PROMOTORES NOVEDOSOS DE UBIQUITINA DE MAIiZ

REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDESRELACIONADAS
Lapresente solicitud reivindica el beneficio conforme al titulo 35 del USC [Cédigo de
Estados Unidos] § 119(e) de la solicitud provisiona estadounidense con €l nimero de serie
61/922,522, presentada el 31 de diciembre de 2013, cuya descripcion seincorpora ala presente en su
totalidad mediante esta referencia

CAMPO DE LA INVENCION
La presente invencion se refiere en términos generales al campo de la biologia molecular

vegeta y, de forma més especifica, al campo de la expresidn de transgenes en plantas.

ANTECEDENTES

Muchas especies vegetal es tienen la capacidad de transformarse con transgenes para
introducir rasgos o caracteristicas agrondmicamente deseables. Se desarrollan y/o modifican
especies vegetal es para que tengan rasgos deseables particulares. Generalmente, 10s rasgos
deseables incluyen, por giemplo, mejorade lacalidad del valor nutricional, mayor rendimiento,
suministro de resistencia a plagas o enfermedades, mayor toleranciaa sequiasy estrés, mejores
calidades horticolas (p. €., pigmentacion y crecimiento), transmision de resistencia a herbicidas,
habilitacion de la produccidn de materiales y/o compuestos Utiles en laindustria a partir de la planta
y/o habilitacién de la produccién de productos farmacéuticos.

L as especies vegetal es transgéni cas que comprenden maltiples transgenes apilados en un
nico locus gendmico se producen mediante tecnologias de transformacién vegetal. Las tecnologias
de transformacion vegetal producen laintroduccién de un transgén en una célulavegetd, la
recuperacion de una planta transgénica fértil que contiene la copia integrada de forma estable del
transgén en el genoma vegetal, y la posterior expresion transgenica mediante transcripcion y
traduccion del genoma vegetal produce plantas transgénicas con fenotipos y rasgos deseables. No
obstante, se desean mecanismos que permitan que la produccién de especies vegetal es transgénicas
exprese de forma elevada transgenes multiples modificados genéticamente como una pila de rasgos.

Del mismo modo, se desean mecanismos que permitan la expresion de un transgén dentro de
tejidos u Organos particulares de la planta. Por gjemplo, la mayor resistencia de unaplantaala

infeccion por patdgenos del suelo se puede lograr transformando el genoma vegetal con un gen de



resistencia a patégenos de forma que se exprese fuertemente la proteina de resistencia a patdgeno
dentro de las raices de la planta. De forma alternativa, puede ser deseable expresar un transgén en
tejidos vegetales que se encuentren en unafase de desarrollo o crecimiento particular como, por
giemplo laelongacion o division celular.

En la presente se describen elementos reguladores del promotor de Ubi-1 de Zea mays,
incluyendo promotores, promotores corriente arriba, 5-UTR e intrones. Se describen ademas

construcciones y métodos que utilizan elementos regul adores génicos.

COMPENDIO

En la presente se describen promotores, construcciones y métodos para expresar un transgén
en células vegetales y/o tejidos vegetales. En unamodalidad, la expresién de un transgén
comprende el uso de un promotor. En una modalidad, un promotor comprende una secuencia de
polinucledtidos. En unamodalidad, una secuencia de polinucledtidos del promotor comprende un
promotor corriente arriba, unaregion sin traduccion 5' (5-UTR) o secuencialider y unintron. En
una modalidad, una secuencia de polinucledtidos del promotor comprende el gen de Ubiquitina-1
(Ubi-1). Enunamodalidad, una secuencia de polinucledtidos del promotor comprende €l gen de
Ubi-1 de Zea mays (Z. mays).

En una modalidad, una construccion incluye un casete de expresion génica que comprende
una secuencia de polinucledtidos del promotor obtenidadel gen de Ubi-1 de Z. mays. En una
modalidad, |a secuencia de polinucleétidos del promotor de Ubi-1 de Z. mays comprende una region
de promotor corriente arriba, 5-UTR o0 secuencialider y un intron. En unamodalidad, una
construccion incluye un casete de expresidn génica que comprende una secuencia de polinucledtidos
del promotor obtenida del gen de Ubi-1 de Z. mays fusionada con un intron del gen que codificala
proteina fluorescente amarilla de la especie Phialidium (PhiY FP). En una modalidad, una
construccion incluye un casete de expresién génica que comprende una secuencia de polinucleétidos
del promotor obtenida del gen de Ubi-1 de Z. mays fusionada con un intrén del gen que codificala
proteina fluorescente amarilla de la especie Phialidium (PhiY FP), seguida por unaregion sin
traduccion 3' (3-UTR) del gen de peroxidasa 5 de Z. mays. (ZmPer5). La secuenciade
polinuclettidos resultante comprende un elemento regulador génico del promotor novedoso.

En una modalidad, un casete de expresion génicaincluye un elemento regulador del

promotor génico unido de forma operativa a un transgén o una secuencia de codificacion heterdloga.



En unamodalidad, un casete de expresion génicaincluye a menos uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis,
siete, ocho, nueve, diez 0 mas transgenes.

En la presente se describen métodos para cultivar plantas que expresen un transgén usando
elementos reguladores del promotor génico novedoso (p. €., promotor corriente arriba, 5-UTR e
intrén). En la presente también se describen métodos para cultivar tejidosy células vegetales que
expresan un transgén usando el elemento regulador del promotor génico novedoso. En una
modalidad, los métodos tal como se describen en la presente incluyen expresion de genes
constitutivos en hojas, raices, callosy polen vegetales. En la presente también se describen métodos
para purificar una secuencia de polinucleétidos que comprenden el elemento regulador del promotor

génico novedoso.

BREVE DESCRIPCION DE LOSDIBUJOS

La FIG. 1 muestraun promotor novedoso esquemético que comprende €l gen de Ubi-1 de Z.
mays c.v. B73. El promotor estd compuesto por un elemento corriente arriba, una5'-UTR o
secuencialider y unintron. El elemento corriente arriba se encuentra corriente arriba 5' del sitio de
inicio de latranscripcion (TSS), indicado con laflechalarga. El elemento corriente arriba esta
compuesto por elementos reguladores, como una caja TATA, indicada con laflechacortay un

elemento de choque térmico, indicado con la estrella.

LaFIG. 2 muestrael mapade plasmidos para el vector pDAB105712 que comprende la
secuencia del promotor amplificada con PCR del gen de Ubi-1 de Z. maysc.v. B73.

LaFIG. 3 muestrala secuencia de polinucledtidos del promotor de control de Ubi-1 de Z. mays
c.v. B73 (SEQ ID NO: 1) con laregion del promotor corriente arriba subrayada, la 5-UTR/secuencia

lider sombreaday laregion del intrén en minlscula.

LaFIG. 4 muestrala secuencia de polinucledtidos del promotor de Ubi-1 de Z. maysc.v. B104
(SEQ ID NO: 2) con laregion del promotor corriente arriba subrayada, la 5'-UTR/secuencia lider

sombreaday laregion del intron en mintscula.

LaFIG. 5 muestralaalineacion de la secuencia de polinucledtidos de | as regiones del promotor
corriente arriba de Z. maysc.v. B104 (SEQ ID NO: 4) en comparacion con la secuenciadel promotor
corriente arriba de control de Z. maysc.v. B73 (SEQ ID NO: 3).



LaFIG. 6 muestralaalineacion de la secuencia de polinucleétidos de la 5-UTR/regiones lider de
Z. maysc.v. B104 (SEQ ID NO: 6) en comparacion con la secuenciade 5'UTR/lider de control de Z.
maysc.v. B73 (SEQ ID NO: 5).

LaFIG. 7 muestrala alineacion de la secuencia de polinucledtidos de las regiones de intron de Z.
mays c.v. B104 (SEQ ID NO: 8) en comparacion con la secuencia de intron de control de Z. mays
c.v. B73(SEQID NO: 7).

LaFIG. 8 muestraun mapadel vector de la construccién de expresion binaria, pPDAB105748,
que comprende el vector de entrada de control, pDAB105742 (Z. mays c.v. B73), insertado en el vector
de destino, pDAB10197.

LaFIG. 9 muestraun mapadel vector de la construccidn de expresion binaria, pPDAB105745,
que comprende el vector de entrada, pDAB105739 (Z. mays c.v. B104), insertado en €l vector de
destino, pDAB10197.

LaFIG. 10 muestrala expresion del gen de PhiY FP en callos de plantas T, paralas
construcciones de expresion binaria pDAB105748 (Z. maysc.v. B73) y pDAB105745 (Z. maysc.v.
B104)

LaFIG. 11 muestrala expresion del gen de PhiY FP en polen de plantas T, paralas
construcciones de expresion binaria pDAB105748 (Z. maysc.v. B73), pDAB105745 (Z. maysc.v.
B104) y un control negativo.

DESCRIPCION DETALLADA
Definiciones

Tal como se usan en la presente, los articulos “un”, “una’, “el” y “la’ incluyen referencias
plurales amenos que €l contexto claramente y de formainequivocaindigque lo contrario.

Tal como se usa en la presente, € término "retrocruza’ se refiere aun proceso en e cual un
reproductor cruzala progenie hibrida nuevamente con uno de los progenitores, por gemplo, un F1
hibrido de primera generacion con uno de los genotipos parentales del hibrido F1.

Tal como se usa en lapresente, € término "intrén" se refiere a cualquier secuencia de écido
nucleico comprendida en un gen (o secuencia de nucledtidos expresada de interés) que se transcribe

pero no setraduce. Los intrones incluyen una secuencia de &cido nucleico sin traduccién dentro de



una secuencia expresada de ADN, asi como una secuencia correspondiente en moléculas de ARN
transcritas a partir de lamisma.

Una construccién descrita en la presente también puede contener secuencias que
potencian la traduccion yo estabilidad de ARNm como intrones. Un gjemplo de uno de dichos
intrones es €l primer intrén del gen Il de lavariante de histona H3 de Arabidopsis thaliana o
cualquier otra secuencia de intrones que se conozca comunmente. L os intrones se pueden
utilizar en combinacién con una secuencia del promotor para potenciar la traduccion y/o
estabilidad del ARNm.

Tal como se usan en la presente, |os términos "region sin traduccion 5" 0 "5-UTR" se
refieren a un segmento sin traduccion en el extremo 5' de pre:ARNm o ARNm maduros. Por
giemplo, en ARNm maduros, una 5-UTR tipicamente alberga en su extremo 5' un casguete de 7-
metilguanosinay estaimplicada en muchos procesos como el empame, la poliadenilacion, la
exportacion de ARNm hacia el citoplasma, laidentificacién del extremo 5' del ARNm mediante la
maguinaria de traduccion, y la proteccion del ARNm contra la degradacion.

Tal como se usan en la presente, |os términos "region sin traduccion 3" 0 "3-UTR" se
refieren a un segmento sin traduccion en el extremo 3' de pre:ARNm o ARNm maduros. Por
giemplo, en los ARNm maduros, esta region alberga el extremo poli-(A) y se sabe que tiene una
incidencia variada en la estabilidad del ARNm, el inicio de latraduccion y la exportacién de ARNm.

Tal como se usaen la presente, € término "sefial de poliadenilacion” se refiere auna
secuencia de &cido nucleico presente en |os transcriptos de ARNm que permite que los
transcriptos, cuando se encuentran en presencia de una poli-(A) polimerasa, se poliadenilen en €l
sitio de poliadenilacion, por ejemplo, ubicado 10 a 30 bases corriente abajo de la sefial de poli-
(A). Enlatécnica se conocen muchas sefiales de poliadenilacion y son Utiles para la presente
invencién. Un egjemplo de secuenciaincluye AAUAAA y variantes de esta, como se describe en
Loke J., et &l., (2005) Plant Physiology 138(3); 1457-1468.

Tal como se usaen la presente, € término "aislado” se refiere a un componente biol 6gico
(incluyendo una proteina o acido nucleico) que se separ6 de otros componentes biol6gicos en la
céluladel organismo donde se produce naturalmente el componente (es decir, otro ADN
Cromosomico y extra-cromosomico).

Tal como se usaen lapresente, e término "purificado" en relacion con moléculas de
acido nucleico no requiere una pureza absol uta (como una preparacion homogénea). Por el

contrario "purificado" representa unaindicacion de que la secuencia es relativamente mas pura



que en su entorno celular natural. Por ggemplo, € nivel "purificado" de acidos nucleicos deberia
ser a menos 2-5 veces mayor en términos de niveles de concentracion o expresion génicaen
comparacion con su nivel natural.

Las moléculas de ADN reivindicadas se pueden obtener directamente del ADN total o del
ARN total. Adicionalmente, los clones de ADNCc no son de origen natural, sino que se obtienen
preferentemente mediante manipul acion de una sustancia de origen natural parcialmente
purificada (ARN mensgjero). La construccion de una genoteca de ADNc a partir de ARNm
implicala creacion de una sustancia sintética (ADNCc). Los clones de ADNc individuales se
pueden purificar a partir de la genoteca sintética mediante seleccion clonal de las células que
transportan la genoteca de ADNc. Por lo tanto, el proceso que incluye la construccion de una
genoteca de ADNc a partir de ARNm y purificacion de clones de ADNCc distintos proporciona
una purificacion de aproximadamente 10° veces del mensaje natural. De lamismaforma, una
secuenciade ADN promotor se puede clonar en un pldsmido. Dicho clon no es de origen natural,
sino que se obtiene preferentemente a través de la manipulacion de una sustancia de origen
natural parcialmente purificada, como una genotecade ADN gendémico. Por lo tanto, la
purificacién de a menos un orden de magnitud, preferentemente dos o tres 6rdenesy, més
preferentemente, cuatro o cinco 6rdenes de magnitud, se ve favorecida en estas técnicas.

De manera similar, la purificacion representa unaindicacion de que tuvo lugar un cambio
guimico o funcional en la secuenciade ADN componente. Las proteinasy moléculas de &cido
nucleico "purificadas" incluyen proteinas y moléculas de acido nucleico purificadas a través de
métodos de purificacion estéandar. El término "purificado” también abarca proteinasy acidos
nucleicos elaborados a través de métodos de ADN recombinante en la célula hospedadora (p. g .,
células vegetales), asi como péptidos, proteinas y moléculas de acido nucleico quimicamente
sintetizados.

El término "recombinante" significa una célula u organismo donde tuvo lugar
recombinacién genética. También incluye una molécula (p. €., un vector, plasmido, &cido
nucleico, polipéptido o un ARN pequefio) que se aterd de manera artificial o sintética (es decir,
no natural) mediante intervencion humana. La alteracion se puede realizar en la molécula dentro
o fuera de su ambiente o estado natural.

Tal como se usaen lapresente, e término "expresion " serefiere al proceso mediante el
cual se transcribe un polinucledtido en ARNm (incluyendo moléculas de ARN pequefio) y/o el

proceso mediante € cual el ARNm transcrito (también denominado "transcrito") se traduce



posteriormente en péptidos, polipéptidos o proteinas. La expresion génica puede estar
influenciada por sefiales externas, por €jemplo, exposicion de una célula, tejido u organismo aun
agente que aumente o disminuya la expresion génica. La expresion de un gen también puede
regularse en cualquier lugar en laviadesde el ADN hastael ARN hastalaproteina. La
regulacion de la expresion génicatiene lugar, por gjemplo, mediante controles que actian en la
transcripcion, traduccion, transporte de ARN y procesamiento, degradacion de moléculas
intermediarias, como ARNm, o mediante la activacién, inactivacion, compartimentalizacion o
degradacién de moléculas de proteinas especificas luego de haberse creado, o mediante
combinaciones de los mismos. La expresion génica se puede medir anivel del ARN o anivel de
la proteina mediante cualquier método conocido en latécnica, incluyendo, de modo no taxativo,
transferencia Northern, RT-PCR, transferencia Western o ensayo/s de actividad de proteinasin
Vitro, in situ o in vivo.

Tal como se usan en la presente, los términos "silenciamiento génico basado en
homologia' 0 "HBGS" son términos genéricos que incluyen tanto silenciamiento génico durante
latraduccién como silenciamiento génico pos-traduccion. El silenciamiento de un locus diana
mediante un locus de silenciamiento no vinculado puede producirse a partir de lainhibicion de la
transcripcion (p. €., silenciamiento génico durante latraduccién, TGS) o degradacion de ARNm
(p. g., silenciamiento génico pos-traduccion, PTGS), debido ala produccion de ARN bicatenario
(ARNdCc) correspondiente a promotor o secuencias transcritas, respectivamente. Laimplicancia
de componentes celulares distintos en cada proceso sugiere que el PTGSy TGS inducidos por
ARN(dc son probablemente el resultado de la diversificacién de un mecanismo antiguo coman.
No obstante, ha sido dificil lograr una comparacion rigurosadel TGSy PTGS, debido a que esta
se apoya generalmente en el andlisis de loci de silenciamiento distintos. Se puede describir un
anico locus transgénico para desencadenar tanto € TGS como el PTGS, debido alaintroduccién
de ARNdc que corresponde al promotor y las secuencias transcritas de genes diana diferentes.

Tal como se usan en la presente, los términos "mol écula de &cido nucleico™, "écido nucleico”
0 "polinucledtido” (los tres sindnimos entre si) hacen referencia a una forma polimérica de
nucledtidos que puede incluir tanto cadenas sentido como anti-sentido de ARN, ADNc, ADN
gendmico y formas sintéticas, asi como polimeros de mezclas de las mismas. Un "nuclettido”
puede referirse a un ribonucledtido, desoxirribonucledtido o una forma modificada de cualquier tipo
de nucledtido. Una moléculade acido nucleico tiene unalongitud normalmente de al menos diez

bases, salvo que se especifique lo contrario. Los términos pueden hacer referencia a unamolécula



de ARN o0 ADN de unalongitud indeterminada. Los términosincluyen formas de ADN mono-y
bicatenario. Una molécula de &cido nucleico puede incluir cual quiera o ambos nucledtidos
modificadosy de origen natural enlazados mediante enlaces de nucledtidos de origen natural y/o de
origen no natural.

Las moléculas de &cido nucleico se pueden modificar quimica o bioguimicamente o pueden
contener bases de nucledtidos no naturales o derivadas, como observara facilmente un experto en la
técnica. Dichas modificaciones incluyen, por g emplo, etiquetas, metilacion, sustitucion de uno o
més nucledtidos de origen natural con un andlogo, modificaciones internucledtidos (p. €., enlaces
sin carga, como fosfonatos de metilo, fosfotriésteres, fosforamidatos, carbamatos, etc., enlaces con
carga, como fosforotioatos, fosforoditioatos, etc., restos colgantes como péptidos, intercaladores
como acridina, psoralén, etc., quelantes, alquilantes y enlaces modificados como écidos nucleicos
alfaanoméricos, etc.). El término "moléculade &cido nucleico" también incluye cualquier
conformacion topol 6gica, incluyendo conformaciones de cadena simple, cadena doble, estructura
doble parcial, estructuratriple, horquillada, circular y de candado.

Latranscripcién procede de 5' a3' alo largo de la cadena de ADN. Esto significaque el
ARN se forma mediante adicidn en secuencia de ribonucledtido-5'-trifosfatos a extremo 3' dela
cadena creciente con una eliminacion necesaria del pirofosfato. En una molécula de acido nucleico
lineal o circular, los e ementos separados (p. €., secuencias de nucledtidos particulares) se pueden
denominar como "corriente arriba" con relacion a otro elemento s ambos se encuentran enlazados o
estarian enlazados a mismo &cido nucleico en el sentido 5' desde ese elemento. De manera similar,
los elementos separados se puede denominar como "corriente abajo" con relacion aotro elemento s
se encuentran o estarian enlazados a mismo &cido nucleico en el sentido 3' desde ese elemento.

Tal como se usa en lapresente, e término "posicion de labase” se refiere alaubicacién de
una base o residuo de nucledtidos dados dentro de un &cido nucleico designado. Un &cido nucleico
designado puede definirse mediante la alineacion con un acido nucleico de referencia.

Tal como se usa en lapresente, el término "hibridacion” se refiere aun proceso donde los
oligonucledtidos y sus andlogos se hibridan mediante enlaces hidrégeno, que incluye enlaces
hidrégeno de Watson-Crick, Hoogsteen o Hoogsteen inverso, entre bases complementarias. En
términos general es, las moléculas de &cido nucleico consisten en bases nitrogenosas que son
pirimidinas, como citosina (C), uracilo (U) y timina (T) o purinas, como adenina (A) y guanina (G).
L as bases nitrogenosas forman enlaces hidrégeno entre una pirimidinay una purinay €l enlace de

una pirimidina a una purina se denomina un "emparejamiento de bases'. De manera mas especifica,



A formara un enlace hidrégeno especifico con T o U, y G se enlazara de forma especificamente a C.
"Complementario” serefiere al emparejamiento de bases que tiene lugar entre dos secuencias de
acido nucleico distintas o dos regiones distintas de la misma secuencia de &cido nucleico.

Tal como se utilizan en la presente, |os términos "especificamente hibridable" y
"especificamente complementario” se refieren a un grado de complementariedad suficiente, de
forma que tenga lugar una union estable y especifica entre un oligonucledtido y un ADN o ARN
diana. Los oligonucledtidos no necesitan ser 100 % complementarios con |a secuencia diana para
hibridarse de forma especifica. Un oligonuclettido es especificamente hibridable cuando la union
del oligonucledtido alamoléculade ADN o ARN dianainterfiere con lafuncion normal del ADN o
ARN dianay existe un grado de complementariedad suficiente para evitar la union no especifica de
un oligonucledtido a secuencias que no son diana en condiciones en que se desea la union especifica,
por e emplo, en condiciones fisiolégicas en el caso de sistemas o0 ensayosin vivo. Dichaunion se
denomina una hibridacién especifica. Las condiciones de hibridacion que producen grados
particulares de rigurosidad variaran dependiendo de la naturaleza del método de hibridacion
seleccionado y lacomposicion y longitud de las secuencias de acido nucleico que se hibriden.
Generalmente, latemperatura de la hibridacion y la fuerzaionica (especialmente la concentracion de
Na' y/o Mg”") de un amortiguador de hibridacién asistiraalarigurosidad de la hibridacion, si bien
los tiempos de lavado también influyen en larigurosidad. Los célculos con respecto alas
condiciones de hibridacion necesarias para obtener grados particulares de rigurosidad de tratan en
Sambrook et al. (ed.) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 ed., tomos 1-3, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva Y ork, 1989.

Tal como se usa en la presente, €l término "condiciones rigurosas' comprende condiciones
en las cuales solamente tiene lugar la hibridacion si hay menos de un 50 % de emparejamiento
incorrecto entre lamoléculade hibridaciony el ADN diana. "Condiciones rigurosas' incluye
niveles particulares adicionales de rigurosidad. Por |o tanto, tal como se utiliza en la presente,
condiciones de "rigurosidad moderada" son aquellas en las que no se hibridan las moléculas con més
de un 50 % de emparejamiento incorrecto de secuencia, condiciones de "rigurosidad elevada” son
aquellas en las que no se hibridan las secuencias con mas de un 20 % de emparejamiento incorrecto
y condiciones de "rigurosidad muy elevada’ son aquellas en las que no se hibridan las secuencias

con més de un 10 % de emparejamiento incorrecto.
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En modalidades particulares, las condiciones rigurosas pueden incluir la hibridacién a 65 °C, seguida
por lavados a 65 °C con 0,1x de SSC/0,1 % de SDS durante 40 minutos. Las siguientes son
condiciones de hibridacion representativas, no taxativas:
o Rigurosidad muy elevada: Hibridacion en amortiguador SSC 5x a 65 °C durante 16
horas, lavar dos veces en amortiguador SSC 2x a temperatura ambiente durante 15
minutos cadavez y lavar dos veces en amortiguador SSC 0,5x a 65 °C durante 20
minutos cada vez.
o Rigurosidad elevada: Hibridacion en amortiguador SSC 5-6x a 65-70 °C durante 16-
20 horas, lavar dos veces en amortiguador SSC 2x a temperatura ambiente durante 5-
20 minutos cada vez y lavar dos veces en amortiguador SSC 1x a 55-70 °C durante 30
minutos cada vez.
o Rigurosidad moderada: Hibridacion en amortiguador SSC 6x a temperatura ambiente
hasta 55 °C durante 16-20 horas, lavar al menos dos veces en amortiguador SSC 2-3x a
temperatura ambiente hasta 55 °C durante 20-30 minutos cada vez.
En una modalidad, las moléculas de &cido nucleico especificamente hibridables pueden mantenerse
enlazadas en condiciones de hibridacion de rigurosidad muy elevada. En unamodalidad, las
mol éculas de &cido nucleico especificamente hibridables pueden mantenerse enlazadas en
condiciones de hibridacion de rigurosidad elevada. En una modalidad, las moléculas de acido
nucleico especificamente hibridables pueden mantenerse enlazadas en condiciones de hibridacién de
rigurosidad moderada.
Tal como se usa en la presente, €l término "oligonucledtido" se refiere a un polimero de
&cido nucleico corto. Los oligonucledtidos se pueden formar mediante escisién de segmentos de
acido nucleico més largos 0 mediante precursores de nucledtidos individuales de polimerizacion.
L os sintetizadores autométicos permiten la sintesis de oligonucledtidos de hasta varios cientos de
pares de bases de longitud. Debido a que los oligonucledtidos se pueden unir a una secuencia de
nucledtidos complementaria, se pueden utilizar como sondas para detectar ADN 0 ARN. Los
oligonucledtidos compuestos por ADN (oligodesoxirribonucl eétidos) se pueden utilizar en la
Reaccion de Cadena de Polimerasa, una técnica para amplificacion de secuencias de ADN pequefio.
En lareaccion de cadena de polimerasa, un oligonucledtido se denomina tipicamente un " cebador”,
que permite que una polimerasa de ADN extienda el oligonucleétido y replique la cadena

complementaria.
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Tal como se usan en la presente, |0s términos "reaccion de cadena de polimerasa’ o
"PCR" serefieren aun procedimiento o técnica donde se amplifican cantidades minimas de acido
nucleico, ARN y/o ADN, como se describe en la patente estadounidense n.° 4,683,195.

En términos generales, la informacion de secuencia de los extremos de laregion de interés
0 posterior debe encontrarse disponible, de forma que se puedan disefiar dichos cebadores de
oligonucledtidos. Los cebadores de PCR seran idénticos o similares en su secuencia a cadenas
opuestas de la plantilla de &cido nucleico que se desea amplificar. Los nucledtidos 5' terminales
de los dos cebadores pueden coincidir con los extremos del material amplificado. Se puede
utilizar PCR para amplificar secuencias de ARN o secuencias de ADN especificas a partir de
ADNCcy ADN gendmico total transcrito de ARN celular total, bacteri6fagos o secuencias de
plasmidos, etc. Ver generalmente Mullis et al., Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol., 51:263
(1987); Erlich, ed., PCR Technology, (Stockton Press, NY, 1989).

Tal como se usaen la presente, € término "cebador” se refiere a un oligonucledtido que
tiene la capacidad de actuar como un punto de inicio de la sintesis junto con una cadena
complementaria, cuando las condiciones son adecuadas parala sintesis de un producto de
extension del cebador. Las condiciones de sintetizacion incluyen la presencia de cuatro
trifosfatos de desoxirribonucledtidos diferentes (es decir, A, T, Gy C) y al menos un agente que
induce la polimerizacion o enzimas como la Transcriptasa Inversa o polimerasa de ADN. Estos
reactivos se encuentran presentes tipicamente en un amortiguador adecuado que puede incluir
constituyentes que son co-factores o que afectan condiciones, como el pH y similares, adiversas
temperaturas adecuadas. Un cebador es preferentemente una secuencia monocatenaria, de forma
gue se optimice la eficacia de la amplificacion, pero se pueden utilizar secuencias bicatenarias.

Tal como se usaen lapresente, e término "sonda" se refiere a una secuencia de
oligonuclettido o polinuclettido que se hibrida con una secuenciadiana. En el procedimiento del
ensayo estilo TagMan® o TagMan®, la sonda se hibrida con una parte de la diana situada entre e
sitio de hibridacion de los dos cebadores. Una sonda incluye arededor de ocho nucledtidos,
alrededor de diez nuclettidos, alrededor de quince nuclebtidos, arededor de veinte nucleotidos,
alrededor de treinta nucledtidos, alrededor de cuarenta nucledtidos o alrededor de cincuenta
nucledtidos. En algunas modalidades, una sondaincluye entre alrededor de ocho nucledtidos y
alrededor de quince nucledtidos.

En el procedimiento del ensayo de transferencia Southern, la sonda se hibrida con un

fragmento de ADN unido a una membrana. Una sonda incluye alrededor de diez nucledtidos,
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alrededor de 100 nucledtidos, alrededor de 250 nucledtidos, alrededor de 500 nucl edtidos,
arededor de 1.000 nucledtidos, alrededor de 2.500 nuclettidos o alrededor de 5.000 nuclettidos.
En algunas modalidades, una sonda incluye entre alrededor de 500 nucleétidos y arededor de
2.500 nucledtidos.

Una sonda puede incluir adicionalmente una etiqueta detectable, como una etiqueta
radioactiva, una etiqueta biotinilada, un fluoréforo (p. g., Texas-Red®, isotiocianato fluoresceina,
etc.). Laetiqueta detectable se puede unir de forma covalente directamente al oligonucledtido de
la sonda, de forma que |la etiqueta se encuentre en el extremo 5' 0 3' delasonda. Una sonda que
comprende un fluoréforo también puede incluir un tinte inactivador (p. €., Black Hole
Quencher™, lowaBlack™, etc.).

Tal como se usan en la presente, los términos "identidad de secuencia’ o "identidad” se
pueden utilizar de formaintercambiable y hacen referencia a residuos de acido nucleico en dos
secuencias que son iguales cuando se alinean para una maxima correspondencia en un area de
comparacion especifica.

Tal como se usa en lapresente, e término "porcentaje de identidad de secuencia' o
"porcentaje de homologia de secuencia’ serefiere a valor determinado comparando dos secuencias
alineadas de manera Optima (p. §., secuencias de &cido nucleico o secuencias de aminoacidos) en
una érea de comparacion, donde la parte de una secuencia en € area de comparacion puede
comprender adiciones, sustituciones, emparejamientos incorrectos y/o eliminaciones (es decir,
huecos) en comparacidn con una secuencia de referencia para obtener alineacion optima de las dos
secuencias. Un porcentaje se calcula determinando la cantidad de posiciones donde aparece un
residuo de aminoacidos o &cidos nucleicos idénticos en ambas secuencias para proporcionar la
cantidad de posiciones emparejadas, dividiendo la cantidad de posiciones emparejadas entre la
cantidad total de posiciones en €l area de comparacion y multiplicando €l resultado por 100 para
proporcionar el porcentaje de identidad de secuencia. En la técnica se conocen los métodos para
alinear secuencias parala comparacion. En latécnicatambién se conocen diversos programas
informaticos o bioinforméticos y algoritmos de alineacion, como Clusta W y Sequencher y/o estos
se describen, por g emplo, en: Smith y Waterman (1981) Adv. Appl. Math. 2:482; Needleman y
Wunsch (1970) J. Mol. Biol. 48:443; Pearson y Lipman (1988) Proc. Natl. Acad. ci. E.U.A.
85:2444; Higginsy Sharp (1988) Gene 73:237-44; Higginsy Sharp (1989) CABIOS5:151-3; Corpet
et al. (1988) Nucleic Acids Res. 16:10881-90; Huang et al. (1992) Comp. Appl. Biosci. 8:155-65;
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Pearson et &l. (1994) Methods Mol. Biol. 24:307-31; Tatiana et &. (1999) FEMSMicrobiol. Lett.
174:247-50.

La herramienta de busqueda de alineacion local basicadel Centro Nacional parala
Informacion Biotecnolégica (NCBI) (BLAST™; Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol. 215:403-10) se
encuentra disponible de diversas fuentes, incluyendo el Centro Naciona parala Informacion
Biotecnol 6gica (Bethesda, MD), asi como en Internet, para su uso en conexién con diversos
programas de andlisis de secuencias. Una descripcion de como determinar laidentidad de secuencia
utilizando este programa se encuentra disponible en Internet en la seccion "ayuda' de BLAST ™,
Para comparaciones de secuencias de acido nucleico, se puede utilizar la funcién "secuencias Blast
2" del programa BLAST™ (Blastn), con los pardmetros predeterminados. Las secuencias de &cidos
nucleicos con una similitud aun mayor con respecto alas secuencias de referencia mostraran una
mayor identidad porcentual cuando se evalllan con este método.

Tal como se usa en la presente, €l término "unido de forma operativa" se refiere aun écido
nucleico colocado en unarelacion funcional con otro &cido nucleico. En términos generales, "unido
de forma operativa' puede significar que |os &cidos nucleicos son contiguos. La unidn se puede
lograr mediante enlace en sitios de restriccion convenientes. En caso de que no existan dichos sitios,
los adaptadores o enlazadores de oligonucl eétidos sintéticos se ligan o hibridan a écido nucleico y
se utilizan paravincular el fragmento de polinucledtido contiguo. No obstante, 1os elementos no
necesitan ser contiguos para unirse de forma operativa.

Tal como se usaen la presente, €l término "promotor” se refiere aunaregion de ADN que se
ubica generalmente corriente arriba de un gen (es decir, haciael extremo 5' de un gen) y es necesaria
parainiciar y llevar adelante latranscripcién del gen. Un promotor puede permitir la activacién
adecuada o represion de un gen que controla. Un promotor puede contener secuencias especificas
que se reconocen mediante factores de transcripcion Estos factores pueden unirse a una secuencia
de ADN del promotor, lo cua produce el reclutamiento de polimerasa de ARN, una enzima que
sintetizael ARN delaregion de codificacion del gen. El promotor se refiere general mente a todos
los elementos reguladores génicos ubicados corriente arriba del gen, incluyendo 5'-UTR, intronesy
secuencias lider.

Tal como se usa en lapresente, el término "promotor corriente arriba" se refiere auna
secuencia de polinucledtidos contigua que es suficiente para dirigir €l inicio de latranscripcion. Tal
como se usa en la presente, un promotor corriente arriba comprende el sitio deinicio dela

transcripcion con diversos motivos de secuencias, que incluyen unacaja TATA, secuenciadeinicio
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(Intr), elementos de reconocimiento TFIIB (BRE) y otro motivos promotores (Jennifer, E.F. et d,
(2002) Genes & Dev., 16: 2583-2592). El promotor corriente arriba proporciona € sitio de accion
paralapolimerasade ARN |1, una enzima de subunidades multiples con | os factores de transcripcion
basal o general como TFIIA, B, D, E, Fy H. Estos factores se ensamblan en un complejo de pre-
inicio (PIC) de latranscripcion que catalizala sintesis de ARN de una plantillade ADN.

Laactivacién del promotor corriente arriba la realiza la adicion de elementos reguladores
de secuenciade ADN alos que se unen diversas proteinas e interactlian posteriormente con el
complejo deinicio de latranscripcion para activar la expresion génica. Estas secuencias de
elementos de regulacion génicainteractian con factores de unién a ADN especificos. Estos
motivos de secuencias se pueden denominar algunas veces como elementos cis. Dichos
elementos cis, alos que se unen los factores de transcripcion especificos del tejido o especificos
del desarrollo, de formaindividual o en combinacién, pueden determinar el patron de expresion
espaciotemporal de un promotor anivel de latranscripcion. Estos elementos cis varian
ampliamente en € tipo de control que gercen sobre genes unidos de forma operativa. Algunos
elementos actlian aumentando la transcripcion de genes unidos de forma operativa en respuesta a
respuestas ambientales (p. g ., temperatura, humedad y heridas). Otros elementos cis pueden
responder a sefiales de desarrollo (p. §., germinacién, maduracion de semillay floracion) o
informacion espacia (p. g ., especificidad de tejidos). Véase, por gjemplo, Langridge et al.
(1989) Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 86:3219-23. Estos elementos cis se encuentran auna
distanciavariada del punto de inicio de latranscripcion. Algunos elementos cis (denominados
elementos proximales) son adyacentes a una region promotora de nicleo minimo, mientras que
otros elementos pueden encontrarse a diversas kilobases 5' corriente arriba o 3' corriente abajo del
promotor (potenciadores).

Tal como se usa en lapresente, e término "transformacion" comprende todas las técnicas
donde se puede introducir una molécula de &cido nucleico en unacélula. Los ejemplosincluyen, de
modo no taxativo: transfeccion con vectores virales, transformacion con vectores plasmidos,
electroporacion, lipofeccion, microinyeccion (Mueller et al. (1978) Cell 15:579-85), transferencia
mediada por Agrobacterium, absorcién directade ADN, transformacion mediada por
WHISKERS™ y bombardeo con microproyectiles. Estas técnicas pueden utilizarse tanto parala
transformacion estable como la transformacion transitoria de una célula vegetal. "Transformacion
estable" serefiere alaintroduccién de un fragmento de &cido nucleico en un genomade un

organismo hospedador que produce una herencia genéticamente estable. Unavez que selogré la
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transformacion estable, el fragmento de &cido nucleico se integra de forma estable en el genoma del
organismo hospedador y cual quier generacion posterior. Los organismos hospedadores que
contienen los fragmentos de &cido nucleico transformados se denominan organi smos "transgénicos”.
"Transformacion transitorid” se refiere alaintroduccion de un fragmento de acido nucleico en el
nucleo u organela que contiene ADN de un organismo hospedador, |o cua produce una expresion
génica sin herencia genéticamente estable.

Tal como se usa en lapresente, el término "transducir" se refiere a un proceso donde un virus
transfiere &cido nucleico a unacélula.

Tal como se usa en lapresente, e término "transgén” se refiere a una secuencia de acido
nucleico exdgeno. En un g emplo, un transgén es una secuencia génica (p. g., un gen con resistencia
aherbicidas), un gen que codifica un compuesto Util en industria o farmacéutica o un gen que
codifica un rasgo agricola deseable. En aun otro jemplo, un transgén es una secuencia de acido
nucleico antisentido, donde la expresion de la secuencia de acido nucleico antisentido inhibe la
expresion de una secuencia de &cido nucleico diana. Un transgén puede contener secuencias
reguladoras unidas de forma operativa al transgén (p. €., un promotor, intrén, 5-UTR 0 3-UTR).

En algunas modalidades, un &cido nucleico de interés es un transgén. No obstante, en otras
modalidades, un &cido nucleico de interés es un acido nucleico endégeno, donde se desean copias
gendmicas adicionales del &cido nucleico endégeno o un &cido nucleico que se encuentraen la
orientacion antisentido con respecto ala secuencia de un &cido nucleico diana en un organismo
hospedador.

Tal como se usa en la presente, €l término "vector" se refiere a una molécula de acido
nucleico tal como seintroduce a una célula, mediante lo cual se produce una célulatransformada.
Un vector puede incluir secuencias de &cido nucleico que le permiten replicarse en lacélula
hospedadora, tal como un origen de replicacion. Los ejemplosincluyen, de modo no taxativo, un
plasmido, cosmido, bacterioéfago, cromosoma artificial bacteriano (BAC) o virus que transporta
ADN exogeno en unacélula. Un vector puede incluir también uno o mas genes, moléculas
antisentido, genes marcadores seleccionablesy otros elementos genéticos conocidos en la técnica.
Un vector puede transducir, transformar o infectar una célula, provocando asi que la célula exprese
proteinas y/o moléculas acidos nucleicos codificadas por el vector. Un vector puede incluir
opcionalmente materiales para asistir en la obtencién de ingreso de lamolécula de &cido nucleico a

lacélula(p. g., un liposoma).
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Tal como se usan en la presente, |os términos "casete”, "casete de expresion” y "casete de
expresion génica' se refieren aun segmento de ADN que se puede insertar en un acido nucleico o
polinucledtido en sitios de restriccion especificos 0 mediante recombinacién homéloga. Un
segmento de ADN comprende un polinucledtido que contiene un gen de interés que codifica un
ARN pequefio o polipéptido de interésy €l casete y |os sitios de restriccion se disefian para
asegurar lainsercion del casete en el marco de |lectura adecuado para latranscripcion y
traduccién. En unamodalidad, un casete de expresion puede incluir un polinucledtido que
codificaun ARN pequefio o un polinucledtido de interés y puede tener elementos ademas del
polinucledtido para facilitar la transformacion de una célula hospedadora particular. En una
modalidad, un casete de expresion génica también puede incluir elementos que permiten la mejor
expresion de ARN pequefio o un polinucledtido que codifica un polipéptido de interés en una
célula hospedadora. Estos elementos pueden incluir, de modo no taxativo: un promotor, un
promotor minimo, un potenciador, un elemento de respuesta, un intron, una5-UTR, una3-UTR,
una secuencia de terminacion, una secuencia de poliadenilacion y similares.

Tal como se usaen lapresente, el término "secuencia de codificacién heteréloga’ se utiliza para
indicar cualquier polinucledtido que codifica o codifica en Ultimainstancia un péptido o una proteina o su
secuencia de aminoacidos equivalente, p. €., una enzima, que no se encuentra presente normal mente en €
organismo hospedador y se puede expresar en la célula hospedadora en condiciones adecuadas. Como
tal, "secuencias de codificacion heterdloga" puede incluir una o més copias adicionales de las
secuencias de codificacion que no se encuentran normal mente presentes en la célula hospedadora,
de forma que la célula exprese copias adicionales de una secuencia de codificacion que no se
encuentran presentes normalmente en las células. Las secuencias de codificacion heterdlogas
pueden ser ARN o cualquier tipo del mismo (p. . ARNm), ADN o cualquier tipo de este (p. g,
ADNCc) o un hibrido de ARN/ADN. Los g emplos de secuencias de codificacion incluyen, de
modo no taxativo, unidades de transcripcion de longitud completa que comprenden dichas
caracteristicas como la secuencia de codificacion, intrones, regiones promotoras, 5-UTR, 3-UTR
y regiones potenciadoras.

"Secuencias de codificacion heterélogas' también incluye la parte codificante del péptido
o laenzima (es decir, la secuencia de ADNc o ARNm), la parte codificante de la unidad de
transcripcion de longitud completa (es decir, los intrones y exones que comprenden genes),
secuencias con "codones optimizados”, secuencias truncadas u otras formas de secuencias

alteradas que codifican la enzima o codifican su secuencia de aminoacidos equivalente, siempre



17

que la secuencia de aminoécidos equival ente produzca una proteina funcional. Dichas secuencias
de amino&cidos equival entes pueden tener una eliminacion de uno o mas aminoacidos, con la
eliminacion en posicion N-terminal, C-terminal o interna. Se prevén las formas truncadas
siempre gue tengan la capacidad catalitica indicada en la presente.

Tal como se usa en la presente, e término "control” se refiere a una muestra que se utiliza
en un procedimiento analitico con fines de comparacién. Un control puede ser "positivo" o
"negativo”. Por gemplo, cuando lafinalidad de un procedimiento analitico es detectar un
transcripto o polipéptido expresado de formadiferencial en células o tejidos, generamente es
preferible incluir un control positivo, como una muestra de una planta conocida que presente la
expresion deseada, y un control negativo, como una muestra de una planta conocida que carezca
de la expresion deseada.

Tal como se usaen la presente, el término "planta’ incluye plantasy partes de plantas que
incluyen, de modo no taxativo, células vegetales y tejidos vegetales, como hojas, callos, tallos,
raices, flores, polen y semillas. Una clase de plantas que se puede utilizar en la presente
invencion es generalmente tan amplia como la clase de plantas superiores e inferiores
susceptibles de mutagénesis, incluyendo angiospermas, gimnospermas, helechos y algas
multicelulares. Por lo tanto, "planta’ incluye plantas dicotiledéneas y monocotiledéneas. Los
ejempl os de plantas dicotileddneas incluyen tabaco, Arabidopsis, soja, tomate, papaya, canola,
girasol, algodon, afalfa, papa, parra, gandul, arveja, Brassica, garbanzo, remolacha, semillade
colza, sandia, melon, pimienta, mani, zapallo, rabano, espinaca, calabaza, brocoli, repollo,
zanahoria, coliflor, apio, repollo chino, pepino, berenjenay lechuga. Los gjemplos de plantas
monocotileddneas incluye maiz, arroz, trigo, cafia de azlcar, cebada, centeno, sorgo, orquideas,
bambu, bananas, totora, lirios, avena, cebolla, mijoy tritical.

Tal como se usaen lapresente, e término "material vegetal" se refiere a hojas, callos,
tallos, raices, flores o partes de flores, frutas, polen, évulos, cigotos, semillas, recortes, cultivos
celulares o tisulares o cualquier otra parte o producto de una planta. En unamodalidad, €l
material vegetal incluye cotiledon'y hoja. En unamodalidad, el material vegetal incluye tejidos
deraiz y otros tejidos vegetal es ubicados bajo tierra.

Tal como se usaen lapresente, € término "gen marcador seleccionable” serefiere aun
gen que se utiliza opcionalmente en la transformacion vegetal, por jemplo, para proteger células
vegetales de un agente selectivo o proporcionarle resistencia/tol erancia a un agente selectivo.

Ademés, "gen marcador seleccionable” pretende abarcar genes indicadores. Solamente las células
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o plantas que reciben un marcador seleccionable funcional pueden dividirse o crecer en
condiciones con un agente selectivo. Los gjemplos de agentes sel ectivos pueden incluir, por
gjemplo, antibidticos, incluyendo espectinomicina, neomicina, canamicina, paromomicina,
gentamicina e higromicina. Estos marcadores sel eccionables incluyen fosfotransferasa de
neocmicina (npt 1), que expresa una enzima que confiere resistencia ala canamicina antibidticay
genes para | os antibi6ticos rel acionados neomicina, paromomicina, gentamicinay G 418 o el gen
para higromicinafosfotransferasa (hpt), que expresa una enzima que confiere resistenciaala
higromicina. Otros genes marcadores sel eccionables pueden incluir genes que codifican
resistencia a herbicidas, incluyendo bar o pat (resistencia contra aminio glufosinato o
fosfinotricina), acetolactato sintasa (ALS, resistencia contra inhibidores como sulfonilureas
(SU), imidazolinonas (IM1), triazolopirimidinas (TP), oxibenzoatos de pirimidinilo (POB) y
triazolinonas de carbonil sulfonilamino que evitan la primera etapa en la sintesis de los
aminoacidos de cadena ramificada), glifosato, 2,4-D y resistencia o sensibilidad ametales. Los
gjemplos de "genes informantes’ que se pueden utilizar como gen marcador seleccionable
incluyen la observacion visual de proteinas de genes informantes expresados, como proteinas que
codifican R-glucuronidasa (GUS), luciferasa, proteina fluorescente verde (GFP), proteina
fluorescente amarilla (Y FP), DsRed, [3-galactosidasa, cloranfenicol acetiltransferasa (CAT),
fosfatasa alcalinay similares. Lafrase "positiva parael marcador" se refiere a plantas que se
transformaron paraincluir un gen marcador seleccionable.

Tal como se usaen la presente, e término "marcador detectable” se refiere a una etiqueta que
tiene capacidad de deteccion, como, por jemplo, un radioisétopo, compuesto fluorescente,
compuesto bioluminiscente, un compuesto quimioluminiscente, quelante metdlico o enzima. Los
ejempl os de marcadores detectables incluyen, de modo no taxativo, |os siguientes: etiquetas
fluorescentes (p. ., FITC, rodamina, fésforos lanténidos), etiquetas enziméticas (p. €.,
peroxidasa de rabano picante, 3-galactosidasa, luciferasa, fosfatasa alcalina), grupos
guimioluminiscentes, grupos biotinilo, epitopos de polipéptidos predeterminados reconocidos por
un informante secundario (p. €., secuencias de pares de cremalleras de leucina, sitios de union
para anticuerpos secundarios, dominios de union de metales, etiquetas de epitopos). En una
modalidad, un marcador detectable se puede unir mediante brazos espaciadores de diversas

longitudes para reducir el posible impedimento estérico.
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Tal como se usaen lapresente, e término "detectar" se utiliza en el sentido méas amplio
paraincluir tanto mediciones cualitativas como cuantitativas de una molécula especifica, por
ejemplo, mediciones de un polipéptido especifico.

Salvo que se indique especificamente o contrario, todos |os términos técnicos y
cientificos utilizados en la presente tienen el mismo significado que entiende normalmente un
experto en latécnica ala que pertenece esta descripcion. Las definiciones de términos comunes
en labiologia molecular se pueden encontrar, por iemplo, en: Lewin, GenesV, Oxford
University Press, 1994; Kendrew et &l. (eds.), The Encyclopedia of Molecular Biology, Blackwell
Science Ltd., 1994; y Meyers (ed.), Molecular Biology and Biotechnology: A Comprehensive
Desk Reference, VCH Publishers, Inc., 1995.

Promotores como elementos regulador es de la expresion génica

L os promotores vegetal es utilizados para aplicaciones biotecnol 6gicas o de investigacion
bésica son generalmente unidireccionalesy dirigen la expresion constitutiva de un transgén
fusionado a su extremo 3' (corriente abgjo). A menudo es necesario expresar fuertemente transgenes
dentro de las plantas parala modificacién metabdlicay el apilamiento de rasgos. Ademas, se
necesitan tipicamente promotores novedosos multiples en |os cultivos transgénicos para llevar
adelante la expresion genes multiples. En la presente se describe un promotor constitutivo que
puede dirigir la expresion de un transgén fusionado a su extremo 3.

El desarrollo de productos transgéni cos cada vez es méas complego, lo cua requierela
expresion fuerte de transgenes y el apilamiento de transgenes multiples en un anico locus. De
manera tradicional, cada transgén requeria un promotor exclusivo parala expresion donde se
requerian promotores multiples para expresar diferentes transgenes dentro de una pilagénica. Con
el mayor tamafio de las pilas génicas, este método frecuentemente Ileva a un uso repetido del mismo
promotor para obtener niveles similares de patrones de expresion de diferentes transgenes para la
expresion de un Unico rasgo poligénico.

Se sabe que las construcciones de genes multiples impul sadas por el mismo promotor
provocan silenciamiento génico gque produce productos transgénicos menos eficaces en el campo. El
exceso de sitios de unién al factor de transcripcion (TF) debido alarepeticion del promotor puede
provocar €l agotamiento de TF endégenosy llevar alainactivacion durante latraduccion. El
silenciamiento de transgenes probablemente af ecte de forma no deseada el rendimiento de una planta

transgénica producida para expresar transgenes. Las secuencias repetitivas dentro de un transgén
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pueden llevar a una recombinacion homéloga intra-locus génica que produzca regjustes de
polinucledtidos.

Ademés de |os promotores constitutivos, los promotores especificos de los 6rganos o
especificos de los tejidos llevan adelante la expresion génica en determinados tejidos como el grano,
laraiz, lahoja, el calo, € polen o tapete de laplanta. Los promotores especificos de la etapa de
desarrollo y del tgjido llevan adelante la expresion de genes que se expresan en tejidos particulares o
en periodos particulares durante el desarrollo de la planta. Los promotores especificos del tejido son
necesarios para determinadas aplicaciones en laindustria de las plantas transgénicas y son deseables
yaque permiten la expresion especifica de genes heterdlogos en un tejido y/o en una etapa de
desarrollo seleccionada, |o cual indicalaexpresion del gen heterélogo de forma diferencial en
diversos 6érganos, tejidos y/o diferentes tiempos, pero no en otros.

Por jemplo, la mayor resistencia de una planta alainfeccién por patégenos del suelo se
puede lograr transformando el genoma vegetal con un gen de resistencia a patdgenos de forma
que se exprese fuertemente la proteina de resistencia a patégeno dentro de laplanta. De forma
alternativa, puede ser deseable expresar un transgén en tejidos vegetal es que se encuentren en una
fase de desarrollo o crecimiento particular como, por ejemplo la elongacién o division celular.
Otra aplicacion es el deseo del uso de promotores especificos del tejido, de forma que los
promotores confieran la expresion de transgenes que codifican un rasgo agrondémico en las partes
de plantas en desarrollo (es decir, raices, hojas, callos o polen).

L os promotores descritos en |a presente son herramientas prometedoras para realizar
construcciones transgénicas comerciales que contengan genes multiples. Estos promotores
también proporcionan estabilidad estructural en hospedadores bacterianos y estabilidad funcional
en células vegetales, como lareduccion del silenciamiento transgénico, para permitir la expresion
de transgenes. También se pueden obtener promotores con rangos de expresion variados
utilizando |os métodos descritos en la presente. En comparacion con las construcciones
transgénicas que utilizan un Gnico promotor muchas veces, |as construcciones de promotores
diversificados descritas en la presente solicitud son mas compatibles paralos andlisis moleculares
corriente abgjo de eventos transgénicos. El uso de los promotores diversificados descritos en la
presente también puede mitigar los regjustes en loci de multigenes transgénicos durante €l

direccionamiento con tecnologia de dedos de zinc (SHUKLA et al. 2009).

Promotores de Ubiquitina-1 de Zea mays
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El promotor de Ubi-1 de Zea mays ha sido un estandar de la industria biotecnol 6gica,
utilizado preferentemente para expresion transgénica altamente estable en el maiz(CHRISTENSEN
and QUAIL 1996; CHRISTENSEN et al. 1992; TokI et al. 1992). Cada transgén requiere
normal mente de un promotor especifico paralaexpresion suficiente. Norma mente se necesitan
promotores multiples para expresar diferentes transgenes dentro de una pilagénica. Este
paradigma frecuentemente lleva a uso repetido del promotor de Ubi-1 de Z. mays debido a sus
niveles elevados deseados de expresion de proteinas y patron de expresion constitutiva.

No obstante, la introduccién deliberada de secuencias repetitivas en un locus transgénico
tambi én puede producir efectos negativos no deseados en la estabilidad y expresion de transgenes
(FLADUNG y KUMAR 2002; KUMAR Yy FLADUNG 2000a; KUMAR Yy FLADUNG 2000b; KUMAR y
FLADUNG 2001a; KUMAR Yy FLADUNG 2001b; KUMAR Y FLADUNG 2002; METTE et al. 1999;
MOURRAIN et &l. 2007). El desafio de una expresion de transgenes coordinados multiples se
puede tratar usando un enfoque de diversidad de promotores, donde se utilizan promotores
diferentes para accionar diferentes transgenes con el mismo perfil de expresion (PEREMARTI et &l.
2010). Lapresente solicitud describe una secuencia de promotor de Ubi-1 diversificado obtenida
identificando y purificando e promotor novedoso de diferentes genotipos de Zea mays.

El inicio de latranscripcion y la modulacion de la expresion génica en genes vegetales
estan dirigidos por diversos elementos de secuencias de ADN dispuestos de forma colectivaen
una secuencia mayor denominada promotor. Los promotores eucariotas consisten tipicamente en
un promotor central minimo y secuencias reguladoras corriente arriba. El promotor central es
una extension minima de secuenciade ADN contiguo suficiente para dirigir €l inicio adecuado de
latranscripcion. Los promotores centrales en las plantas comprenden generalmente regiones
candnicas asociadas con €l inicio de latranscripcion, como cajas CAAT y TATA (secuencia
consenso TATAWAW). El elemento de cgja TATA se ubica generalmente aproximadamente a
20 a 35 pares de bases (pb) corriente arribadel sitio de inicio de latranscripcion (TSS). La
activacion del promotor central se logra mediante secuencias de regulacion corriente arribaalas
cuales se unen diversas proteinas e interacttan posteriormente con €l complejo deinicio dela
transcripcion para activar la expresion génica. Estos elementos reguladores comprenden
secuencias de ADN que determinan el patron de expresion espacio-temporal de un promotor.

Con referenciaalaFIG. 1, el promotor génico de Ubi-1 de Z. mays se derivade lalinea
celular endogémicade Z. mays B73. El promotor de Ubi-1 de Z. mays esta compuesto por

aproximadamente 895 pb de una secuenciade ADN ubicada 5' corriente arriba del TSS (es decir,
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el elemento corriente arriba). Ademaés, el promotor de Ubi-1 de Z. mays estéa compuesto por
alrededor de 1093 pb de una secuenciade ADN ubicada 3' corriente abgjo del TSS (ver la patente
estadounidense n.° 5,510,474). Por lo tanto, €l promotor de Ubi-1 de Z. mays esta compuesto por
aproximadamente 2 pares de kilo-bases (kb) de una secuencia de ADN total.

El elemento corriente arriba del promotor de Ubi-1 de Z. mays comprende unacaa TATA
ubicada aproximadamente 30 pb 5' corriente arribadel TSS (FIGS. 1y 3). Ademas, € elemento
corriente arriba comprende dos elementos de consenso de choque término superpuestos ubicados
inmediatamente 5' corriente arribadel TSS. Una5'-UTR o secuencialider de 82 pb se ubica
inmediatamente 3' corriente abajo del TSSy esta seguida por un intrén que se extiende desde la
base 83 hastala 1093 (FIGS. 1y 3).

El trabajo previo describié mayor expresion génica de genes y/o transgenes regul ados por
el promotor de Ubi-1 de Z. mays. Por gemplo, lafusién de transcripcion del gen de
cloramfenicol acetiltransferasa (CAT) con & promotor de Ubi-1 de Z. mays proporciond un nivel
mas de 10 veces superior de actividad de CAT en los protoplastos de maiz que la expresion
impulsada por el promotor del virus del mosaico del coliflor 35S(CHRISTENSEN y QUAIL 1996;
CHRISTENSEN et al. 1992).

Ademés del promotor de Ubi-1 de Z. mays de control, la presente solicitud describe un
promotor de Ubi-1 de maiz novedoso. A diferenciadel promotor de Ubi-1 de control derivado
del genotipo de Z. mays c.v. B73, &l promotor de Ubi-1 novedoso se derivo del genotipo de Z.
mays c.v. B104. Se proporcionan construccionesy métodos que utilizan un promotor de Ubi-1 de
Z. mays que comprende una secuencia de polinucleétidos. En una modalidad, un promotor puede
comprender una secuencia de polinucledtidos del gen de Ubi-1 de Z. mays c.v. B73 como la
siguiente:

GTGCAGCGTGACCCGGTCGTGCCCCTCTCTAGAGATAATGAGCATTGCATGTC

TAAGTTATAAAAAATTACCACATATTTTTTTTGTCACACTTGTTTGAAGTGCAG

TTTATCTATCTTTATACATATATTTAAACTTTACTCTACGAATAATATAATCTA

TAGTACTACAATAATATCAGTGTTTTAGAGAATCATATAAATGAACAGTTAGA

CATGGTCTAAAGGACAATTGAGTATTTTGACAACAGGACTCTACAGTTTTATC

TTTTTAGTGTGCATGTGTTCTCCTTTTTTTTTGCAAATAGCTTCACCTATATAAT

ACTTCATCCATTTTATTAGTACATCCATTTAGGGTTTAGGGTTAATGGTTTTTA

TAGACTAATTTTTTTAGTACATCTATTTTATTCTATTTTAGCCTCTAAATTAAG

AAAACTAAAACTCTATTTTAGTTTTTTTATTTAATAGTTTAGATATAAAATAGA
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ATAAAATAAAGTGACTAAAAATTAAACAAATACCCTTTAAGAAATTAAAAAA
ACTAAGGAAACATTTTTCTTGTTTCGAGTAGATAATGCCAGCCTGTTAAACGC
CGTCGACGAGTCTAACGGACACCAACCAGCGAACCAGCAGCGTCGCGTCGGG
CCAAGCGAAGCAGACGGCACGGCATCTCTGTCGCTGCCTCTGGACCCCTCTCG
AGAGTTCCGCTCCACCGTTGGACTTGCTCCGCTGTCGGCATCCAGAAATTGCG
TGGCGGAGCGGCAGACGTGAGCCGGCACGGCAGGCGGCCTCCTCCTCCTCTC
ACGGCACCGGCAGCTACGGGGGATTCCTTTCCCACCGCTCCTTCGCTTTCCCTT
CCTCGCCCGCCGTAATAAATAGACACCCCCTCCACACCCTCTTTCCCCAACCT
CGTGTTGTTCGGAGCGCACACACACACAACCAGATCTCCCCCAAATCCACCCG
TCGGCACCTCCGCTTCAAGGTACGCCGCTCGTCCTCCCCCCCCCCCCCCCTCTC
TACCTTCTCTAGATCGGCGTTCCGGTCCATGCATGGTTAGGGCCCGGTAGTTC
TACTTCTGTTCATGTTTGTGTTAGATCCGTGTTTGTGTTAGATCCGTGCTGCTA
GCGTTCGTACACGGATGCGACCTGTACGTCAGACACGTTCTGATTGCTAACTT
GCCAGTGTTTCTCTTTGGGGAATCCTGGGATGGCTCTAGCCGTTCCGCAGACG
GGATCGATTTCATGATTTTTTTTGTTTCGTTGCATAGGGTTTGGTTTGCCCTTTT
CCTTTATTTCAATATATGCCGTGCACTTGTTTGTCGGGTCATCTTTTCATGCTTT
TTTTTGTCTTGGTTGTGATGATGTGGTCTGGTTGGGCGGTCGTTCTAGATCGGA
GTAGAATTCTGTTTCAAACTACCTGGTGGATTTATTAATTTTGGATCTGTATGT
GTGTGCCATACATATTCATAGTTACGAATTGAAGATGATGGATGGAAATATCG
ATCTAGGATAGGTATACATGTTGATGCGGGTTTTACTGATGCATATACAGAGA
TGCTTTTTGTTCGCTTGGTTGTGATGATGTGGTGTGGTTGGGCGGTCGTTCATT
CGTTCTAGATCGGAGTAGAATACTGTTTCAAACTACCTGGTGTATTTATTAATT
TTGGAACTGTATGTGTGTGTCATACATCTTCATAGTTACGAGTTTAAGATGGA
TGGAAATATCGATCTAGGATAGGTATACATGTTGATGTGGGTTTTACTGATGC
ATATACATGATGGCATATGCAGCATCTATTCATATGCTCTAACCTTGAGTACC
TATCTATTATAATAAACAAGTATGTTTTATAATTATTTCGATCTTGATATACTT
GGATGATGGCATATGCAGCAGCTATATGTGGATTTTTTTAGCCCTGCCTTCAT
ACGCTATTTATTTGCTTGGTACTGTTTCTTTTGTCGATGCTCACCCTGTTGTTTG
GTGTTACTTCTGCA (SEQIDNO: 1)

En otra modalidad, un promotor puede comprender una secuencia de polinucledtidos del gen de Ubi-

1 deZ. maysc.v. B104 como lasiguiente:
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CCCGGTCGTGCCCCTCTCTAGAGATAAAGAGCATTGCATGTCTAAAGTATAAA
AAATTACCACATATTTTTTTGTCACACTTATTTGAAGTGTAGTTTATCTATCTC
TATACATATATTTAAACTTCACTCTACAAATAATATAGTCTATAATACTAAAA
TAATATTAGTGTTTTAGAGGATCATATAAATAAACTGCTAGACATGGTCTAAA
GGATAATTGAATATTTTGACAATCTACAGTTTTATCTTTTTAGTGTGCATGTGA
TCTCTCTGTTTTTTTTGCAAATAGCTTGACCTATATAATACTTCATCCATTTTAT
TAGTACATCCATTTAGGATTTAGGGTTGATGGTTTCTATAGACTAATTTTTAGT
ACATCCATTTTATTCTTTTTAGTCTCTAATTTTTTTAAAACTAAAACTCTATTTT
AGTTTTTTATTTAATAATTTAGATATAAAATGAAATAAAATAAATTGACTACA
AATAAAACAAATACCCTTTAAGAAATAAAAAAACTAAGCAAACATTTTTCTT
GTTTCGAGTAGATAATGACAGGCTGTTCAACGCCGTCGACGAGTCTAACGGA
CACCAACCAGCGAACCAGCAGCGTCGCGTCGGGCCAAGCGAAGCAGACGGC
ACGGCATCTCTGTAGCTGCCTCTGGACCCCTCTCGAGAGTTCCGCTCCACCGT
TGGACTTGCTCCGCTGTCGGCATCCAGAAATTGCGTGGCGGAGCGGCAGACG
TGAGGCGGCACGGCAGGCGGCCTCTTCCTCCTCTCACGGCACCGGCAGCTACG
GGGGATTCCTTTCCCACCGCTCCTTCGCTTTCCCTTCCTCGCCCGCCGTAATAA
ATAGACACCCCCTCCACACCCTCTTTCCCCAACCTCGTGTTCGTTCGGAGCGC
ACACACACGCAACCAGATCTCCCCCAAATCCAGCCGTCGGCACCTCCGCTTCA
AGGTACGCCGCTCATCCTCCCCCCCCCCTCTCTCTACCTTCTCTAGATCGGCGA
TCCGGTCCATGGTTAGGGCCCGGTAGTTCTACTTCTGTTCATGTTTGTGTTAGA
GCAAACATGTTCATGTTCATGTTTGTGATGATGTGGTCTGGTTGGGCGGTCGT
TCTAGATCGGAGTAGGATACTGTTTCAAGCTACCTGGTGGATTTATTAATTTT
GTATCTGTATGTGTGTGCCATACATCTTCATAGTTACGAGTTTAAGATGATGG
ATGGAAATATCGATCTAGGATAGGTATACATGTTGATGCGGGTTTTACTGATG
CATATACAGAGATGCTTTTTTTCTCGCTTGGTTGTGATGATATGGTCTGGTTGG
GCGGTCGTTCTAGATCGGAGTAGAATACTGTTTCAAACTACCTGGTGGATTTA
TTAAAGGGTCGTTCTAGATCGGAGTAGAATACTGTTTCAAACTACCTGGTGGA
TTTATTAAAGGATCTGTATGTATGTGCCTACATCTTCATAGTTACGAGTTTAAG
ATGATGGATGGAAATATCGATCTAGGATAGGTATACATGTTGATGCGGGTTTT
ACTGATGCATATACAGAGATGCTTTTTTTCGCTTGGTTGTGATGATGTGGTCTG
GTTGGGCGGTCGTTCTAGATCGGAGTAGAATACTGTTTCAAACTACCTGGTGG
ATTTATTAATTTTGTATCTTTATGTGTGTGCCATACATCTTCATAGTTACGAGT
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TTAAGATGATGGATGGAAATATTGATCTAGGATAGGTATACATGTTGATGTGG

GTTTTACTGATGCATATACATGATGGCATATGCGGCATCTATTCATATGCTCTA

ACCTTGAGTACCTATCTATTATAATAAACAAGTATGTTTTATAATTATTTTGAT

CTTGATATACTTGGATGATGGCATATGCAGCAGCTATATGTGGATTTTTTAGC

CCTGCCTTCATACGCTATTTATTTGCTTGGTACTGTTTCTTTTGTCCGATGCTCA

CCCTGTTGTTTGGTGTTACTTCTGCAG (SEQ ID NO: 2)

L os promotores descritos en |a presente se caracterizaron mediante clonacion y posterior
andlisis de homologia de secuenciade ADN paraidentificar regiones especificas del promotor (es
decir, el promotor corriente arriba, la5'-UTR y regiones de intrones). Se proporcionan
construcciones y métodos que utilizan un promotor de Ubi-1 de Z. mays constitutivo que
comprenden secuencias de polinuclebtidos de una region de promotor corriente arriba, 5-UTR 0
region lider y un intrén para expresar transgenes en plantas. En una modalidad, un promotor
puede comprender una secuencia de polinucledtidos del promotor corriente arriba de Ubi-1 de Z.
mays c.v. B73 como la siguiente:

GTGCAGCGTGACCCGGTCGTGCCCCTCTCTAGAGATAATGAGCATTGCATGTC

TAAGTTATAAAAAATTACCACATATTTTTTTTGTCACACTTGTTTGAAGTGCAG

TTTATCTATCTTTATACATATATTTAAACTTTACTCTACGAATAATATAATCTA

TAGTACTACAATAATATCAGTGTTTTAGAGAATCATATAAATGAACAGTTAGA

CATGGTCTAAAGGACAATTGAGTATTTTGACAACAGGACTCTACAGTTTTATC

TTTTTAGTGTGCATGTGTTCTCCTTTTTTTTTGCAAATAGCTTCACCTATATAAT

ACTTCATCCATTTTATTAGTACATCCATTTAGGGTTTAGGGTTAATGGTTTTTA

TAGACTAATTTTTTTAGTACATCTATTTTATTCTATTTTAGCCTCTAAATTAAG

AAAACTAAAACTCTATTTTAGTTTTTTTATTTAATAGTTTAGATATAAAATAGA
ATAAAATAAAGTGACTAAAAATTAAACAAATACCCTTTAAGAAATTAAAAAA
ACTAAGGAAACATTTTTCTTGTTTCGAGTAGATAATGCCAGCCTGTTAAACGC

CGTCGACGAGTCTAACGGACACCAACCAGCGAACCAGCAGCGTCGLCGTCGGG
CCAAGCGAAGCAGACGGCACGGCATCTCTGTCGCTGCCTCTGGACCCCTCTCG
AGAGTTCCGCTCCACCGTTGGACTTGCTCCGCTGTCGGCATCCAGAAATTGCG
TGGCGGAGCGGCAGACGTGAGCCGGCACGGCAGGCGGCCTCCTCCTCCTCTC

ACGGCACCGGCAGCTACGGGGGATTCCTTTCCCACCGCTCCTTCGCTTTCCCTT
CCTCGCCCGCCGTAATAAATAGACACCCCCTCCACACCCTCTT (SEQID NO: 3)
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En otra modalidad, un promotor puede comprender una secuencia de polinucledtidos del promotor

corriente arriba de Ubi-1 de Z. mays c.v. B104 como la siguiente:
CCCGGTCGTGCCCCTCTCTAGAGATAAAGAGCATTGCATGTCTAAAGTATAAA
AAATTACCACATATTTTTTTGTCACACTTATTTGAAGTGTAGTTTATCTATCTC
TATACATATATTTAAACTTCACTCTACAAATAATATAGTCTATAATACTAAAA
TAATATTAGTGTTTTAGAGGATCATATAAATAAACTGCTAGACATGGTCTAAA
GGATAATTGAATATTTTGACAATCTACAGTTTTATCTTTTTAGTGTGCATGTGA
TCTCTCTGTTTTTTTTGCAAATAGCTTGACCTATATAATACTTCATCCATTTTAT
TAGTACATCCATTTAGGATTTAGGGTTGATGGTTTCTATAGACTAATTTTTAGT
ACATCCATTTTATTCTTTTTAGTCTCTAATTTTTTTAAAACTAAAACTCTATTTT
AGTTTTTTATTTAATAATTTAGATATAAAATGAAATAAAATAAATTGACTACA
AATAAAACAAATACCCTTTAAGAAATAAAAAAACTAAGCAAACATTTTTCTT
GTTTCGAGTAGATAATGACAGGCTGTTCAACGCCGTCGACGAGTCTAACGGA
CACCAACCAGCGAACCAGCAGCGTCGCGTCGGGCCAAGCGAAGCAGACGGC
ACGGCATCTCTGTAGCTGCCTCTGGACCCCTCTCGAGAGTTCCGCTCCACCGT
TGGACTTGCTCCGCTGTCGGCATCCAGAAATTGCGTGGCGGAGCGGCAGACG
TGAGGCGGCACGGCAGGCGGCCTCTTCCTCCTCTCACGGCACCGGCAGCTACG
GGGGATTCCTTTCCCACCGCTCCTTCGCTTTCCCTTCCTCGCCCGCCGTAATAA
ATAGACACCCCCTCCACACCCTCTT (SEQID NO: 4)

Elementos regulador es génicos adicionales

La expresion de transgenes también se pueden regular mediante una5'-UTR y/o region de
intron ubicada 3' corriente abajo de la secuencia del promotor corriente arriba. Un promotor que
comprende unaregion de promotor corriente arriba unida de forma operativaauna5-UTR y/o un
intrén puede regular la expresion de transgenes. Mientras que el promotor corriente arriba es
necesario para accionar latranscripcion, la presenciade una5-UTR y/o un intrén puede aumentar
los niveles de expresion y generar la produccion de mas transcriptos de ARNm paralatraduccion y
sintesis de proteinas. Ademés de una5'-UTR y/o intron para una secuencia de polinucledtidos del
promotor corriente arriba puede ayudar en la expresién estable de un transgén.

Adicionalmente, un promotor constitutivo que comprende una secuencia de polinucleétidos

del promotor corriente arriba puede estar seguido por una5'-UTR o region lider paraasistir en la



27

expresion de transgenes en plantas. En una modalidad, un promotor puede comprender una5-UTR

0 secuencia de polinucledtidos lider del gen de Ubi-1 de Z. mays c.v. B73 como la siguiente:
TCCCCAACCTCGTGTTGTTCGGAGCGCACACACACACAACCAGATCTCCCCCA
AATCCACCCGTCGGCACCTCCGCTTCAAG (SEQID NO: 5)

En otra modalidad, un promotor puede comprender una5-UTR o secuencia de polinuclebtidos lider

del gen de Ubi-1 de Z. mays c.v. B104 como la siguiente:
TCCCCAACCTCGTGTTCGTTCGGAGCGCACACACACGCAACCAGATCTCCCCC
AAATCCAGCCGTCGGCACCTCCGCTTCAAG (SEQID NO: 6)

Adicionalmente, un promotor constitutivo que comprende una secuencia de polinucleétidos del

promotor corriente arriba seguida por una5-UTR o region lider también puede estar seguido por un

intron para asistir en la expresion de transgenes en plantas. En unamodalidad, un promotor puede

comprender una secuencia de polinucledtidos intronica del gen de Ubi-1 de Z. mays c.v. B73 como

lasiguiente:
GTACGCCGCTCGTCCTCCCCCCCCCCCCCCCTCTCTACCTTCTCTAGATCGGCG
TTCCGGTCCATGCATGGTTAGGGCCCGGTAGTTCTACTTCTGTTCATGTTTGTG
TTAGATCCGTGTTTGTGTTAGATCCGTGCTGCTAGCGTTCGTACACGGATGCG
ACCTGTACGTCAGACACGTTCTGATTGCTAACTTGCCAGTGTTTCTCTTTGGGG
AATCCTGGGATGGCTCTAGCCGTTCCGCAGACGGGATCGATTTCATGATTTTT
TTTGTTTCGTTGCATAGGGTTTGGTTTGCCCTTTTCCTTTATTTCAATATATGCC
GTGCACTTGTTTGTCGGGTCATCTTTTCATGCTTTTTTTTGTCTTGGTTGTGATG
ATGTGGTCTGGTTGGGCGGTCGTTCTAGATCGGAGTAGAATTCTGTTTCAAAC
TACCTGGTGGATTTATTAATTTTGGATCTGTATGTGTGTGCCATACATATTCAT
AGTTACGAATTGAAGATGATGGATGGAAATATCGATCTAGGATAGGTATACA
TGTTGATGCGGGTTTTACTGATGCATATACAGAGATGCTTTTTGTTCGCTTGGT
TGTGATGATGTGGTGTGGTTGGGCGGTCGTTCATTCGTTCTAGATCGGAGTAG
AATACTGTTTCAAACTACCTGGTGTATTTATTAATTTTGGAACTGTATGTGTGT
GTCATACATCTTCATAGTTACGAGTTTAAGATGGATGGAAATATCGATCTAGG
ATAGGTATACATGTTGATGTGGGTTTTACTGATGCATATACATGATGGCATAT
GCAGCATCTATTCATATGCTCTAACCTTGAGTACCTATCTATTATAATAAACA
AGTATGTTTTATAATTATTTCGATCTTGATATACTTGGATGATGGCATATGCAG
CAGCTATATGTGGATTTTTTTAGCCCTGCCTTCATACGCTATTTATTTGCTTGG
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TACTGTTTCTTTTGTCGATGCTCACCCTGTTGTTTGGTGTTACTTCTGCA
(SEQID NO: 7)

En otra modalidad, un promotor puede comprender una secuencia de polinucleétidos intrénica del
gen de Ubi-1 de Z. maysc.v.

B104 como la siguiente:
GTACGCCGCTCATCCTCCCCCCCCCCTCTCTCTACCTTCTCTAGATCGGCGATC
CGGTCCATGGTTAGGGCCCGGTAGTTCTACTTCTGTTCATGTTTGTGTTAGAGC
AAACATGTTCATGTTCATGTTTGTGATGATGTGGTCTGGTTGGGCGGTCGTTCT
AGATCGGAGTAGGATACTGTTTCAAGCTACCTGGTGGATTTATTAATTTTGTA
TCTGTATGTGTGTGCCATACATCTTCATAGTTACGAGTTTAAGATGATGGATG
GAAATATCGATCTAGGATAGGTATACATGTTGATGCGGGTTTTACTGATGCAT
ATACAGAGATGCTTTTTTTCTCGCTTGGTTGTGATGATATGGTCTGGTTGGGCG
GTCGTTCTAGATCGGAGTAGAATACTGTTTCAAACTACCTGGTGGATTTATTA
AAGGGTCGTTCTAGATCGGAGTAGAATACTGTTTCAAACTACCTGGTGGATTT
ATTAAAGGATCTGTATGTATGTGCCTACATCTTCATAGTTACGAGTTTAAGAT
GATGGATGGAAATATCGATCTAGGATAGGTATACATGTTGATGCGGGTTTTAC
TGATGCATATACAGAGATGCTTTTTTTCGCTTGGTTGTGATGATGTGGTCTGGT
TGGGCGGTCGTTCTAGATCGGAGTAGAATACTGTTTCAAACTACCTGGTGGAT
TTATTAATTTTGTATCTTTATGTGTGTGCCATACATCTTCATAGTTACGAGTTT
AAGATGATGGATGGAAATATTGATCTAGGATAGGTATACATGTTGATGTGGG
TTTTACTGATGCATATACATGATGGCATATGCGGCATCTATTCATATGCTCTAA
CCTTGAGTACCTATCTATTATAATAAACAAGTATGTTTTATAATTATTTTGATC
TTGATATACTTGGATGATGGCATATGCAGCAGCTATATGTGGATTTTTTAGCC
CTGCCTTCATACGCTATTTATTTGCTTGGTACTGTTTCTTTTGTCCGATGCTCAC
CCTGTTGTTTGGTGTTACTTCTGCAG (SEQ ID NO: 8)

Casetes de expresion del gen indicador y transgén

La expresion de transgenes también se puede regular mediante un casete de expresion
génica. En unamodalidad, un casete de expresidn génica comprende un promotor. En una

modalidad, un casete de expresion génica comprende un promotor de Ubi-1. En unamodalidad, un
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casete de expresion génica comprende un promotor de Ubi-1 de una planta. En una modalidad, un
casete de expresion génica comprende un promotor de Ubi-1 de Z. maysc.v. B104.

En una modalidad, un casete de expresion génica comprende un promotor de Ubi-1 de Z
mays c.v. B104, donde el promotor es a menos 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %,
96 %, 97 %, 98 %, 99 %, 99,5 %, 99,8 % 0 100 % idéntico ala SEQ ID NO: 2. En una modalidad,
un casete de expresion génica comprende un promotor constitutivo, como el promotor de Ubi-1 de
Z. maysc.v. B104, unido de forma operativa a un gen indicador o un transgén. En una modalidad,
un casete de expresién génica comprende un promotor constitutivo unido de forma operativaaun
transgén, donde el transgén puede ser un transgén de resistencia ainsecticidas, un transgén de
tolerancia a herbicidas, un transgén de eficacia en el uso de nitrogeno, un transgén de eficaciaen €
uso de agua, un transgén de calidad nutricional, un transgén de union a ADN, un transgén de
marcador seleccionable o combinaciones de estos. En unamodalidad, un casete de expresion génica
gue comprende el promotor constitutivo puede accionar la expresién de uno 0 més transgenes o
genesindicadores. En unamodalidad, un casete de expresidn génica que comprende el promotor
constitutivo puede accionar la expresion de dos 0 mas transgenes o genes indicadores.

En una modalidad, un casete de expresion génica comprende un promotor de Ubi-1 de Z
mays c.v. B104, donde la secuencia del promotor corriente arriba es al menos 80 %, 85 %, 90 %, 91
%, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, 99,5 %, 99,8 % 0 100 % idénticaala SEQ ID
NO: 4. En unamodalidad, un casete de expresion génica comprende un promotor constitutivo,
como el promotor corriente arriba de Ubi-1 de Z. mays c.v. B104, unido de forma operativaa un gen
indicador o un transgén. En una modalidad, un casete de expresion génica comprende un promotor
corriente arriba constitutivo unido de forma operativa a un transgén, donde el transgén puede ser un
transgén de resistencia ainsecticidas, un transgén de tolerancia a herbicidas, un transgén de eficacia
en € uso de nitrégeno, un transgén de eficacia en el uso de agua, un transgén de calidad nutricional,
un transgén de unién a ADN, un transgén de marcador seleccionable o combinaciones de estos. En
una modalidad, un casete de expresion genica que comprende €l promotor corriente arriba
constitutivo puede accionar la expresion de uno o mas transgenes o genes indicadores. En una
modalidad, un casete de expresion génica que comprende €l promotor corriente arriba constitutivo
puede accionar la expresion de dos 0 mas transgenes o genes indicadores. En una modalidad
adicional, el promotor corriente arriba puede comprender un intrén. En una modalidad, €l promotor
corriente arriba puede comprender una secuencia de intrones unida de forma operativa a un gen

indicador o transgén. En otramodalidad, el promotor corriente arriba puede comprender una 5'-
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UTR o secuencialider En unamodalidad, e promotor corriente arriba puede comprender una 5'-
UTR o secuencialider unida de forma operativa a un gen indicador o transgén. En aun otra
modalidad, el promotor corriente arriba puede comprender una5-UTR o secuencialider y una
secuenciade intron. En unamodalidad, el promotor corriente arriba puede comprender una5'-UTR
0 secuencialider y una secuencia de intron unidas de forma operativa a un gen indicador o transgén.

En unamodalidad, un casete de expresion génica comprende un promotor de Ubi-1 de Z
mays c.v. B104, dondela5-UTR o secuencialider es al menos 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93
%, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, 99,5 %, 99,8 % 0 100 % idénticaala SEQ ID NO: 6. En
una modalidad, un casete de expresion génica comprende una5-UTR o lider de un gen de maiz que
codifica una proteina Ubiquitina-1 unida de forma operativa a un promotor, donde el promotor es un
promotor de Ubi-1 de Z. mays c.v. B104 o un promotor que se proviene de unaplanta (p. §.,
promotor de Ubiquitina-1 de Zea mays), un virus (p. €., un promotor del virus del mosaico venoso
en Cassava) 0 una bacteria (p. €., Agrobacterium tumefaciens deltamas). En modalidad ilustrativa,
un casete de expresion génica comprende una5-UTR o secuencialider de Z. mays c.v. B104 de un
gen de maiz que codifica una proteina Ubiquitina unido de forma operativa a un transgen, donde el
transgén puede ser un transgén de resistencia ainsecticidas, un transgén de tolerancia a herbicidas,
un transgén de eficaciaen €l uso de nitrégeno, un transgén de eficacia en €l uso de agua, un transgén
de calidad nutricional, un transgén de union a ADN, un transgén de marcador seleccionable o
combinaciones de estos.

En una modalidad, un casete de expresion génica comprende un promotor de Ubi-1 de Z
mays c.v. B104, donde la secuenciaintrénica es a menos 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94
%, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, 99,5 %, 99,8 % 0 100 % idénticaalaSEQ ID NO: 8. Enuna
modalidad, un casete de expresion génica comprende un intrén de un gen de maiz que codifica una
proteina Ubiquitina-1 unida de forma operativa a un promotor, donde el promotor es un promotor de
Ubi-1 de Z. mays c.v. B104 o un promotor que proviene de una planta (p. €., promotor de
Ubiquitina-1 de Zea mays), un virus (p. g., un promotor del virus del mosaico venoso en Cassava) 0
una bacteria (p. ., Agrobacterium tumefaciens deltamas). En una modalidad ilustrativa, un casete
de expresion génica comprende un intrén de un gen de maiz que codifica una proteina Ubiquitina
unido de forma operativa a un transgén, donde €l transgén puede ser un transgén de resistenciaa
insecticidas, un transgén de tolerancia a herbicidas, un transgén de eficacia en el uso de nitrégeno, un
transgén de eficacia en €l uso de agua, un transgén de calidad nutricional, un transgén de unién a

ADN, un transgén de marcador seleccionable o combinaciones de estos.
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En una modalidad, un vector puede comprender un casete de expresion génica como se
describe en la presente. En unamodalidad, un vector puede ser un plasmido, un cdsmido, un
cromosoma artificial bacteriano (BAC), un bacteriéfago, un virus o un fragmento de polinucleétido
suprimido para uso en transformacion directa o direccionamiento génico, como un ADN donante.

En una modalidad, una célula o planta comprende un casete de expresion génica como se
describe en la presente. En una modalidad, una célula o planta comprende un vector que comprende
un casete de expresidn génica como se describe en la presente solicitud. En unamodalidad, un
vector puede ser un pldsmido, un cosmido, un cromosoma artificial bacteriano (BAC), un
bacteriéfago o un virus. De estaforma, una célula o planta que comprende un casete de expresion
génica es una célula transgéncia o una planta transgéncia, respectivamente.

En una modalidad, una planta transgénica puede ser una planta monocotiledonea o
dicotiledonea. Unamodalidad de una planta monocotiledénea transgénica puede ser, de modo no
taxativo, maiz, trigo, arroz, sorgo, avena, centeno, bananas, cafia de azticar y mijo. Una modalidad
de una planta dicotileddnea transgénica puede ser, de modo no taxativo, soja, algodon, girasol o
canola. Unamodalidad también incluye una semilla transgénica de una planta transgénica, como se

describe en la presente.

M ar cador es seleccionables

Se pueden incorporar diversos marcadores sel eccionables, también descritos como genes
indicadores, en un vector de expresion seleccionado para permitir laidentificacion y seleccion de
plantas transformadas ("transformantes"). Hay muchos métodos disponibles para confirmar la
expresion de marcadores seleccionables en plantas transformadas, incluyendo, por g emplo,
secuenciacion de ADN y reaccién de cadena de polimerasa (PCR), transferencia Southern,
transferencia de ARN, métodos inmunol 6gicos para deteccion de una proteina expresada de un
vector, como una proteina precipitada que medialaresistencia ala fosfinotricina u observacién
visual de otras proteinas como genes indicadores que codifican 3-glucuronidasa (GUS),
luciferasa, proteina verde fluorescente (GFP), proteina amarilla fluorescente (Y FP), DsRed, (3-
galactosidasa, cloramfenicol acetiltransferasa (CAT), fosfatasaalcalinay similares (Ver
Sambrook et &., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, tercera edicion, Cold Spring Harbor
Press, N.Y ., 2001, cuyo contenido se incorpora ala presente en su totalidad mediante esta

referencia).
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L os genes de marcadores sel eccionables se utilizan para seleccion de tgjidos o células
transformadas. L 0s genes de marcadores sel eccionables incluyen genes que codifican resistencia
a antibioticos, como los que codifican la neomicina fosfotransferasa |l (NEO) y la higromicina
fosfotransferasa (HPT), asi como genes que confieren resistencia a compuestos herbicidas. Los
genes de resistencia a herbicidas generalmente codifican una proteina diana modificada
insensible al herbicida o una enzima que degrada o detoxifica el herbicida en la planta antes de
gue pueda actuar. Por ejemplo, se ha obtenido resistencia a glifosato usando genes que codifican
enzimas diana mutantes, 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintasa (EPSPS). Se conocen genesy
mutantes de EPSPS 'y se describen adicionalmente a continuacion. Laresistenciaa amonio de
glufosinato, bromoxinilo y 2,4-diclorofenoxiacetato (2,4-D) se obtuvieron usando genes
bacterianos que codifican pat o DSVI-2, unanitrilasa, un gen aad-1 o aad-12, que detoxifican los
herbicidas respectivos.

En una modalidad, |os herbicidas pueden inhibir el punto de crecimiento o meristema,
incluyendo imidazolinona o sulfonilureay genes paralaresistencia/tolerancia de
acetohidroxiacido sintasa (AHAYS) y acetolactato sintasa (ALS). Los genesderesistenciaa
glifosato incluyen la 5-enol piruvinilshiquimato-3-fosfato sintasa (EPSP) mutante y genes dgt-28
mediante la introduccion de &cidos nucleicos recombinantes y/o diversas formas de mutagénesis
in vivo de genes de EPSP naturales, genes de aroA y genes de glifosato acetil transferasa (GAT),
respectivamente. Los genes de resistencia a otros compuestos de fosfono incluyen genes de BAR
de la especie Sreptomyces, incluyendo Streptomyces hygroscopicusy Streptomyces
viridichromogenesy écidos piridinoxi o fenoxi propionicosy ciclohexonas (genes que codifican
el inhibidor de ACCasa). Los ejemplos de genes que confieren resistencia a ciclohexanodionas
y/o &cido ariloxifenoxipropanoico (incluyendo Haloxyfop, Diclofop, Fenoxyprop, Fluazifop,
Quizalofop) incluyen genes de la coenzima de acetilo A carboxilasa (ACCasa)--Accl-S1, Accl-
S2 y Accl-S3. En unamodalidad, los herbicidas pueden inhibir la fotosintesis, incluyendo
triazina (genes psbA y 1s+) o benzonitrilo (gen de nitrilasa).

En una modalidad, |os genes marcadores sel eccionables incluyen, de modo no taxativo,
genes que codifican: fosfotransferasa de neomicinall, hidratasa de cianamida, aspartato cinasa,
dihidrodipicolinato sintasa, triptfano decarboxilasa, dihidrodipicolinato sintasay aspartato cinasa
desensibilizada, gen de bar, triptéfano decarboxilasa, neomicinafosfotransferasa (NEO),
higromicinafosfotransferasa (HPT o HY G), dihidrofolato reductasa (DHFR), fofinotricina
acetiltransferasa, acido 2,2-diclopropidnico dehal ogenasa, acetohidroxiécido sintasa, 5-enolpiruvinil-
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shiquimato-fosfato sintasa (aroA), haloarinitrilasa, acetil-coenzima A carboxilasa, dihidropteroato
sintasa (sul 1) y polipéptido fotosistemalll (psbA) de 32 kD.

Unamodalidad también incluye genes que codifican laresistenciaa: cloramfenicol,
metotrexato, higromicina, espectinomicina, bromoxinilo, glifosato y fosfinotricina

Lalista de genes de marcadores sel eccionabl es precedente no pretende ser taxativa. Todo
gen informante o seleccionable esta comprendido en la presente invencion.

L os genes de marcadores sel eccionables se sintetizan para una éptima expresion en
plantas. Por jemplo, en una modalidad, una secuencia codificante de un gen se modifico
medi ante optimizacién de codones para potenciar la expresion en plantas. Se puede optimizar un
gen marcador seleccionable para expresion en una especie vegetal particular o, de forma
aternativa, se puede modificar para expresion éptima en plantas dicotiledoneas o
monocotiledéneas. Los codones preferidos por |las plantas se pueden determinar a partir de
codones de lamayor frecuencia en proteinas expresadas en la mayor cantidad en la especie
vegetal particular de interés. En unamodalidad, se disefia un gen marcador seleccionable para su
expresion en plantas aun nivel mayor, lo cua produce mayor eficacia de latransformacién. Se
conocen los métodos para optimizacion vegetal de genes. Se puede encontrar una guia sobre la
optimizacion y fabricacién de secuencias de polinucledtidos sintéticos, por ejemplo, en
W02013/016546, W02011/146524, W0O1997/013402, patente estadounidense n.° 6,166,302 y la

patente estadouni dense n.° 5,380,831 incorporados en la presente mediante esta referencia.

Transgenes

Los métodos y las composiciones descritos se pueden utilizar para expresar secuencias
geénicas de nucledtidos dentro del genoma vegetal. Por consiguiente, los genes que codifican
tolerancia a herbicidas, resistencia ainsectos, nutrientes, antibiéticos o molécul as terapéuticas se
pueden expresar mediante el promotor novedoso.

En una modalidad, el elemento regulador del promotor constitutivo de la presente
descripcion se combina o une de forma operativa con uno o més genes que codifican secuencias
de polinucledtidos que proporcionan resistencia o tolerancia a glifosato, 2,4-D glufosinato u otro
herbicida, proporciona resistencia a insectos o enfermedades selectos y/o mejoras nutricionales,
mejores caracteristicas agrondmicas, proteinas u otros productos Utiles en usos alimenticios, de
alimentos, industriales, farmacéuticos u otros. Los transgenes se pueden "apilar" con dos o mas

secuencias de acido nucleico de interés dentro de un genomavegetal. El apilamiento se puede
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lograr, por jemplo, mediante reproduccion vegetal convencional usando dos 0 més eventos,
transformacion de una planta con una construccién que contiene las secuencias de interés, re-
transformacion de una planta transgénica o adicién de nuevos rasgos a través de integracion
dirigida mediante recombinacion homologa.

Dichas secuencias de polinucledtidos de interés incluyen, de modo no taxativo, los
€jempl 0s que se proporcionan a continuacion:

1. Genes o secuencia de codificacion (p. €., ARNI) que confieren resistenciaaplagas o
enfermedad

(A) Genes de resistencia a enfermedades vegetales. L as defensas vegetales a menudo se

activan mediante lainteraccion especifica entre el producto de un gen de resistenciaa
enfermedades (R) en la plantay € producto de un gen de avirulencia (Avr) correspondiente en el
patdgeno. Se puede transformar una variedad vegetal con € gen de resistencia clonado para
modificar genéticamente plantas resistentes a cepas de patdgenos especificos. Los gjemplos de
dichos genesincluyen, el gen Cf-9 del tomate para resistencia a Cladosporium fulvum (Jones et
al., 1994 Science 266:789), gen Pto del tomate, que codifica una proteina cinasa, para resistencia
a Pseudomonas syringae pv. tomato (Martin et al., 1993 Science 262:1432) y €l gen RSSP2 de
Arabidopsis para resistencia a Pseudomonas syringae (Mindrinos et &l., 1994 Cell 78:1089).

(B) Una proteina de Bacillus thuringiensis, un derivado de la misma o un polipéptido
sintético modelado en la misma, como una secuencia de nucledtidos de un gen de Bt d-
endotoxina (Geiser et a., 1986 Gene 48:109) y un gel de insecticida vegetativo (VIP) (ver, p. §.,
Estruch et al. (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. 93:5389-94). Adicionalmente, las moléculas de ADN
gue codifican genes de d-endotoxina se pueden adquirir de la Coleccion Americana de Cultivos
Tipo (Rockville, Md.), con los nimeros de registro de ATCC 40098, 67136, 31995 y 31998.

(C) Unalectina, como secuencias de nuclettidos de diversos genes de lectina con union a
manosa de Cliviaminiata (Van Damme et d., 1994 Plant Molec. Biol. 24:825).

(D) Una proteina de unién a vitaminas, como una avidinay homologos de avidina Utiles
como larvicidas contra plagas de insectos. V éase, patente estadounidense n.° 5,659,026.

(E) Un inhibidor de enzimas, p. €., un inhibidor de proteasa o un inhibidor de amilasa.

L os ejemplos de dichos genes incluyen un inhibidor de proteinasa de cisteina de arroz (Abe et
al., 1987 J. Biol. Chem. 262:16793), un inhibidor de |a proteinasa de tabaco | (Huub et 4., 1993
Plant Molec. Biol. 21:985) y un inhibidor de a-amilasa (Sumitani et al., 1993 Biosci. Biotech.
Biochem. 57:1243).
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(F) Unaferomona u hormona especifica de insectos como una hormona juvenil y
ecdisteroide, una variante de la misma, un mimético basado en la misma o un antagonista o
agonista de la misma, como la expresion de baculovirus de la hormona juvenil clonada esterasa,
un inactivador de lahormonajuvenil (Hammock et a., 1990 Nature 344:458).

(G) Un péptido o neuropéptido especifico de insectos que, luego de la expresion, aterala
fisiologia de la plaga afectada (J. Biol. Chem. 269:9). Los gjemplos de dichos genes incluyen un
receptor de la hormona diurética del insecto (Regan, 1994), una alostatinaidentificada en
Diploptera punctata (Pratt, 1989), y neurotoxinas paraliticas especificas del insecto (patente
estadounidense n.° 5,266,361).

(H) Un veneno especifico del insecto producido en la natural eza mediante una serpiente,
una avispa, etc. como un péptido insectotoxico de escorpion (Pang, 1992 Gene 116:165).

(1) Unaenzima responsable de una hiperacumulacién de monoterpeno, un sesquiterpeno,
un esteroide, &cido hidroxamico, un derivado fenilpropanoide u otra molécula que no es proteina
con actividad insecticida

(J) Unaenzimaimplicada en la modificacion, incluyendo la modificacién pos-traduccién,
de una mol écul a biol 6gicamente activa, por jemplo, enzima glicolitica, una enzima proteolitica,
una enzima lipolitica, una nucleasa, una ciclasa, una transaminasa, una esterasa, una hidrolasa,
una fosfatasa, una cinasa, unafosforilasa, una polimerasa, una elastasa, una quitinasay una
glucanasa, ya sean naturales o sintéticos. Los g emplos de dichos genes incluyen un gen de callos
(solicitud publicada PCT W093/02197), secuencias que codifican quitinasa (que se pueden
obtener, por ggemplo, dela ATCC con los niUmeros de registro 3999637 y 67152), quitinasa de
anquilostroma del tabaco (Kramer et d., 1993 Insect Molec. Biol. 23:691) y € gen de
poliubiquitinaubi4-2 del pergjil (Kawalleck et a., 1993 Plant Molec. Biol. 21:673).

(K) Unamolécula que estimula la transduccién de sefial. Los ejemplos de dichas
mol éculas incluyen secuencias de nuclettidos para clones de ADNc de calmodulina de frijol
mungo (Botellaet &., 1994 Plant Molec. Biol. 24:757) y una secuencia de nucledtidos de un clon
de ADNc de calmodulina de maiz (Griess et d., 1994 Plant Physiol. 104:1467).

(L) Un péptido del momento hidrofdbico. Ver las patentes estadounidenses n.° 5,659,026
y 5,607,914, la Gltima de las cual es describe péptidos antimicrobianos sintéticos que confieren

resistencia a enfermedades.
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(M) Una permeasa de membrana, un formador de canal o un blogueador de canal, como
un analogo del péptido cecropin-Blitico (Jayneset a., 1993 Plant Sci. 89:43) que hace que las
plantas de tabaco transgénicas sean resi stentes a Pseudomonas solanacearum.

(N) Una proteina viral-invasiva o una toxina compleja derivada de la misma. Por g emplo,
la acumulacion de proteinas de envolturaviral en células vegetal es transformadas imparte
resistencia ainfeccién viral y/o desarrollo de enfermedades causadas por €l virus del cual se
derivala proteina de envoltura, asi como mediante virus relacionados. Se le ha conferido
resistencia mediada por proteinas de envolturaviral a plantas transformadas contra el virus del
mosaico en laafalfa, virus del mosaico en e pepino, virus de laraya del tabaco, virus X dela
papa, virus'Y delapapa, virus del grabado del tabaco, virus rattle del tabaco y virus del mosaico
del tabaco. Véase, por gemplo, Beachy et &l. (1990) Ann. Rev. Phytopathol. 28:451.

(O) Un anticuerpo especifico del insecto 0 unainmunotoxina derivada del mismo. Por lo
tanto, un anticuerpo dirigido a una funcion metabdlica critica en el intestino del insecto
inactivaria una enzima afectada, matando al insecto. Por gjemplo, Taylor et a. (1994) Resumen
#497, Séptimo Simposio Internacional sobre Interacciones Moleculares entre Plantay Microbio,
muestra lainactivacion enzimatica en el tabaco transgénico mediante la produccién de
fragmentos de anticuerpos de cadena simple.

(P) Un anticuerpo especifico del virus. Véase, por ggemplo, Tavladoraki et a. (1993)
Nature 266:469, que muestra que las plantas transgéni cas que expresan genes de anticuerpos
recombinantes estan protegidas del ataque del virus.

(Q) Una proteina que detiene &l avance producida en la naturaleza por un patégeno o un
parésito. Por lo tanto, las endo a-1,4-D poligalacturonasas fungicas facilitan la colonizacién
fangicay laliberacion de nutrientes vegetal es mediante la solubilizacion de la pared de células
vegetales homo-a-1,4-D-galacturonasa (Lamb et &., 1992) Bio/Technology 10:1436. La
clonacion y caracterizacion de un gen que codifica una proteina que inhibe la
endopoligalacturonasa del frijol se describe en Toubart et &. (1992 Plant J. 2:367).

(R) Una proteina que detiene el desarrollo producida en la natural eza mediante una planta,
como €l gen que inactiva el ribosoma de cebada que proporciona una mayor resistenciaala
enfermedad fungica (Longemann et a., 1992). Bio/Technology 10:3305.

(S) Interferencia de ARN, donde lamoléculade ARN se utiliza parainhibir la expresién
de un gen diana. Una moléculade ARN en un gjemplo estotal o parcialmente bicatenaria, lo cual

desencadena una respuesta de silenciamiento, que produce una escision de ARNdc en ARN
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pequefios interferentes, que luego se incorporan a un complejo de direccionamiento que destruye
ARNmM homalogos. Ver, por gemplo, Fire et a, patente estadounidense n.° 6,506,559; Graham et
al, patente estadounidense n.° 6,573,099.

2. Genes que confieren resistencia a un herbicida

(A) Genes que codifican resistencia o tolerancia a un herbicida que inhibe el punto de
crecimiento o meristema, como un herbicida de imidazalinona, sulfonanilida o sulfonilurea. Los
ejemplos de genes en esta categoria codifican la acetolactato sintasa (ALS) mutante (Lee et al.,
1988 EMBOJ. 7:1241) también conocida como enzima de acetohidrixiacido sintasa (AHAS)
(Miki et a., 1990 Theor. Appl. Genet. 80:449).

(B) Uno o més genes adicionales que codifican resistencia o toleranciaa glifosato
impartida por genes de aroA y EPSP sintasa mutante o a través de la inactivacion metabdlica
mediante genes como DGT-28, 2mEPSPS, GAT (acetiltransferasa de glifosato) o GOX (oxidasa
de glifosato) y otros compuestos de fosfono, como glufosinato (genes pat, bar y dsm-2) y &cidos
ariloxifenoxipropidnico y ciclohexanodionas (genes que codifican el inhibidor de ACCasa). Ver,
por g emplo, la patente estadounidense n.° 4,940,835 que describe |a secuencia de nucledtidos de
una forma de EPSP que puede conferir resistencia a glifosato. Se puede obtener una molécula de
ADN que codifica un gen de aroA mutante con €l nimero de registro dela ATCC 39256 y se
describe una secuencia de nucledtidos del gen mutante en |a patente estadounidense n.°
4,769,061. Lasolicitud de patente european.® 0 333 033y la solicitud estadounidense n.°
4,975,374 describen las secuencias de nucleotidos de genes de glutamina sintetasa que confieren
resistencia a herbicidas como L-fosfinotricina. La secuencia de nucleétidos de un gen de
fosfinotricinacetil-transferasa se proporciona en la solicitud de patente europea n.® 0 242 246. De
Greef et d. (1989) Bio/Technology 7:61 describen la produccion de plantas transgénicas que
expresan genes bar quiméricos que codifican la actividad de la fosfinotricin-acetil transferasa.

L os ejemplos de genes que confieren resistencia a acidos aril oxifenoxipropionicos y
ciclohexanodionas, como setoxidim y haloxifop, son los genes Accl-S1, Accl-S2 'y Accl-S3
descritos por Marshall et a. (1992) Theor. Appl. Genet. 83:435.

(C) Genes que codifican resistencia o tolerancia a un herbicida que inhibe la fotosintesis,
como unatriazina (genes psbA y gst+) y benzonitrilo (gen de nitrilasa). Przibilla et a. (1991)
Plant Cell 3:169 describen el uso de pldsmidos que codifican genes psbA mutantes para
transformar Chlamydomonas. L as secuencias de nucledtidos para genes de nitrilasa se describen

en |la patente estadounidense n.° 4,810,648 y las moléculas de ADN que contienen estos genes se
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encuentran disponibles con los nimeros de registro de laATCC 53435, 67441y 67442. La
clonacion y expresion de ADN que codifica una glutationa S-transferasa es descrita por Hayes et
al. (1992) Biochem. J. 285:173.

(D) Genes que codifican resistencia o tolerancia a un herbicida que se une a
hidroxifenilpiruvato dioxigenasas (HPPD), enzimas que catalizan lareaccion donde se
transforma el para-hidroxifenilpiruvato (HPP) en homogentisato. Esto incluye herbicidas como
isoxazoles (EP418175, EP470856, EP487352, EP527036, EP560482, EP682659, patente
estadounidense n.° 5,424,276), en particular isoxaflutol, que es un herbicida selectivo del maiz,
diquenitrilos (EP496630, EP496631), en particular 2-ciano-3-ciclopropil-1-(2-SO2CH3-4-CF3
fenil)propano-1,3-dionay 2-ciano-3-ciclopropil-1-(2-SO2CH3-4-2,3Cl 2fenil)propano-1,3-diona,
tricetonas (EP625505, EP625508, patente estadounidense n.° 5,506,195), en particular sulcotriona
y pirazolinatos. Un gen que produce una superabundancia de HPPD en plantas puede
proporcionar tolerancia o resistencia a dichos herbicidas, incluyendo, por ejemplo, genes
descritos en las patentes estadounidenses n.° 6,268,549 y 6,245,968 y la publicacion de solicitud
de patente estadounidense n.° 2003/0066102.

(E) Genes que codifican resistencia o tolerancia a herbicidas de fenoxi auxina, como écido
2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y que también pueden conferir resistencia o toleranciaa
herbicidas de ariloxifenoxipropionato (AOPP). Los gjemplos de dichos genesincluyen el gen de
la enzima de dioxigenasa dependiente de [cetoglutarato (aad-1), descrito en la solicitud de
patente n.° 7,838,733.

(F) Genes que codifican resistencia o tolerancia a herbicidas de fenoxi auxina, como écido
2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y que también pueden conferir resistencia o tolerancia a
herbicidas de piridiloxi auxina, como fluoroxipir o triclopir. Los gjemplos de dichos genes
incluyen el gen de la enzima de dioxigenasa dependiente de a-cetoglutarato (aad-12), descrito en
W02007/053482 A2.

(G) Genes que codifican resistencia o tolerancia a dicamba (ver, p. €., la publicacion de
patente estadounidense n.° 20030135879)

(H) Genes que proporcionan resistencia o tolerancia a herbicidas que inhiben la
protoporfirindgeno oxidasa (PPO) (ver la patente estadounidense n.° 5,767,373).

(I) Genes gque proporcionan resistencia o tolerancia a herbicidas de triazina (como atrazina) y
herbicidas derivados de urea (como diurén) que se unen a proteinas centrales de centros de
reaccion del fotosistemall (PS11) (Ver Brussian et d., (1989) EMBO J. 1989, 8(4): 1237-1245.
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3. Genes que confieren o contribuyen a un rasgo de valor agregado

(A) Metabolismo de &cido graso modificado, por €jemplo, mediante la transformacion de
maiz o Brassica con un gen antisentido o estaroil-ACP desaturasa para aumentar el contenido de
acido estearico de laplanta (Knultzon et ., 1992) Proc. Nat. Acad. Sci. E.U.A 89:2624.

(B) Menor contenido de fitasa

(1) Laintroduccién de un gen que codifica fitasa, como el gen de fitasa de Aspergillus
niger (Van Hartingsveldt et a., 1993 Gene 127:87), potencia la descomposicién de fitato,
agregando mas fosfato libre ala planta transformada.

(2) Se podriaintroducir un gen que reduzca el contenido de fitato. En el maiz, por
gjemplo, esto se podrialograr clonando y luego reintroduciendo ADN asociado con €l Unico alelo
responsable de |os mutantes de maiz caracterizado por niveles bajos de écido fitico (Raboy et 4.,
1990 Maydica 35:383).

(C) Composicion de carbohidrato modificada realizada, por emplo, mediante la
transformacion de plantas con un gen gque codifica una enzima que atera el patron de
ramificacion del almidon. Los g emplos de dichas enzimas incluyen el gen de fructosiltransferasa
de Streptococcus mucus (Shiroza et ., 1988) J. Bacteriol. 170:810, gen de levansucrasa de
Bacillus subtilis (Steinmetz et &., 1985 Mol. Gen. Genel. 200:220), a-amilasa de Bacillus
licheniformis (Pen et &., 1992 Bio/Technology 10:292), genes de invertasa del tomate (Elliot et
a., 1993), gen de amilasa de la cebada (Sogaard et 4., 1993 J. Biol. Chem. 268:22480) y enzima
de ramificacion del amidon del endospermadel maiz Il (Fisher et 4., 1993 Plant Physiol.
102:10450).

Transformacion

L os métodos adecuados para la transformacién de plantas incluyen cualquier método donde
se puedaintroducir ADN en unacélula, por g emplo y de modo no taxativo: electroporacion (ver, p.
g ., la patente estadounidense n.°. 5,384,253); bombardeo con micro-proyectiles (ver, p. g ., las
patentes estadounidenses n.°. 5,015,580; 5,550,318; 5,538,880; 6,160,208; 6,399,861 y 6,403,865);
transformaci n mediada por Agrobacterium (ver, p. €., las patentes estadounidenses n.°. 5,635,055;
5,824,877; 5,591,616; 5,981,840y 6,384,301) y transformacion de protoplastos (ver, p. €., la patente
estadounidense n.°. 5,508,184). Estos métodos se pueden utilizar paratransformar de forma estable

o transformar de formatransitoria una planta.



40

Se puede introducir una construccion de ADN directamente en el ADN gendmico dela
célula vegetal usando técnicas como agitacion con fibras de carburo de silicio (ver, p. €., las
patentes estadounidenses n.2.5,302,523 y 5,464,765). Se pueden introducir construcciones de
ADN directamente en €l tejido vegetal usando métodos biolisticos, como bombardeo con
particulas de ADN (ver, p. ., Klein et al., (1987) Nature 327:70-73). De manera alternativa, las
construcciones de ADN se pueden introducir en la célula vegetal através de transformacion con
nanoparticulas (véase, p. €., la publicacion de patente estadounidense n.° 2009/0104700, que se
incorporaala presente en su totalidad mediante esta referencia).

Adicionamente, latransferencia génica se puede lograr usando virus o bacterias que no
sean Agrobacterium como Rhizobium sp. NGR234, S nor hizoboium meliloti, Mesorhizobium loti,
virus X dela papa, virus del mosaico del coliflor y virus del mosaico venoso en Cassavay/o virus
del mosaico del tabaco. Ver, p. g., Chung et d. (2006) Trends Plant Sci. 11(1):1-4.

Mediante la aplicacion de técnicas de transformacion, se pueden transformar de forma
estable las células de virtualmente cual quier plantay estas células se pueden desarrollar en plantas
transgéni cas mediante técnicas muy conocidas. Por g emplo, las técnicas que pueden ser
particularmente Utiles en € contexto de latransformacion del algodon se describen en las patentes
estadounidenses n.° 5,846,797; 5,159,135; 5,004,863 y 6,624,344; se describen en particular técnicas
paratransformar plantas de Brassica, por g.emplo, en la patente estadounidense n.° 5,750,871; se
describen técnicas para transformar soja, por gjemplo, en la patente estadounidense n.° 6,384,301, y
se describen técnicas para transformar el maiz, por giemplo, en las patentes estadouni denses n.°
7,060,876y 5,591,616 y la solicitud PCT internacional WO95/06722.

Luego de redlizar la administracion de un &cido nucleico exégeno a una célulareceptora, se
identifica generalmente la célula transformada para el cultivo y laregeneracidn vegetal adicionales.
Para mejorar la capacidad de identificar transformantes, se puede desear utilizar un gen de marcador
seleccionable con € vector de transformacion utilizado para generar el transformante. En una
modalidad ilustrativa, se puede analizar una poblacion celular transformada exponiendo las células a
un agente o agentes selectivos, o las células se pueden clasificar en funcidn del rasgo génico
marcador deseado.

Las células que sobreviven ala exposicion a un agente selectivo o las células que se
calificaron positivas en un ensayo de clasificacion se pueden cultivar en medio que permitala
regeneracion de plantas. En unamodalidad, se puede modificar cualquier medio de cultivo de

tejidos vegetal es adecuado incluyendo sustancias adicionales, como reguladores de crecimiento. Los
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tejidos vegetales se pueden mantener en un medio bésico con reguladores de crecimiento hasta que
se logra suficiente tejido disponible para comenzar los intentos de regeneracion vegetal. De forma
aternativa, siguiendo rondas repetidas de seleccién manual hasta que la morfologia del tejido sea
adecuada para laregeneracion (p. €., al menos 2 semanas), €l tejido luego se puede transferir a
medio conductivo paraformar brotes. Los cultivos se transfieren de forma periddica hasta que se
produce una formacion de brotes suficiente. Luego de formarse |os brotes, estos se transfieren a
medio conductivo paraformar raices. Luego de haberse formado suficientes raices, las plantas se
pueden transferir al suelo para un mayor crecimiento y madurez.

Para confirmar la presencia de un &cido nucleico deseado que comprende construcciones
proporcionadas en plantas que se regeneran, se pueden realizar diversos ensayos. Dichos ensayos
pueden incluir: ensayos de biologia molecular, como transferencia Southern y Northern y PCR,
ensayos biogquimicos, como deteccion de la presencia de un producto de proteina a través de medios
inmunol 6gicos, como ELISA, transferencias Western y/o espectrofotometriaMS LC-MS) o
mediante funcién enzimética, como mediante ensayos de partes vegetales, como ensayos de hojas,
calos o polen, y/o andlisis del fenotipo de la planta regenerada entera.

L os eventos transgénicos se pueden analizar, por € emplo, mediante amplificacion PCR
usando cebadores de oligonucledtidos especificos para las moléculas de &cido nucleico de interés.
Se entiende que la determinacion de genotipos de PCR incluye, de modo no taxativo, amplificacién
PCR de ADN gendmico derivado de tejido vegetal hospedador aislado y/o purificado que se prevé
gue contiene una molécula de &cido nucleico de interés integrada al genoma, seguida por clonacion
esténdar y andlisis de secuencia de productos de amplificacién PCR. Los métodos de determinacién
de genotipos de PCR se encuentran bien descritos (ver, p. €., Rios et al. (2002) Plant J. 32:243-53) y
se pueden aplicar aADN gendmico derivado de cual quier especie vegetal o tipo de tejido,
incluyendo cultivos celulares.

L as combinaciones de cebadores de oligonucledtidos que se unen tanto ala secuenciadiana
y la secuenciaintroducida se pueden utilizar de forma secuencial o multiple en reacciones de
amplificacion de PCR. Se pueden producir cebadores de oligonucl etidos disefiados para hibridarse
al sitio diana, secuencias de acido nucleico introducidas y/o combinaciones de |os dos tipos de
secuencias de acido nucleico. Por lo tanto, |as estrategias de determinacion de genotipos de PCR
pueden incluir, por egemplo y de modo no taxativo: amplificacion de secuencias especificas en el
genoma vegetal, amplificacidn de secuencias mltiples especificas en el genoma vegetal,

amplificacion de secuencias no especificas en el genoma vegetal y combinaciones de cualquiera de
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los anteriores. El experto en latécnica podra concebir combinaciones adicional es de cebadores y
reacciones de amplificacién para cuestionar a genoma. Por ejemplo, se puede disefiar un conjunto
de cebadores de oligonucl eétidos directos o inversos para hibridarse a secuencial/s de acido nucleico
paraladianafuerade los limites de la secuencia de &cido nucleico introducida.

Se pueden disefiar cebadores de oligonucledtidos directos o inversos para hibridarse
especificamente a una molécula de acido nucleico introducida, por giemplo, en una secuencia que
corresponde a unaregién de codificacion dentro de una secuencia de nucledtidos de interés alli
comprendida u otras partes de la molécula de acido nucleico. Se pueden utilizar cebadores en
conjunto con los cebadores descritos en la presente. Los cebadores de oligonucledtidos se pueden
sintetizar de acuerdo con una secuencia deseaday se encuentran comercialmente disponibles (p. g.,
de Integrated DNA Technologies, Inc., Coralville, 1A). Laamplificacién puede estar seguida por
clonaciény secuenciacion o por andlisis directo de secuencia de productos de amplificacion. En una
modalidad, los cebadores de oligonucledtidos especificos para la diana génica se utilizan en

amplificaciones PCR.

M étodo para expresion de un transgén

En una modalidad, un método para expresar al menos un transgén en una planta
comprende el cultivo de una planta que comprende un promotor de Ubi-1 de Z. mays c.v. B104
(SEQ ID NO: 2) unido de forma operativaaa menos un transgén. En una modalidad, un método
paraexpresar a menos un transgén en un tejido vegetal o célulavegetal comprende el cultivo de
un tegjido vegetal o célula vegetal que comprende un promotor de Ubi-1 de Z. maysc.v. B104
(SEQ ID NO: 2) unido de forma operativaaa menos un transgén.

En una modalidad, un método para expresar al menos un transgén en una planta
comprende el cultivo de una planta que comprende un casete de expresion génica que contiene un
promotor de Ubi-1 de Z. mays c.v. B104 (SEQ ID NO: 2) unido de forma operativaaa menos un
transgén. En otra modalidad, un método para expresar al menos un transgén en un tejido vegetal
o célulavegetal comprende e cultivo de un tgjido vegetal o célulavegetal que comprende un
casete de expresién génica gue contiene un promotor de Ubi-1 de Z. mays c.v. B104 (SEQ ID
NO: 2) unido de forma operativaa a menos un transgén.

En unamodalidad, una planta, tejido vegetal o célulavegetal comprende un casete de
expresion génica que comprende un promotor de Ubi-1 de Z. mays c.v. B104 (SEQ ID NO: 2) unido
de forma operativa a un transgén. Donde, €l promotor de Ubi-1 de Z. maysc.v. B104 (SEQ ID NO:
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2) estéd compuesto por un promotor corriente arriba (SEQ ID NO: 4), 5-UTR (SEQ ID NO: 6), y un
intron (SEQ ID NO: 8). En una modalidad, una planta, tejido vegetal o célulavegetal comprende un
casete de expresion génica que comprende un promotor corriente arriba de Ubi-1 de Z. mays c.v.
B104 (SEQID NO: 4), 5-UTR (SEQ ID NO: 6), y unintrén (SEQ ID NO: 8). En unamodalidad,
una planta, tejido vegetal o célulavegetal comprende un casete de expresién génica que comprende
un promotor corriente arribade Ubi-1 de Z. maysc.v. B104 (SEQ ID NO: 4), 5-UTR (SEQ ID NO:
6), y unintrén (SEQ ID NO: 8) de un gen de Ubi-1 de Z. mays c.v. B104. En unamodalidad, una
planta, tejido vegetal o célulavegetal comprende un casete de expresion génica que comprende un
promotor corriente arriba de Ubi-1 de Z. maysc.v. B104 (SEQ ID NO: 4), 5-UTR (SEQ ID NO: 6),
y unintrén (SEQ ID NO: 8) de un gen de Ubi-1 de Z. mays c.v. B104.

En una modalidad, una planta, tejido vegetal o célulavegetal comprende un promotor de Ubi-1 de
Z. maysc.v. B104. En unamodalidad, un promotor de Ubi-1 de Z. mays c.v. B104 puede ser la SEQ
ID NO: 2. En unamodalidad, una planta, tejido vegetal o célulavegetal comprende un casete de
expresion génica que comprende un promotor, donde e promotor es al menos 80 %, 85 %, 90 %, 91
%, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, 99,5 %, 99,8 % 0 100 % idéntico ala SEQ ID
NO: 2. En unamodalidad, una planta, tejido vegetal o célulavegetal comprende un casete de
expresion génica que comprende un promotor de Ubi-1 de Z. mays c.v. B104, unido de forma
operativa a un transgén. En una modalidad ilustrativa, una planta, tejido vegetal o célula vegetal
comprende un casete de expresion génica que comprende un promotor de Ubi-1 de Z. mays c.v.
B104 unido de forma operativa a un transgén, donde €l transgén puede ser un transgén de resistencia
ainsecticidas, un transgén de tolerancia a herbicidas, un transgén de eficacia en el uso de nitrégeno,
un transgén de eficaciaen €l uso de agua, un transgén de calidad nutricional, un transgén de union a
ADN, un transgén de marcador seleccionable o combinaciones de estos.

En una modalidad, una planta, tejido vegetal o célula vegetal comprende un promotor corriente
arribade Ubi-1 de Z. mays c.v. B104. En unamodalidad, un promotor corriente arriba de Ubi-1 de Z.
mays c.v. B104 puede ser la SEQ ID NO: 4. En unamodalidad, una planta, tejido vegetal o célula
vegetal comprende un casete de expresion génica que comprende un promotor corriente arriba,
donde el promotor es a menos 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98
%, 99 %, 99,5 %, 99,8 % 0 100 % idéntico ala SEQ ID NO: 4. En unamodalidad, una planta, tejido
vegetal o célulavegetal comprende un casete de expresion génica que comprende un promotor
corriente arriba de Ubi-1 de Z. mays c.v. B104, unido de forma operativa a un transgén. En una

modalidad ilustrativa, una planta, tejido vegetal o célulavegetal comprende un casete de expresion
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génica que comprende un promotor corriente arriba de Ubi-1 de Z. mays c.v. B104 unido de forma
operativa a un transgén, donde €l transgén puede ser un transgén de resistencia ainsecticidas, un
transgén de tolerancia a herbicidas, un transgén de eficacia en el uso de nitrégeno, un transgén de
eficaciaen €l uso de agua, un transgén de calidad nutricional, un transgén de union a ADN, un
transgén de marcador seleccionable o combinaciones de estos.

En unamodalidad, una planta, tejido vegetal o célulavegetal comprende una5'-UTR 0 secuencia
lider de Ubi-1 de Z. maysc.v. B104. En unamodalidad, una5'-UTR o secuencialider de Ubi-1 de Z.
mays c.v. B104 puede ser un polinucledtido dela SEQ ID NO: 6. En unamodalidad, una planta,
tejido vegetal o célulavegetal comprende un casete de expresion génica que comprende una5'-UTR
0 secuencialider, donde la5-UTR o secuencia lider es menos de 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93
%, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, 99,5 %, 99,8 % 0 100 % idénticaala SEQ ID NO: 6. En
una modalidad, un casete de expresion génica comprende una5-UTR o lider de Z. maysc.v. B104
unida de forma operativaa un promotor, donde el promotor es un promotor de Ubiquitinao un
promotor que proviene de una planta (p. g., promotor de Ubiquitina-1 de Zea mays), un virus (p. §.,
un promotor del virus del mosaico venoso en Cassava) 0 una bacteria (p. g., Agrobacterium
tumefaciens deltamas). En una modalidad, una planta, tejido vegetal o célula vegetal comprende un
casete de expresion génica que comprende una5'-UTR o lider de Ubi-1 de Z. mays c.v. B104, unido
de forma operativaa un transgén. En una modalidad ilustrativa, una planta, tejido vegeta o célula
vegetal comprende un casete de expresidn génica que comprende una5'-UTR o lider de Ubi-1 de Z.
mays c.v. B104 unida de forma operativa a un transgén, donde €l transgén puede ser un transgén de
resistencia ainsecticidas, un transgén de tolerancia a herbicidas, un transgén de eficaciaen € uso de
nitrégeno, un transgén de eficacia en el uso de agua, un transgén de calidad nutricional, un transgén
de union a ADN, un transgén de marcador seleccionable o combinaciones de estos.

En una modalidad, una planta, tejido vegetal o célulavegetal comprende un intrén de Ubi-1.
En unamodalidad, una planta, tejido vegetal o célulavegetal comprende un intrén de Ubi-1 de Z. mays
c.v. B104. En unamodalidad, un intrén de Ubi-1 de Z. mays c.v. B104 puede ser un polinucledtido
delaSEQ ID NO: 8. En unamodalidad, una planta, tejido vegetal o célulavegetal comprende un
casete de expresion génica que comprende un intrén, donde el promotor es menos de 80 %, 85 %, 90
%, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, 99,5 %, 99,8 % 0 100 % idéntico ala
SEQ ID NO: 8. En unamodalidad, un casete de expresion génica comprende un intron de Z. mays
c.v. B104 unido de forma operativa a un promotor, donde el promotor es un promotor de Ubiquitina

0 un promotor que proviene de una planta (p. €., promotor de Ubiquitina-1 de Zea mays), un virus
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(p. g., un promotor del virus del mosaico venoso en Cassava) o una bacteria (p. €., Agrobacterium
tumefaciensdeltamas).  En una modalidad, una planta, tejido vegetal o célulavegetal comprende un
casete de expresion génica que comprende un intrén de Ubi-1 de Z. mays c.v. B104, unido de forma
operativaaun transgén. En unamodalidad ilustrativa, una planta, tejido vegetal o célulavegetal
comprende un casete de expresion génica que comprende un intrén de Ubi-1 de Z. mays c.v. B104
unido de forma operativa a un transgén, donde el transgén puede ser un transgén de resistenciaa
insecticidas, un transgén de tolerancia a herbicidas, un transgén de eficacia en el uso de nitrégeno, un
transgén de eficacia en el uso de agua, un transgén de calidad nutricional, un transgén de unién a
ADN, un transgén de marcador seleccionable o combinaciones de estos.

En unamodalidad, una planta, tejido vegeta o célula vegetal comprende un casete de expresion
génica que comprende un promotor-corriente arriba de Ubi-1, intron de Ubi-1y 5'-UTR de Ubi-1 de Z.
mays c.v. B104 unidos de forma operativaa un transgén. El promotor de Ubi-1, intron de Ubi-1y
una5-UTR de Ubi-1 de Z. mays c.v. B104 se pueden unir de forma operativa a diferentes transgenes
dentro del casete de expresion génica cuando un casete de expresion génicaincluye dos o més
transgenes. En unamodalidad ilustrativa, un casete de expresién génica comprende un promotor de
Ubi-1 de Z. mays c.v. B104 unido de forma operativa a un transgén, donde el transgén puede ser un
transgén de resistencia a insecticidas, un transgén de tolerancia a herbicidas, un transgén de eficacia
en el uso de nitrdgeno, un transgén de eficacia en € uso de agua, un transgén de calidad nutricional,
un transgén de unidn a ADN, un transgén de marcador seleccionable o combinaciones de estos. En
una modalidad ilustrativa, un casete de expresion génica comprende un intron de Ubi-1 de Z. mays
c.v. B104 unido de forma operativa a un transgén, donde el transgén puede ser un transgén de
resistencia ainsecticidas, un transgén de tolerancia a herbicidas, un transgén de eficaciaen € uso de
nitrégeno, un transgén de eficacia en €l uso de agua, un transgén de calidad nutricional, un transgén
de union a ADN, un transgén de marcador seleccionable o combinaciones de estos. En una
modalidad, un casete de expresion génica comprende un intrén de Ubi-1 de Z. mays c.v. B104 unido
de forma operativa a un promotor, donde el promotor es un promotor de Ubiquitina o un promotor
gue proviene de una planta (p. €., promotor de Ubiquitina-1 de Zea mays), un virus (p. ., un
promotor del virus del mosaico venoso en Cassava) o una bacteria (p. ., Agrobacterium
tumefaciens deltamas). En unamodalidad ilustrativa, un casete de expresidn génica comprende una
5-UTR de Ubi-1 de Z. mays c.v. B104 unida de forma operativa a un transgén, donde el transgén
puede ser un transgén de resistencia ainsecticidas, un transgén de tolerancia a herbicidas, un

transgén de eficacia en €l uso de nitrégeno, un transgén de eficacia en € uso de agua, un transgén de
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calidad nutricional, un transgén de unién a ADN, un transgén de marcador seleccionable o
combinaciones de estos.

En unamodalidad, una planta, tejido vegetal o célulavegetal comprende un vector que
comprende un elemento regulador del promotor génico constitutivo tal como se describe en la
presente. En unamodalidad, una planta, tejido vegetal o célulavegetal comprende un vector que
comprende un elemento regulador del promotor génico constitutivo tal como se describe en la
presente, unido de forma operativa aun transgén. En unamodalidad, una planta, tejido vegetal o
célulavegetal comprende un vector que comprende un casete de expresion génica, tal como se
describe en la presente. En unamodalidad, un vector puede ser un plasmido, un cdsmido, un
cromosoma artificial bacteriano (BAC), un bacteriofago o un fragmento viral.

En una modalidad, una planta, tejido vegetal o célula vegetal, de acuerdo con los métodos
descritos en la presente, puede ser monocotiledonea. La planta monocotileddnea, tejido vegetal o
célula vegetal puede ser, de modo no taxativo, maiz, arroz, trigo, cafia de azlcar, cebada, centeno,
sorgo, orquideas, bambu, banana, totora, lirios avena, cebolla, mijo'y tritical. En otra modalidad,
una planta, tejido vegetal o célulavegetal, de acuerdo con los métodos descritos en la presente,
puede ser dicotileddnea. La planta dicotiledonea, tejido vegetal o célulavegetal pueden ser, de
modo no taxativo, colza, canola, mostaza india, mostaza de Etiopia, soja, girasol y algodon.

Con respecto ala produccién de plantas con modificacion genética, en latécnica se
conocen los métodos para modificacion genética de plantas. Por g emplo, se desarrollaron
diversos métodos para transformacion vegetal, incluyendo protocol os de transformacion
biol6gicay fisica para plantas dicotiledoneas, asi como plantas monocotiledéneas (p. g ., Goto-
Fumiyuki et al., Nature Biotech 17:282-286 (1999); Miki et al., Methods in Plant Molecular
Biology and Biotechnology, Glick, B. R. y Thompson, J. E. Eds., CRC Press, Inc., Boca Raton,
pp. 67-88 (1993)). Ademas, los vectoresy métodos de cultivo in vitro para transformacion de
célulao tgjido vegetal y regeneracion de plantas se encuentran disponibles, por giemplo, en
Gruber et al., Methods in Plant Molecular Biology and Biotechnology, Glick, B. R. y Thompson,
J. E. Eds., CRC Press, Inc., Boca Raton, pp. 89-119 (1993).

Un experto en la técnica reconocera gue luego de que la secuencia exdgena se incorpora
de forma estable en plantas transgénicas y se confirma que este se encuentra operativo, este se
puede introducir en otras plantas mediante cruzamiento sexual. Se puede utilizar cualquierade

diversas técnicas de reproduccion estandar, dependiendo |a especie que se desee cruzar.
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Se puede identificar y aislar unaraiz, hoja, callo, polen, tegjido, célulavegetal o planta
transformada mediante seleccion o clasificacion del material vegetal modificado para determinar
los rasgos codificados por los genes marcadores presentes en el ADN en transformacion. Por
ejemplo, la seleccidn se puede realizar cultivando el material vegetal modificado en medio con
una cantidad inhibidora de un antibidtico o herbicida al cual le confiere resistenciala
construccién génica de transformacion. Adem@s, |as células transformadas también se pueden
identificar mediante clasificacion segun las actividades de cualquier gen marcador visible (p. g .,
los genes de Y FP, GFP, 3-glucuronidasa, Luciferasa, B 0 C1) que pueden estar presentes en las
construcciones de acido nucleico recombinante. Dichas metodologias de seleccion y
clasificacion son muy conocidas por |os expertos en la técnica.

Los métodos fisicos y bioguimicos también se pueden utilizar paraidentificar
transformantes de células vegetales o plantas gue contienen construcciones génicas insertadas.
Estos métodos incluyen, de modo no taxativo: 1) Andlisis Southern o amplificacion por PCR para
detectar y determinar la estructura del inserto de ADN recombinante, 2) transferencia Northern, proteccién
de RNasa S1, extension de cebadores o amplificacion de PCR-transcriptasa inversa para detectar y
examinar transcriptos de ARN de |as construcciones génicas, 3) ensayos enzimaticos para detectar
actividad de enzimas o ribozimas, donde dichos productos génicos se codifican mediante la construccion
génica, 4) andlisis de secuenciacion de Ultima generacion (NGS), o 5) electroforesis en gel de proteina,
técnicas de transferencia Western, inmunopreci pitacion o ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas
(ELISA), donde | os productos de la construccion génica son proteinas. También se pueden utilizar
técnicas adicionales, como hibridacién in situ, tincidn enzimética e inmunotincién, para detectar
la presencia o expresion de la construccion recombinante en tejidos y érganos vegetales
especificos. Los expertos en latécnica conocen |los métodos para realizar todos estos ensayos.

L os efectos de la manipul acion génica utilizando |os métodos descritos en la presente se
pueden observar, por € emplo, mediante transferencias Northern del ARN (p. €., ARNm) aislado
de los tgjidos de interés. Tipicamente, si el ARNmM esta presente o aumento la cantidad de ARNm,
se puede asumir que se esta expresando el transgén correspondiente. Se pueden utilizar otros
métodos para medir la actividad de genes y/o polipéptido codificado. Se pueden utilizar
diferentes tipos de ensayos enzimaticos, dependiendo del sustrato utilizado y los métodos para
detectar el aumento o la disminucién de un producto o subproducto de reaccién. Ademas, los
niveles de polipéptido expresado se pueden medir de formainmunoquimica, utilizando ELISA,

RIA, EIA y otros ensayos basados en anticuerpos muy conocidos por |os expertos en latécnica,
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como mediante ensayos de deteccion electroforética (con tincion o transferencia Western). Como
gjemplo no taxativo, la deteccién de las proteinas AAD-1 (ariloxial canoato dioxigenasa, ver WO
2005/107437) y PAT (fosfinotricina-N-acetil-transferasa) usando un ensayo ELISA se describe
en la publicacion de patente estadounidense n.° 20090093366, que se incorpora ala presente en
su totalidad mediante referencia. El transgén también se puede expresar de forma selectivaen
algunos tipos celulares o tgjidos de la planta o en algunas etapas del desarrollo. El transgén

tambi én se puede expresar sustancialmente en todos los tejidos vegetales y alo largo de todo €l
ciclovital. No obstante, también se puede aplicar cualquier modo de expresion combinatoria.

L a presente descripcion también comprende semillas de las plantas transgénicas descritas
anteriormente, donde la semilla comprende e gen informante, transgén o casete de expresion
génica. La presente descripcion comprende adicionalmente la progenie, clones, lineas celulares o
células de |as plantas transgénicas precedentes, donde dicha progenie, clon, lineacelular o célula
comprende el gen informante, transgén o construccion génica.

Si bien se describi6 lainvencién con referencia a métodos y modalidades especificos, se
debe apreciar que pueden readlizarse diversas modificacionesy cambios sin algjarse de la

invencion descrita en la presente.

EJEMPLOS

Ejemplo 1: Identificacion y aislamiento del promotor novedoso

Se amplificd una secuenciadel promotor novedoso del gen de Ubi-1 de Zea maysc.v.
B104 usando reaccion de cadena de polimerasa (PCR). Se derivaron oligonucledtidos (Tabla 1)
disefiados para amplificar el promotor novedoso, Z. mays c.v. B104, de regiones conservadas de
la secuenciadel promotor de Ubi-1 de Z. mays c.v. B73, que se utiliz6 como control. Se obtuvo
y caracteriz6 un producto de PCR de Z. mays c.v. B104.

El producto de PCR que comprende e promotor novedoso se clond en vectores Topo™
usando €l kit de clonacion por PCR Zero Blunt® TOPO® de Invitrogen de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Se proporciona un mapa del vector que muestra el plasmido clonado
que comprende el producto de PCR del promotor novedoso. El plasmido pDAB105712
corresponde aZ. maysc.v. B104 (FIG. 2).
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Tabla 1. Cebadores utilizados para amplificacion PCR de promotor es de Ubi-1 novedosos

Seq. ID
NO:
Cebador directo: GCTACCGCGGACCCGGTCGTGCCCCTCTCTAGAGATAATG 9
Cebador inverso. AGTCAGGTACCCTGCAGAAGTAACACCAAACAACAG 10

L a secuencia especifica del promotor de los cebadores de PCR se encuentra subrayada. La secuencia del
cebador ubicada 5' corriente arriba de la secuencia especifica del promotor esla secuencia enlazadora que
se utiliza parala clonacion.

Luego de laclonacion, € inserto del promotor que contiene el producto de PCR se
secuenci6 usando métodos conocidos por |os expertos en latécnica. Las secuencias de
polinucledtidos del promotor de Z. mays c.v. B104 (FIG. 4) se dlinearon de manerainforméticay
luego se analizaron para determinar la homol ogia de secuencia con la secuencia de control de
Ubi-1 de Z. maysc.v. B73 (FIG. 3). Seutilizaron programas de software y/o métodos
bi oi nformati cos conocidos por |os expertos en la técnica, como Clusta W o Sequencher, para

realizar el andlisis de homologia de secuencia.

Ejemplo 2: Caracterizacion del promotor novedoso

El andlisis de homologia de secuencia (FIGS. 3-7) que incluye alineacion de secuenciay
comparacion con la secuencia de control de Ubi-1 de Z. mays c.v. B73 (SEQ ID NO: 1, FIG. 3)
revel6 un promotor de Ubi-1 novedoso para caracterizacion adicional. También se observé que
una nueva secuencia del promotor de Ubi-1, obtenidade Z. mays c.v. B104 (SEQ ID NO: 2, FIG.
4) comprendia secuencias de polinucledtidos de tres regiones distintas, 1) unaregion del
promotor corriente arriba (SEQ ID NO: 4), 2) una5-UTR (SEQ ID NO: 6) y 3) unintron (SEQ
ID NO: 8). Seanalizaron las regiones del promotor y elementos del promotor especificos de Z.
mays c.v. B104 para determinar la homologia de secuencia con la secuencia de control de Ubi-1
de Z. mays c.v. B73 (FIGS. 5-7). De manera mas especifica, se realiz alineacion de secuencia
para comparar de formaindependiente el promotor corriente arriba, 5-UTR y regiones intronicas,
asi como los elementos reguladores de lacaga TATA y € elemento de choque término (HSE) del
promotor de Z. mays c.v.
B104 con las regiones correspondientes de la secuencia de control de Ubi-1 de Z. maysc.v. B73
(FIGS. 5-7 Tabla 2).
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Tabla2: Homologia de secuencia (%) entre el promotor de Ubi-1 de Z. maysc.v. B73y e promotor de

Ubi-1 novedoso
Promotor Elemento de
corriente choque
Promotor Total arriba 5'-UTR/lider Intrén CajaTATA térmico
Z. maysc.v.
B104 85,7 93,4 96,4 78,2 100 100

LaFIG. 5 muestrala alineacion de la secuencia de las regiones del promotor corriente
arriba del promotor de Z. mays c.v. B104 en comparacion con laregion del promotor corriente
arriba de la secuencia del promotor de control de Ubi-1 de Z. mays c.v. B73. LaFIG. 6 muestra
laalineacion de secuenciade la5'-UTR o secuencialider del promotor de Z. mays c.v. B104 en
comparacion con laregion 5'-UTR o secuencia lider de la secuenciadel promotor de control de
Ubi-1 de Z. mays c.v. B73. LaFIG. 7 muestrala alineacion de la secuencia de | as regiones
intronicas del promotor de Z. mays c.v. B104 en comparacion con la secuenciaintrénicade la
secuenciadel promotor de control de Ubi-1 de Z. mays c.v. B73.

Los elementos del promotor obtenidos de Z. mays c.v. B104 mostraron unaidentidad de
secuenciageneral del 85,7 % (Tabla 2) con respecto ala secuenciade Ubi-1 de Z. maysc.v. B73.
La caracterizacion de la secuencia del promotor novedoso de Z. mays c.v. B104 conformé que la
mayoria de |os elementos reguladores del promotor (es decir, unacaja TATA o elemento de
choque térmico) que se encuentran tipicamente en un promotor funcional, también se
conservaron en gran medida dentro de las regiones del promotor central del promotor de Z. mays
c.v. B104 (Tabla2). Por gemplo, laFIG. 5 muestraunacaja TATA atamente conservada (1os
pares de bases 869-876 se muestran en cursivay subrayados) que seidentifico y descubri6 que se
encontraba aproximadamente 50 pb 5' corriente arribadel TSS en laregion del promotor
corriente arriba del promotor de Ubi-1 de Z. mays c.v. B104 novedoso. De manerasimilar, la
FIG. 5 muestra dos secuencias del el emento de choque térmico (HSE) superpuestas (pares de
bases 457-481que se muestran subrayados y 482-500 que se muestran doblemente subrayados,
respectivamente) se conservaron en €l promotor de Ubi-1 de Z. mays c.v. B104 novedoso
analizado en este estudio y se ubicaron aproximadamente 200 pb 5' corriente arribadel TSS.

Si bien solamente se observaron niveles pequefios de variacion en la secuencia5-UTR o
lider del promotor de Ubi-1 de Z. mays c.v. B104 novedoso en comparacion con la secuencia de

control de Ubi-1 de Z. mays c.v. B73 (FIG. 6), también se identificaron areas de menor
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conservacién de secuencia en laregion del promotor corriente arriba (FIG. 5) y laregion del
intron (FIG. 7). De hecho, lamayor parte de la variacion de secuenciaen el promotor de Z. mays
c.v. B104 la contribuy6 especificamente la secuencia del intrdn, lo cual mostré solamente un 78,2
% de similitud de secuencia con el intrén de Ubi-1 de Z. maysc.v. B73 (FIG. 7, Tabla2). En
particular, un procesamiento de 310 pb de polinucledtidos ubicados en € extremo 5' del intrén de
Z. mays c.v. B104 fue la més diversa (pares de bases 30-340), mientras que se descubrio que el
extremo 3' del intron se encontraba bastante conservado (FIG. 7). Por €l contrario, las regiones
del promotor corriente arribay 5'-UTR del promotor de Z. mays c.v. B104 se encontraron
relativamente conservadas (FIGS. 5y 6), con 93,4 %y 96,4 % de identidad de secuencia con €l
promotor de Ubi-1 de Z. mays c.v. B73, respectivamente (Tabla 2).

Ademas, existen motivos reguladores adicionales en laregion del promotor corriente
arriba de Ubi-1 que se extiende de 100-200 pb 5' corriente arribadel TSS. Estos motivos se unen
afactores de transcripcién que interacttian con €l complejo de inicio de transcripcién y facilitan
su ensamblaje, mejoran la estabilidad o mejoran la eficacia del escape del promotor luego de
comenzar |la maguinaria de transcripcién (PEREMARTI et al. 2010). Por lo tanto, las
eliminaciones, sustitucionesy errores de emparejamiento dentro de esta region reguladora

podrian llegar a afectar tanto la potencia como la especificidad del promotor.

Ejemplo 3: Construccion de vector utilizando los nuevos promotor es par a expr esion génica

Salvo que seindique lo contrario, se realizaron manipulaciones de bioquimicay biologia
molecular descritas en el presente Ejemplo y € emplos posteriores mediante metodologias
estandar como se describe, por gemplo, en Ausubel et al. (1995 y Sambrook et al. (1989) y
actualizaciones de los mismos. Las construcciones utilizadas en |os experimentos se describen a
continuacién en mas detalle (Tabla 3).

L os promotores de Z. mays que comprenden el promotor corriente arriba, 5-UTR 'y
regiones intrénicas, como se describi6 anteriormente, se extrajeron del gen de Ubi-1 dela
especie Z. maysy los amplicones de la PCR se purificaron en gel usando e QIAquick Gel
Extraction Kit® (Qiagen Carlsbad, CA). La secuenciade polinucledtidos del promotor luego se
cloné en un Gateway Entry Vector® (Invitrogen) usando técnicas de clonacion estandar
conocidas en latécnica. El Gateway Entry Vector® resultante comprende la secuencia del
promotor de Ubi-1 para Z. mays c.v. B104 se confirm6 mediante digestion de restriccion y

secuenciacion. También se clond un vector de entrada de control que comprende la secuencia
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del promotor de Ubi-1 de Z. mays c.v B73 en un Gateway Entry Vector usando técnicas de
clonacién estéandar conocidas en latécnica.

Ademés de las secuencias del promotor de Ubi-1, €l vector de entrada también comprendia
el gen informante de la proteina fluorescente amarilla de la especie Phialidium (PhiY FP; Shagin,
D. A., (2004) Mol Biol Eval. 21;841-50) con un intrén ST-LS1 incorporado en la secuencia
(Vancanneyt, G., (1990) Mol Gen Genet. 220;245-50) y laregion de 3-UTR del gen de peroxidasa
5 de Zea mays (ZmPer5; patente estadounidense n.° 6,699,984). Se proporcionan mapas del vector
gue muestran |os vectores de entrada clonados que comprenden cada una de las secuencias del
promotor. La construccion pDAB105742 corresponde al vector de entrada de control que
comprende la secuencia del promotor de Ubi-1 de Z. mays c.v. B73. Laconstruccién pDAB105739
corresponde al vector de entrada que comprende la secuencia del promotor de Ubi-1 de Z. mays.
B104. Por lo tanto, se establecieron los vectores de entrada que comprenden casetes de expresion
génica que comprenden un promotor de Ubi-1 de Z. mays, €l gen de PhiYFPy la3-UTR de
ZmPerb5.

Tal como se describe en la Tabla 3, se construyd una construccién del vector de
expresion, que comprende e gen informante de Phi'Y FP impulsado por la nueva secuencia del
promotor y terminado por la3-UTR de ZmPer5. Los vectores de expresion o transformacion
paralatransformacién del embridn de maiz mediado por Agrobacterium se construyeron
mediante el uso de métodos de clonacién estandar y reacciones de recombinacion de Gateway®
utilizando un vector binario de destino estandar, pDAB101917, y los vectores de entrada que
comprenden los casetes de expresion génica, tal como se describi6 anteriormente.

El vector de destino binario, pPDAB101917, comprendia un gen de toleranciaa
herbicidas, fosfinotricina acetiltransferasa (PAT; Wehrmann et al., 1996, Nature Biotechnology
14:1274-1278). En el vector pDAB101917, laexpresion del gen PAT se encontraba controlada
por una5'-UTR, un intrén 'y promotor de Ubi-1 de Z. mays. El vector pDAB101917 también
comprendiaunaregion 3-UTR del gen delipasa de Z. mays (ZmLip; patente estadounidense n.°
7,179,902). La3-UTR de ZmLip se utilizo parafinalizar latranscripcion del ARNm de PAT.
La reaccién de recombinacion de Gateway® permitio lainsercion de cada vector de entrada que
comprendia el casete de expresion génica (es decir, un promotor de Ubi-1 de Z. mays c.v. B104 o
Z.maysc.v. B73, e gen PhiYFPy el 3-UTR de ZmPer5) en el vector binario de destino
pDAB101917. Seinsertaron los vectores de entradaen el vector de destino pDAB101917 entre
loslimitesde ADN-T Ay By corriente arriba del casete de expresion de PAT.
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Tabla 3: Construccién del vector de expresion génica binario

Construccion del vector de entrada Construccion del vector de destino
Construccion
del vector Gen
binario Promotor Transgén 3-UTR Promotor informante  3'-UTR | Figura

Ubi-1 de Z. maysc.v. Ubi-1deZz.

pDAB105748 B73 PhiYFP | ZmPer5 mays PAT ZmLip 8
Ubi-1 de Z. maysc.v. Ubi-1dez.

pDAB105745 Ubi-1 de B104 PhiYFP | ZmPer5 mays PAT ZmLip 9

Se proporcionan mapas del vector que muestran la construccién de expresion binaria,
pDAB101917, con los casetes de expresion génica que comprenden un promotor de Ubi-1 de Z.
mays, €l gen de PhiYFPy la3-UTR de ZmPer5 incorporados. La construccion de control,
pDAB105748, corresponde al casete de expresion génica, que comprende e promotor de Ubi-1
deZ. maysc.v. B73 (FIG. 8). Ademés, la construccién pDAB105748 corresponde al casete de
expresion génica, que comprende la secuencia del promotor de Ubi-1 de Z. mays c.v. B104 (FIG.
9).

Ejemplo 4: Transformacion vegetal
Se transform6 cada una de las construcciones del vector binario, pPDAB105748 (Z. mayscC.v.
B73) y pDAB105745 (Z. mays c.v. B104), en la cepa de Agrobacterium tumefaciens EHA 101,
usando técnicas de transformacion estandar conocidas en latécnica. Se aislaron colonias bacterianas
y seextrgjo el ADN del pldsmido binario, se purificd y confirmé mediante digestion de la enzima de
restriccion.

Latransformacion de plantas de maiz se realizé de acuerdo con el protocol o descrito en
Vegaet 4., 2008, Plant Cell Rep 27:297-305 que utilizé transformacién mediada por Agrobacterium
y el gen de fosfinotricina acetiltransferasa (PAT; Wehrmann et al., 1996, Nature Biotechnology
14:1274-1278) como marcador vegetal seleccionable. Se utilizaron los cultivos de Agrobacterium
tumefaciens que comprenden |as construcciones del vector binario (descritas anteriormente) para
transformar plantas de Z. mays c.v. Hi-Il y producir eventos de maiz transgénico de primera
ronda, To, (Tabla4). Losembriones cigdticos inmaduros se produjeron, prepararon y cosecharon

2,5 meses después de la transformacion.
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L os resultados de la transformacion para las construcciones de expresion génica
individual se describen adicionalmente en la Tabla4. Se describen la cantidad total de embriones
producidos, la cantidad total de eventos transgénicos observados en laetapade calloy enla
plantatotal, asi como el porcentagje de eficacia genera de latransformacion. Laeficacia genera
de latransformacién de | as construcciones de expresion binaria es menor alo indicado

previamente (Vegaet ., 2008) debido a poco vigor del embridn en muchos experimentos.

Tabla4: Resultadosdelatransformacion de maiz deprimeraronda, Ty
Construccion Cantidad de
del vector Cantidad total Cantidad de eventos
binario de embriones callos transgénicos Eficacia (%)
pDAB105748 545 221 33 6,1
pDAB105745 454 227 25 55

Ejemplo 5: Andlisisde la cantidad de copias del transgén

Laintegracion estable del transgén de Phi'Y FP dentro del genoma de las plantas de Z. mays
transgénicas se confirmd mediante un ensayo con sonda de hidrdlisis. Se obtuvieron plantulas de Z.
mays transgénico con transformacion estable que se desarrollaron de callosy se analizaron para
identificar eventos que contenian una cantidad baja de copias (es decir 1-2 copias) de los insertos de
cadena T de longitud completa.

Se utilizo € sistema Light Cycler 480™ de Roche para determinar la cantidad de copias
transgénicas de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El método utilizé unareaccion PCR
doble TagMan® que utiliz6 oligonucl edtidos especificos del gen de PhiY FPy del gen endégeno
de referencia, invertasa de Z. mays (Zminv; registro de Genbank n. °: U16123.1), en un Gnico
ensayo. Lacantidad de copiasy acigocidad se determinaron midiendo laintensidad de
fluorescencia especifica de PhiY FP, con relacion ala fluorescencia especifica de Zminv, en
comparacion con los estdndares de cantidad de copias conocidos.

Se amplificd un fragmento de ADN especifico del gen de Phi'Y FP con un conjunto de
cebador/sonda TagM an® con una sonda eti quetada con € tinte fluorescente FAM™ y se amplificé Zminv
con un segundo conjunto de cebador/sonda TagM an® con una sonda eti guetada con fluorescencia HEX ™
(Tabla5). Los cebadoresy las sondas para andlisis de cantidad de copias fueron comercialmente

sintetizados por Integrated DNA Technologies (Coralville, 1A). El resto fluorescente FAM™ se
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excitd aunadensidad éptica de 465/510 nm y €l resto fluorescente HEX™ se excité auna
densidad éptica de 533/580 nm.

Las reacciones PCR se realizaron en un volumen de reaccion final de 10 pl usando reactivos,
como se describeen laTabla6. Los fragmentos de ADN especificos del gen se amplificaron de
acuerdo con las condiciones de termociclacién indicadas en laTabla 7. La cantidad de copiasy
cigocidad de las muestras se determin6 midiendo laintensidad relativa de fluorescencia
especificadel gen informante, PhiY FP, con respecto ala fluorescencia especifica parael gen de
referencia, Zmlinv, en comparacion con los estandares de cantidad de copias conocidos.

L os estandares de cantidad de copias se crearon diluyendo el vector, pDAB108706, en
ADN gendmico de Z. mays c.v. B104 (ADNg) para obtener estandares con unarelacién conocida
de pDAB108706:ADNg. Por gjemplo, se elaboraron muestras con uno, dosy cuatro copias de
ADN déd vector por copiade ADNg de Z. mays c.v. B104. Se validaron diluciones de unay dos
copias de pDAB108706 mezclado con el estandar de ADNg de Z. mays c.v. B104 contra un
evento de Z. mays de control que se sabia que era hemicigoto y un evento de Z. mays de control
gue se sabia que era homocigoto (es decir, evento 278 de Z. mays, ver publicacion de patente
internacional PCR n.° WO 2011/022469 A2).

Serealizé un ensayo de amplificacion PCR doble TagMan® utilizando oligonucledtidos
especificos del gen PAT y el gen de referencia Zminv endégeno, respectivamente. Se utilizd
amplificacion por PCR para detectar un fragmento de ADN especifico del gen para PAT con un
conjunto de cebadores TagMan® y una sonda etiquetada con tinte fluorescente FAM ™ (Tabla5).
También se utiliz6 un segundo conjunto de cebadores y una sonda etiquetada con tinte
fluorescente HEX™ para amplificar y detectar €l gen de referencia/control endégeno de Zminv
(Tabla5). Lamezclade reaccion TagMan® de PAT se elabor6 como seindicaenlaTabla6y los
fragmentos especificos se amplificaron de acuerdo con las condiciones que se indican en la Tabla
7.

Los resultados del andlisis de cantidad de copias de transgenes de plantas transgénicas
obtenidos mediante transformaci én con construcciones de promotores diferentes se muestran en
laTabla8. Solamente las plantas con 1-2 copias del transgén PhiY FP se transfirieron al

invernadero y se cultivaron para andlisis de expresién adicionales.
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Tabla5: Ensayosde cantidad de copias de cebadoresy sondas

SEQ ID

Gen Cebador/Sonda Secuencia de nuclettidos No:

Cebador directo CGTGTTGGGAAAGAACTTGGA 11

PhiYEP Cebador inverso CCGTGGTTGGCTTGGTCT 12
Sonda (etiqueta

fluorescente/secuencia) 5 FAM/CACTCCCCACTGCCT 13

Control Cebador directo TGGCGGACGACGACTTGT 14

de Cebador inverso AAAGTTTGGAGGCTGCCGT 15
Zminv Sonda (etiqueta

fluorescente/secuencia) 5'HEX/CGAGCAGACCGCCGTGTACTT 16

Cebador directo ACAAGAGTGGATTGATGATCTAGAGAGGT 17

PAT Cebador inverso CTTTGATGCCTATGTGACACGTAAACAGT 18
Sonda (etiqueta

fluorescente/secuencia) 5FAM/GGTGTTGTGGCTGGTATTGCTTACGCTGG 19

Tabla 6: Reactivos dereaccién PCR de cantidad de copias Tagman®

Concentracion de

Reactivo trabajo Volumen (ul) Concentracion final:
Agua -- 0,5 --
Mezcla maestra LightCycler de
Roche 2X 5 1X
Cebador directo de PhiYFP 10 UM 0,4 400 nM
Cebador inverso de PhiYFP 10uM 04 400 nM
Sonda de PhiY FP-etiquetada
con FAM 5um 04 200 nM
Cebador directo de Zminv 10uM 04 400 nM
Cebador inverso de Zminv 10 UM 0,4 400 nM
Sonda de Zmin-etiquetada con
HEX 5um 04 200 nM
Polivinilpirrolidona (PVP) 10% 0,1 0,10 %
Plantillade ADN genémico ~5 ng/pl 2 10 ng/pl

Tabla 7: Condiciones determociclacién para amplificacion por PCR dela cantidad de
copias
Etapa de PCR Temperatura (°C). Tiempo Cantidad de ciclos

1 95 10 minutos 1
95 10 segundos

2 58 35 segundos 40
72 1 segundo

3 40 10 segundos 1
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Tabla 8. Andlisisde cantidad de copias transgénicas de plantas transgénicas
Construccién | Eventos analizados Simple (1-2 copias) Complejo (>2 copias)

105748 21 15 6

105745 11 9 2

Ejemplo 6: Cuantificacion ELI1SA de proteinas PhiYFPy PAT

Se tomaron muestras de las plantas en la etapa VV4-5 del desarrollo usando ensayos ELISA
de hoja. Las muestras se recolectaron en placas con tubos de recoleccion de 96 pocillosy se
tomaron 4 discos de hojas (del tamafio de un perforador de hojas) para cada muestra. Se
agregaron a cada tubo dos BB de 4,5 mm (Daisy corporation, Roger, AR) y 200 L de
amortiguador de extraccion [1x de PBS complementado con 0,05 % de Tween®-20 y 0,05 % de
BSA (Millipore Probumin®, EMD Millipore Corp., Billerica, MA)]. Se agregaron otros 200 L
de amortiguador de extraccion a cada tubo seguido por inversion paramezclar. Las placas se
giraron adurante 5 minutos a 3000 rpm. Setransfirid el sobrenadante alos pocillos
correspondientes en un pocillo profundo 96 amacenado en hielo. Se utilizaron las placas Maxi-
Sorp de 96 pocillos de Nunc® (Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford, IL) parael ELISA. Las
placas se recubrieron con anticuerpo de captura anti-Y FP monoclonal de ratén (OriGene
Technologies Inc., Rockville, MD). El anticuerpo se diluyé en PBS (1 ug/mL) y se agregaron
150 pL de PBS diluido por pocillo. Las placas se incubaron durante lanoche a4 °C. Las placas
de toda la noche se mantuvieron a temperatura ambiente durante 20-30 minutos antes del lavado
4x con 350 pL de amortiguador de lavado [1x de PBS complementado con 0,05 % de Tween®-
20 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)].
Las placas se bloquearon con 200 pL de amortiguador de blogqueo por pocillo [1x de PBS
complementado con 0,05 % de Tween®-20 mas 0,5 % de BSA (Millipore Probumin®)] durante
un minimo de 1 hr a+37 °C seguido por 4x de lavado con 350 pL de amortiguador de lavado
(Tomtec QuadrawWash™ 2, Tomtec, Inc., Hamden, CT).

Parael ELISA de YFP, se utilizd Phi-Y FP recombinante de Evrogen 1 mg/mL (Axxora
LLC, Farmingdale, NY) como estandar. Se utiliz6 una curva estandar de gjuste de 5 parametros
(entre los estandares de 1 ng/ml y 0,125 ng/ml) para asegurar que todos |os datos se encontraran
en laparte lineal delacurva. Se agregaron 100 pL de estdndar o muestra a pocillo. Se utilizé un
minimo de dilucion 1:4 de muestraen € amortiguador del ensayo. Las placas se incubaron

durante 1 h atemperatura ambiente en un agitador de placas (250 rpm, agitador de placas de
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titulacion) seguido por 4x de lavado con 350 pL de amortiguador de lavado (Tomtec
QuadraWash™ 2). Se agregaron alrededor de 100 pL de 1 pg/mL de anticuerpo primario anti-
Phi'Y FP policlonal de conejo de Everogen (Axxora) a cada pocillo. Las placas se incubaron
durante 1 h atemperatura ambiente en un agitador de placas a 250 rpm, seguido por 4x de lavado
con 350 PL de amortiguador de lavado (Tomtec QuadraWash™ 2). Luego, 100 uL de anticuerpo
secundario HRP de IgG anti-conejo (Thermo Scientific) se diluyeron 1:5000 en amortiguador de
blogueo/ensayo, donde las proteinas PAT se cuantificaron usando el kit de Envirologix (Portland,
ME). LosELISA serealizaron usando multiples diluciones de extractos vegetales y los reactivos

y las instrucciones esencia mente como las proporcionaron |os proveedores.

Ejemplo 7: Expresion vegetal estable de transgenes unidos de for ma oper ativa a promotor es
novedosos

Se observé la expresion de proteinas en tegjidos de plantas transgénicas. Por ejemplo, se
observé laexpresion de PhiY FP en call os de plantas Ty transformadas de forma estable mediante
cultivacion conjunta con Agrobacterium. Las plantas transgénicas se cultivaron a partir de
embriones de Z. mays transformados usando |as construcciones de vectores binarios con €l
promotor novedoso, pDAB105745 (Z. mays c.v. B104, (FIG. 9) y e promotor de control,
pDAB105748 (Z. mays c.v. B73, FIG. 8). Los callos vegetales se observaron en un
estereomicroscopio (Leica Microsystems, Buffalo Grove, IL) usando un filtro de YFPy una
fuente de luz de 500 nm. L os g emplos representativos de la expresion estable de PhiY FP
observados en los tejidos de callos de plantas de maiz T, transgénicas que comprenden
pDAB105745 en comparacién con el control, pDAB105748, se muestran en laFIG. 10. Los
datos confirman que el promotor novedoso que comprende pDAB105745 (Z. mays c.v. B104), tal
como se describe en la presente, tiene la capacidad de impulsar |a expresion fuerte del gen de
PhiY FP en tejidos de callos de plantas transgénicas Ty,

Tal como se describié en la Tabla 8, se cultivaron plantas compl etas que contenian una
cantidad baja de copias (es decir, 1-2 copias) del transgén PhiY FP en un invernadero. En
general, se utilizaron alrededor de cinco (5) aarededor de diez (10) eventos por construccion y
alrededor de cinco (5) plantas por evento paralos andisis de expresion de T;. Los datos de
ELISA revelaron una expresion uniforme de la proteina PhiY FP en las hojas de plantas de maiz
T1 usando construcciones de vectores con e promotor novedoso, pDAB105745 (Z. mays c.v.

B104), en comparacion con la construccion de control, pDAB105748 (Z. mays c.v. B73).
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Se observé una expresion media de la proteina Phi'Y FP de aproximadamente 347 ng/mg
(+/- 22,9 ng/mg) de PhiY FP paralas plantas T, con la construccion del promotor novedoso,
pDAB105745 (Z. mays c.v. B104, (FIG. 9), en comparacién con aproximadamente 285,3 ng/mg
(+/- 22,7 ng/mg) de proteina PhiY FP producida mediante la planta de control con la construccion
de control, pDAB105748 (Z. mays c.v. B73, FIG. 8). Estos resultados confirman que € promotor
novedoso de Z. mays c.v. B104, tal como se describe en |a presente, fue Gtil en la produccién de
rasgos transgénicos a niveles elevados de produccion de proteina.

Ademés, laexpresion mediade PAT paratodas las plantas T, con pDAB105745 (Z. mays
c.v. B104) fue de aproximadamente 93,7 ng/mg (+/- 7,4) en comparacion con aproximadamente
105,8 ng/mg (+/- 7,4 ng/mg) de proteina PAT producida mediante la planta de control con
pDAB105748 del promotor de Z. maysc.v. B73. En lineas generales, la expresion de la proteina
PAT paratodas |as plantas de maiz fue considerablemente inferior que la expresion observada
parael gen de PhiY FP en plantas de maiz.

También se midio la expresion de PhiY FP en polen derivado de las panojas de plantas
transgénicas T+ seleccionadas que representan cada una de las construcciones del promotor novedoso
descritas en lapresente. Tal como se muestraen laFIG. 11, el andlisis de imagen del polen
transgénico confirma que el promotor novedoso que comprende pDAB105745 (Z. mays C.v.
B104), como se describe en la presente solicitud, impulsa la expresion elevada de la proteina
PhiYFP en € polen.



