGCTCTAGCCGTTC
TGGGGAATCCTGGGATGGCTCTAGCCGTTC
241 270
CGCAGACGGGAT CGATTTCATGATTTTTTT
CGCAGACGGGAT CGATTT CATGATTTTTTT
271 300
TGTTTCGTTGCATAGGGTTTGGTTTGCCCT
TeTETCGTTECATAGGCTTIGGT I TOECET
301 330
TTTCCTTTATTTCAATATATGCCGTGCACT
TTTCCTTTATTTCAATATATGCCGTGCACT
331 360
TGTTTGTCGGGTCATCTTTTCATGCTTTTT
TGTTTGTCGGGTCATCTTTTCATGCTTTTT
36l 390
TTTGTCTTGGTTGTGATGATGTGGT CTGGET
TTTGTCTTGGTTGTGATGATGTGGTCTGGT
391 420
TGGGCGGTCGTT CTAGAT CGGAGTAGAATT
TGGGCGGTCGTT CTAGAT CGGAGTAGAATT
421 450
CTGTTTCAAACTACCTGGTGGATTTATTAA
CTGTTTCAAACTACCTGGTGGATTTATTAA
451 480
TTTTGGATCTGTATGTGTGTGCCATACATA
TTTTGGATCTGTATGTGTGTGCCATACATA
481 510



FI1G. 6

1 30

Zea mays c¢.v. LLN37 Lider (1) TCCCCAACCTCGTGTTGTTCGGAGCGCACA

Zea mays <.v. B73 Ubi-1 Lider (1) TCCCCAACCTCGTGTTGTTCGGAGCGCACA
31 60

Zea mays c.v. LILN37 Lider (31) CACACACAACCAGATCTCCCCCAAATCCAC

Zea mays ¢.v. B73 Ubi-1 Lider (31) CACACACAACCAGATCTCCCCCAAATCCAC
61 82
Zea mays c.v. LIN37 Lider (61) CCGTCGGCACCTCCGCTTCARAG
Zea mays <.v. B73 Ubi-1 Lider (61) CCGTCGGCACCTCCGCTTCAAG
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TAGAATAAAATAAAGTGACTAAANATTAAR
TAGAATAAAATAAAGTGACTAAANATTAAR
511 540
CAAATACCCTTTAAGAAATTAAARAANCTA
CAAATACCCTTTAAGAAATTAAAAAAACTA
541 570
AGGAAACATTTTTCTTGTTT CGAGTAGATA
AGGAAACATTTTTCTTGTTT CGAGTAGATA
571 600
ATGCCAGCCTGTTAARACGCCGTCGACGAGT
ATGCCAGCCTGTTAARACGCCGTCGACGAGT
601 630
CTAACGGACACCAACCAGCGAACCAGCAGC
CTAACGGACACCAACCAGCGAACCAGCAGC
631 660
GTCGCGTCGGGCCAAGCGAAGCAGACGGCA
GTCGCGTCGGGCCAAGCGAAGCAGACGGCA
661 690
CGGCATCTCTGTCGCTGCCTCTGGACCCCT
CGGOATCTCTGTCGETEGCCETCTGGACEEET
691 720
CTCGAGAGTTCCGCTCCACCGTTGGACTTG
CTCGAGAGTTCCGCTCCACCGTTGGACTTG
721 750
CTCCGCTGTCGGCATCCAGARATTGCGTGG
CTCCGCTGTCGGCATCCAGAAATTGCGTGG
751 780
CGGAGCGGCAGACGTGAGCCGGCACGGCAG
CGGAGCGGCAGACGTGAGCCGGCACGGCAG
781 810
GCGGCCTCCTCCTCCTCTCACGGCACCGGL
GCGGCCTCCTCCTCCTCTCACGGCACCGGL
811 840
AGCTACGGGGGATTCCTTTCCCACCGCTCC
AGCTACGGGGGATTCCTTTCCCACCGCTCC
841 870
TTCGCTTTCCCTTCCTCGCCCGCCGTAATA
TTCGCTTTCCCTTCCTCGCCCGCCGTAATA
871 826

AATRAGRCACCCCCTCERACRCCCETCTT

AATAGACACCCCCTCCACACCCTCTT
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1 30
————————— GACCEGGETCETGCCCETETET
GTGCAGCGTGACCCGGTCGTGCCCCTCTCT
31 60
AGAGATAATGAGCATTGCATGTCTAAGTTA
AGAGATAATGAGCATTGCATGTCTAAGTTA
61 20
TAAAAAATTACCACATATTTTTTTTGTCAC
TARAAARTTACCRCATATTTITTTTGTCAC
91 120

ACTTGTTTGAAGTGCAGTTTATCTATCTTT
ACTTGTTTGAAGTGCAGTTTATCTATCTTT

121 150
ATACATATATTTAAACTTTACTCTACGAAT
ATACATATATTTAAACTTTACTCTACGAAT
151 180
AATATAATCTATAGTACTACAATAATATCA
AATATAATCTATAGTACTACAATAATATCA
181 210
GTGTTTTAGAGAATCATATAAATGAACAGT
GTGTTTTAGAGAATCATATAAATGAACAGT
211 240
TAGACATGGTCTAAAGGACAATTGAGTATT
TAGACATGGTCTAAAGGACAATTGAGTATT
241 270
TTGACAACAGGACTCTACAGTTTTATCTTT
TTGACAACAGGACTCTACAGTTTTATCTTT
271 300
TTAGTGTGCATGTGTTCTCCTTTTTTTTTG
TTAGTETGCATETIGETCTCCTTITTTIETTG
301 330
CAAATAGCTTCACCTATATAATACTTCATC
CAAATAGCTTCACCTATATAATACTTCATC
331 360
CATTTTATTAGTACATCCATTTAGGGTTTA
CATTTTATTAGTACATCCATTTAGGGTTTA
361 390
GGGTTAATGGTTTTTATAGACTAATTTTTT
GGGTTAATGGTTTTTATAGACTAATTTTTT
3¢l 420
TAGTACATCTATTTTATTCTATTTTAGCCT
TAGTACATCTATTTTATTCTATTTTAGCCT
421 450
CTAAATTAAGAAAACTARAACTCTATTTTA
CTAAATTAAGAAAACTAARAACTCTATTTTA
451 480
GTTTTTTTATTTAATAATTTAGATATAAAR
GTTTTTTTATTTAATAGTTTAGATATAAAAR
481 510
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GACCCGGTCGTGCCCCTCTCTAGAGATAATGAGCATTGCATGTCTAAGTTATA
AAAAATTACCACATATTTTTTTTGTCACACTTGTTTGAAGTGCAGTTTATCTAT
CTTTATACATATATTTAAACTTTACTCTACGAATAATATAATCTATAGTACTA
CAATAATATCAGTGTTTTAGAGAATCATATAAATGAACAGTTAGACATGGTC
TAAAGGACAATTGAGTATTTTGACAACAGCGACTCTACAGTTTTATCTTTTTAG
TGTGCATGTGTTCTCCTTTTITITTGCAAATAGCTTCACCTATATAATACTTCA
TCCATTTTATTAGTACATCCATTTAGGGTTTAGGGTTAATGGTTTITATAGACT
AATTTTTTTAGTACATCTATTTTATTCTATTTTAGCCTCTAAATTAAGAAAACT
AAAACTCTATTTTAGTTTTTTTATTITAATAATTTAGATATAAAATAGAATAAA
ATAAAGTGACTAAAAATTAAACAAATACCCTITAAGAAATTAAAAAAACTAA
GGAAACATTTTTCTTGTTTCGAGTAGATAATGCCAGCCTGTTAAACGCCGTCG
ACGAGTCTAACGGACACCAACCAGCGAACCAGCAGCGTCGCGTCGGGCCAA
GCGAAGCAGACGGCACGGCATCTCTGTCGCTGCCTCTGGACCCCTCTCGAGA
GTTCCGCTCCACCGTTGGACTTGCTCCGCTGTCGGCATCCAGAAATTGCGTGG
CGGAGCGGCAGACGTGAGCCGGCACGGCAGGCGGCCTCCTCCTCCTCTCACG
GCACCGGCAGCTACGGGGGATTCCTTTCCCACCGCTCCTTCGCTTTCCCTTCC
TCGCCCGCCGTAATAAATAGACACCCCCTCCACACCCTCTTTCCCCAACCTCG
TGTTGTTCGGAGCGCACACACACACAACCAGATCTCCCCCAAATCCACCCGT
CGGCACCTCCGCTTCAAGgtacgecgcetegtectecceccecccectetetacctictetagatcggegticeggt

ccatggttaggocccggtagtictacttctgticatgtttatgttagatcegtgtitgtottagatccgtgetgetagegticgtacacg
gatgcgacctgtacgtcagacacgttctgattgctaacttgecagtgtitetetttgggoaatectgggatggcetetagecegttcege
agacgggatcgatttcatgatitttttt gtttcgttgeataggotttgotttgcccttitectttatticaatatatgecgtgcacttgtttate

gggtcatettttcatgcttitttitgtettgettgteatgatgtgotetggttggocgotegttctagatcggagtagaattctgtttcaaa
ctacctggtggatitattaatittggatctgtatgt gtgtgccatacatattcatagttacgaattgaagatgatggatggaaatatcgat
ctaggataggtatacatgttgatgcpgpepttitactgatgcatatacagagatgetttttgttcgettggtigtoatgatotpototo ott

ggecgotegticattcgtictagatcggagtagaatactgtttcaaactacctggtetatttattaatittgeaactgtatgtotetotca
tacatcttcatagttacgagtitaagatggatgoaaatatcgatctageataggtatacatgttgatgtegottttactgat gcatatac

atgatggcatatgcagcatctattcatatgetctaaccttgagtacctatctattataataaacaagtatgttttataattatttt gatcttg
atatacttggatgatggcatatgeageagctatatgtggatttttttagecctgecttecatacgetatttatttgettggtact gttettitg

tcgatgetcacectgttgtitgstottacttctgcag




FI1G. 3

GTGCAGCGTGACCCGGTCGTGCCCCTCTCTAGAGATAATGAGCATTGCATGTC
TAAGTTATAAAAAATTACCACATATTTTTTTITGTCACACTTGTTTGAAGTGCA
GTTTATCTATCTTTATACATATATTITAAACTTTACTCTACGAATAATATAATCT
ATAGTACTACAATAATATCAGTGTITIAGAGAATCATATAAATGAACAGTTA
GACATGGTCTAAAGGACAATTGAGTATTTIGACAACAGGACTCTACAGTTTT
ATCTTTTTAGTGTGCATGTGTTCTCCTTTTTTITTTGCAAATAGCTTCACCTATA
TAATACTTCATCCATTTTATTAGTACATCCATTITAGGGTTTAGGGTTAATGGTT
TTTATAGACTAATTTTITTAGTACATCTATTTTATTCTATTTTAGCCTCTAAATT
AAGAAAACTAAAACTCTATTTTAGTTTTTTITATITAATAGTTTAGATATAAAA
TAGAATAAAATAAAGTGACTAAAAATTAAACAAATACCCTTITAAGAAATTAA
AAAAACTAAGGAAACATITITCTTGTTTCGAGTAGATAATGCCAGCCTGTTAA
ACGCCGTCGACGAGTCTAACGGACACCAACCAGCGAACCAGCAGCGTCGCET
CGGGCCAAGCGAAGCAGACGGCACGGCATCTCTGTCGCTGCCTCTGGACCCC
TCTCGAGAGTTCCGCTCCACCGTTGGACTTGCTCCGCTGTCGGCATCCAGAAA
TTGCGTGGCGGAGCGGCAGACGTGAGCCGGCACGGCAGGCGGCCTCCTCCTC
CTCTCACGGCACCGGCAGCTACGGGGGATTCCTTTCCCACCGCTCCTICGCTT
TCCCTTCCTCGCCCGCCGTAATAAATAGACACCCCCTCCACACCCTCTTTCCC
CAACCTCGTGTTGTTCGGAGCGCACACACACACAACCAGATCTCCCCCAAAT
CCACCCGTCGGCACCTCCGCTTCAAGgtacgecegcetegtectecececececcceeccccctetetaccettetet
agatcggcgttceggtecatgeatggttaggocccggtagttctacttetgttcatgttigtottagatcegtgtttgtgttagatcegt
gctgetagegttcgtacacggatgegacctgtacgtcagacacgttctgattgctaacttgecagtettictetitgggcaatectgg
gatgectetagecgticcgeagacgggategatttcatgattttttttgtttcgtt gcataggetttgotttgcocttttectttatttcaat
atatgcegtgcacttgtttgtcggotcatcttttcatgettitttit gtctiggti gt gatgatetg ptctggttogocgotegttctagate
geagtagaattetgtitcaaactacctggtggattiattaattttggatctgtatgtgtot gccatacataticatagttacgaattgaag
atgatgpatggaaatatcgatctaggataggtatacatgttgatgcggattttactgatgcatatacagagatgctttttgttcgettg

gttgtgatgatgtectotestigogocastegticattcgtictagatecggagtagaatactgtitcaaactacctggtatatitattaatt

ttggaactgtatgtotetotcatacatcticatagttacgagtttaagatggatggaaatatcgatctaggatagotatacatgttgatg
tgepttttactgatgcatatacatgatggcatatgcageatctattcatatgetctaaccttgagtacctatctattataataaacaagta

tgttttataattatttcgatctt gatatacttggatgatggcatatgeageagctatatgtggatttttttagecctgecttcatacgetattt
atttgettggtactgtticttitgtegatgetcaccectgtigtitggtottacttctgca
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