10

15

20

PROMOTORES DE UBI QUI TI NA DE MAI Z NOVEDOSOS

REFERENCI A CRUZADA A SCOLI Cl TUDES RELACI ONADAS

Esta aplicacion reivindica el beneficio conforne al articulo
119 (e), titulo 35 del USC [Cddigo de Estados Unidos] de la
solicitud de pat ent e provi si onal est adouni dense n.°
61/ 922,534, presentada el 31 de dicienbre de 2013, cuya
descripcidén se incorpora a la presente en su totalidad

nedi ante esta referencia.

CAMPO DE LA | NVENCI ON
Esta invencion se refiere en general al canpo de |la biologia
nol ecul ar vegetal y nas especificanente, al canpo de la

expresi 6n de transgenes en pl ant as.

ANTECEDENTES

Michas especies de plantas son capaces de transformarse con
transgenes par a i ntroducir rasgos 0 caracteristicas
agronoém canente deseabl es. Las especies de plantas se
desarrollan y/o nodifican para que tengan rasgos deseables
particul ares. General nente, |os rasgos deseables incluyen,

por ejenplo, nejorar |la calidad de val or nutricional, aunentar
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el rendimento, conferir resistencia a plagas o enfernedades,
aunentar la tolerancia a sequia y estrés, nejorar |as
cal i dades horticol as (por ej enpl o, pi gnent aci 6n y
crecimento), inpartir resistencia a herbicidas, permtir la
producci 6n de conpuestos y/o nmateriales de la planta Gtiles en
la industria y/o permtir la produccion de productos
farmacéuti cos.
Las especies de plantas transgéni cas que conprenden miltiples
transgenes apilados en un solo |locus genom co se producen
nedi ante tecnologias de transformaci 6n vegetal. Las
tecnol ogias de transfornaci 6n vegetal dan cono resultado la
introduccién de wun transgén en wuna célula vegetal, Ila
recuperaci 6n de una planta transgénica fértil que contiene la
copi a i ntegrada de manera estable del transgén en el genoma de
la planta, y la posterior expresién del transgén nediante
transcripcidon y traduccion del genoma vegetal dan cono
resultado plantas transgéni cas que poseen rasgos Yy fenotipos
deseabl es. Sin enbargo, se prefieren |os necanisnbs que
permten l|a produccion de especies de plantas transgeénicas
para expresar en gran medida miltiples transgenes nodificados
genéti canmente cono una pila de rasgos.

Asimsno, se prefieren |los necanisnbos que permten la
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expresi 6n de un transgén dentro de érganos o tejidos vegetal es
particul ares. Por ejenplo, la resistencia aunentada de una
planta a la infeccidon por |os patogenos transmtidos por la
tierra se puede lograr nediante l|la transfornaci 6n del genoma
vegetal con una proteina de resistencia a | os patdgenos que se
expresa de gran nmanera dentro de las raices de la planta. De
manera alternativa, puede ser conveniente expresar un transgén
en tejidos vegetales que estan en una fase determ nada de
desarrollo o crecimento particular, tal cono, por ejenplo, la
el ongaci 6n o division celul ar.

En | a presente se describen el enentos regul adores del pronotor
de UWbi-1 de Zea luxurians, incluyendo pronotores, pronotores
anteriores, 5 -UTR e intrones. Se describen adicional nente
construcciones y netodos que utilizan l|os elenentos génicos

regul ador es.

COVPENDI O

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

un pronotor puede conprender una secuencia de polinucl e6tidos.
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En una nodal i dad, una secuencia de polinucle6tidos pronotora
conprende un pronotor anterior, una regio6n 5 no traducida
(5'-UTR) o secuencia lider, y un intron. En una nodal i dad,
secuencia de polinucleétidos pronotora conprende el gen de
Ubiquitina-1 (Ubi-1). En una nodalidad, secuencia de
pol i nucl eéti dos pronotora conprende el gen de Wii-1 de Zea
| uxurians (Z. luxurians).

En una nodal i dad, una construcci 6n incluye un gen de expresion
génica que conprende una secuencia de polinucledbtidos
pronotora que se obtuvo del gen de Ubi-1 de Z. luxurians. En
una nodalidad, |a secuencia de polinucle6tidos pronotora de
Ubi-1 de Z. luxurians conprende wuna region pronotora
anterior, 5 -UTR o secuencias lideres y un intron. En una
nodal i dad, una construcci én incluye un casete de expresioén
génica que conprende una secuencia de polinucleo6tidos
pronotora obtenida del gen de Wi-1 de Z. luxurians
fusionada a wun intrén del gen que codifica la proteina
fluorescente amarilla de especies de Phialidium (PhiYFP, por
sus siglas en inglés). En una nodalidad, una construccion
incluye un casete de expresion génica que conprende una
secuencia de polinucleoétidos pronotora obtenida del gen de

Woi-1 de Z. luxurians fusionada a un intrén del gen que
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codifica la proteina fluorescente anarilla de especies de
Phi al i dium (Phi YFP) seguida por wuna regién 3' no traducida
(3'-UTR) del gen de |a Peroxidasa 5 de Z. mays. (ZnPer5). La
secuenci a de polinucledétidos resultante conprende un el enento
regul ador del gen pronotor novedoso.

En una nodalidad, un casete de expresion génica incluye un
el enento regul ador del gen pronotor unido operativanente a un
transgén o a una secuencia codificante heterdloga. En una
nodal i dad, un casete de expresi 6n génica incluye al nenos uno,
dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez o mas
t ransgenes.

En | a presente, se describen | os nétodos para cultivar plantas
que expresen un transgén utilizando el elenento regul ador de

gen pronotor novedoso (por ejenplo, un pronotor anterior, 5 -
UTR e introén). En |la presente se describen |os métodos para
hacer cultivos de células y tejidos vegetales utilizando el
elemento regulador del gen pronotor novedoso. En una
nodal i dad, |os netodos descritos en la presente incluyen la
expresi 6n génica constitutiva en el polen, callo, raices vy
hoj as veget al es. Tanbi én se describen en la presente, 1o0s
nmét odos para purificar una secuencia de polinucledtidos que

conprende el el elenento regul ador del gen pronotor novedoso.
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BREVE DESCRI PCl ON DE LAS FI GURAS

La Figura 1 nmuestra un pronmotor novedoso esquematico que
conprende el gen de Ubi-1 de Zea mays c.v. B73. El pronot or
est4 conpuesto de un elenento anterior, una secuencia lider o
5 -UTR y un intron. El elenento anterior esta ubicado en la
posicion 5 anterior del Lugar de Inicio de la Transcripcién
(TSS, por sus siglas en inglés), indicado por la flecha |arga.
El elenento anterior esta conpuesto de el enentos regul adores,
tales conmo una caja TATA, indicada por la flecha corta, y un
el enent o de choque indicado por la estrella.

La FIG 2 nuestra el napa plasm do para el vector pDAB105711
que conprende |a secuencia pronotora anplificada de PCR de

gen de Woi-1 de Z. luxurians v2

La FIG 3 nuestra |a secuencia de polinucle6tidos del pronotor
de control de Wi-1 de Z. mays c.v. B73 (SEQ ID NGO 1) con la
regi 6n pronotora anterior subrayada, |a secuencia lider/5 -UTR
con sonbra y la regio6n intron en m ndscul as.

La Figura 4 nuestra la secuencia de polinucleo6tidos del
pronotor de Woi-1 de Z. luxurians v2 (SEQ ID NO 2) con la
regi 6n pronotora anterior subrayada, |a secuencia lider/5 -UTR

con sonbra y la regi6n intron en mndscul as.
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La Figura 5 nuestra la alineacion de Ila secuencia de
pol i nucl eétidos de las regiones pronotoras anteriores de Z.
luxurians v2 (SEQ ID NO 4) conparada con la secuencia
pronotora anterior de control de Z mays c.v. B73 (SEQ ID NO
3).
La FIG 6 nuestra la alineacion de I|a secuencia de
pol i nucl eétidos de las regiones 5 -UTR/|lider de Z. |uxurians
v2 (SEQ ID NO 6) conparada con |la secuencia lider/5 -UTR de
control de Z. mays c.v. B73 (SEQID NO 5).
La FIG 7 nuestra la alineacion de Ila secuencia de
pol i nucl eétidos de las regiones del intron de Z. |uxurians v2
(SEQ ID NO 8) conparada con |la secuencia intron de control Z.
mays c.v. B73 (SEQ ID NO 7).
La FIG 8 mnuestra un napa de vectores de |a construcci 6n de
expresi on binaria pDAB105748, que conmprende el vector de
entrada de control, pDAB105742 (Z. mays c.v. B73), insertada
en el vector de destino pDAB10197.
La Figura 9 nuestra un nmapa de vectores de |la construcci 6n de
expresi on binaria pDAB105744, que conmprende el vector de
entrada, pDAB105738 (Z. luxurians v2), insertados al vector de
destino, pDAB10197.

La FIG 10 nuestra la expresién génica PhiYFP en el callo
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vegetal T, para las construcciones de expresién binaria
pDAB105748 (Z. mays c.v. B73) y pDAB105744 (Z. |uxurians v2).
La FIG 11 nuestra la expresion génica PhiYFP en el polen
vegetal T, para las construcciones de expresién binaria
pDAB105748 (Z. mays c.v. B73), pDAB105744 (Z. luxurians v2), y
un control negativo.

La FIG 12 un mapa de vectores de las construcciones de
expresi 6n binaria, pDAB112854, que conprende el gen indicador
Phi YFP y la 3 -UTR ZnPer5 conduci da por un pronotor de Zmi-1
v2, y el gen AAD-1 v3 y la 3 -UIR ZnLip vl conducida por una

Z. luxurians v2.

DESCRI PCl ON DETALLADA
Def i ni ci ones

Tal conmb se usa en la presente, los articulos “un”, “una” vy
“el/la” incluye referencias en plural a nenos que el contexto
claramente y sin anbi gledades | o indique de otra manera.

Tal conb se usa en la presente, el térmno "retrocruzam ento”
se refiere a un proceso en el que un cultivador cruza una
progeni e hibrida nuevanente con uno de sus progenitores, por

ejenplo, un hibrido F1 de prinera generaci6n con uno de |os

genoti pos parental es del hibrido F1.
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Tal conp se usa en |la presente, el térmno “intrén” se refiere
a cual qui er secuencia de acido nucleico conprendida en un gen
(o secuencia de nucleétidos expresada de interés) que esta
transcrita pero no traducida. Los intrones incluyen Ila
secuencia de 4&cido nucleico no traducida dentro de una
secuencia de ADN expresada, asi conob tanbién |a secuencia
correspondiente en las nol éculas de ARN transcritas a partir
de esta.
Una construccién descrita en la presente tanbién puede
contener secuencias que nejoran l|la traduccién y/o Ila
estabilidad de ARNmtales conp intrones. Un ejenplo de dicho
intron es el priner intron del gen |l de la variante de
hi stona H3 de Arabi dopsis thaliana o cual quier otra secuencia
de intrones cominmente conoci da. Los intrones se pueden
usar en conbi naci 6n con una secuencia pronotora para nejorar
la traducci 6n y/o |l a estabilidad del ARNm
Tal conob se usa en la presente, los térmnos “region 5 no
traducida” o “5 -UTR’ se refieren al segnento no traducido en
el extrenp 5 de pre-ARNm o ARNm maduros. Por ejenplo, en |os
ARNm madur os, una 5 -UTR tipi camente posee en su extrenp 5 un
casquete de 7-netilguanosina y participa en muchos procesos

tales cono enpalnme, poliadenilacion, exportacion del ARNM
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hacia el citoplasm, identificacion del extrenmo 5 del ARNmM
nmedi ante |a nmaquinaria de traducci én y protecci 6n de | os ARNm
contra | a degradaci 6n
Tal conob se usa en la presente, los térmnos “region 3' no
traducida” o “3 -UIR" se refieren al segnmento no traducido en
el extrenp 3 de pre- ARNm o ARNm naduros. Por ejenplo, en |os
ARNm madur os esta regi 6n posee la cola poli-(A) y se sabe que
cunple varios roles en la estabilidad del ARNm |la iniciaciobn
de la traduccio6n, y la exportaci 6n del ARNmM
Tal conb se wusa en la presente, el térmno “sefal de
pol i adeni | aci 6n” se refiere a una secuencia de acido nucleico
presente en transcripciones de ARNm que permte que |as
transcri pci ones, cuando estan en presencia de una poli-(A)
polinmerasa, se poliadenilen en el sitio de poliadenilacion,
por ejenplo, ubicado 10 a 30 bases posteriores a |la sefal
poli-(A). En la técnica se conocen muchas sefales de
poliadenilacion y son atiles para l|la presente invencion.
Una secuencia de ejenplo incluye AAUAAA y variantes de esta,
tal comp se describe en Loke J., et 4&l., (2005) Plant
Physi ol ogy 138(3); 1457-1468.

Tal conb se usa en la presente, el térmno "aislado" se

refiere a un conponente biol 6gico (inclusive una proteina o
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acido nucleico) que ha sido separado de otros conponentes
bi ol 6gi cos en la célula del organisno en | a que el conponente
se origina naturalnente (es decir, otro ADN extracronosomal vy
cronosonal ).

Tal comp se usa en la presente, el térmno "purificado" en
referencia a | as nol écul as de aci do nucl ei co no requi eren ser
absol utanmente puros (tales conp una preparaci 6n honbgénea).
Por el contrario, "purificado" representa una indicacion de
que |la secuencia es relativamente mas pura que si entorno
celular natural. Por ejenplo, el nivel "purificado" de I|os
acidos nucleicos debe ser al nmenos 2-5 veces mayor en
térm nos de concentracion o niveles de expresion génica en
conpar aci 6n con su ni vel natural

Las noléculas de ADN reivindicadas se pueden obtener
directamente del ADN total o del ARN total. Ademés, |os
clones de ADNc que no sean de origen natural, pero gue sean
pref erent ement e obt eni dos de | a mani pul aci 6n de una sustanci a
de origen natural parcialnmente purificada (ARN nensajero).
La construcci 6n de una biblioteca de ADNc a partir de ARNm
implica la creaci6n de una sustancia sintética (ADNc). Los
cl ones de ADNc individuales se pueden purificar a partir de

la biblioteca sintética nediante |la seleccién de clones de
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las células que portan la biblioteca de ADNc. Por |o tanto,
el proceso que incluye la construcci én de una biblioteca de
ADNc a partir del ARNm y la purificacion de clones de ADNc
di stintos proporciona una purificaci 6n de aproxi madanente 10°
veces del nensaje natural. Asi m snp, una secuencia de ADN
pronotora se puede clonar en un plasmdo. D cho clon que no
es de origen natural, pero que sean preferentenente
obtenidos de la manipulacion de una sustancia de origen
natural parcialnmente purificada, tal cono una biblioteca de
ADN genémica. Por |lo tanto, en estas técnicas se favorece |a
purificacion de al Menos un orden de magni t ud,
preferentemente dos o tres oOrdenes, y mas preferentenente
cuatro o cinco 6rdenes de magnitud.

De manera simlar, la purificacion representa una indicacion
de que se ha producido un canbio funcional o quimco en la
secuenci a de ADN del conponente. Las proteinas y nol écul as
de &cido nucleico que fueron "purificadas" incluyen |Ias
proteinas y las noléculas de acido nucleico purificadas
medi ante nmétodos de purificacion esténdares. El térmno
“purificado" tanbi én conprende &cidos nucleicos y proteinas
pr epar adas nedi ante nmét odos de ADN reconbi nante en una célul a

hospedadora (por ejenplo, <células vegetales), asi conp
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tanmbi én péptidos, proteinas y noléculas de &cido nucleico
qui mi canmente sintetizadas.

El térm no "reconbi nante” significa una célula u organi sno en
el que se ha producido |a reconbinaci 6n genéti ca. Tanbi én
i ncluye una nol écul a (por ejenplo, un vector, plasm do, acido
nucl ei co, polipéptido p ARN pequeiio) que ha sido alterado
artificialnente o sintéticanente (es decir, no natural nente)
por la intervencion humana. La alteraci 6n se puede reali zar
dentro de la nolécula, o se puede quitar de su entorno o
estado natural .

Tal conmp se usa en |la presente, el térmno "expresioén" se
refiere al proceso nediante el cual se trascribe un
pol i nucl e6ti do en ARNm (i ncl uyendo nol écul as de ARN pequefias)
y/ o el proceso nediante el cual el ARNm transcripto (tanbién
| lamado "trascripto") se traduce posteriornente en péptidos,
pol i pépti dos o proteinas. La expresi 6n génica puede verse
i nfl uenci ada por sefal es externas, por ejenplo, exposicion de
una célula, tejido, u organisnb a un agente que aunenta o
di sminuye |a expresion génica. La expresion de un gen
tambi én se puede regular en cual quier parte de la via de ADN
a ARN a proteina. La regulacion de la expresion génica

ocurre, por ejenplo, a través de controles que actuan en la
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transcripci 6n, traduccion, transporte y procesanmento de
ARN, degradaci 6n de nol écul as internediarias tal como ARNm o
a través de activacion, inactivacioén, conpartinentacion o
degr adaci 6n de nol écul as de proteinas especificas |uego de su
el aboraci 6n, o nedi ante conbi naci ones de estas. La expresion
génica se puede nedir a nivel del ARN a nivel de proteina
nmedi ant e cual qui er método conocido en | a técnica, incluyendo,
de nmodo no taxativo, transferencia Northern, RT- PCR,
transferencia Western, o ensayos de actividad proteica in
vitro, in situ, o in vivo.

Tal conb se usa en la presente, los térmnos “silenciamento
géni co basado en honologia” o “HBGS’” son térm nos genéricos
que incluyen tanto el silenciamento génico transcripcional y
el silenciamento géni co postranscri pci onal . El
silenciamento de un locus objetivo nediante un |ocus de
silenciamento no unido puede ser el resultado de Ila
inhibicion de la transcripcion (por ejenplo, silenciamento
géni co transcripcional; TGS, por sus siglas en inglés) o la
degradaci 6n del ARNm (por ejenplo, silenciamento génico
postranscripcional; PTGS, por sus siglas en inglés), debido a
| a producci 6n de ARN de dobl e cadena (ARNcd) que corresponde a

secuencias pronotoras o0 transcritas, respectivanente. La
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participacion de diferentes conponentes celulares en cada
proceso sugiere que el TGS y PTGS inducido por el ARNcd
probabl emente sea el resultado de la diversificacion de un
nmecani snb antiguo comin. Sin enbargo, ha sido dificil |ograr
una conparaci6n estricta de TGS y PTGS debido a que
general nente depende del analisis de diferentes |ocus de
sil enci am ento. Se puede indicar que un solo locus de
transgén inicia anbos, TGS y PTGS, debido a |a producci 6n de
ARNcd que corresponde a secuencias pronotoras y transcritas de
di f erent es genes objetivo.

Tal cono se usa en la presente, los térmnos “nol écula de
aci do nucl ei co”, “acido nucleico” o “polinucleébtido” (los tres
térm nos son sinéninos entre si) hacen referencia a una forna
pol i mérica de nucleébtidos, que pueden incluir anbas cadenas,
sentido y antisentido de ARN, ADNc, ADN gendmico y formas
sintéticas, y polineros nezclados de estos. Un "nucl eéti do"
puede referirse a un ribonucledtido, deoxirribonucleétido o
una forma nodificada de cualquier tipo de nuclebtido. Una
nol écul a de acido nucleico frecuentemente tiene al nmenos diez
bases de longitud, a nenos que se especifique |lo contrario.
Los térm nos pueden hacer referencia a una nol écula de ARN o

ADN de |ongitud indeterm nada. Los térmnos incluyen formas
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nonocat enari as y bicatenarias del ADN. Una nol écul a de &ci do
nucl eico puede incluir cualquiera o anbos nuclebtidos de
origen natural y nodificados unidos por enlaces de nucl e6ti dos
de origen natural y/o de origen no natural
Las noléculas de &acido nucleico se pueden nodificar
qui m canente o bioquimcanente, o pueden contener bases de
nucl edtidos no naturales o derivatizados, conmo |o entenderé
facil mente un experto en la técnica. Tal es nodi ficaci ones
incluyen, por ejenplo, etiquetas, netilaciodn, sustitucion de
uno o mas nucledtidos de origen natural con un anal ogo,
nodi fi caciones internucleétidas (por ejenplo, enlaces no
car gados, tal es cono meti | f osf onat os, fosfotri ésteres,

f osf oram dat os, carbamatos, etc.; enlaces cargados, tales cono

fosforotioatos, fosforoditioatos, etc.; restos col gantes,
tales conp péptidos; intercaladores, tales cono acridina,
psor al eno, etc.; guel ant es; al qui | ant es; y enl aces

nodi fi cados, tales conb &cidos nucleicos alfa anonericos,
etc.). El térmno “nolécula de acido nucleico” tanbién
i ncl uye cual qui er conf or maci 6n t opol 6gi ca, i ncl uyendo
conf or maci ones nonocatenarias, bicatenarias, parcialnmente en
duplex, en triplex, en forma de horquilla, circulares y en

candado.
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La transcripci én procede desde 5 a 3 a lo largo de |a cadena
de ADN. Esto significa que el ARN se realiza nediante |la
adi ci 6n secuencial de ribonucleodtido-5 -trifosfatos al extreno
3" de la cadena creciente con una elimnaci6on necesaria del
pi rof osfato. Ya sea en una nol écula de acido nucleico |linea
o circular, los distintos elenentos (por ejenplo, secuencias
de nucledétido en particular) se pueden definir conbo que estan
“anteriores” con respecto a un elenmento adicional si estan o
estaran unidos al msno &acido nucleico en la direccidén 5 de
ese el enento. De manera simlar, los distintos elenentos
pueden estar “posteriores” con respecto a un elenento
adi cional si estdn o estaran unidos al misno aci do nucl eico en
la direccidn 3 de ese el enento.
Tal conp se usa en |la presente, el térmno “posicién base” se
refiere a la ubicacién de una base o residuo de nuclebtido
dado dentro de un &aci do nucl ei co desi gnado. Un aci do nucl ei co
desi gnado se puede definir mediante el alineamento con un
aci do nucl eico de referencia.
Tal conb se usa en la presente, el térmno “hibridaci é6n” se
refiere a un proceso donde | os oligonucleédtidos y sus anal ogos
se hibridan mediante enlaces de hidrégeno, que incluyen |os

enl aces de hidrogeno de Watson-Crick, Hoogsteen o Hoogsteen
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invertido, entre bases conplenentarias. CGeneral nente, |as
nol écul as de acido nucleico consisten en bases nitrogenadas
gqgue son ya sea pirimdinas (citosina (C, wuracilo (U, vy
timna (T)) o purinas (adenina (A) y guanina (GQG). Las bases
ni trogenadas forman enlaces de hidrogeno entre una pirimdina
y una purina, y la union de una pirimdina a una purina se
denom na “apareamento de bases”. Mas especificanente, A
formara un enlace de hidréogeno a T o U y G se uniréa
especificanente a C “Conpl enent ari 0” se refiere al
apareanm ento de bases que ocurre entre dos secuencias de acido
nucleico distintas o dos regiones distintas de la msna
secuenci a de &aci do nucl ei co.

Tal conb se usa en la presente, los térm nos “especificanente
hi bridabl e” y “especificanmente conpl enentari 0” se refiere a un
grado suficiente de conplenentariedad de nodo que ocurre la
uni 6n estable y especifica entre un oligonucleétido y un DNA o
ARN obj etivo. Los oligonucled6tidos no tienen que ser
necesari anente 100 % conplenentarios a |la secuencia objetivo
para hibridarse especificanmente. Un oligonucleodtido es
especi fi canmente hibridable cuando |a uni én del oligonucledétido
a la nol écula de ADN o ARN objetivo interfiere con |a funcion

normal del ADN o ARN objetivo, y hay suficiente grado de
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conpl enentariedad para evitar la unidon no especifica de un
ol i gonucl e6ti do a secuencias no objetivo en condiciones donde
se desea la union especifica, por ejenplo, en condiciones
fisiol 6gicas en el caso de ensayos o sistemas in vivo . Dicha
uni 6n se denom na hi bridaci én especifi ca. Las condi ci ones de
hi bri daci 6n que dan cono resultado grados de rigurosidad en
particular variaran en funcion de |a natural eza del nétodo de
hi bridacién elegido y la conposicion y longitud de Ilas
secuenci as de aci do nucl ei co de que se hi bri dan.
General nente, |a tenperatura de hibridacién y la fuerza ionica
(especial mente concentracién de Na* y/o M?* ) de un
anmortiguador de hibridacion contribuird a la rigurosidad de
hi bri daci 6n, aunque |os tienpos de |avado tanbi én influyen en
| a rigurosidad. Los cél culos con respecto a |as condiciones
de hi bridaci 6n necesarias para | ograr grados de rigurosidad en
particular se discuten en Sanbrook et al. (ed.), Mlecular
Cloning: A Laboratory Manual, 2da. ed., vol. 1-3, Cold Spring
Har bor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York, 1989.
Tal conb se usa en la presente, el térmno “condiciones de
rigurosidad” conprende las condiciones en las que Ila
hi bridaci én solo ocurrira si  hay nmenos de 50 % de nal

apaream ento entre la molécula de hibridacion y el ADN
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obj eti vo. “Condi ci ones de rigurosidad” incluyen niveles
adi cional es de rigurosidad en particular. Por lo tanto, tal
conb se usa en la presente, |las condiciones de “rigurosidad
noderada” son aquellas en las que |as nol écul as con nmas de 50
% de mal apareamiento de secuencia no se hibridaréan; |as
condi ciones de “rigurosidad alta” son aquellas en las que |as
secuencias con mas de 20 % de mal apareamiento no se
hi bridaran; y las condiciones de “rigurosidad nuy alta” son
aquellas en las que |as secuencias con mas de 10 % de ma
apar eam ento no se hibridaran
En nodal i dades particulares, las condiciones de rigurosidad
pueden incluir la hibridacién a 65 °C, seguida por |avados a
65 °C con 0,1x SSC/SDS al 0,1 % durante 40 m nutos. Las
si gui entes son condi ci ones de hibridaci é6n representativas y no
taxativas:

o Ri gurosidad Muy Alta: Hibridacién en anortiguador SSC 5x
a 65 °C durante 16 horas; |avar dos veces en anortiguador SSC
2X a tenperatura anbiente durante 15 mi nutos cada uno; y |avar
dos veces en anortiguador SSC 0,5x SSC a 65 °C durante 20
m nut os cada uno.

o Ri gurosidad Alta: hi bri daci 6n en anorti guador SSC 5-6 X

a 65-70 °C durante 16-20 horas; | avar dos veces en
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anortiguador SSC 2 x a tenperatura anbiente durante 5-20
m nut os cada uno; y l|lavar dos veces en anortiguador SSC 1x SSC

a 55-70 °C durante 30 m nutos cada uno.

o Ri gur osi dad Moderada: hibridaci 6n en anorti guador SSC 6x
a tenperatura anbiente hasta 55 °C durante 16-20 horas; | avar
al nmenos dos veces en anortiguador SSC 2x-3x a tenperatura
anmbi ente hasta 55 °C durante 20-30 m nutos cada uno.

En una nodalidad, | as nol écul as de acido nucleico
especificanente hibridables pueden permanecer unidas en
condi ci ones de hibridacion de rigurosidad muy alta. En una
nodal i dad, las noléculas de acido nucleico especificanente
hi bri dabl es pueden permanecer unidas en condiciones de
hi bridaci 6n de rigurosidad alta. En una nodalidad, |Ias
nol écul as de acido nucl eico especificanmente hibridables pueden
per manecer uni das en condi ci ones de hibridaci 6n de rigurosidad
noder ada.

Tal conb se usa en la presente, el térmno “oligonucledétido”
se refiere a un polimero de &acido nucleico corto. Los
ol i gonucl e6tidos se pueden forman nediante l|la escisién de
segnentos de &cido nucleico mas largos o nediante |a
pol i meri zaci 6n de | os precursores de nucl e6tidos individual es.

Los sintetizadores automaticos permten la sintesis de
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ol i gonucl e6ti dos de hasta varios cientos de pares de bases de
| ongi t ud. Dado que | os oligonucl e6tidos se pueden unir a una
secuenci a de nucl e6tidos conplenentaria, se pueden usar conp
sondas para detectar ADN o0 ARN Los ol igonucl e6tidos
conpuestos por ADN (oligodesoxirribonuclebtidos) se pueden
usar en reacci 6n en cadena de la polinerasa, una técnica para
la anplificacidén de secuencias de ADN pequefas. En la
reacci 6n en cadena de la polinerasa, a un oligonucleétido
tipicamente se | o denom na “cebador” | o que permite que |a ADN
pol i merasa extienda el oligonucledétido y replique |a cadena
conpl enent ari a.
Tal conbp se usa en la presente, los térmnos “reaccién en
cadena de la polinerasa” o “PCR" se refieren a un
procedimento o técnica en la que se anplifican cantidades
infims de acido nucleico, ARN y/o ADN, tal conp se describe
en | a patente estadouni dense n.° 4,683,195. Generalnente, la
i nformaci 6n de |l a secuencia de los extrenos de |a region de
interés o mas all & debe estar disponible, de manera que se
puedan disefiar |os cebadores de oligonucleétidos. Los
cebadores de PCR seran idénticos o simlares en |a secuencia
a | as cadenas opuestas de la planilla de acido nucleico a ser

anpl i fi cados. Los nucle6tidos de extreno 5 de los dos
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cebadores pueden coincidir con los extrenbos del materia
anpl i ficado. La PCR se puede wusar para anplificar
secuencias de ARN especificas, secuencias de ADN de ADN
genémco total, y ADNc transcrito de ARN celular total,
secuenci as de bacteri 6f agos o pl asm dos, etc. Ver en general,
Mullis et al., Cold Spring Harbor Synp. Quant . Bi ol .,
51: 263 (1987); Erlich, ed., PCR Technol ogy, (Stockton Press,
NY, 1989).

Tal conb se usa en |la presente, el térnmno “cebador” se
refiere a un oligonucledtido capaz de actuar cono un punto de
i ni ci aci 6n de | a sintesis junto con una cadena
conpl enentaria, cuando |as condiciones son adecuadas para |a
sintesis de un producto de extensio6n de cebador. Las
condiciones de sintesis incluyen |la presencia de cuatro
deoxi rri bonucl eétidos trifosfato diferentes (es decir, A T,
Gy O y al nenos una enzina 0 un agente de inducciodn de |la
polimerizacién tal cono wuna transcriptasa inversa o ADN
pol i mer asa. Estos reactivos tipicamente estan presentes en
un anortiguador adecuado, que puede incluir constituyentes
gue son cofactores o que afectan condiciones tales cono el pH
y simlares a varias tenperaturas adecuadas. Un cebador es

preferentenmente una secuencia de cadena sinple, de nodo que
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se optimza la eficacia de anplificacion, pero se pueden
utilizar secuencias de cadena dobl e.

Tal conp se usa en la presente, el térmno “sonda” se refiere
a una secuencia de polinucledétidos u oligonucleétidos que se
hi bri dan a una secuencia objetivo. En el procedimento de
ensayo Tagvan® o de estilo TagMan® |a sonda hibrida a una
parte del objetivo situado entre el sitio de hibridacion de
| os dos cebadores. Una sonda incluye alrededor de ocho
nucl edti dos, alrededor de diez nuclebtidos, alrededor de
qui nce  nucl eo6ti dos, al rededor de veinte nucledtidos,
al rededor de treinta nucledtidos, alrededor de cuarenta
nucl eéti dos o al rededor de cincuenta nucl eéti dos. En al gunas
nodal i dades, una sonda incluye de alrededor de ocho
nucl eéti dos a al rededor de qui nce nucl e6ti dos.

En el procedimento del ensayo de transferencia Southern, |a
sonda hibrida a un fragnento de ADN que estd unido a una
menbr ana. Una sonda incluye alrededor de diez nuclebtidos,
al rededor de 100 nucl e6tidos, alrededor de 250 nucleétidos,
al rededor de 500 nucl eétidos, alrededor de 1000 nucl eéti dos,
al rededor de 2500 nucledtidos o alrededor de 5000
nucl eéti dos. En al gunas nodal i dades, una sonda incluye de

al rededor de 500 nucl e6ti dos a al rededor de 2500 nucl e6ti dos.



10

15

20

25
Una sonda puede tanbién incluir una etiqueta detectable, tal
cono, etiqueta radioactiva, etiqueta biotinilada (por
ej enpl o, Texas-Red® isotiocianato de fluoresceina, etc.).
La etiqueta detectable puede estar unida de nanera coval ente
directamente al oligonucledtido de sonda, de mmnera que |la
etiqueta esté ubicada en el extrenbp 5 o0 en el extrenp 3' de
| a sonda. Una sonda que conprende un fluordforo tanbién
puede incluir adicionalnmente un inactivador (por ejenplo,
Bl ack Hol e Quencher™ Ilowa Bl ack™ etc.).
Tal conb se usa en la presente, los térmnos “identidad de
secuenci a” o] “i denti dad” se pueden usar de forma
intercanbiable y se refieren a residuos de &cido nucleico en
dos secuencias que son iguales cuando se alinean para |a
maxi ma  correspondencia en una ventana de conparacién
especi fi cada.
Tal conb se usa en l|la presente, el térmno “porcentaje de
identidad de secuencia” o "porcentaje de honologia de
secuencia" se refiere a un valor determnado al conparar dos
secuenci as alineadas de fornma Optinma (por ejenplo, secuencias
de acido nucleico o secuencias de am noaci dos) en una ventana
de conparaci 6n, donde |la parte de una secuencia en |a ventana

de conparaci 6n puede conprender adiciones, sustituciones,
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errores de apareamento, y/o elimnaciones (es decir, huecos)
en conparaci 6n con una secuenci a de referencia para obtener el
alineamento Optino de |as dos secuenci as. Un porcentaje se
calcula al determnar el nunero de posiciones en |las que un
residuo idéntico de acido nucleico o de am noaci do se presenta
en anbas secuencias para proporcionar el nunero de posiciones
enpar ej adas, dividir el nunmero de posiciones enparejadas entre
el ndnero total de posiciones en |la ventana de conparaci 6n, y
multiplicar el resultado por 100 para proporcionar el
porcentaje de identidad de secuencia. Se conocen |os netodos
para alinear secuencias para su conparacion. Vari os
programas de conputacion o bioinformitica y algoritnos de
alineaci 6n, tales conb dustal W y Sequencher, tanbién se
conocen en la técnica y/o se describen en por ejenplo: Smith
y Waterman (1981) Adv. Appl. Math. 2:482; Needl eman and Winsch
(1970) J. Mol. Biol. 48:443; Pearson y Lipman (1988) Proc.
Nat|. Acad. Sci. U S A 85:2444; Hggins y Sharp (1988) GCene
73:237-44; Hggins y Sharp (1989) CABIOS 5:151-3; Corpet et
al. (1988) Nucleic Acids Res. 16:10881-90; Huang et al. (1992)
Conp. Appl. Biosci. 8:155-65; Pearson et al. (1994) Methods
Mol . Biol. 24:307-31; Tatiana et al. (1999) FEMS M crobiol.

Lett. 174:247-50.
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El Centro Nacional para la Informaci 6n Biotecnol 6gica (NCBI,
por sus siglas en inglés) Basic Local Aignment Search Tool
(BLAST™ Altschul et al. (1990) J. Ml. Biol. 215:403-10) se
encuentra disponible de varias fuentes, incluyendo el Centro
Naci onal para |a |Informaci 6n Biotecnol 6gi ca (Bethesda, M), vy
en internet, para usar en relacidén con varios progranas de
anal i sis de secuencias. En |la seccion de “ayuda” de BLAST™en
internet se proporciona una descripcién sobre céno determ nar
la identidad de secuencia wusando este prograna. Par a
conpar aci ones de secuencias de acido nucleico, se puede usar
la funcion “secuencias Blast 2" del prograna BLAST™ (Bl astn)
utilizando |os parametros por defecto. Las secuencias de
acido nucleico con simlitud aun mayor con respecto a |as
secuenci as de referencia nostraran porcentajes de identidad en
aument o cuando se analizan con este ngetodo.
Tal conb se usa en la presente, el térmno “unido de nanera
operativa” se refiere a un acido nucleico colocado en una
relaci 6n funcional con otro &cido nucleico. CGener al nent e,
"unido de nanera operativa" puede significar que |os &cidos
nucl ei cos enl azados estéan contiguos. La unién se puede | ogar
nmedi ante ligacion en sitios de restriccion conveni entes. Si

dichos sitios no existen, |os enlazadores o adaptadores de
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ol i gonucl e6tidos sintéticos se ligan o hibridan al &cido
nucleico y se usan para unir el fragnmento de polinucleétido
conti guo. Sin enbargo, los elenmentos no necesitan ser
conti guos para estar uni dos de nmanera operativa.
Tal conmb se usa en l|la presente, el térmno "pronotor" se
refiere a una regi 6n de ADN que esta general nente ubicada en
la parte anterior de un gen (es decir, hacia el extrenp 5 de
un gen) 'y esS necesario para iniciar y conducir la
transcripci 6n del gen. Un pronotor puede permtir Ila
activaci 6n adecuada o | a represi 6n de un gen que controla. Un
pronotor puede contener secuencias especificas que son
reconoci das por |os factores de transcripci 6n. Estos factores
se pueden unir a una secuencia de ADN pronotora, que resulta
en | a captaci 6n de polinmerasa ARN, una enzinma que sintetiza el
ARN de la region codificante del gen. El pr onot or
general mente se refiere a todos |os el enentos regul adores del
gen ubicados en la parte anterior del gen, incluyendo 5 -UTR
intrones y secuencias |ideres.
Tal conb se wusa en la presente, el térmno "pronotor
anterior" se refiere a una secuencia de polinuclebtidos
contigua que es suficiente para dirigir el inicio de Ila

transcri pci on. Tal conb se usa en |a presente, un pronotor
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anterior conmprende el sitio de inicio de la transcripcion con
varios notivos de secuencias, que incluye una caja TATA, una
secuencia iniciadora (Intr), elementos de reconocimento de
TFIIB (BRE) y otros notivos de pronotores (Jennifer, E F. et
al, (2002) Cenes & Dev., 16: 2583-2592). El pronotor anterior
proporciona el sitio de accion a la ARN polinerasa |1, una
enzima con miltiples subunidades <con |os factores de
transcripci én general o basal tipo TFIIA B, Db E F y H
Estos factores se ensanblan en un conplejo de preinicio de la
transcripcion (PIC, por sus siglas en inglés) que cataliza la
sintesis de ARN de una plantilla de ADN.

La activacién del promotor anterior se realiza nediante |la
adi ci 6n de el enmentos de secuencias de ADN regul adoras a |as
cual es se unen vari as pr ot ei nas y subsecuent enent e
interactuan con el conplejo de inicio de la transcripcion
para activar la expresién génica. Estas secuencias de
el enent os regul adores interactuan con factores de uni 6n a ADN
especifi cos. Estos notivos de secuencias a veces se pueden
[lamar el enentos cis. Tales elenmentos cis, a | os que se unen
los factores de transcripcién especificos del desarrollo o
especificos del tejido, individualnente o en conbinacidn,

pueden determ nar el patron de expresi on espaci otenporal de
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in pronotor en el nivel transcripcional. Estos elenentos cis
varian anplianmente en el tipo de control que ejercen en |os
genes unidos de manera operativa. Al gunos el enent os act uan
para aunmentar la transcripcion de genes unidos de manera
operativa en respuesta a respuestas anbi ental es (por ejenplo,
tenperatura, hunedad y |esion). Oros elenentos cis pueden
responder a |las sefales del desarrollo (por ejenplo,
germ naci 6n, maduraci 6n de la senmllay florecimento) o ala
i nformaci 6n espacial (por ejenplo, la especificidad del
tejido). Ver, por ejenplo, Langridge et al. (1989) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 86:3219-23. Estos elementos cis estan
ubi cados a una distancia variante del punto de inicio de la
transcri pci on. Al gunos elenentos cis (Ilamados el enentos
proxi nos) estan adyacentes a una regi 6n pronotora nuclear
mnim, mentras que otros elenmentos se pueden ubicar a
vari os kilobases 5 anteriores o 3 posteriores del pronotor
( pot enci ador es) .

Tal conob se usa en la presente, el térmno “transfornaci 6n”
abarca todas las técnicas por |las cuales se puede introducir
una nol écula de &cido nucleico en una célula. Los ej enpl os
i ncluyen, de nodo no taxativo: transfecci 6n con vectores

viricos; t ransf or maci 6n con vect or es de pl asm dos;
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el ectroporaci 6n; |ipofeccion; mcroinyeccion (Mieller et Aal.
(1978) Cel | 15: 579-85) ; transferenci a medi ada por
Agrobacterium ABSORCION DIRECTA DEL ADN, TRANSFORVACI ON
VEDI ADA POR WHI SKERS™ Y BOVBARDEO DE M CROPROYECTI LES. Estas
t écni cas se pueden usar para |la transformaci 6n estable y para
la transfornmacion transitoria de una <célula vegetal.
"Transformaci 6n estable"” se refiere a la introduccion de un

fragnento de &cido nucleico en un genona de un organisno

hospedador lo que resulta en una herencia estable
genét i canent e. Una vez que esta transformado de nmanera
est abl e, el fragmento de acido nucleico se integra

est abl enente en el genonma del organi sno hospedador y cual quier
generaci 6n  posterior. Los or gani snos hospedadores  que
contienen los fragnmentos de &acido nucleico transfornmados se
1 aman or gani snos "transgéni cos". "Transf or maci 6n
transitoria" se refiere a la introducci6n de un fragnento de
acido nucleico en el ndcleo u organelo que contiene ADN de un
organi sno hospedador, o que resulta en la expresion génica
sin herencia establ e genéti canente.

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

a una cél ul a.
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Tal conmb se usa en l|la presente, el térmno “transgén” se
refiere a una secuencia de acido nucleico exdgena. En un
ej enpl 0, un transgén es una secuencia de genes (por ejenplo,
un gen con resistencia a herbicidas), un gen que codifica un
conpuesto atil farmacéutica e industrialnmente, o un gen que
codifica un rasgo agricola deseable. En aun otro ejenplo, un
transgén es una secuencia de acido nucl eico antisentido, donde
la expresion de la secuencia de acido nucleico antisentido
i nhi be expresi 6n de una secuencia de acido nucl eico objetivo.
Un transgén puede contener secuencias reguladoras unidas de
manera operativa al transgén (por ejenplo, un pronotor,
intron, 5 -UTR o 3'-UTR). En al gunas nodal i dades, un &cido
nucleico de interés es un transgén. Sin enbargo, en otras
nodal i dades, un acido nucleico es un acido nucl eico endogeno,
donde se desean copias genom cas adicionales del &cido
nucl ei co enddgeno, o un acido nucleico que se encuentra en |la
orientaci 6n antisentido con respecto a |la secuencia de un
aci do nucl ei co objetivo en un organi sno hospedador.
Tal conp se usa en la presente, el térmno "vector" se refiere
a una nol écul a de aci do nucleico de | a manera que se introduce
en una célula, produciendo de esa nanera wuna célula

t ransf or nada. Un vector puede incluir secuencias de acido



10

15

20

33
nucleico que permiten que se replique en la célula
hospedadora, tal cono un origen de replicacion. Los ejenplos
i ncl uyen, de nodo no taxativo, un pl asm do, cosm do
bact eri 6fago, cronosoma artificial bacteriano (BAC, por sus
siglas en inglés), o virus que transporta ADN exOgeno hacia
una célula. Un vector tanbi én puede incluir uno o mas genes,
nol écul as antisentido, genes de narcadores seleccionables vy
otros el enentos genéticos conocidos en la técnica. Un vector
puede transducir, t ransf or mar o infectar una célula,
provocando de esta forma que la célula exprese |las nol écul as
y/ o proteinas de acido nucleico codificadas por el vector. Un
vector puede opcionalnmente incluir materiales para ayudar a
lograr la entrada de la nolécula de acido nucleico en la
célula (por ejenplo, un |ipom).

Tal comb se usa en l|la presente, |los térmnos "casete",
"casete de expresion" y "casete de expresién génica" se
refieren a un segnento de ADN que se puede insertar en un
acido nucleico o polinucledtido en sitios de restricciédn
especificos o nediante reconbi naci 6n honodl oga. Un segnento
de ADN conprende un polinucleétido que contiene un gen de
interés que codifica un ARN pequeifio o un polipéptido de

interés y el casete y los sitios de restriccion se designan
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para asegurar la insercion del casete en el marco de lectura
adecuado para la transcripcién y traduccion. En una
nodal i dad, un casete de expresioéon puede incluir un
pol i nucl eétido que codifica un ARN pequefio o un polipéptido
de interés y tiene elenmentos ademés del polinucledétido que
facilitan la transformacion de wuna célula hospedadora
particul ar. En una nodal i dad, un casete de expresioén génica
tanmbi én puede incluir elementos que permten |a expresion
nmej orada de un ARN pequefio o un polinucleb6tido que codifica
un polipéptido de interés en una célula hospedadora. Est os
el ement os pueden incluir, de nodo no taxativo: un pronotor
un pronotor mnino, un potenciador, un elenmento de respuesta,
un intrén, un 5 -UTR, un 3" -UTR una secuencia de
term naci 6n, una secuenci a de poliadenilacién y simlares.

Tal conb se usa en la presente, el térmno "secuencia
codificante heterdloga" se usa para indicar cualquier
pol i nucl e6tido que codifique o que finalnmente codifique un
péptido o proteina o su secuenci a de am noaci dos equi val ent e,
por ejenplo, una enzima que no estéd presente en el organisno
hospedador y que se puede expresar en |la célula hospedadora a
condi ci ones adecuadas. De tal nmanera, las "secuencias

codi fi cantes heterdl ogas" pueden incluir una o mas copi as de
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secuenci as codificantes que no estan normal mente presentes en
| a célul a hospedadora, de nanera que | a célula expresa copias
adi ci onal es de una secuencia codificante gque no esta presente
normal mente en Jlas células. La secuencia codificante
heter 6l oga puede ser ARN o cualquier tipo de esta (por
ejenplo, ARNM, ADN o cualquier tipo de este (por ejenplo,
ADNc), o un hibrido de ARN ADN. Los ejenplos de secuencias
codi ficantes incluyen, de nodo no taxativo, unidades de
transcripcion de longitud conpleta que conprenden dichas
caracteristicas conp |a secuencia codificante, intrones,
regi ones pronotoras, 5 -UTR, 3'-UTR y regi ones potenci ador as.
Las "secuenci as codificantes heterdl ogas" tanbi én incluyen |a
parte codificante del péptido o enzinmna (es decir, la
secuencia de ARNm o ADNc), |la parte codificante de |a unidad
de transcripcién de longitud conmpleta (es decir, el gen que
conprende intrones y exones), secuencias con "codones
opti m zados", secuencias truncadas u otras formas de
secuenci as alteradas que codifican la enzima o codifican su
secuenci a de am noé&ci do equival ente, sienpre que |a secuencia
de ami noaci dos equival ente produzca una proteina funcional
Di cha secuencia de am noaci dos equivalente puede tener una

elimnaci 6n de uno o mAs am noacidos, |a elimnacié6n es de
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extremo N, extrenbo C o0 interna. Las formas truncadas se
visualizan sienpre que tengan la capacidad catalitica
i ndi cada en ella.

Cono se usa en |la presente, el térmno “control” se refiere a
una mnuestra usada en el procedimento analitico con fines
conmparativos. Un control puede ser “positivo” o “negativo”.
Por ejenplo, si el propésito del procedinmento analitico es
detectar un polipéptido o wuna transcripcion expresada de
forma diferencial en células o tejidos, generalnente es
preferible que se incluya un control positivo, tal conp una
nuestra de una planta conocida que presenta una expresion
deseada, y un control negativo, tal cono una nuestra que no
presenta | a expresi 6n deseada.

Tal conb se usa en la presente, el térmno "planta" incluye
plantas o partes de plantas, incluyendo, de nobdo no taxativo
células vegetales y tejidos vegetales, tales conb hojas,
call os, vastagos, raices, flores, polen y semllas. Una
cl ase de planta que se puede usar en | a presente invenci én es
general mente tan anplia cono la clase de plantas inferiores y
superi ores suscepti bl es a mut agénesi s i ncl uyendo
angi ospernmas, gi mospermas, helechos y algas nulticelul ares.

Por 1o tanto, “planta” incluye plantas dicotiledboneas vy
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nonocot i | edéneas. Los ejenplos de plantas dicotil edbneas
i ncl uyen, tabaco, Arabidopsis, soja, tomate, papaya, canol a,
girasol, algodén, alfalfa, papa, vid, guandul, guisante,
Brassica, garbanzo, renolacha azucarera, colza, sandia,
nmel 6n, pimenta, mani, cal abaza, rébano, espinaca, cal abacin,
brocoli, repollo, zanahoria, coliflor, apio, repollo chino,
pepi no, palta vy | echuga. Los ejenplos de plantas
nonocot i | edéneas incluyen maiz, arroz, trigo, cafia de azucar,
cebada, centeno, sorgo, orquideas, banbld, banana, totora,
lirios, avena, cebolla, mjo vy triticale.

Tal conb se usa en la presente, el térmno "nmaterial vegetal"
se refiere a hojas, callos, vastagos, raices, flores o partes
de flores, frutas, pol en, ovul os, ci got os, sem | | as,
recortes, cultivos de tejidos o de células o cualquier otra
parte o producto de una planta. En wuna nodalidad, el
material vegetal incluye cotiledbéneo y hojas. En una
nodal i dad, el naterial vegetal incluye tejidos de raices vy
otros tejidos vegetal es ubicados bajo la tierra.

Tal conb se usa en la presente, el térmno "gen marcador
sel ecci onabl e” se refiere a un gen que se usa opcional nente
en l|la transfornmaci 6n vegetal para, por ejenplo, proteger

células vegetales de un agente selectivo o proporcionar
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resistencia/tolerancia a un agente selectivo. Ademas, "gen
mar cador sel ecci onabl e" pr et ende conpr ender genes
i ndi cadores. Solo aquellas células o plantas que reciben un
mar cador sel ecci onabl e funcional son capaces de dividirse o

crecer en condiciones con un agente selectivo. Los ejenplos

de agentes sel ectivos pueden incluir, por ej enpl o,
anti bi 6ti cos, i ncl uyendo especti nom ci na, neom ci na,
kanam ci na, paronom cina, gentamcina e higromcina. Est os

mar cador es sel ecci onabl es i ncluyen neom ci na fosfotransferasa
(npt 1), que expresa una enzima que confiere resistencia al
antibio6tico kanamicina y genes para los antibidtico
rel aci onados neom ci na, paronom cina, gentamcina y (418, o
el gen para higromcina fosfotransferasa (hpt), que expresa
una enzinma que confiere resistencia a higromcina. Qros
genes marcadores seleccionables pueden incluir genes que
codifican la resistencia a herbicidas incluyendo bar o pat
(resistencia contra glufosinato de anpbnio o fosfinotricina),
acetolactato sintasa (ALS, resistencia contra inhibidores
tales conmb sulfonilureas (SU), i mdazolinonas (IM),
triazolopirimdinas (TP), oxibenzoatos de pirimdinilo (POB,
por sus siglas en inglés), y sulfonilamno carbonil

triazolinonas que evitan el primer paso en la sintesis de
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am noaci dos de cadena ramficada), glifosato, 2,4-D, vy
resi stencia o sensibilidad netalica. Los ejenplos de “genes
i ndi cadores” que pueden wusarse conb un gen rmarcador
sel ecci onabl e incluyen |a observaci 6n visual de proteinas de
gen indi cador expresadas tales conp proteinas que codifican
la B-glucuronidasa (QUS), | uci f erasa, proteina verde
fluorescente (GFP, por sus siglas en inglés), proteina
amarilla fluorescente (YFP, por sus siglas en inglés), DsRed,
3- gal act osi dasa, cl or anf eni col acetiltransferasa (CAT),
fosfatasa alcalina y simlares. La frase “positivo para
mar cador” se refiere a plantas que se han transformado para
qgue incluyan un gen marcador sel ecci onabl e.

Tal conb se wusa en la presente, el térmno “nmarcador

det ect abl e” se refiere a una etiqueta capaz de
detectarse, tales cono, por ej enpl o, un  radioi sot opo,
conpuest o fl uorescente, conpuest o bi ol um nescent e, un

conpuest o qui m ol um nescente, quelante netalico o enzima. Los
ejenplos de nmarcadores detectables incluyen, de nodo no
taxativo, |l os  siguientes: etiquetas fluorescentes (por
ejenplo, FITC, rodamna, fosforos de |antanidos), etiquetas
enzi mati cas (por ejenplo, peroxidasa de rabano picante, -

gal act osi dasa, | uci ferasa, f osf at asa al cal i na),
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qui m ol um nescente, grupos biotinilo, epitopos de polipéptidos
predet er m nados reconoci dos por un indicador secundario (por
ej enpl o, secuencias de pares de crenmallera de leucina, sitios
de wunio6n para anticuerpos secundarios, domnios de unidén a
netales, etiquetas de epitopos). En una nodalidad, un
marcador detectable puede estar unido nediante grupos
espaci adores de varias longitudes para reducir inpedinentos
est éri cos potenci al es.

Tal conb se usa en la presente, el térnino “detectar” se usa
en el sentido mas anplio para incluir anbas nedidas,
cualitativa y cuantitativa, de una nol écula especifica, por
ej enpl o, nedi das de un polipéptido especifico.

A nenos que se explique especificanente lo contrario, todos
los térmnos cientificos y técnicos utilizados en |a presente
tienen el msno significado conprendido cominnente por |os
expertos en la técnica a |os que concierne esta divul gacién

Las definiciones de los térmnos conunes en la biologia
nol ecul ar se pueden encontrar, por ejenplo en: Lewi n, Cenes
V, Oford University Press, 1994; Kendrew et &l . (eds.), The
Encycl opedia of Mol ecular Biology, Blackwell Science Ltd.,
1994; and Meyers (ed.), Molecular Biology and Biotechnol ogy:

A Conprehensive Desk Reference, VCH Publishers, Inc., 1995.
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Los pronotores conpb elenentos reguladores de |la expresion
géni ca

Los pronotores vegetal es usados para | a investigaci 6n basica o
| as apl i caci ones bi ot ecnol 6gi cas son gener al nent e
unidireccionales, que dirigen la expresion constitutiva de
sol o un gen que ha sido fusionado a su extreno 3’ (posterior).
CGeneral nente es necesario expresar transgenes dentro de |as
plantas para la nodificacidén genética y el apilamento de
rasgos. Adenas, mul tipl es pr onot or es novedosos son
tipicanente necesarios en los cultivos transgénicos para
conducir la expresion de genes miltiples. En la presente se
describe un pronmotor constitutivo que puede dirigir Ila
expresi 6n de un transgén que ha sido fusionado en su extreno
3.

El desarrollo de |os productos transgénicos se esta volviendo
muy conplejo, |o que requiere gque se expresen transgenes y que
se api |l en mul ti pl es t ransgenes en un sol o | ocus.
Tradi ci onal mrente, cada transgén necesita un pronotor Unico
para | a expresi 6n donde se necesitan miltiples pronotores para
expresar transgenes diferentes dentro de una pila de genes.

Con un tamafio en aumento de rasgos geénicos, este netodo
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frecuentenente conlleva al uso repetido del msno pronotor
para obtener niveles simlares de patrones de expresion de
diferentes transgenes para |la expresion de un Uunico rasgo
pol i géni co.

Se sabe que las construcciones génicas miltiples conducidas
por el msnp pronotor causan el silenciamento de genes | o que
resulta en productos transgéni cos nenos eficaces en el canpo.
El exceso de sitios de unidén a factores de transcripcion (TF,
por sus siglas en inglés) debido a la repetici6n de pronotores
puede causar |a dismnuci6n de TF enddgeno, lo que lleva a la
i nactivaci 6n transcripcional. El silenciamento de |os
transgenes probablenente afectara de forma no deseada el
rendi mento de una planta transgénica produci da para expresar
transgenes. Las secuencias repetitivas dentro de un transgén
pueden |l evar a |a reconbi naci 6n hondl oga dentro del |ocus del
gen lo que resulta en reestructuraci ones de polinucl e6tidos.

Ademas de |los pronotores constitutivos, | os pronotores
especificos de oOrganos o especificos de tejidos conducen |a
expresi on génica en determ nados tejidos tales cono en el
grano, raiz, hoja, callo, polen o tapetum de |la planta. Los
pronotores especificos de |la etapa de desarrollo y de tejidos

conducen |a expresion de genes, que se expresan en tejidos
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particulares o en periodos de tienmpo particulares durante el
desarrollo de la planta. Los pronotores especificos de |os
tejidos son necesarios para determ nadas aplicaciones en la
industria de plantas transgénicas y son deseables ya que
permten |la expresion especifica de genes heterd6l ogos en un
tejido y/o en etapas de desarroll o sel ecci onadas, que indican
la expresion del gen heterdlogo de manera diferencial en
vari os o6rganos, tejidos, y/o en diferentes nonentos, pero no
otros.

Por ejenplo, la resistencia aunentada de una planta a la
i nfecci 6n por |os patogenos transmitidos por la tierra se
puede |ograr nediante la transformaci 6n del genoma vegeta
con una proteina de resistencia a |os patdgenos que se
expresa de gran manera dentro de la planta. De nmanera
alternativa, puede ser conveniente expresar un transgén en
tejidos vegetales que estan en wuna fase deternm nada de
desarrollo o crecimento particular, tal conop, por ejenplo,
la elongacidén o divisién celular. QOra aplicacion es la
conveni encia de wusar pronotores especificos de tejidos, de
manera que |os pronotores limten |la expresion de |os
transgenes que codifican un rasgo agrondnmico en | as partes de

las plantas en desarrollo (es decir, raices, hojas, callos o
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Los pronotores descritos en la presente son herramentas
pr onet edor as para hacer construcci ones de transgenes
conerci al es que contengan multiples genes. Est os pronotores
t ambi én pr opor ci onan | a est abi | i dad estructural en
hospedadores bacterianos y la estabilidad funcional en |as
células de plantas, tal cono reducir el silenciamento del
transgén para permtir la expresion del transgén. Los
pronotores con intervalos de expresion variante tanbién se
pueden obtener nediante el uso de métodos descritos en la
presente. En conmparacion con las construcciones de
transgenes utilizando un Unico pronotor varias veces, |as
construcci ones de pronotores diversificados descritos en la
presente solicitud son mAs conpatibles para el analisis
nol ecul ar posterior de eventos transgénicos. El uso de |os
pronot ores diversificados descritos en la presente tanbién
alivian las reestructuraciones en los locus con nultiples
genes transgénicos durante el direccionamento con |a

tecnol ogi a de dedos de cinc (SHkLA et al. 2009).

Pronotores de Ubiquitina-1 deZea mays y Zea | uxurians

El pronmotor de Ubi-1 de Zea mays ha sido un estandar en la
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industria de |a biotecnologia, predom nantenente se usa para
| a expresi é6n transgénica alta y estable en el nmaiz (CHR STENSEN
and QuAalL 1996; CHRISTENSEN et al. 1992; T et al. 1992).
Cada transgén usual nente necesita un pronotor especifico para
una expresion suficiente. Ti pi cament e, se necesitan
miltiples pronotores para expresar transgenes diferentes
dentro de una pila de genes. Este paradi gma frecuentenente
conlleva al uso repetitivo del pronotor de Ubi-1 de Z. mays
debi do a sus altos nivel es deseados de expresi 6on de proteinas
y patrén de expresi on constitutivo.

Sin enbargo, la introduccidn deliberada de secuencias
repetitivas en un |ocus transgénico tanbién puede Ilevar a
ef ect o0s negativos i ndeseabl es en | a expresi 6n de transgenes y
estabi | i dad( FLabung and Kuvar 2002; KuwvaR and FLADUNG 2000a; KuwarR
and FLADUNG 2000b; KuwaR and FLADUNG 2001a; KuwaR and FLADUNG
2001b; KuwaR and FLADUNG 2002; MeTTE et al . 1999; MourrRAIN et al

2007). El desafio de la expresion de transgenes coordi nados
mil ti pl e se puede abordar usando un enfoque de diversidad de
pronotores, donde |os diferentes pronotores se utilizan para
conducir diferentes transgenes con el msno perfil de
expresi 6n (PeremarTI et al. 2010). Esta solicitud describe una

secuencia pronotora de Ubi-1 diversificada obtenida nediante
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la identificacién y purificacién de pronotores novedosos de
diferentes especies de Zea.

La nodulacion e inicio de la transcripcion de |la expresion
géni ca en genes vegetales son dirigidas por una variedad de
el enent os de secuenci as de ADN di spuestos de manera col ectiva
en una secuencia nayor denom nada pronotor. Los pronotores
eucariotas tipicanmente consisten en un pronotor nuclear
mninm y secuencias reguladoras anteriores. El  pronotor
nuclear es un tranb mnino de secuencia de ADN contigua
suficiente par a dirigir un inicio preci so de | a
transcri pci on. Los pronotores nucleares en plantas
gener al mente conprenden regi ones canbni cas asoci adas con el
inicio de la transcripcién, tales conpb cajas TATA y CAAT
(secuenci a de consenso TATAWAW. El elenento de |la caja TATA
normal mente est& ubicado aproxi madanente 20 a 35 pares de
bases (pb) hacia la parte anterior del lugar de inicio de la
transcripci 6n (TSS). La activaci 6n del pronotor nuclear se
| ogra nedi ante secuenci as regul adoras anteriores a |las cual es
se unen varias proteinas y subsecuentenente interactuldan con
el conplejo de inicio de la transcripcién para activar la
expresi 6n géni ca. Estos el enmentos regul adores conprenden

secuenci as de ADN que determinan el patrdon de la expresion
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espaci o-tenporal de un pronotor.
Haci endo referencia a la Figura 1, el pronotor del gen Ubi-1
de Z. mays deriva de la linea celular endogam ca B73 de
Z. mays. El pronotor Wobi-1 de Z. mays esta conformado por
aproxi mmdanmente 895 pb de secuencia de ADN ubicada 5
anterior al TSS (es decir, el elenento anterior). Adenas, el
pronotor Ubi-1 de Z. mays esta confornado por aproxi madanente
1093 pb de secuencia de ADN ubicada 3' posterior al TSS (ver
pat ent e estadouni dense 5,510,474). Por |lo tanto, el pronotor
Wbi-1 de Z. mays esta conformado por aproxi madanmente 2 pares
de kil obases (kb) de secuencia de ADN en total.
El elemento anterior del pronotor Ubi-1 de Z. nmays conprende
una caja TATA ubi cada aproxi nadanente 30 pb en la regi 6n 5'
anterior del TSS (Figuras 1 y 3). Adi ci onal nente, el
el emento anterior conprende dos elenentos de consenso de
choque térmico superpuestos ubicados innediatanente 5'
anteriores del TSS. Una 5 -UTR de 82 pb o secuencia lider
est4 ubicada innediatamente 3' posterior del TSS y esta
segui da por un intrdén que se extiende de |la base 83 a la 1093
(Figuras 1y 3).
Trabaj os anteriores han descrito un aunento de |a expresion

géni ca de genes y/o transgenes regul ados por el pronotor Ubi-
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1 de Z. mays. Por ejenplo, la fusidon de transcripcion del
gen cloranfenicol acetiltransferasa (CAT) al pronotor Ubi-1
de Z. mays proporcioné un aunento de 10 veces del nivel de
actividad de CAT en protoplastos de nmaiz que |la expresion
conducida por el pronotor 35S del virus del npsaico de |la
coliflor (CHRISTENSEN and QuAalL 1996; CHRISTENSEN et al. 1992).
Ademds del pronmotor UWobi-1 de Z mys de control, esta
solicitud describe un pronotor novedoso Ubi-1 de Z. mays. Al
contrario del pronotor Ubi-1 de Z mays de control derivado
del genotipo de Z mays c.v. B73, el pronmotor de Ubi-1
novedoso se derivo de una especie diferente de Zea , Zea
| uxurians. El pronotor de Ubi-1 de Z. luxurians wusado en la
presente tenia el genotipo de version 2 (v2). Se
proporci onan construcciones y nmétodos que utilizan un
pronotor de Ubi-1 de Z. mays o or Z. |uxurians que conprende
una secuencia de polinucledtidos. En una nodalidad, un
pronot or puede conprender una secuencia de polinucledtidos
del gen UWi-1 de Z mays c.v. B73 cono figura a
cont i nuaci on:
GTGCAGCGT GACCCGGT CGT GCCCCTCTCTAGAGATAATGAGCATTGCATGTCTAAGT TAT
AAAAAATTACCACATATTTTTTTTGICACACTTGTI TTGAAGTGCAGI TTATCTATCTTTAT

ACATATATTTAAACTTTACTCTACGAATAATATAATCTATAGTACTACAATAATATCAGT G
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TTTTAGAGAATCATATAAATGAACAGT TAGACATGGT CTAAAGGACAATTGAGTATTTTGA

CAACAGGACTCTACAGI TTTATCTTTTTAGTGTGCATGIGTTCTCCTTTTTTTTTGCAAAT

AGCTTCACCTATATAATACTTCATCCATTTTATTAGTACATCCATTTAGGGTI TTAGGGTTA

ATGGTTTTTATAGACTAATTTTTTTAGTACATCTATTTTATTCTATTTTAGCCTCTAAATT

AAGAAAACTAAAACTCTATTTTAGI TTTTTTATTTAATAGT TTAGATATAAAATAGAATAA

AATAAAGTGACTAAAAATTAAACAAATACCCT TTAAGAAATTAAAAAAACT AAGGAAACAT

TTTTCTTGITTCGAGTAGATAAT GCCAGCCTGT TAAACGCCGT CGACGAGT CTAACGGACA

CCAACCAGCGAACCAGCAGCGT CECGT CGEECCAAGCGAAGCAGACGECACGEECATCTCTG

TCGCTGCCTCTGGACCCCTCTCGAGAGT TCCGECT CCACCGT TGGACT TGCTCCGCTGT CGG

CATCCAGAAAT TGCGT GECCGAGCGECAGACGT GAGCCGEECACGGECAGECEECCTCCTCCT

CCTCTCACGGECACCGECAGCTACGEEEGATTCCTTTCCCACCECTCCTTCGCTTTCCCTTC

CTCGCCCGECCGTAATAAATAGACACCCCCT CCACACCCTCTTTCCCCAACCTCGTGTTGI T

CGGAGCGCACACACACACAACCAGAT CTCCCCCAAAT CCACCCGT CGECACCTCCGCTTCA

AGGTACGCCGCTCGT CCTCCCCCCCCCCCCCCCTCTCTACCTTCTCTAGATCGEECGT TCCG

GICCATGCATGGT TAGEGECCCGGTAGTI TCTACTTCTGT TCATGI TTGTGT TAGATCCGT GT

TTGIGI TAGATCCGT GCTGCTAGCGT TCGT ACACGGAT GCGACCTGTACGT CAGACACGT T

CTGATTGCCTAACTTGCCAGIGITTCTCTTTGEGGAAT CCTGEEATGECTCTAGCCGT TCCG

CAGACGCGATCAATTTCATGATTTTTTTTGI TTCGT TGCATAGGGT TTGGT TTGCCCTTTT

CCTTTATTTCAATATATGCCGTGCACTTGITTGTCGEGTCATCTTTTCATGCTTTTTTTTG

TCTTGGT TGTGATGATGI GGT CTGGT TGGECGGT CGI TCTAGATCCGAGTAGAATTCTGI T

TCAAACTACCTGGTGGATTTATTAATTTTGGATCTGTATGT GTGTGCCATACATATTCATA

GITACGAATTGAAGAT GATGGATGGAAATAT CGATCTAGGATAGGTATACATGT TGATGCG
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GGTTTTACTGATGCATATACAGAGATGCTTTTTGI TCECTTGGT TGTGATGATGTGGTGI G

GITGEGCGEGTCGTTCATTCGT TCTAGATCGGAGTAGAATACTGT TTCAAACTACCTGGT GT

ATTTATTAATTTTGGAACTGTATGTGTGTGICATACATCTTCATAGI TACGAGT TTAAGAT
GCGATGGAAATATCGATCTAGGATAGGTATACATGT TGATGTGGGT TTTACTGATGCATATA
CATGATGGECATATGCAGCATCTATTCATATGCTCTAACCTTGAGTACCTATCTATTATAAT
AAACAAGTATGI TTTATAATTATTTCGATCT TGATATACT TGGAT GATGGCATATGCAGCA
GCCTATATGIGGATTTTTTTAGCCCTGCCTTCATACGCTATTTATTTGCTTGGTACTGITTC
TTTTGTCGATGCTCACCCTGTITGITTGGTGITACTTCTGCA (SEQ I D NGO 1)

En otra nodalidad, un pronotor puede conprender una secuencia
de polinucleétidos del gen Wi-1 de Z. luxurians v2 cono
figura a continuaci on:

GACCCGGT CGTGCCCCT CTCTAGAGATAAAGAGCATTGCATGT CTAAGGTATCAAAAATTA
TCACATATTTTTTTTGICACACTTGTTTAAAGTGCAGT TTATCTATCTCTATATACATATT
TAAACTCCACTTTATAAATAATATAGI CTATAATACTAAAATAATATCAGIGITTTAGATG

ATCATATAAGT GAACTGCTAGACATGATCTAAAGGACAACCGAGTATTTTGACAACAGGAC

TCTACAGITTTACCTTTTTAGTIGTGCATGIGITCTCTCTGITTTTTTTTCAAATAGCTTGA

CCTATATAATACTTCATCCATTTTATTAGTACATCCATTTAGGATTTAGEGT TGATGGTTT

CTATAGACTAATTTTTTAGTACATCTATTTTATTATTTTTAATTTTTAAATTAAGAAAACT

GAAACTCTATTTTAGITTTTTTATTTAATAATTTAGATATAAAATGAAATAAAATAAATTT
ACTACAAATTAAACAAATACCCTTTAAGGAATTAAAAAAACTAAGGAAACATTTTTCTTGT
TTCGAGTAGAT TATGACAGCCT GT TCAACGCCGT CGACGAGT CTAACGGACACCAACCAGC

GAACCAGCAGCGT CGCGT CEEECCAAGCGAAGCAGACGGECACGECATCTCTGACGCTGCCT
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CTGGACCCCTCTCGAGAGT TCCGCTCCACCGT TGGACT TGCT CCGECT GI CGECATCCAGAA

ATTGCGT GECCGAGCGEECAGACGT GAGCCGEECCT CCTCCTCCTAT CACGECACCGGECAGCT

ACGGEGEGATTCCTTTCCCACCGCTCCT TCGCT TCCCCT TCCTCECCCGCCGTAATAAATAG

ACACCCCCTCCACACCCTCTTTCCCCAACCT GT GT TGT TAGGAGCGCACACACACACACAA

CCAGATCTCCCCCAAAT CCACCCGT CGECACCT CCGCT TCAAGGTACGCCGCTCATCCTCC

TCCTCCCTCCCCCTCTCTACCT TATCTAGAT CGECGAT CCGGT CCATGGT TAGEECCCGEGET

AGITCTACTTCTGITCATGI TTGTGT TAGAT CCGT GCTGCTAGCGT TCGTACACGGATGCG

ACCTGTACATCAGACACGTTCTGATTGCTAACTTGCCAGTGTTTCTCTTTGECGAATCCAG

GGATGGCTCTAGCCGI TCCGCAGACGEGT TCGATTTCATGATTTTTTTTGITTCGI TTCAC

ATAGGEGTTTGGITTGCCCTTTTCCTTTATTTCCTTATATGCTGTGCACTTTTTGTCGEGTC

ATCTTGTCATGCTTTTTTTAAATCTTGGT TGTGATGATGT GCTCTGGT TGEECGGTCGTTC

TAGATCGGAGTAGAATACTGT TTCAAACTACCTGGTGGATTTATTAATTCTGGATCTGTAT

GIGTGTGCCATACATCTTCATAGT TACGAGT TTAAGATTATGGATGGAAATATCGATCTAG

GATAGGTATACATGI TGATGCGGGT TTTACTGATGCATATACAGAGATGCTTTTTTTTCGC

TTGGTTGTGATGATGCGGT CTGGT TGEECEGET CGT TCTAGATCGGAGTAGAATACTGITTC

AAACTACCTGGTGGATTTATTAATTCTGGATCTGTATGT GTGTGCCATACATCTTGATAGT

TACGAGT TTAAGATGATGGATGGAAATATCGATCTAGGATAGGTATACATGTCGATGT GGG

TTTTACTGATGCATATACATGATGGCATATGCAGCATCTATTCATATGCTCTAACCTTGAG

TACCTATCTATTATAATAAACAAGTATGI TTTATAATTATTTTGACCTTGATATACTTGGA

TGATGECATATGCAGCAGCTATATGTGGATTTTTTTAGCCT TGCCTTCATACCCTATTTAT

TTCCTTGEEECTGITTCTTTTTGI TGACGCTCACCCTGTI TGT TTGGTGI TACT TCTGCAG

(SEQ ID NO 2)
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Los pronotores descritos en |l a presente se caracterizaron por
clonaci 6n y posterior analisis de honologia de |a secuencia
de ADN para identificar regiones especificas del pronmotor (es
decir, las regiones anteriores al pronotor, 5 -UTR e intron).
Se proporcionan construcciones y netodos que utilizan un
pronotor constitutivo Ubi-1 de Z mays o Z. luxurians que
conprende secuencias de polinucleb6tidos de wuna region
pronotora anterior, 5-UTR o0 regio6n lider y un intrén para la
expresi 6n de transgenes en plantas. En una nodalidad, un
pronot or puede conprender una secuencia de polinucledtidos
pronotora anterior del gen Ubi-1 de Z. mays c.v. B73 cono
figura a continuaci én:
GTGCAGCGT GACCCGGT CGTGCCCCTCTCTAGAGATAATGAGCATTGCATGT CTAAGT TAT
AAAAAATTACCACATATTTTTTTTGTCACACTTGTTTGAAGTGCAGT TTATCTATCTTTAT
ACATATATTTAAACTTTACTCTACGAATAATATAATCTATAGTACTACAATAATATCAGT G

TTTTAGAGAATCATATAAATGAACAGT TAGACATGGT CTAAAGGACAATTGAGTATTTTCGA

CAACAGGACTCTACAGI TTTATCTTTTTAGIGIGCATGTGIT TCTCCTTTTTTTTTGCAAAT

AGCTTCACCTATATAATACTTCATCCATTTTATTAGTACATCCATTTAGGGTI TTAGGGTTA

ATGGTTTTTATAGACTAATTTTTTTAGTACATCTATTTTATTCTATTTTAGCCTCTAAATT

AAGAAAACTAAAACTCTATTTTAGITTTTTTATTTAATAGT TTAGATATAAAATAGAATAA

AATAAAGTGACTAAAAATTAAACAAATACCCT TTAAGAAATTAAAAAAACT AAGGAAACAT

[TTTCTTGTTTCGAGTAGATAAT GCCAGCCT GT TAAACGCCGT CGACGAGT CTAACGGACA
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CCAACCAGCGAACCAGCAGCGT CGCGT CGEECCAAGCGAAGCAGACGECACGECATCTCTG
TCGCTGCCTCTGGACCCCT CTCGAGAGT TCCGCTCCACCGT TGGACT TGCTCCGCTGT CGG
CATCCAGAAAT TGCGT GGCGGAGCGECAGACGT GAGCCGGCACGEGECAGGECEECCTCCTCCT
CCTCTCACGGCACCGGECAGCTACGEEEGATTCCTTTCCCACCGCTCCTTCGCTTTCCCTTC
CTCGCCCGCCGTAATAAATAGACACCCCCTCCACACCCTCTT (SEQ ID NGO 3)
En otra nodalidad, un pronotor puede conprender una secuencia
de polinucleétidos pronotora anterior del gen Wi-1 de Z
| uxurians v2 conmo figura a continuaci 6n:
GACCCGGT CGTGCCCCTCTCTAGAGATAAAGAGCATTGCATGTCTAAGGTATCAAAAATTA
TCACATATTTTTTTTGICACACTTGT TTAAAGTGCAGT TTATCTATCTCTATATACATATT
TAAACTCCACTTTATAAATAATATAGI CTATAATACTAAAATAATATCAGIGTTTTAGATG

ATCATATAAGT GAACT GCTAGACATGATCTAAAGGACAACCGAGTATTTTGACAACAGGAC

TCTACAGTTTTACCTTTTTAGTGTGCATGIGITCTCTCTGITTTTTTTTCAAATAGCTTGA

CCTATATAATACTTCATCCATTTTATTAGTACATCCATTTAGGATTTAGGEGT TGATGGTTT

CTATAGACTAATTTTTTAGTACATCTATTTTATTATTTTTAATTTTTAAATTAAGAAAACT

GAAACTCTATTTTAGITTTTTTATTTAATAATTTAGATATAAAATGAAATAAAATAAATTT
ACTACAAATTAAACAAATACCCT TTAAGGAATTAAAAAAACTAAGGAAACATTTTTCTTGT
TTCGAGTAGAT TATGACAGCCT GT TCAACGCCGT CGACGAGT CTAACGGACACCAACCAGC
GAACCAGCAGCGT CECGT CGEECCAAGCGAAGCAGACGEECACGECATCTCTGACGCTGCCT
CTGGACCCCTCTCGAGAGT TCCGCTCCACCGT TGGACT TGCT CCGECT GT CGECATCCAGAA
ATTGCGT GECEGAGCGECAGACGT GAGCCGEECCT CCTCCT CCTAT CACGGCACCGEECAGCT

ACGGGGGEATTCCTTTCCCACCGCTCCT TCGECT TCCCCT TCCTCECCCGCCGTAATAAATAG
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El enent os regul adores géni cos adi ci onal es

La expresién del transgén tanbién se puede regular
nmedi ante una regién 5 -UTR y/o intrdén ubicada posterior a la
secuencia pronotora anterior. Un pronotor que conprende una
regi 6n pronotora anterior unida de nmanera operativa a una 5'-
UTR y/o intron puede regular |la expresion del transgén. Si
bien es necesario un pronotor anterior para conducir la
transcripcion, la presencia de una 5 -UTR y/o introén puede
aunentar los niveles de expresion que resultan en Ila
producci 6n de mis transcritos de ARNm para la traduccion vy
sintesis de proteinas. La adicioéon de una 5 -UTR y/o intron a
una secuencia de polinucleétidos pronpbtora anterior puede
col aborar con | a expresi on estable de un transgén.
Adi ci onal rente, un pronotor constitutivo que conprende una
secuenci a de polinucl e6ti dos pronotora anterior
puede estar seguido por wuna regi6on lider o 5-UR para
col aborar en |l a expresion de transgenes en
pl ant as. En una nodal i dad, un pronotor puede conprender una
secuenci a de polinucleodtidos lider o 5 -UIR

del gen Ubi-1 de Z. mays c.v. B73 conp figura a continuaci én
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TCCCCAACCTCGT GT TGT TCGGAGCGCACACACACACAACCAGAT CTCCCCCAAATCCACC
CGTCGGCACCTCCGCTTCAAG (SEQ I D NO 5)
En otra nodalidad, un pronotor puede conprender una secuencia
de polinucleétidos 5 -UR o lider del gen UWi-1 de Z
| uxurians v2 cono figura a continuaci 6n
TCCCCAACCTGI GT TGT TAGGAGCGCACACACACACACAACCAGATCTCCCCCAAATCCAC
CCGICGECACCTCCCCTTCAAG (SEQ ID NO 6)
Adi ci onal nent e, un  pronotor constitutivo que conprende
secuenci a de polinucl eéti dos pronotora anteri or
segui da por una region lider o 5-UTR puede tanbi én ser segui da
por un intron para col aborar en
| a expresion de |os transgenes en plantas. En una nodalidad,
un pronotor puede conprender una
secuencia de polinucleo6tidos de intrones del gen Wii-1 de Z
mays c.v. B73 cono figura a continuaci on:

GI'ACGCCGCTCGT CCTCCCCCCCCCCCCCCCTCTCTACCT TCTCTAGAT CGECGT TCCGEGET

CCATGCATGGT TAGEECCCGGTAGI TCTACTTCTGTI TCATGITTGIGT TAGATCCGIGI TT

GIGTTAGATCCGT GCTGCTAGCGT TCGTACACGGATGCGACCTGTACGTCAGACACGTTCT

GATTGCTAACTTGCCAGTGTTTCTCT TTGGGEGAAT CCTGEGATGECTCTAGCCGT TCCGCA

GACGCEGATCGATTTCATGATTTTTTTTGI TTCGT TGCATAGGGT TTGGTTTGCCCTTTTCC

TTTATTTCAATATATGCCGTGCACTTGITTGTCGEGTCATCTTTTCATGCTTTTTTTTGIC

TTGGTTGTGATGATGI GGT CTGGT TGEECEGT CGT TCTAGATCGGAGTAGAATTCTGITTC
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AAACTACCTGGTGGATTTATTAATTTTGGATCTGTATGT GTGTGCCATACATATTCATAGT

TACGAATTGAAGATGATGGATGGAAATATCGATCTAGGATAGGTATACATGT TGATGCGGEG

TTTTACTGATGCATATACAGAGATCCTTTTTGI TCCCTTGGT TGTGATGATGT GGTGIGGT

TGEECGEETCGT TCATTCGT TCTAGATCGGAGTAGAATACTGT TTCAAACTACCTGGT GTAT

TTATTAATTTTGGAACTGTATGTGTGTGTCATACATCTTCATAGT TACGAGT TTAAGATGG

ATGGAAATATCGATCTAGGATAGGTATACATGT TGATGTGEGT TTTACTGATGCATATACA

TGATGGCATATGCAGCATCTATTCATATGCTCTAACCTTGAGTACCTATCTATTATAATAA

ACAAGTATGTTTTATAATTATTTCGATCTTGATATACT TGGATGATGGECATATGCAGCAGC

TATATGTGGATTTTTTTAGCCCTGCCTTCATACCCTATTTATTTGCTTGGTACTGITTCTT

TTGTCGATGCTCACCCTGITGITTGGTGT TACTTCTGCA (SEQ ID NGO 7)

En otra nodalidad, un pronotor puede conprender una secuenci a
de polinucledtidos de intrones del gen Wii-1 de Z. |uxurians
v2 cono figura a continuaci 6n:
GTIACGCCGECTCATCCTCCTCCTCCCTCCCCCTCTCTACCTTATCTAGATCGGCGAT CCGGT
CCATGGT TAGGGCCCGGTAGT TCTACTTCTGT TCATGT TTGTGT TAGATCCGTGCTGCTAG
CGTTCGTACACGGATGCGACCTGTACATCAGACACGT TCTGATTGCTAACTTGCCAGTGT T

TCTCTTTGGECGAAT CCAGGGAT GECTCTAGCCGT TCCGCAGACGEGTI TCGATTTCATGATT

[TTTTTGITTCGTTTCACATAGGEGT TTGGTTTGCCCTTTTCCTTTATTTCCTTATATGCTG

TGCACTTTTTGICGGGTCATCTTGICATGCTTTTTTTAAATCTTGGT TGTGATGATGI GCT

CTGGT TGEECGGTCGI TCTAGATCGGAGTAGAATACTGT TTCAAACTACCTGGTGGATTTA

TTAATTCTGGATCTGTATGI GTGTGCCATACATCTTCATAGT TACGAGT TTAAGATTATGG

ATGGAAATATCGATCTAGGATAGGTATACATGT TGATGCGEGT TTTACTGATGCATATACA
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GAGATGCTTTTTTTTCGECTTGGI TGTGATGATGCGGT CTGGT TGEECGETCGI TCTAGATC

GGAGTAGAATACTGT TTCAAACTACCTGGTGGATTTATTAATTCTGGATCTGTATGTGT GT

GCCATACATCTTGATAGI TACGAGT TTAAGAT GATGGATGCGAAATATCGATCTAGGATAGG

TATACATGICGATGTGGGTTTTACTGATGCATATACATGATGGCATATGCAGCATCTATTC

ATATGCTCTAACCTTGAGTACCTATCTATTATAATAAACAAGTATGI TTTATAATTATTTT

GACCTTGATATACTTGGATGATGGECATATGCAGCAGCTATATGIGGATTTTTTTAGCCT TG

CCTTCATACGCTATTTATTTGCTTGEEECTGITTCTTTTTGI TGACGCTCACCCTGITGT T

TGGTGTTACTTCTGCAG (SEQ I D NO. 8)

Casetes de expresi 6n del gen indicador y transgén

La expresi 6n transgénica puede tanbién ser regulada por un
casete de expresi éon génica. En una nodalidad, un casete de
expresi 6n géni ca conprende un pronotor. En una nodalidad, un
casete de expresion génica conprende un pronotor Ubi-1. En
una nodalidad, un casete de expresiodn génica conprende un
pronotor Wbi-1 de una planta. En una nodalidad, un casete de
expresi 6n génica conprende un pronotor Ubi-1 de Z. |uxurians
V2.

En una nodal idad, un casete de expresion génica conprende un
pronotor Ubi-1 de Z luxurians v2, donde el pronotor es
idéntico en al nmenos 80 % 85 % 90 % 91 % 92 % 93 % 94 %

95 % 96 % 97 % 98 % 99 % 99,5 % 99,8 %o 100 %a la SEQ
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ID NO 2. En una nodalidad, un casete de expresion génica
conprende un pronotor constitutivo, tal cono el pronotor Ubi-1
de Z. luxurians v2, que se encuentra unido operativanente a un
transgén o gen indicador. En una nodalidad, un casete de
expresi 6n génica conprende un pronotor constitutivo que se
encuentra unido de nanera operativa a un transgén, donde el
transgén puede ser un transgén de resistencia a insecticidas,
un transgén de tolerancia a herbicidas, un transgén de
eficiencia en el uso de nitrégeno, un transgén de eficiencia
en el uso del agua, un transgén de calidad nutricional, un
transgén de uni6on a ADN, un transgén narcador sel eccionable o
conbi naci ones de estos. En una nodalidad, un casete de
expresi 6n géni ca que conprende el pronotor constitutivo puede
conducir la expresién de uno o nas transgenes 0 genes
i ndi cadores. En una nodal i dad, un casete de expresi én génica
que conprende el pronotor constitutivo puede conducir |a
expresi 6n de dos o nas transgenes o genes indi cadores.
En una nodal i dad, un casete de expresi én génica conprende un
pronotor Woi-1 de Z  luxurians v2, donde I|a secuencia
pronotora anterior es idéntica en al nmenos 80 % 85 % 90 %
91 % 92 % 93 % 94 % 95 % 96 % 97 % 98 % 99 % 99,5 %

99,8 %0 100 %a la SEQID NO 4. En una nodalidad, un casete
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de expresion génica conprende un pronotor constitutivo, ta
cono el pronotor anterior Ubi-1 de Z luxurians v2, que se
encuentra uni do operativanente a un transgén o gen indicador.
En una nodal i dad, un casete de expresi én génica conprende un
pronotor anterior constitutivo que se encuentra unido de
manera operativa a un transgén, donde el transgén puede ser un
transgén de resistencia a insecticidas, un transgén de
tolerancia a herbicidas, un transgén de eficiencia en el uso
de nitrdégeno, un transgén de eficiencia en el uso del agua, un
transgén de calidad nutricional, un transgén de uni6n a ADN
un transgén nmarcador sel eccionable o conbi naci ones de estos.
En una nodal i dad, un casete de expresi on génica que conprende
el pronotor anterior constitutivo puede conducir |a expresion
de uno o0 mAs transgenes o0 genes indicadores. En una
nodal i dad, un casete de expresion génica que conprende el
pronotor anterior constitutivo puede conducir |a expresion de
dos o més transgenes o genes i ndi cadores. En una nodal i dad
adi cional, el pronotor anterior puede conprender un intrén. En
una nodalidad, el pronotor anterior puede conprender una
secuencia de intrones que esta unida de manera operativa a un
transgén o gen indicador. En otra nodalidad, el pronotor

anterior puede conprender una secuencia lider o 5 -UTR En
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una nodalidad, el pronotor anterior puede conprender una
secuencia lider o 5 -UTR que esta unida de manera operativa a
un transgén o gen indicador. En aun otra nodalidad, el
pronotor anterior puede conprender una secuencia lider o 5'-
UTR y una secuencia de intrones. En una nodalidad, el pronotor
anterior puede conprender una secuencia lider o 5 -UR y un
intrén que estan unidos de nanera operativa a un transgén o
gen i ndi cador.

En una nodal idad, un casete de expresion génica conprende un
pronotor Ubi-1 de Z. luxurians v2, donde |la secuencia 5 -UTR o
lider es idéntica en al nenos 80 % 85 % 90 % 91 % 92 % 93
% 94 % 95 % 96 % 97 % 98 % 99 % 99,5 % 99,8 %o 100 %
a la SEQ ID NGO 6. En una nodal idad, un casete de expresioén
géni ca conprende una 5 -UTR o lider de un gen de nmmiz que
codifica una proteina de Woiqutina-1 que estad unida de nanera
operativa a un pronotor, donde el pronotor es un pronotor Ubi-
1 de Z. luxurians v2 o un pronotor que tiene origen en una
planta (por ejenplo, el pronotor de Ubiquitina-1 de Zea nays
oZea luxurians), un virus (por ejenplo, el pronotor del virus
del nosaico de la vena de la yuca) o una bacteria (por
ej enpl o, Agrobacterium tumefaciens delta nas). En una

nodal i dad ilustrativa, un casete de expresi 6n géni ca conprende
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una secuencia lider o 5 -UIR de Z. |luxurians v2 de un gen de
mai z que codifica una proteina de Ubiquitina que se encuentra
unida de manera operativa a un transgén, donde el transgén
puede ser un transgén de resistencia a insecticidas, un
transgén de tol erancia a herbicidas, un transgén de eficiencia
en el uso de nitrégeno, un transgén de eficiencia en el uso
del agua, un transgén de calidad nutricional, un transgén de
unién a  ADN, un  transgén mar cador sel eccionable o
conbi naci ones de estos.

En una nodal i dad, un casete de expresi on génica conprende un
pronmotor Ubi-1 de Z. luxurians v2, donde l|la secuencia de
intrones es idéntica en al nmenos 80 % 85 % 90 % 91 % 92 %
93 % 94 % 95 % 96 % 97 % 98 % 99 % 99,5 % 99,8 %o 100
%ala SEQID NO 8. En una nodalidad, un casete de expresion
géni ca conprende un intron de un gen de maiz que codifica una
proteina de UWbiqutina-1 que esta unida de nmanera operativa a
un pronotor, donde el pronotor es un pronotor Ubi-1 de Z
| uxurians v2 o un pronotor que tiene origen en una planta (por
ejenplo, el pronotor de UWdiquitina-1 de Zea mays o0Zea
| uxurians), un virus (por ejenplo, el pronmotor del virus del
nosaico de la vena de la yuca) o una bacteria (por ejenplo,

Agrobacterium tunmefaciens delta nas). En una nodalidad
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ilustrativa, un casete de expresi 6n génica conprende un intrén
de un gen de nmaiz que codifica una proteina de Ubiquitina que
se encuentra uni do de manera operativa a un transgén, donde el
transgén puede ser un transgén de resistencia a insecticidas,
un transgén de tolerancia a herbicidas, un transgén de
eficiencia en el uso de nitrogeno, un transgén de eficiencia
en el uso del agua, un transgén de calidad nutricional, un
transgén de uni 6n a ADN, un transgén marcador sel eccionable o
conbi naci ones de estos.

En una nodalidad, un vector puede conprender un casete de
expresi 6n génica conb se describe en la presente. En una
nodal i dad, un vector puede ser un plasmdo, un coOsmdo, un
cronosoma artificial bacteriano (BAC), wun bacteri6fago, un
virus o un fragmento de polinucle6tido extirpado para usar en
la transformacion directa o en el direccionamento de genes
tal como un ADN de donante.

En una nodalidad, una célula o una planta conprende un casete
de expresién génica tal conb se describe en la presente. En
una nodal i dad, una célula o una planta conprende un vector que
conprende un casete de expresion génica tal conp se describe
en |la presente. En una nodalidad, un vector puede ser un

pl &sm do, un co6smdo, un cronosoma artificial bacteriano
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(BAC), un bacteriofago o un virus. Por lo tanto, una célula o
una planta que conprende un casete de expresiOn génica es una
célula transgénica o una planta transgéni ca, respectivanente.
En una nodalidad, una planta transgénica puede ser una planta
nonocoti | edénea o dicotiledonea. Una nodalidad de una planta
transgéni ca nonocotil edonea puede ser, de nodo no taxativo,
mai z, trigo, sorgo, avena, centeno, bananas, cafia de azlcar vy
mj o. Una nodalidad de una planta transgénica dicotil edénea
puede ser, de npdo no taxativo, soja, algodén, girasol o
canola. Una nodalidad tamnbi én incluye una sem|la transgénica

de una planta transgéni ca, segun se describe en |a presente.

Mar cador es sel ecci onabl es

Vari os marcadores sel ecci onabl es tanbi én descritos conb genes
i ndi cadores se pueden incorporar en un vector de expresion
elegido para pernitir la identificacion y la seleccion de
pl antas transformadas ("transformantes"). Hay di sponi bl es
muchos neétodos para confirmar |la expresidon de nmarcadores
sel eccionables en plantas transformadas, inclusive, por
ej enpl 0, la secuenciacion de ADN y reacci 6n en cadena de |a
polimerasa (PCR), transferencia Southern, transferencia de

ARN, netodos inmunol 6gi cos para |a detecci 6n de una proteina
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expresada del vector, tal conpb |la proteina precipitada que
nedia la resistencia de fosfinotricina, u observaci6n visual
de otras proteinas tales conb genes indi cadores que codifican
la RB-glucuronidasa (QUJS), | uci f erasa, proteina verde
fluorescente (GFP), proteina amarilla fluorescente (YPF),
DsRed, - gal act osi dasa, cl or anf eni col acetiltransferasa
(CAT), fosfatasa alcalina y simlares (ver Sanbrook, et al.
Mol ecul ar C oni ng: A Laboratory Mnual, Tercera Edicio6n, Cold
Spring Harbor Press, N. Y., 2001, cuyo contenido se incorpora
a la presente en su totalidad nediante esta referencia).

Los genes marcadores seleccionables se utilizan para la
seleccion de tejidos o células transfornadas. Los genes
mar cadores sel ecci onabl es incluyen genes que codifican la
resistencia a antibidéticos, tales conp |los que codifican
neom ci na f osf ot r ansf erasa |1 (NEO y hi grom ci na
fosfotransferasa (HPT) asi conpb tanbi én genes que confieren
resistencia a conpuestos herbicidas. Los genes de
resistencia a herbicidas generalnente codifican para una
proteina objeto nodificada que es insensible al herbicida o
para una enzima que degrada o desintoxica al herbicida en la

planta antes de que pueda actuar. Por ejenplo, la

resistencia a glifosato se ha obtenido usando genes que
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codi fican par a enzi mas objeto mut ant es, 5-
enol pi ruvi | shi ki mat o- 3-fosfato sintasa (EPSPS). Los genes y
mut antes para EPSPS son bien conocidos y se describen en
detalle a continuacién. La resistencia al amonio de
gl ufosinato, bronoxinilo y 2,4-diclorofenoxiacetato (2,4-D)
ha sido obtenida usando genes bacterianos que codifican el
gen pat o DSM 2, una nitrilasa, un gen aad-1 o un aad-12, que
desi ntoxi ca | os herbicidas respecti vos.
En una nodalidad, |os herbicidas pueden inhibir el punto de
crecimento o neristeno, que incluyen imdazolinona o
sulfonilurea y genes para la resistencial/tolerancia de
acetohi droxiacido sintasa (AHAS) y acetolactato sintasa
(ALS) . Los genes de resistencia a glifosato incluyen 5-
enol piruvil shi ki mato-3-fosfato sintasa (EPSP) nutantes vy
genes dgt-28 nediante la introducci6n de &cidos nucleicos
reconbi nantes y/o varias formas de nutagénesis in vivo de |os
genes EPSP nativos, genes aroA y genes glifosato acetil
transferasa (GAT), respectivanente. Los genes de resistencia
para otros conpuestos fosfono incluyen genes BAR de especies
de Streptonyces, inclusive Streptonyces hygroscopicus Yy
Streptomyces viridi chronobgenes y aci dos propi 6ni cos de fenoxi

o piridinoxi y ciclohexonas (genes que codifican inhibidores
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de ACCasa). Los genes de ejenplo que confieren resistencia a
acido aril oxifenoxi propanéi co y ciclohexanedi onas (inclusive
Hal oxi f op, Di cl of op, Fenoxi pr op, Fl uazi f op, Qui zal of op)
i ncluyen genes de acetil coenzima A carboxilasa (ACCasa)--
Accl-S1, Accl-S2 y Accl-S3. En una nodalidad, |os herbicidas
pueden inhibir la fotosintesis, inclusive la triazina (genes
psbA y 1s+) o benzonitrilo (gen nitrilasa).
En una nodalidad, los genes nmarcadores sel eccionabl es

i ncluyen, de nodo no taxativo, genes que codifican: neom cina

fosfotransferasa 11; cianamda hidratasa; aspartato cinasa;
di hi drodi pi colinato si nt asa; tript 6f ano descar boxi | asa;
di hi dr odi pi colinato si ntasa y aspartato ci nasa

desensi bili zada; gen bar; triptoéfano decarboxil asa; neom cina
fosfotransferasa (NEO; higromcina fosfotransferasa (HPT o
HYG) ; di hidrofol ato reduct asa (DHFR) ; fosfinotricina
acetiltransferasa; dehal ogenasa de aci do 2, 2-
di cl or opropi 6ni co; acetohidroxiacido sintasa; 5-enolpiruvil-
shi kimato-fosfate sintasa (aroA); haloarilnitrilasa; acetil-
coenzima A carboxilasa; dihidropteroato sintasa (sul 1); vy
pol i péptido de fotosistema Il de 32 kD (psbA).

Una nodal i dad tanbi én incluye genes que codifican resistencia

a: cloranfenicol; netotrexato; higromcina; espectinom cina;
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bromoxinilo; glifosato; y fosfinotricina.
La lista anterior de genes nmarcadores seleccionables no
pretende ser taxativa. Se conprenden todos |os genes
mar cadores seleccionables o0 indicadores en la presente
i nvenci on.
Los genes nmarcadores seleccionables se sintetizan para la
expresion Optima en una planta. Por ejenplo, en wuna
nodal i dad, una secuencia que codifica wun gen ha sido
nodi fi cada por wuna optimzacion de codén para nejorar la
expresi on en | as plantas. Un gen narcador sel eccionable se
puede optimizar para |la expresioén en una especie de planta
particular o alternativanmente se puede nodificar para la
expresion oOptima en las plantas nonocotil edoneas vy
di coti |l edbneas. Los codones preferidos de las plantas se
pueden determinar a partir de de codones mas frecuentes en
| as proteinas expresadas en la cantidad mas grande en |as
especies de plantas de interés particulares. En una
nodal i dad, un gen marcador sel eccionable esta disefiado para
ser expresado en plantas a un nivel mas alto, o que resulta
en una eficiencia de transformaci 6n mayor. Los nétodos para
la optimzaci 6n vegetal de genes son bien conocidos. Las

guias para la optimzacién y fabricacion de secuencias
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sintéticas de polinucle6tidos se pueden encontrar en, por
ej enpl o, WOR013/016546, WoR011/146524, W01997/ 013402, patente
est adouni dense n.° 6,166,302 y patente estadounidense n.°

5,380,831, incorporados a |la presente nedi ante referencia.

Transgenes

Los métodos y conposiciones descritos pueden utilizarse para
| a expresi 6n de secuenci as génicas de polinucledtidos dentro
del genoma de la planta. Por consiguiente, |o0os genes que
codifican la tolerancia a herbicidas, resistencia a 1os
i nsectos, nutrientes, antibio6ticos o nol éculas terapéuticas
se pueden expresar a través del pronotor novedoso.

En una nodalidad, el el enento regul ador del pr onot or
constitutivo de la presente descripcion se conbina o se une
de nmanera operativa a uno 0 ms genes que codifican
secuenci as de polinucl e6tidos que proporcionan resistencia o
tolerancia al glifosato, 2,4-D glufosinato u otro herbicida,
pr opor ci onan resi stencia a enf er nredades 0 i nsect os
sel eccionados y/o nejoras nutricionales, caracteristicas
agronom cas nejoradas, proteinas u otros productos utiles
par a usos nut rici onal es, al i menti ci os, i ndustri al es,

farmacéuticos u otros. Los transgenes pueden "apilarse" con
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dos o mas secuencias de &cido nucleico de interés dentro de
genoma de una pl anta. El apilamento se puede |ograr, por
ejenplo, a través del fitonmejoramento convencional de
vegetales utilizando dos o mas eventos de |os siguientes:
transformaci én de un vegetal con wuna construccién que
contiene |as secuencias de interés, retransformaci o6n de un
vegetal transgénico, o adicion de nuevos rasgos a través de
la integracion direccionada nediante |a reconbinacidn
hon®dl oga.

Tal es secuencias de polinucleé6tidos de interés incluyen, de
nodo no taxativo, |os ejenplos proporcionados a conti nuaci on:

1. Genes o secuencia de codificacion (por ejenplo, ARNi) que

confieren resistencia a plagas o enfernedades

(A) Genes Vegetales de Resistencia a Enfernedades. Las
def ensas de | os vegetal es a nmenudo se activan por interaccién
especifica entre el producto de un gen de resistencia a
enfernedades (R) en el vegetal y el producto de un gen de
avirulencia correspondiente (Avr) en el patogeno. Una
vari edad vegetal puede ser transformada con el gen de
resi stencia clonado para crear vegetal es que sean resistentes
a cepas patogenas especificas. Los ejenplos de dichos genes

incluyen, el gen Cf-9 del tomate para la resistencia a
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Cl adosporium ful vum (Jones et al., 1994 Science 266:. 789),
el gen Pto del tomate, que codifica una proteina quinasa,
para la resistencia a Pseudonobnas syringae pv. tomato
(Martin. et al, 1993 Science 262:. 1432), y el gen RSSP2 de
Ar abi dopsi s para la resistencia a Pseudonobnas syringae
(Mndrinos et al., 1994 Cell 78: 1089).
(B) Una proteina de Bacillus thuringiensis, un derivado de
esta o un polipéptido sintético nodel ado sobre esta, cono por
ej enpl 0o, wuna secuencia de nucle6tidos de un gen de la
endotoxina d (Ceiser et al, 1986 Gen 48: 109), y un gen de
i nsecticida vegetativo (VIP) gen (véase, por ejenplo, Estruch
et al. (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. 93:5389-94). Adenas, |as
nol écul as de ADN que codifican genes de |la endotoxina d se
pueden adquirir en Anerican Type Culture Collection
(Rockville, M.), bajo los nuneros de acceso de ATCC 40098,
67136, 31995 y 31998.
(C© Una lectina, tal cono |as secuencias de nucleédtidos de
vari os genes de lectina de unién a la manosa de Cdivia
m niata (Van Dame et &l., 1994 Plant Ml ec. Biol. 24:825).
(D) Una proteina de union a vitaminas, tal conpb avidina y
hondl ogos de avidina que son utiles conp larvicidas contra

pl agas de insectos. Véase patente estadounidense n.°
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5, 659, 026.
(E) Un inhibidor enzimitico, por ejenplo, un inhibidor de
proteasa o un inhibidor de amlasa. Ejenplos de dichos genes
incluyen un inhibidor de la cisteina proteinasa del arroz
(Abe et &l., 1987 J. Biol. Chem 262: 16793), un inhibidor I
de | a proteinasa del tabaco (Huub et al., 1993 Pl ant Mol ec.
Biol. 21:. 985), y un inhibidor de a-amlasa (Sumtani et
al., 1993 Biosci. Biotech. Biochem 57:1243).
(F) Una hornona especifica de los insectos o una feronona ta
cono un ecdi esteroide y una hornona juvenil y una variante de
estos, un mmético a base de estos, 0 un antagonista o
agoni sta de estos, tal conpo, |a expresidn en bacul ovirus de
la hornona juvenil clonada esterasa, un inactivador de la
hornmona juvenil (Hammock et al., 1990 Nature 344:458).
(G Un péptido o neuropéptido especifico de |os insectos que,
después de |l a expresién, interrunpe la fisiologia de |a plaga
afectada (J. Biol. Chem 269:9). Los ejenplos de dichos genes
i ncluyen un receptor de la hornona diurética de |os insectos
(Regan, 1994), wuna alostatina identificada en D ploptera
punct at a (Pratt, 1989), y neur ot oxi nas paraliticas
especificas de |l os insectos (patente estadounidense n.°

5, 266, 361) .
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(H Un veneno especifico de insectos producido en la
nat ural eza por una serpiente, una avispa, etc., tal conmp un
pépti do insectotodxico de escorpi on (Pang, 1992 de Gene 116:
165).
(1) Una enzima responsable de wuna hiperacunulacion de
nonot er peno, un sesqui t er peno, un est er oi de, aci do
hi droxam co, un derivado fenilpropanoide u otra nol écula no
prot éi ca con actividad insecticida.
(J) Una enzinma involucrada en la nodificacién, inclusive la
nodi fi caci 6n postraducci onal, de una nol écul a bi ol 6gi canent e
activa, por ej enpl o, enzima glicolitica, una enzina
proteolitica, wuna enzima Ilipolitica, una nucleasa, una
ciclasa, una transam nasa, una esterasa, una hidrol asa, una
fosfatasa, una cinasa, una fosforilasa, una polinerasa, una
el astasa, una quitinasa y una glucanasa, ya sean naturales o
sintéticas. Los ejenplos de dichos genes incluyen, un gen de
cal l asa (solicitud PCT publicada W93/02197), secuenci as que
codifican la quitinasa (que se pueden obtener, por ejenplo,
en la ATCC con los nuneros de acceso 3999637 y 67152),
qui tinasa del gusano del tabaco (Kraner et al., 1993 Insect
Mol ec. Biol. 23: 691), y el gen de poliUbiquitina ubi4-2 del

perejil (Kawalleck et al., 1993 Plant Mol ec. Biol. 21:673).
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(K) Una nol écul a que estinula |a transducci 6n de sefial es. Los
ej enpl os de tales nol écul as i ncluyen  secuenci as de
nucl eéti dos para clones de ADNc de cal noduli na de haba nungo
(Botella et al., 1994 Plant Mdlec. Biol. 24:757) y una
secuenci a de nucl edti dos de un clon de ADNc de cal nodul i na de
maiz (Griess et al., 1994 Pl ant Physiol. 104:1467).
(L) Un péptido de nonento hidrofobico. Véanse |as patentes
est adouni denses n.° 5,659,026 y 5,607,914; la ultinma nuestra
pépti dos antin crobi anos sintéticos que confieren resistencia
a enf er medades.
(M Una perneasa de nenbrana, un formador de canal o un
bl oqueador de canal, tales cono un analogo |itico de péptidos
de cecropina-B (Jaynes et al., 1993 Plant Sci. 89:43) que
hace a las plantas de tabaco transgénicas resistentes a |as
Pseudononas sol anacear um
Una proteina viral invasiva o una toxina conpleja derivada de
ella. Por ejenplo, la acunulacion de proteinas virales de
cubierta en células vegetales transformadas proporciona
resistencia a la infeccion viral y/o al desarrollo de
enf ernedades efectuado por el virus del que deriva el gen de
la proteina de cubierta, asi cono medi ante  virus

rel aci onados. La resistencia nediada por proteinas de
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cubierta se ha conferido a plantas transformadas contra el
virus del nosaico de la alfalfa, virus del npsaico del
pepi no, virus estriado del tabaco, virus X de la papa, virus
Y de la papa, virus del grabado del tabaco, virus cascabel
del tabaco y virus del nosaico del tabaco. Véase, por
ej enpl o, Beachy et al. (1990) Ann. Rev. Phytopathol. 28:451.
(O Un anticuerpo especifico de 1los insectos o0 una
i nmunot oxi na derivada de este. De este nodo, un anticuerpo
di recci onado a una funci 6n nmetabdlica critica en el intestino
del insecto inactivaria wuna enzima afectada, matando al
i nsect o. Por ejenplo, Taylor et a&l. (1994) Resunen #497,
Sevent h Int'1l. Synposium  on Mol ecul ar Pl ant - M cr obe
Interactions nmuestra la inactivacion enzimatica en el tabaco
transgénico nediante la produccidon de fragnentos de
anti cuerpos de cadena si npl e.

(P) Un anticuerpo especifico de virus. Véase, por ejenplo,
Tavl adoraki et al. (1993) Nature 266:469, que muestra qué
plantas transgénicas que expresan genes de anticuerpos
reconbi nant es estan protegi das del ataque de virus.

(Q Una proteina que detiene el desarrollo, producida en la
nat ural eza por un patogeno o un parasito. De este nodo, |as

endo- a- 1, 4- D- pol i gal act ur onasas f angi cas facilitan | a



10

15

20

75
col oni zaci6n fungica y la liberacidén de nutrientes vegetal es
al solubilizar |a honp-a-1,4-Dgalacturonasa de la pared
celular del vegetal (Lanmb et al., 1992) Bi o/ Technol ogy
10:1436. La clonacion y caracterizacién de un gen que
codi fica una proteina inhibidora de endopoligal acturonasa de
haba se describe por Toubart et al. (1992 Plant J. 2:367).

(R) Una proteina que detiene el desarrollo producida en la
nat ural eza por un vegetal, tal cono el gen inactivador de
ri bosoma de cebada que proporciona una mayor resistencia a
enf ernedades fungi cas (Logenmann et al. 1992). Bi o/ Technol ogy
10: 3305.

(S) Interferencia de ARN, en la que una nol écula de ARN se
utiliza para inhibir la expresion de un gen objetivo. Una
nol écula de ARN en un ejenplo tiene cadena doble parcial o
tot al nent e, |l o que desencadena una respuest a de
sil enci am ento, dando conp resultado | a escision del RNAcd en
pequefios ARN de interferencia, que |uego se incorporan en un

conplejo direccionado que destruye 1os ARNm honol ogos.

Véanse, por ejenplo, Fire et al., patente estadouni dense n.°
6, 506, 559; G aham et al ., patente estadouni dense n.°
6, 573, 099.

2. Cenes que confieren resistencia a un herbicida
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Genes que codifican la resistencia o0 tolerancia a un
her bi ci da que inhibe el punto de crecimento o neristeno, tal
conb un herbicida de imdazolinona, sul fonanilida o
sul foni | urea. Los genes de ejenplo en esta categoria
codifican el acetolactato sintasa nutante (ALS) (Lee et al.,
1988 EMBQY. 7:1241) t anbi én conoci do cono enzi ma
acet ohi droxi acido sintasa (AHAS) (Mki et &l., 1990 Theor.
Appl . Genet. 80:449).
(B) Uno o nmas genes adicionales que codifican la resistencia
o tolerancia al glifosato inpartidas por |los genes de |a
sintasa EPSP mutante y genes aroA, o0 a través de Ila
i nactivaci 6n netabdlica nediante genes tales cono DGT-28,
2nEPSPS, GAT (acetiltransferasa glifosato) o GOX (glifosato
oxi dasa) y otros conpuestos de fosfono tales cono gl ufosinato
(genes pat, bar, y DSM2), y acidos aril oxifenoxipropionicos
y cicl ohexanodi onas (genes que codifican el inhibidor de
ACCasa). Véase, por ejenplo, la patente estadounidense n.°
4,940, 835, que describe |la secuencia de nucleb6tidos de una
forma de EPSP que puede conferir resistencia al glifosato.
Una nol écul a de ADN que codifica un gen aroA nutante se puede
obtener con el numero de acceso de ATCC 39256, y |a secuencia

de nucleodtidos del gen nutante se describe en la patente
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est adouni dense n.° 4,769,061. La solicitud de patente europea
n.® 0 333 033 y l|a patente estadounidense n.° 4,975 6 374
descri ben secuencias de nucleodtidos de genes de glutam na
sintetasa que confieren resistencia a herbicidas tales cono
L-fosfinotricina. La secuencia de nucleé6tidos de un gen de
fosfinotricinacetil-transferasa se pr opor ci ona en | a
solicitud de patente europea n.° 0 242 246. De Geef et al.
(1989) Bi o/ Technol ogy 7:61, describe |a producci 6n de pl antas
transgéni cas que expresan genes bar qui nméricos que codifican
| a
actividad de la fosfinotricinacetil-transferasa. Son ejenplos
de genes que confieren resistencia a &cidos ariloxifenoxi
pr opi 6ni cos y a ci cl ohexanodi onas,
tales conb setoxidimy haloxifop, |os genes Accl-Sl, Accl-S2
y Accl-S3 descritos por Mrshall et &l . (1992) Theor. Appl
Genet. 83:435.

(C Genes que codifican la resistencia o tolerancia a un
herbi cida que inhibe la fotosintesis, tal cono una triazina
(genes psbA y gs+) o un benzonitrilo (gen de nitrilasa).
Przibilla et al. (1991) Plant Cell 3:169 describe Ila
transformaci 6n de Chl anydononas con plasm dos que codifican

genes psbA nutantes. Las secuenci as de nucl e6ti dos para genes
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de nitrilasa estan descritas en |a patente estadouni dense n.°
4,810,648 y las nol éculas de ADN que contienen estos genes
est an di sponi bl es con | os nuneros de acceso de |a ATCC 53435,
67441 y 67442. La clonacidon y expresi6on de ADN que codifica
una glutationa S-transferasa se describe en Hayes et al.
(1992) Bi ochem J. 285:173.

(D) Genes que codifican l|la resistencia o tolerancia a
herbi cidas que se unen a enzimas de hidroxi-fenil piruvato
di oxagenasa (HPPD), que catalizan la reaccio6n en la cual el
par a- hi dr oxi - feni | pi ruvato (HPP) se transf orna en
honogenti sato. Esti incluye herbicidas tales cono isoxazol as
(EP418175, EP470856, EP487352, EP527036, EP560482, EP682659,
patente estadounidense n.° 5,424, 276), en particular
i soxaflutola, que es un herbicida selectivo para el naiz,
di cetonitril os (EP496630, EP496631), en particul ar 2-ciano- 3-
ciclopropil-1-(2-SQ2CH3-4-CF3 fenyl)propano-1,3-diona y 2-
ci ano- 3-ci cl opropi | - 1- (2- SO2CH3- 4- 2, 3 2f eni | ) propano- 1, 3-

diona, tricetonas (EP625505, EP625508, patente estadouni dense
n.° 5,506,195), en particular sulcotriona y pirazolinatos. Un
gen que produce una sobreabundancia de HPPD en |os vegetal es
puede proporcionar tolerancia o resistencia a dichos

her bi ci das, incluidos, por ejenplo, |los genes descritos en
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| as patentes estadouni denses n.° 6,268,549 y 6,245,968 y la
publicacién de la solicitud de patente estadounidense n.°
2003/ 0066102.

(E) Genes que codifican |la resistencia o tolerancia a |os
herbi cidas de fenoxi auxina, tales conmo el acido 2,4-
di cl orof enoxi acético (2,4-D) y que tanbién pueden conferir
resi stencia o] t ol eranci a a her bi ci das de
ari |l oxi f enoxi propi onato (ACPP). Los ejenplos de estos genes
incluyen el gen de l|la enzima dioxigenasa dependiente de [-
cetoglutarato (aad-1), que se describe en la patente
est adouni dense n.° 7, 838, 733.

(F) Cenes que codifican la resistencia o tolerancia a |os
herbi cidas de fenoxi auxina, tales cono el &acido 2,4-
di cl orof enoxi acético (2,4-D) y que tanbién pueden conferir
resistencia o tolerancia a herbicidas de auxina piridiloxi
tales cono fluoroxipir o triclopir. Los ejenplos de dichos
genes incluyen el gen de |a enzi na di oxi genasa dependi ente de

a-cetoglutarato (add-12), que se describe en WXR007/053482

A2.
(G Genes que codifican la resistencia o tolerancia al
di canba (véase por ejenplo, |la publicacion de |a patente

est adouni dense N.° 20030135879).
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(H Genes que proporcionan resistencia o tolerancia a |os
herbi cidas que inhiben la protoporfirindégeno oxidasa (PPO
(véase | a patente estadouni dense n.° 5,767, 373).
(I') CGenes que proporcionan resistencia o tolerancia a |os
herbi cidas de triazina (conmo |la atriazina) y |os herbicidas
de derivados de la urea (conb el diurdn) que se unen a
prot ei nas nucl ei cas de centros de reacci 6n del fotosistem |
(F I'l) (Véase Brussian et &l., (1989) EMBO J. 1989, 8(4):
1237- 1245.

3. Cenes que confieren o contribuyen a un rasgo de val or

agr egado

(A Modi ficaci 6n del netabolisnb de &cidos grasos, por
ejenpl o, nediante la transformaci 6n del maiz o de Brassica
con un gen antisentido o estearoil-ACP desaturasa para
aunentar el contenido de &cido estearico del vegetal
(Knultzon et al., 1992) Proc. Nat. Acad. Sci. USA 89:2624.

(B) Dism nucion del contenido de fitasa

(1) Introducci6on de un gen que codifica fitasa, tal conp el
gen de la fitasa de Aspergillus niger (Van Hartingsvel dt et
al ., 1993 Gene 127:87), aunenta | a desconposicion del fitato,
agregando mas fosfato libre al vegetal transfornmado.

(2) Un gen que reduzca el contenido de fitato podria ser
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i ntroduci do. En el nmaiz, esto, por ejenplo, podria |levarse a
cabo nediante la clonacién y luego la reintroducci 6n de ADN
asociado con el alelo uUnico que es responsable de |os
nmut antes de nmiz caracterizados por bajos niveles de &cido
fitico (Raboy et &l ., 1990 Maydi ca 35: 383).
(C© La nodificacion de la conposicion de carbohidratos
ef ect uada, por ejenplo, nediante |a transformaci 6n de
vegetal es con un gen que codifica para una enzima que altera
el patron de ram ficaci 6n del alm dén. Los ejenplos de dichas
enzi mas incluyen genes de fructosiltransferasa Streptococcus
mucus (Shiroza et al., 1988) J. Bacteriol. 170:810, genes de
| evansucrasa Bacillus subtilis (Steinmetz et &l., 1985 Mol
Gen. Cenel. 200:220), a-amlasa Bacillus licheniforms (Pen
et al., 1992 Bio/Technology 10:292), genes de invertasa de
tomate (Elliot et &l., 1993), gen de amilasa de |la cebada
(Sogaard et al., 1993 J. Biol. Chem 268:22480) y la enzina
de ram ficacion de alm dén de endosperno de maiz I1( Fisher

et al., 1993 Plant Physiol. 102:10450).

Tr ansf or maci 6n
Los métodos adecuados para l|la transformacion de plantas

i ncl uyen cual qui er nétodo por el cual se pueda introducir ADN
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a una célula, por ejenmplo y de nmdo no taxativo:
el ectroporaci 6n (ver, por ejenplo, patente estadounidense
5, 384, 253); bonbardeo de m croproyectiles (ver, por ejenplo,
patentes estadouni denses 5, 015, 580, 5, 550, 318, 5, 538, 880,
6, 160, 208, 6,399,861 y 6, 403,865); transfornmaci 6n medi ada por
Agrobacterium (ver, por ejenplo, patentes estadouni denses
5, 635,055, 5,824,877, 5,591,616; 5,981,840 y 6,384,301) vy
transformaci 6n de protoplasto (véase, por ejenplo, patente
est adouni dense 5, 508, 184). Estos nétodos pueden utilizarse
para transformar de manera estable o transformar de manera
transitoria una pl anta.
Una construcci 6n de ADN puede introducirse directanente en el
ADN genomico de la ceélula vegetal nediante técnicas tales
cono agitacion con fibras de carburo de silicio (véanse |as
pat entes estadouni denses n.° 5,302,523 y 5,464, 765). Las
construcci ones de ADN pueden introducirse directanmente en el
tejido vegetal nediante métodos biolisticos, tales cono el
bonbardeo de particulas de ADN (véase, por ejenplo, Kl ein et
al., (1987) Nature 327:70-73). De manera alternativa, |as
construcciones de ADN se pueden introducir en la célula
veget al medi ante transformaci 6n de nanoparticul as (véase, por

ej enpl o, la publicacion de patente estadounidense n.°
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2009/ 0104700, que se incorpora a la presente en su totalidad
nmedi ante esta referencia).
Ademés, |a transferencia de genes se puede |levar a cabo
usando virus o bacterias que no sean de Agrobacterium tales
cono Rhi zobi um  sp. NGR234, Si nor hi zoboium neliloti
Mesor hi zobium I oti, virus X de |a papa, virus del npsaico de
la coliflor, virus del npbsaico de la vena de la yuca y/o
virus del nosaico de tabaco, véase, por ejenplo, Chung et al.
(2006) Trends Plant Sci. 11(1):1-4.
A través de la aplicacién de técnicas de transfornaci 6on, |as
cél ul as de préacti cament e cual qui er planta se pueden
transformar de nanera estable y estas células se pueden
desarrollar en plantas transgénicas nediante técnicas bien
conoci das. Por ejenplo, las técnicas que pueden ser
particularmente Gtiles en el contexto de |a transfornacion de
al godon se describen en las patentes estadouni denses
5, 846, 797, 5,159, 135, 5,004,863 y 6,624,344; |as técnicas para
transformar plantas Brassica en particular se describen, por
ejenplo, en |la patente estadouni dense 5, 750,871; l|as técnicas
para transformar |a soja se describen, por ejenplo, en la
patente estadouni dense 6, 384, 301; y Jlas técnicas para

transformar el nmaiz se describen, por ejenplo, en | as patentes
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est adouni denses 7,060,876 y 5,591,616 y la publicacidn
i nternaci onal PCT W05/ 06722.

Después de realizar la admnistracion de un &cido nucleico
exdgeno a una célula receptora, una célula transfornmada es
identificada generalmente para |a regeneraci6on vegetal y el
cultivo adicional. Para nejorar |la capacidad de identificar
transformantes, se puede desear wutilizar un gen nmarcador
sel eccionable con el vector de transformacion usado para
generar el transformante. En una nodalidad ilustrativa, una
pobl aci 6n de célul a transfornmada se puede analizar nediante |a
exposi ci6n de las células a agentes selectivos, o las células
se pueden analizar en buasqueda del rasgo de gen narcador
deseado.

Las células que sobreviven a la exposicion a un agente
selectivo, o las <células que han sido calificadas cono
positivas en un ensayo de analisis se pueden cultivar en un
nmedio que tolerar |a regeneracion de plantas. En una
nodal i dad, cualquier nedio de cultivo de tejido vegetal
adecuado se puede nodificar incluyendo sustancias adicional es,
tales cono regul adores de crecimento. Los tejidos vegetales
pueden nmantenerse en un nedio basico con reguladores de

crecimento hasta que esté disponible tejido suficiente para
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conenzar |os esfuerzos de regeneracion de la planta. De
manera alternativa, siguiendo repetidas veces de selecciodn
manual, hasta que la norfilogia del tejido sea |a adecuada
para |la regeneraci6on (por ejenplo, al nmenos 2 senmnas), e
tejido puede transferirse al nmedio propicio de formaci é6n de
tall os. Los cultivos se transfieren periodi canente hasta que
se haya producido suficiente formaci 6n de tallos. Una vez que
se hayan formado los tallos, se transfieren al nedio propicio
para la formaci 6n de raices. Una vez que se hayan formado
suficientes raices, las plantas pueden transferirse a Ila
tierra para que crezcan y naduren.

Para confirmar |a presencia de un &cido nucleico deseado que
conprenda construcci ones proporcionadas en |a regeneraci 6n de
las plantas, se pueden realizar una variedad de ensayos.
D chos ensayos pueden incluir: ensayos biol 6gi cos nol ecul ares,
tales cono |a transferencia Southern y Northern y PCR, ensayos
bi oquimcos, tal cono la deteccion de la presencia de un
producto de proteina a través de nedi os i nmunol 6gi cos tal cono
ELI SA, transferencias Wstern y/o espectrofotonetria LC M5 M)
o nediante funci 6n enzimatica, tales conpb, nediante ensayos de
partes de plantas, tales conb ensayos de hojas, callos o

polen; y/o andlisis del fenotipo de la planta regenerada
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conpl et a.
Se pueden analizar |os eventos transgénicos, por ejenplo,
nmediante la anplificacion por PCR wusando cebadores de
ol i gonucl e6tidos especificos para las noléculas de acido
nucl eico de interés. Se entiende que la genotipificacion
i ncluye, de nodo no taxativo, |la anplificacion por PCR del ADN
geném co derivado de los tejidos aislados y/o purificados de
tejidos de plantas hospedadoras que se prevé que contengan una
nol écul a de &cido nucleico de interés integrada en el genons,
segui do de |l a clonaci 6n estandar y el analisis de secuencia de
productos de anplificacion por PCR Los nétodos de
genotipificacién por PCR han sido bien descritos (ver, por
ejenplo, Rios et &l. (2002) Plant J. 32:243-53) y se pueden
aplicar al ADN gendénmi co derivado de cual quier especie vegetal
o tipo de tejido, inclusive cultivos celul ares.
Las conbi naci ones de cebadores de oligonucle6tido que unen
tanto a | a secuencia objeto conb a |a secuencia introducida se
pueden usar secuencialnente o nultiplexados en reacciones de
anplificaciones por PCR  Se pueden producir |os cebadores de
ol i gonucl e6ti do disefados para hibridarse al sitio objeto,
secuenci as de acido nucleico introducidas y/o conbi naci ones de

| os dos tipos de secuencias de &cido nucleico. Por |o tanto,
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|l as estrategias de genotipificacién por PCR pueden incluir,
por ejenplo y de nodo no taxativo: anplificaci6n de
secuenci as especificas en el genonra de la planta;
anplificaci 6n de secuencias especificas miltiples en el genona
de la planta; anplificacién de |as secuencias no especificas
en el genona de la planta; y conbinaciones de cual quiera de
| os anteriores. Un experto en l|la técnica podra elaborar
conbi naci ones adicionales de |os cebadores y reacciones de
anplificaci6n para exam nar el genoma. Por ejenplo, se puede
di sefiar un conjunto de cebadores de oligonucl e6tidos inversos
y hacia adelante para hibridarse a |as secuencias de acido
nucl ei co especificas para el objetivo fuera del linmte de la
secuenci a de &acido nucl ei co introduci da.

Los cebadores de oligonucleétido inversos y hacia adel ante se
pueden di seflar para hibridarse especificanente a una nol écul a
de acido nucleico introducida, por ejenplo, en una secuencia
gque corresponde a una region codificante dentro de una
secuenci a de nucl e6tidos de interés conprendida alli, u otras
partes de la nol écula de &cido nucleico. Los cebadores se
pueden usar conjuntanmente con cebadores descritos en la
presente. Los cebadores de oligonucleétidos se pueden

sintetizar de acuerdo con una secuencia deseada y estan
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conerci al nente disponibles (por ejenplo, de Integrated DNA
Technol ogies, Inc., Coralville, 1A. La anplificaci 6n puede
estar seguida de clonacidén y secuenciacion, o nediante el
analisis de secuencia directo de productos de anplificacién
En una nodalidad, | os cebadores de oligonucl e6tidos
especificos par a di r ecci onar genes se utilizan en

anplificaciones por PCR

Met odo para expresar un transgén

En una nodalidad, un nmtodo para expresar al nenos un
transgén en una planta conprende cultivar una planta que
conprende un pronotor de Ubi-1 de Z. luxurians v2 (SEQ I D NO
2), unido de manera operativa a al nmenos un transgén. En una
nodal i dad, un método para expresar al nenos un transgén en un
tejido vegetal o célula vegetal conprende cultivar un tejido
vegetal o célula vegetal que conprende un pronotor de Ubi-1
de Z. luxurians v2 (SEQ ID NO 2), unido de manera operativa
a al nmenos un transgén.

En wuna nodalidad, un nmétodo para expresar al nenos un
transgén en una planta conprende cultivar una planta que
conprende un casete de expresion génica que conprende un

pronotor de Ubi-1 de Z. luxurians v2 (SEQ ID NO 2), unido de
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manera operativa a al menos un transgén. En otra nodalidad,
un nétodo para expresar al nmenos un transgén en un tejido
vegetal o célula vegetal conprende cultivar un tejido vegetal
o célula vegetal que conprende un casete de expresi én génica
gue conprende un pronotor de Ubi-1 de Z. luxurians v2 (SEQ ID
NO 2), unido de nanera operativa a al nenos un transgén.

En una nodalidad, una planta, un tejido vegetal o una célula
vegetal conprende un casete de expresion génica que conprende
un pronotor UWobi-1 de Z. luxurians v2 (SEQ ID NO 2, unido de
manera operativa a un transgén. Donde el pronotor Ubi-1 de Z
luxurians v2 (SEQ ID NGO 2) est& conprendido por un pronotor
anterior (SEQID NO 4), una 5 -UTR (SEQ ID NO 6) y un intron
(SEQ ID NO 8). En una nodalidad, una planta, un tejido
vegetal o una célula vegetal conprende un casete de expresion
génica que conprende wun pronotor anterior Wi-1 de Z
luxurians v2 (SEQ ID NO 4), una 5 -UIR (SEQ ID NO 6) y un
intron (SEQ ID NO 8). En una nodalidad, una planta, un
tejido vegetal o una célula vegetal conprende un casete de
expresi 6n génica que conprende un pronotor anterior Uoi-1 de
Z. luxurians v2 (SEQID NO 4), una 5 -UIR (SEQ ID NO 6) y un
intron (SEQ ID NO 8) de un gen Wi-1 de Z luxurians v2. En

una nodalidad, una planta, un tejido vegetal o una célula



10

15

20

0
vegetal conprende un casete de expresion génica que conprende
un pronotor anterior UWoi-1 de Z luxurians v2 (SEQ ID NG 4),
una 5'-UTR (SEQ ID NO 6) y un intrén (SEQ ID NO 8) de un gen
Ubi-1 de Z. luxurians v2.

En una nodalidad, una planta, un tejido vegetal o una célula
vegetal conprende un pronotor de Woi-1 de Z. luxurians v2 En
una nodalidad, un pronotor de Ubi-1 de Z. luxurians v2 puede
ser la SEQID NO 2. En una nodalidad, una planta, un tejido
vegetal o una célula vegetal conprende un casete de expresion
génica que conprende un pronotor, donde el ©pronotor es
idéntico en al nmenos 80 % 85 % 90 % 91 % 92 % 93 % 94 %
95 % 96 % 97 % 98 % 99 % 99,5 % 99,8 %o 100 % a |la SEQ
ID NO 2. En una nodalidad, una planta, un tejido vegetal o
una célul a vegetal conprende un casete de expresi 6n génica que
conprende un pronotor de Wdi-1 de Z. luxurians v2 que se
encuentra unido de manera operativa a un transgén. En una
nodal i dad ilustrativa, una planta, un tejido vegetal o una
célula vegetal conprende un casete de expresidn génica que
conprende un pronotor de Wi-1 de Z. luxurians v2 que se
encuentra unido de manera operativa a un transgén, donde el
transgén puede ser un transgén de resistencia a insecticidas,

un transgén de tolerancia a herbicidas, un transgén de
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eficiencia en el uso de nitrdégeno, un transgén de eficiencia
en el uso del agua, un transgén de calidad nutricional, un
transgén de union a ADN, un transgén marcador seleccionable o
conbi naci ones de estos.

En una nodalidad, una planta, un tejido vegetal o una célula
vegetal conprende un pronotor anterior de Wi-1 de Z
l uxurians v2 En una nodalidad, un pronotor anterior de Ubi-1
de Z. luxurians v2 puede ser la SEQ ID NO 4. En una
nodal i dad, una planta, un tejido vegetal o una célula vegeta

conprende un casete de expresién génica que conprende un
pronotor anterior, donde el pronpbtor anterior es idéntico en
al nenos 80 % 85 % 90 % 91 % 92 % 93 % 94 % 95 % 96 %
97 % 98 % 99 % 99,5 % 99,8 %o 100 % a la SEQ ID NO 4.
En una nodalidad, una planta, un tejido vegetal o una célula
vegetal conprende un casete de expresion génica que conprende
un pronotor anterior de Wdi-1 de Z. luxurians v2 que se
encuentra unido de nanera operativa a un transgén. En una
nodalidad ilustrativa, una planta, un tejido vegetal o una
célula vegetal conprende un casete de expresion geénica que
conprende un pronotor anterior de Ubi-1 de Z. luxurians v2 que
se encuentra unido de nanera operativa a un transgén, donde el

transgén puede ser un transgén de resistencia a insecticidas,
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un transgén de tolerancia a herbicidas, un transgén de
eficiencia en el uso de nitrégeno, un transgén de eficiencia
en el uso del agua, un transgén de calidad nutricional, un
transgén de uni6on a ADN, un transgén narcador sel eccionable o
conbi naci ones de estos.

En una nodalidad, una planta, un tejido vegetal o una célula
vegetal conprende un intrén de Ubi-1. En una nodal i dad, una
planta, un tejido vegetal o una célula vegetal conprende una
secuencia 5 -UTR o lider de Wi-1 de Z luxurians v2 En una
nodal i dad, wuna secuencia 5 -UR o lider de Wi-1 de Z
| uxurians v2 puede ser un polinucleétido de la SEQ ID NO 6.
En una nodalidad, una planta, un tejido vegetal o una célula
vegetal conprende un casete de expresion génica que conprende
una 5 -UTR o wuna secuencia lider, donde el 5 -UR o la
secuencia |ider son idénticos en al menos 80 % 85 % 90 % 91
% 92 % 93 % 94 % 95 % 96 % 97 % 98 % 99 % 99,5 %
99,8 %0 100 %a la SEQID NO 6. En una nodalidad, un casete
de expresi 6n génica conprende un 5 -UTR o lider Wi-1 de Z
| uxurians v2 que estd uni da de nanera operativa a un pronotor,
donde el pronotor es un pronotor Ubi-1 de Z. luxurians v2 o0 un
pronotor que tiene origen en una planta (por ejenplo, el

pronotor de Ubiquitina-1 de Zea mays oZea |uxurians), un virus
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(por ejenmplo, el pronotor del virus del nosaico de |a vena de
la yuca) o una bacteria (por ejenplo, Agr obact eri um
tunmefaciens delta nas). En una nodalidad, una planta, un
tejido vegetal o una célula vegetal conprende un casete de
expresi on génica que conprende un 5 -UTR o lider de Wi-1 de
Z. luxurians v2 que se encuentra unido de manera operativa a
un transgén. En una nodalidad ilustrativa, una planta, un
tejido vegetal o una célula vegetal que conprende un casete de
expresi 6n génica que conprende un 5 -UTR o lider de Wi-1 de
Z. luxurians v2 que se encuentra unido de manera operativa a
un transgén, donde el transgén puede ser un transgén de
resistencia a insecticidas, un transgén de tolerancia a
her bi ci das, un transgén de eficiencia en el uso de nitrogeno,
un transgén de eficiencia en el uso del agua, un transgén de
calidad nutricional, un transgén de uni6n a ADN, un transgén
mar cador sel ecci onabl e o conbi naci ones de estos.
En una nodalidad, una planta, un tejido vegetal o una célula
vegetal conprende un intrén de Ubi-1. En una nodal i dad, una
planta, un tejido vegetal o una célula vegetal conprende un
intréon de Wi-1 de Z luxurians v2 En una nodalidad, un
intréon de Ubi-1 de Z. luxurians v2 puede ser un polinucleétido

de la SEQ ID NO 8. En una nodal i dad, una planta, un tejido
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vegetal o una célula vegetal conprende un casete de expresion
géni ca que conprende un intron, donde el intrén es idéntico en
al nenos 80 % 85 % 90 % 91 % 92 % 93 % 94 % 95 % 96 %
97 % 98 % 99 % 99,5 % 99,8 %o 100 % a la SEQ ID NO 8
En una nodal idad, un casete de expresion génica conprende un
intréon Woi-1 de Z. luxurians v2 que estda unida de nanera
operativa a un pronotor, donde el pronotor es un pronotor Ubi-
1 de Z luxurians v2 0o un pronotor que tiene origen en una
planta (por ejenplo, el pronotor de UWobiquitina-1 de Zea nays
oZea luxurians), un virus (por ejenplo, el pronotor del virus
del nosaico de la vena de la yuca) o una bacteria (por
ej enpl o, Agrobacterium tunefaciens delta nmas). En wuna
nodal i dad, una planta, un tejido vegetal o una célula vegeta
conprende un casete de expresién génica que conprende un
intron de Woi-1 de Z luxurians v2 que se encuentra unido de
manera operativa a un transgén. En una nodalidad ilustrativa,
una planta, un tejido vegetal o wuna célula vegetal que
conprende un casete de expresién génica que conprende un
intron de Woi-1 de Z luxurians v2 que se encuentra unido de
manera operativa a un transgén, donde el transgén puede ser un
transgén de resistencia a insecticidas, un transgén de

tolerancia a herbicidas, un transgén de eficiencia en el uso
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de nitrdgeno, un transgén de eficiencia en el uso del agua, un
transgén de calidad nutricional, un transgén de unién a ADN
un transgén marcador sel ecci onabl e o conbi naci ones de estos.

En una nodalidad, una planta, un tejido vegetal o una célula
vegetal conprende un casete de expresion génica que conprende
un pronotor anterior de Ubi-1 de Z. luxurians v2, un intron de
Wi-1 y un 5 -UIR de UWi-1 que se encuentra unido de nanera
operativa a un transgén. El pronotor anterior de Ubi-1 de Z
luxurians v2, el intrén de Wi-1y la 5 -UR de Wi-1 pueden
estar unidos de nanera operativa a diferentes transgenes
dentro de un casete de expresion génica cuando un casete de
expresion génica incluye dos o nmAs transgenes. En una
nodal i dad ilustrativa, un casete de expresi 6n géni ca conprende
un pronotor de Ubi-1 Z. luxurians v2 que se encuentra unido de
manera operativa a un transgén, donde el transgén puede ser un
transgén de resistencia a insecticidas, wun transgén de
tolerancia a herbicidas, un transgén de eficiencia en el uso
de nitroégeno, un transgén de eficiencia en el uso del agua, un
transgén de calidad nutricional, un transgén de uni6n a ADN
un transgén marcador sel eccionable o conbinaciones de estos.
En una nodalidad ilustrativa, un casete de expresion génica

conprende un intron de Woi-1 Z. luxurians v2 que se encuentra
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unido de manera operativa a un transgén, donde el transgén
puede ser un transgén de resistencia a insecticidas, un
transgén de tol erancia a herbicidas, un transgén de eficiencia
en el uso de nitrégeno, un transgén de eficiencia en el uso
del agua, un transgén de calidad nutricional, un transgén de
union a  ADN, un transgén mar cador sel eccionable o
conbi naci ones de estos. En una nodalidad, un casete de
expresi 6n génica conprende un intrén UWoi-1 de Z. luxurians v2
que estad unida de manera operativa a un pronotor, donde el
pronotor es un pronotor Ubi-1 de Z. luxurians v2 o un pronotor
gue tiene origen en una planta (por ejenplo, el pronotor de
Ubiquitina-1 de Zea mays oZea |uxurians), un virus (por
ejenplo, el pronotor del virus del nosaico de la vena de |a
yuca) o0 una bacteria (por ejenplo, Agrobacterium tunefaciens
delta nmas). En una nodalidad ilustrativa, un casete de
expresi 6n génica conprende un 5 -UTR de Wii-1 Z. |luxurians v2
gue se encuentra unido de nanera operativa a un transgeén,
donde el transgén puede ser un transgén de resistencia a
insecticidas, wun transgén de tolerancia a herbicidas, un
transgén de eficiencia en el uso de nitrdégeno, un transgén de
eficiencia en el uso del agua, un transgén de calidad

nutricional, un transgén de union a ADN, un transgén marcador
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sel ecci onabl e o conbi naci ones de estos.
En una nodalidad, una planta, un tejido vegetal o una célula
vegetal conprende un vector que conprende un elenmento génico
constitutivo regul ador del pronotor, tal conb se describe en
|l a presente. En una nodalidad, una planta, un tejido vegeta
o una célula vegetal conprende un vector que conprende un
el emento génico constitutivo regul ador del pronotor, tal cono
se describe en la presente, unido de nanera operativa a un
transgén. En una nodalidad, una planta, un tejido vegetal o
una célul a vegetal conprende un vector que conprende un casete
de expresion génica, tal conb se describe en la presente. En
una nodal i dad, un vector puede ser un plasm do, un césm do, un
cronosoma artificial bacteriano (BAC), un bacteriofago o un
fragnento de virus.
En una nodalidad, una planta, un tejido vegetal o una célula
vegetal de acuerdo con |los nétodos que se describen en la
present e, puede ser una nonocoti |l edénea. La planta
nonocotil edénea, tejido vegetal, célula vegetal, puede ser, de
nodo no taxativo, maiz, arroz, trigo, cafia de azucar, cebada,
centeno, sorgo, orquidea, banbu, banana, totora, lirio, avena,
cebolla, mjo y triticale. En una nodal i dad, una planta, un

tejido vegetal o una célula vegetal de acuerdo con | os métodos
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que se describen en |la presente, puede ser una dicotil edbnea.
La planta dicotiledbénea, tejido vegetal o célula vegetal puede
ser, de nodo no taxativo, colza, canola, nostaza india,
nost aza etiope, soja, girasol y al goddn
Con respecto a la produccion de plantas nodificadas
genéti canmente, son conocidos en la técnica |os métodos para
| a nodi ficaci 6n genética de las plantas. Por ejenplo, se han
desarroll ado numerosos métodos para la transfornaci én de
pl antas, inclusive protocolos de transformaci 6n biol égica y
fisica para plantas dicotiledbneas, asi conp para plantas
nonocoti |l edéneas (por ejenplo, Goto-Fum yuki et &l., Nature
Bi otech 17:282-286 (1999); Mki et & ., Mthods in Plant
Mol ecul ar Bi ol ogy and Bi ot echnol ogy, Gick, B. R y Thonpson,
J. EE Eds., CRC Press, Inc., Boca Raton, pp. 67-88 (1993)).
Adi ci onal nente, se encuentran disponi bl es vectores y netodos
de cultivo in vitro para la transformaci 6n y regeneraci 6n de
células o tejidos vegetales de plantas, por ejenplo, en
Gruber et al., Methods in Plant Ml ecular Biology and
Bi otechnology, dick, B. R 'y Thonpson, J. E Eds., CRC
Press, Inc., Boca Raton, pp. 89-119 (1993).

El experto en la técnica reconocera que |uego de incorporar

de fornma estable | a secuenci a exdgena en plantas transgéni cas
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y confirmar que es operativa, puede ser introducida en otras
pl antas nedi ante cruzam ento sexual. Puede usarse un gran
nuaner o de t écni cas est andar es de fitonmej oram ent o,
dependi endo de | as especies que se pretenda cruzar.
Se puede identificar y aislar una célula vegetal, raiz, hoja,
callo, polen, tejido o planta transformados nediante |a
seleccion o analisis del material vegetal nodificado para
obt ener rasgos codi fi cados por | os genes marcadores presentes
en el ADN transfornmador. Por ejenplo, la seleccidn puede
reali zarse nediante el cultivo del mat eri al veget al
nodi fi cado en nedi os que contengan una cantidad inhibitoria
del antibidético o herbicida al cual ofrece resistencia la
construcci 6n génica transformdora. Ademas, las células
transfornadas tanbi én pueden ser identificadas nediante |a
sel ecci 6n de actividades de genes marcadores visibles (por
ej enpl o, | os genes YFP, GFP, R-glucuronidasa, luciferasa, B o
Cl) que pueden est ar present es en construcci ones
reconmbi nantes de acido nucleico. Di chas netodol ogias de
seleccion y andlisis son conocidas para el experto en la
materi a.
Pueden wusarse tanbién netodos fisicos y bioquincos para

identificar transformantes de plantas o de células vegetal es
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que contienen construcciones geénicas insertadas. Est os
mét odos incluyen, de nmdo no taxativo: 1) E analisis
Southern o la anplificaci6n PCR para detectar y determnar |a
estructura del inserto de ADN reconbi nante; 2) transferencia
Northern, |a protecci 6n de RNasa Sl1, |a extension del cebador
o la anplificacién PCR con transcriptasa inversa para
detectar y examnar las transcripciones de ARN de |Ias
construcciones génicas; 3) |os ensayos enzimticos para
detectar la actividad enzimatica o ribozi mati ca, donde di chos
productos génicos estan codificados por la construccion
génica; 4) el analisis de secuenciacién de la proxim
generaci 6n (NGS);0 5) la electroforesis de proteinas en gel,
| as técnicas de transferencia Wstern, |a inmunoprecipitacién
o el ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzims (ELISA),
donde | os productos de |la construcci 6n génica son proteinas.
Pueden usarse también técnicas adicionales, tales cono
hi bri daci én in situ, tincion de enzinmas e innunotincion, para
detectar |la presencia o expresién de las construcciones
reconbi nantes en oOrganos y tejidos vegetales especificos.
Los nétodos para |levar a cabo todos estos ensayos son
conoci dos para el experto en | a teécnica.

Pueden observarse los efectos de |a manipulacién genética
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medi ante el uso de |os métodos divulgados en la presente, a
través de, por ejenplo, analisis transferencia Northern del
ARN (por ejenplo, ARNmM aislado de los tejidos de interés
Ti pi canente, si se encuentra presente el ARNm o la cantidad
de ARNm ha aunmentado, puede asunmirse que el transgén
correspondi ente esta siendo expresado. Pueden usarse otros
nmét odos para la nedicién de la actividad genética y/o de
pol i pépti dos codificados. Pueden usarse diferentes tipos de
ensayos enzi mati cos, dependi endo del sustrato utilizado y el
metodo para la deteccidén del aunmento o dismnucién de un
producto o subproducto de reaccion. Ademds, |los niveles
expr esados de polipéptidos pueden medirse de forma
i nmunoqui m ca, enpleando ELISA, RIA ENA y otros ensayos
basados en anticuerpos conocidos por |os expertos en |a
técnica, tales cono |os ensayos de detecci 6n electroforética
(ya sea por tincion o transferencia Wstern). Conmo un
ejenplo no taxativo, se describe la deteccion de Ias
proteinas AAD-1 (ariloxialcanoato dioxigenasa; ver WO
2005/ 107437) y PAT (fosfinotricina-N-acetiltransferasa)usando
un ensayo ELISA en la publicaci én de patente estadouni dense
n.° 20090093366, |la cual se incorpora a |la presente nedi ante

referencia en su totalidad. Ademas, el transgén puede
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expresarse de manera selectiva en algunos tipos de células o
tejidos de la planta o en algunas etapas del desarrollo.
Ademas, el transgén puede expresarse sustanci al nente en todos
los tejidos vegetales y durante su ciclo de vida conpleto.
No obstante, tanbi én es aplicabl e cual qui er nodo de expresion
conbi nat ori a.
La presente descripcién tanbién abarca las semllas de
pl antas transgénicas descritas anteriormente, donde |a
semlla conprende un gen indicador, transgén o casete de
expresi 6n géni ca. La presente divul gaci 6n abarca ademés |a
progenie, clones, lineas celulares o células de las plantas
transgéni cas descritas anteriornente, donde dicha progenie,
clon, linea celular o célula conprende el gen indicador,
transgén o |l a construcci 6n géni ca.
Mentras que la invencion ha sido descrita nediante
referencia a nmétodos y nodal i dades especificos, deberia ser
evidente que pueden realizarse varias nodificaciones vy
canbios sin desviarse de la invencién descrita en la

presente.

EJEMPLCS
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Ejenplo 1: Identificacio6on y aislamento del pronotor novedoso
Una secuencia de un pronotor novedoso a partir del gen Ubi-1
de Z. luxurians v2 se anplifico usando la reaccion de |la
cadena polinerasa PCR). Los oligonucl eétidos (Tabla 1)
di sefiados para anplificar el pronotor novedoso, de Z
| uxurians v2, se derivaron de regiones conservadas de la
secuencia del pronotor de Ubi-1 de Z mays c.v. B73, que
sirvié conmo control. Se obtuvo un producto PCR a partir de
Z. luxurians v2 y se caracteri z0.
El producto PCR que conprendia el pronotor novedoso se clond
en vectores Topo™ usando un kit de clonaci 6n PCR | nvitrogen
Zero Blunt® TOPO® de conform dad con |las instrucciones del
fabricante. Se proporciona un mapa del vector que nuestra el
pl &sm do cl onado que conprende el producto PCR del pronotor
novedoso. El pl asm do pDAB105710 corresponde a Z. |uxurians

v2 (FIG 2).
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Tabla 1: Cebadores usados para |a anplificaci 6n por PCR de

| os pronotores de Ubi-1 novedosos

Seq. |1 D No:
Cebador directo: 9
GCTACCGCGGACCCGGT CGT GCCCCTCTCTAGAGATAATG
Cebador inverso: 10
AGT CAGGTACCCT GCAGAAGTAACACCAAACAACAG

La secuencia especifica del pronotor de | os cebadores PCR
est 4 subrayada. La secuencia del cebador ubicada 5 hacia

adel ante de | a secuencia especifica del pronotor es |a

Después de | a clonaci6n, el inserto del pronotor que contenia
el producto PCR se secuenci 6 usando nétodos conocidos para
| os expertos en la técnica. Las secuenci as de
pol i nucl eétidos del pronotor de Z. luxurians v2 (FIG 4)
fueron alineadas de nanera conputacional y posteriornente
anal i zadas para obtener |la honologia de secuencia con
respecto a |la secuencia de control de Ubi-1 Z nmays c.v. B73
(FIG 3). Se usaron netodos bioinforméticos y/o progranmas de
software conocidos para |los expertos en la técnica, tales
combo ClustallW o Sequencher, para realizar el analisis de

honol ogi a de | a secuenci a.
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Ej enpl 0 2: Caracterizaci 6n del pronotor novedoso

El analisis de honplogia de la secuencia (FIGS 3-7),
incluidos el alineamiento y la conparacién de |a secuencia
con respecto a la secuencia de control de Woi-1 de Z mays
c.v. B73 (SEQ ID NGO 1; FIG 3) reveld un pronotor novedoso
de Ubi-1 para caracterizaci 6n adicional. Tanbi én se observo
que la secuencia del nuevo pronmptor de Ubi-1, obtenido a
partir de Z. luxurians v2 (SEQ ID NGO 2; FIG 4), conprendia
secuenci as de polinucleétidos de tres regiones distintas; 1)
una regi 6n del pronotor anterior (SEQ ID NO 4), 2) una 5 -
UTR (SEQ ID NO 6), y 3) un intréon (SEQ ID NG 8). Las
regiones del pronmotor y los elenentos especificos del
pronmotor de Z. luxurians v2 se analizaron para obtener la
horol ogi a de | a secuencia de control de Ubi-1 de Z. nmays c.v.
B73 (FIGS. 5-7). Mas especificanmente, el alineamento de la
secuencia se realizo para conparar de nanera independiente
las regiones del pronotor anterior, de la 5 -UIR y del
intrén, asi conp |los elenentos regul adores de la caja TATA y
el elenento de choque térmco (HSE) del pronotor de Z.

| uxurians v2 con respecto a |as regiones correspondi entes de
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| a secuencia de control de Ubi-1 de Z mays c.v. B73 (FIGS

5-7, Tabla 2).

Tabla 2: Honologia de |a secuencia (% entre el pronotor de

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

El enent o
Promotor 5’ - Caja de choque

Pr onot or Total anterior UTR/Lider Intréon TATA térmco

Z.
| uxuri ans

V2 92.7 |92.7 95.2 92. 4 100 100

La FIG nuestra el alineamento de la secuencia de |as
regi ones del pronotor anterior del pronmotor de Z. |uxurians
v2, en conparaci on con |la regién del pronotor anterior de |la
secuencia del pronotor de control de Ubi-1 de Z nmays c.V.
B73. La FIG 6 nuestra el alineam ento de |a secuencia de |la
5 -UTR o | a secuencia lider del pronmotor de Z. |uxurians v2,
en conparacion con la 5 -UR o la secuencia lider de la
secuencia del pronotor de control de Ubi-1 de Z nmays c.V.
B73. La FIG 7 nuestra el alineamento de |a secuencia de

| as regiones de intrones del pronotor de Z. luxurians v2, en
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conparaci 6n con |la secuencia de intrones de |a secuencia del
pronotor de control de Ubi-1 de Z. mays c.v. B73.
Los elenentos del pronotor obtenidos de Z. luxurians v2
nmostraron una identidad de secuencia total de 92. 7% (Tabla 2)
con respecto a |la secuencia de Wdi-1 de Z. nmays c.V. B73.
La caracterizacion de |la secuencia del pronotor novedoso de
Z. luxurians v2 confirmd que la mayoria de |os elenentos
regul adores del pronotor (es decir, wuna caja TATA o0 un
elemento de choque térm co) wusualnmente presentes en un
pronotor funcional, estaban tanbién altanente conservados
dentro de las regiones del pronmotor nuclear del pronotor de
Z. luxurians v2 (Tabla 2). Por ejemplo, la FIG 5 nuestra
una caja TATA altanmente conservada (pares de bases 868-874
gue se mnuestran en subrayado) que se identificd y se encontro
gue estaba ubicada aproxi madanente a 50bp 5 hacia adel ante
del TSS en la regi6n del pronotor anterior del pronotor de
Ubi-1 de Z. luxurians v2. De manera simlar, la FIG 5
muestra dos secuencias superpuestas de elenentos de choque
térm co (HSE) (pares de bases 456-480, respectivanente, que
se muestran en un circulo) que se conservaron en el pronotor
de Ubi-1 de Z. luxurians v2 se analizaron en este estudio.

Mentras que solo se observaron |os niveles bajos de
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variacion en la secuencia 5 -UR o |ider del pronotor
novedoso de Ubi-1 de Z. luxurians v2 (FIG 4) que tenia una
honol i gia de secuencia de 95.2% con respecto a |la secuencia
de control de Ubi-1 de Z mays c.v. B73 (FIG 6), las areas
de nmenor conservacion de la secuencia en la region del
pronotor anterior (FIG 5) y la regién del intron (FIG 7)
tanbi én se identificaron. Por ejenplo, | as regiones
pronotoras anteriores del pronotor de Ubi-1 de Z. |uxurians
v2 nostraron una variaci 6n con respecto al pronotor anterior
de Ubi-1 de Zea mays c.Vv. B73, que tenia una honol ogia de
secuencia de 92.7 % (Tabla 2). La nayoria de |las diferencias
identificadas en |l a regi 6n pronotora anterior de Z. |uxurians
v2 conprendian elimnaciones, sustituciones y/o desajustes
(FIG 5). En particular, una elimnacion de 12-13bp ubicada
a 100bp 5 hacia adelante del pronotor de |la caja de TATA se
encontro en el pronotor de Ubi-1 de Z. luxurians v2 (FIG 5,
pares de bases 776-787 que se mnuestran recuadradas).

Ademas, existian notivos regul adores adicionales en |a regién
del pronotor anterior de Ubi-1 que se extiende a 100-200bp 5
haci a adel ante del TSS. Estos notivos unen factores de
transcripci 6n que interactuan con el conplejo de inicio de |a

transcripcion y facilitan su nontaje, nejoran su estabilidad,
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o aunentan | a eficiencia del escape del pronotor una vez que
la maquinaria de transcripciodon se activa (PeremarTI et al.
2010). Por lo tanto, las elimnaciones, sustituciones, y |os
desajustes dentro de esta region reguladora, tal conp se
observd en el pronmotor de UWobi-1 de Z. luxurians v2 (FIG 5),
podrian potencial nente afectar tanto a |l a fuerza del pronotor
conb a su especificidad.
La variacion de |la secuencia tanbién se identificéo en |as
regi ones de intrones del pronotor delbi-1 de Z. |uxurians v2.
M entras que el pronotor novedoso de Ubi-1 deZ. |uxurians v2
conpartia niveles relativanmente conservados de identidad de
secuencia (es decir, 92.4% con l|la secuencia pronotora de
control de UWbi-1 Z mys c.v. B73 (Tabla 2), la secuencia
pronotora de intrones de Z. luxurians v2 tanbi én contenia dos
el i m naci ones significativas de aproximdanente 17bp y 8bp,
respectivanente (FIG 7), que no se identificaron en la
secuencia de control. La elimnacion de 17bp se ubicaba
aproxi madanente a 195bp 3’ posterior de TSS (pares de bases
120- 136, que se muestran recuadradas) y la elimnaci6n de 8bp
se ubi caba aproxi madanente a 710bp 3 posterior de TSS (pares

de bases 627-634, que se nuestran subrayadas)
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Ej enpl 0 3: Construcci 6n del vector usando nuevos pronotores
para | a expresi 6n génica

A nmenos que se indique lo contrario, las nmanipulaciones
bi ol 6gi cas nol ecul ares y bioquimcas descritas en este y |os
ej enpl os posteriores, se realizaron nediante nmetodol ogias
est &ndares conb se describe en, por ejenplo, Ausubel et al.
(1995), y Sanbrook et &l . (1989), y actualizaci ones de estos.
Las construcciones que se wusan en |os experinmentos se
descri ben en mayor detalle a continuaci 6n (Tabla 3).

Los pronotores de Z. luxurians que conprenden |as regiones
del promotor anterior, 5 -UTR, 'y de intrones, tal conpb se
descri be anteriornmente, se extrajeron a partir del gen Ubi-1
de | as especies de Z. |uxurians y los anplicones de PCR se
purificaron en gel wusando el Kit de Extraccién de Ge

Q Aqui ck® (Q agen Carl sbad, CA) . La secuencia de
pol i nucl e6tidos pronotora se clondé a continuacion en un
Vector de Entrada Gateway® (lnvitrogén) utilizando técnicas
de clonaci 6n estandares conocidas en |la técnica. El Vector
de Entrada Gateway® resultante que conprendia l|la secuencia
pronotora de Ubi-1 de Z. luxurians v2 se confirnmd nediante

di gestion de restricci6n y secuenciacion. Un vector de
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entrada de control que conprendia |a secuencia pronotora de
Wi-1 de Z. mays c.v. B73 tanbién se clon6 en un vector de
entrada gateway utilizando técnicas de clonaci 6n estéandares
conoci das en |l a técnica.

Ademés de |as secuencias pronotoras de Wdi-1, el vector de
entrada tanbi én conprendia el gen indicador de la proteina
fl uorescente amarilla a partir de | as especi es de
Phi al i di um( Phi YFP; Shagin, D. A, (2004) Ml Biol Evol.
21;841-50) con un intron ST-LS1 incorporado a |a secuencia
(Vancanneyt, G, (1990) Mol Gen Cenet. 220;245-50) y la regidn
3'-UIR del gen de |la Zea mays Peroxidasa 5 (ZnPer5; patente
est adouni dense n.° 6,699, 984). Se proporcionan nmapas de
vectores que nmuestran |os vectores de entrada clonados que
conprenden cada secuencia pronotora. La construcci 6n
pDAB105742 corresponde al vector de entrada de control que
conprende | a secuencia pronotora de Ubi-1 de Z. mays c.v. B73.
La construcci 6n pDAB105738 corresponde al vector de entrada de
control que conprende |a secuencia pronotora de Ubi-1 de Z
luxurians v2 Por |o tanto, se establecieron |os vectores de
entrada que conprendian casetes de expresion génica que
conprendian un pronotor de Ubi-1 de especies deZea , el gen

Phi YFP, y el ZnPer5 3’ -UTR
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Tal conb se describe en la Tabla 3, se disefid0 una
construcci 6n de un vector de expresi 6n binaria que conprendia
un pronotor de Ubi-1 Z. nays , el gen PhiYFP, y el ZnPer5 3’ -
UTR. Los vectores de transfornmacion o expresion para la
transformacién de 1los enbriones de nmiz nediados por
Agrobacterium se construyeron nediante el uso de netodos de
cl onaci 6n estéandares y reacciones de reconbi naci 6n Gat eway®,
enpl eando un vector binario de destino estandar, pDAB101917,
y los vectores de entrada que conprendian |os casetes de

expresi 6n génica, tal cono se describe anteriornente.

El vector binario de destino, pDAB101917, conprendia un gen
de tolerancia a herbicidas, fosfinotricin acetiltransferasa
(PAT; Wehrmann et &l., 1996, Nature Biotechnology 14:1274-
1278). En el vector pDAB101917, |a expresion del gen PAT
estaba bajo el control de un pronotor de Ubi-1 de Z. nays,
una 5 -UTR, 'y un intron. El vector pDAB101917 tanbién
conprendia una regién 3'-UTR del gen de Z mays |ipasa
(ZnLi p; patente estadounidense n.° 7,179, 902). La 3 -UTR de

ZnLip se us6 para terminar |la transcripcion del ARNm de PAT.
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Tabla 3: Construcci 6n del vector binario de expresi 6n génica
Construcci 6n del vector Construcci 6n de
de entrada vector de destino
Constru | Pronot or Transg |3’ -UTR | Pronoto | Gen 3' - Fi gura
cci on én r indic | UR
del ador
vect or
bi nari o
pDAB105 | Z. mays Phi YFP | ZnPer5 | Z. mays | PAT Znmiip |8
748 c.v. B73 Ubi -1
Ubi -1
pDAB10S5 | Z. Phi YFP | ZnPer5 | Z. mays | PAT Zmiip |9
744 | uxuri ans Ubi -1
v2 Ubi-1

La reacci 6n de reconbi naci 6n Gateway® pernitid la insercion

de cada vector
expresi on
| uxurians v2 o Z. mays c.V.
de ZnPer5) en el
vectores de entrada se

pDAB101917 entre las fronteras Ay B del

géni ca

de

(es

vect or

entrada que

decir, un

B73,

el

conprendia el

pr onot or

i nsertaron en el

casete

de

de Ubi-1 de Z.

vect or

bi nari o de destino pDAB101917.

gen Phi YFP, y la 3 -UIR

Los

de destino

ADN-T, y en la parte
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anterior del casete de expresi on PAT.
Se proporcionan nmapas de |os vectores que nostraron Ila
construcci 6n de expresion binaria, pDAB101917, <con |los
casetes de expresi 6n géni ca conpuestos de un pronotor de Ubi -
1 Z mays o Z. luxurians , el gen PhiYFP, y el ZnPer5 3 -UTR
i ncor por ados. La construccion de control, pDAB105748,
corresponde al casete de expresioén génica que conprende el
pronotor de Ubi-1 de Z. mays c.v. B73 (FIG 8). Adenas, la
construcci 6n  pDAB105744 corresponde al casete de expresioén
géni ca que conprende |a secuencia pronotora de Ubi-1 de Z

| uxurians v2 (FIG 9).

Ej enpl o 4: Transformaci on de |la planta

Las construcciones de vectores binarios, pDABL05748 (Z. mays
c.v. B73), y pDAB105744 (Z. luxurians v2) fueron transfornadas
cada una en l|la cepa de Agrobacterium tunefaciens, EHAL0L,
usando técnicas de transformaci 6n estandares conocidas en |a
t écni ca. Se aislaron las colonias bacterianas y el ADN
plasnidico binario se extrajo, purificé y confirmd nediante
| a digestidn de la enzima de restriccion.

La transformaci 6n de las plantas de naiz se Ilevo a cabo de

conform dad con el protocolo descrito en Vega et &l ., 2008,
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Plant Cell Rep 27:297-305 que enpled transformaci 6n nedi ada
por Agrobacteriumy el gen de fosfinotricin acetiltransferasa
(PAT; Wehrmann et al., 1996, Nature Biotechnology 14:1274-
1278) conb un marcador vegetal seleccionable. Se usaron
cultivos de Agrobacterium tunefaciens que conprendian |as
construcci ones de vectores binarios (descritas anteriornente)
para transformar |as plantas de Z. mays c.v. H -1l y producir
una prinera tanda de eventos de nmiz transgénico, To (Tabla
4). Los enbriones cigotos inmaduros se produjeron,
pr epar ar on y cosecharon 2.5 neses después de | a
t ransf or maci on.
Los resultados de la transfornaci én para |as construcciones
de expresi 6n génica individuales se describen adicional nente
en |la Tabla 4. Se describe la cantidad total de enbriones
producidos, la cantidad total de eventos transgénicos
observados en |la etapa de callos y en |a planta conpl eta, asi
cono el por centaj e de | a eficiencia gener al de
t ransf or naci 6n. La eficiencia general de transfornmaci 6n de
| as construcci ones de expresion binaria es nmenor que |la que
se informd previamente (Vega et al., 2008)debido a vigor

enbri onari o pobre en vari os experinentos.
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Tabl a 4: Primera tanda, To, resultados de l|la transformacion
del nmaiz

Construccion N.° total Naner o de

del vector de Cant i dad event os Ef i ci enci a
bi nari o enbri ones de call os transgéni cos (%
pDAB105748 545 221 33 6.1
pDAB105744 955 242 8 0.8

Ejemplo 5: Analisis del numero de copias de transgenes

La integraci 6n estable del transgén Phi YFP dentro el genoma
de las plantas transgénicas de Z. mays se confirnmd nedi ante un
ensayo de sonda de hidrdlisis. Se obtuvieron pléantul as
transgénicas de Z. nmays transfornmadas de forma estable que se
desarrollaron a partir de los callos y se analizaron para
identificar eventos que contuvieran un numero bajo de copias
(es decir, 1-2 copias) de insertos de cadena T de |ongitud
conpl et a.

Se utilizo el sistema Roche Light Cycler480™ para deterninar
el nunero de copias del transgén de conformdad con |as
instrucci ones del fabricante. El método utilizdé una reaccidn
de PCR bipl ex TagMan® que enpl eé ol i gonucl e6ti dos especificos

para el gen PhiYFP y para el gen de referencia enddbgeno, Z.
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mays invertasa (Zmnv; n.° de acceso Cenbank: U16123.1), en
un sol o ensayo. Se determinaron el namero de copias y la
cigosidad nediante la nedicion de l|la intensidad de Ila
fluorescencia especifica de PhiYFP en relacién con Ia
fluorescencia especifica de la PhiYFP, conparéandolas con
est a&ndares de nuneros de copi as conoci dos.

Se anplifico un fragnento de ADN de Phi YFP especifico al gen
con un conjunto de cebadores/sondas TagMan® que contenia una
sonda etiquetada con colorante fluorescente FAMM™  se
anplifico una Zm nv con un segundo conjunto de
cebadores/ sondas TagMan® que contenia una sonda etiquetada
con fluorescencia HEX™ (Tabla 5). Los cebadores y | as sondas
para el andlisis del nunero de copias fueron sintetizadas
conerci al nente nmedi ante  Tecnologia de ADN integradas
(Coralville, 1A). E resto fluorescente FAMMse excitd a una
densi dad o6ptica de 465/510 nm y el resto fluorescente HEX™
se excitd a una densidad oOptica de 533/580 nm

Las reacciones por PCR en un volunen final de reaccién de
10pl usando reactivos, tal conp se describe en la Tabla 6.

Los fragnentos especificos del ADN se anplificaron de
conform dad con |l as condiciones de ciclo térm co establ eci das

en la Tabla 7. Se determindé el nunero de copias y la
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cigosidad de las nuestras nediante la nediciéon de la
intensidad relativa de la fluorescencia especifica para el
gen indicador, PhiYFP, con respecto a la fluorescencia
especifica para el gen de referencia, Znnv, en conparacién
con estandares de nuneros de copias conoci dos.

Los estandares de nuneros de copias se crearon diluyendo el
vector, pDAB108706, en el ADN genémi co (ADNg) de Z. nmmys cC.V.
B104 para obtener estandares con una relaci é6n conocida de
pDAB108706: ADNg. Por ejenplo, se prepararon |as nuestras que
tenian una, dos y cuatro copias de ADN vector cada una copia
del ADNg de Z. mays B104. Se validaron disoluciones de una y
dos copi as de pDAB108706 nezcl adas con el estandar de ADNg de
Z. mays B104 contra un evento de control de Z. nmays que se
sabia que era hem cigético, y un evento de control de Z. nays
que se sabia que era honocigoético (es decir, evento 278 de Z.
mays; ver publicacid6n internacional de patente PCT WO
2011/ 022469 A2).

Se realizo un ensayo de anplificaci 6n por PCR biplex TagMan®
que utilizo oligonuclebétidos especificos para el gen PAT y
para el gen de referencia endbégeno, Zm Inv, respectivanente.
Se enpl ed anplificaci 6n por PCR para detectar un fragmento de

ADN especifico del gen para PAT con un conjunto de cebadores
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TagMan® y wuna sonda etiquetada con colorante fluorescente
FAMM (Tabla 5). Un segundo conjunto de cebadores y una sonda
etiquetada con colorante fluorescente HEX™ tanbi én se uso
para anplificar y detectar el gen de referencial/contro
endogeno Zmnv (Tabla 5). La mezcla de reacci 6n Tagvan® de
PAT se prepar0 segun |o establecido en la Tabla 6, y los
f ragnment os especificos fueron anplificados segln | as
condi ci ones establ ecidas en |l a Tabla 7.
Los resultados del analisis de nunero de copias del transgén
de plantas transgéni cas obtenidos nediante |a transformaci én
con diferentes construcci ones de pronotores se nuestran en | a
Tabl a 8. Uni camente se transfirieron al invernadero y se
cultivaron las plantas con 1-2 copias del transgén de Phi YFP

para andlisis de expresi on adi ci onal es.
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Tabla 5: Cebadores y sondas para ensayos del nunero de copi as
Gen Cebador/ Sonda Secuenci a de nucl eétidos | SEQ I D
No:
Phi YFP | Cebador haci a adel ante | CGTGTTGGGAAAGAACTTGCCGA 11
° Cebador inverso CCGTGGITGECTTGGTCT 12
Sonda (Etiqueta 5" FAM CACTCCCCACTGCCT 13
fl uorescent e/ secuenci a)
Zm nv Cebador haci a adel ante | TGGCGGACGACGACTTGT 14
0 de Cebador inverso AAAGT TTGGAGGCTGCCGT 15
control |Sonda (Etiqueta 5' HEX/ CGAGCAGACCGCCGTGTA | 16
fluorescente/ secuencia) |CIT
PAT Cebador haci a adel ante | ACAAGAGTGGATTGATGATCTAGA | 17
GAGGT
15 Cebador inverso CTTTGATGCCTATGTGACACGTAA | 18
ACAGT
Sonda (Etiqueta 5' FAM GGTGITGTGECTGGTATT | 19
fl uorescent e/ secuenci a) | GCTTACGCTGG

20
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Tabla 6: Reactivos de | a reacci 6n por PCR del nunmero de

copi as Tagman®

Reacti vo Concentraci 6n Vol umen Concentra
de sustancia (ul) ci on final

Agua - - 0.5 - -

Mezcl a maestra Lightcycler |2X 5 1X

de Roche

Cebador directo de Phi YFP | 10uM 0.4 400nM

Cebador inverso de Phi YFP | 10uM 0.4 400nM

Sonda eti quetada con FAM 5 uM 0.4 200nM

de Phi YFP

Cebador directo de Znl nv 10uM 0.4 400nM

Cebador inverso de Zm nv 10uM 0.4 400nM

Sonda eti quetada con HEX 5 uM 0.4 200nM

de Zm nv

Polivinilpirrolidona (PVP) | 10% 0.1 0.10%

Mol de de ADN genéni co ~5ng/ ul 2 10ng/ pl
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Tabla 7. Condiciones de ciclo térm co establ eci das para
| a anplificaci 6n por PCR del nunero de copi as
Et apa de | Tenperatura (°C) | Ti enpo Nunero de cicl os
l a PCR
R 95 10 mnutos |1
2 95 10 segundos |40
58 35 segundos
72 1 segundo
3 40 10 segundos |1
10
Tabl a 8: Anal isis del nunero de copias de transgenes de
pl antas transgéni cas
Event os Sinpl e (1-2 | Complejo ( >2
5 Construcci 6n | anal i zados copi as) copi as)
105748 21 15 6
105744 3 1 2
Ej enpl 0 6: Cuantificaci én ELISA de las proteinas Phi YFP y
20 PAT

Las plantas se nuestrearon en

medi ante ensayos de hoja ELI SA.

la etapa de desarrollo V4-5

Las nuestras se tonmaron en
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pl acas de tubo de 96 pocillos y se tomaron 4 discos de hoja
(del tamafio de una perforaci 6n de hoja) para cada nuestra.
Se agregaron a cada tubo dos BB de 4,5 nm (Dai sy corporation,
Roger, AR) y 200 pL de anortiguador de extraccion [1x PBS
conpl enentado con Tween® 20 al 0,05 % y BSA al 0,05 %
(MIlipore Probumn® EMD MIlipore Corp., Billerica, MA].
Se agregaron a cada tubo 200 pL adicionales de anortiguador
de extracci 6n seguidos de una inversion para nmezclar. Se
giraron las placas durante 5 mnutos a 3000 rpm Se
transfirid el precipitado a |os pocillos correspondi entes en
una placa deep well 96 al nacenada en hielo. Se utilizaron
para el ensayo ELISA placas Nunc® Maxi-Sorp de 96 pocillos
(Thernmo  Fi sher Scientific Inc., Rockf or d, IL). Se
recubrieron las placas con anticuerpos nonoclonales de
captura anti-YFP de ratén (OiGene Technologies Inc.,
Rockville, MD). Se diluyd el anticuerpo en PBS (1 ug/niL) vy
se agregaron 150 pL de PBS diluido por pocillo. Las pl acas
se incubaron durante la noche a 4 °C Las placas que se
mantuvi eron durante |a noche se conservaron a tenperatura
anbi ente durante 20-30 minutos antes de |avarlas 4x con 350
puL de anortiguador de lavado [PBS 1x conplenmentado con

Tween® 20 al 0,05 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, MJ].
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Las placas se bloquearon con 200 pupL de anortiguador de
bl oqueo por pocillo [PBS 1x conplenmentado con Tween® 20 al
0,05 % mas BSA al 0,05 % (MIlipore Probumi n®] durante un
mninmo de 1 hora a mas de 37 °C, seguidos por un |avado 4x
con 350 pL de anortiguador de |avado (Tontec QuadraWash™ 2,
Tom ec, Inc., Handen, CT).
Para el ELISA de YFP, se utilizo conpb estandar 1 ng/nL de
Phi - YFP reconbi nante Evrogen (Axxora LLC, Farm ngdale, NY).
Se utilizé una curva estandar con un ajuste de 5 paranetros
(entre |l os estandares de 1 ng/m y 0,125 ng/m ) para asegurar
gue todos | os datos se encontraran conprendi dos dentro de |a
parte lineal de la curva. Se agregé al pocillo 100 pL de
estandar o nuestra. Se utilizd una disolucion mnima de 1:4
de la nuestra en el anortiguador del ensayo. Se incubaron |as
pl acas durante 1 h a tenperatura anbiente en un agitador de
pl acas (250 rpm agitador Titer Plate) seguido |avado 4x con
350 pL de anortiguador de |avado (Tontec QuadraWash™ 2). Se
agregb a cada pocillo alrededor de 100 pL de anticuerpo
primari o policlonal anti-Phi YFP de conejo Evrogen (Axxora) a
1 pg/n. Se incubaron las placas durante 1 hora a
tenperatura anbiente en un agitador de placas a 250 rpm

seguido por lavado 4x con 350 puL de anortiguador de | avado
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(Tontec QuadraVash™?2). Posteriornente, 100 pL de anti cuerpo
secundario anti-conejo 1gG HRP (Therno Scientific) se
diluyeron en una relacidén 1:5000 de anortiguador de
bl oqueo/ ensayo, y se cuantificaron |as proteina PAT usando un
kit de Envirologix (Portland, MNE). Los ensayos ELISA se
Il evaron a cabo con miltiples diluciones de |os extractos de
plantas y con |los reactivos e instrucciones proporcionados

por | os proveedores.

Ej enpl o 7: Expresi 6n vegetal estable del transgén unido de
manera operativa a | os pronotores novedosos

Se observd la expresidén de la proteina en tejidos vegetal es
transgéni cos. Por ejenplo, se observd | a expresi 6n de Phi YFP
en callos de las plantas Ty que se transformaron de nmanera
establ e nediante el cocultivo con Agrobacterium Las plantas
transgénicas se cultivaron a partir de enbriones de Z. nmays
transfornmados usando |as construcci ones de vectores binarios
gque conprendian el pr onot or novedoso, pDAB105744 (Z.
luxurians v2, FIG 9) y el pronotor de control, pDAB105748
(Z mays c.v. B73, FIG 8). Se observaron |los callos
veget al es con un m croscopi o est eroscopi co (Lei ca

M crosystens, Buffalo G ove, IL) nediante un filtro de YPF y
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con una fuente lumnosa de 500 nm Las nuestras
representativas de |la expresi 6n estable de Phi YFP observadas
en el tejido de los callos de |as plantas de maiz transgénico
To que conprendian pDAB105744 en conparaci 6n con de control
pDAB105748, se nuestran en la FIG 10. Los datos confirman
qgue el promotor novedoso que conprendia pDAB105744 (Z.
| uxurians v2), tal conb se describe en |la presente, es capaz
de conducir una expresion consistente del gen Phi YFP en el
tejido de los callos de |las plantas transgénicas To.

Tal conp se describe en la Tabla 8, |as plantas conpl etas que
contenian un nunmero de copias bajo (es decir 1-2 copias) del
transgén Phi YFP se cultivaron en un invernadero. En general,
se usaron alrededor de cinco (5) a alrededor de diez (10)
event os por construcci on y alrededor de cinco (5) plantas por
evento para el analisis de expresion de Ti. Los datos de
ELI SA revelaron una expresién consistente de la proteina
Phi YFP en las hojas de las plantas de nmiz T; usando
construcciones de vectores que conprendian el pronotor
novedoso, pDAB105744 (Z. luxurians v2), en comparaci 6n con |la
construcci 6n de control, pDAB105747 (Z. mays c.v. B73).

Una expresi on pronmedi 0 de | a prot ei na Phi YFP  de

apr oxi madanente 269.9 ng/ng (+/- 88.0 ng/ng) de Phi YFP se
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observé para las plantas Ti; que conprendian |a construccién
del pronotor novedoso, pDAB105744 (Z. luxurians v2, FIG 9),
en conparaci 6n con aproxi nadanente 285.3 ng/nmg (+ - 22.7
ng/ng) de la proteina PhiYFP producida por la planta de
control que conprendia |a construcci 6n de control, pDAB105748
(Z. mays c.v. B73, FIG 8). Est os resul tados confirman que
el pronotor novedoso de Z. luxurians v2, tal conpb se describe
en l|la presente, fue Gtil en la produccidén de rasgos
transgéni cos a niveles altos de producci é6n de proteinas.
Ademés, |a expresion pronedio de PAT para todas |as plantas
T1 que conprendian pDAB105744 (Z | uxurians v2) fue
apr oxi madanente de 206.9 ng/nmg (4 - 28.5 ng/ ng) en
conpar aci 6n con aproxi madanmente 105.8 ng/ng (+/- 7.4 ng/ng)
de la proteina PAT producida por la planta de control que
conprendi a pDAB105748 del pronotor de Z. mays c.v. B73. En
general, la expresion de la proteina PAT para todas |as
plantas de nmmiz fue significativanente mas baja que la
expresi 6n observada para el gen PhiYFP en las plantas de
mai z.

La expresion de la proteina PhiYFP tanbién se mdio en el
polen derivado de las borlas de plantas transgénicas T;

sel ecci onadas que r epr esent aban cada una de | as
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construcciones de |os pronotores novedosos descritas en |a
presente. Tal cono se nuestra en la FIG 11, el anélisis de
| as i magenes del polen transgénico confirma que el pronotor
novedoso que conprendia pDAB1057447 (Z. luxurians v2), tal
cono se describe en |a presente solicitud, conduce |a el evada

expresi on de |l a proteina Phi YFP en el pol en.

Ej enpl o 8: Construcci 6n de vectores

La construcci 6n del vector de expresi 6n binaria pDAB112854 se
nmuestra en la FIG 12. La construcci 6n pDAB112854 conprendi a
el gen indicador PhiYFP y la 3 -UTR ZnPer5 que eran
conducidos por el pronotor de UWii-1 de Zm v2. La
construcci 6n pDAB112854 tanbi én conprendia el gen AAD-1 v3 vy
la 3 -UTR ZnLi p que eran conduci dos por Z. luxurians v2.

La construcci 6n pDAB112854 se cre6 usando |as netodol ogias
estandar que se describen en, por ejenplo, Ausubel et al.
(1995), Sanbrook et al. (1989), y actualizaciones de estos.
Los vectores de transformacién o expresién para la
transformacién de 1los enbriones de nmiz nediados por
Agrobacterium se construyeron nmediante el uso de netodos de
cl onaci 6n estéandares y reacci ones de reconbi naci 6n Gat eway®,

enpl eando un vector binario de destino estandar y el vector
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de entrada que conprendia |os casetes de expresion génica,

tal conp se describe anteriornente.

Ej enpl o 9: Expresi 6n vegetal estable del transgén unido de
manera operativa a | os pronotores novedosos

Las plantas conpletas que contenian un nunero de copias bajo
(es decir 1-2 copias) del transgén Phi YFP se cultivaron en un
i nvernadero. Quince (15) eventos se usaron para el andalisis
de expresiéon de Ty, tal conb se nuestra en la tabla 9 (a
cont i nuaci 6n). La expresion de |a proteina consistente AADL
se obtuvo a partir de todos |os eventos analizados (ver Tabla
9).

Las plantas To con una sola copia del transgén se
retrocruzaron con plantas de nmaiz B104 de tipo salvaje para
obtener semllas T;. Se utilizaron plantas hemcigotas T;
para el analisis. Se analizaron tres (3) -eventos por
construccion y cinco (5) plantas por evento para | a expresion
R3 de I|a hoja. Se utilizaron tres (3) eventos por
construcci 6n para la otra expresi 6n de tipo de tejido.

Las nedidas cuantitativas de la proteina AAD1 obtenida de

tejido de hojas de plantas transgénicas T; que conprenden
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construcciones de pronotores novedosos se nuestran en la
Tabla 10 (a continuacién). Los datos de la Tabla 10
confirmaron que |los resultados de |a expresiéon de Ty (ver
Tabla 9), vy vy nostraron adicionalnmente wuna expresion
consi stentenente alta de la proteina AAD1 en la hoja R3 vy
otros tejidos obtenidos de plantas que contenian |os

pronot ores novedosos descritos en |a presente.

Tabla 9: Expresion de |a proteina AAD1 en hoj as
To V4
Pr ot ei na AAD1

N. ° Event o (ng/ cn)
1 112854 1] -

001. 001 132.8
2 112854[ 1] -

003. 001 6.9
3 112854[ 1] -

006. 001 197. 3
4 112854 1] -

007. 001 38.4
5 112854 1] - 83.1




10

15

20
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6 112854 1] -

010. 001 63. 9
7 112854[ 1] -

011. 001 221.7
8 112854[ 1] -

013. 001 71.9
9 112854 1] -

014. 001 59. 2
10 112854[ 2] -

016. 001 173, 7
11 112854[ 2] -

018. 001 136. 6
12 112854 2] -

019. 001 98. 2
13 112854[ 2] -

024. 001 82.1
14 112854[ 2] -

025. 001 82.7
15 112854[ 2] -

028. 001 88. 4
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Tabla 10: Expresion de la proteina AADL en diferentes tipos de
tejido de plantas T;
Event o Promedi o AAD-1 (ng/ ng)

El ote | Chala | G ano Pol en |Hoja R3 |Raiz Barba | Tall o
112854[ 1]
-008 2811.6 | 1203.4 |1046.1 [999.1 |828.2 2684.5 | 2747.6 |3815.7
112854[ 2]
-024 2388.7 [618.2 |1017.5 |1108.8 |1024.7 1720.7 | 2741.7 | 4484.9
112854[ 2]
-028 2557.1 | 795.4 | 969.2 517.0 |579.4 2574.7 | 2627.4 |3131.1




