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FIG. 1

Elemento corriente arriba Lider Intrén



NUEVOS PROMOTORES DE LA UBI QUI TI NA DE MAI Z

REFERENCI A A SCLI Cl TUDES RELACI ONADAS

La presente solicitud reivindica el beneficio confornme al Titulo 35,
articulo 119(e) del USC [Codigo de |os Estados Unidos] de la
solicitud provisional de nunero de serie 61/922,529, presentada el 31
de dicienbre de 2013, cuya descripcion conpleta se incorpora a la

presente nedi ante esta referencia.

CAMPO DE LA | NVENCI ON

La presente invencion se refiere, generalnente, al canpo de la
bi ol ogia nol ecul ar vegetal y nas especificanente, al canpo de la

expresi 6n de transgenes en pl antas.

ANTECEDENTES

Miuchas especies de plantas son capaces de ser transfornmadas con
t ransgenes par a i ntroducir atri butos o] caracteristicas
agrondéni canment e deseabl es. Las especias de plantas se desarrollan y/o
se nodi fi can para tener atri but os particul ares deseabl es.
Ceneral mente, los atributos deseabl es incluyen, por ejenplo, nejorar
la calidad del valor nutricional, aunmentar el rendimento, conferir
resi stencia contra plagas o enfernedades, aunentar |la tolerancia a |la
sequia y al estrés, nmejorar |las cualidades horticolas (por ejenplo,
pi gmentacion 'y crecimento), inmpartir resistencia contra |os
herbicidas, permtir |a produccidon de conpuestos y/o materiales
Utiles en forma industrial a partir de la planta, y/o permtir la

producci 6n de productos farmacéuti cos.

Las especies de plantas transgénicas que conprenden miltiples
transgenes apilados en un unico |ocus gendm co se producen nedi ante
t ecnol ogi as de transformacion vegetal. Las t ecnol ogi as de
transfornmaci 6n vegetal dar lugar a la introducci 6n de un transgén en
una célula vegetal, |a recuperacion de una planta transgénica que

contiene | a copia establenente integrada del transgén en el genoma de



la planta, y la posterior expresion transgénica nediante la
transcripci 6n y traducci 6n del genoma de |la planta da conb resultado
pl antas transgéni cas que poseen atributos y fenotipos deseables. Sin
enbargo, se prefieren |os necanisnbs que permten |la producci 6n de
especies de plantas transgénicas para expresar muy bien miltiples

transgenes di sefiados conp una pila de atri butos.

Asimi sno, se prefieren | os nmecani snbs que permten |a expresi 6n de un
transgén dentro de los tejidos u 6rganos particul ares de una planta.
Por ejenplo, se puede lograr el aunento de la resistencia de una
planta contra la infecci6n por patégenos del suelo al transfornmar el
genoma de |la planta con un gen resistente a | os pat 6genos de nodo que
la proteina resistente al patdgeno se exprese con fuerza dentro de
las raices de la planta. De manera alternativa, se puede preferir
expresar un transgén en los tejidos vegetales que estan en una fase
de desarrollo o crecimento particular tal cono, por ejenplo, la

di vision celular o |a el ongaci 6n.

En la presente nenoria de describen elenentos reguladores del
pronotor de la Wi-1 de Zea luxurians que incluyen pronotores,
pronotores corriente arriba, 5 -UTR e intrones. Se describen ademas
construcciones y métodos que utilizan el ementos regul adores géni cos.

COVPENDI O

Se describen en | a presente pronotores, construcciones y métodos para
expresar un transgén en células vegetales y/o tejidos vegetales. En
una nodalidad, |a expresion de un transgén conprende el uso de un
pronotor. En una nodalidad, un pronbtor conprende una secuencia de
pol i nucl eétidos. En una nodalidad, una secuencia de polinucleétidos
del pronotor conprende un pronotor corriente arriba, una regi 6n no
traducida 5 (5 -UR) o secuencia lider y wun intrén. En una

nodal i dad, una secuenci a de polinucl eéti dos del pronotor conprende el



gen de la ubiquitina-1 (Woi-1). En una nodalidad, una secuencia de
pol i nucl eétidos del pronotor conprende el gen de la Udi-1 de Zea

[ uxurians (Z. luxurians).

En una nodalidad, una construccién incluye un casete de expresion
géni ca que conprende una secuencia de polinucleétidos del pronotor
gue se obtuvo del gen de la Ubi-1 de Z. luxurians. En una nodali dad,
|a secuencia de polinucleo6tidos del pronotor de la Udi-1 de Z.
| uxurians conprende una regi 6n de pronotores corriente arriba, 5 UIR
0 secuencia lider y un intrén. En una nodalidad, una construccién
i ncluye un casete de expresi6n génica que conprende una secuencia de
pol i nucl eéti dos del pronotor que se obtuvo del gen de la Wi-1 de Z
| uxurians fusionado con un intréon a partir del gen que codifica la
Proteina Fluorescente Amarilla de |a especie Phialidium (PhiYFP). En
una nodal i dad, una construcci én incluye un casete de expresi on génica
gue conprende una secuencia de polinucleétidos del pronmotor que se
obtuvo del gen de la Wbi-1 de Z. |uxurians fusionado con un intrén a
partir del gen que codifica la proteina amarilla fluorescente de |la
especi e Phi al i di um (Phi YFP) . (ZnPer5). La secuenci a de
pol i nucl eétidos resultante conprende un elenento regul ador del gen

pronot or nuevo.

En una nodal idad, un casete de expresion génica incluye un elenento
regul ador del pronotor genético unido en fornma operativa a un
transgén o a wuna secuencia de codificacién heterdéloga. En una
nodal i dad, un casete de expresi én génica incluye al nenos, uno, dos,

tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez o mas transgenes.

Se describen en la presente nenoria |os nmétodos de crecinmento de
pl antas que expresan un transgén que usa el enentos regul adores del
pronot or génico (por ejenplo, un pronotor corriente arriba, 5 -UIR e
intrén). Tanbi én se describen en |a presente nenoria | os nmétodos para
cultivar tejidos y células vegetal es que expresan un transgén usando
el elemento regulador del pronotor génico. En una nodalidad, |os
nmeét odos que se describen en la presente incluyen expresion génica
constitutiva en hojas, raices, callos y polen de plantas. Ademas se

describen en la presente nmenoria |os metodos para purificar una



secuenci a de polinucl e6tidos que conprende el elenento regul ador de

pronot or géni co.

BREVE DESCRI PCI ON DE LAS FI GURAS

La FIG 1 nuestra un pronotor novedoso esquenatico que conprende el
gen de la Wi-1 del Zea mays c.v. E pronotor se conpone de un
elemento anterior, una 5 UIR o0 secuencia lider y un intrén. E
elemento anterior se ubica 5 anterior del sitio de inicio de la
transcripcion (TSS, por sus siglas en inglés), que se indica con |la
flecha larga. E elemento anterior se conpone de elenentos
regul adores, tales cono una caja TATA, que se indica con |la flecha

corta, un elenento de choque térm co, que se indica con una estrella.

La FIG 2 nuestra el nmapa del plasm do para el vector pDAB105710 que
conprende |la secuencia pronotora anplificado por PCR del gen de la
Ubi-1 Z. luxurians vl.

La FIG 3 nuestra l|la secuencia de polinucleétidos del pronotor de
control de la Wi-1 B73 de Z nmays c.v. SEQ ID NO 1) la regi6n de
pronotor corriente arriba subrayada, |la 5 UTR/'secuencia |ider

sonbreada y la regi én de intrones en m nadscul a.

La FIG 4 nuestra |la secuencia de polinucleétidos del pronotor de |a
Ubi-1 de Z luxurians vl (SEQ ID NO 2) la region del pronotor
corriente arriba subrayada, |a 5 UTR/secuencia lider sonbreada y |a

regi 6n de intrones en m nascul a.

La FIG 5 nuestra la alineacion de |a secuencia de polinucle6tidos de
| as regiones del pronotor corriente arriba de Z. luxurians vl (SEQ ID
NO 4) en conparaci 6n con | a secuencia del pronotor corriente arriba
B73 Z. mays c.v. (SEQ ID NO 3).



La FIG 6 nuestra la alineacion de |a secuencia de polinucle6tidos de
las regiones lideres/5 -UR de Z luxurians vl (SEQ ID NO 6) en
conparaci 6n con |a secuencia del pronotor corriente arriba B73 Z.
mays c.v. (SEQ ID NO 5).

La FIG 7 nuestra la alineaci én de |a secuencia de polinucl e6tidos de
las regiones de intrones de Z. luxurians vl (SEQ ID NO 8) en
conparaci 6n con |a secuencia del pronotor corriente arriba B73 Z
mays c.v. (SEQ ID NO 7).

La FIG 8 nuestra un mapa del vector de |la construcci 6n de expresion
bi naria, pDAB105748, que conprende el vector de entrada de control
pDAB105742 (Z. mays c.v. B73), insertado en el vector de destino,
pDAB10197.

La FIG 9 nuestra un mapa del vector de |a construcci 6n de expresion
bi naria, pDAB105743, que conprende el vector de entrada, pDAB105737

(Z. luxurians vl), insertado en el vector de destino, pDAB10197.

La FIG 10 nuestra la expresion génica PhiYFP en los callos de
plantas T, para |os construcciones de expresion binaria pDAB105748
(Z. mays c.v. B73) y pDAB105743 (Z. |uxurians v1).

La FIG 11 nuestra |la expresion génica Phi YFP en el polen de plantas
T, para | os construcciones de expresion binaria pDAB105748 (Z. mays
c.v. B73), pDAB105743 (Z. luxurians vl1l) y un control negativo.

La FIG 12 nuestra un mapa del vector de la construccién de
expresi 6n binaria, pDAB112853, que conprende el gen reportero Phi YFP
y la 3 -UTR ZnPer5 estinmul ados por un pronotor v2 de la Wi-1 Zm vy
el gen AAD-1 y la 3'-UTR ZnLip estinulada por un Z. |uxurians vl.

DESCRI PCl ON DETALLADA



Defi ni ci ones

Tal conb se usa en |la presente, los articulos “un”, “una” y “el/la”
i ncluyen referencias plurales a nmenos que el contexto en forma clara

e inequivoca indique |o contrario.

Tal conb se usa en la presente, el térmno "retrocruzam ento" hace
referencia a un proceso en el que un criador retrocruza |a progenie
hi bri da con uno de | os progenitores, por ejenplo, un hibrido F1 de la
prinera generaci 6n con uno de |os genotipos parentales del hibrido
F1.

Tal conp se usa en |la presente, el térmno "intrén" hace referencia a
cual qui er secuencia de acido nucleico contenida en un gen (o
secuenci a expresada de nucl e6tidos de interés) que se transcribe pero
no se traduce. Los intrones incluyen secuencias de acido nucleico no
traduci das dentro de una secuenci a de ADN expresada, asi cono tanbién
una secuencia correspondiente en noléculas de ARN transcriptas a
partir de estas.

Una construcci 6n descrita en la presente nenoria puede contener
t ambi én secuenci as que nejoran |a traduccion y/o |la estabilidad del
ARNm tal conmo los intrones. Un ejenplo de dicho intrén es el priner
intron del gen Il de la variante de |la histona H3 de Arabidopsis
thaliana o0 cualquier otra secuencia de intrones conminnente
conocida. Los intrones pueden utilizarse en conbinacid6n con una
secuencia de pronotores para nejorar la traduccion y/o la
estabilidad del ARNM

Tal conb se usa en |la presente, los térm nos "regi 6n no traducida 5 "
o "5 -UTR' hacen referencia a un segnento no traducido en el extreno
5 de las pre ARNm o ARNm naduras. Por ejenplo, en ARNm naduras, una
5 -UTR normal nente alberga en su extrenb 5 un casquete de 7-
nmetilguanosina y esta involucrada en nuchos procesos tales cono,
enpal me, poliadenilaci 6n, exportacion del ARNm hacia el citoplasna,
identificaci6n del extreno 5 del ARNm nediante naquinaria
traduccional y |la proteccion de |os ARNm contra | a degradaci 6n.



Tal conb se usa en la presente, el térmno "regién no traducida 3" o
"3 -UTR' hace referencia a un segnento no traducido en el extreno 3’
de las pre ARNm o ARNm naduras. Por ejenplo, en ARNm nmaduras, esta
regi 6n al berga la cola poli (A) y se sabe que cunpl e nmuchas funci ones
en la estabilidad, iniciacion de la traduccién del ARNm y la

exportaci 6n del ARNm

Tal cono se usa en la presente, el térmno "sehal de
pol i adeni | aci 6n" hace referencia a una secuencia de &acido nucl eico
presente en las transcripciones de ARNm que permte |as
transcri pci ones cuando se encuentra en presencia de una polinerasa
poli (A), para ser poliadenilada en el sitio de poliadenilacidn,
por ejenplo, ubicado de 10 a 30 bases por debajo de |a sefal pol
(A). Se conocen nmuchas sefial es de poliadenilacion en |la técnica que
son utiles para la presente invencion. Una secuencia de ejenplo
incluye AAUAAA y variantes de estas, tal conop se describe en Loke
J., et al., (2005) Plant Physiology 138(3); 1457-1468.

Tal cono se usa en la presente, el térmno "aislado" se refiere a
un conponente biol égico (que incluye una proteina o acido nucl ei co)
gque ha sido preparado a partir de otros conponentes biol égicos en
la célula del organismbo en el que el conponente es de origen

natural (es decir, otro ADN cronpbsém co y extracronosom co).

Tal comb se usa en la presente, el térmno "purificado" con
respecto a noléculas de acido nucleico no necesita de pureza
absoluta (tal conbo |la preparaci 6n honbgénea). En canbi o,
“purificado" representa una indicacion de que la secuencia es
relati vamente ms pura que en su anbiente celular nativo. Por
ej enplo, el nivel "purificado" de acido nucleicos debe ser al nenos
de 2 a 5 veces nmyor en térm nos de concentracidon o niveles de

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

Las nol écul as de ADN reivindi cadas se pueden obtener directanente
del ADN total o del ARN total. Ademas, |os clones de ADNc no son de
origen natural, pero se obtienen preferentenente nediante la

mani pul aci 6n de una sustancia parcialnmente purificada, de origen



natural (ARN nensajero). La construccion de |a biblioteca de ADNc a
partir del ARNm involucra la creacién de una sustancia sintética
(ADNc). Los clones de ADNc individuales se pueden purificar a
partir de la biblioteca sintética nmediante |la seleccién clonal de
las células que |levan |la biblioteca de ADNc. Por |o tanto, el
proceso que incluye la construccion de una biblioteca de ADNc a
partir del ARNm y purificacion de producciones de clones ADNc
di stintos en aproxi nedanente 10° veces de purificaci 6n del nensaje
nativo. Asimsnp, una secuencia de ADN pronotora se puede clonar en
un plasmdo. Dicho clon no es de origen natural pero se obtiene
preferentenente nmedi ante | a mani pul aci 6n de una sustancia de origen
natural, parcialnmente purificada tal conob una biblioteca de ADN
genomico. Por lo tanto, la purificacion de al nenos una orden de
magni tud, preferentenente dos o tres 6rdenes y mas preferentenente

cuatro o cinco 6rdenes de nmagnitud, se favorece en estas técnicas.

De manera sinmilar, la purificacién representa una indicaci6n de que
se ha producido un canmbio quimco o funcional en |la secuencia de
ADN del conponente. Las proteinas y nol écul as de acido nucleico que
han sido "purificadas" incluyen proteinas y noléculas de &acido
nucl ei co purificadas nedi ante métodos de purificaci én esténdar. El
térmno "purificado" tamnbién abarca &cidos nucleicos y proteinas
preparados nediante métodos de ADN reconbinante en una célula
hospedadora (por ejenplo, células vegetales), asi conb tanbién,
nol écul as de &acido nucleico, proteina y péptidos sintetizadas

gui m canent e.

El térmno "reconbinante" significa una célula u organisnmo en el
gue se produce la reconbinacion genética. Tanbién incluye una
nol écula (por ejenplo, wun vector, plasmdo, &cido nucleico,
pol i péptido o un ARN pequefio) que se ha nodificado sintéticanmente o
en forma artificial (es decir, no naturalnmente) a través de la
intervenci 6n humana. La nodificacién se puede realizar en la

nol écul a ya se dentro o fuera de su anbiente o estado natural.

Tal conmb se wusa en la presente, el térmno "expresion" hace
referencia al proceso por nedio de cual un polinuclebtido se

transcribe en el ARNm (lo que incluye pequefias nol écul as de ARN)



y/o el proceso por nedio del cual el ARNm transcripto (tanbién
denom nado "transcripci6n") se traduce posteriornente en péptidos,
polipéptidos o proteinas. La expresion génica puede verse
i nfluenci ada por sefial es externas, por ejenplo, la exposicion de
una célula, tejido u organisno a un agente que aunenta o disn nuye
la expresion génica. La expresion de un gen tanbién se puede
regul ar en cualquier lugar en el camno del ADN a ARN a proteina.
La regul aci 6n de |la expresion génica ocurre, por ejenplo, a través
de controles que actuan en |la transcripcion, traducci 6n, transporte
del ARN y procesan ento, degradaci 6n de nol écul as internediarias,
tales conbo ARNm o nediante la activacion, i nacti vaci on,
conpartinmentalizacion o degradacién de noléculas de proteinas
especificas |uego que han sido realizadas o nedi antes conbi naci ones
de estos. La expresion génica se puede nedir a nivel del ARN o a
nivel de la proteina nediante cualquier nétodo conocido en Ila
técnica, lo que incluye, de nmodo no taxativo, transferencia
Northern, RT-PCR, transferencia Western, o ensayo/s de actividad de

proteinas in vitro, in situ, o in vivo

Tal cono se usa en la presente, |los térmnos "silenciamento génico
basado en honologia" o "HBGS' son teérm nos genéricos que incluyen
tanto el silenciamento génico transcripcional cono el silenciamento
génico postranscripcional. E silenciamento de un |ocus diana
medi ante un | ocus de silenciamento no unido puede ser el resultado
de la inhibicién de la transcripcién (por ejenplo, silenciamento
génico transcripcional; TGS) o degradacion de ARNmM (por ejenplo,
silenciamento génico postranscripcional; PTGS) , debido a Ila
producci 6n de ARN de cadena dobl e (ARNdc) correspondiente al pronotor
0 secuencias transcriptas, respectivanmente. La participacién de
di stintos conponentes celulares en cada proceso sugiere que el TGS y
PTGS inducido por ARNdc probablenente es el resultado de Ila
di versificaci 6n de un necani sno comin antiguo. Sin enbargo, ha sido
dificil una conparaci 6n estricta del TGS y PTGS dado que general nente
depende del analisis de distintos loci de silenciamento. Un Unico
| ocus de transgenes se puede describir para disparar tanto el TGS
conbo el PTGS, debido a la produccion de ARNdc correspondiente al

pronmotor y secuencias transcriptas de diferentes genes diana.
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Tal cono se usa en la presente, los térmnos "nol écula de acido
nucl ei co", "&cido nucleico" o "polinucle6tido" (los tres térm nos se
usan cono sinéninos entre si) hacen referencia a una forma polinérica
de nucledtidos que puede incluir tanto cadenas antisentido cono
sentido de ARN, ADNc, ADN genémco y formas sintéticas, y polimeros
mxtos de estos. Un "nucledtido" puede hacer referencia a un
ri bonucl eéti do, desoxirribonucleétido o wuna forma nodificada de
cual quier tipo de nucledtido. Una nol écula de éacido nucleico tiene
comunnmente al menos 10 bases de longitud, a nmenos que se indique de
otra manera. Los térm nos pueden hacer referencia a una nol écula de
ARN o ADN de longitud indeterm nada. Los términos incluyen formas de
cadena sinple o doble de ADN. Una nol écula de &cido nucleico puede
incluir tanto nucl e6tidos de origen natural conob nodificados, unidos
entre si por enlaces de nucl eétidos de origen natural o de origen no

nat ur al

Las nol écul as de acido nucleico se pueden nodificar quimcanmente o
bi oqui m canente, o pueden contener bases de nucl ebtidos derivatizados
0 no naturales, conp |o podréan apreciar fécilnente | os expertos en el
técnica. Dichas nodificaciones incluyen, por ejenplo, etiquetas,
netilaci 6n, sustituci6on de uno o nmas nucl edtidos de origen natura
con un analogo, nodificaciones de internucledtidos (por ejenplo,
enl aces no car gados, tal es cono, f osf onat os de nmetil o,

fosfotri ésteres, fosforam datos, carbamatos, etc.; enlaces cargados,

tal es cono, f osforoti oat os, fosforoditioatos, etc.; rest os
pendi entes, tales cono, pépti dos; I ntercal adores; tales cono,
acridi na, psor al eno, etc.; guel ant es; alquilantes 'y enlaces

nodi fi cados, tales conb, acido nucleicos alfa anoméricos, etc.). H
térmno "nolécula de &acido nucleico" tanbién incluye cualquier
conformaci 6n topol 6gica, |o que incluye, confornmaciones de cadena
sinple, cadena doble, parcialnmente doble, triple, de horquillas,

circulares y con candado.

La transcripcion prosigue en un nanera de 5 a 3 a lo largo de la
cadena de ADN. Esto significa que el ARN se realiza nediante |a
adi ci 6n secuenci al del ribonucledtido-5 -trifosfatos al extreno 3’ de
la cadena de <crecimento con wuna elimnacién necesaria del

pi rof osfato. Tanto en |l a nol écula de &ci do nucleico circular conp en
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la lineal, los elenentos discretos(por ejenplo, secuencias de
nucl e6ti dos particulares) pueden ser denom nados "anteriores" en
conparaci 6n con un elenento adicional si se unen o estuvieran unidos
al msno acido nucleico en la direccion 5 a partir de ese el enento.
De manera simlar, se puede denom nar a |os el enentos discretos cono
"posteriores” en conparaci 6n con un elenento adicional si se unen o
estuvi eran unidos al msno acido nucleico en la direccidén 3 a partir

de ese el enento.

Tal conp se usa en la presente, el térmno "posicion de base" hace
referencia a una ubicaci 6n de un residuo de nucl e6tidos o base dada
dentro de un acido nucl ei co designado. Un acido nucl ei co designado se

puede definir por |la alineaci 6n con un acido nucl eico de referencia.

Tal conmb se usa en la presente, el térmno "hibridacion" hace
referencia a un proceso en el que |os oligonucledtidos y sus andl ogos
hi bridan nediante el enlace de hidrégeno, |0 que incluye Witson-
Crick, Hoogsteen, o el enlace de hidrdgeno de Hoogsteen inverso entre
| as bases conplenentarias. Generalnente, las noléculas de acido
nucl ei co de bases de nitrdégeno son o pirimdinas, tales conp citocina
(©, uracilo (U y timna (T), o purinas, tales cono adenina (A Yy
guanina (G . Las bases de nitrogeno forman enl aces de hi drdgeno entre
una piridimna y una purina, y el enlace de una pirimdina con una
purina se denom na "apaream ento de bases". Mas especificanmente, A
formard un enl ace de hidrogeno especifico con T o Uy G se enlazara
especificamente con C. "Conplenentario" hace referencia a un
apaream ento de bases que ocurre entre dos secuencias de &cido
nucl eico distintas o dos regiones distintas de |la msna secuencia de

aci do nucl ei co.

Tal conb se wusa en la presente, los térmnos "especificanente
hi bri dabl e" y "especificamente conpl enentario" hacen referencia a un
grado suficiente de conplenentariedad de nodo que ocurra el enlace
especifico y estable entre un oligonucle6tido y una ADN o ARN di ana.
Los oligonucledtidos no necesitan ser 100 % conplementarios con
respecto a la secuencia diana para hibridarse especificanmente. Un
ol i gonucl e6tido se hibrida especificamente cuando el enlace de |os
ol i gonucl e6tidos con |la nol écula de ADN o ARN diana interfiere con |la



12

funcién normal del ADN o ARN diana y hay suficiente grado de
conpl enentariedad para evitar el enlace no especifico de un
ol i gonucl e6ti do con secuenci as no dianas en condi ci ones en |as que se
desea el enlace especifico, por ejenplo, en condiciones fisioldgicas
en el caso de sistenmas o ensayos in vivo. Dicho enlace se denoni na
hi bri daci 6n especifica. Las condiciones de hibridacién dan cono
resul tado grados particulares de rigurosidad variaran de acuerdo con
la natural eza del método de hibridacion elegido y la conposicion y
longitud de las secuencias de acido nucleico que se hibridan.
Ceneral mente, l|la tenperatura de hibridacion y la fuerza i6nica
(especi al nente |a concentraci 6n de Na* y/o My?") de un anortiguador de
hi bri daci é6n contribuird a la rigurosidad de la hibridaci én, aunque
|los periodos de lavado tanbién influyen en la rigurosidad. Los
cal cul os sobre las condiciones |la hibridaci 6n que se necesitan para
obt ener grados particulares de rigurosidad se tratan en Sanbrook et
al. (ed.), Mdlecular Coning: A Laboratory Mnual, 2.a ed., vol. 1-3,
Col d Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York,
1989.

Tal conb se usa en l|la presente, la frase "condiciones rigurosas”
abarca | as condiciones en las que ocurrira la hibridaci én Uni canente
si hay nmenos de 50 % de discordancia entre |a nol écula de hibridaci 6n
y el ADN objetivo. Las "condiciones rigurosas"” incluyen niveles
particul ares adicionales de rigurosidad. Por |lo tanto, tal cono se
usa en l|la presente, l|las condiciones de "rigurosidad noderada" son
aquel las en las que | as nol écul as con mas del 50 % de di scordancia de
secuenci as no hibridaran; |as condiciones de "rigurosidad nmedia" son
aquel las en las que | as nol écul as con mas del 20 % de di scordancia no
hi bridaran; y las condiciones de "rigurosidad alta" son aquellas en
las que las secuencias con mas del 10 % de discordancia no

hi bri dar an.

En nodal i dades particul ares, |as condiciones rigurosas pueden incluir
I a hibridacion a 65°C, seguida de |avados a 65 °C con 0, 1x de SSC/ 0, 1
% de SDS durante 40 m nutos. Siguen a continuaci 6én |as condici ones de

hi bri daci 6n no taxativas y representativas:
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. Rigurosidad nmuy alta: La hibridacién en 5x de anorti guador
de SSC a 65°C durante 16 horas; |avar dos veces en 5x de
anortiguador de SSC a tenperatura anbiente durante 15
m nutos cada una; y lavar dos veces en 0,5x de anortiguador
de SSC a 65 °C durante 20 m nutos cada una.

. R gurosidad alta: La hibridacion en 5-6x de anortiguador de
SSC a 65-70 °C durante 16-20 horas; |avar dos veces en 2x de
anortiguador de SSC a tenperatura anbiente durante 5-20
m nut os cada una; y |avar dos veces en 1x de anortiguador de
SSC a 55-70°C durante 30 m nutos cada una.

. Ri gurosi dad noderada: hibridacion en 6x de anortiguador de
SSC a tenperatura anbiente a 55 °C durante 16-20 horas;
| avar al nenos dos veces en 2-3x anortiguador de SSC a
tenperatura anbiente a 55 °C durante 20-30 horas cada una.

En una nodalidad, |as nol éculas de &cido nucleico especificanente
hi bri dabl es permanecen unidas en condiciones de hibridacion de
rigurosidad nmuy alta. En wuna nodalidad, l|as noléculas de acido
nucl ei co especificamente hibridabl es pernmanecen uni das en condi ci ones
de hibridaci6n de rigurosidad alta. En una nodalidad, |as nolécul as
de acido nucleico especificamente hibridables pernmanecen unidas en

condi ci ones de hi bridaci 6n de rigurosi dad noder ada.

Tal conb se usa en l|la presente, el térmno "oligonucleétido" se
refiere a un polinmero de &cido nucleico corto. Los oligonucleétidos
se pueden formar nedi ante escisi 6n de segnmentes de aci do nucl ei co nmas
largor o mediante la polinerizacién de precursores de nuclebtidos
i ndi vidual es. Los sintetizadores automatizados permten la sintesis
de los oligonucleétidos hasta varios cientos de pares de base de
| ongi tud. Dado que | os oligonucl edtidos pueden unirse a una secuenci a
de nucl eo6tidos conplenmentarios, se pueden utilizar cono sondas para
detectar ADN o ARN. Los oligonucleo6tidos compuestos de ADN (oligo-
desoxi rri bonucl eéti dos) se pueden utilizar en |la reacci 6n en cadena
de la polinmerasa, una técnica para anplificar |as pequefias secuenci as
de ADN. En la reacci6n en cadena de |la polinerasa, nornalnente un
ol i gonucl e6ti do se denom na "cebador", que pernite a |la polinerasa de
ADN ext ender el oligonucleétido y replicar |a cadena conpl enentari a.
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Tal conp se usa en |la presente, los térm nos "reacci 6n en cadena de
la polinerasa" o "PCR' hacen referencia a un procedimento o
técnica en la que cantidades de acido nucleico, ARN y/o ADN, se
anplifican conb se describe en |a patente estadounidense N. °
4,683,195. Generalnmente, I|a informacion de secuencia de 1os
extrenops de la regién de interés o mas allé&, necesita estar
di sponible de nmodo que se puedan disefiar |10s cebadores de
ol i gonucl eétidos. Los cebadores de |a PCR seran idénticos o
simlares en secuencia a |as cadenas opuestas de la plantilla de
aci do nucl eico que se anplificara. Los nucl eb6tidos de extreno 5 de
| os dos cebadores pueden coincidir con los extrenos del naterial
anplificado. La PCR puede utilizarse para anplificar secuencias de
ARN o secuencias de ADN especificas del ADN y ADNc genénico total
transcriptos a partir del ARN celular total, bacterioéfago, o
secuencias de plasmdos, etc. Véase generalnmente Millis et A&l.,
Cold Spring Harbor Synp. Quant. Biol., 51:263 (1987); Erlich, ed.
PCR Technol ogy, (Stockton Press, NY, 1989).

Tal cono se usa en la presente, el térmno "cebador" se refiere a
un oligonucl edtido capaz de actuar conmo punto de iniciacion de la
sintesis a lo largo de una cadena conpl enentaria cuando estan |as
condi ci ones adecuadas para la sintesis de un producto de extensioén
de cebadores. La condiciones de sintesis incluyen |la presencia de
cuatro trifosfatos de desoxirribonucleétido diferentes (es decir,
AT, Gy C©C vy a nenos un agente o0 enzim que induzca |a
polinmerizacién tal conp la transcriptasa inversa o polinmerasa de
ADN. Nor mal nent e, est os reactivos est an present es en un
anortiguador adecuado que puede incluir constituyentes que son
cofactores o que afectan las condiciones, tales conb el pH vy
simlares a varias tenperaturas adecuadas. Un cebador es
preferentemente una secuencia de cadena sinple de nodo que se
optimza la eficacia de la anplificacién, pero se pueden utilizar

secuenci as de cadena dobl e.

Tal conb se usa en |la presente, el térmno "sonda" hace referencia
a una secuencia de oligonucledtidos o polinucle6tidos que se

hi brida en una secuencia diana. En el procedimento de ensayo de
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TagMan® o estilo de Tagvan® |a sonda se hibrida en una parte de |a
diana situada entre el sitio de hibridacion de |os dos cebadores.
Una sonda incluye aproxi mnadamente ocho nucl e6ti dos, aproxi nadanent e
di ez nucl eéti dos, apr oxi madanent e gui nce nucl eéti dos,
apr oxi madanent e vei nte nucl eéti dos, apr oxi madanent e treinta
nucl eéti dos, aproxi madanmente cuarenta nucl e6ti dos o aproxi madanent e
ci ncuenta nucl edti dos. En al gunas nodal i dades, una sonda incluye de

apr oxi madanent e ocho a aproxi nadanent e qui nce nucl e6ti dos.

En el procedimento de ensayo de transferencia Southern, |a sonda
se hibrida a un fragnmento de ADN que se encuentra adjunto a una
menbrana. Una sonda incluye aproximdanente diez nucle6tidos,
aproxi madanmente 100 nucl e6tidos, aproxi madanente 250 nucl eéti dos,
apr oxi madament e 500 nucl e6ti dos, aproxi madanmente 1.000 nucl eéti dos,
apr oxi madanent e 2.500 nucl e6ti dos 0 apr oxi madanent e 5. 000
nucl e6t i dos. En al gunas nodali dades, una sonda incluye de
apr oxi madanment e 500 a aproxi madanmente 2.500 nucl eéti dos.

Una sonda puede incluir adicional mente un marcador detectable, tal
cono, un marcador radioactivo, un marcador biotinilado, un
fluoroforo (por ejenplo, Texas-Red® isotiocianato de fluoresceina,
etc.). El nmarcador detectable puede estar directamente unido en
forma covalente a | os oligonucle6tidos de |a sonda, de nodo que el
mar cador se ubique en el extrenb 5 0 en el extreno 3 de | a sonda.
Una sonda que conprende un fluordforo puede incluir tanmbién un
tinte inactivador (por ejenplo, Black Hole Quencher™ I[|owa Black™

etc.).

Tal conp se usa en la presente, los térm nos "identidad de secuenci a"
o0 "identidad" pueden ser usados indistintanmente y hacen referencia a
resi duos de acido nucl eico en dos secuencias que son |las m sma cuando
se alinean para una correspondencia nmayor con respecto a una ventana

de conparaci 6n especifi ca.

Tal conmb se usa en la presente, el térmno "porcentaje de identidad
de secuencia" o "porcentaje de honologia de secuencia" hace
referencia a wun valor determnado al conparar dos secuencias

alineadas en forma Optinma (por ejenplo, secuencias de acido nucleico
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0 secuencias de amnoacidos) <con respecto a una ventana de
conparaci 6n, donde la parte de una secuencia en la ventana de
conpar aci 6n puede conprender adiciones, sustituciones, discordancias
y/o elimnaciones (es decir, brechas) en conparacién con una
secuencia de referencia con el fin de obtener un alineamento 6Optino
de dos secuencia. Se calcula un porcentaje determ nando |la cantidad
de posiciones en las que ocurre un residuo de &acidos nucleicos o
am noaci dos en anbas secuencias para producir |a cantidad de
posi ci ones coincidentes, dividiendo l|a cantidad de posiciones
coincidentes entre la cantidad total de posiciones en |la ventana de
conparaci6n y multiplicando el resultado por 100 para obtener el
porcentaje de identidad de secuencia. Los métodos para alinear
secuenci as para realizar una conparaci 6n se conocen nuy bien. Tanbi én
se conocen bien en la técnica varios progranas informaticos o
bi oinformaticos y algoritnos de alineacién, tales conb CustalWy
Sequencher, y/o se describen en, por ejenplo: Smth y Waterman (1981)
Adv. Appl. WMath. 2:482; Needleman y Wnsch (1970) J. Ml . Biol.
48: 443; Pearson y Lipnman (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. EUA. 85:2444;
H ggins y Sharp (1988) Cene 73:237-44; Hggins y Sharp (1989) CABICS
5:151-3; Corpet et al. (1988) Nucleic Acids Res. 16:10881-90; Huang
et al. (1992) Conp. Appl. Biosci. 8:155-65; Pearson et &l. (1994)
Met hods Mol. Biol. 24:307-31; Tatiana et al. (1999) FEMS M crobi ol
Lett. 174:247-50.

The National Center for Biotechnology Information (NCBI) Basic Loca
Alignnent Search Tool (BLAST™ Altschul et al. (1990) J. Ml. Biol
215:403-10) se encuentra disponible a partir de nmuchas fuentes, lo
que incluye el Nati onal Center for Biotechnology Information
(Bethesda, MD) y en internet, para uso en la conexidn con varios
programas de analisis de secuencias. Se encuentra disponible una
descri pci 6n sobre cono determ nar una identidad de secuencia usando
este programa en internet en la seccion "ayuda" para BLAST™ Para
realizar conparaci ones de secuencias de acidos nucleicos, se puede
utilizar la funcion "secuencias Blast 2" del programa BLAST™ (Bl ast n)
usando |os paranmetros predeterm nados. Las secuencias de acido
nucl ei co con mayor simlitud a | as secuencias de referencia nostraran
una identidad de secuencia creciente cuando se evalulen con este
nmét odo.
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Tal conop se usa en la presente, el térmno "operativanente unido"
hace referencia a un acido nucl ei co ubi cado en una rel aci 6n funci ona
con otro &cido nucleico. Ceneral mente, "operativanente uni do" puede
significar que |os acidos nucleicos son contiguos. La union se puede
| ograr nediante la ligacioén en sitios de restriccion convenientes. Si
dichos sitios no existen, |los adoptadores o enlazadores de
ol i gonucl e6tidos sintéticos se enlazan o anillan al acido nucleico y
se usan para unir el fragnento de polinucledtido contiguo. Sin
enbargo, los elenmentos no necesitar ser contiguos para estar

oper ati vanent e uni dos.

Tal conp se usa en |la presente, el térmno "pronotor" hace referencia
a una regi 6n de ADN que se ubica generalnmente en |la parte anterior a
un gen (es decir, hacia el extreno 5 de un gen) y es necesario para
iniciar y manejar la transcripcion del gen. Un pronotor puede
permtir la activacién o represi 6n adecuada de un gen que control a.
Un promotor puede contener secuencias especificas que se reconocen
nmedi ante factores de transcripcién. Estos factores pueden unirse a
una secuencia de ADN pronotor que da lugar al reclutamento de la
polinerasa de ARN, una enzima que sintetiza el ARN a partir de la
regi 6n de codificaci 6n del gen. El pronotor generalnente se refiere a
t odos | os el ementos regul adores géni cos ubi cados en la parte anterior

del gen, lo que incluye, 5 -UTR, intrones y secuencias |ideres.

Tal conb se usa en la presente, el térmno "pronotor corriente
arriba" hace referencia a una secuencia de polinucleétidos contiguos
gue es suficiente para dirigir la iniciacion de la transcripcién. Tal
cono se usa en la presente, un pronotor corriente arriba abarca el
sitio de iniciaciéon de la transcripcion con varios notivos de
secuenci as, que incluyen una caja TATA, secuencia iniciadora (Intr),
el ementos de reconocimento (BRE) y otros notivos del pronotor
(Jennifer, EF. et al, (2002) Cenes & Dev., 16: 2583-2592). E
pronmotor corriente arriba proporciona el sitio de accidén para la
polinerasa |l del ARN, una enzima de miltiples subunidades con
factores de la transcripci on general o basal cono, TFIIA B, D E F

y H Estos factores se ensanblan en un conplejo de pre-iniciacién de
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la transcripcion (PIC) que cataliza la sintesis del ARN a partir de

una plantilla de ADN.

La activacion del pronotor corriente arriba se Illeva a cabo
nmedi ante |a adicion de el ementos regul adores de |a secuencia de ADN
a | os que se unen varias proteinas y posteriornente interactudan con
el conplejo de iniciacién de la transcripcion para activar la
expresi 6n génica. Estas secuencias de elenentos reguladores de
genes interactuan con factores especificos de unién al ADN Estos
noti vos de secuencias son frecuentenente denom nados el enentos cis.
Dichos elenmentos cis, a los que se unen |los factores de Ila
transcripci 6n especificos del desarrollo o especificos del tejido,
en forma individual o en conbinaci 6n, pueden determ nar el patron
de expr esi 6n espaci ot enpor al de un pr onot or al nive

transcripcional. Estos elementos cis varian nucho en el tipo de
control que ejercen en genes operativanente unidos. Al gunos
el ementos actlan para aunentar la transcripcién de |os genes
operativamente unidos en respuesta a respuestas anbientales (por
ej enpl o, tenperatura, hunmedad y |laceracion). Oros elenentos cis
pueden responder a sefial es de desarroll o (por ejenplo, germn nacidn,
maduraci 6n seminal y floracién) o a informacion espacial (por
ej enpl o, especificidad del tejido). Véase, por ejenplo, Langridge
et al. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 86:3219-23. Estos
el ementos cis se encuentran ubicados a una distancia variable del
punto de comenzo de la transcripcién. Al gunos elenentos cis
(1l amados el enent os proxi nal es) son adyacentes a una regi 6n central
nmnima de pronotores, mentras que otros elenmentos se puede ubicar
a varios kilobases anteriores 5 o posteriores 3 al pronotor

(pot enci adores).

Tal conb se usa en la presente, el térmno "transfornaci 6n" abarca
todas | as técnicas en | as que una nol écul a de &ci do nucl ei co se puede
introducir en una célula. Los ejenplos incluyen, de nbdo no taxativo:
transfeccion con vectores virales; transformacion con vectores
pl &sm dos; el ectroporaci 6n; |ipofeccidn; mcroinyeccion (Mieller et
al. (1978) Cell 15:579-85); Agrobacteriumnediated transfer; direct
DNA uptake; WH SKERS™ nedi ated transformation; y mcroprojectile
bormbar dnent. Estas técnicas se pueden utilizar para |a transfornmaci 6n
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estable y la transfornmacidén transitoria de wuna célula vegetal.
"Transformaci 6n estable" hace referencia a la introduccion de un
fragnmento de aci do nucleico en un genona de un organi sno huésped que
da cono resultado la herencia genéticanmente estable. Una vez
transformado en forma estable, el fragnmento de acido nucleico se
integra en forma estable en el genoma del organisno huésped vy
cual qui er generaci 6n posterior. Los organi snbs huésped que contienen
fragment os de acido nucl eico se denom nan organi snbs "transgeéni cos"”
"Transformaci 6n transitoria"” hace referencia a la introduccion de un
fragmento de acido nucleico en el nucleo u organela que contiene el
ADN de un organi sno huésped, o que da cono resultado |a expresion
génica sin |la herencia genéticanmente estable.

Tal conmb se wusa en la presente, el térmno "transduce" hace
referencia a un proceso en el que un virus transfiere acido nucleico

a una cél ul a.

Tal conb se usa en la presente, el térmno "transgén" se refiere a
una secuencia de &cido nucleico exdégeno. En un ejenplo, un transgén
es una secuencia génica (por ejenplo, un gen resistencia a |os
herbicidas), un gen que codifica wun conpuesto industrial o
farmacéuticanente atil, o un gen que codifica un atributo agricola
deseable. En aun otro ejenplo, un transgén es una secuencia de acido
nucl eico antisentido, donde la expresion de |la secuencia de acido
nucl eico antisentido inhibe |la expresién de una secuencia de acido
nucleico diana. Un transgén puede contener secuencia reguladoras
operati vanente unidas al transgén (por ejenplo, un pronotor, intron

5 -UR, o 3 -UR. En algunas nodalidades, un acido nucleico de
interés es un transgén. Sin enbargo, en otras nodalidades, un acido
nucl ei co de interés es un aci do nucl ei co endégeno, donde se prefieren
copi as genom cas adi cional es del acido nucleico, o un acido nucleico
gue se encuentra en la orientacion antisentido con respecto a la

secuenci a de un &ci do nucleico diana en el organisnb huésped.

Tal conb se usa en la presente, el térmno "vector" hace referencia a
una nol écula de acido nucleico tal conmo se introduce en una célula,
produci endo asi wuna célula transformada. Un vector puede incluir

secuenci as de acido nucleico que le permten replicarse en una célula
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hospedadora, tal <conmo un origen de replicacidon. Los ejenplos
i ncl uyen, pero de nbdo no taxativo, un pl asm do, c6sm do,
bact eri 6f ago, cronosoma artificial bacteriano (BAC, por sus siglas en
inglés) o virus que |leva ADN exdgeno a una célula. Un vector puede
incluir ademas uno o nas genes, noléculas antisentido, genes
mar cador es sel eccionables y otros el enentos conocidos en |a técnica.
Un vector puede transducir, transformar o infectar wuna célula,
provocando asi que la célula exprese |as nol écul as de &ci do nucl ei co
y/ o proteinas codificadas nediante un vector. Un vector puede incluir
opcional mente nmateriales para ayudar a lograr la entrada de Ila

nol écul a de &cido nucleico en la célula (por ejenplo, un |iposoms).

Tal conp se usa en la presente, |los térnmnos "casete", "casete de
expresi on" y "casete de expresion génica" hacen referencia a un
segmento de ADN que se puede insertar en un acido nucleico o
polinucl eétido en sitios de restriccion especificos o nediante |a
reconbi naci 6n  honol oga. Un segnento de ADN conprende un
pol i nucl eétido que contiene un gen de interés que codifica un ARN
pequefio o polipéptido de interés y el casete y los sitios de
restriccién se disefian para asegurar la insercién del casete en el
marco de | ectura adecuado para la transcripcion y la traduccion. En
una nodal i dad, un casete de expresiéon puede incluir un
pol i nucl eétido que codifica un ARN pequefio o un polipéptido de
interés y puede tener elenentos ademas del polinucledétido que
facilita la transformacion de wuna célula hospedadora. En una
nodal i dad, un casete de expresioén génica puede incluir tanbién
el ement os que permten |a expresién nmejorada de un ARN pequefio o0 un
pol i nucl e6ti do que codifica un polipéptido de interés en una célula
hospedadora. Estos elenentos pueden incluir, pero de nodo no
taxativo: un pronmotor, un pronotor animal, un potenciador, un
el enento de respuesta, un intron, wuna 5 -UTR una 3 -UTR, una
secuencia term nadora, una secuencia de poliadenilacidon vy

sim | ares.

Tal conb se wusa en la presente, e térmno "secuencia de
codi ficaci 6n het er 6l oga" se utiliza para indicar cual qui er
pol i nucl eétido que codifica o que codifica en daltima instancia

para, un péptido o proteina o0 su secuencias de ami noédcidos
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equi val ente, por ejenplo, un enzima, que no Sse encuentra presente
normal mente en el organisnbo huésped y se puede expresar en la
célula hospedadora en condiciones adecuadas. Conpo tal, "las
secuenci as de codificaci 6n heterél ogas" pueden incluir uno o nas
copias adicionales de l|las secuencias de codificaci6n que no se
encuentran normal nente presentes en |la célula hospedadora, de nodo
gue la célula expresa copias adicionales de una secuencia de
codificacién que no se encuentra presente coniunnmente en |as
células. Las secuencias de codificaci on heterdl ogas pueden ser ARN
o cualquier tipo de este (por ejenplo, ARNM, ADN o cual quier tipo
de este (por ejenplo, ADNc) o un hibrido de ARN ADN. Los ejenplos
de secuencias de codificacién incluyen, pero de nodo no taxativo,
uni dades de transcripcion de longitud conpleta que conprenden
di chas caracteristicas cono |a secuencia de codificacio6n, intrones,

regi ones pronmotoras, 5 -UTR, 3 -UTR Yy regi ones potenci ador as.

Las "secuencias de codificaci 6n heterdl ogas" tanbi én pueden incluir
la parte de codificacion del péptido o enzima (es decir, la
secuencia de ADNc o ARNmM, la parte de codificacién de unidad
transcripcional de longitud conpleta (es decir, el gen que
conprende intrones y exones), secuencias "optim zadas por codones",
secuencias truncadas u otras formas de secuencias alteradas que
codifican para la enzima o <codifican para su secuencia de
am noaci dos equivalente, sienpre que la secuencia de am noacidos
equi val ente produzca una proteina funcional. Dichas secuencias de
am noaci dos equi val entes pueden tener una elimnaci 6n de uno o nas
am noaci dos, siendo la elimnacion de extrembo N, extrenb C o
i nt erna. Las formas truncadas se prevén mentras que tenga |a

capacidad catalitica que se indica en |a presente.

Tal conb se wusa en l|la presente, el térmno "control" hace
referencia a una nuestra utilizada en un procedimento analitico
para fines conparativos. Un <control puede ser "positivo" o
"negativo". Por ejenplo, cuando el objetivo de un procedi mento
analitico es detectar una transcripcién expresada en form
diferencial o polipéptido en células o tejidos, generalnmente es
preferible incluir un control positivo, tal cono una nuestra de una

planta conocida que nuestra |la expresion deseada y un control
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negativo, tal conp una nuestra de una planta conoci da que carece de

| a expresi 6n deseada.

Tal conp se usa en |la presente, el térmno "planta" incluye plantas
y partes de plantas, pero de npdo no taxativo, células vegetales y
tejidos vegetales, tales <conb hojas, callos, tallos, raices,
flores, polen y semllas. Una clase de plantas que se puede
utilizar en la presente invenciodon es, por |lo general, tan anplia
cono la clase de plantas superiores o inferiores dispuestas a la
nmut agénesis o que incluye angi ospermas, ginmospernas, helechos y
algas nulticelulares. Por |o tanto, "planta” incluye plantas
nonocotil edéneas 'y dicotil edbneas. Los ejenmplos de plantas
di cotil edoneas incluyen tabaco, Arabidopsis, soja, tomate, papaya,
col za, girasol, algodén alfalfa, papas, vid, guandl, Brassica,
gar banzo, renolachas azucareras, semlla de colza, sandia, nelodn

pimenta, mani, calabaza, réabano, espinaca, calabacin, brécoli,
repol |l o, zanahori a, coliflor, api o, repollo chino, pepi no,
berenjena y |echuga. Los ejenplos de plantas nonocotil edbneas
incluyen maiz, arroz, trigo, cafla de azucar, cebada, centeno,
sorgo, orquidea, banbu, banana, totora, lirio, avena, cebolla, nmjo
y triticale.

Tal conb se usa en la presente, el térmno "material vegetal" hace
referencia a las hojas, callos, tallos, raices, flores o partes de
flores, frutas, pol en, ovul os, ci got os, sem || as, esquej es,
cultivos celulares o de tejidos, o cualquier otra parte o producto
de una planta. En una nodalidad, el material vegetal incluye el
cotiledon y la hoja. En una nodalidad, el material vegetal incluye
tejidos de raices y otros tejidos ubicados bajo tierra.

Tal conmb se wusa en la presente, el térmno gen narcador
sel ecci onabl e" hace referencia a un gen que se usa opcional nente en
|l a transformaci 6n vegetal para, por ejenplo, proteger las células
veget al es del agent e sel ectivo o] propor ci onar
resistencia/tolerancia a un agente selectivo. Ademas, se entiende
gue el "gen marcador sel eccionable” abarca a |os genes reporteros.
Sol anente aquellas células o plantas que reciben un nmarcador

sel eccionable funcional son capaces de dividir o crecer en
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condi ci ones que tiene un agente selectivo. Los ejenplos de agentes
sel ectivos pueden incluir, por ejenplo, antibiodticos, |o que
i ncluye espectinomcina , neomcina, kanam cina, paronom cina,
gentam cina e higromcina. Estos marcadores sel eccionables incluyen
neom cina fosfotransferasa (npt 11), que expresa una enzim que
confiere resistencia al antibidético kanamcina, y genes para |os
anti bi 6ticos rel aci onados neom ci na, paranom cina, gentamnicina y
418, o el gen para la neomcina fosfotransferasa (hpt) que expresa
una enzima que confiere resistencia a la higromcina. Oros genes
mar cadores sel ecci onabl es pueden incluir genes que codifican |a
resistencia a los herbicidas, |o que incluye bar o pat (resistencia
contra el glufosinato de anbnio o la fosfinotricina), acetolactato
sintasa (ALS, resistencia contra los inhibidores tales conp
sul fonilureas (SU), imdazolinones (IM), triazolopirimdinas (TP),
pirimdinil oxi benzoat os ( POB) y sul foni | am no car boni |
triazolinonas que evitan la prinera etapa en la sintesis del
am noaci do de cadena ramificada, glifosato, 2,4-D y resistencia o
sensibilidad a los netales. Los ejenplos de "genes reporteros" que
se pueden utilizar conb un gen marcador seleccionable incluyen |la
observaci 6n visual de las proteinas del gen reportero expresado,
tales conb las proteinas que codifican B-glucuronidasa (GUS),
luciferasa, proteina verde fluorescente (GFP), proteina amarilla
fl uorescente (YFP), DsRed, 3- gal act osi dasa, cl or anf eni col
acetiltransferasa (CAT), fosfatasa alcalina y simlares. La frase
"marcador positivo" hace referencia a plantas que se han

transfornmado para incluir un gen marcador sel eccionabl e.

Tal conp se usa en la presente, el térmno "marcador detectable" hace
referencia a una etiqueta capaz de detectar, tal cono, por ejenplo,
un radi oi s6topo, conpuesto fluorescente, conpuesto biolum nescente,
un conpuesto qui m ol um niscente, quelador de netales o enzinma. Los
ej enpl os de mar cador es detectabl es incluyen, de nodo no taxativo, |os
siguientes: etiquetas fluorescentes (por ejenplo, FITC, rodam na,
| ant ani da fésforos), etiquetas enzimaticas (por ejenplo, peroxidasa
de rabano picante, [R-gal actosidasa, luciferasa, fosfatasa alcalina),
grupos qui molum niscentes, biotinilada y epitopos de polipéptido
pr edet er m nados reconoci dos por un reportero secundario (por ejenplo,

secuenci as de pares de crenalleras de leucina, sitios de unio6n para
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anti cuer pos secundarios, dom nios de uni6n de netales, etiquetas de
epitopos). En una nodalidad, un nmarcador detectable se puede unir por
brazos espaciadores de diversas longitudes para reducir el

i mpedi mento estérico potenci al

Tal cono se usa en la presente, el térmno "detectar"” se utiliza en
el sentido mas anplio para incluir tanto mediciones cuantitativas
conp cualitativas de una nol écul a especifica, por ejenplo, nmediciones

de un polipéptido especifico.

A nmenos que se defina especificanente de otro npdo, todos |os
térmnos técnicos y cientificos utilizados en |la presente tienen el
msno significado segun |o entiende cominmente un experto en la
técnica a la que pertenece |la presente descripcién. Se pueden
encontrar |as definiciones de térm nos conunes en biologia nolecul ar
en, por ejenplo: Lewin, GCenes V, Oxford University Press, 1994;
Kendrew et &l. (eds.), The Encyclopedia of Mlecular Biology,
Bl ackwel | Science Ltd., 1994; y Meyers (ed.), Molecular Biology and
Bi ot echnol ogy: A Conprehensi ve Desk Reference, VCH Publishers, Inc.
1995.

Los pronotores cono el enmentos regul adores de | a expresi 6n génica

Los pronptores vegetales utilizados para la investigacion basica o
aplicaciones biotecnol 6gicas son generalnente unidireccionales,
dirigiendo la expresi6n constitutiva de un transgén que se ha
fusionado hasta su extreno 3 (posterior). A veces es necesario
expresar con fuerza transgenes dentro de plantas para la ingenieria
netabolica y el apilado de atributos. Adenas, normalnente se
necesitan multiples pronotores nuevos en las cultivos transgénicas
para conducir la expresién de los nmultiples genes. Se describe en |la
presente un pronotor constitutivo que pueden dirigir |la expresion de

un transgén que se ha fusionado en su extreno 3.

El desarrollo de productos transgénicos se ha vuelto sumanente
conpl ejo, requiere de transgenes que se expresan con nucha fuerza y
de mil ti pl es transgenes de apilado en un ani co | ocus.

Tradi ci onal nente, cada transgén necesita un uUnico pronotor para |la
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expresi 6n, donde se necesitan miltiples pronotores para expresar
diferentes transgenes dentro de la pila de un gen. Con un tanafo
creciente de pilas de genes, frecuentenente, este nmétodo Ileva al uso
repetido del msno pronotor para obtener niveles simlares de
patrones de expresion de diferentes transgenes para |la expresion de

un Unico atributo poligénico.

Es sabido que las construcciones de miltiples genes estinuladas por
el msno pronotor causan el silenciamento génico que tiene cono
resul tado productos nenos eficaces en el area. El exceso de sitios de
uni 6n de factores de transcripcion (TF) debito a la repeticion de
pronot ores puede provocar el agotam ento de TF enddgenos que |l evan a
la inactivacion transcripcional. El silenciamento de transgenes es
probabl emente que afecte en forma no deseada el rendimento de una
pl anta transgéni ca produci da para expresar transgenes. Las secuenci as
repetitivas dentro de un transgén pueden |levar a |la reconbinaci én
hontl oga del locus intra génica |lo que dar lugar a rearreglos de
pol i nucl edti dos.

Ademéds de los pronotores constitutivos, especificos para tejidos o
pronot ores especificos para Organos conducen |a expresion génica en
determ nados tejidos, tales como en el nucleo, raiz, hoja, callo,
polen o tapete de la planta. Los pronotores especificos de fase de
desarrollo y de tejidos conducen | a expresi 6n de genes, |os cual es se
expresan en tejidos particular o en periodos de tienpo particul ares
durante el desarrollo vegetal. Se necesitan pronotores especificos
para tejidos para determ nadas aplicaciones en la industria de |as
pl antas transgénicas y son preferibles mentras permtan | a expresion
especifica de genes heterdlogos en un tejido y/o una fase de
desarroll o sel eccionado, que indica |a expresion del gen heterdl ogo
en forma diferencial en varios oOrganos, tejidos y/o en distintos

nonment os pero no otros.

Por ejenplo, se puede lograr el aunento de |la resistencia de una
planta contra |la infeccion por patogenos del suelo al transformar
el genoma de la planta con un gen resistente al patdgeno de nodo
que una proteina resistente al patdgeno se exprese con fuerza

dentro de la planta. De nmanera alternativa, se puede preferir
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expresar un transgén en |los tejidos vegetal es que estan en una fase
de desarrollo o crecimento particular tal conob, por ejenplo, la
divisiéon celular o la elongacion. Ora aplicaciéon es la
conveniencia de usar pronotores especificos para tejidos, tales
cono | os pronotores que confinarian |a expresi on de |os transgenes
gue codifican un atributo agrondémco en las partes de plantas en

desarrollo (es decir, raices, hojas, callos o polen).

Los pronpotores que se describen en el presente son herram entas
al entadoras para realizar |l as construcciones de transgenes
conerci ales que contiene miltiples genes. Estos pronotores tanbién
proporci onan estabilidad estructural en huéspedes bacterianos vy
estabi |l i dad funcional en células vegetales, tales conb |a reduccién
del silenciamento transgénico para permtir la expresion
transgénica. Los pronotores con intervalos de expresién variable
tanbi én se pueden obtener nediante el uso de |os nétodos que se
describen en |la presente. En conparaci 6n con |as construcci ones de
t ransgenes usando un ani co pr onot or nmuchas veces, | as
construcci ones de pronotores diversificados que se describen en la
presente solicitud son mAs conpatibles para los anélisis
nol ecul ares posteriores de eventos transgénicos. El uso de |os
pronotores diversificados que se describen en |la presente tamnbién
puede aliviar los rearreglos en los loci de miltiples genes
transgéni cos durante el direccionam ento con tecnologia de dedos de

cinc (SHWKLA et al. 2009).

Zea mays y pronotores de la Ubiquitina-1 de Zea | uxurians

El pronotor de la Ubi-1 de Zea mays has sido una norna de |a
i ndustria biotécnica, predom nantenente utilizado para |a expresion
transgénica alta y estable en el maiz (CHRSTENSEN and QuaiL 1996;
CHRISTENSEN et al . 1992; Toi et al. 1992). Cada transgén nornal nente
necesita un pronotor especifico para la expresion suficiente.
Normal mente, se necesitan miltiples pronotores para expresar
di ferentes transgenes dentro de una pila de genes. Frecuentenente,
este paradigna |leva al uso repetitivo del pronotor de la Ubi-1 de
Z. mays debido a sus altos niveles deseados de expresioén de

proteinas y patrén de expresi 6n constitutivo.
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Sin enbargo, la introduccion deliberada de secuencias repetitivas
en un | ocus transgéni co puede |l evar tanbi én a ef ectos negativos no
deseables en la expresiéon y estabilidad transgénica (Fladung and
Kumar 2002; Kumar and Fl adung 2000a; Kunar and Fl adung 2000b; Kumar
and Fl adung 2001a; Kumar and Fl adung 2001b; Kumar and Fl adung 2002;
Mette et al. 1999; Muwurrain et al. 2007). El desafio de Ila
expresi 6n transgénica coordinada nultiple se puede abordar usando
un enfoque de diversidad de pronotores, donde se utilizan
diferentes pronotores para |levar diferentes transgenes con el
msnmo perfil de expresion (Peremarti et al. 2010). La presente
solicitud describe una secuencia de pronotores de la Uoi-1
di versificados, obtenida nmediante la identificacidn y purificacidn
del pronotor nuevo de diferentes especies de Zea.

La iniciacién de la transcripcion y nodulacion de |a expresion
génica en genes vegetales esta dirigida por wuna variedad de
el ementos de secuencias de ADN arreglados en conjunto en una
secuencia mas grande |l amada pronotor. Nornmal mente, |os pronotores
eucariotas consisten en un pronotor central nininb y secuencias
regul adoras anteriores. El pronotor central es un tranp mnino de
| a secuencia de ADN contigua que es suficiente para dirigir una
iniciacion de la transcripcion adecuada. Los pronotores centrales
en las plantas conprenden generalnmente de regiones canonicas
asoci adas con |la iniciacion de transcripcién, tales cono cajas CAAT
y TATA (secuencia de consenso TATAWAW . GCeneral nente, el elenento
de caja TATA se ubica aproxi madanente a 20 a 35 pares de base (bp)
anterior al sitio de inicio de la transcripcion (TSS). La
activaci 6n del promotor <central se logra nediante secuencias
regul adoras anteriores a las que se unen varias proteinas vy
posteriornente interacttuan con el conplejo de iniciacién de la
transcripcion para activar |a expresiéon génica. Los elenentos
regul adores conprenden secuencias de ADN que determ nan el patron

de expresi 6n espaci o tenporal de un pronotor

Con respecto a la FIG 1, el pronotor del gen UWii-1 de Z. nays
proviene de la |linea celular endogéanm ca B73 de Z. mays. El pronotor
de la Wi-1 de Z mys se conpone de aproxinmadanente 895 bp de



28

secuencia de ADN ubicada en el extrenp anterior 5 de la TSS (es
decir, el elenento anterior). Adenas, el pronotor de la Ubi-1 de Z
mays se conpone de aproxi nadanente 1093 bp de secuencia de ADN
ubi cada en el extrenop posterior 3 de la TSS (véase la patente
est adouni dense nuanero 5,510,474). Por |lo tanto, el pronotor de la
Ubi-1 de Z. mays se conpone de aproxi madanente 2 kil os de pares de

bases (kp) de |l a secuencia de ADN total.

El elemento anterior del pronotor de la Ubi-1 de Z. nmays se conpone
de una caja TATA ubi cada aproxi nadanente 30 bp de extrenp 5 de la
TSS (Figuras 1y 3). 1y 3). Adenas, el elenento anterior conprende
dos el enentos de consenso de choque térnmico ubicados innedi atanmente
de extrenp anterior 5 de la TSS. Una 5 -UTR o secuencia |ider de
82 bp se ubica innediatanmente posterior al extreno 3 de la TSS y
sigue por un intrén que se extiende de |la base 83 a 1093 (Figuras 1

y 3).

Trabaj os anteriores han descrito el aunmento de |a expresi6n génica
de | os genes y/o transgenes regul ados por el pronotor de la Ubi-1
de Z. mays. Por ejenplo, la fusidén de la transcripcion del gen de
cloranfenicol acetiltransferasa (CAT) con el pronotor de la Ubi-1
de Z. mays produjo niveles 10 veces mayores de actividad CAT en | os
protopl astos del maiz que |la expresion estimnmulada por el pronotor
35 S del virus del nosaico de la coliflor (CHRSTENSEN and QualL 1996;
CHRI STENSEN et al . 1992).

Ademas del control del pronotor de la Ubi-1 de Z nmmys, esta
solicitud describe un nuevo pronotor de la Uii-1 de nmaiz. A
diferencia del pronotor de la Ubi-1 de control que proviene de B73
genotipo c.v. de Z nmays, el nuevo pronotor de la Ubi-1 provino de
una especie diferente de Zea, Zea luxurians. El pronotor de |la Ubi-
1 de Z. luxurians que se utiliza en la presente tenia el genotipo
de la versién 1 (vl1). Se proporcionan construcciones y métodos
usando un pronotor de la Uii-1 de Z mys o Z |luxurians que
conprende una secuencia de polinucledtidos. En una nodalidad, un
pronot or puede conprender una secuencia de polinucl ebétidos del gen
de la Ubi-1 B73 de Z. mays c.v. de |l a siguiente nmanera:
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GTGCAGCGT GACCCGGT CGTGOCCCT CTCTAGAGATAATGAGCATTGCATGTCTAAGT TATA
AAAAATTACCACATATTTTTTTTGTCACACTTGTTTGAAGTGCAGTTTATCTATCTTTATAC
ATATATTTAAACTTTACTCTACGAATAATATAATCTATAGTACTACAATAATATCAGTGTTT
TAGAGAATCATATAAATGAACAGT TAGACATGGT CTAAAGGACAATTGAGTATTTTGACAAC
AGGACTCTACAGTITTTATCTTTTTAGIGTGCATGIGITCTCCTTTTTTTTTGCAAATAGCTT
CACCTATATAATACTTCATCCATTTTATTAGTACATCCATTTAGGGT TTAGGGT TAATGGT T
TTTATAGACTAATTTTTTTAGTACATCTATTTTATTCTATTTTAGCCTCTAAATTAAGAAAA
CTAAAACTCTATTTTAGTTTTTTTATTTAATAGT TTAGATATAAAATAGAATAAAATAAAGT
GACTAAAAATTAAACAAATACCCT TTAAGAAAT TAAAAAAACTAAGGAAACATTTTTCTTGT
TTCGAGTAGATAATGCCAGCCT GT TAAACGCCGT CGACGAGT CTAACGGACACCAACCAGCG
AACCAGCAGCGT CGOGT CGGGCCAAGCGAAGCAGACGGCACGGCATCTCTGTCGCTGOCTCT
GGACCCCTCTCGAGAGT TCCGCT CCACCGT TGGACT TGCTCOGCT GTCGGCATCCAGAAAT T
GOGT GEOGGAGCGGCAGACGT GAGCCGGRCACGGCAGGCGGCCT CCTCCTCCTCTCACGGCAC
CGGCAGCT ACGGGGGAT TCCT TTCCCACCGCT CCT TCGCT TTCCCT TCCT CGCCCGCCGTAA
TAAATAGACACCCCCTCCACACCCT CTTTCCCCAACCT CGTGT TGT TCGGAGCGCACACACA
CACAACCAGAT CTCCCCCAAAT CCACCCGT CGECACCT COGCT TCAAGGT ACGCCGCTCGTC
CTCCCCCCCCCCCCCCCT CTCTACCT TCTCTAGAT CGGOGT TCCGGT CCATGCATGGTTAGG
GCCCGGTAGTTCTACTTCTGTTCATGT TTGTGT TAGATCCGTGT TTGTGTTAGATCCGTGCT
GCTAGCGTTCGTACACGGAT GOGACCT GTACGT CAGACACGT TCTGATTGCTAACT TGCCAG
TGTTTCTCTTTGGGGAATCCTGGGAT GECTCTAGCCGT TCCGCAGACGGGATCGATTTCATG
ATTTTTTTTGITTCGI TGCATAGGGT TTGGTTTGCCCTTTTCCTTTATTTCAATATATGCCG
TGCACTTGTTTGTCGGGTCATCTTTTCATGCTTTTTTTTGTCTTGGT TGTGATGATGTGGTC
TGGTTGGGCGGTCGT TCTAGAT CGGAGT AGAAT TCTGT TTCAAACTACCTGGTGGATTTATT
AATTTTGGATCTGTATGTGTGTGCCATACATATTCATAGT TACGAATTGAAGATGATGGATG
GAAATATCGATCTAGGATAGGTATACATGT TGATGOGGGT TTTACTGATGCATATACAGAGA
TGCTTTTTGTTCGCTTGGT TGTGATGATGT GGTGTGGT TGGGCGGTCGTTCATTCGTTCTAG
ATCGGAGTAGAATACTGTTTCAAACTACCTGGTGTATTTATTAATTTTGGAACTGTATGTGT
GTGTCATACATCTTCATAGT TACGAGT TTAAGAT GGATGGAAATATCGATCTAGGATAGGTA
TACATGTTGATGTGGGT TTTACTGATGCATATACATGATGGCATATGCAGCATCTATTCATA
TGCTCTAACCTTGAGTACCTATCTATTATAATAAACAAGTATGTTTTATAATTATTTCGATC
TTGATATACTTGGATGATGGCATATGCAGCAGCTATATGTGGATTTTTTTAGCCCTGCCTTC
ATACGCTATTTATTTGCTTGGTACTGTTTCTTTTGTCGATGCTCACCCTGTTGTTTGGTGTT
ACTTCTGCA (SEQ ID NO: 1).

En otra nodalidad, un pronotor puede conprender una secuencia de
pol i nucl eétidos del gen de la Ubi-1 vl Z luxurians de la siguiente

maner a:
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GACCCGGT CGTGCCCCT CTCTAGAGATAAAGAGCAT TGCATGT CTAAGGTATCAAAAATTAC
CACATATTTTTTTGGECACACTTATTTAAAGTGCAGT TTATCTATCTCTATACACATATTTAA
ACTTCACTTTATAAATAATATAGT TTATAGTACTAAACTAATATCAGTGITTTAGATAATTA
TATAAATGAACCGCTAGACATGGT CTAAAGTACAACCGAGTATTTGACAACAGGACTCTACA

GITTTATCTTTTTAGIGIGCATGIGI TCTCTCTGITTTTTTTTTTCAAATAGCTTGACCTAT
ATAATACTTCATCCATTTTATTAGTACATCCATTAGCGATTCAGGGT TGATGGI TTCTATAG
ACTAATTTTTTAGTACATCTATTTTATTATTTTTAATTTTTAAATTAAGAAAACTGAAACTC

TATTTTAGI TACTACAAATTAAACAAATACCCT TTAAGGAAT TAAAAAAACTAAGGAAACAT

TTTTCTTGTTTCGAGTAGATTATGACAGCCTGT TCAACGCCGT CGACGAGT CTAACGGACAC
CAACCAGCGAACCAGCAGCGT CECGT CGEECCAAGCGAAGCAGACGECACGECATCTCTGIC
GCTGCCTCTGGACCCCTCTCGAGAGT TCCGCTCCACCGT TGGACT TGCT CCECTGT CGGECAT
CCAGAAAGT GCGT GECGGAGCGEECAGACGT GAGECGEECCT CCTCCTCCTCTCACGECACCGG
CAGCTACGGEGEGGATTCCTTTCCCACCGCTCCTTCCCTTTCCCT TCCTCGCCCGCCGTAATAA
ATAGACACCCCCTCCACACCCTCTTTCCCCAACCTCGTGTTTGI TCGGAGCGCACACACACA
CAACCAGATCTCCCCCAAAT CCACCCGT CGECACCT CCGCT TCAAGGTACGCCGCTCATCCT
CCCCCCCCCTCTCTACCTTCTCTAGATCGECAAT CCGGTCCATGGT TAGEECCCGATAGITC
TACTTCTGI TCATGITTGT GT TAGATCCGT GCTGCTAGCGT TCGTACACGGATGCGACCTGT
ACATCAGACACGT TCTGATTGCTAACT TGCCAGT GI TTCTCTTTGGECGAAT CCAGGGATGGEC
TCTAGCCGT TCCGCAGACGEGT TCGATTTCATGATTTTTTTTGT TTCGT TGCACATAGEGT T
TGGITTGCCCTTTTCCTTTATTTCCTTATATGCTGTACACTCTTTGTCGGGTCATCTTGI CA
TGCTTCTTTTAATCTTGGT TGTGATGATGT GCTCTGGT TGEECEGET CGT TCTAGAT CGGAGT
AGAATACTGI TTCAAGCTACCTGGTGGATTTATTAATTTTGTATCTGTACGT GTGTGCCATA
CATCTTCATAGI TACGAGT TTAAGAT GATGGATGGAAATAT CGATCTAGGATAGGTATACAT
GI TGATGCGGGT TTTACTGATGCATATACAGAGATCCTTTTTTTTCCCTTGGT TGTGATGAT
GCGGTCTGGT TGEECEET CGT TCTAGAT CGGAGTAGAATACTGT TTCAAACTACCTGGTGGA
TTTATTAATTCTGGATCTGTATGI GTGTGCCATACATCTTGATAGT TACGAGT TTAAGATGA
TGGATGGAAATATCGATCTAGGATAGGTATACATGTI CGATGTGEGT TTTACTGATGCATATA
CATGATGGECATATGCAGCATCTATTCATATGCTCTAACCTTGAGTACCTATCTATTATAATA
AACAAGTATGTTTTATAATTATTTTGACCTTGATATACT TGGATGATGGECATATGCAGCAGC
TATATGTGGATTTTTTTAGCCTTGCCTTCATACCCTATTTATTTGI TTGEEECTGITTCTTT
TTGTTGACGCTCACCCTGITGITTGGTGTTACTTCTGCAG (SEQ ID NGO 2)

Los pronotores que se describen en l|la presente se caracterizan
nmedi ante la clonacién y el analisis de honologia de | a secuencia de
ADN posterior para identificar regiones especificas del pronotor
(es decir, el pronotor corriente arriba, 5 -UR y regiones de
intrones). Se proporcionan construcciones y netodos que usan un

pronmotor de la UWoi-1 de Z mays o Z. luxurians que conprenden
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secuenci as de polinucleétidos de una regi 6n del pronotor corriente
arriba, 5-UTR o0 regi6n lider y un intrdn para expresar transgenes
en las plantas. En una nodalidad, un pronotor puede conprender una
secuenci a de polinucleétidos pronotora de corriente arriba del gen

de la Ubi-1 B73 de Z. mays c.v. de la siguiente manera:

GTGCAGCGT GACCOGGT CGT GCCOCTCTCTAGAGATAATGAGCAT TGCATGTCTAAGT TATA
AAAAATTACCACATATTTTTTTTGTCACACT TGTTTGAAGT GCAGT TTATCTATCTTTATAC
ATATATTTAAACT TTACTCTACGAATAATATAATCTATAGTACTACAATAATATCAGTGTTT
TAGAGAAT CATATAAATGAACAGT TAGACAT GGTCTAAAGGACAATTGAGTATTTTGACAAC
AGGACTCTACAGTTTTATCTTTTTAGTGTGCATGTGTTCTCCTTTTTTTTTGCAAATAGCTT
CACCTATATAATACTTCATCCATTTTATTAGTACATCCATTTAGGGT TTAGGGTTAATGGTT
TTTATAGACTAATTTTTTTAGTACATCTATTTTATTCTATTTTAGCCT CTAAATTAAGAAAA
CTAAAACTCTATTTTAGTTTTTTTATTTAATAGT TTAGATATAAAATAGAATAAAATAAAGT
GACTAAAAAT TAAACAAATACCCT T TAAGAAAT TAAAAAAACT AAGGAAACATTTTTCTTGT
TTCGAGT AGATAATGCCAGCCT GT TAAACGCCGT CGACGAGT CTAACGGACACCAACCAGCG
AACCAGCAGCGT CGOGT CGEECCAAGCGAAGCAGACGGECACGGCAT CTCTGTCGCTGCCTCT
GGACCCCTCTCGAGAGT TCCGCT CCACCGT TGGACT TGCTCOGCT GTCGGCATCCAGAAAT T
GOGT GECGGAGCGGECAGACGT GAGCCGGECACGRCAGGCGECCTCCT CCTCCTCTCACGRCAC
CGGCAGCT ACGGGGGAT TCCT TTCCCACCGCT CCTTCGCT TTCCCT TCCTCGCCCGOOGTAA
TAAATAGACACCCCCTCCACACCCTCTT (SEQ I D NO. 3)

En otra nodalidad, un pronotor puede conprender una secuencia de
pol i nucl eéti dos del pronotor corriente arriba del gen de la Wi-1 vl

Z. luxurians de | a siguiente manera:

GACCCGGT CGTGCCCCTCTCTAGAGATAAAGAGCAT TGCATGT CTAAGGTATCAAAAATTAC
CACATATTTTTTTGGECACACTTATTTAAAGTGCAGT TTATCTATCTCTATACACATATTTAA
ACTTCACTTTATAAATAATATAGT TTATAGTACTAAACTAATATCAGTGITTTAGATAATTA
TATAAAT GAACCGCTAGACATGGT CTAAAGTACAACCGAGTATTTGACAACAGGACTCTACA

GITTTATCTTTTTAGIGIGCATGIGI TCTCTCTGI TTTTTTTTTTCAAATAGCTTGACCTAT
ATAATACTTCATCCATTTTATTAGTACATCCATTAGCGATTCAGEGT TGATGGI TTCTATAG
ACTAATTTTTTAGTACATCTATTTTATTATTTTTAATTTTTAAATTAAGAAAACTGAAACTC

TATTTTAGI TACTACAAATTAAACAAATACCCT TTAAGGAAT TAAAAAAACTAAGGAAACAT
TTTTCTTGTTTCGAGTAGATTATGACAGCCT GT TCAACGCCGT CGACGAGT CTAACGGACAC
CAACCAGCGAACCAGCAGCGT CECGT CGEECCAAGCGAAGCAGACGECACGECATCTCTGIC
GCTGCCTCTGGACCCCTCTCGAGAGT TCCGCTCCACCGT TGGACT TGCTCCGCT GT CGGCAT
CCAGAAAGT GCGT GECGGAGCGEECAGACGT GAGECGEECCT CCTCCTCCTCTCACGECACCGG
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CAGCTACGGEEEEATTCCTTTCCCACCGCTCCTTCGCT TTCCCT TCCTCGCCCGCCGTAATAA
ATAGACACCCCCTCCACACCCTCTT (SEQ I D NG 4)

El ement os regul adores géni cos adi ci onal es

Tanmbi én es posible regular la expresién de transgenes nedi ante una
regi 6n de intrones y/o 5 -UIR ubicada en |la parte posterior 3 de la
secuencia pronotora anterior. Un pronotor que conprende una region
del pronotor corriente arriba unida operativanmente a una 5 -UIR y/o
intrén puede regular |a expresi éon de transgenes. Si bien se necesita
un pronotor corriente arriba para conducir la transcripcién, la
presencia de una 5 -UTR y/o intrén puede aunentar |os niveles de
expresion o que da lugar a |la producci 6n de mas transcripciones de
ARNm para la traduccion y sintesis de proteinas. La adici 6n de una
5 -UTR y/o intrén para una secuencia de polinucl e6ti dos de pronotores
anteriores puede ayudar | a expresion estable de un transgén.

Ademés, un pronotor constitutivo que conprende una secuencia de
pol i nucl eéti dos del pronotor corriente arriba

puede ser seguido por una 5-UTR o0 region lider para ayudar en la
expresi 6n de transgenes en | as

plantas. En una nodalidad, un pronotor conprende una 5 -UTR o0
secuenci a de polinucl e6tidos

del gen de la Wobi-1 B73 de Z. mays c.v. de |l a siguiente nmanera:
TCCCCAACCTCGT GT TGT TCGGAGCGCACACACACACAACCAGATCTCCCCCAAATCCACCC
GTCGGCACCTCCGCTTCAAG (SEQ I D NO  5)

En otra nodalidad, un pronotor puede conprender una 5 -UR o

secuencia de polinucleétidos del gen de la Ubi-1 vl Z luxurians de

| a siguiente manera:
TCCCCAACCTCGTGT TTGT TCGGAGCGCACACACACACAACCAGATCTCCCCCAAATCCACC
CGTCGGCACCTCCGCTTCAAG (SEQ I D NG 6)
Ademas, un pronotor constitutivo que conprende una secuencia de
pol i nucl eéti dos del pronotor corriente arriba

seguida de una 5-UTR o regi 6n lider tanbi én puede estar seguidas de
un intrén para ayudar en la

expresi 6n de transgenes en |las plantas. En una nodal i dad, un pronotor
puede conprender una secuencia de
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pol i nucl eétidos intrénica del gen de la Wi-1 B73 de Z. mays c.v. de

| a siguiente nmanera:

GTACGCCGCT CGTCCTCCCCCCCCCCCCCCCT CTCTACCT TCTCTAGAT CGGCGT TCOGGTC
CATGCATGGT TAGGGCCCGGTAGT TCTACT TCTGTTCATGT TTGTGTTAGATCCGTGTTTGT
GTTAGATCCGTGCTGCTAGCGT TCGTACACGGAT GCGACCT GTACGT CAGACACGT TCTGAT
TGCTAACTTGCCAGTGTTTCTCTTTGGRGGAAT CCT GGGATGGECTCTAGCCGT TCOGCAGACG
GGATCGATTTCATGATTTTTTTTGITTCGT TGCATAGGGTTTGGTTTGCCCTTTTCCTTTAT
TTCAATATATGCCGTGCACTTGTTTGTCGGGTCATCTTTTCATGCTTTTTTTTGTCTTGGTT
GTGATGATGT GGTCTGGT TGGGCGGT CGT TCTAGAT CGGAGTAGAATTCTGTTTCAAACTAC
CTGGTGGATTTATTAATTTTGGATCTGTATGTGTGTGCCATACATATTCATAGT TACGAATT
GAAGATGATGGATGGAAATAT CGAT CTAGGATAGGTATACATGTTGATGCGGGT TTTACTGA
TGCATATACAGAGATGCTTTTTGTTCGCTTGGT TGTGATGATGTGGTGTGGT TGEECGGTCG
TTCATTCGTTCTAGATCGGAGT AGAATACTGT TTCAAACTACCTGGTGTATTTATTAATTTT
GGAACTGTATGTGTGTGTCATACATCTTCATAGT TACGAGT TTAAGATGGATGGAAATATCG
ATCTAGGATAGGTATACATGT TGATGTGGGT TTTACTGATGCATATACATGATGGCATATGC
AGCATCTATTCATATGCTCTAACCTTGAGTACCTATCTATTATAATAAACAAGTATGTTTTA
TAATTATTTCGATCTTGATATACT TGGATGATGGCATATGCAGCAGCTATATGTGGATTTTT
TTAGCCCTGCCTTCATACGCTATTTATTTGCTTGGTACTGTTTCTTTTGTCGATGCTCACCC
TGTTGTTTGGTGITACTTCTGCA (SEQ ID NO 7)

En otra nodalidad, un pronotor puede conprender una secuencia de
pol i nucl eétidos intrénica del gen de la Wi-1 vl Z luxurians de la

si gui ente maner a:

GTIACGCCCGCTCATCCTCCCCCCCCCTCTCTACCTTCTCTAGATCGGECAAT CCGGT CCATGGT
TAGGGCCCGATAGI TCTACTTCTGITCATGI TTGTGT TAGATCCGT GCTGCTAGCGT TCGTA
CACGGATGCGACCTGTACATCAGACACGT TCTGATTGCTAACTTGCCAGTGI TTCTCTTTGG
CGAATCCAGGEGATGECT CTAGCCGT TCCGCAGACGEGT TCGATTTCATGATTTTTTTTGTTT
CGTTGCACATAGGGT TTGGTTTGCCCTTTTCCTTTATTTCCTTATATGCTGTACACTCTTTG
TCGEGTCATCTTGICATGCTTCTTTTAATCT TGGT TGTGATGATGT GCTCTGGT TGEECEET
CGTTCTAGATCGGAGTAGAATACTGT TTCAAGCTACCTGGTGGATTTATTAATTTTGTATCT
GTACGT GTGTGCCATACATCTTCATAGT TACGAGT TTAAGATGATGGATGGAAATATCGATC
TAGGATAGGTATACATGI TGATGCGGGT TTTACTGATGCATATACAGAGATCCTTTTTTTTC
GCTTGGI TGTGATGATGCGEGT CTGGT TAEECGEETCGT TCTAGATCGGAGTAGAATACTGITT
CAAACTACCTGGTGGAT TTATTAATTCTGGATCTGTATGTGTGTGCCATACATCTTGATAGT
TACGAGT TTAAGATGATGGATGGAAATATCGATCTAGGATAGGTATACATGTCGATGT GGGT
TTTACTGATGCATATACATGATGGCATATGCAGCATCTATTCATATGCTCTAACCTTGAGTA
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CCTATCTATTATAATAAACAAGTATGTTTTATAATTATTTTGACCTTGATATACT TGGATGA
TGGCATATGCAGCAGCTATATGTGGATTTTTTTAGCCT TGCCTTCATACGCTATTTATTTGT
TTGEGECTGITTCTTTTTGT TGACGCTCACCCTGITGTITTGGTGTTACTTCTGCAG ( SEQ
ID NO 8)

Casetes de expresi 6n de genes
reporteros y transgenes

La expresion de transgenes se puede regular tanbién nediante un
casete de expresi 6n génica. En una nodalidad, un casete de expresion
génica conprende un pronmotor. En wuna nodalidad, un casete de
expresi 6n géni ca conprende un pronotor de la Ubi-1. En una nodalidad,
un casete de expresion génica conprende un pronotor de la Ubi-1 de
una planta. En una nodalidad, un casete de expresi 6n géni ca conprende
un pronotor de la Ubi-1 de Z luxurians vl.

En una nodal i dad, un casete de expresi 6n géni ca conprende un pronotor
de la Wbi-1 de Z. luxurians vl, donde el pronmotor es al nenos 80 %
85 % 90 % 91 % 92 % 93 % 94 % 95 % 96 % 97 % 98 % 99 %
99,5 % 99,8 %o 100 %idéntico a la SEQ ID NO 2. En una nodali dad,
un casete de expresi on génica conprende un pronmotor constitutivo, ta

cono un pronotor de la Wi-1 de Z luxurians vl1l, que esta
operativanente unido a un gen reportero o0 un transgén. En una
nodal i dad, un casete de expresién génica conprende un pronotor
constitutivo que estd operativanente unido a un transgén, donde el
transgén puede ser un transgén resistente a |os insecticidas, un
transgén con tolerancia a |los herbicidas, un transgén eficaz en el
uso de nitrdégeno, un transgén eficaz en el uso de agua, un transgén
de calidad nutricional, un transgén de unién al ADN y un transgén
mar cador sel ecci onabl e o combi naci ones de estos. En una nodal i dad, un
casete de expresion génica que conprende el pronotor constitutivo
puede <conducir la expresiéon de uno 0 nas transgenes o0 genes
reporteros. En wuna nodalidad, un casete de expresion génica que
conprende el pronotor constitutivo puede conducir |a expresi on de dos

0 Mas transgenes o0 genes reporteros.

En una nodal i dad, un casete de expresi 6n géni ca conprende un pronotor
de la Wii-1 de Z luxurians vl, donde l|a secuencia del pronotor
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corriente arriba es al nenos 80 % 85 % 90 % 91 % 92 % 93 % 94
% 95 % 96 % 97 % 98 % 99 % 99,5 % 99,8 %o 100 %idéntica a la
SEQ ID NO 4. En una nodalidad, un casete de expresion génica
conprende un pronotor constitutivo, tal conbo un pronotor corriente
arriba de la Ubi-1 de Z. luxurians vl que esta operativanente unido a
un gen reportero o un transgén. En una nodalidad, un casete de
expresi 6n géni ca conprende un pronotor corriente arriba constitutivo
gue estd& operativanmente unido a un transgén, donde el transgén puede
ser un transgén resistente a los insecticidas, un transgén con
tolerancia a los herbicidas, un transgén eficaz en el wuso de
nitroégeno, un transgén eficaz en el uso de agua, un transgén de
calidad nutricional, wun transgén de unién al ADN y un transgén
mar cador sel ecci onabl e o conbi naci ones de estos. En una nodal i dad, un
casete de expresi On géni ca que conprende el pronotor corriente arriba
constitutivo puede conducir la expresion de uno o nmas transgenes o
genes reporteros. En una nodalidad, un casete de expresi 6n géni ca que
conprende el pronotor corriente arriba constitutivo puede conducir |a
expresion de dos o mAs transgenes O genes reporteros. En una
nodal i dad adi ci onal, el pronotor corriente arriba puede conprender un
intron. En una nodalidad el pronbtor corriente arriba puede
conprender una secuencia de intrones que estd operativanente unido a
un gen reportero o transgén. En otra nodalidad, el pronmotor corriente
arriba puede conprender una 5 -UTR o0 secuencia |ider. En wuna
nodal i dad el pronotor corriente arriba puede conprender una 5 -UTR o
secuencia lider que estéa operativanmente unida a un gen reportero o
transgén. En aun otra nodalidad, un pronotor corriente arriba puede
conprender una 5 -UTR o secuencia |ider y una secuencia de intrones.
En una nodalidad el pronotor corriente arriba puede conprender una
5 -UTR o0 secuencia lider y una secuencia de intrones que esta

operativanente unida a un gen reportero o transgén

En una nodal i dad, un casete de expresi 6n géni ca conprende un pronotor
de la Ubi-1 de Z. luxurians vl1l, donde la 5 -UTR o secuencia |lider es
al nenos 80 % 85 % 90 % 91 % 92 % 93 % 94 % 95 % 96 % 97 %
98 % 99 % 99,5 % 99,8 %o 100 %idéntica a la SEQID NO 6. En una
nodal i dad, un casete de expresi on génica conprende una 5 -UTR o |ider
de un gen de maiz que codifica una proteina de la ubiquitina 1 que
esta operativanente unida a un pronotor, donde el pronotor es una
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pronotor de la Ubi-1 de Z. Iluxurians vl o un pronotor que se origina
de una planta (por ejenplo, pronotor de |a ubiquitina 1 de Zea mays o
Zea luxurians), un virus (por ejenplo, pronotor del virus del npsaico
de la mandioca), o wuna bacteria (por ejenplo, Agrobacterium
tumefaciens delta mas). En una nodalidad ilustrativa, un casete de
expresion génica conprende una 5 -UTR o secuencia lider de Z.
| uxurians vl que esta operativanente unida a un transgén, donde el
transgén puede ser un transgén resistente a |os insecticidas, un
transgén con tolerancia a |os herbicidas, un transgén eficaz en el
uso de nitrdégeno, un transgén eficaz en el uso de agua, un transgeén
de calidad nutricional, un transgén de unién al ADN y un transgén
mar cador sel ecci onabl e o conbi naci ones de estos.

En una nodal i dad, un casete de expresi 6n géni ca conprende un pronotor
de la Wi-1 de Z luxurians vl1, donde |la secuencia intronica es al
menos 80 % 85 % 90 % 91 % 92 % 93 % 94 % 95 % 96 % 97 % 98
% 99 % 99,5 % 99,8 %o 100 %idéntica a la SEQ ID NO 8. En una
nodal i dad, un casete de expresion génica conprende un intréon de un
gen del maiz que codifica una proteina de la ubiquitina 1 que esta
operativanente unida a un pronotor, donde el pronotor es un pronotor
de la Wi-1 de Z luxurians vl o un pronotor que proviene de una
pl anta (por ejenplo, pronotor de la ubiquitina 1 de Zea mays o0 Zea
[ uxurians), un virus (por ejenplo, pronotor del virus del nosaico de
I a mandi oca), o una bacteria (por ejenplo, Agrobacterium tunefaciens
delta mas). En una nodalidad ilustrativa, un casete de expresion
géni ca conprende un intron del gen de maiz que codifica una proteina
de la Ubiquitina que esta operativamente unida a un transgén, donde
el transgén puede ser un transgén resistente a |os insecticidas, un
transgén con tolerancia a |os herbicidas, un transgén eficaz en el
uso de nitrdégeno, un transgén eficaz en el uso de agua, un transgeén
de calidad nutricional, un transgén de unién al ADN y un transgén

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

En una nodal i dad, un vector puede conprender un casete de expresion
génica tal cono se describe en |la presente. En una nodalidad, un
vector puede ser un plasmdo, un cosnmdo, un cronosoma artificia
bacteriano (BAC), un bacteriofago, un virus o un fragnmento del



37

pol i nucl eétido elimnado por nosotros en la transfornmaci 6n directa o

gen de direccionamento, tal conp un ADN donante.

En wuna nodalidad, una célula o planta conprende un casete de
expresion génica tal cono se describe en la presente. En una
nodal i dad, una célula o planta conprende un vector que conprende un
casete de expresion génica tal conb se describe en la presente
solicitud. En una nodalidad, un vector puede ser un plasmdo, un
césm do, un cronmpsona artificial bacteriano (BAC), un bacterio6fago o
un virus. Por lo tanto, una célula o planta que conprende un casete
de expresion génica es wuna célula transgénica o wuna planta

transgéni ca, respectivanente.

En una nodalidad, wuna planta transgénica puede ser una planta
nonocotil edénea o dicotiledonea. Una nodalidad de wuna planta
nonocot i | edébnea transgénica puede ser, pero de nopdo no taxativo,
mai z, trigo, arroz, sorgo, avena, centeno, bananas, cafla de azuUcar y
mjo. Una nodalidad de una planta dicotil edonea transgéni ca puede
ser, pero de nodo no taxativo, soja, algodon, girasol o colza. Una
nodal i dad tanbi én incluye una senilla transgénica de una planta
transgénica, tal conbp se describe en |a presente.

Mar cador es sel ecci onabl es

Vari os marcadores seleccionables tanbién descritos conb genes
reportadores, se pueden incorporar en un vector de expresion para
permtir la identificacidén y seleccion de plantas transformdas
("transformantes”). Se encuentran disponibles nuchos nétodos para
confirmar |a expresién de nmarcadores seleccionables en plantas
transfornmadas, |o que incluye, por ejenplo, el secuenciamento de
ADN y la reaccion en cadena de |la polinerasa (PCR), transferencia
Sout hern, transferencia de ARN, nmétodos inmunol dgicos para |a
detecci 6n de una proteina expresada a partir del vector, tal cono,
la proteina precipitada que nmedia l|a resistencia a la
fosfinotricina, o l|la observacion visual de otras proteinas tales
cono | os genes reporteros que codifican la B-d ucuronidasa (GQJS),
Luciferasa, proteina verde fluorescente (GFP), proteina amarilla
fl uorescente (YFP), DsRed, 3- gal act osi dasa, cl or anf eni col
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acetiltransferasa (CAT), fosfatasa alcalina y simlares (Véase
Sanbrook, et &l., Mlecular Coning: A Laboratory Manual, tercera
edicion, Cold Spring Harbor Press, N Y., 2001, cuyo contenido se

incorpora a la presente nediante esta referencia en su totalidad).

Los genes marcadores seleccionables se utilizan para la seleccidn
de células o tejidos transfornados. Los genes narcadores
sel ecci onabl es incluyen genes que codifican la resistencia a |os
antibiéticos, tales conp aquellos que codifican |la neomcina
fosfotransferasa Il (NEO y la higromcina fosfotransferasa (HPT)
asi conmp tanbién genes que confieren resistencia a conmpuestos
herbi cidas. Los genes resistentes a |os herbicidas general nente
codifican un proteina diana nodificada insensible al herbicida o
una enzima que degrada o desintoxica el herbicida en |la planta
antes de que pueda actuar. Por ejenplo, la resistencia al glifosato
de ha obtenido por nedio de genes que codifican enzinmas diana
mut antes, l|la 5-enol piruvil-shiquinmto-3-fosfato sintetasa (EPSPS).
Los genes y nutantes para | a EPSPS son nuy conoci dos y se describen
en detalle a continuacion. La resistencia al glufosinato de anoni o,
bronmoxinil y 2,4-diclorofenoxiacetato (2,4-D) se ha | ogrado usando
genes bacterianos que codifican pat o DSM2, una nitrilasa, un gen

aad-1 o aad-12 que desintoxica | os herbicidas correspondi entes.

En una nodalidad, los herbicidas pueden inhibir el punto de
crecimento o0 neristeno, lo que incluye imdazolinona o
sulfonilurea y genes para |la resistencia/tolerancia de la

acet ohi droxi aci do sintasa (AHAS) y acetolactato sintasa (ALS). Los
genes resistentes al glifosato incluyen 5-enol piruvil-shiqui mato- 3-
fosfato sintetasa (EPSPS) y genes dgt-28 nediante |la introduccidn
de &cidos nucl eicos reconbinantes y/o varias formas de nutagénesis
in vivo de genes EPSP nativos, genes aroA y genes glifosato acetil
transferasa (GAT), respectivanente. Los genes de resistencia para
otros conpuestos fosfonos incluyen genes BAR de la especie
Strept onyces, lo que incluye Streptonyces hygroscopicus vy
Streptomyces viridichronogenes y piridinoxi o &cidos propidnicos
fenoxi y ciclohexones (genes que codifican al inhibidor ACCase)

Los genes de ej enpl o que confieren resistencia a |os
ci cl ohexanedi onas y/ o &cido aril oxifenoxi propanoico (lo que incluye
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al oxyfop, Diclofop, Fenoxyprop, Fluazifop, Quizalofop) incluyen

genes de acetil coenzima A carboxilasa (ACCase) --Accl-S1, Accl-S2
y Accl-S3. En una nodalidad, l|os herbicidas pueden inhibir Ila
fotosintesis, lo que incluye la triazina (genes psbA y 1s+) vy

benzonitrilo (gen nitrilasa).

En una nodal i dad, | os genes narcadores sel ecci onabl es incluyen, pero
de nodo no taxativo, genes que codifican: neom cina fosfotransferasa
I1; cianam da hidratasa; aspartato cinasa; dihidropicolinato sintasa;
tri ptofan decarboxilasa; dihidropicolinato sintasa y aspartato cinasa
desensi bi | i zada,; gen bar; triptofan decarboxil asa; neom ci na
fosfotransferasa (NEO; higromcina fosfotransferasa (HPT o HYQ;
dihidrofolato reductasa (DHFR); fosfinotricin acetiltransferasa;
aci do 2-2-dicl oropropi 6ni co dehal ogenasa; acetohidroxi aci do sintasa;
5-enol pi ruvil --shi qui mat o- 3-fosfato si ntetasa (aroA);
haloarilnitrilase; acetil-coenzima A carboxilasa; dihidropteroato
sintasa (sul 1); y fotosistema || polipéptido de 32 kd (psbA).

Una nodalidad tanbi én incluye genes que codifican resistencia a:

cl oranf eni col ; nmet ot r exat o; hi grom ci na; especti nom ci na;
bromoxinil; glifosato y fosfinotricina.
La lista precedente de genes nmarcadores seleccionables no es

[imtante. Cual quier gen marcador seleccionable o reportero esté

incluido en | a presente invencién.

Los genes marcadores sel eccionable se sintetizan para |a expresion
Ooptima en la planta. Por ejenplo, en una nodalidad, una secuencia
de codificaci é6n de un gen se ha nodificado nmediante |a optim zaci 6n
de codones para nejorar la expresion en las plantas. Un marcador
sel ecci onabl e se puede optimzar para |a expresion en una especia
vegetal particular o alternativanmente se puede nodificar para |a
expresi 6n Optima en plantas nonocotil edoneas y dicotil edéneas. Los
codones preferidos de plantas se pueden determinar a partir de |os
codones de nmmyor frecuencia en las proteinas expresadas en la
cantidad nmas grande en las especies vegetales de interés
particul ares. En una nodalidad, un marcador sel eccionable se disefa

para expresarse en plantas a un nivel myor |o que da cono
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resul tado una mayor eficacia de transformaci 6n. Los nétodos para |a
optim zaci 6n de genes se conocen nuy bien. Se pueden encontrar
i nstrucciones sobre |la optin zaci6on y elaboraci 6n de secuenci as de
pol i nucl e6ti dos sintéticos en, por ej enpl o, W02013/ 016546,
WO2011/ 146524, WDO1997/ 013402, patente estadouni dense N.° 6, 166, 302,
y patente estadouni dense N.° 5,380,831, las que se incorporan a |la

presente nenoria nmedi ante esta referencia.

Transgenes

Los nmétodos y conposiciones descritas se pueden utilizar para
expresar secuencias génicas de polinucleé6tidos dentro del genonma
vegetal . Por consiguiente, |os genes que codifican la tolerancia a
|l os herbicidas, la resistencia a los insectos, los nutrientes, |os
antibiéticos o las noléculas terapéuticas se pueden expresar

nmedi ante el nuevo pronotor

En una nodalidad el elenento regul ador del pronmotor constitutivo de
| a descripcidon en cuestién, se conbina o se une operativanente con
uno o mas genes que codifican secuencias de polinucledbtidos que
proporcionan resistencia o tolerancia al glifosato, glufosinato 2,
4-D u otro herbicida, proporciona resistencia a insectos selectos o
enfernedades y/o nejoras nutricionales, aunmenta |as caracteristicas
agronoém cas, proteinas u otros productos utiles en la nutricién,
alinmentos u otros usos farnacéuticos, industriales. Los transgenes
se pueden "apilar" con dos o mAs secuencias de &cido nucleico de
interés dentro de un genoma vegetal. El apilado se puede |ograr,
por ejenplo, mediante el cultivo vegetal convencional, usando dos o
mas eventos, transfornmaci 6n de una planta con una construcci 6n que
contiene las secuencias de interés, la retransformacion de una
planta transgénica o adicion de nuevos atributos nediante |a

i ntegraci 6n dirigida nmediante |a reconbi naci 6n honodl oga.

Di chas secuencias de polinucle6tidos de interés incluyen, de nodo
no taxativo, aquellos ejenplos descritos a continuaci én:
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1. Genes o0 secuencia de codificacion (por ejenplo, ARN) que

confieren resistencia a plagas o enfernedades.

(A) GCenes resistentes a enfernedades vegetales. Las defensas
vegetal es se activan frecuentemente por nedio de la interacciédn
especifica de un gen resistente a enfernedades (R) en la planta y
el producto de un gen de avirulencia (Avr)correspondiente en el
pat 6geno. Una variedad vegetal se puede transformar con un gen de
resi stencia clonado para plantas nodificadas que son resistentes a
| as cepas de patodgenos especificos. E enplos de dichos genes
incluyen, el gen C-9 del tomate para |a resistencia para
C adosporium ful vum (Jones et &l., 1994 Science 266:789), gen Pto
del tomate, que codifica un proteina cinasa, para |la resistencia de
Pseudononas syringae pv. tomate (Martin et al., 1993 Science
262:1432) y el gen Arabidopsis RSSP2 para la resistencia a la
Pseudononas syringae (Mndrinos et al., 1994 Cell 78:1089).

(B) una proteina Bacillus thuringiensis, un derivado de esta 0 un
pol i péptido sintético nodel ado de este, tal conp, una secuencia de
nucl e6ti dos de un gen Bt d-endotoxina (Geiser et al., 1986 Cene
48:109) y un gen insecticida vegetativo (VIP) (véase, por ejenplo,
Estruch et al. (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. 93:5389-94). Adenss,
I as nol écula de ADN que codifican | os genes d-endotoxina se pueden
conprar de Anerican Type Culture Collection (Rockville, M.), con
| os nunmero de acceso ATCC 40098, 67136, 31995 y 31998.

(O Una lectina, tal conpb, secuencias de nucleo6tidos de varios
genes de lectina de unidén a la manosa Clivia mniata (Van Dame et
al., 1994 Plant Molec. Biol. 24:825).

(D) Una proteina de unién a vitam nas, tal conp avidina y hondl ogos
de la avidina que son utiles cono larvicidas contra plagas de
i nsectos. Véase | a patente estadouni dense N.° 5, 659, 026.

(E) Un inhibidor de enzimas, por ejenplo, un inhibidor de la
proteasa o un inhibidor de la am | asa. Los ejenplos de dichos genes
incluyen un inhibidor de la proteinasa cisteina de arroz (Abe et
al ., 1987 J. Biol. Chem 262:16793), wun inhibidor | de la
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prot ei nasa de tabaco (Huub et &l ., 1993 Plant Mdlec. Biol. 21:985),
y un inhibidor de la a-amilasa (Sumitani et &l., 1993 Biosci.
Bi ot ech. Biochem 57:1243).

(F) Una hormona o feronona especifica para insectos tal cono un
ecdi steroide y hornona juvenil, y una variante de esta, un m mético
en base a este o un antagonista o agonista de este, tal cono la
expresi on del baculovirus de l|la esterasa de la hornona juvenil
cl onada, un activador de hormona juvenil (Hammock et al., 1990
Nat ure 344:458).

(G Un péptido o neuropéptido especifico para insectos que, tras la
expresion, altera la fisiologia de la plaga afectada (J. Biol.
Chem 269:9). Los ejenplos de dichos genes incluyen un receptor de
hormona diuréticas de insectos (Regan, 1994), wuna alostatina
identificada en D ploptera punctata (Pratt, 1989), neurotoxinas
paral iticas especificas para insectos (patente estadounidense N. °
5, 266, 361) .

(H Un veneno especifico para insectos producido en |la natural eza
por una serpiente, avispa, etc., tal conb un péptido insectotoxico
de escorpi 6n (Pang, 1992 Gene 116: 165).

(1) Una enzima responsable de una hiperacunul aci 6n de nonot er peno,
un sesquiterpeno, un esteroide, &cido hidroxamco, un derivado
fenil propanoide u otra nolécula no proteica con actividad
i nsecti ci da.

(J) Una enzima involucrada en la nodificacién, 1o que incluye la
nodi fi caci 6n postraducci onal de una nol écul a bi ol 6gi canmente acti va,;
por ejemplo, enzima glicolitica, una enzima proteolitica, una
enzima lipolitica, una nuclease, una ciclasa, una transam nasa, una
esterasa, un hidrolasa, un fosfatasa, un cinasa, una fosforilasa,
un polinmerasa, un elastasa, una quitinasa o una glucanasa, ya sean
naturales o sintéticas. Los ejenplos de dichos genes incluyen, un
gen callas (solicitud PCT publicada W»3/02197), secuencias que
codifican la quitinasa (que se pueden obtener, por ejenplo, de |os
nuameros de acceso de ATCC 3999637 y 67152) quitinasa del
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anqui | ostoma del tabaco (Kranmer et &l., 1993 Insect Modlec. Biol
23:691), y gen de la poliubiquitina ubi4-2 del perejil (Kawall eck
et &l ., 1993 Plant Ml ec. Biol. 21:673).

(K) Una nolécula que estimula |a transducci 6n de sefales. Los
ej enpl os de dichas nol éculas incluyen secuencias de nucleo6tidos
para |os clones de ADNc de |la calnmodulina del frijol (Botella et
al., 1994 Plant Mdlec. Biol. 24:757) y una secuencia de nucl eoti dos
de un clone de ADNc de la calnodulina de maiz (Giess et al., 1994
Pl ant Physiol. 104:1467).

(L) Un péptido de nonento hidrofodbico. Véanse |as patentes
est adouni denses N.° 5,659,026 y 5,607,914; el ultino ensefia |o0s
péptidos antim crobiales sintéticos que confieren resistencia a |as
enf er redades.

(M Una nenbrana perneasa, un canal anterior o canal bl oqueador,
tal conmo un analogo de péptido litico cecropin-B (Jaynes et Aal.,
1993 Plant Sci. 89:43) que vuelve a las plantas transgénicas del

tabaco resistentes a | as pseudononas sol anacear um

(N) Una proteina invasiva, viral o una toxina conpleja derivada de
esta. Por ejenplo, la acunulaci6n de proteinas de recubrimento en
célul as vegetales transformadas otorga resistencia a la infeccion
viral y/o desarrollo de enfernedades efectuadas nediante el virus
del cual proviene la proteina de recubrimento, asi cono tanbién
medi ante virus relacionados. Se ha conferido |a resistencia nedi ada
por proteinas de recubrinmento tras plantas transfornadas contra el
virus del nosaico de la alfalfa, virus del nopsaico del pepino,
virus de las estrias del tabaco, virus X de la papa, virus Y de |la
papa, virus del grabado del tabaco, virus del cascabel eo del tabaco
y virus del npsaico del tabaco. Véase, por ejenplo, Beachy et al.
(1990) Ann. Rev. Phytopathol. 28:451.

(O Un anticuerpo especifico para insectos 0 una innunotoxina
derivada de este. Por lo tanto, un anticuerpo dirigido a una
funcion nmetabdlica critica en los intestino del i nsecto

i nactivarian una enzinm afectada, matando al insecto. Por ejenplo,



44

Taylor et &l. (1994) Abstract #497, séptino sinposio internaciona
sobre las interacciones noleculares de |la planta y mcrobio nuestra
la inactivacion enzimatica en el tabaco transgénico nediante |a

producci 6n de fragnentos de anticuerpos de cadena sinple.

(P) Un anticuerpo especifico del virus. Veéase, por ejenplo,
Tavl adoraki et al. (1993) Nature 266:469, que nuestra que |as
pl ant as transgéni cas gue expresan genes de ant i cuer pos

reconmbi nant es estan protegi das del ataque del virus.

(Q Una proteina de desarrollo |lamativo producida en | a natural eza
mediante un patdégeno o0 un pardsito. Por lo tanto, | as
pol i gal acturonasas endo a-1,4-D fungicas facilitan |a col oni zaci 6n
fangica y la liberacion de nutrientes vegetales solubilizando |a
hono- a- 1, 4-D-gal acturonasa de |la pared de la célula vegetal (Lanb
et al ., 1992) Bi o/ Technol ogy 10: 1436. La cl onaci 6n y
caracterizaci 6n de un gen que codifica una proteina inhibidora de
| a endopol i gal acturonasa en el frijol se describe en Toubart et &l.
(1992 Plant J. 2:367).

(R) Una proteina de desarrollo |Ilamativo producida en |a natural eza
por una planta, tal conmb el gen que inactiva el ribosoma de |a
cebada que proporciona un aunmento de |la resistencia a enfernedades

fangi cas (Longemann et al., 1992). Bi o/ Technol ogy 10: 3305.

(S) Interferencia de ARN, en |la que una nol écula de ARN se usa para
inhibir la expresi 6n de un gen diana. Un ejenplo es una nol écul a de
ARN que tiene cadena doble parcial o conpleta, |o que desencadena
una respuesta de silenciamento, |lo que da conp resultado la
escision del ARNds en ARN interferente pequefios, |os que |uego se
i ncorporan a un conplejo de direccionam ento que destruye |os ARNm
hondl ogos. Véase, por ejenplo, Fire et &l., patente estadouni dense
N. ° 6,506, 559; Graham et al, patente estadouni dense N.° 6,573, 099.

2. Cenes que confieren resistencia a un herbicida

(A) Genes que codifican resistencia o tolerancia a un herbicida que
inhibe el punto de crecimento o neristeno, tal cono un herbicida
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i m dazal i nona, sulfonanilida o sulfonilurea. Los genes de ejenplo
en este cb6digo de categoria para la acetolactato sintasa nutante
(ALS) Lee et al., 1988 EMBQJ. 7:1241) tanbi én conocida cono enzima
acet ohi droxi &cido sintasa (AHAS) (Mki et al., 1990 Theor. Appl.
CGenet. 80:449).

(B) Uno o mas genes adicionales que codifican la resistencia o
tolerancia al glifosato inpartidos por la sintasa EPSP y genes ar oA
0O a través de la inactivacion netabolico por nedio de genes tal

cono DGT-28, 2nEPSPS, GAT (glifosato acetiltransferasa) o GOX
(glifosato oxidasa) u otros conpuestos fosfonos tal cono
gl uf osi nat o (genes pat , bar y dsm 2) y aci dos
ari |l oxi f enoxi propi 6ni cos y cicl ohexanodi onas (genes que codifican
el inhibidor ACCase). Véase, por ejenplo, |la patente estadouni dense
N. ° 4,940,835, que divulga | a secuencia de nucl e6tidos de una forma
de EPSP que puede conferir resistencia al glifosato. Una nol écul a
de ADN que codifica un gen aroA nutante se puede obtener con el

numero de acceso ATCC 39256, y l|la secuencia de nucl e6tidos del gen
nmut ante se describe en |la patente estadounidense N. ° 4,769,061. La
solicitud de patente weuropea N° 0 333 033 y la patente
est adouni dense N.° 4,975,374 describen secuencias de nucl e6tidos de
|os genes de glutam na sintetasa que confiere resistencia a |os
herbi cidas tal cono la L-fosfinotricina. La secuencia de
nucl eétidos de un gen de fosfinotricinacetil-transferasa se
proporciona en la solicitud de patente europea N ° 0 242 246. De
Geef et al. (1989) Bio/ Technology 7:61 describe |a produccién de
pl antas transgénicas que expresan genes bar quinéricos que
codifican la actividad fosfinotricina acetil transferasa. Los genes
de ej enpl os que confieren resi stencia a | os aci dos
ari |l oxi f enoxi propi 6ni cos y cicl ohexanedi onas, tales conp setoxidim
y hal oxi fop, son los genes Accl-S1, Accl-S2 y Accl-S3 descrito en
Marshal | et al. (1992) Theor. Appl. Cenet. 83:435.

(C Cenes que codifican la resistencia o tolerancia a un herbicida
gue inhibe la fotosintesis, tal conpb una triazina (genes psbA y
gs+) y un benzonitrilo (gen nitrilasa). Przibilla et al. 1991)
Plant Cell 3:169 describe el uso de plasm dos que codifican genes
psbA nmutantes para transformar |as Chlanmydononas. Las secuenci as de
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nucl eétidos para los genes nitrilasa se describen en la patente
est adouni dense N.° 4,810,648 y nol écul as de ADN que contienen estos
genes estan disponibles en |os nuneros de acceso ATCC 53435, 67441
y 67442. La clonacién y expresion de ADN que codifica un glutatién
S-transferasa se describe en Hayes et al. (1992) Biochem J.
285:173.

(D) Genes que codifican la resistencia o |la tolerancia a un
herbicida que se wune a las hidroxifenilpiruvato dioxigenasas
(HPPD), enzimas que catalizan la reaccion en la que la para-
hi droxifenil piruvato (HPP) se transforma en honobgentisato. Esto
incluye herbicidas tales conp EP418175, EP470856, EP487352,
EP527036, EP560482, EP682659, pat ent e est adouni dense N. °
5,424,276), en particular isoxaflutol, que es un herbida selectivo
para el maiz, dicetonitrilos (EP496630, EP496631), en particular 2-
ci ano-3-ciclopropil-1-(2-SQ2CH3-4-CF3 fenil)propano-1,3-diona y 2-
ci ano-3-ciclopropi |l -1-(2-SQ2CH3-4-2, 3C 2f eni | ) propano- 1, 3- di ona,
tricetonas ( EP625505, EP625508, pat ent e est adouni dense N. °
5,506, 195), en particular sulcotriona y pirazolinatos. Un gen que
produce un sobreabundancia de HPPD en |as plantas que proporcionan
tolerancia o resistencia a dicho herbicidas, |o que incluye, por
ej enpl o, los genes que se describen en | as patentes estadouni denses
N.° 6,268,549 y 6,245,968 y |la publicacion de solicitud de patente
est adouni dense N.° 2003/ 0066102.

(E) Los genes que codifican la resistencia o tolerancia a los
her bi ci das fenoxi auxin, tales cono acido 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D) y que puede tanbi én conferir resistencia o tolerancia a |os
her bi ci das aril oxi fenoxi propi onato (AOPP). Los ejenplos de dichos
genes incluyen el gen de la [(lenzima dioxigenasa dependiente de
cetoglutarato, se describen en |a patente estadounidense N.°
7,838, 733.

(E) Los genes que codifican la resistencia o tolerancia a |os
her bi ci das f enoxi auxi n, tal es cono el aci do 2, 4-
di cl orof enoxi acético (2,4-D) y que puede tanmbién conferir
resistencia o tolerancia a los herbicidas piridiloxi auxin, tales

cono fluroxipir o triclopir. Los ejenplos de dichos genes incluyen
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el gen de |la enzinma dioxi genasa dependiente de |a a-cetoglutarato,
se descri ben en WO2007/ 053482 A2.

(G Genes que codifican |la resistencia o tolerancia a dicanba
(véase, por ejenplo, la publicacion de patente estadouni dense N.°
20030135879) .

(H  Genes que proporcionan resistencia o tolerancia a |os
herbi cidas para inhibir la protoporfirinogen oxidasa (PPO (Véase
| a patente estadounidense N.° 5,767,373).

(I') Genes que proporcionan resistencia o tolerancia a |os
herbicidas triazina (tales conop |la atrazina) y derivados urea (ta
cono diuron) herbicidas que se unen a proteina centrales de |os
centros de reaccion de fotosistema Il (PS Il) (Véase Brussian et
al., (1989) EMBO J. 1989, 8(4): 1237-1245.

3. CGenes que confieren o contribuyen con un atributo de valor

agr egado

(A) El netabolisnb de &cido graso nodificado, por ejenplo,
transformando el maiz o Brassica con un gen antisentido o
estearoil - ACP desaturasa para aunentar contenido de acido estearico
de la planta (Knultzon et al., 1992) Proc. Nat. Acad. Sci. EUA
89: 2624.

(B) Contenido de fitasa di sm nuido

(1) Introducci6n de un gen que codifica la fitasa, tal cono el gen
de fitasa Aspergillus niger (Van Hartingsveldt et al., 1993 Cene
127:87), nejora el desglose de la fitasa, agregando mas fosfato
libre a la planta transformnmada.

(2) Se puede introducir un gen que reduce el contenido de fitato.
En el mmiz, esto, por ejenplo, se puede lograr al clonar y |uego
reintroducir el ADN asociado con el dnico alelo que es responsal be
de los nutantes del mmiz caracterizados por |os bajos niveles del
acido fitico Raboy et al., 1990 Maydi ca 35: 383).
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(© La conposicio6n de carbohidratos nodificados efectuados, por
ej enpl o, transformando plantas con un gen que codifica una enzim

gue altera el patron de ramficacién del almdéon. Los ejenplos de

di chas enzi mas i ncl uyen el gen St rept ococcus nmucus
fructosiltransferasa (Shiroza et al., 1988) J. Bacteriol. 170:810,
gen Bacillus subtilis |evansucrase (Steinnmetz et al., 1985 Mol.

Gen. Cenel. 200:220), Bacillus licheniforms a-anylasa (Pen et al.,
1992 Bi o/ Technol ogy 10:292), genes de l|la invertasa del tomate

(Elliot et al., 1993), gen amilasa de |la cebada (Sogaard et al.

1993 J. Biol. Chem 268:22480), y enzima |l de ranificaci 6n del
al m déon endosperno de nmaiz (Fisher et &l., 1993 Plant Physiol.
102: 10450) .

Tr ansf or maci 6n

Los nmétodos adecuados para la transformaci 6n de plantas incluyen
cual qui er nétodo donde el ADN se puede introducir en una célula, por
ej enpl o, de nodo no taxativo: el ectroporaci 6n (véase, por ejenplo, la
pat ent e est adouni dense N.° 5,384, 253); bonbardeo de micro proyectiles
(véanse, por ejenmplo, las patentes estadounidenses N ° 5,015, 580;
5,550, 318; 5,538,880, 6,160,208, 6,399,861, y 6,403,865); la
transformaci 6n nedi ada por Agrobacterium (véanse, por ejenplo, |as
patentes estadounidenses N ° 5,635, 055; 5, 824, 877, 5,591, 616;
5,981,840; y 6,384,301); y la transformaci 6n de protoplasnas (véase,
por ejenplo, |la patente estadounidense N. ° 5,508, 184). Estos métodos
se pueden utilizar para transformar establenente o transitorianente

una pl ant a.

Se puede introducir una construcci 6n de ADN directanente en el ADN
genémco de la célula vegetal wusando técnicas tales cono la
agitacion con fibras de carburo de silicio (véanse, por ejenplo,
| as patentes estadounidenses N ° 5,302,523 vy 5,464,765). Las
construcciones de ADN se pueden introducir directanente en el
tejido vegetal usando netodos biolisticos, tales conp el bonbardeo
de particulas de ADN (Véase, por ejenplo, Klein et &l ., (1987)
Nat ure 327:70-73). En forma alternativa, |as construcciones de ADN
se pueden introducir en la célula vegetal medi ante |a
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t ransf or maci 6n de nanoparticul as (véase, por ej enpl o, | a
publicaci6n de |la patente estadounidense N. ° 2009/0104700, que se

incorpora a |la presente nediante esta referencia en su totalidad).

Adenmas, la transferencia génica se puede |ograr usando una bacteria
0 virus non-Agrobacterium , tal conb Rhizobium sp. NGR234,
Si nor hi zoboium neliloti, Mesorhizobium loti, virus X de la papa,
virus del nosaico de la coliflor, virus del npbsaico de |a mandi oca
y/ o virus del nosaico del tabaco, véase, por ejenplo, Chung et A&l.
(2006) Trends Plant Sci. 11(1):1-4.

A través de la aplicaci 6n de teécnicas de transformacion, |as células
de préacticanmente cual quier especie vegetal se puede transformar de
forma estable y estas células se pueden desarrollar en planta
medi ante t écni cas nmuy conoci das. Por ejenplo, |as técnicas que pueden
ser particularmente atiles en el contexto de la transformaci 6n del
al godon se describen en |as patentes estadouni denses N. ° 5,846, 797

5, 159, 135; 5, 004, 863; y 6, 624, 344; | as t écni cas par a | a
transformaci 6n de plantas de Brassica en particular, se describen,
por ejenplo, en |a patente estadounidense N.° 5,750,871; |las técnicas
para |la transformaci 6n de |la soja se describen, por ejenplo, en la
patente estadounidense N ° 6,384,301; y las técnicas para la
transfornmaci 6n del maiz se describen, por ejenplo, en las patentes
est adouni denses N.° 7,060,876 y 5,591,616, y la publicacion PCT
i nt ernaci onal W95/ 06722.

Luego de efectuar la entrega de un &cido nucleico exdégeno a una
célula receptora, se identifica generalnmente un célula transfornada
para el cultivo y regeneraci 6n vegetal adicional. Con el fin de
nmejorar | a capacidad de identificar transformantes, uno puede desear
enpl ear un gen narcador sel ecci onable con el vector de transformaci én
utilizado para generar el transfor mant e. En una nodalidad
ilustrativa, se puede analizar una pobl aci 6n de cél ul as transformadas
exponi endo |l as células a un agente o agentes selectivos o |las célul as
se pueden analizar para determnar el atributo de gen marcador
deseado.
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Las células que sobrevivan la exposicidon a un agente selectivo o
célul as que han obtenido un puntaje positivo en un ensayo de andlisis
pueden ser cultivadas en un nedio que apoye |a regeneraci 6n de |as
plantas. En una nodalidad, se puede nodificar cualquier nedio
adecuado de cultivo de tejidos vegetales al incluir sustancias
adicionales, tales conpb reguladores del crecimento. Los tejidos
veget al es se pueden nmantener en un medi o basico con regul adores del
creci mento hasta que haya suficiente tejido disponible para conenzar
| os esfuerzos de regeneracion vegetal. De nanera alternativa,
siguiendo las rondas repetidas de seleccion nmanual, hasta que la
norfol ogia del tejido sea adecuada para |a regeneraci 6n (por ejenplo,
al nmenos 2 senmanas), se puede transferir luego el tejido al nedio que
es propicio para la formacion de brotes. Los cultivos son
transferidos periodicanente hasta que haya ocurrido una fornacion
suficiente de brotes. Una vez que se han formado |os brotes, se
transfieren al nedio que es propicio para |la formaci 6n de raices. Una
vez que se han formado las raices, las plantas se pueden transferir

al suelo para el crecimento y nmadurez adicional.

Para confirmar |la presencia de un &cido nucleico deseado que
conprende construcci ones proporcionadas en plantas regeneradoras, se
pueden |l evar a cabo una variedad de ensayos. D chos ensayos pueden
incluir: ensayos biol 6gicos noleculares, tales conb |la transferencia
Southern y Northern, y PCR, ensayos bioquimcos, tales conp detectar
la presencia de un producto de proteina nediante nedios
i nmunol égi cos, tales conb ELI SA transferencias western y/o
espectrofotonmetria LCGMS M5) o nediante la funcion enzimatica, tales
cono, nediante ensayos de partes de plantas, tales conb ensayos de
hojas, callos o polen; y/o analisis del fenotipo de toda la planta

regener ada.

Los eventos transgénicos se pueden analizar, por ejenplo, nediante
anplificacién PCR usando cebadores de oligonucleétido especificos
para |l as nol écul as de acido nucleico de interés. Se entiende que el
genoti po de PCR incluye, pero de nodo no taxativo, la anplificacidn
PCR del ADN gendom co derivado del tejido vegetal huésped purificado
y/ o aislado previsto para contener una nol écula de acido nucleico de

interés integrada en el genomm, seguida de la clonaci 6n estandar vy
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analisis de secuencias de productos de anplificacién PCR Se han
descrito bien | os nétodos del genotipo PCR (véase, por ejenplo, Rios
et al. (2002) Plant J. 32:243-53) y se puede aplicar al ADN gendm co
derivado de cual quier especie vegetal o tipo de tejido que incluye

cultivos cel ul ares.

Las conbi naci ones de cebadores de ol igonucl eétidos que se unen tanto
a la secuencia diana conb a la secuencia introducida se pueden
utilizar secuencialmente o multiplexadas en las reacciones de
anplificacién PCR Se pueden producir cebadores de oligonucl eétidos
di seflados para escindirse al sitio diana, secuencias de &cido
nucl ei co introduci do y/o conbi naci ones de dos tipos de secuencias de
acido nucleico. Por lo tanto, |las estrategias del genotipo PCR pueden
incluir, por ejenplo y sin limtacién: anplificacidén de secuencias
especificas en el genoma vegetal; anplificacién de miltiples
secuencias especificas en el genoma vegetal; anplificacién de
secuenci as no especificas en el genonma vegetal; y conbinaciones de
cualquiera de las anteriores. Un experto en la técnica puede idear
conbi naci ones adi ci onal es de cebadores y reacciones de anplificacion
para interrogar al genoma. Por ejenplo, se puede diseflar un conjunto
de cebadores de oligonucledtidos inversos y directos para escindirse
con | as secuencial/s de &cido nucleico especificas para | a diana fuera
de los limtes de |a secuencia de acido nucl eico introduci da.

Los cebadores de oligonucleétidos inversos y directos se pueden
di seflar para escindirse especificamente con una nol écula de acido
nucl ei co introducido, por ejenplo, a una secuencia correspondiente a
una regi 6n de codificaci 6n dentro de una secuencia de nucl eéti dos de
interés conpuesta de estos u otras partes de |la nol écula de acido
nucl ei co. Se pueden utilizar cebadores junto con | os cebadores que se
describen en | a presente. Los cebadores de oligonucl eéti dos se pueden
sintetizar de acuerdo con una secuencia deseada y esta disponible
conerci alnente (por ejenplo, de Integrated DNA Technol ogies, Inc.,
Coralville, 1A). La anplificacidén puede estar seguida por Ila
cl onaci 6n y secuenciamento o por el analisis de secuencias directas
de productos de anplificacion. En una nodalidad, |os cebadores de
ol i gonucl e6ti dos especificos para |la diana génica se utilizan en |as

anplificaci ones de PCR



52

Met odo para expresar un transgén

En una nodalidad, un nétodo para expresar al nmenos un transgén en
una planta conprende hacer crecer una planta que conprende un
pronotor de la Wi-1 de Z luxurians vl (SEQ ID NO 2)
operativanmente unido a al nenos un transgén. En una nodalidad, un
nmet odo para expresar al nenos un transgén en un tejido vegetal o
célula vegetal conmprende cultivar un tejido vegetal o célula
vegetal que conprende un pronotor de la Ubi-1 de Z. luxurians vl

(SEQ ID NG 2) operativanmente unido a al nenos un transgén.

En una nodalidad, un nmétodo para expresar al nenos un transgén en
una planta conprende hacer crecer una planta que conprende un
casete de expresién génica de la UWii-1 de Z luxurians vl (SEQ ID
NO 2) operativanente wunido a al nenos un transgén. En otra
nodal i dad, un método 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 expresion
génica de la Ubi-1 de Z luxurians vl (SEQ ID NO 2) operativanmente

unido a al menos un transgeén.

En una nodalidad, wuna planta, tejido vegetal o célula vegetal
conprende un casete de expresion génica que conprende un pronotor de
la UWoi-1 de Z. luxurians vl (SEQ ID NO 2 operativanente unido a un
transgén. donde, el pronotor de la Ubi-1 de Z luxurians vl (SEQ ID
NO 2) se conpone de un pronotor corriente arriba (SEQID NO 4), 5 -
UTR (SEQ ID NO 6), y un intréon (SEQ ID NO 8). En una nodalidad, una
planta, tejido vegetal o célula vegetal conprende un casete de
expresi 6n génica que conprende un pronotor corriente arriba de la
Ubi-1 de Z. luxurians vl (SEQID NO 4), 5 -UR (SEQID NO 6), y un
intrén (SEQ ID NGO 8). En una nodalidad, una planta, tejido vegetal o
célul a vegetal conprende un casete de expresi on génica que conprende
un pronotor corriente arriba de la Wi-1 de Z Iluxurians vl (SEQ ID
NO 4), 5-UR(SEQID NO 6), y un intron (SEQ ID NO 8) de un gen
de la Whi-1 de Z. luxurians vl. En una nodalidad, una planta, tejido
vegetal o célula vegetal conprende un casete de expresi 6n géni ca que
conprende un pronotor corriente arriba de la Ubi-1 de Z. luxurians vl
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(SEQIDNO 4), 5-UTR (SEQIDNO 6), y un intrén (SEQ ID NO 8) de

un gen de la UWoi-1 de Z. luxurians vl.

En una nodalidad, una planta, un tejido vegetal o célula vegetal
conprende un pronmotor de la Wi-1 de Z luxurians vl1. En una
nodal i dad, un pronotor de la Wi-1 de Z luxurians vl puede ser la
SEQ ID NO 2. En una nodalidad, una planta, un tejido vegetal o
célul a vegetal conprende un casete de expresi on génica que conprende
un pronotor, donde el pronotor es al nenos 80 % 85 % 90 % 91 % 92
% 93 % 94 % 95 % 96 % 97 % 98 % 99 % 99,5 % 99,8 %o 100 %
idéntico a la SEQ ID NO 2. En una nodalidad, una planta, tejido
vegetal o célula vegetal conprende un casete de expresi 6n géni ca que
conprende un pronotor de la UWii-1 de Z luxurians vl que esta
operativanente unido a un transgén. En una nodalidad ilustrativa, una
planta, tejido vegetal o célula vegetal conprende un casete de
expresi 6n génica que conprende un pronotor de la UWi-1 de Z
luxurians vl que esté operativanente unido a un transgén, donde el
transgén puede ser un transgén resistente a |os insecticidas, un
transgén con tolerancia a |los herbicidas, un transgén eficaz en el
uso de nitrogeno, un transgén eficaz en el uso de agua, un transgén
de calidad nutricional, un transgén de unién al ADN y un transgeén
mar cador sel ecci onabl e o conbi naci ones de estos.

En una nodalidad, una planta, un tejido vegetal o célula vegetal
conprende un pronotor corriente arriba de la Ubi-1 de Z. luxurians vl
En una nodalidad, un pronotor corriente arriba de la Wi-1 de Z
| uxurians vl puede ser la SEQID NGO 4. En una nodalidad, una planta,
un tejido vegetal o célula vegetal conprende un casete de expresion
géni ca que conprende un pronotor corriente arriba, donde el pronotor
corriente arriba es al nmenos 80 % 85 % 90 % 91 % 92 % 93 % 94
% 95 % 96 % 97 % 98 % 99 % 99,5 % 99,8 %o 100 %idéntico a la
SEQ ID NO 4. En una nodalidad, una planta, tejido vegetal o célula
vegetal conprende un casete de expresion génica que conprende un
pronotor corriente arriba de la Wi-1 de Z luxurians vl que esté
operativanente unido a un transgén. En una nodalidad ilustrativa, una
planta, tejido vegetal o célula vegetal conprende un casete de
expresi 6n géni ca que conprende un promobtor corriente arriba de la

Ubi-1 de Z. luxurians vl que esté operativanente unido a un transgén,
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donde el transgén puede ser un transgén resistente a los
insecticidas, un transgén con tolerancia a |os herbicidas, un
transgén eficaz en el uso de nitrdgeno, un transgén eficaz en el uso
de agua, un transgén de calidad nutricional, un transgén de uni én al

ADN y un transgén marcador sel ecci onabl e o conbi naci ones de estos.

En una nodalidad, una planta, un tejido vegetal o célula vegetal
conprende una 5 -UTR o secuencia lider de la Wi-1 de Z. |uxurians
vl. En una nodalidad, una 5 -UTR o secuencia lider de la Wdi-1 de Z
| uxurians v1 puede ser un polinucleétido de la SEQ ID NO 6. En una
nodal i dad, una planta, un tejido vegetal o célula vegetal conprende
un casete de expresi 6n géni ca que conprende una 5 -UTR, donde la 5 -
UTR o secuencia |ider es al menos 80 % 85 % 90 % 91 % 92 % 93 %
94 % 95 % 96 % 97 % 98 % 99 % 99,5 % 99,8 %o 100 %idéntica a
la SEQ ID NO 6. En una nodalidad, un casete de expresién génica
conprende una 5 -UTR o lider de la Wi-1 de Z luxurians vl que esta
operati vanente unida a un pronotor, donde el pronpbtor es un pronotor
de la UWodiquitina o un pronotor que proviene de una planta (por
ej enpl o, pronotor de la ubiquitina 1 de Zea mays o Zea | uxurians), un
virus (por ejenplo, pronotor del virus del npbsaico de |la mandioca), o
una bacteria (por ejenplo, Agrobacterium tunefaciens delta nmas). En
una nodal i dad, una planta, tejido vegetal o célula vegetal conprende
un casete de expresion génica que conprende una 5 -UTR o |ider que
esta operativanente wunida a un transgén. En una nodalidad
ilustrativa, una planta, tejido vegetal o célula vegetal que
conprende un casete de expresion génica conprende una Ubi-1 o |ider
de Z. luxurians vl que esta operativanente unida a un transgén, donde
el transgén puede ser un transgén resistente a |os insecticidas, un
transgén con tolerancia a |os herbicidas, un transgén eficaz en el
uso de nitrdégeno, un transgén eficaz en el uso de agua, un transgeén
de calidad nutricional, un transgén de unién al ADN y un transgén

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

En una nodalidad, una planta, un tejido vegetal o célula vegetal
conprende un intron de la Wdi-1. En una nodalidad, una planta, un
tejido vegetal o célula vegetal conprende un intron de la Ubi-1 de Z
[ uxurians vl1. En una nodalidad, un intron de la Ubi-1 de Z. |uxurians

vl puede ser un polinucle6tido de la SEQ ID NO 8. En una nodalidad,
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una planta, un tejido vegetal o célula vegetal conprende un casete de
expresi 6n géni ca que conprende un intron, donde el intrén es al nenos
80 % 85 % 90 % 91 % 92 % 93 % 94 % 95 % 96 % 97 % 98 % 99
% 99,5 % 99,8 % o 100 % idéntico a la SEQ ID NO 8. En una
nodal i dad, un casete de expresiéon génica conprende un intrén de la
Ubi -1 de Z. luxurians vl que esta operativanmente unido a un pronotor,
donde el pronotor es una pronotor de la Ubi-1 o un pronotor que
provi ene de una planta (por ejenplo, pronotor de la ubiquitina 1 de
Zea mays o0 Zea luxurians), un virus (por ejenplo, pronotor del virus
del nosaico de la mandioca), o una bacteria (por ejenplo,
Agrobacterium tunefaciens delta mas). En una nodalidad, una planta,
tejido vegetal o célula vegetal conprende un casete de expresion
géni ca que conprende un intrén de la Wi-1 de Z luxurians vl que
esta operativanente wunido a un transgén. En una nodalidad
ilustrativa, wuna planta, tejido vegetal o <célula vegetal que
conprende un casete de expresi 6n géni ca que conprende un pronotor de
la UWoi-1 de Z. luxurians v1 que est& operativamente unido a un
transgén, donde el transgén puede ser un transgén resistente a |os
insecticidas, un transgén con tolerancia a |os herbicidas, un
transgén eficaz en el uso de nitrdgeno, un transgén eficaz en el uso
de agua, un transgén de calidad nutricional, un transgén de unio6n al

ADN y un transgén narcador sel ecci onabl e o conbi naci ones de est os.

En una nodalidad, una planta, tejido vegetal o célula vegeta

conprende una casete de expresién génica que conprende un pronotor
corriente arriba de la Woi-1 de Z. luxurians vl, un intron de la Ubi-
1 y una 5 -UR de la Wli-1 que estéa operativanente unida a un
transgén. El pronotor de la Woi-1 de la Z |luxurians vl, un intrén de
la Wi-1y una 5 -UTR de la Ubi-1 pueden estar operativanente uni dos
a diferentes transgenes dentro del casete de expresi on géni ca cuando
un casete de expresion génica incluye dos o nmas transgenes. En una
nodal idad ilustrativa, un casete de expresion génica conprende un
pronmotor de la Ubi-1 de Z. luxurians vl que esta operativanente unido
a un transgén, donde el transgén puede ser un transgén resistente a
|l os insecticidas, un transgén con tolerancia a |os herbicidas, un
transgén eficaz en el uso de nitrdgeno, un transgén eficaz en el uso
de agua, un transgén de calidad nutricional, un transgén de unio6n al

ADN y un transgén marcador sel ecci onabl e o conbi naci ones de estos. En
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una nodalidad ilustrativa, un casete de expresi én géni ca conprende un
intrén de la Ubi-1 de Z. |luxurians vl que esta operativanente unido a
un transgén, donde el transgén puede ser un transgén resistente a |l os
insecticidas, un transgén con tolerancia a |os herbicidas, un
transgén eficaz en el uso de nitrdgeno, un transgén eficaz en el uso
de agua, un transgén de calidad nutricional, un transgén de uni 6n al
ADN y un transgén mar cador sel ecci onabl e o conbi naci ones de estos. En
una nodal i dad, un casete de expresioOon génica conprende un intrén de
la Ubi-1 que esta operativamente unido a un pronotor, donde el
pronotor es un pronotor de la Ubiquitina o un pronotor que proviene
de una planta (por ejenplo, pronotor de la ubiquitina 1 de Zea mays o
Zea |uxurians), un virus (por ejenplo, pronotor del virus del nosaico
de la mandioca), o0 una bacteria (por ejenplo, Agrobacterium
tumefaciens delta mas). En una nodalidad ilustrativa, un casete de
expresi 6n géni ca conprende una 5 -UTR de la Ubi-1 de Z. luxurians vl
gque esta operativanente unida a un transgén, donde el transgén puede
ser un transgén resistente a los insecticidas, un transgén con
tolerancia a los herbicidas, un transgén eficaz en el wuso de
nitrégeno, un transgén eficaz en el uso de agua, un transgén de
calidad nutricional, wun transgén de unién al ADN y un transgén
mar cador sel ecci onabl e o conbi naci ones de estos.

En una nodalidad, wuna planta, tejido vegetal o célula vegetal
conprende wuna vector que conprende wun elenento regulador de
pronotores de genes constitutivos tal cono se describe en la
presente. En wuna nodalidad, wuna planta, tejido vegetal o célula
vegetal conprende una vector que conprende un el enento regul ador de
pronotores de genes constitutivos tal cono se describe en la
presente, operativamente unido a un transgén. En una nodalidad, una
planta, tejido vegetal o célula vegetal conprende una vector que
conprende un casete de expresion génica tal conb se describe en la
presente. En wuna nodalidad, un vector puede ser un plasmdo, un
césm do, un cronpsona artificial bacteriano (BAC), un bacterio6fago o

un fragnento de virus.

En una nodalidad, una planta, tejido vegetal o célula vegetal, de
acuerdo con | os nmétodos que se describen en la presente, puede ser
una nonocotil edonea. La planta nonocotil edénea, tejido vegetal o



57

célula vegetal puede ser, pero de nodo no taxativo, mmiz, arroz

trigo, cafla de azucar, cebada, centeno, sorgo, orquidea, banbdq,
banana, totora, lirio, avena, cebolla, mjo y triticale. En otra
nodal i dad, una planta, tejido vegetal o célula vegetal, de acuerdo
con los nétodos que se describen en la presente, puede ser una
dicotiledonea. La planta dicotiledonea, tejido vegetal o célula
vegetal puede ser, pero de nodo no taxativo, semlla de col za, col za,

nostaza i ndia, nostaza de Etiopia, soja, girasol y al goddn

Con respecto a la producci 6n de plantas genéticanmente nodifi cadas,
se conocen bien los métodos para la ingenieria genética de |as
pl antas. Por ejenplo, se han desarrollado nunerosos netodos para |la
transformaci 6n vegetal, | o que incluye protocol os de transformaci én
fisica y bioldgica para |las plantas dicotil edoneas asi cono tanbi én
para |as plantas nonocotil edéneas (por ejenplo, Goto-Fum yuki et
al., Nature Biotech 17:282-286 (1999); Mki et &l ., Mthods in
Pl ant Mbl ecul ar Bi ol ogy and Bi ot echnol ogy, Aick, B. R y Thonpson

J. EE Eds., CRC Press, Inc., Boca Raton, pp. 67-88 (1993)). Adenas,
los vectores y los nmétodos de «cultivo in vivo para la
transformacion y regeneracion de células vegetales o tejido de
pl antas se encuentran disponibles , por ejenplo, en Guber et al.,
Met hods in Plant Ml ecul ar Biology and Biotechnology, Gick, B. R

y Thompson, J. E. Eds., CRC Press, Inc., Boca Raton, pp. 89-119
(1993).

Un experto en la técnica reconocera que |luego de que l|la secuencia
exbégena se haya incorporado en forma estable en las plantas
transgénicas y confirnado que es operable, que se puede introducir
en otras plantas nediante el cruzamento sexual. Es posible
utilizar cualquier cantidad de técnicas de cultivo estandar,
dependi endo de | as especi es que se van a cruzar.

Se puede identificar y aislar una célula vegetal transformda,
raiz, hoja, callo, polen, tejido o planta nmediante |la seleccidén o
analisis del material vegetal nodificado para atributos codificados
medi ante | os genes marcadores presentes en el ADN transfornador.
Por ejenplo, la seleccidon se puede realizar haciendo crecer el
mat eri al vegetal nodificado en un nedio que contiene una cantidad
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i nhi bidora de un antibiético o herbicida al cual la construccion
génica transformante confiere resistencia. Adicionalnente, |as
células transformadas se pueden identificar tanbién nediante el
analisis de las actividades de genes marcadores visibles (por
ej enpl o, los genes YFP, GFP, [(-glucuronidasa, Luciferasa, B o Cl)
gue pueden estar presentes en |as construcci ones de &acido nucleico
reconbi nante. Los expertos en |la técnica conocen bien dichas

net odol ogi as de sel ecci 6n y anali sis.

Tanmbi én se pueden wutilizar métodos fisicos y bioquimcos para
identificar transformantes vegetales o <células vegetales que
conti enen construcci ones géni cas i nsert adas. Est os mét odos
incluyen, pero de npdo no taxativo: 1) Analisis Southern o
anplificaci 6n PCR para detectar y determinar la estructura de la
insercion de ADN reconbi nante; 2) transferencia Northern,
proteccion Sl RNasa; cebador-extensién, o anplificacion PCR
transcriptasa inversa para detectar y exam nar transcripciones de
ARN de |as construcciones génicas; 3) ensayos enzimaticos para
detectar actividad de enzimas o ribozims, donde dichos productos
génicos se codifican mediante |la construcci 6n génica; 4) analisis
de secuenciamiento de la siguiente generacién (NGS); o 5)
electroforesis en gel de proteinas, técnicas de transferencia
western, inmmunoprecipitacion, o ensayo innunosorbente unido a
enzi mas (ELI SA), donde |os productos de |la construcci 6n génica son
proteinas. Tanbi én se pueden utilizar técnicas adicionales, tales
conmo la hibridacion in situ, la tincién enzimitica y la
i nmunotincion para detectar |la presencia o0 expresion de la
construcci 6n reconbi nant e en or ganos veget al es y tejidos
especificos. Los expertos en |la técnica conocen bien |os nétodos

para |l evar a cabo todos estos ensayos.

Se pueden observar | os efectos de |a manipul aci 6n géni ca usando | os
mét odos que se describen en |la presente nediante, por ejenplo,
transferencias Northern del ARN (por ejenplo, ARNm) aislado de I|os
tejidos de interés. Nornalnmente, si el ARNm esta presente o si la
cantidad de ARNm aunentd, se puede asumr que el transgeén
correspondiente se estd expresando. Se pueden utilizar otros
métodos de nedicién génica y/o actividad de polipéptido
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codi fi cados. Se pueden utilizar distintos tipos de ensayos
enzi mati cos, dependi endo del sustrato utilizado y el método para
detectar el aunmento o dism nuci6n de un producto o subproducto de
reacci 6n. Ademds, |los niveles de polipéptidos expresados se puede
medir de forma inmunoquimca, nmediante el uso de ELISA, RIA EAY
otro anticuerpo basado en ensayos bien conocidos por |os expertos
en la técnica, tales cono, nmedi ante ensayos de deteccion
el ectroforéticos (ya sea con tincion o transferencia western). Cono
un ejenplo no taxativo, se describe I|la detencién del AAD1
(aril oxi al canoat o di oxi genasa; véase WO 2005/107437) y proteinas
PAT (fosfinotricina-Nacetil-transferasa)usando un ensayo ELISA en
| a publicaci6n de patente estadounidense N. ° 20090093366 que se
incorpora a la presente en su totalidad nediante esta referencia.
Ademas, el transgén se puede expresar selectivanmente en al gunos
tipos de célula o tejidos de la planta o en algunas fases de
desarrollo. El transgén se puede expresar tanbhién en form
sustancial en todos los tejidos vegetales y durante todo su ciclo
de vida. Sin enbargo, tanbién es aplicable cualquier npdo de
expresi 6n conbi nat ori a.

La presente descripcion tanbién abarca semllas de las plantas
transgéni cas que se describieron anteriornente, donde la semlla
conprende el gen reportero, transgén o casete de expresi on génica.
La presente descripci 6n abarca tanmbi én |a progenie, clones, |ineas
celulares o células de |as plantas transgéni cas que se descri bi eron
anteriornente, donde dicha progenie, clon, linea celular o célula

conprende el gen marcador, transgén o construcci 6n géni ca.

Si bien la invencion se ha descrito con referencia a nétodos vy
nodal i dades especificas, se debe apreciar que es posible realizar
vari as nodificaciones y canbios sin alejarse de |la invenci 6n gque se
describe en | a presente nenori a.

EJEMPLOS

Ej empl o 1: Identificacion y aislamento de nuevos pronotores
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Se anplificd una secuencia de pronotor nuevo a partir del gen de Z.
| uxurians v1 usando |la reaccién en cadena de |la polinmerasa (PCR,
por sus siglas en inglés). Los oligonucleétidos (Tabla 1) disefiados
para anplificar el pronotor nuevo, Z. luxurians vl provinieron de
| as regiones conservadas de |a secuencia pronotora de la Ubi-1 B73
de Z. mays c.v., que sirvio conp control. Se obtuvo un producto PCR

de Z. luxurians vl y se caracterizbé.

El producto PCR que conprende el pronotor nuevo se clond en
ventores Topo™ usando un kit de clonacién de PCR Invitrogen Zero
Blunt® TOPO®R de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se
proporci ona un mapa del vector que nuestra el pléasm do clonado que
conprende el producto PCR del pronotor nuevo. El pl &sm do
pDAB105710 corresponde a Z. luxurians vl (la FIG 2).

Tabla 1: Cebadores utilizados para la anplificacion por PCR de
| os nuevos pronotores de la Ubi-1

La I D

Sec.

N°. .
Cebador di recto:
GCTACCGCGGACCCGGET CGTGCCCCTCTCTAGAGATAATG 9
Cebador inverso: AGICAGGTACCCTGCAGAAGTAACACCAAACAACAG 10

Se subraya la secuencia especifica de pronptores de |os
cebadores de PCR La secuencia de cebadores ubicada 5 antes de
la secuencia especifica de pronotores es una secuencia

enl azadora utilizada para |a cl onaci én.

Después de | a clonaci 6n, se secuenci 6 |la insercion del pronotor que
contiene el producto PCR usando nétodos conocidos por |os expertos
en |l a técnica. Las secuencias de polinucl e6tidos del pronotor de Z.
[uxurians vl (FIG 4) se alinearon en forma informitica vy
posteriornente se analizaron para |la honol ogia de secuencias con |la
secuencia de control de la Ubi-1 B73 de Z mays c.v. (FIG 3). Se
utilizaron mét odos informaticos y/o  progranas i nformati cos
conoci dos por |los expertos en la técnica, tales conb CustalW o
Sequencher para realizar el analisis de honol ogia de secuenci as.
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Ej enpl o 2: Caracterizaci 6n de nuevos pronotores

El analisis de honol ogia de secuencias (FIGS. 3-7), que incluye el
alineamento y conparacion de secuencias con |a secuencia de
control de la Woi-1 B73 de Z. mays c.v. (SEQID NO 1; la FIG 3)

relevd un nuevo pronotor de la Woi-1 para la caracterizacion

Tabla 2: (% de honol ogia de secuencias entre el pronptor de la Ubi-1 B73
Z. mays y el nuevo pronotor de la Wbi-1

pr onot or El enent o
corriente 5'- de choque
Pr onot or Total arriba UTR/ Li der Intrén Caja TATA térmco
Z. luxurians vl | 90,4 |87,8 98, 8 91,7 100 100

adi cional. Se observd que | a nueva secuencia pronotora de |a Ubi-1,
obtenido de Z. luxurians vl (SEQ ID NO 2; la FIG 4) estaba
conmpuesto por secuencias de polinucleétidos de tres regiones
diferentes; 1) regi 6n del pronotor corriente arriba (SEQ ID NO 4),
2) a 5-UR (SEQ ID NGOG 6) y 3) un intron (SEQ ID NO 8). Las
regi ones del pronotor y |os el enentos del pronotor especifico de Z
luxurians vl se analizaron para determinar la honologia de
secuenci as con respecto a |la secuencia de control de la Ubi-1 B73
de Z. mays c.v. (FIGS. 5-7). Mis especificanente, |la alineacion de
secuencias se llevd a cabo para conparar independi entenente el
pronotor corriente arriba, 5 -UTR 'y las regiones introénica, asi
cono tanbién la caja TATA y |los elenmentos regul adores del elenento
de choque térmco (HSE) del pronotor de Z. luxurians vl para |as
regi ones correspondientes de |la secuencia de control de la Ubi-1
B73 de Z. mays c.v. (Figuras 5-7, Tabla 2).

La FIG 5 nuestra la alienaci6n de secuencias de |as regiones del
pronotor corriente arriba del pronmotor de Z. luxurians vl en
conparaci 6n con la regi6n del pronotor corriente arriba de la
secuencia pronmotora de control de la Ubi-1 B73 de Z. mays c.v. La
FIG 6 nuestra la alienaci 6n de secuencias de la 5 -UTR o secuenci a
| ider del pronotor de Z. luxurians vl en conparaci 6n con la 5 -UIR
0 secuencia lider de la secuencia pronotora de control de la Ubi-1
B73 de Z. mays c.v. La FIG 7 nuestra la alienacidon de secuencias
de las regiones del pronotor corriente arriba del pronotor de Z.
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| uxurians vl en conparacién con |la regi6n del pronotor corriente
arriba de |a secuencia pronotora de control de la Ubi-1 B73 de Z

mays C. V.

Los elenentos del pronotor obtenidos de Z. luxurians vl nostraron
un total de identidad de secuencias de 90,4 % (Tabla 2) con l|a
secuencia de la Wii-1 B73 de Z. mays c.v. La caracterizacion de |la
secuencia pronotora nueva de Z. luxurians vl confirmd que la
mayoria de |os elenentos reguladores del pronotor (es decir, una
caja TATA o elenmento de choque térm co) encontrado normal nente en
un pronotor funcional, tanbién se conservaron nmuy bien dentro de
las regiones pronotoras centrales del gen de la Wdi-1 de Z
| uxurians vl (Tabla 2). Por ejenplo, la Figura 5 nmuestra una caja
TATA nuy conservada (869-876 pares de bases se mnuestran subrayados)
qgue se identific6 y se descubriéo que se encontraba ubicada
aproxi madanmente a 5 anterior de 50 bp de la TSS en |l a regio6n del
pronotor corriente arriba del nuevo pronotor de la Udi-1 de Z
[ uxurians vl. Mentras se observaron uni canente nivel es pequefios de
variaciéon en la 5 -UTR o secuencia lider del pronotor nuevo de |a
Ubi-1 de Z. luxurians vl (la Figura 4) que tuvo 98,8 % de honol ogi a
de secuencias con |la secuencia de control de la Ubi-1 B73 de Z
mays C. V. (Figura 6), tanmbi én se identificaron &reas de
conservaci 6n de secuencias inferiores en la region pronotora

corriente abajo (Figura 5) y la regidn de intrones (Figura 7).

Las regiones pronotoras corriente arriba del pronotor de la Ubi-1
de Z. luxurians v1 nostraron variaciones del pronotor corriente
arriba de la Ubi-1 B73 de Z. mays c.v. que tiene uUnicanente 87,8 %
de honol ogia de secuencia (Tabla 2). La mayoria de las diferencias
identificadas en l|la regidn pronotora corriente arriba de Z
| uxurians v1 se conponen de elimnaciones, sustituciones y/o
di scordanci as de nucl e6tidos (Figura 5). En particular, se encontro
una elimnaci6n de 12-13 bp ubicada dentro de la corriente arriba
5 de 100 bp del elenento pronotor de |la caja TATA en el pronotor
de la Wi-1 de Z. luxurians vl (se nuestran en cajas de 773-784
pares de bases). De nmmnera simlar, la FIG 5 nuestra dos
super posi ci ones de secuenci as de el enentos de choque térm co (HSE)
(se mnuestran rodeadas de 457 — 481 y 482 — 500 de pares de bases,
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respecti vanente) que no se conservaron en el pronotor de la Ubi-1

de Z. luxurians vl analizado en este estudio.

Ademds, existen notivos reguladores adicionales en la region
pronotora corriente arriba de la Wbi-1 que se extiende corriente
arriba 5 de 100-200 bp de la TSS. Estos notivos se unen a |os
factores de la transcripcion que interactuan con el conplejo de
iniciacion transcripcional y facilita su ensanblaje, nejora su
estabilidad o aunenta |a eficacia del escape pronbtor una vez que
se activa la maquinaria transcripcional (Peremarti et al. 2010).
Por |lo tanto, se observaron elimnaciones, sustituciones vy
di scordancias conmp estas dentro de la region reguladora en el
pronotor de la UWdi-1 de Z. luxurians vl (Figura 5), que podrian
afectar potencialnmente tanto la fuerza conp |a especificidad del
pr onot or .

Tanbi én se identificd la variaci 6n de secuencias en |l as regiones de
intrones del pronmotor de |la Ubi-1 de Z luxurians Si bien el
pronotor de la Ubi-1 de Z luxurians conmpartid niveles
rel ati vanente conservados de identidad de secuencia (es decir, 91,7
% con |la secuencia pronotora de control de la Ubi-1 B73 de Z. nmays
c.v. (Tabla 2), la secuencia pronotora intrénica de Z. |luxurians vl
t anmbi én contenia dos el i m naci ones significativas de
apr oxi radanente 17 bp y 8 bp, respectivanente (Figura 7) que no se
identificaron en la secuencia de control. La elimnacion de 17 bp
se ubic6 a aproxi madanmente 195 bp de corriente abajo 3 de la TSS
(se nostraron en cajas de 120-136 de pares de bases) y la
el i m naci 6n de 8 bp se ubicd en aproxi madamente 710 bp de corriente

abajo 3 de la TSS (se nuestran subrayadas 626-633 pares de bases).

Ej enpl 0 3: Construcci 6n de vectores usando | 0s nuevos pronotores

para | a expresi 6n génica

A nmenos que de indique de otra manera, |as nmanipulaciones
bi ol 6gicas y bioquimcas que se describen en este y posteriores
Ej enpl os se |l evaron a cabo nedi ante met odol ogi as estandar tal cono
se describe en, por ejenplo, Ausubel et &l. (1995), y Sanbrook et
al . (1989) 'y actualizaciones de estos. Las construcciones
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utilizadas en |os experinmentos se describen mis detall adanente a

continuaci 6n (Tabla 3).

El pronotor de Z. luxurians que conprende el pronotor corriente
arri ba, 5 -UR vy regi ones i ntronicas, cono se describe
anteriornmente, se extrajeron del gen de la Wbi-1 de |a especie Z
luxurians y los anplicones de PCR se purificaron en gel usando
Q Aqui ck Cel Extraction Kit® (Q agen Carl sbad, CA). La secuencia de
pol i nucl e6ti dos del pronotor se clon6 luego en un Gateway Entry
Vector® (I nvitrogen) usando técnicas de clonacio6n estandar
conocidas en la técnica. El Gateway Entry Vector® resultante que
conprende |l a secuencia pronotora de la Ubi-1 para Z. |uxurians vl
se confirnmd nediante | a digestion de restriccion y secuenci am ento.
Tanbi én se clondé un vector de entrada de control que conprende |a
secuenci a pronotora de la Ubi-1 B73 de Z. mays c.v. en un vector de
puerta de entrada wusando técnicas de clonacién estandar en el

t écni ca.

Ademés de las secuencias pronotoras de la Wi-1, el vector de
entrada tanbi én estaba conpuesto del gen reportero de la proteina
amarilla fluorescente de Phialidium species (PhiYFP, Shagin, D A,
(2004) Mol Biol Evol. 21;841-50) con un intrén ST-LS1 incorporado en
| a secuencia (Vancanneyt, G, (1990) Mol Gen Genet. 220;245-50) y la
regi 6n 3’ -UTR del gen 5 del a Peroxi dasa de Zea mays (ZnPer5; patente
est adouni dense N.° 6,699,984). Se proporci onan napas de vectores que
nmuestran | os vectores de entrada cl onados que conprenden cada una de
| as secuencias pronotoras. La construcci 6n pDAB105742 corresponde a
vector de entrada de control que conprende |a secuencia pronotora de
la Ub-1 B73 de Z. mamys c.v. La construcci 6n pDAB105737 corresponde
al vector de entrada que conprende l|la secuencia pronotora de Z.
| uxurians. Por |lo tanto, se establecieron |os vectores de entrada
gue conprenden casete de expresion génica que conprenden un
pronotor de la Ubi-1 de Zea species , el Phigen YFP y la ZnPer5 3’ -
UTR.

Tal conb se describe en la Tabla 3, se construyd una construccion
de vectores de expresién binaria que conprende el gen reportero
Phi YFP estinul ado por |a nueva secuencia reportera y term nada por
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la ZmPer5 3’ -UTR La transformaci 6n o expresi 6n de vectores para |la
transformaci 6n de enbriones de nmmiz nediado por Agrobacterium se
construyé nediante el wuso de nétodos de clonacion estéandar vy
reacci ones de reconbi naci 6n Gat eway® que enplean un vector binario

de destino estandar, pDAB101917 y |los vectores de entrada que

Tabl a 3: Construcci on de vectores de expresi 6n génica binaria
Construcci 6n del vector de Construcci 6n del vector
entrada de destino
Construcci 6n Gen 3 -
del vect or Pr onot or Transgén 3'-UTR| Pronotor reportero UTR | Figura

conprenden el casete de expresioén génica, tal cono se describio

ant eri or ment e.

El vector de destino binario, pDAB101917, se conpone de un gen
tolerante a | os herbicidas phosphinothricin acetyltransferase (PAT,

Wehrmann et al., 1996, Nature Biotechnology 14:1274-1278). En el

vector pDAB101917, |a expresion génica PAT estaba bajo el contro

de un pronmotor de la Ubi-1 de Z mys, 5 -UTR y un intron. El

vect or pDAB101917 tanbi én se conpone de un region 3' -UTR del gen
| i pasa de Z. mays (Znlip; patente estadounidense N.° 7,179,902). La
3'-UTR ZnLip se utilizdé para determnar la transcripcion del ARNm
PAT. La reacci 6n de reconbi naci 6n Gateway® permti é la insercion de
cada vector de entrada que conprende el casete de expresiOn génica
(es decir, el pronmotor de la Ubi-1 de a Z. luxurians vl o Z. mays
c.v., el gen PhiYFP y la 3 -UTR ZnPer5) en el vector binario de
destino pDAB101917. Los vectores de entrada se insertaron en el

vector de destino pDAB101917 entre los limtes Ay B del ADN T vy
corriente arriba

del casete de expresi 6on PAT
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bi nari o
Z. mays C.V. Z. mays

pDAB105748 B73 Ubi-1 Phi YFP | ZnPer 5 Ubi -1 PAT Znli p 8
Z. luxurians Z. mays

pDAB105743 vl Ubi-1 Phi YFP | ZnPer 5 Ubi -1 PAT Znlip 9

Se proporcionan | os mapas de vectores que nuestran |a construcci 6n
de expresion binaria, pDAB101917 con |los casetes de expresion
géni ca que se conponen de un pronotor de la Ubi-1 de Z. nmays o Z
luxurians , el gen PhiYFP y la 3 -UTR ZnPer5 incorporada. La
construcci 6n de control, pDAB105748, <corresponde al casete de
expresi 6n génica que conprende el pronotor de la Ub-1 B73 de Z
mays c.v. 8). Adenas, |la construcci 6n pDAB105743 corresponde al
casete de expresion génica que conprende |a secuencia pronotora de

la Ubi-1 de Z. luxurians vl (Figura 9).

Ej empl 0 4: Transformaci 6n veget al

Las construcciones del vector binario, pDAB105748 (Z. nmays c.V.
B73) y pDAB105743 (Z. luxurians vl1) se transformaron cada uno en |a
cepa Agrobacterium tunefaciens, EHA10l, wusando las técnicas de
transformaci 6n estandar conocidas en la técnica. Las colonias
bacterianas se aislaron y el ADN plasmdo binario se extrajo, se
purifico y se confirmd nmediante l|la digestion enzimatica de

restriccion.

Se Ilevd a cabo la transformaci 6n de |as plantas de nai z de acuerdo
con el protocolo descrito en Vega et al., 2008, Plant Cell Rep
27:297-305 que utilizo la transformaci 6n nmedi ada por Agrobacterium
y el gen fosfinotricina acetiltransferasa(PAT, Whrmann et al.,
1996, Nature Biotechnol ogy 14:1274-1278) cono un nmarcador vegetal
sel ecci onabl e. Los «cultivos de Agrobacterium tumefaciens que
conprenden |as construcciones del vect or binario (descrito
anteriornente) se utilizaron para transformar las plantas H -11 de
Z. mays c.v. y producir la prinera ronda, Ty, de eventos de maiz
transgénico (Tabla 4). Los enbriones cigotos inmaduros se
produj eron, prepararon y cultivaron 2,5 neses después de Ila

t ransf or maci 6n.
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Los resultados de la transformaci 6n para |as construcciones de
expresi 6n génica individual es se describen nmas detal |l adanmente en |l a
Tabla 4. Se proporciona |la cantidad total de enbriones producidos,
la cantidad total de eventos transgéni cos observados en |la fase de
callo y en la planta total, asi conp tanbién el porcentaje de
eficacia de transformaci 6n general. La eficacia de transfornmacion
general de las construcciones de expresion binaria es nmenor a la
gue se infornd previanente (Vega et al., 2008) debido al bajo vigor

enbrionari o en nmuchos experi nent os.

Tabla 4: Prinmera ronda, Ty, resultados de |la transfornacién
del nmaiz
Construcci 6n Canti dad de
del vector Total # de Cantidad event 0s Efi caci a
bi nario enbriones de callos transgénicos (9%
pDAB105748 545 221 33 6,1
pDAB105743 632 228 28 4,4

Ejemplo 5: Analisis de la cantidad de copias de transgenes

La integraci 6n estable del transgén Phi YFP dentro del genona de |as
pl antas transgénicas de Z. mays se confirmd mediante un ensayo de
sonda de hidrdlisis. Las pl antulas Z. mays  transgénicas
transfornadas de forma estable que se desarrollan a partir del callo
se obtuvieron y analizaron para identificar eventos que contienen una
poca cantidad de copias (es decir, 1-2 copias) de inserciones de cepa
T de | ongitud conpl et a.

El sistema Roche Light Cycler 480™ se utiliz6 para determinar la
cantidad de copias transgénicas de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. El nmétodo utiliz6 una reaccién de PCR TaghMan®
bi pleja que utilizd oligonucl ebtidos especificos para el gen Phi YFP
y para el gen de referencia endbégeno Z. mays Invertasa (Znlnv;
Niunero de acceso Genbank: Ul16123.1) en un ensayo U0nico. Se

deternmindé la cantidad de copias y la cigosidad nediante | a nedicion
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de la intensidad de la fluorescencia especifica para PhiYFP,
relacionado con |a fluorescencia especifica para Zmnv, en

conpar aci 6n con | a canti dad de copi as estandar.

Un fragnmento de ADN especifico para genes Phi YFP se anplifico con
un conjunto de cebadores/sondas TaqMan® que contienen una sonda
etiquetada con tinte fluorescente FAMMy Zninv se anplificd con un
segundo conjunto de cebadores/sondas de TagMan® que contiene una
sonda etiquetada con fluorescencia HEX™ (Tabla 5) . Los cebadores y
sondas para el analisis de cantidad de copias se sintetizaron en
forma conmercial por Integrated DNA Technologies (Coralville, IA).
El resto fluorescente FAMM se excito en una densidad o6ptica de
465/510 nm y el resto fluorescente se excité6 en una densidad de
533/ 580 nm

Las reacciones se prepararon en un volunmen de reacci 6n final de 10
pul usando reactivos, tal conmb se describe en la Tabla 6. Los
fragment os de ADN especifico para genes se anplificaron de acuerdo
con las condiciones de ternociclaje que se establecen en |la Tabla
7. Se determin6 la cantidad de copias y la cigosidad de |as
muestras nediante |la nedicion de la intensidad relativa de
fluorescencia especifica para el gen reportero, PhiYFP, a Ila
fluorescencia especifica para el gen de referencia, Znmnv, en

conpar aci 6n con | as normas de canti dad de copi as.

Se crearon normas de cantidad de copias diluyendo el vector,
pDAB108706, en el ADN genomco B104 Z nmys c.v. para obtener
estdndares con una relaciod6n conocida de pDAB108706: ADNg. Por
ej enpl o, se prepararon nuestras que tienen uno, dos y cuatro copias
del ADN de vector por una copia del ADNg B104 de Z. nmys c.v. Se
mezcl aron una o dos diluciones de copia del pDAB108706 con el Z.
mays c.v. Los estandares del ADNg B104 se validaron contra un
evento de control de Z. nmys que era conocido por ser hemicigoto y
un evento de control Z. mays que era conocido por ser honocigoto
(es decir, evento 278 de Z. mays; véase |a publicaci6n de patente
i nternaci onal PCT N.° WD 2011/ 022469 A2).
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Se realiz6 un ensayo de anplificaci 6n por PCR biplejo de TagMan® que
utiliza oligonucl e6tidos especificos para el gen PAT y el gen de
referencia s Zmnv endogeno, respecti vanente. Se enmpled Ila
anplificaci on por PCR para detectar un fragmento de ADN especifico
para genes para PAT con un conjunto de cebadores de TagMan® y una
sonda etiquetada con tinte fluorescente FAMM(Tabl a

5). Tanbi én se utilizoé un segundo conjunto de cebadores y una sonda
etiquetada con tinte fluorescente HEX™ para anplificar y detectar
el gen de control/referencia enddogeno Zninv (Tabla 5). La nezcla de
reacci 6n de PAT Taghan® se prepar6 comp se establece en |la Tabla 6 y
los fragnentos especificos se anplificaron de acuerdo con |Ias
condi ci ones establ ecidas en |la Tabla 7.

Tabla 5: Cebadores y Sondas para ensayos de cantidad de copi as
SEQ I D
Gen Cebador / Sonda Secuenci a de nucl e6ti dos N. ©:
Cebador directo CGTGT TGGGAAAGAACTTGGA 11
Cebador inverso CCGTGGTTGECTTGGTCT 12
Phi YFP Sonda
(secuenci a/ mar cador
fl uorescente) 5’ FAM CACTCCCCACTCGCCT 13
Cebador directo TGGCGCGACGACGACTTGT 14
7 v Cebador inverso AAAGT TTGGAGGCTGCCGT 15
Contr ol Sonda
(secuenci a/ mar cador
fluorescente) 5' HEX/ CGAGCAGACCGCCGTGTACTT 16
Cebador directo ACAAGAGT GGATTGATGATCTAGAGAGGT 17
Cebador inverso CTTTGATGCCTATGT GACACGTAAACAGT 18
PAT Sonda
(secuenci a/ mar cador
fl uorescente) 5' FAM GGTGTTGTGGCTGGTATTGCTTACGCTGG 19

Los resultados del analisis de la cantidad de copias del transgén
de las plantas transgénicas se obtuvo nediante |a transformaci 6n de
di ferentes construcci ones pronotores se nmuestran en |la Tabla 8. Se
transfirieron Uunicanmente las plantas con 1 a dos copias del
transgén Phi YFP al invernadero y se cultivaron para analisis de

expresi 6n adi ci onal es.
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Tabl a 6:
Concentraci 6n de Concentraci 6n
Reactivo trabajo Vol unen (pl) final
Agua - - 0,5 --
Roche Li ght Cycl er
Master M x 2X 5 1X
Cebador directo Phi YFP 10 uM 0,4 400nM
Cebador inverso Phi YFP 10 uM 0,4 400 nM
Phi YFP Sonda- FAM
eti quet ada 5 uM 0,4 200nM
Cebador directo Zm nv 10 uM 0,4 400 nM
Cebador inverso Zm nv 10 uM 0,4 400 nM
Zm nv Sonda- HEX
eti quet ada 5 uM 0,4 200 nM
Pol i vinilpirrolidona
(PVP) 10 % 0,1 0, 10%
Plantilla de ADN
genom co: ~5 ng/ ul 2 ~10 ng/ pl

Tabla 7: Condiciones ternociclicas para |la anplificaci6n de PCR de
cantidad de copi as
Et apa PCR Tenperatura (°C) Ti enpo Cantidad 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: Andlisis de |la cantidad de copi as de transgenes de
pl antas transgéni cas

Event os Sinple (1-2 Conpl ej o (>2
Construcci 6n anal i zados copi as) copi as)
105748 21 15 6
105743 22 4 18

Ej enpl 0 6: Cuantificaci 6n ELI SA de | as proteinas Phi YFP y PAT

Se tomaron nuestras de

usando ensayos

ELI SA de hojas.

|l as plantas en

Las nuestras

se recopilaron

|a fase V4-5 de desarrollo

en

pl acas de tubos de recol ecci 6n de 96 pocillos y se tomaron 4 di scos
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de hoja (tamafio de papel perforado) para cada nuestra. Se agregaron
a cada tubo dos BBs de 4,5 mm (Dai sy corporation, Roger, AR) y 200
puL de anorti guador de extraci 6n [1x PBS conpl enmentado con 0,05 % de
Tween® 20 y 0,05 % de BSA (MIlipore Probumn® EMD MIIipore
Corp., Billerica, MA)]. Se agregaron otros 200 pL de anorti guador
de extracci 6n a cada tubo seguido de | a inversion para nezclar. Las
placas se centrifugaron durante 5 mnutos a 3000 rpm E
sobrenadante se transfirido a los pocillos correspondientes en un
pocill o profundo 96 al macenado en hielo. Las placas Maxi-Sorp de 96
pocillos Nunc® Therno Fisher Scientific Inc., Rockford, 1IL) se
utilizaron para ELISA. Las placa se recubrieron con un anticuerpo
de captura anti-YFP nmonocl onal de ratén (Ori Gene Technol ogies Inc.,
Rockville, MD). El anticuerpo se diluyé en PBS (1 ug/nL) y se
agregaron 150 pL de PBS diluido por pocillo. Las placas se
i ncubaron durante la noche a 4°C.Las placas nocturnas se
mant uvi eron a tenperatura anbiente durante 20-30 minutos antes de
lavar 4 x con 350 pL de anortiguador de lavado [1x PBS
conpl ementado con 0,05 % de Tween® 20 (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO ].

Las placas se bloquearon con 200 pL por pocillo de anortiguador de
bl oqueo [1x PBS conpl ementado con 0,05 % de Tween® 20 més 0,5 % de
BSA (MIlipore Probum n®] durante un ninimbo de 1 hr a +37 °C
sequi do de 4x | avados con 350 puL de anortiguador de |avado (Tontec
QuadraWash™2, Tontec, Inc., Handen, CT).

Para ELISA YFP, se utilizé conp estandar un reconbi nante Evrogen
Phi-YFP de 1 ng/nL (Axxora LLC, Farmingdale, NY). Se utilizd una
curva estandar de ajuste de 5 paranetros (entre los valores 1 ng/m
y 0,125 ng/nm) para asegurar que todos |os datos queden dentro de
la parte lineal de la curva. Se agregaron 100 pL de estandar o
nmuestra al pocillo. Se utilizé un nmininb de dilucion 1:4 de |a
nmuestra en el anortiguador de ensayo. Las placas se incubaron
durante 1 hora a tenperatura anbiente en un agitador de placas (250
rpm agitador de placas de titulacion) seguido de 4x |avados con
350 pL de anortiguador de Ilavado (Tontec QuadraWash™ 2). Se
agregaron aproxi madanente 100 puL de anticuerpo anti-Phi YFP
policlonal de conejo Evrogen de 1 upg/nL (Axxora) a cada pocillo.
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Las placas se incubaron durante 1 hora a tenperatura anbiente en un
agi tador de placas a 250 rpm seguido de 4x |avados con 350 pL de
anortiguador de lavado (Tontec QuadraWash™ 2). A continuaci 6n, se
diluyeron 100 pL de anticuerpo secundario 1gG HRP anticonejo
(Therno Scientific) 1:5000 en anortiguador de bloqueo/ensayo, al
gue se cuantificaron |as proteinas PAT usando un kit de Envirol ogix
(Portland, ME). Se |Ilevaron a cabo ELISAS wusando miltiples
di luciones de extractos vegetales y reactivos e instrucciones

esenci al mente tal conp | o proporcionaron | os proveedores.

Ej enpl 0 7: Expresi on vegetal estable de transgenes operativanmente

uni dos a nuevos pronotores

Se observd la expresion proteica en los tejidos vegetales
transgéni cos. Por ejenplo, se observé la expresion de Phi YFP en
callos de plantas Tp que se transformaron en forma estable nediante
el cocultivo con Agrobacterium Las plantas transgénicas se
cultivaron a partir de enbriones transformados de Z. mays usando
construcciones de vectores binarios que conprenden el pronotor
nuevo, pDAB105743 (Z. luxurians vl1l, FIG 9) y el pronotor de
control, pDAB105748 (Z. mays c.v. B73, FIG 8). Se observaron
callos vegetales en wun estereom croscopio Leica Mcrosystens,
Buffalo G ove, IL) usando un filtro YFP y una fuente de luz de 500
nm Se nuestran en |la Figura 10 ejenplos representativos de la
expresi 6n establ e de Phi YFP observada en el tejido del callo de |as
plantas de mmiz Tp transgénicas que conprenden pDAB105743 en
conpar aci 6n con el control, 10. Los datos confirnman que el pronotor
nuevo que conprende pDAB105743 (Z. luxurians vl),tal conp se
describe en |a presente nenoria, es capaz de conducir |a expresion
fuerte del gen PhiYFP en el tejido del callo de las plantas

transgéni cas Top .

Cono se describe en la Tabla 8, |as plantas conpl etas que contenian
una baja cantidad de copias (es decir, 1-2 copias) del transgén
Phi YFP se cultivaron en un invernadero. En general, se utilizaron
apr oxi madanente cinco (5) a aproxi madanente diez (10) eventos por
construcci 6n y aproxi nadanente cinco (5) plantas por evento para el
anadlisis de la expresion T;. Los datos de ELISA revel aron expresion
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consistente de |la proteina PhiYFP en |las hojas de las plantas de
mai z T, usando construcci ones de vectores que conprenden el pronotor
nuevo, pDAB105743 (Z. luxurians vl1), en conparacién con |a
construcci 6n de control, pDAB105748 (Z. mays c.v. B73).

Se observd una expresion de proteinas Phi YFP nedia de
apr oxi mmdanente 142,5 ng/ng (+/-35,9 ng/nmg) de PhiYFP para la
plantas T; que conprenden |a construccion del pronotor nuevo,
pDAB105743 (Z. | uxurians vl1, FI G 9), en conparaci 6n con
apr oxi mmdanente 285,3 ng/nmg (+/ - 22,7 ng/ng) de proteina PhiYFP
produci da por |a planta de control que conprende |a construcci én de
control, pDAB105748 (Z. mays c.v. B73, FIG 8). Estos resultados
confirman que el promotor nuevo de Z. luxurians vl1, conp se
describe en la presente nenoria, era util en la produccion de
atri butos transgénicos en altos nivel es de producci 6n de proteinas.

Ademas, la expresion PAT nedia para todas las plantas T; que
conprenden pDAB105743 (Z. luxurians vl1) era de aproxi madanente 59,0
ng/nmg (+/- 11.6 ng/ng) en conparaci 6n con aproxi madamente 105, 8
ng/mg (+/- 7.4 ng/ng) de proteina PAT producida por la planta de
control que conprende pDAB105748 del pronotor B73 de Z. mays c.vV.
En general, |a expresién de | a proteina PATA para todas |as plantas
de maiz fue significativamente nmenor que l|la expresion observada

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

La expresién de proteinas Phi YFP tanbién se mdid en el polen
procedente de las panojas de las plantas transgénicas T1
sel ecci onadas que representan cada wuno de las construcciones
pronotores nuevos que se describen en la presente. Tal cono se
nmuestra en la FIG 11, el analisis de imgenes del polen
transgéni co confirma que el pronotor nuevo que conprende pDAB105743
(Z. luxurians vl1), conb se describe en al presente solicitud,

conduce |l a expresion alta de |a proteina Phi YFP en el pol en.

Ej enpl 0 8: Construcci 6n de vectores

Se nmuestra en la figura 12 wuna construccién de vectores de
expresi 6n binaria 12. La construcci 6n pDAB112853 se conpone del gen
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reportero PhiYFP y la 3" -UTR ZnPer5 que se estinularon nediante el
pronotor v2 de la Ubi-1Zm La construcci 6n pDAB112853 tanbi én se
conpone del gen AAD-1 y la 3" -UR vl Znlip que se estinularon

medi ante Z. |uxurians vl.

La construcci 6n pDAB112853 se cred0 usando mnetodol ogia estandar tal
cono se describe en, por ejenplo, Ausubel et al. (1995), y Sanbrook
et al. (1989) vy actualizaciones de estos. La transfornmacion o
expresi 6n de vectores para |la transfornmaci 6n de enbriones del nmaiz
nmedi ado por Agrobacterium se construyd nediante el uso de netodos
de clonaci 6n estandar y reacciones de reconbinaci 6n Gateway® que
enpl ean un vector binario de destino estandar y el vector de
entrada que conprende | os casetes de expresion génica, tal conp se

descri bi 6 anteri ornente.

Ej enpl 0 9: Expresi on vegetal estable de transgenes operativanmente

uni dos a nuevos pronotores

Las plantas conpl etas que contenian una baja canti dad de copias (es
decir, de 1 a 2 copias) del transgén Phi YFP se cultivaron en un
i nvernadero. Se utilizaron diecinueve (19) eventos para el andlisis
de expresion Tp, conp se nuestra en la Tabla 9 (a continuacién). Se
obtuvo la expresion de la proteina AADL fuerte a partir de todos

| os eventos analizados (véase |la Tabla 9).

Las pl antas copi adoras de transgenes unicos To se retrocruzaron con
| as plantas de nmaiz B104 de tipo salvaje para obtener semllas Ti.
Se utilizaron plantas T; hem cigotas para realizar el analisis. Se
anal i zaron tres (3) eventos por construccion y cinco (5) por evento
para | a expresion de hojas R3. Se utilizaron tres (3) eventos por

evento para otra expresion de tipos de tejidos.

Se nuestran en |a Tabla 10 (a continuaci 6n) nmedi ci ones
cuantitativas de |a proteina AADl1 obtenida del tejido de | a hoja de
las plantas transgénicas T; que conprenden construcciones de
pronotores nuevos. Los datos de l|la Tabla 10 confirmaron | os
resultados de expresion de la hoja Ty (véase la Tabla 9) vy
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nostraron ademas expresi 6n alta de forma consistente de |a proteina

AADl1 en la hoja R3 y otros tejidos que se obtuvieron de |as plantas

que contienen |los pronptores nuevos que se describen en Ila
present e.
Tabla 9: Expresion de la proteina AAD1 en |la hoja ]
# Evento Prot ei na AAD1 (ng/cnR)
1 112853[ 1] - 001. 001 45,7
2 112853[ 1] - 006. 001 42,4
3 | 112853[ 1] -007. 001 34,9
4 | 112853[1]-008. 001 47,9
5 | 112853[ 1] -009. 001 62,0
6 112853[ 1] - 010. 001 168, 9
7 112853[ 1] - 012. 001 142, 7
8 | 112853[1]-013. 001 127, 0
9 | 112853[ 1]-014. 001 26,5
10 | 112853[ 1] - 015. 001 59, 3
11 | 112853[ 2] -016. 001 49, 3
12 | 112853[ 2] -019. 001 80, 5
13 | 112853[ 2] - 020. 001 68, 9
14 | 112853[ 2] - 022. 001 40, 3
15 | 112853[ 2] - 025. 001 62, 9
16 | 112853[2]-027. 001 50, 5
17 | 112853[ 2] - 028. 001 76, 3
18 | 112853[ 2] - 029. 001 55, 8
19 | 112853[ 2] -030. 001 72,5
Tabla 10: Expresi én de |la proteina AADL en diferentes tipos de
tejidos de las plantas T;
Event o Medi a AAD-1 (ng/ng)
Hoj a
Mazorca | Chala |G ano | Pol en R3 Rai z Barba | Tallo
112853[ 1] 2004,3 | 769,1 | 689,7|1134,9|824,7 |1731,7 |1765,5 | 2851, 3
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001
112853[ 2] -

019 1542, 8 | 672,4 |896,6| 859,8 |776,9|2078,0|2174,5 | 3551, 4
112853[ 2] -

020 1725,7 | 1015,5|625, 9| 591,2 |556,0|1738,0 | 2203, 7 | 2838, 7




86

REI VI NDI CACI ONES

Se reivindica | o siguiente:

Un casete de expresion génica que conprende un pronotor
operativanmente unido a un transgén, donde el pronotor conprende un
pol i nucl e6tido con una identidad de secuencia de al nmenos 90 % con
respecto a la SEQ ID NO 2.

El casete de expresion génica de la reivindicacion 1, donde el
pronmotor hibrida en condiciones de rigurosidad a una sonda de
pol i nucl eéti dos que conprende una identidad de secuencia de al
menos 90 % con respecto a un conplenmento de la SEQ ID NO 2.

El casete de expresion génica de la reivindicacion 1, donde el
transgén unido operativamente codifica wun polipéptido o ARN
pequefio.

El casete de expresion génica de la reivindicacion 1, donde el
transgén se selecciona del grupo que consiste en un transgén
resistente a los insecticidas, un transgén con tolerancia a |os
her bi ci das, un transgén eficaz en el uso de nitrdgeno, un transgén
eficaz en el uso de agua, un transgén de calidad nutricional, un

transgén de uni 6n al ADN y un transgén marcador sel ecci onabl e.

El casete de expresi on génica de la reivindicacién 1, que conprende

ademas una regi 6n no traducida 3'.

Un vector reconbinante que conprende el casete de expresi én génica

de |l a reivindicaci6n 1.

El vector reconbinante de la reivindicacion 6, donde el vector se
sel ecciona del grupo que consiste en un plasmdo, un césm do, un

cronosoma artificial bacteriano, un virus y un bacteri 6fago.

Una célula transgénica que conprende el casete de expresi én génica

de |l a reivindicaci6n 1.

La célula transgénica de l|la reivindicacion 8, donde la célula

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

de | a reivindicaci 6n 9.

La planta transgénica de la reivindicacion 10, donde |la planta

transgéni ca es una planta nonocotil edénea o dicotil edonea.

La planta transgénica de la reivindicacion 11, donde |la planta
nonocoti | edonea se sel ecciona del grupo que consiste en una planta

de maiz, una planta de arroz y una planta de tri go.

Una semlla transgénica de la planta transgénica de |a

rei vi ndi caci 6n 10.

Una célula transgénica que conprende un polinucledtido sintético
con una identidad de secuencia de al nenos 90 % con respecto a la
SEQ I D NGO 2.

La célula transgénica de la reivindicacion 14, donde el
pol i nucl eétido sintético 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 conplenento de |la SEQ
I D NO 2.

La célula transgénica de la reivindicacion 14, donde la célula

transgéni ca es una célul a vegetal transgénica.

La célula transgénica de la reivindicacion 16, donde la célula
vegetal transgénica se produce nedi ante un nmétodo de transformaci 6n
veget al

La célula transgénica de la reivindicacion 17, donde el netodo de
transformaci 6n vegetal se selecciona del grupo que consiste en un
nmét odo de transfornaci 6n nedi ada con Agrobacterium un método de
transformaci 6n biolistica, un nmétodo de transformaci 6n de carburo
de silicio, un método de transformaci 6n de protoplasto, un método

de transformaci 6n de |i posonss.

Una planta transgénica que conprende |la célula vegetal transgénica

de |l a reivindicaci 6n 14.

La planta transgénica de la reivindicacion 19, donde |la planta

transgéni ca es una planta nonocotil eddnea.
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La planta transgénica de la reivindicacion 20, donde |la planta
nonocoti | edonea se sel ecciona del grupo que consiste en una planta

de maiz, una planta de arroz y una planta de tri go.

Una semilla transgénica de la planta transgénica de |a

rei vi ndi caci 6n 21.

Un vector reconbinante que conprende el casete de expresi én génica

de |l a reivindicaci 6n 14.

El vector reconbinante de la reivindicacién 23, donde el vector se
sel ecciona del grupo que consiste en un plasmdo, un césm do, un

cronosoma artificial bacteriano, un virus y un bacteri 6fago.

Un método para expresar una secuencia de codificaci 6n heterdl oga en
una planta transgénica, el método que conprende:

a) transformar una célula vegetal con un casete de expresion
géni ca que conprende una secuencia de polinucleétidos que
conprende la SEQ ID NO 2 operativanente unida a la
secuenci a de codi fi caci 6n het er 6l oga, que est a

operativanente unida a una regi 6n no traducida 3'.

b) aislar la célula vegetal transfornada que conprende el
casete de expresi On génica;

c) regenerar la célula vegetal transfornada en una planta
transgénica; y

d) obtener |la planta transgénica, donde la planta transgénica
conprende el casete de expresioén génica que conprende la

secuenci a de polinucl e6ti dos que conprende la SEQ I D NGO 2.

El método de la reivindicacion 25, donde |I|a secuencia de
codi ficaci 6n heterdl oga se sel ecciona del grupo que consiste en un
transgén resistente a |los insecticidas, un transgén con tolerancia
a los herbicidas, un transgén eficaz en el uso de nitrégeno, un
transgén eficaz en el uso de agua, un transgén de calidad
nutricional, una secuencia de codificacion de enlace al ADN y una
secuenci a de codificaci on del marcador sel ecci onabl e.

El neétodo de la reivindicacion 25, donde |a transformaci 6n de una

célula vegetal es un nétodo de transformaci 6n vegetal .
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El metodo de la reivindicacion 27, donde el nmetodo de
transformaci 6n vegetal se selecciona del grupo que consiste en un
nmét odo de transfornaci 6n nedi ada con Agrobacterium un método de
transformaci 6n biolistica, un nmétodo de transformaci 6n de carburo
de silicio, un método de transformaci 6n de protoplasto, un método

de transformaci 6n de |i posonss.

El método de la reivindicacion 25, donde |la planta transgénica es

una pl anta nonocotil edonea o dicotil eddnea.

El método de la reivindicaciéon 29, donde la planta transgénica
nonocoti | edonea se sel ecciona del grupo que consiste en una planta

de maiz, una planta de trigo y una planta de arroz.

Una semlla transgénica de la planta transgénica de la

rei vi ndi caci 6n 25.

El método de la reivindicacion 25, donde Ila secuencia de
codificacion heter6loga se expresa en un tejido vegetal

transgéni co.

El método de Ila reivindicacién 25, donde el tejido vegetal
transgénico es una raiz, brote, tallo o tejido de polen vegetal

t ransgéni co.

Un método para aislar una secuencia de polinucleétidos que
conprende una identidad de secuencia de al nenos 90 % con respecto
ala SEQID NG 2, el nmétodo que conprende:

a) identificar una secuencia de polinucle6tidos que conprende
una identidad de secuencia de al nenos 90 % con respecto a
la SEQ I D NG

b) producir wuna nmultiplicidad de secuencias de cebadores de
ol i gonucl ebéti dos, donde |as secuencias de cebadores de
ol i gonucl ebéti dos se unen a |la secuencia de polinucle6tidos
que conprende una identidad de secuencia de al nenos 90 %

con respecto a la SEQ I D,

c) aunentar |a secuencia de polinucleo6tidos que conprende una
i denti dad de secuencia de al nmenos 90 % con respecto a la
SEQ ID de |a nuestra de ADN con | as secuenci as de cebadores

de oligonucl eétidos sel ecci onados a partir de una
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mul tiplicidad de secuenci as de cebador es de
ol i gonucl eéti dos; vy

d) aislar la secuencia de polinucleétidos que conprende una
i denti dad de secuencia de al nenos 90 % con respecto a la
SEQ | D NO.

El método de la reivindicacion 34, donde |a secuencia de
pol i nucl e6ti dos ai sl ada que conprende una identidad de secuencia de
al nmenos 90 % con respecto a la SEQ ID NO 2 esta operativanente
uni da a un transgeén.

El metodo de la reivindicacion @ 35, donde el transgeén
operativanente unido codifica un polipéptido o ARN pequefio.

Una secuencia de polinucleoétido purificada que conprende una
i dentidad de secuencia de al nenos 90 % con SEQ ID NO 2, donde |la
secuenci a de polinucle6tido purificada pronueve |a expresion de un

t ransgén.

La secuencia de polinucleétido purificada de |a reivindicaci 6n 37,
donde una secuencia de sonda de polinucleétido que conprende una
i dentidad de secuencia de al nenos 90 % con respecto al conpl enento
de la SEQ ID NO 2 se hibrida en condiciones rigurosas con la
secuenci a de polinucl eétido purificada de Ia reivindicaci6n 37.

La secuencia de polinucleétido purificada de |a reivindicaci on 37,
donde | a secuenci a de pol i nucl e6ti do purificada est a

operativamente unida a un transgén

El transgén operativanente unido de |a reivindicaci 6n 39, donde el

transgén uni do operativanmente codifica un polipéptido.

Un casete de expresién génica que conprende |a secuencia de
pol i nucl eétido purificada operativanmente unida al transgén de la
reivindicaci 6n 37, que esta operativanente unida a la region no

traducida 3'.

El casete de expresion génica de la reivindicaci6n 41, donde el
transgén se selecciona del grupo que consiste en un transgén
resistente a los insecticidas, un transgén con tolerancia a |os

her bi ci das, un transgén eficaz en el uso de nitrdogeno, un transgén
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eficaz en el uso de agua, un transgén de calidad nutricional, un
transgén de uni 6n al ADN y un transgén del narcador sel ecci onabl e.
Un vector reconbinante que conprende el casete de expresi én génica

de |l a reivindicaci 6n 41

El vector reconbinante de la reivindicacién 43, donde el vector se
sel ecci ona del grupo que consiste en un plasm do, un vector cosm do
y un vector de BAC

Una célul a transgéni ca gue conpr ende | a secuenci a de

pol i nucl e6ti dos purificados de | a reivindicaci on 37.

La célula transgénica de la reivindicacion 45, donde |la célula

transgéni ca es una célul a vegetal transgénica.

Una planta transgénica que conprende |la célula vegetal transgénica
de la reivindicaci 6n 46.

La planta transgénica de la reivindicacion 47, donde la planta

transgéni ca es una planta nonocotil edonea.

La planta transgénica de la reivindicacion 48, donde la planta
nonocot i | edénea se sel ecciona del grupo que consiste en una planta

de maiz, una planta de trigo y una planta de arroz.

Una semilla transgénica de la planta transgénica de la

rei vi ndi caci 6n 49.

Buenos Aires, Dicienbre 2014, p.p. de DOW AGROSCI ENCES LLC

Brigi da Ver éni ca Kapovic
Agente N° 1518
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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; und Diag Alabed
(heteinafier 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 useful improvements in
NOVEL MAIZE UBIQUITIN PROMOTERS, set forth in a Provisional application for
Lettars Patent of the United States, already filed on December 31, 2013 as U.S, Application
No. 61/922,529; and

WHEREAS, Dow AgroSciences LLC, a Limited Liability Company organized
under and pursuant to the laws of the State of Delaware having its principal place of
business at 9330 Ziensville Road, Indianapolis, Indiana 46268 (hereinafter referred to as
Assignee), is desirous of acquiring the entire right, title and intetest in and to said inventions
and said Application for Letters Patent of the United States, and in and te 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 myfour work and/or other good and sufflcient consideration, the
receipt of which is hereby acknowledged, Assignors have sold, assigned, transferred and set
over, 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 all 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 all rights under the International Convention for the Protection of Industrial

Property, the same to be held and enjoyed by Assignee, for its own use and benefit and the
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use and beneft of its successors, legal representatives and assigns, to the full end of the
term or terms for which Letters Palent 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
deiiven:y 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
ond [awful 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 heréby covenant and agree to and
with Assignes, its successors, legal representatives and nssigns, that Assignors will sign all
papers and docaments, 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 o 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 Letters Patent for said
inventions in any country, including but not limited to interference proceadings, is lawful
and desirable; or, that any division, continuation or continuation-in-part of any application
for Letters Patent, or any reissue, reexamination or exiension 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, legal representatives and assigns,

e
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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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7 Sandeep Kumar

Date: /6/9j/ly

Unlted States of Amerlen J
State of ¥ ow*;q ) $5.;

County of T axion s
On this g J ﬂﬁg&y of @‘ifaéfvt y a’f't’—‘/f/ , before me
personally came Sandeep Kumar , to me known to be the individual

described in and who executed the foregoing instrament, and dpknowledged execution

of the same.

Notﬂxy,’?'ublic

JENNIFERL. CLARSON
Marfon County

My Commisslon Explres
May 4, 2017

o
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7 - Mﬁmﬁ@ﬁ[ﬁa[ ya
Date: / O & 0? 3)" ;;LEZ? ‘I (’f
United States of America )
State of oafcwmz ) 5.}
County of "’?"‘??czmm
On this ﬂa/ day of ﬁéﬁ)m . Hor ‘9/ » before me
personaliy came Manju Gupta , to me known to be the individuat
deseribed in and who execuled the foregoing instrument, ?nowledged execution
of the same,

| Amifor Al s
Notnry@ébllc _

gy, JENRIFER L CLARSON

fation County
My Gommiaston Explres
ﬁia\r 4, 2012‘
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.—«-—‘"’/
S o 2P ] e
Terry R, Wright
Due: 05/l 2
s i § ]{

United States of America / . )
State of {L i )58,
County of ) 9,202 2

AT M
On this Q/};/ day of &C)é) S Y ﬁa/f/. before me
personally came Terry R. Wright , to me known to be the individual
described in and who executed the Foregoing insttu and acknowledged execution

of the same.

Nota

'&A""%'f‘ JENNIFER L. GLARSON
i 5""11‘“},5} y CMarfon County

ig s ommiss)
U M 3 ggmims
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]
1

uﬂm-éfii/ ’ Q’A(“m;{ e (/«ﬁ‘w .

Susan M. del‘le

; . v
Date: [0 f/’37//,",‘“f
United States of AmeﬁcU ‘ )
State of Y ;’3(2{{&{5?.:{“ ) §8.:
County of NPT
ontis AR Lgay of /C’( 7%,@{,!( . 40/6/ , before me
personally came __ Susam M. Jayne . , to me knowh to be the individual

described in and who executed the foregping instrument, und acknowledged execution

e L v
ots%l ic

of the same.

ENNIFER L, CLARGS
Mycg:nﬁn ?owy
salon Expl

Mays, 217
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i 'f)aug A. Smith
Date: }i‘}/ 5// Y

1nited States of America -
State of Fnedi e ) ss.!
County of Hrerni ten )

Onthis _/ 341’7 dayof Movembe, 20]Y | before me

personally came Doug A. Smith , to me known to be the individual
described in and who executed the foregoing instrument, zmd acknowledged execution

of the same. //
a"""

Noiary Pablie 7 <
estd ey Hom; Hon Oouﬁ!r)/  Lnelicna

Py Commision expires @ s

minas,
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Diaa Alabed

pwe: (Do tober 23 201

United States of America , )

State of Zno&ﬂhﬁ* ) 58.0

County of IV ol s

On this gﬁ Mﬁfay of QO.(OAC t . AL/ / . before me
personally came Diaa Alabed , to me known to be the individual

described in and who executed the foregoing lnstmmeglraa knowledged execution

of the same. C » /wt L (/7&}“5%

Notaryﬂpubhc {

JENNIFER L. CLARSON
Marlon County

My Comenission Expleas

May 4, 2017
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No. de Solicitud; 61/922,529
No. DAS: 75665-US-PSP

CESION DE INVENTORES

LA PRESENTE CESION, efectiva este dia 31 de diciembre de 2013 por Sandeep
Kumar; Manju Gupta; Terry R. Wright; Susan M. Jayne; Doug A. Smith; y Diaa Alabed
(en adelante conocidos como Cedentes), domiciliados 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; y 13310 Golden Gate Drive East,
Carmel, Indiana 46074, respectivamente;

CONSIDERANDO QUE, los cedentes han inventado una serie de mejoras nuevas
y utiles en PROMOTORES NOVEDOSOS DE UBIQUITINA DE MAIZ, establecidas
en una solicitud provisional para Titulos Patente de los Estados Unidos, ya presentadas el
31 de diciembre de 2013 como la solicitud de EE.UU. No. 61/922,529; v

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

EN VIRTUD DE LO ANTERIOR, por confraprestacion valida y onerosa y/o
remuneracién recibida por mi/nuestro trabajo y/o por otras contraprestaciones validas y
suficientes, cuyo recibo se reconoce por la presente, los Cedentes han vendido, cedido,
transferido y traspasado, y por la presente venden, ceden, transfieren y traspasan al
Cesionario, sus sucesores, representantes legales y cesionarios, la totalidad de los derechos,
titulos e intereses en relacion a todas y cada una de las invenciones anteriormente
mencionadas y la solicitud para Titulos Patente, y en relacién a todas y cada una de las
divisiones, continuaciones y continuaciones parciales directas e indirectas de dicha
solicitud, y todos y cada uno de los Titulos Patente en los Estados Unidos y todos los paises
extranjeros que sc obtengan a partir de y en relacion a las mismas, y las reemisiones,
reexaminaciones y extensiones de dichos Titulos Patente, asi como todos los derechos de
acuerdo a la Convencion Internacional para la Proteccion 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 ¢l término o
términos de los Titulos Patente otorgados y/o extendidos, de la misma manera y por el
mismo tiempo que tendrian y disfrutarfan los Cedentes si no hubiese ocurrido la presente
venta y cesion,




Y por la misma consideracién, por medio de la presente los Cedentes declaran y
garantizan al Cesionario, sus sucesores, representantes legales y cesionarios que, en el
momento de ejecucion y entrega del presente documento, a excepcidén 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 Unicos y legitimos propietarios de la
totalidad de los derechos, titulos e intereses relacionados a dichas invenciones y solicitud de
Titulos Patente mencionados anteriormente, y que los mismos se encuentran libres de
gravamenes y que los Cedentes estdn en todo su derecho y estan autorizados a vender y
traspasar los mismos de la manera establecida en este instrumento.

Y por la misma consideracidn, por medio de la presente los Cedentes aceptan y se
comprometen con el Cesionario, sus sucesores, representantes legales v 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
cualquiera de los Titulos Patente y solicitudes para Titulos Patente para dichas invenciones,
sin ningin cargo al Cesionario, sus sucesores, representantes legales y cesionarios, toda vez
que el apoderado del Cesionario, o el apoderado de sus sucesores, representantes legales y
cesionarios indiquen: que algin procedimiento relacionado a dichas invenciones, o dicha
solicitud Provisional de Titulos Patente, o cualquier procedimiento relacionado a cualquier
Titulo Patente o solicitudes para Titulos Patente para dichas invenciones en cualquier pais,
incluyendo mas no limitado a procedimientos de interferencia, es legitimo y deseable; o que
cualquier divisién, continuacién o continuacién parcial de cualquier solicitud para Titulos
Patente, o cualquier reemision, reexaminacion o extensién de cualquier Titulo Patente que
se obtenga como resultado de las mismas es legitima y deseable.

Y por medic de la presente los Cedentes solicitan al Comisionado de Marcas y
Patentes expedir dichos Titulos Patente de los FEstados 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 invencién al Cesionario
en el momento en que se realizo la invencion.




(firma ilegible)
Sandeep Kumar

Fecha: 23/10/2014

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

Este dia 23 de octubre de 2014, comparecié personalmente ante mi Sandeep Kumar, a
quien conozco como fa persona descrita en y firmante del anterior instrumento, y quien
reconoci6 haber firmado el mismo.

(firma ilegible)

Notario Phblico

Sello: JENNIFER L. CLARSON
Condado de Marion
Mi nombramiento vence el 04 de mayo de 2017

{firma ilegible)
Manju Gupta

Fecha: 23/10/2014

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

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

(firma ilegible)

Notario Publico

Sello: JENNIFER L. CLARSON
Condado de Marion
Mi nombramiento vence el 04 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, comparecié personalmente ante mi Terry R. Wright, a
quien conozco como la persona descrita en y firmante del anterior instrumento, y quien
reconocié haber firmado el mismo.

(firma ilegible)
Notario Publico

Sello: JENNIFER L. CLARSON
Condado de Marion
Mi nombramiento vence el 04 de mayo de 2017

(firma ilegible)
Susan M. Jayne

Fecha: 22/10/2014

Estados Unidos de América )
Estado de Indiana ) oss.s
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 Publico
Sello: JENNIFER L. CLARSON
Condado de Marion

Mi nombramiento vence el 04 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
quien conozco como la persona descrita en y firmante del anterior instrumento, y quien
reconocié haber firmado el mismo.

(firma ilegible}

Notario Pablico
Residente del Condado de Hamilton, Indiana
Mi nombramiento vence el [fecha ilegible]

Sello: Notario Piblico
Estado de Indiana

(firma ilegible)
Diaa Alabed

Fecha: 23/10/2014

Estados Unidos de América )
Estado de Indiana ) sso
Condado de Hamilton )

Este dia 23 de octubre de 2014, comparecio personalmente ante mf Diaa Alabed
, & quien conozco como la persona descrita en y firmante del anterior instrumento, y quien
reconocid haber firmado el mismo.

(firma ilegible)

Notario Publico

Sello: JENNIFER L. CLARSON
Condado de Marion




 Mi nombramiento vence el 04 de mayo de 2017

HRNAHRN\TD-454317\WPC1C975




a
-

U
s mfg?l‘SR
Son

o}

o ABD.{;;,‘& *o s

~093

2

For petents, wWikty mmodels; indusiial designs,
trademerks, commercial names, bade emblemms,

* = EDIFICAO LISK] ) slogams.
CARRERA 4* N7 72-45 .
BOGOTA, § - COLOMEIA Para patemtes; dies de ufdided, disefos
— indusitales, wnisrcas de Hbdo,  nooibies
- - * comesciales, ensefias, lemas comerciales..
"REPRESENTACION, RATIFIGAGION Y PODER REPRESENTATION, RATIFIGATION AND
. . o POWER OF ATTORNEY T -

1¢we); the undnmigneaf ‘Yo (nosotros), abaje Sroado (s}
Dow BgroSciences LLC

offdomicillado (5) en 9330 Zfonsville Road,

Indianapotis, Indjana 46268, Bnited

-

_States of Americas

- ot

P,

. hereby ratify the i

presencaca por
coma agente vficioso ante 2 =5
T, BT -

ATIHEST I

o ey <
Gt o o

e _ie

ol ah 4t 5EE B . e
é‘ or el presente NOTIPIAmos & LBERMAN GA VELIER, tpa. 6325
NZALC - PERDOMO, tpa. 851 EMILIO FERRERO, ‘pa.
31929; v LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa. 28555; demiciliidos
. enla Carrera 45 N9 72.85, Bogotd, Colormbia, en obedechmielito a
lo dispuesto en el pardgrafo 1° del Artfculo 32 del Cédigo de
Comérelo, el primero_como prindpdl y los demds como
's;?]entca, en su arden, como miz (nUestres) represententas el
t

os los psuntos, derpropiednd industriel con feultad para |

e geeibie nokficeclonesmy—nombmar~apodeedos” judiciie” "o
extrajudiciales, El primeT reprepentante suplente reemplozart al
principel en cuso de auséncia o Impedimemto temporal ©
definjtive de .aquék. La- misma regle se apllcaré cuando el
segunso representante suplente haya de reexiplazir el primers,
o el tercero al segunda. En teles eesos, el representasite
principal,'d el primero, o.oeguadersuplente, ensn caso, o ambes,
declararén si intencién de 0o ejercer la  represefimeitn
medinnte declarmcién sutenbeada por Notario "Pdblizor gh
Colombia, a par Notario 1 otro Fundionarie Pdblics, & Clneit
Ge Colpmbin; en el extranjerss ¥ si sa kutare de impedimento, |
‘con <l certificado redpective, S1 alguno de los ndmbratdes flre
definitivamente, <] siguiente tomard su lugar. Cuando cesate Ia
ausencia o impedimento del representante princlpdl, o-de sl
primerc o segundo suplentes; en it caso, podran ejercer la
representacidn, en su_ orden, uno u otrod eeglirl e cadq,
asumiéndolz por el solo hedho de. efercerlz, cesande en ese
momento ¢} ejercicle de fn representacién por el primert.
segundo o tercer suplente en su caso..

Ademiés, confiero (conferimos] podés a.los abogados ‘arriba
ngmbracdes, para obtener Ja proteccién de mi {nestra)
propleded industrisi ¥ contra In compelencla desleal, o cuye
electe autorizo (amos) a los dichos apoderados para que me
(nos) representen’ ante rualesguliera entidades o personas,
ejerzan © no jurisdlecén, especinimente ante. las .del orden
administrativo, contenciosoradministrative y judicial, asl como
lo# trlbunules de. arbitremests, en todo 1o concerniente @ los
siguientes aguntos: n} Obtencién de patentes de invenclén,
modelos de utilldad y disefios Indusiriales; el registro de mazcas
de fibrica, colectivas, defensivas, de servido, lemwy comerciales,
mpmbras—comordolon—ansthan— variciades vegetaléS ¥
denominaciones de origen; st renovadidn, traspsso, camblo de
nombre .0 Jdomicilio, cancelacidn voluntariz;, ¥ el registio de
licencias de usc de eses cerechos; b) Las acciones de
competencia desleal, protecciin del comumidor, oposiciones u
——observaciones cancelncidnadministeativa o judicial, mitidad, . un

Alavuelfa —p

© CAVELIER AECGADOS .
WPPODERE-21 (MINUTA Ne 12.1.1

-

9.1 USAY

paaried 033 ek s

| st

ﬁledwithwom}?by el
befire : - \:\“ls S 3=
v e g \\\ N\:.
‘\\ ]

o CERMAN “CAVELIER, tha,
O, tpm. 831:. EMILIO- FERRERD,

Py e

. 2
in< : d
U e W ™ MM e w
r - - - ._’
ore .5 P T i

prd do hereby app
GONZALO, PERDO)
at Caxrern 49 NU 7235, Bogotd, Colomkia, in due complianze
with the terms. of Pamgrephvist, of Artide3 of the

tlternates, - ihe order of their =zppeintment, as owr
Tepresentatives for ell industrial pro makkers with faculty
to recolve notificntions and to appoint attormeys in and cul ol
Conart, The first alternate shall feplace the principal in sase of
his abserce or-of temporal or definitive impediment. The-same
rale will apgly when the second. alternate representative is ro
replace the fixst ane,or when the third is to replace the first or
second alfernates in their turm, or both of them, second. In siich
cases, the principal representative, or the shall state their
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edidas” cantelarse,: concesicn de Heencins, In tutels, In finfedf compelition, proteciion to e consumer, oppositions or »

protecclonm; de sackutos. industriales, ¥ en general los fiiicios ebservations, admidstrative or Court canicellation, nullity,
civlles, pernles, administrativos o contencivao-administiativos infringement, grantlng of licensey, the action for ‘writ
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promovamos 092 nos promuevan.. ¥ para que en -todos loa civil, penal, and adodrdetrative suits relating to those zights
asuntos arriba determinados, puedan sustidr este mandato, actions and sults institued by me (us) or agaimst ce (us) And
tranaigic, conciliar, admitir los hechos del proceso, -desistin that in.all the above motters they m:a:ubsrimte thds Povrer of
cancelar, tecibly, renunclar, v ratificar los ocios de mpentes Attorney, compromise, condiliafe, admit the facts of the cose;
oficieso. N deslst, cancel, receive, sesign. and mtify acts done by
. representatives without a power of attorney.

.
R
"

Giver and, signed this/Dadoy firmado hoy -
Fobraara b 1998
p—— - -
Infen_Indismapolds, Indisnas 46268
United States or America
Signature ) Firma
Kehneth L. Loertscher

Assistant. Secretary
& General Patent Counsel

———




CAYELIER

- AB IO D
Sefior Director

NUEVAS CREACIONES

Superintendencia de Industria Y Comercio

E. S. D.
Asunto :  Solicitud de patente para: NUEVOS PROMOTORES DE LA UBIQUITINA
DE MAIZ
PCT/US2014/072921
Solicitante : DOW AGROSCIENCES LLC

Yo, LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, mayor de edad, domiciliada en Bogota, D.C.,,
identificada con la cédula de ciudadania No. 35.456.344 de Usaquén y Tarjeta Profesional de
Abogado numero 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. 79.780.910 de
Bogota, y Tarjeta Profesional No. 114.908 del Consejo Superior de la Judicatura, para due 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,

2 (emse.a @@éﬁ&z

LUZ CLEMENCIA DE PAEZ
T.P.A. No.23.555del C.S.delaJ
C.C. No. 35.456.344 de Usaquen

Acepto:

ANDRES RIN USCATEGUI
T.P.A. No. 114, delC.S.delaJ
C.C. No. 7917801910 de Bogota

NCANMS/COLO- 0875 641 0aa . - FACHLEAUIALEGAL EN N MUNDD SN FRONTERAS”

" BOGOTA - Edificly Sigki - Carrera 4 - Tol (7T = i {57-1) 2118650 - Fax in USA; (1- 743 - COLOHBH
" BOGOTA - Edificly Sisk - Carrers 4 No. 72~ 36 Tel, £57-1)-847.3611° Fax {(57-1).211 8650 - Fax nUSA; (1-305; 575]?43, ‘ _
MEDELLIt - San Fernando Plaza - Carcera 44-A Ka: 1+ 50" - Tarie Protecclin Ofcina 8652 - Tel: (57-4) 604 @794 Ext 5723 /. 5781 - R {57-£) §04.4757- COLOMBIR

wmwgaveliéreom
" cavefiei@cavelicr.oom
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<130>

<140>
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<150>
<151>

<160> 19

<170>

<210> 1

<211> 1993
<212> ADN
<213>

<400> 1

gt gcagcgt g
60

taaaaaatta
120

at acat at at
180

gtgttttaga
240

tt gacaacag
300

caaat agctt
360

gggt t aat gg
420

ct aaatt aag
480

t agaat aaaa
540

aggaaacat t
600

ct aacggaca
660

cggcat ct ct
720

ctccgetgtc
780

gcggcect cct
840

ttcgetttce
900

caacctcgtg
960

cggcacct cc
1020

DAS- 75665

61/ 922, 529
2013-

12-31

Zea mays

acccggt cgt

ccacatattt

ttaaacttta

gaat cat at a

gact ct acag

cacctatata

tttttataga

aaaact aaaa

t aaagt gact

tttcttogttt

ccaaccagcg

gt cgct gect

ggcat ccaga

cctcctctca

cttcctcgcece

ttgttcggag

gctt caaggt

LI STADO DE SECUENCI AS

DOW AGROSCI ENCES LLC

Patentln versién 3.5

gcccctctct

tttttgtcac

ctctacgaat

aat gaacagt

ttttatcttt

atacttcatc

ctaatttttt

ctctatttta

aaaaatt aaa

cgagt agat a

aaccagcagc

ct ggacccct

aat t gcgt gg

cggcaccggc

cgccgt aat a

cgcacacaca

acgccgct cg

agagat aat g

acttgtttga

aat at aat ct

t agacat ggt

ttagt gt gca

cattttatta

t agt acat ct

gtttttttat

caaat accct

at gccagcct

gtcgegtcgg

ct cgagagt t

cggagcggca

agct acgggg

aat agacacc

cacaaccaga

tcctcecccc

NUEVOS PROMOTORES DE LA UBI QUI TINA DE MAi Z

agcat t gcat

agtgcagttt

at agt act ac

ct aaaggaca

tgtgttctcc

gt acat ccat

attttattct

ttaatagttt

tt aagaaat t

gt t aaacgcc

gccaagcgaa

ccgctccacc

gacgt gagcc

gattcctttc

ccctccacac

tctcccccaa

cccccceccct

7

gtctaagtta

atctatcttt

aat aat at ca

attgagtatt

tttttttttg

ttagggttta

attttagect

agat at aaaa

aaaaaaact a

gt cgacgagt

gcagacggca

gttggacttg

ggcacggcag

ccaccgctcc

cctctttccc

at ccacccgt

ctctaccttc



t ct agat cgg
1080

tttgtgttag
1140

cctgtacgtc
1200

ggat ggct ct
1260

tagggtttgg
1320

catcttttca
1380

ct agat cgga
1440

atgtgtgtgc
1500

t aggat aggt
1560

tcgcttggtt
1620

agaat act gt
1680

tacatcttca
1740

tgttgatgtg
1800

ctctaacctt
1860

tt gat at act
1920

tcatacgcta
1980

tgttacttct
1993

<210> 2
<211> 1900
<212> ADN
<213> Zea |

<400> 2
gacccggt cg
60

accacat att

120

ttaaacttca
180

taattatata
240

act ct acagt
300

cttgacct at
360

cgttccggtc

atccgtgttt

agacacgttc

agccgttccg

tttgcccttt

tgettttttt

gt agaat t ct

catacatatt

atacatgttg

gt gat gat gt

ttcaaact ac

tagttacgag

ggttttactg

gagt acct at

t ggat gat gg

tttatttgcet

gca

uxuri ans

tgcccctctce

tttttggcac

ctttataaat

aat gaaccgc

tttatctttt

ataatacttc

cat gcat ggt

gtgttagatc

tgattgctaa

cagacgggat

tcctttattt

tgtcttggtt

gtttcaaact

catagttacg

atgcgggttt

ggtgtggttg

ctggtgtatt

tttaagat gg

at gcat at ac

ctattataat

cat at gcagc

tggt act gt t

t agagat aaa

acttatttaa

aat atagttt

t agacat ggt

t agt gt gcat

atccatttta

tagggcccgg

cgtgctgeta

cttgccagtg

cgatttcatg

caat at at gc

gt gat gat gt

acct ggt gga

aat t gaagat

tact gat gca

ggcggtcgt t

tattaatttt

at ggaaat at

at gat ggcat

aaacaagt at

agct at at gt

tcttttgtcg

gagcat t gca

agtgcagttt

at agt act aa

ct aaagt aca

gtgttctctc

ttagtacatc

tagttctact

gcgttcgt ac

tttctctttg

attttttttg

cgtgcacttg

ggtctggttg

tttattaatt

gat ggat gga

t at acagaga

cattcgttct

ggaact gt at

cgat ct agga

at gcagcatc

gttttataat

ggattttttt

at gct caccc

t gt ct aaggt

atctatctct

act aat at ca

accgagt at t

togtttttttt

catt agggat
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tctgttcatg

acggat gcga

gggaatcct g

tttcgttgca

tttgtcgggt

ggcggtcgtt

ttggat ct gt

aat at cgat c

tgctttttgt

agat cggagt

gtgtgtgtca

taggt at aca

tattcatatg

tatttcgatc

agccct gect

tgttgtttgg

at caaaaatt

at acacat at

gtgttttaga

t gacaacagg

tttcaaatag

t cagggttga



tggtttctat
420

gaaaact gaa
480

aaaact aagg
540

gacgagt ct a
600

gacggcacgg
660

ggacttgctc
720

ctcctcctce
780

tttcccttcce
840

tcgtgtttgt
900

acctccgctt
960

caat ccggtc
1020

gt gct gct ag
1080

ttgccagt gt
1140

gatttcatga
1200

tccttatatg
1260

gt gat gat gt
1320

acct ggt gga
1380

agtttaagat
1440

t act gat gca
1500

ggcggt cgt t
1560

ct ggat ct gt
1620

aat at cgat c
1680

ggcat at gca
1740

agtatgtttt
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t at gt ggat t
1860

agactaattt

actctatttt

aaacattttt

acggacacca

catctctgtc

cgct gt cggce

t ct cacggca

t cgccegeceg

t cggagcgcea

caaggt acgc

cat ggtt agg

cgttcgtaca

ttctctttgg

ttttttttgt

ctgtacactc

gctctggttg

tttattaatt

gat ggat gga

t at acagaga

ct agat cgga

at gt gt gt gc

t aggat aggt

gcatctattc

ataattattt

tttttagcct

tttagtacat

agttactaca

cttgtttcga

accagcgaac

gctgectctg

at ccagaaag

ccggcagct a

t aat aaat ag

cacacacaca

cgctcat cct

gcccgat agt

cggat gcgac

cgaat ccagg

ttcgttgcac

tttgtcgggt

ggcggtcgt t

ttgtatctgt

aat at cgatc

tgettttttt

gt agaat act

catacatctt

at acat gt cg

atatgctcta

t gacct t gat

tgccttcata
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ttgttgacgec tcaccctgtt gtttggtgtt acttctgcag

1900
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<210> 4
<211> 831
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<213> Zea |

<400> 4

Zea mays

acccggt cgt

ccacatattt

ttaaacttta

gaatcatata

gact ct acag

cacctatata

tttttataga

aaaact aaaa

t aaagt gact

tttcttottt

ccaaccagcg

gt cgct gect

ggcat ccaga

cctcctctca

cttcctcgcee
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gceccctctct

tttttgtcac

ctctacgaat

aat gaacagt

ttttatcttt
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cattttatta

t agt acat ct

gtttttttat

caaat accct

at gccagcect

gtcgegtcgg

ct cgagagt t

cggagcggcea

agct acgggg

aat agacacc

gagcatt gca

agtgcagttt

at agt act aa

agcat t gcat

agtgcagttt
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tgtgttctcc

gt acat ccat
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gccaagcgaa

ccgctccacc
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gattcctttc
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gtctaagtta

atctatcttt

aat aat at ca

attgagt att

tttttttttg

ttagggttta

attttagcct
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Zea mays
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aat t aaacaa

gtagattatg

cagcagcgt ¢

gacccctctc
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gt gaggcggce

gctccttcge

tccccaacct cgtgttgttc ggagcgcaca cacacacaac cagatctccc ccaaatccac
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<210> 6
<211> 83
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<400> 6
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<212> ADN
<213>

<400> 7
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Zea mays
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360
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ctgtttcaaa
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<210> 8
<211> 986
<212> ADN
<213> Zea |

<400> 8

gt acgccgcet
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ctttggcgaa
240
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tgattttttt
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ttcattcgtt

tt ggaact gt

at cgat ct ag
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atgttttata

gtggattttt

cgat gct cac

ccccctctcet

cttctgttca

acat cagaca

gct ct ageceg

gotttggttt

tt gt cat gct

at cggagt ag

gt gt gccat a

at aggt at ac

ttggttgtga

tgtttcgttg

tgtttgtcgg

tgggceggt cg

ttttggatct

gaaat at cga

gatgcttttt

ct agat cgga

at gt gt gt gt

gat aggt at a

tctattcata

attatttcga

ttagccctge

cctgttgttt

accttctcta

tgtttgtgtt

cgttctgatt

ttccgcagac

gcecttttcec

tcttttaatc

aatactgttt

catcttcata

at gtt gat gc

tgat gcggtc

cat agggt tt

gtcatctttt

ttctagatcg

gt at gt gt gt

t ct aggat ag

gttcgcettgg

gt agaat act

catacatctt

catgttgatg

tgctctaacc

tcttgatata

cttcatacgc

ggtgttactt

gat cggcaat

agat ccgt gc

gctaacttgc

gggttcgat t

tttatttcct

ttggttgtga

caagct acct

gttacgagtt

gogt tttact

tggttgggceg
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ggtttgccct

catgettttt

gagt agaat t

gccat acata

gt at acat gt

tt gt gat gat

gttt caaact

cat agttacg

tgggttttac

tt gagt acct

ct t ggat gat

tatttatttg

ctgca

ccggtccatg

tgctagegtt

cagtgtttct

tcatgatttt

tat at gct gt

tgatgtgctc

ggtggattta

t aagat gat g

gatgcatata

gtcgttctag



at cggagt ag
660

gtgtgccata
720

at aggt at ac
780

ctattcatat
840

ttattttgac
900

tagccttgec
960

cctgttgttt
986

<210> 9
<211> 40
<212> ADN

aatactgttt caaactacct ggtggattta ttaattctgg

catcttgata gttacgagtt taagatgatg gatggaaata

atgtcgatgt gggttttact gatgcatata catgatggca

gctctaacct tgagtaccta tctattataa taaacaagta

cttgatatac ttggatgatg gcatatgcag cagctatatg

ttcatacgct atttatttgt ttggggetgt ttctttttgt

ggtgttactt ctgcag

<213> Secuencia artificial

<220>

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

<400> 9
gct accgcgg
40

<210> 10
<211> 36
<212> ADN

acccggt cgt gcccctctct agagataatg

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripci 6n de |l a secuencia artificial: cebador
sintético

<400> 10
agt caggt ac
36

<210> 11
<211> 21
<212> ADN

cctgcagaag taacaccaaa caacag

<213> Secuencia artificia

<220>

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

<400> 11

cgt gt t ggga
21

<210> 12
<211> 18
<212> ADN

aagaacttgg a

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripci 6n de | a Secuencia artificial: cebador
sintético

<400> 12

83

at ct gt at gt

t cgat ct agg

t at gcagcat

tgttttataa

tggatttttt

t gacgct cac



ccgtggttgg cttggtct
18

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

<220>
<223>
<220>
<223>

<400>

13

15

ADN

Secuencia artificial

Descripci on de | a secuencia artificial:

sintética

5' FAM

13

cactccccac tgcct

15

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

<220>
<223>

<400>

14

18

ADN

Secuencia artificial

Descripci on de | a secuencia artificial:

sintética

14

t ggcggacga cgactt gt

18

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

<220>
<223>

<400>

15

19

ADN

Secuencia artificial

Descripcion de | a secuencia artificial:

sintético

15

aaagtttgga ggctgeegt

19

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

<220>
<223>
<220>
<223>

<400>

16

21

ADN

Secuencia artificia

Descripci 6n de | a secuencia artificial:

sintética

5' HEX

16

cgagcagacc gccgtgtact t

21

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

<220>
<223>

17

29

ADN

Secuencia artificial

Descripci 6n de | a secuencia artificial:

sintético

84

sonda

sonda

cebador

Sonda

cebador



<400>

17

acaagagt gg attgat gatc tagagaggt
29

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

<220>
<223>

<400>

18

29

ADN

Secuencia artificial

Descripci 6n de | a secuencia artificial: cebador
sintético

18

ctttgatgcc tatgtgacac gtaaacagt

29

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

<220>
<223>

<220>
<223>

<400>

19

29

ADN

Secuencia artificia

Descripci 6n de | a secuencia artificial: sonda
sintética

5' FAM

19

ggtgttgtgg ctggtattge ttacgcetgg
29

85
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RESUMEN

El pronotor de la Uobiquitina-1 B73 de Zea mays c.v. (Ubi-1 B73 de
Z. mys ¢c.v.) Illeva altos niveles de expresion transgénica
constitutiva a las plantas. El uso repetido del pronotor de |la Ui -
1 B73 de Z. mays c.v. en construcciones de miltiples genes puede
tambi én conducir al silenciamento génico, elaborando asi productos
transgéni cos nmenos eficaces. Se proporcionan el enentos del pronotor
regul ador génico, construcciones y nmetodos para expresar un
transgén en células vegetales y/o tejidos vegetales wusando
el ement os regul adores génicos del pronotor de la Ubi-1 de una Zea

species, Z. luxurians vl diferente.
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FIG. 12
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FIG. 10

105748 105743

FIG. 11

105748 105743 Control negativo
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Z.

luxurians vl
mays c¢.v. B73

luxurians vl
mays c¢.v. B73

luxurians vl
mays c.v. B73

luxurians vl
mays c¢.v. B73

luxurians vl
mays c.v. B73

luxurians vl
mays c¢.v. B73

luxurians vl
mays c¢.v. B73

luxurians vl
mays c.v. B73

luxurians vl
mays c¢.v. B73

luxurians vl
mays c¢.v. B73

luxurians vl
mays c¢.v. B73

luxurians vl
mays c¢.v. B73

intrédn
intrén
intrédn
intrédn
intrén
intrédn
intrén
intrén
intrén
intrén
intrédn
intrén
intrédn
intrédn
intrén
intrédn
intrén
intrén
intrén
intrén
intrédn
intrén
intrédn
intrédn

{598}
(629)

(630}
(664)

(665}
(699)

{700}
(732}

{735)
(766)

(770}
{801}

(805}
(836)

(840}
(871}

{875}
{906}

{910}
{941}

{945}
(976)

{980}
(1010}

631 665
---TAGATCGGAGTAGAATACTGTTTCAAACTACC
ITCTAGATCGGAGTAGAATACTGTTTCAAACTACC
666 700
TGGTGGATTTATTAATTCTGGAT CTGTATGTGTGT
TGGTGTATTTATTAATTTTGGAACTGTATGTGTGT
701 735
GCCATACATCTTGATAGTTACGAGTTTAAGATGAT
GTCATACATCTTCATAGTTACGAGTTTAAGATG--
736 770
GGATGGAAATATCGATCTAGGATAGGTATACATGT
-GATGGAAATATCGATCTAGGATAGGTATACATGT
771 805
CGATGTGGGTTTTACTGATGCATATACATGATGGC
TGATGTGGGTTTTACTGATGCATATACATGATGGC
806 840
ATATGCAGCATCTATTCATATGCT CTAACCTTGAG
ATATGCAGCATCTATTCATATGCTCTAACCTTGAG
841 875
TACCTATCTATTATAATAAACAAGTATGTTTTATA
TACCTATCTATTATAATAAACAAGTATGTTTTATA
876 910
ATTATTTTGACCTTGATATACTTGGATGATGGCAT
ATTATTTCGATCTTGATATACTTGGATGATGGCAT
911 245
ATGCAGCAGCTATATGTGGATTTTTTTAGCCTTGC
ATGCAGCAGCTATATGTGGATTTTTTTAGCCCTGC
946 280
CTTCATACGCTATTTATTTGTTTGGGGCTGTTTCT
CTTCATACGCTATTTATTTGCTTGGTACTGTTTCT
981 1015
TTTTGTTGACGCTCACCCTGTTGTTTGGTGTTACT
TTT-GTCGATGCTCACCCTGTTGTTTGGTGTTACT
101e

TCTGCAG

TCTGCA-
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FIG. 7

Z.

Z.

luxurians vl
mays c.v. B73

luxurians vl
mays c¢.v. B73

luxurians vl
mays c¢.v. B73

luxurians vl
mays c¢.v. B73

luxurians v1
mays c¢.v. B73
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mays c.v. B73
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mays c¢.v. B73
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mays c¢.v. B73
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luxurians vl
mays c¢.v. B73

luxurians vl
mays c¢.v. B73

luxurians vl
mays c¢.v. B73

luxurians vl
mays c¢.v. B73

luxurians vl
mays c.v. B73

luxurians vl
mays c¢.v. B73

luxurians vl
mays c¢.v. B73

intrén
intrédn

intrén
intrédn
intrén
intrén
intrédn
intrén
intrén
intrédn
intrén
intrédn
intrén
intrédn
intrén
intrén
intrédn
intrén
intrédn
intrédn
intrén
intrédn
intrédn
intrén
intrén
intrén
intrédn
intrén
intrédn
intrédn
intrén
intrédn
intrén
intrédn
intrén
intrén

(1)
(1)

(30)
(36)

(61)
(71)

(¢6)
(106)

{114}
(141}

(149}
(176}

{184}
{211}

{219}
(246)

{254}
{281}

(289)
(314}

(323}
(349)

{358}
{384}

{393)
{419}

(428}
{454)

(463)
(489)

{498}
(524)

{533}
{559}

{568)
{594}

1 35
GRACGECGETOATEETCCRRESReE - - - - - - EEe
GTACGCCGCTCGTCCTCCCCCCCCCCCCCCCTCTC
36 70

TACCTTCTCTAGATCGGCAATCCGGTCCATG----
TACCTTCTCTAGATCGGCGTTCCGGTCCATGCATG
71 105
GTTAGGGCCCGATAGTTCTACTTCTGTTCATGTTT
GTTAGGGCCCGGTAGTTCTACTTCTGTTCATGTTT

106 140
GEGTTRGETCCETIE - - -~~~ -~ ~m——m =] CTGC
GTGTTAGATCCGTGTLTTGTGTTAGAT CCGTECTGC
141 175

TAGCGTTCGTACACGGATGCGACCTGTACATCAGA
TAGCGTTCGTACACGGATGCGACCTGTACGTCAGA
176 210
CACGTTCTGATTGCTAACTTGCCAGTGTTTCTCTT
CACGTTCTGATTGCTAACTTGCCAGTGTTTCTCTT
211 245
TGGCGAATCCAGGGATGGCTCTAGCCGTTCCGCAG
TGGGGAAT CCTGGGATGGCT CTAGCCGTT CCGCAG
246 280
ACGGGTTCGATTTCATGATTTTTTTTGTTTCGTTG
ACGGGATCGATTTCATGATTTTTTTTGTTTCGTTG
281 315
CACATAGGGTTTGGTTTGCCCTTTTCCTTTATTTC
CA--TAGGGTTTGGTTTGCCCTTTTCCTTTATTTC
31le 350
CTTATATGCTGTACACTC-TTTGTCGGGTCATCTT
AATATATGCCGTGCACTTGTTTGT CGGGTCATCTT
351 385
GTCATGCTTCTTTTAATCTTGGTTGTGATGATGTG
TTCATGCTTTTTTTTGTCTTGGTTGTGATGATGTG
386 420
CTCTGGTTGGGCGGTCGTTCTAGATCGGAGTAGAA
GTCTGGTTGGGCGGT CGTTCTAGATCGGAGTAGAA
421 455
TACTGTTTCAAGCTACCTGGTGGATTTATTAATTT
TTCTGTTTCAAACTACCTGGTGGATTTATTAATTT
456 490
TGTATCTGTACGTGTGTGCCATACATCTTCATAGT
TGGATCTGTATGTGTGTGCCATACATATT CATAGT
491 525
TACGAGTTTAAGATGATGGATGGAAATATCGATCT
TACGAATTGAAGATGATGGATGGAARATATCGATCT
526 560
AGGATAGGTATACATGTTGATGCGGGTTTTACTGA
AGGATAGGTATACATGTTGATGCGGGTTTTACTGA
561 595
TGCATATACAGAGATGCTTTTTTTTCGCTTGGTTG
TGCATATACAGAGATGCTTTTTGTTCGCTTGGTTG
596 630
TGATGATGCGGT CTGGTTGGGCGGTCGTTC-----
TGATGATGTGGTGTGGTTGGGCGGTCGTTCATTCG

7
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FIG. 6
Z. luxurians vl
Z. mays <.v. B73
Z. luxurians vl
Z. mays <.v. B73
Z. luxurians vl
Z. mays c.v. B73

5'UTR
5'UTR

5'UTR
5'UTR

5'UTR
5'UTR

1 40
TCCCCAACCTCGTGTTTGTTCGGAGCGCACACACACACAA
TCCCCAACCTCGTGTT-GTTCGGAGCGCACACACACACAA
41 80
CCAGATCTCCCCCAAATCCACCCGTCGGCACCTCCGCTTC
CCAGATCTCCCCCAAATCCACCCGTCGGCACCTCCGCTTC
81

ARG

ARG
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mays c¢.v.B73
luxurians v1

mays <.v.B73
luxurians v1

mays c.v.B73
luxurians v1

mays c.v.B73
luxurians v1
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mays c¢.v.B73
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luxurians v1

corriente
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corriente
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corriente

corriente
corriente

corriente
corriente

corriente
corriente

corriente
corriente

corriente
corriente

arriba (627}
arriba (574)

arriba (662}
arriba (609}

arriba (697)
arriba (644}

arriba (732)
arriba (679)

arriba (767)
arriba (714)

arriba (802}
arriba (737)

arriba (837}
arriba (772}

arriba(872)
arriba (807}

631 665
CAGCGTCGCGTCGGGCCAAGCGAAGCAGACGGCAC
CAGCGTCGCGTCGGGCCAAGCGAAGCAGACGGCAC
666 700
GGCATCTCTGTCGCTGCCTCTGGACCCCTCTCGAG
GGCATCTCTGTCGCTGCCTCTGGACCCCTCTCGAG
701 735
AGTTCCGCTCCACCGTTGGACTTGCTCCGCTGETCG
AGTTCCGCTCCACCGTTGGACTTGCTCCGCTGTCG
736 770
GCATCCAGAAATTGCGTGGCGGAGCGGCAGACGTG
GCATCCAGAAAGTGCGTGGCGGAGCGGCAGACGTG
771 805

AGCCGGCACGGTAGGCGGCCTCCTCCTCCTCTCAC
-—-GEEGEET e T EET COT TSR

506 840
GGCACCGGCAGCTACGGGGGATTCCTTTCCCACCG
GGCACCGGCAGCTACGGGGGATTCCTTTCCCACCG
841 875
CTCCTTCGCTTTCCCTTCCTCGCCCGCCGTAATAA
CTCCTTCGCTTTCCCTTCCTCGCLCCGCCGTAATAR
876 900
ATAGACACCCCCTCCACACCCTCTT
ATAGACACCCCCTCCACACCCTCTT
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FIG. 5
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luxurians v1

mays c.v.B73
luxurians v1

mays c.v.B73
luxurians v1

corriente
corriente

corriente
corriente

corriente
corriente

corriente
corriente

corriente
corriente

corriente
corriente

corriente
corriente

corriente
corriente

corriente
corriente

corriente
corriente

corriente
corriente

corriente
corriente

corriente
corriente

corriente
corriente

corriente
corriente

corriente
corriente

corriente
corriente

corriente
corriente

arriba (1)
arriba (1)
arriba

arriba

arriba (71)
arriba (62)
arriba (106}

arriba (96)

arriba {141}
arriba (131}

arriba (176)
arriba (166}

arriba (211)
arriba (201}

arriba (246)
arriba (235)

1 35
GTGCAGCGTGACCCGGTCGTGCCCCTCTCTAGAGA
————————— GACCCGGTCGTGCCCCTCTCTAGAGA
36 70

(36) TAATGAGCATTGCATGTCTAAGTTATAAARALATTA
{ 27) TAAAGAGCATTGCATGTCTAAGGTATCAAAAATTA

71 105
CCACATATTTTTTTTGTCACACTTGTTTGAAGTGC
CCACATATTTTTTT -GGCACACTTATTTAAAGTGC
106 140
AGTTTATCTATCTTTATACATATATTTAAACTTTA
AGTTTATCTATCTCTATACACATATTTAAACTTCA
141 175
CTCTACGAATAATATAATCTATAGTACTACAATAA
CTTTATARATAATATAGTTTATAGTACTAAACTAA
176 210
TATCAGTGTTTTAGAGAATCATATAAATGAACAGT
TATCAGTGTTTTAGATAATTATATARATGAACCGC
211 245
TAGACATGGTCTAAAGGACAATTGAGTATTTTGAC
TAGACATGGTCTAAAGTACAACCGAGTATTT -GAC
246 280
AACAGGACTCTACAGTTTTATCTTTTTAGTGTGCA
AACAGGACTCTACAGTTTTATCTTTTTAGTGTGCA
281 315

arriba (281)TGTGTTCTCC----TTTTTTTTTGCAAATAGCTTC

arriba (270

arriba (312}
arriba (305}

arriba (247)
arriba (340}

arriba (382}
arriba (275)

arriba (417)
arriba (408)

arriba (452}
arriba (44%

arriba (487}
arriba (44

arriba (522)
arriba (469}

arriba (557)
arriba (504}

arriba (592
arriba (539)

4

TGTGTTCTCTCTGTTTTTTTTTTTCAAATAGCTTG
31le 350
ACCTATATAATACTTCATCCATTTTATTAGTACAT
ACCTATATAATACTTCATCCATTTTATTAGTACAT
351 385
CCATTTAGGGTTTAGGGTTAATGGTTTTTATAGAC
CCATTAGGGATT CAGGGTTGATGGTTTCTATAGAC
386 420
TAATTTTTTTAGTACATCTATTTTATTCTATTTTA
TAATTTTTT-AGTACATCTATTTTATTAT-TTTTA

421 455
GCCTCTAAATTAAGAARACTAARACTCTATTTTAG
ATTTTTAAAT ACTCTATTTTAG
45¢ 490

TTTTTTATTTAATAGTTTAGATATAAAATAGAS

561
GTTTCGAGTAGATAATGCCAGCCTGTTARACGCCG
GTTTCGAGTAGATTATGACAGCCTGTTCAACGCCG

595

596 630
TCGACGAGTCTAACGGACACCAACCAGCGAACCAG
TCGACGAGTCTAACGGACACCAACCAGCGAACCAG
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FIG. 4

GACCCGOETCGTGCCCCTCTCTAGAGATAAAGAGCATTGCATGTCTAAGGTATCA
AAAATTACCACATATTITITIGGCACACTTATITAAAGTGCAGTTTATCTATCTC
TATACACATATTTAAACTTCACTTTATAAATAATATAGTTTATAGTACTAAACT
AATATCAGTGTTTTAGATAATTATATAAATGAACCGCTAGACATGGTCTAAAGT
ACAACCGAGTATTTGACAACAGGACTCTACAGTTTITATCTTTTTAGTGTGCATG
TGTTCTCTCTGTTTTTTTTTTITCAAATAGCTTGACCTATATAATACTTICATCCATT
TTATTAGTACATCCATTAGGGATTICAGGGTTGATGGTTTCTATAGACTAATTTTT
TAGTACATCTATTTTATTATTITITAATTTTTAAATTAAGAAAACTGAAACTCTAT
TTTAGTTACTACAAATTAAACAAATACCCTTTAAGGAATTAAAAAAACTAAGG
AAACATTTTTCTTGTTTCGAGTAGATTATGACAGCCTGTTCAACGCCGTCGACG
AGTCTAACGGACACCAACCAGCGAACCAGCAGCGTCGCGETCGGGCCAAGCGA
AGCAGACGGCACGGCATCTCTGTCGCTGCCTCTGGACCCCTCTCGAGAGTTCCG
CTCCACCGTTGGACTTGCTCCGCTGTCGGCATCCAGAAAGTGCGCTGGCGGAGC
GGCAGACGTGAGGCGGCCTCCTCCTCCTCTCACGGCACCGGCAGCTACGGEGE
ATTCCTTTCCCACCGCTCCTTCGCTTTCCCTTCCTCGCCCGCCGTAATAAATAGA
CACCCCCTCCACACCCTCTTTCCCCAACCTCGTGTTTGTTCGGAGCGCACACAC
ACACAACCAGATCTCCCCCAAATCCACCCGTCGGCACCTCCGCTTCAAGgtacgee
gceteatectececececectetetacettetetagateggeaatecggtecatggttaggeccegatagtictacttetgttcatgtttgtot
tagatcegtgetgctagegticgtacacggatgegacctgtacatcagacacgtictgattgctaacttgecagtgtttctettitgecga
atccagggatgectetagecgticcgeagacgggttegatttecatgatitttttt gtttcgttgcacatagggtttggtttgeccttttecttt
atttccttatatgctgtacactctitgtcgggteatctigtcatgettctittaatcttggttgtoat gatetoctetgottgoocgategticta
gatcggagtagaatactgtttcaagctacctggtggatttattaattit gtatctgtacgtgtetoccatacatettcatagttacgagtita
agatgatgoatgoaaatatcgatctaggataggtatacatgttgatecggottitactgatgcatatacagagatgcttitttttcgetigg

ttgtgatgatgcggtetggttgoocgotegtictagatcggagtagaatactgtttcaaactacctggtggatttattaattctggatetgt

atgtgtetgccatacatcttgatagttacgagtttaagatgatggatggaaatatcgatctaggataggtatacatgtcgat gtgo ottit
actgatgcatatacatgatggcatatgcagcatctaticatatgctetaaccttgagtacctatetattataataaacaagtat gttttataat

tattttgaccttgatatacttggatgatggcatatgcageagctatat gtggatttitttagcecttgecttcatacgetatttatttgtitgo oo
ctgtttctttttgtigacgetcaccectgttgtttgatottactictgeag
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FIG. 3

GTGCAGCGTGACCCGGTCGTGCCCCTCTCTAGAGATAATCGAGCATTGCATGTCT
AAGTTATAAAAAATTACCACATATTTITTTTTGTCACACTTGTTTGAAGTGCAGTT
TATCTATCTTTATACATATATTTAAACTTTACTCTACGAATAATATAATCTATAG
TACTACAATAATATCAGTGTITTTAGAGAATCATATAAATGAACAGTTAGACATG
GTCTAAAGGACAATTGAGTATTTTGACAACAGGACTCTACAGTTTTATCTTTTT
AGTGTGCATGTIGTTICTCCTTITTTITIGCAAATAGCTTICACCTATATAATACTTC
ATCCATTTTATTAGTACATCCATTTAGGGTTITAGGGTTAATGGTTITTATAGACT
AATTTTTTTAGTACATCTATTTTATICTATTTTAGCCTCTAAATTAAGAAAACTA
AAACTCTATTTTAGTTTTTTTATTTAATAGTTTAGATATAAAATAGAATAAAAT
AAAGTGACTAAAAATTAAACAAATACCCTTTAAGAAATTAAAAAAACTAAGGA
AACATTTTTCTTGTTTCGAGTAGATAATGCCAGCCTGTTAAACGCCGTCGACGA
GTCTAACGGACACCAACCAGCGAACCAGCAGCGTCGCGTCGGGCCAAGCGAA
GCAGACGGCACGGCATCTCTGTCGCTGCCTCTGGACCCCTCTCGAGAGTTCCGC
TCCACCGTTGGACTTGCTCCGCTGTCGGCATCCAGAAATIGCGTGGCGGAGCGG
CAGACGTGAGCCGGCACGGCAGGCGGCCTCCTCCTCCTCTCACGGCACCGGCA
GCTACGGGGGATTCCTTTCCCACCGCTCCTTCGCTTTCCCTTCCTCGCCCGCCGT
AATAAATAGACACCCCCTCCACACCCTCTTTCCCCAACCTCGTGTTGTTCGGAG
CGCACACACACACAACCAGATCTCCCCCAAATCCACCCGTCGGCACCTCCGCTT
CAAGgtacgecegetegtectececccccecceecctcetetaccttctctagateggegttccggtecatgeatggttageoceeg
gtagttctacttetgttcatgtttgtettagatecgtetitgtettagatccgtgetgctagegticgtacacggatgegacctgtacgtea
gacacgtictgattgetaactigecagtgtitctetttgggoaatectgggat goctetagecgttcegecagacgggatcgatttcatga
ttttttttgtitc gttgcatageetttgotttocccttttcetttatttcaatatatgec gtgeactt gtttgtc gg steatcttttcat getttitittg
tettgottoteatgatgtootetgottgeocgetegtictagatcggagtagaattctgtitcaaactacctggtggatttattaatitigga
tetgtatgtototgccatacatattcatagttacgaattgaagatgatggatgeaaatatcgatctaggataggtatacatgttgatgegg
gttttactgatgcatatacagagatgcttittgticgcttgattotoatgatgt gototootiogocgotepgttcattcgtictagatcggag
tagaatactgtttcaaactacctggtgtatttattaattttggaactgtatgtetetetcatacatcttcatagttacgagtttaagatggatg
gaaatatcgatctaggataggtatacatgtigatgtggettitactgatgcatatacatgatgecatatgecageatctattcatatgctcta
accttgagtacctatctattataataaacaagtatgttttataattatttcgatcttgatatacttggatgatggcatatgcagcagcetatatg
tggatttttttagecctgecttcatacgetatttatttgcttggtactgtttetttt gtegatgetcacectgttgttt ggtottacttetgea
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