ELEVENTOS REGULADORES DE ZEA NAYS

Y USCS DE ESTOS

REI VI NDI CACl ON DE PRI ORI DAD

La presente solicitud reivindica el beneficio de |a fecha
de presentacion de la solicitud de patente provisional de
Est ados Uni dos serie nunmero 61/930, 738, presentada el 23 de
enero de 2014, para "ELEMENTOS REGULADORES DE ZEA MAYS Y USCS

DE ESTOS".

CAMPO TECNI CO
Esta invenci 6n se refiere en general al canpo de |a
bi ol ogi a nol ecul ar vegetal y nas especificanente, al canpo de

| a expresi 6n de transgenes en pl antas.

ANTECEDENTES
Muchas especi es de plantas son capaces de transformarse
con transgenes para introducir rasgos o caracteristicas
agroném canent e deseabl es. Las especi es de plantas se
desarrollan y/o nodifican para que tengan rasgos deseabl es
particul ares. General mente, |o0s rasgos deseabl es incluyen, por

ejenpl o, nejorar la calidad del valor nutricional, aunentar el



rendi m ento, conferir resistencia a plagas o enfernedades,
aunentar |la tolerancia a sequia y estrés, nmejorar |as
cal i dades horticolas (por ejenplo, pignentacién y
crecimento), inpartir tolerancia a herbicidas, permtir la
producci 6n de conpuestos y/o nateriales de la planta utiles en
la industria y/o permtir |la producci 6n de productos
farnmacéuti cos.

Las especies de plantas transgéni cas que conprenden
mil ti ples transgenes apil ados en un solo | ocus gendm co se
producen nedi ante tecnol ogi as de transfornmaci 6n vegetal . Las
t ecnol ogi as de transformaci 6n vegetal dan cono resultado |a
i ntroducci 6n de un transgén en una célul a vegetal, la
recuperaci 6n de una planta transgénica fértil que contiene |a
copia integrada de manera establ e del transgén en el genona de
la planta, y |la posterior expresi 6n del transgén nedi ante
transcripci 6n y traducci 6n del genonma vegetal dan conp
resul tado plantas transgéni cas que poseen rasgos y fenoti pos
deseabl es. Sin enbargo, se prefieren | os necani snos que
permten | a producci 6n de especies de plantas transgénicas
para expresar en gran nedida nmiltiples transgenes nodificados

genéti camente cono una pila de rasgos.



Asim sno, se prefieren | os necani snos que pernmiten |la
expresi 6n de un transgén dentro de 6rganos o tejidos vegetales
particul ares. Por ejenplo, la resistencia aunentada de una
planta a la infecci6n por |os patégenos transmtidos por |a
tierra se puede lograr nediante |a transformaci 6n del genoma
vegetal con un gen de resistencia a | os patdgenos de nodo que
la proteina resistente a | os patdgenos se exprese de gran
manera dentro de las raices de la planta. De manera
alternativa, puede ser conveniente expresar un transgén en
tejidos vegetal es que estan en una fase determ nada de
desarrollo o crecimento particular, tal cono, por ejenplo, la
el ongaci 6n o division celular. Adicional nente, puede ser
deseabl e expresar un transgén en los tejidos del talloy la
hoj a de una pl ant a.

En | a presente se describen el enentos regul adores del
pronotor del gen de unidon a la clorofila a/b de Zea mays.

Adi ci onal mente, se describen construcciones y métodos que
utilizan | os el ementos regul adores del pronotor del gen de

unién a la clorofila a/b de Zea mays.

DESCRI PCl ON



En | a presente se describen secuencias, construcciones y
meét odos para expresar un transgén en célul as vegetales y/o
tejidos vegetal es. En una nodalidad, |a descripcién se refiere
al casete de expresi 6n géni ca que conprende un pronotor unido
de manera operativa a un transgén, donde el pronotor conprende
un polinucledétido que se hibrida en condiciones de rigurosidad
a una sonda de polinucl e6ti dos que conprende una identidad de
secuenci a de al nenos 90% con respecto a un conplenento de |la
SEQ I D NO 2. En nodal i dades adi ci onal es, el pronotor conprende
un polinucledétido que tiene una identidad de secuencia de al
menos 90 % con respecto a la SEQ ID NO 2. En nodal i dades
adi ci onal es, el pronotor conprende un polinucl edtido que
conprende un intron. En otras nodal i dades, el intrén tiene una
i denti dad de secuencia de al nenos 90 % con respecto a |la SEQ
ID NO 5. En una nodal i dad, el pronotor conprende un
pol i nucl eétido que tiene una identidad de secuencia de al
menos 90 % con respecto a la SEQID NO 1. En otras
nodal i dades, el transgén unido de nmanera operativa codifica un
pol i pépti do o un ARN pequefio. En una nodal i dad posterior, el
transgén se sel ecciona del grupo que consiste en un transgén
de resistencia insecticida, transgén de tol eranci a herbi cida,

transgén de eficiencia en el uso de nitrdégeno, transgén de



eficiencia del uso de agua, transgén de calidad nutricional,
transgén de uni é6n a ADN, y transgén de marcador sel ecci onabl e.
En aun otra nodalidad, el casete de expresi on génica conprende
adi ci onal nente una regi 6n 3' no traduci da. En una nodal i dad,
la regién 3' no traducida conprende un polinucl eétido que
tiene una identidad de secuencia de al nenos 90 % con respecto
ala SEQIDNO7 o SEQID NO8. En aun otra nodalidad, el
casete de expresi 6n génica conprende adi ci onal mente una regi én
5' no traducida. En otra nodalidad, la regién 5 no traducida
conprende un polinucl edtido que tiene una identidad de
secuenci a de al nenos 90 % con respecto a la SEQ ID NO 19. En
una nodal i dad, un vector reconbi nante conprende el casete de
expresi 6n géni ca. En un aspecto adicional de |a nodalidad, el
vector reconbinante se sel ecciona del grupo que consiste en un
pl asm do, un coésmi do, un cronmpsona artificial bacteriano, un
virus y un bacteri 6fago. En una nodalidad, una célula
transgéni ca conprende el casete de expresi én génica. En un
aspecto posterior de |la nodalidad, la célula es una célula
vegetal transgénica. En una nodalidad, una planta transgénica
conprende | a célula vegetal transgénica. En un aspecto
adi ci onal de la nodalidad, la planta transgénica es una planta

nonocot i | edénea o una planta dicotil edonea. En otros aspectos



de | a nodalidad, |a planta nonocotil edonea se sel ecci ona del
grupo que consiste en una planta de naiz, una planta de arroz
y una planta de trigo. En una nodalidad, una semlla
transgénica se obtiene a partir de |la planta transgénica. En
una nodal i dad posterior, el pronotor es un pronotor preferido
de un tejido. En una nodalidad adicional, el pronotor
preferido de un tejido es un pronotor preferido de un tejido
de hoja, cascara, tallo o barba. En aun otra nodalidad, el
pronot or conprende una secuenci a de polinucl e6ti dos de | os
nucl edétidos 1-1,887 de la SEQ I D NO 2.

En una nodal i dad, | a descripcién se refiere a una célula
transgéni ca que conprende un polinucleo6tido sintético que se
hi bri da en condi ciones de rigurosidad a una sonda de
pol i nucl e6ti dos que conprende una identidad de secuencia de a
menos 90% con respecto a un conplenento de la SEQ ID NO 2. En
otra nodal i dad adi cional, el polinucleétido sintético tiene
una identidad de secuencia de al nenos 90 % con respecto a |la
SEQ I D NO 2. En nodal i dades adi ci onal es, el polinucleétido
sintético conprende un polinucleétido que conprende un intrén
En otras nodal i dades, el intron tiene una identidad de
secuenci a de al nenos 90 % con la SEQ ID NO 5. En una

nodal i dad, el polinucle6tido sintético conprende un



pol i nucl e6tido con una identidad de secuencia de al nmenos 90 %
con respecto a la SEQ ID NGO 1. En una nodalidad adicional, la
célul a transgéni ca es una célula vegetal transgénica. En una
nodal i dad posterior, la célula vegetal transgénica se produce
por nmedi o de un método de transfornmaci 6n vegetal. En una
nodal i dad adi ci onal, el nétodo de transformaci 6n vegetal se
sel ecci ona del grupo que consiste en un nmétodo de

transf ormaci 6n nedi ada por Agrobacterium un nmétodo de
transformaci 6n de biolistica, un método de transformaci 6n de
carburo de silicio, un nétodo de transformaci 6n de
protoplasto, y un método de transformaci é6n de |iposomas. En
una nodal i dad, una planta transgénica conprende |la célula
vegetal transgénica. En una nodalidad adicional, la planta
transgéni ca es una planta nonocotil edonea o una planta

di cotil edénea. En otras nodal i dades, |a planta nonocotil edénea
se sel ecciona del grupo que consiste en una planta de maiz,
una planta de arroz y una planta de trigo. En una nodal i dad,
una semlla transgénica se obtiene a partir de una planta
transgéni ca. En una nodal i dad adicional, el pronotor es un
pronmotor preferido de un tejido. En una nodalidad posterior,

el pronotor preferido de un tejido es un pronotor preferido de

un tejido de hoja, cascara, tallo o barba. En otra nodalidad,



el polinucleo6tido sintético conprende una secuencia de
pol i nucl eéti dos de | os nucl e6tidos 1-1,887 de la SEQ I D NO 2.
En una nodal i dad, |a descripcidn se refiere a un pronotor
de polinucl eétidos purificado, donde el pronotor conprende un
pol i nucl eétido que se hibrida en condiciones de rigurosidad a
una sonda de polinucl eéti dos que conprende una identidad de
secuenci a de al nenos 90% con respecto a un conplenento de la
SEQ I D NO 2. En nodal i dades adi ci onal es, el pronotor de
pol i nucl eétidos purificado tiene una identidad de secuencia de
al nmenos 90 % con respecto a la SEQ I D NO 2. En nodal i dades
adi ci onal es, el pronotor de polinucleo6tidos purificado
conprende un polinucl edéti do que conprende un intron. En otras
nodal i dades, el intrén tiene una identidad de secuencia de al
menos 90 % con respecto a la SEQ ID NO 5. En una nodal i dad, el
pronotor de polinucl eétidos purificado conprende un
pol i nucl eétido con una identidad de secuencia de al nmenos 90 %
con respecto a la SEQID NO 1. En otra nodalidad, el
pol i nucl eé6tido purificado esta unido de manera operativa a un
transgén. En una nodal i dad posterior, el transgén unido de
manera operativa codifica un polipéptido o es un ARN pequefio.
En una nodal i dad, un casete de expresi 6n génica conprende |a

secuenci a de polinucl eétidos purificada unida de manera



operativa al transgén, que esta unido de manera operativa a |la
regi 6n 3' no traducida. En una nodalidad, la regién 3 no
traduci da conprende un polinucl eétido que tiene una identidad
de secuencia de al nenos 90 % con respecto a la SEQID NO 7 o
SEQ I D NO 8. En una nodal i dad, un casete de expresi 6n génica
conprende | a secuencia de polinucl e6tidos purificada unida de
manera operativa al transgén, donde el polinucleoétido
purificado es una regi6n 5 no traducida de |la SEQ I D NO 19.
En otra nodalidad, la region 5 no traducida conprende un

pol i nucl eéti do que tiene una identidad de secuencia de al
menos 90 % con respecto a la SEQ ID NO 19. En otra nodal i dad,
el transgén se sel ecciona del grupo que consiste en un
transgén de resistencia insecticida, transgén de tol erancia
her bi ci da, transgén de eficiencia en el uso de nitradgeno,
transgén de eficiencia del uso de agua, transgén de calidad
nutricional, transgén de union a ADN, y transgén de marcador
sel ecci onabl e. En una nodal i dad, un vector reconbi nante
conprende un casete de expresi 6n génica. En una nodal i dad

adi cional, el vector reconbi nante se sel ecci ona del grupo que
consi ste en un vector de plasnm do, un vector de cosm do y un
vector de BAC. En una nodal i dad, una célul a transgénica

conprende un casete de expresi 6n génica. En una nodal i dad



posterior, la célula transgénica es una célula vegeta
transgéni ca. En una nodalidad, una planta transgénica
conprende una cél ul a vegetal transgénica. En una nodal i dad
adicional, la planta transgénica es una planta
nonocoti |l edonea. En aun otra nodalidad adicional, |la planta
nonocoti | edonea se sel ecci ona del grupo que consiste en una
pl anta de maiz, una planta de trigo y una planta de arroz. En
una nodal i dad, una senmilla transgénica se obtiene a partir de
una planta transgéni ca. En una nodal i dad posterior, |la
secuenci a de polinucl eo6tidos purificada pronueve |a expresion
preferida de un tejido de un transgén. En una nodal i dad

adi cional, |la secuencia de polinucleétidos purificada promnmueve
| a expresion preferida de un tejido de hoja, céscara, tallo o
barba en un transgén. En otras nodal i dades, el polinucleo6tido
purificado conprende una secuenci a de polinucl eéti dos de | os
nucl eétidos 1-1,887 de la SEQ I D NO 2.

En una nodal i dad, |a descripcion se refiere a un nétodo
para expresar una secuenci a de codificaci 6n heterdl oga en una
pl anta transgéni ca, el netodo conprende:

a) transformar una célula vegetal con un casete de expresioén
géni ca que conprende una secuencia de polinucl e6ti dos

que conprende una identi dad de secuencia de al nenos 90



% con la SEQ ID NGO 2 unida de manera operativa con |a
secuenci a codi ficante heterdl oga, que estéa unida de
manera operativa a la region 3" no traducida;

b) aislar la célula vegetal transfornmada que conprende e
casete de expresi on génica,;

c) regenerar una célula vegetal transfornada en una planta
transgénica; v,

d) obtener |a planta transgénica, donde |la planta transgénica
conprende el casete de expresi on génica que conprende | a
secuenci a de polinucl eétidos que conprende la SEQ ID
NO 2.

En nodal i dades adi ci onal es, | a secuencia de

pol i nucl eéti dos conprende un intrén. En otras nodal i dades, el

intron tiene una identidad de secuencia de al nmenos 90 % con

la SEQ ID NO 5. En una nodalidad, |a secuencia de

pol i nucl e6tidos tiene una identidad de secuencia de al nenos

90 % con respecto a la SEQ ID NO 1. En una nodal i dad

adi cional, |a secuencia codificante heterdl oga se sel ecci ona

del grupo que consiste en secuencias codificantes de

resi stencia insecticida, secuencias codificantes de

tol eranci a herbicida, secuencias codificantes de eficiencia

en el uso de nitrdgeno, secuencias codificantes de eficiencia



del uso de agua, secuencias codificantes de calidad
nutricional, secuencias codificantes de unién a ADN, y
secuenci as codificantes de marcador sel ecci onable. En una
nodal i dad adi ci onal, |a transfornaci 6n de una cél ul a veget al
utiliza un nmétodo de transfornmaci 6n vegetal. En aun otra
nodal i dad, el nmétodo de transformaci 6n vegetal se sel ecci ona
del grupo que consiste en un nmétodo de transfornaci 6n nedi ada
por Agrobacterium un nétodo de transformaci 6n de biolistica,
un met odo de transfornmaci 6n de carburo de silicio, un netodo
de transformaci 6n de protoplastos, y un nétodo de
transfornmaci 6n de |iposomas. En otras nodal i dades, la planta
transgéni ca es una planta nonocotil edénea transgénica o una
pl anta dicotil edénea transgéni ca. En nodal i dades adi ci onal es,
| a pl anta nonocotil edénea transgéni ca se sel ecci ona del grupo
que consiste en una planta de naiz, una planta de trigo y una
planta de arroz. En una nodalidad, una semlla transgénica se
obtiene a partir de una planta transgéni ca. En una nodal i dad
adi cional, |a secuencia codificante heterdl oga se expresa
preferentenmente en un tejido. En aun otra nodalidad, |a
secuenci a codi ficante heterdl oga se expresa en un tejido de

hoja, céscara, tallo o barba. En otras nodali dades, el



pol i nucl eéti do conprende una secuenci a de polinucl eéti dos de
nucl eétidos 1-1,887 de la SEQ I D NOG 2.

En una nodal i dad, |a descripcion se refiere a un nétodo
para ai sl ar una secuenci a de polinucl e6ti dos que conprende una
i denti dad de secuencia de al nenos 90 % con respecto a |la SEQ
ID NO 2, el método conprende:

a) identificar |a secuencia de polinuclebtidos que
conprende una identidad de secuencia de al nenos 90 %

con respecto a la SEQ I D NO 2;

b) producir una pluralidad de secuencias de cebadores de

ol i gonucl e6ti dos, donde | as secuenci as de cebadores de

ol i gonucl e6ti dos se unen a | a secuenci a de

pol i nucl eéti dos que conprenden una identidad de

secuenci a de al nenos 90% con respecto a la SEQ I D NO 2;
C) anplificar |a secuencia de polinucl ebtidos que conprende

una i dentidad de secuencia de al nenos 90% con respecto

ala SEQID NO2 a partir de una nuestra de ADN con | as
secuenci as de cebadores de ol igonucl e6ti dos

sel ecci onadas de | a pluralidad de secuenci as de

cebadores de ol igonucl ebtidos; v,



d) ai slar | a secuencia de polinucleétidos que conprende una
i denti dad de secuencia de al nenos 90 % con respecto a
la SEQ I D NO 2.
En nodal i dades adi ci onal es, | a secuencia de
pol i nucl e6ti dos conprende un intrdon. En otras nodal i dades, el
intrén tiene una identidad de secuencia de al nenos 90 % con
la SEQ ID NO 5. En una nodalidad, |a secuencia de
pol i nucl eéti dos tiene una identidad de secuencia de al nenos
90 % con respecto a la SEQ ID NO 1. En una nodal i dad
adi ci onal, | a secuencia de polinucleétidos aislada que
conprende una identidad de secuencia de al nenos 90 % con
respecto a la SEQ ID NO 2 estéa unida de nanera operativa a un
transgén. En una nodal i dad adicional, el transgén unido de
manera operativa codifica un polipéptido. En una nodalidad,
un casete de expresi 6n géni ca conprende una secuenci a de
pol i nucl e6ti dos con una identidad de secuencia de al nenos 90
% con respecto a la SEQ I D NO 2 unida de nanera operativa a
un transgén, donde el transgén esta uni do de manera operativa
a una regi6n 3'- no traducida. En una nodalidad, la regi 6n 3
no traduci da conprende un polinucl e6tido que tiene una
i denti dad de secuencia de al nenos 90 % con respecto a |a SEQ

IDNO 7 o SEQID NO 8. En una nodalidad adicional, e



transgén se sel ecci ona del grupo que consiste en secuenci as
codi fi cantes de resistencia insecticida, secuencias

codi ficantes de tol eranci a herbicida, secuencias codificantes
de eficiencia en el uso de nitrdgeno, secuencias codificantes
de eficiencia del uso de agua, secuencias codificantes de
calidad nutricional, secuencias codificantes de uni 6n a ADN,
y secuenci as codificantes de marcador sel ecci onable. En una
nodal i dad, un vector reconbi nante conprende un casete de
expresi 6n géni ca. En una nodalidad adicional, el vector se
sel ecci ona del grupo que consiste en un vector de plasm do,
un vector de césm do y un vector de BAC. En una nodal i dad,
una célula transgéni ca conprende el casete de expresion

géni ca. En una nodalidad adicional, |a célula transgénica es
una célula vegetal transgénica. En una nodal i dad, una planta
transgéni ca conprende una célula vegetal transgénica. En una
nodal i dad adicional, |la planta transgénica es una planta
nonocoti |l eddnea o una planta dicotil edbénea. En una nodal i dad
adi cional, |a planta nonocotil edénea se sel ecci ona del grupo
que consiste en una planta de naiz, una planta de trigo y una
planta de arroz. En una nodalidad, una semlla transgénica se
obtiene a partir de una planta transgénica. En otras

nodal i dades, el polinucl eétido aislado conprende una



secuenci a de polinucl eétidos de | os nucleétidos 1-1,887 de |la
SEQ I D NO 2.

En una nodal i dad, | a descripcidn se refiere a un nétodo
para producir una secuenci a de polinucleétidos sintéticos que
conprende una identidad de secuencia de al nenos 90 % con
respecto a la SEQ ID NO 2, el método conprende:

a) identificar |a secuencia de polinuclebtidos que

conprende la SEQ I D NOG 2;

b) ai slar | a secuencia de polinucledtidos que conprende | a

SEQ I D NO 2;

C) definir una pluralidad de secuencias de polinucl e6tidos

gue conprenden una identidad de secuencia de al nmenos 90

% con respecto a la SEQ | D NO 2.

d) sintetizar una secuencia de polinucl e6tidos que
conprende una identidad de secuencia de al nenos 90 %

con respecto a la SEQ I D NO 2 v,

e) producir una secuencia de polinucleb6tidos sintéticos que
conprende una identidad de secuencia de al nenos 90 %

con respecto a la SEQ I D NO 2.



En una nodal i dad adicional, la sintesis conprende:
a) identificar |la secuencia de polinucleo6tidos que
conprende una identidad de secuencia de al nenos 90 %
con respecto a la SEQ I D NO 2;
b) producir una pluralidad de secuencias de cebadores de
ol i gonucl eéti dos, donde | as secuenci as de cebadores de
ol i gonucl e6ti dos se unen a | a secuenci a de
pol i nucl eéti dos que conprenden una identidad de
secuenci a de al nenos 90% con respecto a la SEQ I D NG 2;
c) ligar la pluralidad de secuenci as de cebadores de
ol i gonucl e6ti dos para sintetizar |a secuencia de
pol i nucl eéti dos que conprende una identidad de secuencia
de al nenos 90% con respecto a la SEQ | D NO 2.
En nodal i dades adi ci onal es, | a secuencia de
pol i nucl eéti dos sintetizados conprende un intrdon. En otras
nodal i dades, el intron tiene una identidad de secuencia de a
menos 90 % con la SEQ ID NO 5. En una nodalidad, |a secuencia
de polinucleb6tidos sintetizada tiene una identidad de
secuenci a de al nmenos 90 % con respecto a la SEQ ID NO 1. En
una nodal i dad adi cional, |a secuencia de polinucl e6tidos
sintetizada conprende una identidad de secuencia de al nenos

90 % con respecto a la SEQ ID NO 2 que esta unida de nanera



operativa a un transgén. En aun otra nodalidad, el transgén
uni do de nanera operativa codifica un polipéptido. En una
nodal i dad, un casete de expresi 6n géni ca que conprende | a
secuenci a de polinucl eétidos sintetizada que conprende una

i denti dad de secuencia de al nmenos 90 % con la SEQ ID NG 2
uni da de nmanera operativa con el transgén que estda unido
operativanente a la regi6n 3" no traducida. En una nodali dad,
la regi 6n 3' no traduci da conprende un polinucl eétido que
tiene una identidad de secuencia de al nmenos 90 % con
respecto ala SEQID NGO 7 o SEQID NO 8. En aun otra
nodal i dad, el transgén se sel ecci ona del grupo que consiste
en un transgén de resistencia insecticida, transgén de

tol eranci a herbicida, transgén de eficiencia en el uso de

ni trégeno, transgén de eficiencia del uso de agua, transgén
de calidad nutricional, transgén de uni6n a ADN, y transgén
de mar cador sel ecci onable. En una nodalidad, un vector
reconbi nante conprende el casete de expresi 6n génica. En una
nodal i dad adi ci onal el vector reconbi nante se sel ecci ona del
grupo que consiste en un vector de pl asmido, un vector de
césmido y un vector de BAC. En una nodal i dad, una célul a
transgéni ca conprende el casete de expresi 6n génica. En una

nodal i dad adicional, la célula transgénica es una célula



vegetal transgénica. En una nodalidad, una planta transgénica
conprende una célula vegetal transgénica. En una nodal i dad
adicional, la planta transgénica es una planta
nonocot i | edonea. En otras nodal i dades, |a planta
nonocoti | edonea se sel ecciona del grupo que consiste en una
planta de maiz, una planta de trigo y una planta de arroz. En
una nodal i dad, una senilla transgénica se obtiene a partir de
una planta transgénica. En otras nodal i dades, el
pol i nucl e6tido sintético conprende una secuenci a de
pol i nucl eéti dos de | os nucleb6tidos 1-1.887 de la SEQ I D NO 2.
En una nodal i dad, una construcci 6n conprende un casete de
expresi 6n géni ca que conprende un pronotor del gen de uni6n de
la clorofila a/b de Zea mays de la SEQ ID NGO 1, SEQ I D NG 2,
SEQ ID NO 3, o SEQID NGO 4. En una nodalidad, un casete de
expresi 6n génica incluye un pronotor del gen de uni6n de |la
clorofila a/b de Zea mays de la SEQ ID NO 1, SEQ ID NGO 2, SEQ
ID NO3, o SEQID NO 4 unido de nanera operativa a un transgén
0 a una secuencia codificante heterdl oga. En una nodal i dad, un
casete de expresi on génica incluye una 3 -UTR del gen de
union de la clorofila a/b de Zea mays de la SEQ ID NO 7, o SEQ
I D NO 8 unida de manera operativa a un transgén. En una

nodal i dad, un casete de expresi on génica incluye una 3 -UTR



del gen de unio6n de la clorofila a/b de Zea nays de la SEQ ID
NO 7, o SEQ ID NO 8 unida de manera operativa a un pronotor

En una nodal i dad adici onal, un casete de expresi on génica
incluye una 3° -UTR del gen de union de la clorofila a/b de
Zea mays de la SEQID NGO 7, o SEQ ID NO 8 uni da de manera
operativa a un pronmotor del gen de unién de la clorofila a/b
de Zea mays de la SEQID NGO 1, SEQID NO 2, SEQID NO 3, o SEQ
ID NG 4. En una nodal idad, un casete de expresi 6n génica
incluye una 5 -UTR del gen de unién de la clorofila a/b de
Zea mays de la SEQ I D NO 19 unida de nanera operativa a un
transgén. En una nodal i dad, un casete de expresi én génica
incluye una 5 -UTR del gen de unién de la clorofila a/b de
Zea mays de la SEQ I D NO 7 unida de nmanera operativa a un
promotor. En una nodal i dad adi ci onal, un casete de expresion
génica incluye una 5 -UTR del gen de unio6n de la clorofila
a/lb de Zea mays de la SEQ ID NO 7 unida de nanera operativa a
un pronotor del gen de unién de la clorofila a/b de Zea nmays
de la SEQID NGO 1, SEQID NO 2, SEQID NG 3, o SEQID NG 4. En
una nodal i dad, un casete de expresio6n génica incluye un intrén
del gen de unién de la clorofila a/b de Zea mays de la SEQ ID
NGO 5, o SEQ ID NO 6 unido de nanera operativa a un transgén

En una nodal i dad, un casete de expresi 6n génica incluye un



intrén del gen de unidén de la clorofila a/b de Zea mays de |a
SEQ ID NO5, o SEQID NO 6 unido de nanera operativa a un
pronotor. En una nodalidad, un casete de expresi én génica

i ncluye un pronotor del gen de union de la clorofila a/b de
Zea mays de la SEQID NO1, SEQID NGO 2, SEQID NG 3, o SEQ ID
NO 4 uni do de manera operativa a un transgén o a una secuenci a
codi ficante heterdl oga. En una nodalidad, un casete de

expresi 6n génica incluye al nmenos uno, dos, tres, cuatro,
cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez o mas transgenes.

En una nodal i dad, un casete de expresi 6n génica incluye
de manera independi ente a) un pronotor del gen de unién de |la
clorofila a/b de Zea mays de la SEQ ID NO 1, SEQ ID NGO 2, SEQ
IDNO3, o SEQID NO 4, b) un intrén del gen de unién de |la
clorofila a/b de Zea mays de la SEQID NO5 o SEQ ID NO 6, c)
y una 3'-UTR del gen de unién de la clorofila a/b de Zea mays
de la SEQIDNO7 o SEQID NO8 y d) una 5 -UTR del gen de
union de la clorofila a/b de Zea mays de |la SEQ | D NO 19.

En | a presente se describen nétodos de cultivo de pl antas
que expresan un transgén usando pronotores del gen de uni 6n de
la clorofila a/b de Zea mays de la SEQ ID NG 1, SEQ I D NG 2,
SEQID NO 3, o SEQID NGO 4; intrones de la SEQID NO5 o SEQ

IDNOG6; 3-UTRde la SEQIDNO7 o SEQID NG 8; y 5 -UIR de



la SEQ 1D NO 19. En | a presente tanbi én se descri ben nmét odos
de cultivo de células y tejidos vegetal es que expresan un
transgén usando | os pronotores del gen de unién de la
clorofila a/b de Zea mays de la SEQ ID NO 1, SEQ ID NGO 2, SEQ
IDNO3, o0 SEQIDNGO4; intrones de la SEQID NO5 o SEQ ID
NO6; 3-UTRde la SEQIDNO7 o SEQID NG 8; y 5 -URde |a
SEQ I D NO 19. En una nodal i dad, |os netodos conp se describen
en | a presente incluyen | a expresi on génica especifica de
tejido en hojas y tall os vegetal es.

En una nodal i dad, un casete de expresi 6n génica incluye
una secuenci a de polinucle6tidos pronotora de la SEQ I D NO 1,
SEQID NO 2, SEQID NG 3, o SEQID NO 4 que se obtuvo a partir

del gen de unién a la clorofila a/b de Zea mays.

BREVE DESCRI PCl ON DE LAS Fl GURAS

LA FIG 1 es un diagrama de flujo esquenati co que
nmuestra el proceso de identificaci 6n de genes de expresion
alta en el maiz usando un enfoque de perfil transcripcional
con | a Secuenciaci 6n de U tim Generaci 6n (NGS, por sus
siglas en inglés).

LA FIG 2 nuestra un alineamento de |a longitud conpleta

del pronmotor del gen de unié6n de la clorofila a/b de Zea mays



(SEQ I D NO 1) en conparaci 6n con el pronotor del gen de unién
de la clorofila a/b de Zea mays nodificado (SEQ ID NO 3), este
al i neami ento nuestra | as secuenci as de polinucl eéti dos

repeti das que fueron quitados para producir |a secuencia del
pronotor del gen de union de la clorofila a/b de Zea mays
modi fi cado.

LA FIG 3 nuestra el mapa de pl &sm dos del vector
pDAB114438 que ilustra un casete de expresi 6n génica que
conprende | os el ement os regul adores del pronotor del gen de
uni 6n de la clorofila a/b de Zea nays de | ongitud conpleta
(mar cado cono “pronotor ZmCAB”) que controla | a expresion de
un gen indi cador cry34Abl.

LA FIG 4 nuestra un nmapa del vector de contro
pDAB101556 que contiene un gen indicador yfp en lugar del gen
i ndi cador cry34Abl presente en | a construcci én pronotora de
prueba, pDAB114438, conp el gen de interés. La expresion
géni ca de yfp fue inpul sada por el pronotor de ubiquitina 1
de Zea mays (Zmbil) y term nada por la 3 -UTR de Zea mays
Per5 (ZnPerb).

LA FIG 5 nuestra un nmapa de pDAB108746, un vector de

control positivo que contiene el gen indicador cry34Abl



i mpul sado por el pronotor de ZmUil y term nado por la 3 -UTR
de Sol anum tuberosum Pinll (StPinll).

LA FIG 6 nuestra el mapa de plasm dos del vector
pDAB120165 que ilustra un casete de expresi 6n géni ca que
conprende | os el enmentos regul adores del pronotor del gen de
union de la clorofila a/b de Zea mays nodi fi cado que control an
| a exposici 6n de un gen indicador cry34Abl.

LA FIG 7 nuestra el mapa de pl asm dos del vector
pDAB120166 que ilustra un casete de expresi on géni ca que
conprende el pronotor del gen de unidén de la clorofila a/b de
Zea mays de |ongitud conpleta (marcado cono “pronotor ZmCAB”)
y los elenmentos regul adores de la 3 UTR del gen de uni 6n de
la clorofila a/b de Zea nays nodificada (SEQ ID No. 8) que

controlan | a expresion del gen indicador cry34Abl.

MODO' S PARA LLEVAR A CABO LA | NVENCI ON
Def i ni ci ones

Tal conpb se usa en la presente, los articulos “un”, “una”
y “el/la” incluyen referencias en plural a nmenos que el
contexto claranente sin anbi gledades | o indique de otra

maner a.



Tal conb se usa en |la presente, el térmno
"retrocruzam ento" se refiere a un proceso en el que un
cul tivador cruza una progeni e hibrida nuevanente con uno de
sus progenitores, por ejenplo, un hibrido F1 de prinera
generaci 6n con uno de | os genoti pos parental es del hibrido F1.

Tal conp se usa en la presente, el térnmno “intron” se
refiere a cual qui er secuencia de &ci do nucl ei co conprendi da en
un gen (o secuencia de nucl e6ti dos expresada de interés) que
esta transcrita pero no traducida. Los intrones incluyen |la
secuenci a de aci do nucleico no traduci da dentro de una
secuenci a de ADN expresada, asi conpb tanbi én | a secuencia
correspondi ente en | as nol écul as de ARN transcritas a partir
de esta.

Una construcci 6n descrita en |l a presente tanbi én puede
contener secuencias que nejoran |a traduccién y/o la
estabilidad de ARNmtal es cono intrones. Un ejenplo de dicho
intron es el priner intron del gen Il de la variante de
hi stona de Arabi dopsis thaliana o cual quier otra secuenci a de
i ntrones cominnente conoci da. Los intrones se pueden usar en
combi naci 6n con una secuencia pronotora para nejorar |a

traducci 6n y/o | a estabilidad del ARNm



Tal conb se usa en la presente, |os térmnos “regi6n 5
no traducida” o “5 -UTR’" se refieren al segnento no traducido
en el extrenp 5 de pre-ARNm o ARNm madur os. Por ejenplo, en
| os ARNm maduros, una 5’ -UTR tipi canmente posee en su extrenp
5 un casquete de 7-netilguanosina y participa en nuchos
procesos tal es conp enpal me, poliadenilaci6n, exportaci 6n del
ARNm hacia el citoplasma, identificacion del extrenp 5 del
ARNm nedi ante | a maqui naria de traducci 6n y protecci 6n de | os
ARNm contra | a degradaci 6n

Tal conp se usa en la presente, el térmno “regi6n 3' no
traducida” o “3'-UTR’ se refiere a un segnento no traduci do en
el extreno 3 de pre-ARNm o ARNm maduros. Por ejenplo, en |os
ARNm madur os esta regi 6n posee la cola poli-(A) y se sabe que
cunpl e varios roles en la estabilidad del ARNm 1la iniciacién
de la traduccio6n, y la exportaci 6n del ARNmM

Tal conp se usa en |a presente, el térm no “sefial de
pol i adeni | aci 6n” se refiere a una secuencia de aci do nucleico
presente en transcripciones de ARNm que permte que |as
transcri pci ones, cuando estan en presencia de una poli-(A)
pol i merasa, se poliadenilen en el sitio de poliadenil acidn,
por ejenplo, ubicado 10 a 30 bases posteriores a |a seifal

poli-(A). En la técnica se conocen nuchas sefal es de



pol i adenilaci 6n y son Gtiles para |la presente invencioén. Una
secuenci a de ejenplo incluye AAUAAA y variantes de esta, tal
cono se describe en Loke J., et al., (2005) Plant Physi ol ogy
138(3); 1457-1468.

Tal conp se usa en |a presente, el térmno "aislado" se
refiere a un conponente biol 6gico (que incluye una proteina o
aci do nucl ei co) que ha sido separado de otros conponentes
bi ol 6gi cos en | a célula del organisnp en |la que el conponente
se origina naturalmente (es decir, otro ADN cronosoém co y
extracronoson co).

Tal conb se usa en |la presente, el térmno "purificado”
en referencia a | as nol écul as de aci do nucl eico no requiere
pureza absoluta (tal cono una preparaci 6n honbgénea); por el
contrario, representa una indicaci é6n de que |a secuencia es
rel ati vamente nas pura que en su entorno celular natural (en
conpar aci 6n con el nivel natural, este nivel deberia ser al
nmenos 2-5 veces mayor, por ejenplo, en térnm nos de niveles de
expresi 6n géni ca o concentraci 6n). Las nol écul as de ADN se
pueden obtener directanente del ADN total o del ARN total.
Ademés, | os clones de ADNc que no son de origen natural, pero
que son preferentenente obteni dos de | a mani pul aci 6n de una

sustanci a de origen natural parcial mente purificada (ARN



nmensaj ero). La construcci é6n de una biblioteca de ADNc a
partir de ARNminplica |la creaci 6n de una sustancia sintética
(ADNc). Los clones de ADNc i ndividual es se pueden purificar a
partir de la biblioteca sintética nmediante |a selecci 6n de
cl ones de las células que portan | a biblioteca de ADNc. Por
| o tanto, el proceso que incluye |a construcci 6n de una
bi bl ioteca de ADNc a partir del ARNmy la purificacion de
cl ones de ADNc distintos proporciona una purificaci 6n de
apr oxi madanente 10° veces del nensaje natural. Asinmsnmo, una
secuenci a de ADN pronotora se podria clonar en un plasm do.
Dicho clon no es de origen natural, pero se obtiene
preferiblemente de | a nmani pul aci 6n de una sustancia de origen
natural parcialnente purificada, tal conp una biblioteca de
ADN genénica. Por lo tanto, en estas teécnicas se favorece |a
purificaci 6n de al nenos un orden de nagnitud, y en al gunas
nodal i dades dos o tres Ordenes, y en otras nodal i dades cuatro
o cinco o mas 6rdenes de nagnitud.

De manera simlar, la purificacién representa una
i ndi caci 6n de que se ha produci do un canbio funcional o
quim co en | a secuencia de ADN del conponente. Las proteinas
y nol écul as de &ci do nucl ei co que fueron "purificadas"

incluyen |l as proteinas y nol écul as de &ci do nucl ei co



purificadas nedi ante nétodos de purificaci 6n estandar. E
térmno "purificado" tamnbi én conprende &ci dos nucleicos y
prot ei nas preparadas nedi ante mét odos de ADN reconbi nante en
una célul a huésped (por ejenplo, células vegetal es), asi conp
tanbi én péptidos, proteinas y nol écul as de aci do nucl ei co
qui m canent e sintetizadas.

El térmno "reconbi nante" significa una célula u
organi sno en el que se ha producido |a reconbi naci 6n
genética. Tanbi én incluye una nol écul a (por ejenplo, un
vector, plasm do, acido nucleico, polipéptido o ARN pequefio)
que ha sido alterado artificial o sintéticanmente (es decir,
no natural mente) por la intervenci 6n humana. La alteraci 6n se
puede realizar dentro de la nol écula, o se puede quitar de su
entorno o estado natural.

Tal conmp se usa en |la presente, el térm no "expresion”
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 pequefas)
y/ o el proceso nediante el cual el ARNmtranscrito (tanbién
|l amado "transcripci 6n") se traduce posteriornmente en
pépti dos, polipéptidos o proteinas. La expresi 6n géni ca puede
verse influenci ada por sefal es externas, por ejenplo,

exposi ci 6n de una célula, tejido, u organisno a un agente que



aunenta o dism nuye | a expresi on génica. La expresi 6n de un
gen tanbi én se puede regular en cual quier parte de la via de
ADN a ARN a proteina. La regulacién de | a expresi 6n génica
ocurre, por ejenplo, a través de controles que actuan en |la
transcripci 6n, traducci 6n, transporte y procesan ento del
ARN, degradaci 6n de nol écul as internediarias tal conmo ARNm o
a través de activaci On, inactivaci 6n, conpartinentaci 6n o
degradaci 6n de nol écul as de proteinas especificas |uego de su
el aboraci 6n, o medi ante conbi naci ones de estas. La expresion
géni ca se puede nedir a nivel del ARN al nivel de proteina
medi ant e cual qui er nmétodo conoci do en | a técnica, incluyendo,
de nodo 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, |os térmnos
“silenciam ento géni co basado en honologia ” o “HBGS” son
t érm nos genéricos que incluyen tanto el silenciamento génico
transcripcional y el silenciam ento génico postranscripcional.
El silenciam ento de un | ocus objetivo nmediante un | ocus de
silenciamento no unido puede ser el resultado de |a
i nhi bicion de la transcripcion (silenciam ento génico

transcripcional; TGS, por sus siglas en inglés) o la



degradaci 6n del ARNm (sil enci am ento génico
postranscri pci onal; PTGS, por sus siglas en inglés), debido a
| a producci 6n de ARN de dobl e cadena (ARNdc) que corresponde a
secuenci as pronotoras o transcritas, respectivanente. La
partici paci 6n de di ferentes conponentes cel ul ares en cada
proceso sugiere que el TGS y PTGS inducido por el ARNdc
probabl emente sea el resultado de |a diversificaci 6n de un
mecani snb anti guo conmin. Sin enbargo, ha sido dificil lograr
una conparaci 6n estricta de TGS y PTGS debi do a que
gener al nent e depende del analisis de diferentes |ocus de

sil enci am ento. Se puede indicar que un solo |ocus de transgén
inicia anbos, TGS y PTGS, debido a |la producci 6n de ARNdc que
corresponde a secuencias pronotoras y transcritas de

di ferentes genes objetivo.

Tal conb se usa en |la presente, |los térm nos “nol écul a de
aci do nucl eico”, “acido nucleico” o “polinucle6tido” (los tres
t érm nos son sinoninos entre si) hacen referencia a una form
pol i mérica de nucl ebtidos, que pueden incluir anbas cadenas,
sentido y antisentido de ARN, ADNc, ADN genomnico y formas
sintéticas, y polineros nmezcl ados de estos. "Un nucl e6tido”
puede referirse a un ribonucl eéti do, deoxirribonuclebétido o

una forma nodifi cada de cual quier tipo de nucleétido. Una



nol écul a de &ci do nucleico frecuentenente tiene al menos 10
bases de |longitud, a nmenos que se especifique |o contrario.
Los térm nos pueden hacer referencia a una nol écula de ARN o
ADN de |ongitud indeterm nada. Los térm nos incluyen fornas
nonocat enarias y bicatenarias del ADN. Una nol écul a de acido
nucl ei co puede incluir cual quiera o anbos nucl e6ti dos de
origen natural y nodificados unidos entre si por nmedio de
enl aces de nucl eéti dos de origen natural y/o de origen no
nat ur al

Las nol écul as de aci do nucl ei co se pueden nodificar
qui m ca o bi oquim canente, o pueden contener bases de
nucl edti dos no natural es o derivatizados, conp | o entenderéa
facil mente un experto en | a técnica. Dichas nodificaci ones
i ncl uyen, por ejenplo, etiquetas, netilacion, substituci én de
uno o mas de | os nucl e6tidos de origen natural con un anal ogo,
nodi fi caci ones entre nucl e6ti dos (por ejenplo, enlaces no
cargados: por ejenplo, netil fosfonatos, fosfotriésteres,
f osf oram dat os, carbamatos, etc.; enlaces cargados: por
ej enpl o, fosforotioatos, fosforoditioatos, etc.; restos
col gantes: por ejenplo, péptidos; intercal adores: por ejenplo,
acridina, psoraleno, etc.; quelantes; alquilantes; y enlaces

nodi fi cados: por ejenplo, acidos nucleicos al fa anongricos,



etc.). El térmno “nol écul a de aci do nucl ei co” tanbi én incluye
cual qui er conformaci 6n topol 6gi ca, incluyendo confornmaci ones
nonocat enari as, bicatenarias, parcialmente en dupl ex, en
triplex, en forma de horquilla, circulares y en candado.

La transcripci on procede desde 5° a 3 a lo largo de la
cadena de ADN. Esto significa que el ARN se realiza nediante
| a adici 6n secuenci al de ribonucl e6tido-5 -trifosfatos al
extrenmop 3' de |l a cadena creciente (con una elimnaci6n
necesaria del pirofosfato). Ya sea en una nol écul a de acido
nucleico lineal o circular, los distintos el enentos (por
ej enpl o, secuenci as de nucl e6tido particul ares) se pueden
definir comb que estan “anteriores” con respecto a un elenento
adi ci onal si estéan o estuviesen unidos al msno acido nucleico
en la direccion 5 desde ese elenento. De nanera similar, |os
di stintos el enmentos pueden estar “posteriores” con respecto a
un el emento adicional si estan o estuviesen unidos al msno
acido nucleico en la direccion 3 desde ese el enento.

Tal conmp se usa en la presente, el térm no “posicioén
base” se refiere a |la ubicaci 6n de una base o residuo de
nucl eéti do dado dentro de un &ci do nucl ei co desi gnado. Un
aci do nucl ei co desi gnado se puede definir nmediante el

al i neam ento con un aci do nucl ei co de referencia.



Tal conb se usa en |la presente, el térmno “hibridacién”
se refiere a un proceso donde | os polinucleétidos u
ol i gonucl e6ti dos y sus anal ogos se hibridan nedi ante enl aces
de hidrogeno, que incluyen |os enlaces de hidrdégeno de WAt son-
Crick, Hoogsteen o Hoogsteen invertido, entre bases
conpl ementari as. General nente, |as nol écul as de aci do nucl ei co
consi sten en bases nitrogenadas que son ya sea pirimdinas
(citosina (C, uracilo (U, y timna (T)) o purinas (adenina
(A) y guanina (G). Las bases nitrogenadas fornman enl aces de
hi dr 6geno entre una pirimdina y una purina, y la unién de una
pirimdina a una purina se denom na “apaream ento de bases”.
Mas especificanmente, A se unira nediante enlace de hidrogeno a
ToU y Gse unird a C. “Conplenentario” se refiere al
apaream ento de bases que ocurre entre dos secuencias de &cido
nucl eico distintas o dos regiones distintas de la msm
secuenci a de aci do nucl ei co.

Tal conp se usa en |la presente, |os térmnos
“especificamente hibridable” y “especificanente
conpl enmentari 0” se refiere a un grado suficiente de
conpl enent ari edad de nodo que ocurre la unién estable y
especifica entre un polinucledtido/oligonucle6tido y el DNA o

ARN obj etivo. Los oligonucl eétidos/polinucleébtidos no tienen



que ser necesarianmente 100 % conpl enmentarios a | a secuencia
obj etivo para hibridarse especificanmente. Un

ol i gonucl e6t i do/ pol i nucl e6ti do es especificanmente hibridable
cuando | a uni 6n del oligonucl e6tido/polinucleétido a la

nol écul a de ADN o ARN objetivo interfiere con |a funcion
normal del ADN o ARN objetivo, y hay suficiente grado de
conpl enentari edad para evitar la unién no especifica de un

ol i gonucl e6ti do/ pol i nucl e6ti do a secuencias no objetivo en
condi ci ones donde se desea | a uni 6n especifica, por ejenplo,
en condi ciones fisiol 6gicas en el caso de ensayos o0 sistenas
in vivo. Dicha union se denom na hibridaci 6n especifica. Las
condi ci ones de hi bridaci 6n que dan conp resul tado grados
particul ares de rigurosidad variaran en funcion de |a

nat ural eza del método de hibridacion elegido y |la conposicioén
y longitud de | as secuencias de aci do nucleico de que se

hi bri dan. General nente, |a tenperatura de hibridacién y |la
fuerza i6nica (especial nente concentraci 6n de Na* y/o My?") de
un anortiguador de hibridacion contribuira a la rigurosidad de
hi bri daci 6n, aunque | os tienpos de | avado tanbi én i nfluyen en
| a rigurosidad. Los calcul os con respecto a | as condi ci ones de
hi bri daci 6n necesarias para | ograr grados de rigurosidad

particul ares se discuten en Sanbrook et al. (ed.), Ml ecular



Cloning: A Laboratory Manual, 2da. ed., vol. 1-3, Cold Spring
Har bor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York, 1989.

Tal conp se usa en |la presente, el térm no “condiciones
de rigurosidad” conprende | as condiciones en |las que |a
hi bri daci é6n solo ocurriréa si hay nenos de 50 % de nal
apaream ento entre |a nol écula de hibridacién y el ADN
obj etivo. “Condiciones de rigurosidad” incluyen niveles
adi ci onal es de rigurosidad en particular. Por lo tanto, tal
conb se usa en |la presente, |as condiciones de “rigurosidad
noder ada” son aquellas en |las que |as nol écul as con mas de 50
% de mal apaream ento de secuencia no se hibridaran; |as
condi ciones de “rigurosidad alta” son aquellas en |las que |as
secuenci as con mas de 20 % de mal apaream ento no se
hi bri daran; y las condiciones de “rigurosidad nmuy alta” son
aqguel l as en |l as que | as secuencias con mas de 10 % de na
apar eam ento no se hibridaran

En nodal i dades particul ares, |as condici ones de
ri gurosi dad pueden incluir la hibridacion a 65 °C, seguida por
| avados a 65 °C con 0,1x SSC/ SDS al 0,1 % durante 40 m nutos.
Las siguientes son condiciones de hibridaci 6n representativas

y no taxativas:



o Ri gurosidad Muy Alta: hibridacion en anortiguador SSC 5x

a 65 °C durante 16 horas; |avar dos veces en anortiguador

SSC 2x a tenperatura anbiente durante 15 mnutos cada

uno; y lavar dos veces en anortiguador SSC 0,5x SSC a 65

°C durante 20 m nutos cada uno.

o Ri gurosi dad Alta: hibridacién en anorti guador SSC 5-6 x a

65-70 °C durante 16-20 horas; | avar dos veces

anortiguador SSC 2x a tenperatura anbiente durante 5-20

m nutos cada uno; y lavar dos veces en anortiguador

1x SSC a 55-70 °C durante 30 mi nutos cada uno.

o Ri gur osi dad Moderada: hibridaci 6n en anortiguador SSC 6x

a tenperatura anbiente hasta 55 °C durante 16-20 horas;

| avar al nenos dos veces en anortiguador SSC 2x-3x a

tenperatura anbiente hasta 55 °C durante 20-30 m nutos

cada uno.

En una nodal i dad, | as nol écul as de &ci do nucl ei co
especificamente hibridabl es pueden pernmanecer unidas en
condi ci ones de hi bridaci 6n de rigurosidad nuy alta. En una
nodal i dad, | as nol écul as de aci do nucl ei co especificanmente
hi bri dabl es pueden per manecer uni das en condi ci ones de

hi bri daci 6n de rigurosidad alta. En una nodalidad, |as



nmol écul as de &aci do nucl ei co especificanente hibridabl es pueden
per manecer uni das en condi ci ones de hi bridaci 6n de ri gurosi dad
noder ada.

Tal conb se usa en |la presente, el térmno
“ol i gonucl e6ti do” se refiere a un polinero de acido nucl ei co
corto. Los oligonucl eétidos se pueden fornman nediante | a
esci si 6n de segnentos de acido nucleico mas |argos o nedi ante
| a polinerizaci 6n de | os precursores de nucl e6ti dos
i ndi vidual es. Los sintetizadores automati cos permten |a
sintesis de oligonucl ed6ti dos de hasta vari os cientos de pares
de bases de longitud. Dado que | os oligonucl ebtidos se pueden
unir a una secuenci a de nucl eéti dos conpl enentaria, se pueden
usar cono sondas para detectar ADN o ARN. Los ol igonucl eéti dos
conmpuest os por ADN (ol igodesoxirribonucl e6ti dos) se pueden
usar en reacci 6n en cadena de |a polinerasa, una técnica para
| a anplificaci 6n de secuencias de ADN pequefias. En | a reacci 6n
en cadena de |la polinmerasa, a un oligonucleétido tipicanente
se | o denom na “cebador” |lo que permte que |la ADN polinerasa
extienda el oligonucleétido y replique |a cadena
conpl enent ari a.

Tal conb se usa en la presente, los térninos “reacci6n

en cadena de la polinerasa” o “PCR’ se refieren a un



procedimento o técnica en la que se anplifican canti dades
infimas de acido nucl eico, ARN y/o ADN, tal conp se descri be
en | a patente estadouni dense n.° 4,683,195. Ceneral nente, |a
i nformaci 6n de | a secuencia de | os extrenos de la regi 6n de
interés o mas alla tiene que estar disponible, de nodo que
puedan di seflar se cebadores de ol i gonucl ebti dos; estos
cebadores seran idénticos o sinmilares en secuencia a cadenas
opuestas de la plantilla que se anplificara. Los nucl e6ti dos
de extreno 5° de | os dos cebadores pueden coincidir con |os
extrenos del material anplificado. La PCR se puede usar para
anplificar secuencias de ARN especificas, secuencias de ADN
especificas de ADN genom co total, y ADNc transcrito de ARN
celular total, secuencias de bacteri 6fagos o pl asm dos, etc.
Véase generalmente Mullis et al., Cold Spring Harbor Synp.
Quant. Biol., 51:263 (1987); Erlich, ed., PCR Technol ogy,

(St ockton Press, NY, 1989).

Tal conp se usa en |la presente, el térm no “cebador” se
refiere a un oligonucl eétido capaz de actuar conb un punto de
iniciacion de la sintesis junto con una cadena
conpl enentaria, cuando | as condi ci ones son adecuadas para | a
sintesis de un producto de extensi 6n de cebador. Las

condi ci ones de sintesis incluyen | a presencia de cuatro



trifosfatos deoxirribonucl e6tidos diferentes y al nmenos un
agente de induccion de |a polinerizaciéon tal conb una
transcriptasa inversa o ADN polinerasa. Estos estan presentes
en un anortiguador adecuado, que puede incluir constituyentes
gue son cofactores o que afectan condiciones tales conb el pH
y simlares en varias tenperaturas adecuadas. Un cebador es
preferentenente una secuenci a de cadena sinple, de nodo que
se optimza la eficacia de anplificaci én, pero se pueden
utilizar secuencias de cadena dobl e.

Tal conp se usa en |a presente, el térmno “sonda” se
refiere a una secuencia de polinucle6tidos u oligonucl e6tidos
gue se hibridan a una secuencia objetivo. En el procedinento
de ensayo Tagvan® o de estilo TagMan®, | a sonda se hibrida a
una parte del objetivo situado entre el sitio de hibridacidn
de | os dos cebadores. Una sonda incluye alrededor de ocho
nucl edti dos, al rededor de di ez nucl edti dos, alrededor de
qui nce nucl eéti dos, alrededor de veinte nucl ebtidos,
al rededor de treinta nucl eo6tidos, alrededor de cuarenta
nucl edti dos o al rededor de cincuenta nucl e6tidos. En al gunas
nodal i dades, una sonda i ncluye desde al rededor de ocho

nucl e6ti dos hasta al rededor de qui nce nucl e6ti dos.



En el procedimento del ensayo de transferencia
Sout hern, la sonda hibrida a un fragnento de ADN que esta
uni do a una nenbrana. En tal ensayo, una sonda incluye
al rededor de di ez nucl e6tidos, alrededor de 100 nucl eéti dos,
al rededor de 250 nucl e6ti dos, alrededor de 500 nucl eoti dos,
al rededor de 1000 nucl e6ti dos, al rededor de 2500 nucl edti dos
o al rededor de 5000 nucl eétidos. En al gunas nodal i dades, una
sonda i ncluye desde al rededor de 500 nucl ebti dos hasta
al rededor de 2500 nucl eo6ti dos.

Una sonda puede tanbi én incluir una etiqueta detectable,
por ejenplo, una etiqueta radioactiva, una etiqueta
bi otinilada, un fluoroforo (TEXAS-RED®, isotiocianato de
fluoresceina, etc.). La etiqueta detectabl e puede estar unida
de forma coval ente directanmente al oligonucl eéti do de sonda,
por ejenplo, ubicado en el extreno 5 de |la sonda o en e
extreno 3° de | a sonda. Una sonda que incluye un fluoroéforo
t anbi én puede incluir adicional mrente un desactivador, por
ej enpl o, BLACK HOLE QUENCHER™ | OM BLACK™ etc.

Tal conb se usa en la presente, los térmnos “identidad
de secuencia” o “identidad” se pueden usar de fornma
intercanbiable y se refieren a residuos de &ci do nucl eico en

dos secuenci as que son iguales cuando se alinean para |a



maxi ma correspondenci a en una ventana de conparaci 6n
especi fi cada.

Tal conp se usa en la presente, el térm no “porcentaje de
i denti dad de secuencia” se refiere a un val or determ nado al
conpar ar dos secuenci as alineadas de forma 6ptim (por
ej enpl o, secuenci as de aci do nucl eico o secuenci as de
am noaci dos) en una ventana de conparaci 6n, donde |a parte de
una secuencia en |a ventana de conparaci 6n puede conprender
adi ci ones o elimnaciones (es decir, huecos) conparado con una
secuenci a de referencia (que no conprende adi ci ones o
el i mi naci ones) para el alineanmiento 6ptino de |as dos
secuenci as. Un porcentaje se calcula al determ nar el nuamero
de posiciones en |l as que un residuo de acido nucleico o de
am noaci do i dénticos se presenta en anbas secuenci as para
proporcionar el namero de posiciones enparejadas, dividir el
nunero de posi ciones enparejadas entre el nunero total de
posi ci ones en | a ventana de conparaci on, y multiplicar el
resul tado por 100 para proporcionar el porcentaje de identidad
de secuencia. Se conocen | os neétodos para alinear secuencias
para su conparaci 6n. Varios programas y al goritnos de
al i neam ento se describen en, por ejenplo: Smth y Waterman

(1981) Adv. Appl. Math. 2:482; Needl eman and Winsch (1970) J.



Mol . Biol. 48:443; Pearson y Lipman (1988) Proc. Natl. Acad.
Sci. EUA. 85:2444; Higgins y Sharp (1988) Cene 73:237-44,

Hi ggins y Sharp (1989) CABIOS 5:151-3; Corpet et al., (1988)
Nucl ei ¢ Acids Res. 16:10881-90; Huang et al., (1992) Conp.
Appl . Biosci. 8:155-65; Pearson et al., (1994) Methods Ml.
Biol. 24:307-31; Tatiana et al., (1999) FEMS Mcrobiol. Lett.
174: 247- 50.

El Centro Nacional para |a Informaci 6n Bi ot ecnol 6gi ca
(NCBI, por sus siglas en inglés) Basic Local Alignment Search
Tool (BLAST™ Altschul et al., (1990) J. Ml . Biol
215: 403-10) se encuentra disponible de varias fuentes,

i ncl uyendo el Centro Nacional para |a |Informacion

Bi ot ecnol 6gi ca (Bethesda, MD), y en internet, para usar en
relaci 6n con varios programas de analisis de secuencias. En |la
secci 6n de “ayuda” de BLAST™en internet esta disponible una
descri pci 6n sobre cono determnar |a identidad de secuencia
usando este programa. Para conparaci ones de secuenci as de

aci do nucl ei co, se puede usar |a funcion “secuencias Bl ast 2"
del programa BLAST™ (Bl astn) utilizando | os paranetros
predet ermi nados. Las secuenci as de aci do nucl eico con

simlitud aun mayor con respecto a | as secuencias de



referencia nostraran creci entes porcentajes de identidad
cuando se analise con este netodo.

Tal conp se usa en la presente, el térm no “unido de
manera operativa” se refiere a un &ci do nucl ei co col ocado en
una rel aci 6n funcional con otro acido nucl eico. General nente,
"uni do de manera operativa" puede significar que |os &cidos
nucl ei cos enl azados estén contiguos. La uni én se puede | ogar
medi ante ligacion en sitios de restricci 6n conveni entes. S
di chos sitios no existen, |os enlazadores o adaptadores de
ol i gonucl e6tidos sintéticos se ligan o hibridan al &cido
nucl eico y se usan para unir el fragmento de polinucl eétido
contiguo. Sin enbargo, |os elenmentos no necesitan ser
conti guos para estar unidos de nmanera operativa.

Tal conpb se usa en |la presente, el térmno "pronotor" se
refiere a una regi 6n de ADN que general nente esta ubi cada en
| a parte anterior (hacia la region 5 de un gen) de un gen y
es necesario para iniciar e inpulsar |la transcripcion del gen.
Un pronotor puede pernitir la activacion o la represion
adecuada de un gen que este controla. Un pronotor puede
cont ener secuenci as especificas que son reconoci das por |os
factores de transcripci én. Estos factores se pueden unir a una

secuenci a de ADN pronmptora, que resulta en | a captaci 6n de



pol i merasa ARN, una enzinma que sintetiza el ARN de | a region
codi fi cante del gen. El pronotor general nente se refiere a
todos | os el enmentos regul adores del gen ubicados en la parte
anterior del gen, incluyendo pronotores anteriores, 5 -UIR,
intrones y secuencias |ideres.

Tal conp se usa en la presente, el térm no "pronotor
anterior" se refiere a una secuencia de polinucl e6tidos
contigua que es suficiente para dirigir el inicio de |la
transcripci on. Tal conb se usa en |la presente, un pronotor
anterior conprende el sitio de inicio de la transcripcién con
varios notivos de secuencias, que incluye una caja TATA, una
secuenci a iniciadora, elenentos de reconocimento de TFIIB y
otros notivos de pronotores (Jennifer, E F. et al., (2002)
Genes & Dev., 16: 2583-2592). El pronotor anterior proporciona
el sitio de accion a la ARN polinerasa Il, que es una enzina
con miltipl es subuni dades con |os factores de transcripcion
general o basal tipo TFIIA B, D, E, Fy H Estos factores se
ensanbl an en un conplejo de inicio previo de la transcripcién
que cataliza la sintesis de ARN a partir de una plantilla de
ADN.

La activaci 6n del pronotor anterior se realiza nediante

| a secuenci a adicional de |os el enentos de | a secuenci a



regul adora de ADN, a |as cual es se unen varias proteinas y
posteriornente interactuan con el conplejo de inicio de la
transcripci 6n para activar |a expresi éon génica. Estas
secuenci as de el enentos regul adores de gases interactldan con
factores de uni 6n a ADN especificos. Estos notivos de
secuenci as a veces se pueden |l amar el enentos cis. Tales

el ementos cis, a |los que se unen | os factores de
transcripci 6n especificos del desarrollo o especificos del
tejido, individual mente o en conbi naci 6n, pueden determ nar
el patrdon de expresi on espaci otenporal de un pronotor en el
nivel transcripcional. Estos elenentos cis varian anplianmente
en el tipo de control que ejercen en | os genes uni dos de
manera operativa. Al gunos el enentos actuan para aunmentar |a
transcripci 6n de genes uni dos de manera operativa en
respuesta a respuestas anbi ental es (por ejenplo, tenperatura,
hunmedad y lesidén). Oros el ementos cis pueden responder a | as
sefial es del desarrollo (por ejenplo, germ naci 6n, maduraci 6n
de la semilla y florecimento) o a la informaci 6n espaci al
(por ejenplo, |a especificidad del tejido). Véase, por

ej enpl o, Langridge et al., (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. EUA
86: 3219-23. Estos elementos cis se ubican a una di stancia

vari abl e del punto de inicio de |la transcripcio6n, algunos



el ementos cis (Il anados el enentos proxi nbs) son adyacentes a
una regi 6n pronotora nuclear nininma, mentras que otros

el ement os se pueden ubicar a varias kil obases hacia |a parte
anterior o posterior del pronotor (potenciadores).

Un "transgén de uni 6n a ADN' es una secuenci a
codi fi cante de polinucl e6tidos que codifica una proteina de
uni 6n a ADN. La proteina de uni é6n a ADN posteriormente es
capaz de unirse a otra nol écula. Una proteina de uni 6n puede
unirse a, por ejenplo, una nol écula de ADN (una proteina de
uni 6n a ADN), una nol écul a de ARN (una proteina de unio6n a
RNA) y/ o una nol écul a de proteina (una proteina de uni én a
proteina). En el caso de una proteina de unidn a proteina, se
puede unir a si msma (para formar honodi meros, honotri neros,
etc.) y/o puede unirse a una o mas nol écul as de una proteina
o proteinas diferentes. Una proteina de uni 6n puede tener nas
de un tipo de actividad de uni 6én. Por ejenplo, |as proteinas
con dedos de zinc poseen actividad de uni 6n a ADN, de union a
ARN y de uni 6n a proteina.

Los ej enpl os de proteinas de uni6n a ADN i ncluyen;
dom ni os de uni 6n a TALE, neganucl easas, dedos de zinc, y
CRI SPR, que pueden “nodificarse genéticanente” para unirse a

una secuenci a de polinucl e6ti dos determ nada. Tipi canente,



| as proteinas de uni 6n al ADN genéticanmente nodificadas (por

ej enpl o, dedos de zinc CRISPR o TALE) son proteinas de origen

no natural. El disefio y | a selecciodn son ejenplos no

taxati vos de métodos para nodificar genéticanente |as

proteinas de uni 6n a ADN. Una proteina de uni 6n a ADN

di sefiada es una proteina de origen no natural cuyo

di sefio/ conposi ci 6n se obtiene conp resul tado principal mente

de criterios racionales. Los criterios racionales para el

di sefio i ncluyen | a aplicaci 6n de reglas de sustitucion vy

al goritnos conputari zados para procesar |a informaci 6n en una

base de datos que al macena i nformaci 6n sobre di sefios de ZFP,

CRI SPR y/ o TALE existentes y datos de uni 6n. Ver, por

ej enpl o, | as patentes estadouni denses n.° 6,140, 081,

6, 453, 242; y 6,534,261; ver tanbi én WO 98/53058; WO 98/53059;

WO 98/ 53060; WO 02/016536 y WO 03/016496 y | as publicaci ones

est adouni denses n.° 20110301073, 20110239315 y 20119145940.
Una "proteina de uni 6n a ADN de dedos de zinc" (o

dom ni o de uni 6n) es una proteina o un donmi nio dentro de una

proteina mas grande que se une a ADN de una forna especifica

de | a secuencia a través de uno o mas dedos de zinc, que son

regi ones de secuenci a de ani noaci dos dentro del dominio de

uni 6n cuya estructura se estabiliza nediante | a coordi naci én



de un ion de zinc. La expresion proteina de uni6n a ADN de
dedos de zinc se abrevia a nenudo conp proteina de dedos de
zinc o ZFP. Los doninios de uni 6n de dedos de zinc se pueden
“"modi ficar genéticanmente" para unirse a una secuencia de
nucl eéti dos predeternm nada. El disefio y | a sel ecci 6n son
ej enpl os no taxativos de nétodos para nodificar genéticanente
| as proteinas de dedos de zinc. Una proteina de dedos de zinc
di seflada es una proteina de origen no natural cuyo
di sefio/ conposi ci 6n se obtiene principal mrente cono resultado
de criterios racionales. Los criterios racionales para el
di sefio i ncluyen | a aplicaci én de reglas de sustitucion vy
al goritnos informaticos para procesar informaci é6n en una base
de datos que al macena i nfornaci 6n de datos de uni 6n y di sefios
de ZFP existentes. Ver, por ejenplo, |las patentes
est adouni denses N. ° 6, 140, 081; 6, 453, 242; 6,534,261 y
6, 794, 136; ver tanbi én WO 98/ 53058; WD 98/ 53059; WD 98/ 53060;
WD 02/ 016536 y WO 03/ 016496.

En otros ejenplos, el dom nio de union a ADN de una o
mas de | as nucl easa conprende un donmi ni o de uni 6n al ADN
ef ector de TAL de origen natural o nodificado genéticanente
(de origen no natural). Ver, por ejenplo, publicacién de

pat ent e estadouni dense n.° 20110301073. Las bacteri as



pat 6genas vegetal es del género Xant honbnas son conoci das por
causar nuchas enfernmedades en plantas de cultivo inportantes.
La pat ogeni ci dad de Xant hononas depende de un sistema de
secreci6n de tipo Ill conservado (T3S) que inyecta mas que

di ferentes proteinas efectoras en |la célula vegetal. Entre
estas proteinas inyectadas estan | os efectores sinlares a

| os activadores de transcripcion (TALEN) que inmitan a |os
activadores de |la transcripcion vegetal y mani pul an el
transcri ptoma vegetal (ver Kay et al., (2007) Science

318: 648-651). Estas proteinas contienen un dom nio de union a
ADN y un dominio de activacion de la transcripci 6n. Uno de

| os efectores TAL nejor caracterizados es AvrBs3 de

Xant hononas canpestgris pv. Vesicatoria (ver Bonas et al.
(1989) Mol Gen CGenet 218: 127-136 y WO2010079430). Los
efectores TAL contienen un dom nio centralizado de
repeticiones en tandem cada repeticion contiene

apr oxi madanent e 34 am noaci dos, que son clave para |la

especi ficidad de uni 6n a ADN de estas proteinas.

Adi ci onal mente, contienen una secuencia de ubi caci 6n nucl ear
y un dom nio de activaci én de |a transcripcién acida (por una
revi si 6n ver Schornack S, et al., (2006) J Plant Physio

163(3): 256-272). Ademés, se descubri 6 que en |la bacteria



fitopatogénica Ral stoni a sol anacearum dos genes, denoni nados
brgll y hpx1l7 son hondlogos a la famlia AvrBs3 de

Xant hononas en | a cadena biovar GM 1000 de R sol anacearumy
en | a cadena biovar 4 RS1000 (Ver Heuer et al., (2007) Appl
and Enviro Mcro 73(13): 4379-4384). Estos genes son 98,9 %

i dénticos en | a secuencia de polinuclebtidos a |os otros pero
di fi eren nediante una elimn naci 6n de 1.575 pb en el dom nio
de repetici 6n de hpx1l7. Sin enbargo, anbos productos géni cos
ti enen una identidad de secuencia nenor a 40 % con respecto a
| as proteinas de la fanmlia AvrBs3 de Xant honbnas. Véase, por
ej enpl o, | a publicaci 6n de patente estadouni dense n.°
20110301073.

La especificidad de estos efectores TAL depende de | as
secuenci as encontradas en | as repeticiones en tandem La
secuenci a repetida conprende aproxi madanente 102 pb y | as
repeticiones son tipicanmente 91-100 % hondl ogas con respecto
a cada una de las otras (Bonas et al., ibid). El polinorfisno
de |l as repeticiones se ubica usual nente en | as posiciones 12
y 13 y parece haber una correspondencia uno a uno entre la
i dentidad de | os diresiduos variables en | as posiciones 12 y
13 con la identidad de | os nucl ebétidos contiguos en |a

secuenci a objetivo del efector TAL (ver Mdscou y Bogdanove,



(2009) Science 326:1501 y Boch et al., (2009) Science
326: 1509- 1512). De manera experinental, el codigo natura
para el reconoci mento de ADN de estos efectores TAL ha sido
det ermi nado de nodo tal que una secuencia HD en |as
posiciones 12 y 13 Ileve a una unién a citocina (C, NG se
une a T, N a A C Go T, NNseune a Ao G e ING se une a
T. Estas repeticiones de uni6n a ADN se han ensanbl ado en
prot ei nas con nuevas conbi naci ones y nuneros de repeticiones,
para realizar |los factores de transcripcion artificial que
son capaces de interactuar con secuencias nuevas y activar la
expresi 6n de un gen indi cador no endégeno en cél ul as
vegetal es (Boch et al., ibid). Las proteinas TAL nodifi cadas
genéti camente se han unido a sem dom ni o de escisi 6n Fokl
para producir una fusion de nucl easas con dom nio efector TAL
(TALEN) que exhi be actividad en un ensayo indi cador de
| evadura (objetivo basado en pl asmi do).

El sistema de nucl easa CRI SPR (repeticiones
pal i ndrém cas cortas espaciadas y regul arnrent e agrupadas)/ Cas
(asociado a CRISPR) es un sistena de nucl easas recientenente
nodi fi cado genéti camente basado en un sistema bacteriano que
puede utilizarse para |la nodificaci é6n genética del genoma. Se

basa en parte de | a respuesta i nmune adaptabl e de nuchas



bacterias y arqueas. Cuando un virus o plasm do i nvade una
bacteria, |la respuesta "innmune" convierte segnentos del ADN
del invasor en los ARN CRISP (ARNcr). Este ARNcr se asocia
entonces, a través de una regi 6n de conpl enent ari edad
parcial, con otro tipo de ARN ||l anado ARNtracr para guiar a

| a nucl easa Cas9 a una regi 6n honol oga al ARNcr en el ADN
objetivo Il amada "protoespaci adora”. Cas9 esci nde el ADN para
generar extrenos ronos en |la rotura de dobl e cadena (DSB por
sus siglas en inglés) en sitios especificados nedi ante una
secuenci a guia de 20 nucl ebti dos contenida dentro de |la
transcripci 6n de ARNcr. Cas9 requiere tanto de ARNCr cono de
ARNt racr para el reconocimento y |la escision del ADN
especifico del sitio. Este sistema ahora ha sido nodificado
genéti camente de nodo tal que el ARNcr y ARNtracr pueden
conbi narse en una nol écula (el "ARN guia Unico") y la porciédn
equi val ente de ARNcr del ARN guia unico puede nodificarse
genéticanente para guiar a |la nucleasa Cas9 a dirigir

cual qui er secuenci a deseada (ver Jinek et al. (2012) Science
337, p. 816-821, Jinek et al., (2013), elLife 2:e00471, y
Davi d Segal, (2013) eLife 2:e00563). Por lo tanto, el sistema
CRI SPR/ Cas puede nodi ficarse genéti canente para crear una DSB

en un objetivo deseado en un genoma y |a reparaci 6n del DSB



puede i nfluenciarse nediante el uso de inhibidores de |la
reparaci 6n que causan un aunento en |a reparaci 6n propensa al
error.

En otros ejenplos, el transgén de uni 6n a ADN es una
nucl easa especifica para el sitio que conprende una
Meganucl easa nodi fi cada genéticanente (de origen no natural)
(tanbi én descrita conp una endonucl easa honming). Se conocen

| as secuenci as de reconoci m ento de neganucl easas o

endonucl easas honming tales cono |-Scel, |-Ceul, PI-Pspl,
Pl -Sce, I-ScelV, |-Csm, |-Panl, 1-Scell, I|I-Ppol, |I-Scelll,
|-Crel, I-Tevl, I-Tevll and I-Tevlll. Ver tanbi én patente

est adouni dense n.° 5.420.032; patente estadouni dense n.°

6. 833.252; Belfort et al., (1997) Nucleic Acids Res. 25:3379-
30 3388; Dujon et al., (1989) Cene 82:115-118; Perler et al.
(1994) Nucleic Acids Res. 22, 11127; Jasin (1996) Trends
Genet. 12:224-228; Gnble et al., (1996) J. M. Biol
263:163-180; Argast et al., (1998) J. Mdl. Biol. 280: 345-353
y el catéalogo de New Engl and Bi ol abs. Adenas, |a

especi ficidad de uni 6n al ADN de | as neganucl easas y

endonucl easas honi ng puede nodificarse genéticanente para
unir sitios objetivo no naturales. Ver, por ejenplo,

Chevalier et al., (2002) Mdlec. Cell 10:895-905; Epinat et



al ., (2003) Nucleic Acids Res. 5 31:2952-2962; Ashworth et
al ., (2006) Nature 441:656-659; Paques et al., (2007) Current
Gene Therapy 7:49-66; |a publicaci én de patente

est adouni dense n.° 20070117128. Los domini o de uni 6n al ADN
de | as neganul easas y endonucl easas honmi ng pueden alterarse
en el contexto de |l a nucleasa conb un todo (es decir, de nodo
que | a nucl easa incluya el dom nio de escisidn cognado) o
pueden fusionarse con un dom ni o de esci sion heterdl ogo.

Tal conp se usa en |la presente, el térm no
“transfornmaci 6n” abarca todas |as técnicas por |as cual es se
puede introducir una nol écul a de aci do nucl ei co en dicha
célula. Los ejenmplos incluyen, de nodo no taxativo:
transfecci 6n con vectores virales; transformaci 6n con vectores
de pl asm dos; el ectroporaci 6n; |ipofeccidn; nicroinyeccién
(Mieller et al., (1978) Cell 15:579-85); transferencia nedi ada
por Agrobacterium absorcion directa del ADN, transfornacidn
medi ada por VWH SKERS™ vy bonbardeo de mi croproyectiles. Estas
t écni cas se pueden usar para |la transfornmaci 6n estable y para
la transfornmaci 6n transitoria de una célul a veget al
"Transformaci 6n estable"” se refiere a la introduccion de un
fragnento de acido nucleico en un genoma de un organi snmo

huésped | 0 que resulta en una herencia establ e genéticanente.



Una vez que esta transformado de nanera estable, el fragnento
de acido nucleico se integra establenente en el genoma de
organi sno huésped y cual qui er generaci én posterior. Los

or gani snos huésped que contienen | os fragmentos de acido
nucl ei co transfornados se denom nan organi snos "transgéni cos”
"Transformaci 6n transitoria" se refiere a la introduccion de
un fragnento de aci do nucleico en el nucleo u organel o que
conti ene ADN de un organi snb huésped, 1o que resulta en |la
expresi 6n génica sin herencia estable genéticanente.

Tal conp se usa en la presente, el térmno “transducir”
se refiere a un proceso donde un virus transfiere acido
nucl ei co a una cél ul a.

Tal conp se usa en |la presente, el térmno “transgén” se
refiere a una secuencia de &ci do nucl ei co exdgena. En un
ej enpl 0, un transgén es una secuenci a de genes (por ejenplo,
un gen de tol erancia a herbicidas), un gen que codifica un
conpuesto Gtil farmacéutica e industrial mente, o un gen gque
codi fica un rasgo agricola deseable. En aun otro ejenplo, un
transgén es un ARN pequefio, tal conp una secuencia de acido
nucl ei co anti sentido, donde |a expresi 6n de |a secuencia de
ARN pequefio i nhi be [ a expresi 6n de una secuencia de &cido

nucl ei co objetivo. Un transgén puede contener secuenci as



regul adoras uni das de nanera operativa al transgén (por
ej enpl o, un pronotor, intrén o 3' -UTR). En al gunas
nodal i dades, un aci do nucleico de interés es un transgén. Sin
enbar go, en otras nodal i dades, un acido nucleico de interés es
un aci do nucl ei co endégeno, donde se desean copi as genom cas
adi ci onal es del &cido nuclei co endégeno, o un acido nucl ei co
que se encuentra en la orientaci 6n antisentido con respecto a
| a secuencia de un acido nucl eico objetivo en un organi sno
huésped.

Tal conp se usa en |la presente, el térnm no "ARN pequefio”
se refiere a varias clases de &cido ribonucleico no
codi ficante (ARNnc). El térm no ARN pequefio describe | as
cadenas cortas de ARNnc produci das en célul as bacteri anas,
ani mal es, plantas y hongos. Estas cadenas cortas de ARNnc
pueden producirse de nanera natural dentro de la célula o
pueden producirse por |la introducci 6n de una secuenci a
endbégena que expresa |l a cadena corta o ARNcr. Las secuenci as
de ARN pequefio no codifican directanente para una proteina, y
difieren en funci6n de otros ARN en que | as secuencias de ARN
pequefio sb6l o se transcriben y no se traducen. Las secuenci as
de ARN pequefio estén inplicadas en otras funciones cel ul ares,

incluidas | a expresi 6n génica y |a nodificacion. Las



nol écul as de ARN pequefio se conponen general nente de

al rededor de 20 a 30 nucl eotidos. Las secuenci as de ARN
pequefio pueden derivarse a partir de precursores nmas | argos.
Los precursores forman estructuras que se doblan sobre si en
regi ones de autoconpl enento; que son entonces procesadas por
| a nucleasa Dicer en aninmales o DCL1 en | as pl ant as.

Exi sten muchos tipos de ARN pequefio produci dos de forma
natural o artificial, incluyendo ARNm cro (ARNm ), ARN de
interferencia corta (ARNic), ARN antisentido, ARN de
horquilla corta (ARNhc), y ARN nucl eol ares pequefios ( ARNnp).
Ciertos tipos de ARN pequefio, conb ARNmicro y ARNsi, son
i nportantes en el silenciamento de genes y ARN de
interferencia (ARNI). El silencian ento génico es un proceso
de regul aci 6n genética en el que un gen que nornal nente se
expresaria se "apaga" nediante un elenento intracelular, en
este caso, el ARN pequefio. La proteina que normal nente se
formaria por esta informaci 6n genética no se forna debido a
la interferencia, y la informaci 6n codificada en el gen esta
bl oqueada desde | a expresi on.

Tal conp se usa en |la presente, el térnmno “ARN pequefio”
conprende nol écul as de ARN descritas en la literatura cono

“ARN di m nutos” (Storz, (2002) Science 296: 1260- 3;



Il angasekare et al., (1999) RNA 5:1482-1489); "ARN pequefio
de procariotas (ARNs) (Wassarnman et al., (1999) Trends
M crobiol. 7:37-45); “ARN no codificante (ARNnc)” eucari ot a;
“mcroARN (m ARN)”; “ARNm no pequeiio (ARNsnm)”, “ARN
funcional (ARNf),” “ARN de transferencia (ARNt)”, “ARN
catalitico” [por ejenplo, ribosomas, incluidos |os ribosomas
que se autoacilan (Illangaskare et al., (1999) RNA
5:1482-1489); “ARN nucl eol ares pequefios (RNAnp)”, *“ARNt nf
(tanbi én conocido conp “10S ARN', Miuto et al., (1998) Trends
Bi ochem Sci. 23:25-29; vy Gllet et al., (2001) Ml M crobiol
42:879-885); nol écul as de ARNi incluidos de nbdo no taxativo
“ARN de interferencia pequeiia (ARNi p),” “ARNi p preparado con
endorri bonucl easa (ARN p-e), "ARN de horquilla corta (ARNhc)”
y “ARN pequeiio tenporal mnente regul ado (ARNtp),” “diced si RNA
(d-si RNA),” y aptaneros, oligonucleotidos y otros aci dos
nucl ei cos que conprenden al nmenos una base de uracil

Tal conp se usa en la presente, el térnmno "vector" se
refiere a una nol écul a de acido nucleico de | a manera que se
i ntroduce en una célula, produciendo de esa nanera una cél ul a
transfornmada. Un vector puede incluir secuencias de &cido
nucl ei co que permiten que se replique en | a célula huésped,

tal conp un origen de replicaci én. Los ejenplos incluyen, de



nodo no taxativo, un plasm do, co6sm do, bacteri 6fago,
cronosona artificial bacteriano (BAC, por sus siglas en
ingl és), o virus que transporta ADN exdgeno hacia una cél ul a.
Un vector tanbién puede incluir uno o mas genes, nol écul as
antisentido y/o genes de marcadores sel eccionables y otros
el ement os genéti cos conocidos en |a técnica. Un vector puede
transducir, transformar o infectar una célula, provocando de
esta forma que la célula exprese |as nol écul as y/ o proteinas
de aci do nucleico codificadas por el vector. Un vector puede
incluir opcional nente materi ales para ayudar a lograr |a
entrada de | a nol écul a de &cido nucleico en la célula (por
ej enpl o, un |iposom).

Tal conp se usan en | a presente, |as expresiones
"casete", "casete de expresion" y "casete de expresion
géni ca" se refieren a un segnento de ADN que se puede
insertar en un acido nucleico o polinucledtido en sitios de
restricci én especificos o nedi ante reconbi naci 6n hondl oga. Un
segnent o de ADN conprende un polinucl eéti do que contiene un
gen de interés que codifica un ARN pequefio o un poli péptido
de interés y el casete y los sitios de restriccion se
desi gnan para asegurar |la insercion del casete en el nmarco de

| ectura adecuado para la transcripcion y traducci 6n. En una



nodal i dad, un casete de expresi 6n puede incluir un
pol i nucl e6ti do que codifica un ARN pequefio o un poli péptido
de interés y tiene el enentos ademas del polinucl eétido que
facilitan | a transformaci 6n de una cél ul a huésped particul ar.
En una nodal i dad, un casete de expresi Oon géni ca tanbi én puede
incluir elenentos que permten | a expresi 6n nejorada de un
ARN pequefio o un polinucl eétido que codifica un polipéptido
de interés en una célula huésped. Estos el ementos pueden
incluir, de nobdo no taxativo: un pronotor, un pronotor
nmi ni "o, un potenciador, un el enmento de respuesta, un intron,
una secuencia de regi 6n no traducida 5, una secuencia de
regi 6n no traducida 3', una secuencia de termn naci 6n, una
secuenci a de poliadenilacioén y simlares.

Tal conb se usa en la presente, el térm no "secuencia
codi fi cante heterdl oga" se usa para indicar cual quier
pol i nucl e6ti do que codifique o que finalnente codifique un
péptido o proteina o su secuencia de am nodaci dos equi val ent e,
por ejenplo, una enzinma que no esta presente normal nente en
el organi sno huésped y que se puede expresar en la célula
huésped baj o condi ci ones adecuadas. De tal manera, |as
"secuenci as codificantes heterdl ogas" pueden incluir una o

mas copi as de secuenci as codificantes gque no estan



normal mente presentes en |la célula huésped, de nanera que |la
cél ul a expresa copi as adi ci onal es de una secuenci a
codi fi cante que no estan presentes nornal nente en | as

célul as. Las secuenci as codi fi cantes heter6l ogas pueden ser
ARN o cual quier tipo de este, por ejenplo, ARNm ADN o

cual quier tipo de este por ejenplo, ADNc, o un hibrido de
ARN/ ADN. Los ejenpl os de secuenci as codificantes incluyen, de
nodo no taxativo, unidades de transcripcion de |ongitud

conpl eta que conprenden caracteristicas conpb las de |la
secuenci a codificante, intrones, regiones pronotoras, 5 -UTR
3'-UTR y regi ones potenci ador as.

"Secuenci as codi ficantes heterdl ogas” tanbi én incluye |a
parte codificante del péptido o enzima, es decir, la
secuenci a de ARNm o ADNc del péptido o enzima, asi cono
tanmbi én | a parte codificante de |a unidad de transcripci 6n de
| ongi tud conpleta, es decir, el gen que conprende intrones y
exones, secuenci as de "codones opti m zados", secuenci as
truncadas u otras formas de secuenci as alteradas que
codifican la enzima o codifican su secuencia de am noéaci do
equi val ente, sienpre que |a secuencia de ani noaci dos
equi val ent e produzca una proteina funcional. Dichas

secuenci as de am noaci dos equi val ent es pueden tener una



el i m naci 6n de uno o mas am noaci dos, donde | a elimnacién es
de extremp N, extrenmp C o interna. Las formas truncadas se
conci ben sienpre que tengan |a capacidad catalitica indicada
en |la presente.

Cono se usa en la presente, el térmno “control” se
refiere a una nuestra utilizada en un procedimento analitico
con fines conparativos. Un control puede ser “positivo” o
“negativo”. Por ejenplo, si el propo6sito de un procedimento
analitico es detectar un polipéptido o una transcripcioén
expresada de forna diferencial en células o tejidos,
general nente es preferible que se incluya un contro
positivo, tal conp una nuestra de una planta conoci da que
presenta | a expresi 6n deseada, y un control negativo, tal
cono una nuestra de una planta conoci da que no presenta |l a
expresi 6n deseada.

Tal conp se usa en |la presente, el térmno "planta"
incluye plantas y partes de plantas, inclusive, de nodo no
taxativo célul as vegetales y tejidos vegetales, tales conp
hoj as, vastagos, raices, flores, polen y senillas. Una clase
de planta que se puede usar en | a presente invenci 6n es
general mente tan anplia cono la clase de plantas inferiores y

superiores susceptibles a nmutagénesis inclusive angi ospernas,



gi mosper mas, helechos y algas nulticelulares. Por |o tanto,
“planta” incluye plantas dicotil edéneas y nonocotil edoneas.
Los ejenplos de plantas dicotil edbéneas incluyen, tabaco,

Ar abi dopsi s, soja, tomate, papaya, canola, girasol, al goddn,
al fal fa, papa, vid, guandul, guisante, Brassica, garbanzo,
renol acha azucarera, colza, sandia, neloén, pimenta, mani,
cal abaza, rabano, espinaca, cal abacin, brocoli, repollo,
zanahoria, coliflor, apio, repollo chino, pepino, berenjenay
| echuga. Los ejenplos de plantas nonocotil edéneas incl uyen
mai z, arroz, trigo, cafla de azucar, cebada, centeno, sorgo,
or qui deas, banbu, banana, totora, lirios, avena, cebolla,
mjoy triticale.

Tal conp se usa en |a presente, |a expresion "mteri al
vegetal " se refiere a hojas, vastagos, raices, flores o
partes de flores, frutas, polen, Ovul os, cigotos, senmllas,
recortes, cultivos de tejidos o de células o cual quier otra
parte o producto de una planta. En una nodalidad, el materi al
vegetal incluye cotiledéneo y hojas. En una nodalidad, e
materi al vegetal incluye tejidos de raices y otros tejidos
veget al es ubi cados bajo la tierra.

Tal conmpb se usa en |la presente, |a expresion "gen

mar cador sel ecci onabl e"” se refiere a un gen que se usa



opci onal mrente en |la transformaci 6n vegetal para, por ejenplo,
proteger células vegetal es de un agente selectivo o
proporcionar resistencia/tol erancia a un agente sel ectivo.
Ademas, "gen narcador sel ecci onabl e" pretende conprender
genes indi cadores. Solo aquellas células o plantas que

reci ben un marcador sel ecci onabl e funci onal son capaces de
dividirse o crecer en condiciones que tienen un agente

sel ectivo. Los ejenplos de agentes sel ectivos pueden incluir,
por ejenplo, antibioticos, incluyendo espectinom cina,
neom ci na, kanam ci na, paronom ci na, gentam cina e

hi grom ci na. Estos marcadores sel ecci onabl es i ncl uyen
neom ci na fosfotransferasa (npt I1), que expresa una enzi na
gue confiere resistencia al antibidtico kananm cina y genes
para | os anti bi 6ti cos rel aci onados neom ci na, paronom ci na,
gentamicina y 418, o el gen para higromcina
fosfotransferasa (hpt), que expresa una enzima que confiere
resistencia a higromcina. Oros genes narcadores

sel ecci onabl es pueden incluir genes que codifican |la

tol erancia a herbicidas inclusive bar o pat (tol erancia
contra glufosinato de anobnio o fosfinotricina), acetolactato
sintasa (ALS, tolerancia contra inhibidores tales conp

sul fonilureas (SU), imdazolinonas (IM), triazolopirimdinas



(TP), oxibenzoatos de pirimdinilo (POB, por sus siglas en
inglés), y sulfonilanm no carbonil triazolinonas que evitan e
prinmer paso en la sintesis de anmi noaci dos de cadena
ram ficada), glifosato, 2,4-D, y resistencia o sensibilidad
netalica. Los ejenplos de “genes indicadores” que pueden
usarse conb un gen marcador sel eccionable incluyen |a
observaci 6n vi sual de proteinas de gen indicador expresadas
tal es conb proteinas que codifican |a B-glucuronidasa (GJS),
| uci ferasa, proteina verde fluorescente (GFP, por sus siglas
en inglés), proteina amarilla fluorescente (YFP, por sus
siglas en inglés), DsRed, R-galactosidasa, cloranfenico
acetiltransferasa (CAT), fosfatasa alcalina y simlares. La
frase “positivo para marcador” se refiere a plantas que se
han transformado para que incluyan un gen marcador
sel ecci onabl e.

Tal conp se usa en la presente, el térm no “marcador
detectable” se refiere a una etiqueta capaz de
detectarse, tales conp, por ejenplo, un radioi sotopo,
conpuesto fluorescente, conpuesto biolum nescente, un
conpuest o qui m ol um nescente, quelante nmetalico o enzima. Los
ej enpl os de marcadores detectabl es incluyen, de nodo no

taxativo, los siguientes: etiquetas fluorescentes (por



ej enpl o, FITC, rodami na, fosforos de | antani dos), etiquetas
enzi mati cas (por ejenplo, peroxidasa de rabano picante, R-
gal actosi dasa, luciferasa, fosfatasa alcalina),

qui m ol um nescente, grupos biotinilo, epitopos de

pol i pépti dos predeterm nados reconoci dos por un i ndi cador
secundari o (por ejenplo, secuencias de pares de crenallera de
| euci na, sitios de union para anticuerpos secundari o0s,
domi ni os de uni 6n a netal es, etiquetas de epitopos). En una
nodal i dad, un marcador detectabl e puede estar unido nedi ante
brazos espaci adores de varias |ongitudes para reducir

i mpedi ment os estéricos potencial es.

Tal conp se usa en |a presente, el térnmno “detectar” se
usa en el sentido mas anplio para incluir anmbas nedi das,
cualitativa y cuantitativa, de una nol écul a especifica, por
ej enpl o, nedi das de un polipéptido especifico.

A nmenos que se explique especificanmente |o contrario,
todos los térmnos cientificos y técnicos utilizados en |a
presente tienen el msno significado conprendi do conunnent e
por | os expertos en |a técnica a | os que concierne esta
di vul gaci 6n. Las definiciones de |os térm nos conunes en |la
bi ol ogi a nol ecul ar se pueden encontrar, por ejenplo en: Lew n,

Genes V, xford University Press, 1994; Kendrew et al.,



(eds.), The Encycl opedia of Ml ecul ar Biol ogy, Bl ackwell
Science Ltd., 1994; y Meyers (ed.), Ml ecular Biology and
Bi ot echnol ogy: A Conprehensive Desk Reference, VCH Publishers,

Inc., 1995.

El enent os regul adores
Los pronotores vegetal es utilizados para |as aplicaciones
bi ot ecnol 6gi cas o de investigaci 6n basicas dirigen |la
expresi on del transgén que se ha fusionado en su extreno 3'
(posterior) para expresar fuertenente | os transgenes dentro de
| as plantas para |a nodificaci édn genética netabdlica y el
api l am ento de rasgos. Conp resultado, existe una necesidad de
pronot ores novedosos que puedan conducir |a expresién de
mil ti pl es genes en |l os cultivos transgénicos. En |a presente
se describe un pronotor que puede dirigir |la expresi é6n de un
primer gen que ha sido fusionado en su extreno 3' (posterior).
El desarroll o de | os productos transgéni cos se esta
vol viendo nmuy conplejo, |0 que requiere que se expresen
transgenes de manera fuerte y que se apilen miltiples
transgenes en un sol o |ocus. Tradicional nente, cada transgén
necesita un pronotor Unico para |a expresion donde se

necesitan nmiltiples pronotores para expresar transgenes



diferentes dentro de una pila de genes. Con un tamaio en
aunento de |las pilas de genes, esto frecuentenente conlleva a
uso repetido del m sno pronotor para obtener niveles simlares
de patrones de expresion de diferentes transgenes para |la
expresi 6n de un unico rasgo poligénico. Se sabe que |as
construcci ones génicas miltiples conduci das por el msnp
pronotor causan el silenciam ento de genes |o que resulta en
product os transgéni cos nenos eficaces en el canpo. El exceso
de sitios de unién a factores de transcripcion (TF, por sus
siglas en ingl és), debido a |a repeticion de pronotores, puede
causar | a dismnuci 6n de TF enddégeno, o que Ileva a la
i nactivaci on transcripcional. El silenciamento de |os
transgenes probabl enente afectard de fornma no deseada el
rendi m ento de una planta transgéni ca 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 de
gen |l o que resulta en reestructuraci ones de polinucl eéti dos.
Los pronotores especificos de un tejido (es decir,
preferidos de un tejido) o especificos de un 6rgano conducen
a |l a expresi én génica en un determnado tejido tal conp en e
grano, raiz, hoja o tapetumde la planta. Los pronotores

especificos de |la etapa de desarrollo y de tejidos derivan |a



expresi 6n de genes, que se expresan en tejidos particulares o
en periodos de tienpo particulares durante el desarrollo de

| a planta. Los pronotores especificos de |os tejidos son
necesari os para determ nadas aplicaciones en |la industria de
pl antas transgéni cas y son deseables, ya que pernmiten |la
expresi 6n especifica de genes heterd6logos en un tejido y/o de
manera sel ectiva en etapas de desarrollo, que indican |a
expresi 6n del gen heterd6l ogo de nmanera di ferencial en varios
organos, tejidos y/o nonentos, pero no en otro. Por ejenplo,
el aunento de |la resistencia de una planta a |a infecci 6n por
| os pat 6genos transmtidos por la tierra se puede |ograr

nmedi ante | a transfornaci 6n del genoma vegetal con un gen de
resistencia a | os patdgenos, de forma que |a proteina de

resi stencia a | os pat dgenos se expresa de nanera fuerte
dentro de las raices de la planta. De manera alternativa,
puede ser conveni ente expresar un transgén en tejidos
veget al es que estan en una fase deterni nada de desarrollo o
crecimento, tal conpb, por ejenplo, |a elongaci6n o divisiodn
celular. Gra aplicacién es |a conveniencia de utilizar
pronot ores especificos de tejidos, por ejenplo, tales gque
puedan |imtar |a expresi 6n de | os transgenes que codifican

un rasgo agronomco en el desarrollo del xilema. Un problema



particul ar que permanece en |a identificaci 6n de pronotores
especificos de tejidos es céno identificar |os genes
pot enci al nente mas i nportantes y sus pronotores
correspondi entes, y relacionar estos con |as propi edades
especificas de desarrollo de la célula. Oro problena es
cl onar todos | os el enentos inportantes de contro
transcri pci onal es que actuan con cis para que el fragnmento de
ADN cl onado conduzca la transcripci6n en el patrén de
expresi 6n especifico deseado. Dado que tal es el ementos de
control estén localizados distalnente del inicio de |la
traducci 6n o sitio de inicio, el tamafio del polinucledtido
gue se sel ecciona para conprender el pronotor es inportante
para proporcionar el nivel de expresion y |os patrones de
expresi 6n de | a secuencia de polinucl eétidos pronotora. Un
probl ema particular es identificar |os pronotores especificos
de tejidos, relacionados con tipos de células especificas,
et apas de desarrollo y/o funciones en |a planta gque no estan
expresadas en otros tejidos vegetal es.

Se proporcionan nétodos y construcci ones que utilizan
el ement os regul adores del pronotor del gen de unidén a la
clorofila a/b de Zea mays para expresar | os transgenes en | a

pl anta. En una nodal i dad, un pronotor puede ser un pronotor



del gen de uni6n a la clorofila a/b de Zea nmays de | ongitud
conpl et a de:
GCACAAAATACATAAAACTAGATTAGAAAAGGAAGAGAATACGCCAAATTGCAGCTTAATC
AATTAGACGATTTAGICCTGT TTTTACGAAACAATTGTTTAAGATAACATTAGGACATGTA
CAATATGIGTCTTTGGATGI GTTTAAGGAGTAAATGTAAAAAAAATAGATACGTCTCTTAA
CGAAGTCATTGTGTCTTGGCTCTATGCTCGAGACGGAGAAATAGCTAATTGATTAATTTAA
TTTATTGAATGI TCTTATTGGTGTAATGAATATAGT AAGGCACTGECCTTATACT TGGAGT

TTGGECATGICTTATGCTATGI TGCAAACAGGCCCGGT CTTGACATTTCGGEGEECCCTAAGA

GAAAATTTATATAGAGGTCCTATACGAAAATTTGAGICTGI TATTTTTTCAACTTTTAAAT

AATATATGAAAAATAAAAAATTGATGATTTACATAATTTTATTCAAAATGATATGACTGGA

AATATTGITACAGTATTTTATGAGT CGTAAAATTATATAAATTATGTAATATACATTTGIT

TTGACTTTTGAGAGAGTATTTTTACTTTTAATTTGTCAAACTAGCCTAAACCT TAAAATAC

ACAGTAAACCAAATCTAAATACATTAGATCAAATTTTCTGAAAATAAAGT TCAGCAAACTA

AACTAGGATTAATCAATGTAGGT TATTAGGEGT CGACCCT TCGGTAGGCTAGAATTAAGCAA

CGCGATAGGCACAGGT GTACAACACCTTTCGTCCTTCCCACGTCAATTTTAGEECCTGITT

GGTTCACGECTAATTATGCCACACTTTGCCTAAGGT TAGTCGT CCGAATTGAAGAACTAAC

CTTATGCAGAAAAGT TAGGCAAAGT ATGECAAGT TAGGTAGT AAACCAAACAGGECCAAAGT

ATTTGI CATCAAGCAGACGGT TGCGCGACCT CAAAGAGATGATTGCTAGAAAATAAAGAGA

CGCAACAAAAGAATGAAAATATAGATTTATCTATAACTTATATGCATTTGATATAAGATAG

ATAAAT GCGAGCCCTACGAACCT TGAGGCT CTGAGCAGT CGCATATCCTGCACACCCTTGG

CGCCGGECCCTGGTTGCAAATATGCAATTGT GTCCT TAT CCGCGACT GGT CACGAGECTAGG

ATTGATCGAAAGCT GCCGAT GAGAAAT GGCAAGGECEECATGCTGTGECCTTTTTTTTACG



GI'CTGTCAGGACAACTGAAAAGT TACAAATTTATAGT GGT TGTAAACAGCAACACGT TAAA
AAGTCGATTATCAGT TTCACAGAAAGAGGT CGT TAAAACCGCCAGCAAGCTTGITTCACTA
TCAGICTGICGCTAAGACAATCTCTTTCACCAAAAATACAATTTCCTTTCTTGCCGT TGCT
TCAAGTGAAAATCTTAATGT TTTAAATTAAAATATGI GCCTCTACGTAGGAAAAAATAATT

CAATCGAGI CTCATTTCATAAAAAAAATTTGGTCAAAAAATTATACACCATCTCGCTCAAG

TGACTCAAATATACTAAACGGTACTGAGCTGTCTTATAATATAAATTTGATTTACTGITAG
AATATGATGT TTTATGAGT GCACTAAATTCTATAAAATATATTTATTTTTAAATTATAAGA
TATTTTTATAGGT CTGCTCT TAGAGAGAGCTAAAAAAGAGAGAGCCT GTCTGAAGAAAAAT
CCATAACCAACGCAAAAT CCCGEGECECCCAAT CAGCCT TCTCCECCRAGATTCCTAGCCTC
AGCCAGAGCTACCTCATCT GCGTGAGGECT CCGGT GECGCCAAGT GT TCCGGECATCCCGGAC
GCACCAAT GGCATCCGAGCAACAGATCTTTTCTGCAACAACGCT TCGCGT CGCGECGETGT
TTCCCTCCATCTGCTCTGCTCTTTAAATACCT CCGT CGTCTCCTCGI CTCCACAGCATCTC
AAGTCTTCACACTCCTCGCCATCACATAAAACCAGT GCAAGCAGAAGCAGCECA (SEQ
| D NO 1)

En una nodal i dad, un pronotor puede ser un pronotor
anterior del gen de unidén a la clorofila a/b de Zea mays de
| ongi tud conpl eta de:
GCACAAAATACATAAAACTAGATTAGAAAAGGAAGAGAATACGCCAAATTGCAGCTTAATC
AATTAGACGATTTAGICCTGT TTTTACGAAACAATTGTTTAAGATAACATTAGGACATGTA
CAATATGIGTCTTTGGATGT GTTTAAGGAGTAAATGTAAAAAAAATAGATACGTCTCTTAA
CGAAGTCATTGTGTCTTGGCTCTATGCTCGAGACGGAGAAATAGCTAATTGATTAATTTAA

TTTATTGAATGT TCTTATTGGT GTAATGAATATAGT AAGGCACTGECCTTATACT TGGAGT



TTGECATGICTTATGCTATGI TGCAAACAGGCCCGGT CTTGACATTTCGGEGEECCCTAAGA

GAAAATTTATATAGAGGTCCTATACGAAAATTTGAGICTGI TATTTTTTCAACTTTTAAAT

AATATATGAAAAATAAAAAATTGATGATTTACATAATTTTATTCAAAATGATATGACTGGA

AATATTGTITACAGTATTTTATGAGT CGTAAAATTATATAAATTATGTAATATACATTTGIT

TTGACTTTTGAGAGAGTATTTTTACTTTTAATTTGTCAAACTAGCCTAAACCT TAAAATAC

ACAGTAAACCAAATCTAAATACATTAGATCAAATTTTCTGAAAATAAAGT TCAGCAAACTA

AACTAGGATTAATCAATGTAGGT TATTAGGEGT CGACCCT TCGGTAGGCTAGAATTAAGCAA

CGCGATAGGCACAGGT GTACAACACCTTTCGTCCTTCCCACGTCAATTTTAGEECCTGITT

GGTTCACGECTAATTATGCCACACTTTGCCTAAGGT TAGT CGT CCGAATTGAAGAACTAAC

CTTATGCAGAAAAGT TAGGCAAAGT ATGECAAGT TAGGTAGT AAACCAAACAGGECCAAAGT

ATTTGI CATCAAGCAGACGGT TGCGCGACCT CAAAGAGATGATTGCTAGAAAATAAAGAGA

CGCAACAAAAGAATGAAAATATAGATTTATCTATAACTTATATGCATTTGATATAAGATAG

ATAAAT GCGAGCCCTACGAACCT TGAGGCTCTGAGCAGT CGCATATCCTGCACACCCTTGG

CGCCGGECCCTGGTTGCAAATATGCAATTGT GTCCT TAT CCGCGACT GGT CACGAGECTAGG

ATTGATCGAAAGCT GCCGAT GAGAAAT GGCAAGGECEECATGCTGIGECCTTTTTTTTACG

GICTGI CAGGACAACTGAAAAGT TACAAATTTATAGT GGT TGTAAACAGCAACACGT TAAA

AAGTCGATTATCAGT TTCACAGAAAGAGGT CGT TAAAACCGCCAGCAAGCTTGITTCACTA

TCAGTCTGTCGCTAAGACAATCTCTTTCACCAAAAATACAATTTGCTTTCTTGCCGT TGCT

TCAAGTGAAAATCTTAATGT TTTAAATTAAAATATGI GCCTCTACGTAGGAAAAAATAATT

CAATCGAGI CTCATTTCATAAAAAAAATTTGGTCAAAAAATTATACACCATCTCGCTCAAG

TGACTCAAATATACTAAACGGTACTGAGCTGTCTTATAATATAAATTTGATTTACTGITAG

AATATGATGI TTTATGAGTGCACTAAATTCTATAAAATATATTTATTTTTAAATTATAAGA



TATTTTTATAGGT CTGCTCT TAGAGAGAGCTAAAAAAGAGAGAGCCT GTCTGAAGAAAAAT
CCATAACCAACGCAAAAT CCCGEGECECCCAAT CAGCCT TCTCCECCRAGATTCCTAGCCTC
AGCCAGAGCTACCTCATCT GCGTGAGGECT CCGGT GECGCCAAGT GT TCCGGECATCCCGGAC
GCACCAAT GGCATCCGAGCAACAGATCTTTTCTGCAACAACGCT TCGCGT CECGEGECG
(SEQ I D NO 2)

En una nodal i dad, un pronotor puede ser un pronotor del
gen de uni6n a la clorofila a/b de Zea mays nodi ficado de:
GCACAAAATACATAAAACTAGATTAGAAAAGGAAGAGAATACGCCAAATTGCAGCTTAATC
AATTAGACGATTTAGICCTGT TTTTACGAAACAATTGT TTAAGATAACATGECCTTATACT
TGGAGI TTGECATGICTTATGCTATGI TGCAAACAGGECCCGGTCTTGACATTTCGEEEECC
CTAAGAGAAAATTTATATAGAGGT CCTATACGAAAATTTGAGTCTGI TATTTTTTCAACTT
TTAAATAATATATGAAAAATAAAAAATTGATGATTTACATAATTTTATTCAAAATGATATG

ACTGGAAATATTGI TACAGTATTTTATGAGT CGTAAAATTATATAAATTATGTAATATACA

[TTGTTTTGACTTTTGAGAGAGTATTTTTACTTTTAATTTGTCAAACTAGCCTAAACCTTA

AAATACACAGTAAACCAAATCTAAATACATTAGATCAAATTTTCTGAAAATAAAGT TCAGC

AAACTAAACTAGGATTAATCAATGTAGGT TATTAGGGT CGACCCT TCGGTAGECTAGAATT

AAGCAACGCCGATAGGCACAGGT GTACAACACCTTTCGT CCTTCCCACGT CAATAAAGTATT

TGTCATCAAGCAGACGGT TGCGCGACCT CAAAGAGATGATTGCTAGAAAATAAAGAGACGC

AACAAAAGAATGAAAATATAGATTTATCTATAACTTATATGCATTTGATATAAGATAGATA

AATGGEGAGCCCT ACGAACCT TGAGGCT CTGAGCAGT CGCATATCCTGCACACCCTTGECEC

CGECCCTGGT TGCAAATATGCAAT TGTGT CCTTAT CCECGACT GGT CACGAGGCTAGGAT T

GATCGAAAGCT GCCGAT GAGAAAT GGCAAGEGECGEECATGCTGTGECCTTTTTTTTACGGTC



TGTCAGGACAACTGAAAAGT TACAAATTTATAGT GGT TGTAAACAGCAACACGT TAAAAAG
TCGATTATCAGI TTCACAGAAAGAGGT CGT TAAAACCGCCAGCAAGCTTGI TTCACTATCA
GICTGICGCTAAGACAATCTCTTTCACCAAAAATACAATTTGCTTTCTTGCCGI TGCTTCA
AGTGAAAAT CTGAGCTAAAAAAGAGAGAGGCT GT CTGAAGAAAAAT CCATAACCAACGCAA
AAT CCCGGEECGECCCAATCAGCCT TCTCCGCGGAGAT TCCT AGCCT CAGCCAGAGCTACCTC
ATCTGCGTGAGGECT CCGGT GECGCCAAGT GT TCCGECAT CCCGGACGCACCAATGGCATCC
GAGCAACAGATCTTTTCTGCAACAACGCT TCECGT CECGECEGTGT TTCCCTCCATCTGCT
CTGCTCTTTAAATACCT CCGTCGTCTCCTCGT CTCCACAGCATCTCAAGTCTTCACACTCC
TCGCCATCACATAAAACCAGT GCAAGCAGAAGCAGCGCA (SEQ ID NGO 3)

En una nodal i dad, un pronotor puede ser un pronotor
anterior del gen de union a la clorofila a/b de Zea mays
nodi fi cado de:
GCACAAAATACATAAAACTAGATTAGAAAAGGAAGAGAATACGCCAAATTGCAGCTTAATC
AATTAGACGATTTAGICCTGT TTTTACGAAACAATTGTTTAAGATAACATGECCTTATACT
TGGAGTI TTGECATGICTTATGCTATGI TGCAAACAGGCCCGGTCTTGACATTTCGEEEECC
CTAAGAGAAAATTTATATAGAGGTCCTATACGAAAATTTGAGTICTGI TATTTTTTCAACTT
TTAAATAATATATGAAAAATAAAAAATTGATGATTTACATAATTTTATTCAAAATGATATG

ACTGGAAATATTGT TACAGTATTTTATGAGT CGTAAAATTATATAAATTATGTAATATACA

[TTGTTTTGACTTTTGAGAGAGTATTTTTACTTTTAATTTGTCAAACTAGCCTAAACCTTA
AAATACACAGTAAACCAAATCTAAATACATTAGATCAAATTTTCTGAAAATAAAGT TCAGC
AAACTAAACTAGGATTAATCAATGTAGGT TATTAGGGT CGACCCT TCGGTAGGCTAGAATT

AAGCAACGCCGATAGGCACAGGT GTACAACACCTTTCGT CCTTCCCACGT CAATAAAGTATT



TGTCATCAAGCAGACGGT TGCGCGACCT CAAAGAGATGATTGCTAGAAAATAAAGAGACGC

AACAAAAGAATGAAAATATAGATTTATCTATAACTTATATGCATTTGATATAAGATAGATA

AATGGEGAGCCCTACGAACCT TGAGGCT CTGAGCAGT CGCATATCCTGCACACCCTTGECEC

CGGECCCTGGT TGCAAATATGCAAT TGTGT CCTTAT CCECGACT GGT CACGAGECTAGGAT T

GATCGAAAGCT GCCGAT GAGAAAT GECAAGGECGEECATCCTGTGECCTTTTTTTTACGGTC

TGICAGGACAACT GAAAAGT TACAAATTTATAGT GGT TGTAAACAGCAACACGT TAAAAAG

TCGATTATCAGT TTCACAGAAAGAGGT CGT TAAAACCGCCAGCAAGCTTGT TTCACTATCA

GTCTGTCGCTAAGACAATCTCTTTCACCAAAAATACAATTTGCTTTCTTGCCGI TGCTTCA
AGT GAAAAT CTGAGCTAAAAAAGAGAGAGECT GT CTGAAGAAAAAT CCATAACCAACGCAA
AAT CCCGGEECGECCCAATCAGCCT TCTCCGCGGAGAT TCCT AGCCT CAGCCAGAGCTACCTC
ATCTGCGT GAGGCT CCGGT GGCGCCAAGT GT TCCGGECAT CCCGGACGCACCAATGGCATCC
GAGCAACAGATCTTTTCTGCAACAACGCTTCGCGTCGCGECG (SEQ | D NO 4)

En una nodal i dad, un casete de expresi 6n géni ca conprende
un pronotor. En una nodalidad, un pronotor puede ser un
pronmotor del gen de union a la clorofila a/b de Zea nmays de | a
presente descripcion. En una nodalidad, un casete de expresion
géni ca conprende un pronotor, donde el pronotor 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 SEQID NO 1, SEQ
IDNO 2, SEQID NO3 o SEQID NO 4. En una nodalidad, un
casete de expresi 6n génica conprende un pronotor del gen de

unién a la clorofila a/b de Zea nmays uni do de manera operativa



a un transgén. En una nodal i dad, un casete de expresi én génica
que conprende el pronotor del gen de unid6n a la clorofila al/b
de Zea mays puede conducir | a expresion de dos o nas
transgenes. En una nodalidad ilustrativa, un casete de
expresi 6n géni ca conprende un pronotor del gen de unidn a la
clorofila a/b de Zea mays que se encuentra uni do de nanera
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 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 ecci onabl e o conbi naci ones de estos.
La expresi 6n del transgén tambi én se puede regul ar
nmedi ante una regi 6n intron ubi cada posteriornente de |la
secuenci a pronpbtora. Tanto un pronotor conp un intrdén pueden
regul ar | a expresi on de transgenes. Si bien es necesario un
pronotor para conducir la transcripcion, |la presencia de un
intron puede aunentar | os nivel es de expresi 6n que resultan en
una transcripci 6n de ARNm para la traduccion y la sintesis de
proteinas. Una regi 6n génica intron ayuda a estabilizar la

expresi 6n de un transgen.



En una nodal i dad, un casete de expresi 6n géni ca conprende
un intrén. En una nodal i dad, un casete de expresi 6n génica
conprende un intron del gen de union a la clorofila a/b de Zea
mays. En una nodalidad, el intron puede ser un intrén de gen
de unién a la clorofila a/b de Zea mays (1) de:
GIGTTTCCCTCCATCTGCTCTGCTCTTTAAATACCTCCGT CGTCTCCTCGTCTCCACAG
(SEQ | D NO 5)

En una nodal i dad, un intrén puede ser el intrén de gen de
union a la clorofila a/b de Zea mays (2) de:
GT'GGAGGCGCCACCGCCCACCGGECCACCGCTGCGGATATCTAG (SEQ I D NO 6)

En una nodal i dad, un casete de expresi 6n géni ca conprende
un intron, donde el intron es idéntico en al nmenos 80 % 85 %
90 % 91 % 92 % 93 % 94 % 95 % 96 % 97 % 98 % 99 %
99,5 % 99,8 %o0 100 %a la SEQID NO5 o SEQID NO 6. En una
nodal i dad, un casete de expresi 6n génica conprende un intron
de un gen de unidén a la clorofila a/b de Zea mays que esta
uni do de manera operativa a un pronotor, donde el pronotor es
un pronotor del gen de Zea mays o un pronotor que tiene origen
en una planta (por ejenplo, el pronotor de gen de unidén a |la
clorofila a/b de Zea mays o un pronotor de ubiquitina 1 de Zea
mays), un virus (por ejenplo, el pronotor del virus del

nosai co de |l a vena de |la yuca) o una bacteria (por ejenplo,



Agrobact erium tumef aci ens delta mas). En una nodal i dad
ilustrativa, un casete de expresiOn génica conprende un intron
de un gen de unidén a la clorofila a/b de Z. nmays que se
encuentra uni do de nmanera operativa a un transgén, donde el
transgén puede ser un transgén de resistencia a insecticidas,
un transgén de tol erancia a herbicidas, un transgén de
eficiencia en el uso de nitrdgeno, un transgén de eficiencia
en el uso del agua, un transgén de calidad nutricional, un
transgén de uni é6n a ADN, un transgén narcador sel eccionable o
conbi naci ones de estos.

La expresi 6n de transgenes tanbi én se puede regul ar con
una regi 6n génica no traducida 3" (es decir, 3'-UTR) ubicada
posteriormente a | a secuencia de codificaci 6n del gen. Tanto
un pronotor conb una 3'-UTR pueden regular |a expresion de
transgenes. Mentras que un pronotor es necesari o para
conducir la transcripcién, una regi 6n génica 3'-UIR puede
termnar la transcripcidn e iniciar |a poliadenilacién de una
transcripci én de ARNmresultante para la traduccién y la
sintesis de las proteinas. Una regi 6n génica 3'-UTR ayuda a
estabilizar |a expresion de un transgén. En una nodal i dad, una
3' - UTR puede ser una 3'-UTR del gen de unién a la clorofila

a/b de Zea mays de | ongitud conpleta de:



GEEGEGT GGAGGCGCCACCGCCCACCGECCACCGCT GCGGATATCTAGGT GT TCGGATGCAC

GI'GAGCGCCGCACTGGTTCCAGT TTGTACCATGATGTAAATTACT TACCGTACCAGGGTTCA

ATCGCECAAGGAAGAATTGT TGTGTTCACTGT CTTGEGCAGI CTCTTGGTCCAATATGAATC

AACTTACACAGCATCTCCAAAAACTTCTAAAATTACTAGCT GAATGCCCGT GCGT TGCAAC

GCGAATATATAATACCAGTATACTACGATAACT TATATACAAAATGTATGI TATATCGI TA

TGAGAAAATGT TTCATAACCAATTTATGATTCTGGTCATACATAAATTTTGITATTTATAG
TCTATCTGI TTCACCACTACATTGCAACCATCAGTATCATGCAGACTTCGATATATGITAC
GATTTGTATGGTCTCATTATTGGAGAGCACGT TCCACACATACCCGAAGAAATTTTCTCGT
ACATCGI TAGTCATCAGACACGTACCACCATACACTTTTGCTTAAACAAAAATGCAAGTGT
GIGTTTGCGAAGAGAAT TAAAGGCAAGT CGACACAAAAGCT ACCCCAACGGT GGCGAGGAT
GACGAACTGGTCATTTTTGT CGGT CCTCCCCTGCGT CACCT CTGBCGCCAAGAT GACGCCA
TAGTCCTCGATATAGTAATCGT CGAACGCGCGCGACATACCGAGTACTGATGACTCTTGEC
TGGEECTGTAAAACGAAGT GCACCCCGEGECT CATCAGCAAGGTAGTACCCCTGGTCGT TGCA
CTACCGGATGCGCTACTACT CTACATGCATCGT GT TCGAGGATACT CATACAACGT CAGCA
ACGGCTATCGT CTCAGTGCACAAGAATTCATGCCTAGT CAGTAGCGACTTACGTGGCTGGT
TGGEGECT TCAGGT GAACGAT GAGCT GGACAACGT GAT GECGT CGT CGT CGAATGCAGT GCCC
AGAACAACCCGAAAGTCGCCGACG (SEQ ID NO 7)

En una nodal i dad, una 3'-UTR puede ser una 3'-UTR del gen
de unidén a la clorofila a/b de Zea mays nodificada de:
GCEEGEGT CGAGECGCCACCGCCCACCGEECCACCGCT GCGGATATCTAGGTGT TCGGATGCAC
GT GAGCGCGCACTGGT TCCAGT TTGTACCATGATGTAAATTACT TACCGTACCAGGGT TCA

ATCGGCAAGGAAGAATTGTTGTGT TCACTGI CTTGGGECAGT CTCTTGGTCCAATATGAATC



AACTTACACAGCATCTCCAAAAACTTCTAAAATTACTAGCT GAATGCCCGT GCGI TGCAAC

GCGAATATATAATACCAGTATACTACGATAACT TATATACAAAATGTATGI TATATCGI TA

TGAGAAAATGT TTCATAACCAATTTATGATTCTGGTCATACATAAATTTTGITATTTATAG
TCTATCTGTTTCACCACTACATTGCAACCATCAG (SEQ | D NO: 8)

En una nodal i dad, un casete de expresi on géni ca conprende
una 3'-UTR En una nodalidad, una 3'-UTR puede ser una 3'-UTR
del gen de unidén a la clorofila a/b de Zea mays. En una
nodal i dad, un casete de expresi 6n géni ca conprende una 3'-UTR
donde la 3'-UTR es idéntica en al nmenos 80 % 85 % 90 % 91
% 92 % 93 % 94 % 95 % 96 % 97 % 98 % 99 % 99,5 %
99,8 %0 100 %ala SEQID NGO 7 o SEQID NO 8. En una
nodal i dad, un casete de expresi 6n géni ca conprende una 3'-UTR
del gen de unién a la clorofila a/b de Zea mays uni da de
manera operativa a un transgén. En una nodalidad ilustrativa,
un casete de expresi 6n géni ca conprende una 3'-UTR que se
encuentra uni da de nanera operativa a un transgén, donde el
transgén puede ser un transgén de resistencia a insecticidas,
un transgén de tol erancia a herbicidas, un transgén de
eficiencia en el uso de nitrdégeno, un transgén de eficiencia
en el uso del agua, un transgén de calidad nutricional, un
transgén de uni 6n a ADN, un transgén marcador sel eccionable o

conbi naci ones de est os.



En una nodal i dad, un casete de expresi 6n géni ca conprende
un pronotor, un intron y una 3'-UIR purificados del gen de
union a la clorofila a/b de Zea mays. En una nodal i dad, un
casete de expresi 6n génica conprende: a) un pronotor, donde el
pronotor es idéntico en al nenos 80 % 85 % 90 % 91 % 92 %
93 % 94 % 95 % 96 % 97 % 98 % 99 % 99,5 % 99,8 % o
100 %ala SEQIDNG1, SEQID NO2, SEQIDNO3 o SEQID
NO 4; b) un intrdn, donde el intrén es idéntico en al menos 80
% 85 % 90 % 91 % 92 % 93 % 94 % 95 % 96 % 97 % 98 %
99 % 99,5 % 99,8 %o 100 %a la SEQID NO5, SEQ ID NO 6;
y/o, ¢) una 3' -UTR, donde la 3'-UTR es idéntica en al nmenos 80
% 85 % 90 % 91 % 92 % 93 % 94 % 95 % 96 % 97 % 98 %
99 % 99,5 % 99,8 %o 100 %a la SEQID NO7 o SEQ I D NO 8.

Por ejenplo, un casete de expresion génica puede incluir
tanto un pronotor cono una 3'-UTR, donde el pronotor es un
polinucledtido de la SEQID NG 1, y la 3 -UTR es un
pol i nucl eétido de la SEQID NGO 7. En otra nodalidad, un
casete de expresi 6n génica puede incluir tanto un pronotor
conp una 3'-UTR, donde el pronotor es un polinucleétido de |la
SEQIDNO 1, y la 3 -UTR es un polinucleétido de la SEQ ID
NG 8. En una nodal i dad posterior, un casete de expresion

géni ca puede incluir tanto un pronotor conp una 3'-UTR, donde



el pronotor es un polinucleétido de la SEQIDNG 2, y la 3'-
UTR es un polinucleétido de la SEQID NO 7. En aun otra
nodal i dad, un casete de expresi 6n génica puede incluir tanto
un pronotor cono una 3'-UTR, donde el pronotor es un

pol i nucledétido de la SEQID NGO 2, y la 3" -UTR es un

pol i nucl eétido de la SEQ ID NGO 8.

En una nodal i dad adi ci onal, un casete de expresi én génica
puede incluir tanto un pronotor cono una 3'-UTR, donde el
pronotor es un polinucleétido de la SEQID NGO 3, y la 3" -UIR
es un polinucledtido de la SEQID NO 7. En aun otra
nodal i dad, un casete de expresi 6n génica puede incluir tanto
un pronotor cono una 3'-UTR, donde el pronotor es un
pol i nucleétido de la SEQID NGO 3, y la 3'-UTR es un
polinucledtido de la SEQ ID NO 8. En una nodalidad, un casete
de expresi 6n génica puede incluir tanto un pronotor conb una
3'-UTR, donde el pronotor es un polinucleétido de la SEQ ID
NO 4, y la 3 -UTR es un polinucleétido de la SEQID NGO 7. En
aun otra nodal i dad, un casete de expresi 6n géni ca puede
incluir tanto un pronmotor cono una 3'-UTR, donde el pronotor
es un polinucle6tido de la SEQID NO 4, y la 3 -UTR es un

pol i nucl e6tido de la SEQ ID NO 8.



En otra nodalidad, el casete de expresioOon génica puede
incluir un pronotor, intron y una 3'-UTR, donde el pronotor es
un polinucleétido de la SEQID NO 1, el intron es un
polinucledtido de la SEQIDNO 5y la 3 -UTR es un
pol i nucl eétido de la SEQ ID NO 7. En una nodal i dad adi ci onal,
el casete de expresion génica puede incluir un pronotor,
intron y una 3'-UTR, donde el pronotor es un polinucleétido de
la SEQID NO 1, el intron es un polinucleétido de la SEQ ID
NO 5, y la 3 -UTR es un polinucleétido de la SEQ 1D NGO 8. En
una nodal i dad adicional, el casete de expresion génica puede
incluir un pronotor, intron y una 3'-UTR, donde el pronotor es
un polinucleétido de la SEQID NO 3, el intron es un
pol i nucledétido de la SEQIDNO 5y la 3 -UIR es un
polinucledtido de la SEQ ID NO 7. En una nodalidad adicional,
el casete de expresi 6n génica puede incluir un pronotor,
intrén y una 3'-UTR, donde el pronotor es un polinucle6tido de
la SEQID NO 3, el intrén es un polinucleé6tido de la SEQ ID
NG 5y la 3-UR es un polinucledtido de a SEQ ID NO 8.

En otra nodalidad, el casete de expresiOon génica puede
incluir un pronotor, intron y una 3'-UTR, donde el pronotor es
un polinucleétido de la SEQID NO 2, el intron es un

polinucledtido de la SEQIDNO 5y la 3 -UTR es un



polinuclebtido de la SEQ ID NO 7. En una nodalidad adicional,
el casete de expresion génica puede incluir un pronotor,
intrén y una 3'-UTR, donde el pronotor es un polinucle6tido de
la SEQID NO 2, el intréon es un polinucleétido de la SEQ ID
NO 5y la 3-URes un polinucleodtido de la SEQ ID NO 8. En
una nodal i dad adicional, el casete de expresion génica puede
incluir un pronotor, intron y una 3'-UTR, donde el pronotor es
un polinucleétido de la SEQID NO 4, el intron es un
polinucledétido de la SEQIDNO 5y la 3 -UIR es un

pol i nucl eétido de la SEQ ID NO 7. En una nodal i dad adicional,
el casete de expresi on génica puede incluir un pronotor,
intrén y una 3'-UTR, donde el pronotor es un polinucleoétido de
la SEQID NO 4, el intrén es un polinucleé6tido de la SEQ ID
NG 5y la 3-UR es un polinucledtido de a SEQ ID NO 8.

En una nodal i dad, una 5'-UTR puede ser una 5'-UTR del gen
de unién a la clorofila a/b de Zea mays nodi fi cada:
CATCTCAAGTCTTCACACTCCTCGCCATCACATAAAACCAGT GCAAGCAGAAGCAGCGCA
(SEQ |1 D NO 19)

En una nodal i dad, se proporciona una construcci én de
aci do nucl ei co que conprende una 5'-UTR, donde la 5'-UIR 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



I D NG 19. En una nodal i dad, un casete de expresi én génica
conprende una 5' -UTR En una nodal i dad, una 5'-UTR puede ser
una 5' -UTR del gen de union a la clorofila a/b de Zea nmays. En
una nodal i dad, un casete de expresi 6n génica conprende una 5'-
UTR, donde la 5 -UTR es idéntica en al nenos 80 % 85 % 90 %
91 % 92 % 93 % 94 % 95 % 96 % 97 % 98 % 99 % 99,5 %
99,8 %0 100 %a la SEQ ID NO 19. En una nodalidad, un casete
de expresi 6n génica conprende una 5 -UTR del gen de unio6n a la
clorofila a/b de Zea mays uni da de manera operativa a un
transgén. En una nodalidad ilustrativa, un casete de expresion
géni ca conprende una 5'-UTR que se encuentra uni da de nmanera
operativa a un transgén, donde el transgén puede ser un
transgén de resistencia a insecticidas, un transgén de
tol erancia a herbicidas, un transgén de eficiencia en el uso
de 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 ecci onabl e o conbi naci ones de estos.
En una nodal i dad, un casete de expresi 6n géni ca conprende
un pronotor, un intrén y una 5 -UTR purificada del gen de
union a la clorofila a/b de Zea mays. En una nodal i dad, un
casete de expresi 6n génica conprende: a) un pronotor, donde el

pronotor 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 SEQIDNO 1, SEQID NO2, SEQID NO3 o SEQ ID
NO 4; b) un intron, donde el intron 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 5, SEQ ID NO 6;
y/o, ¢) una 5 -UTR, donde la 5 -UTR es idéntica en al nenos 80
% 85 % 90 % 91 % 92 % 93 % 94 % 95 % 96 % 97 % 98 %
99 % 99,5 % 99,8 %0 100 %a la SEQ ID NO 19.

Por ej enpl o, un casete de expresi on génica puede incluir
un pronotor y una 5'-UTR, donde el pronotor es un
polinucledtido de la SEQIDNO 1, y la 5 -UTR es un
pol i nucl eétido de la SEQ ID NGO 19. En una nodal i dad
posterior, un casete de expresi 6n géni ca puede incluir un
promotor y una 5'-UTR, donde el promotor es un polinucleo6tido
de la SEQID NO 2, y la 5 -UTR es un polinucleétido de |a SEQ
I D NO 19.

En una nodal i dad adicional, un casete de expresi Oon génica
puede incluir un promotor y una 5 -UTR, donde el pronotor es
un polinucleétido de la SEQID NO 3, y la 5 -UTR es un
pol i nucl eétido de la SEQ ID NGO 19. En aun otra nodalidad, un

casete de expresi 6n génica puede incluir un pronotor y una 5'-



UTR, donde el pronotor es un polinucle6tido de la SEQ ID NO
4, y la 5 -UTR es un polinucleétido de la SEQ ID NO 19

En otra nodalidad, el casete de expresi én géni ca puede
incluir un pronotor, intrén y una 5 -UTR, donde el pronotor es
un polinucleétido de la SEQID NO 2, el intron es un
polinucledétido de la SEQIDNO 5y la 5 -UIR es un
pol i nucledtido de la SEQ I D NO 19. En una nodal i dad
adi ci onal, el casete de expresion génica puede incluir un
pronmotor, intrén y una 5 -UTR, donde el pronotor es un
pol i nucl eétido de la SEQID NGO 4, el intron es un
polinucledtido de la SEQIDNO 5y la 5 -UTR es un
pol i nucl eétido de la SEQ ID NO 19

Un pronotor, un intron, una 3'-UTR y/o una 5 - UTR pueden
estar uni dos de manera operativa a diferentes transgenes
dentro de un casete de expresi 6n géni ca cuando un casete de
expresi 6n génica incluye uno o nas transgenes. En una
nodal i dad ilustrativa, un casete de expresi én géni ca conprende
un pronotor del gen de Z. mays (SEQ ID NO 1, SEQ ID NGO 2, SEQ
IDNO3 o SEQID NO 4) que se encuentra unido de nanera
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 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 ecci onable o conbi naci ones de estos.
En una nodalidad ilustrativa, un casete de expresiOon génica
conprende un pronotor del gen de Z. mays (SEQ ID NO 1, SEQ ID
NO 2, SEQIDNO3 o SEQID NGO 4), un intréon (SEQID NO5 o SEQ
IDNO6), vy una 5 -UTR (SEQ I D NO 19) que se encuentran uni dos
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 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 ecci onabl e o conbi naci ones de estos.
En una nodalidad ilustrativa, un casete de expresiOon génica
conprende una 3'-UTR de gen de Z. mays (SEQID NO7 o SEQ ID
NO 8) que se encuentra unida de nmanera 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 nitrdgeno,
un transgén de eficiencia en el uso del agua, un transgén de
calidad nutricional, un transgén de uni 6n a ADN, un transgén

mar cador sel ecci onabl e o conbi naci ones de estos. En otra



nodal i dad ilustrativa, un casete de expresi 6n génica conprende
una 5 -UTR de gen de Z. mays (SEQ I D NO 19) que se encuentra
uni da 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 nitrogeno, un transgén de eficiencia en el uso
del agua, un transgén de calidad nutricional, un transgén de
uni 6n a ADN, un transgén narcador sel eccionable o

conbi naci ones de estos.

En una nodal i dad, un vector conprende un casete de
expresi 6n génica cono se describe en la presente. En una
nodal i dad, un vector puede ser un plasm do, un césm do, un
cronosona artificial bacteriano (BAC), un bacterio6fago, un
virus o un fragnento de polinucl e6tido extirpado para usar en
la transformaci 6n o en el direcci onam ento de genes tal conp
un ADN de donante.

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

ser un pl &smi do, un cOsnido, un cronosonma artificia



bacteri ano (BAC), un bacterio6fago o un virus. Por lo tanto,
una célula o una planta que conprende un casete de expresion
géni ca conp se describe en |la presente es una célula
transgénica o una planta transgéni ca, respectivanente. En una
nodal i dad, una planta transgéni ca puede ser una planta
nonocoti |l edonea. En una nodal i dad, una pl anta nonocotil edénea
transgéni ca puede ser, de nodo no taxativo, maiz, trigo,
sorgo, avena, centeno, bananas, cafia de azucar y mjo. En una
nodal i dad, una planta transgéni ca puede ser una planta

di cotil edénea. En una nodal i dad, una planta dicotil edénea
transgéni ca puede ser, de nodo no taxativo, soja, algoddn,
girasol y canola. Una nodalidad tanbién incluye una semlla
transgéni ca de una planta transgéni ca, segun se describe en |la
presente.

En una nodal i dad, un casete de expresi 6n génica incluye
dos o mas transgenes. Los dos o0 mas transgenes pueden estar
uni dos de manera operativa a un pronotor del gen de unidén a
la clorofila a/b de Zea mays, intron, o 3'-UTR conp se
describe en | a presente. En una nodalidad, un casete de
expresi 6n génica incluye uno o mas transgenes. En una
nodal i dad con uno o mas transgenes, al nenos un transgén esté

uni do de nmanera operativa a un intrén, 3'-UTR o pronotor de



gen de unidn a la clorofila a/b de Zea nmays de | a presente

descri pci on.

Mar cador es sel ecci onabl es

Vari os marcadores sel ecci onabl es tanbi én descritos cono
genes i ndi cadores se pueden incorporar en un vector de
expresi 6n el egido para pernmtir la identificacion y |la
sel ecci 6n de plantas transformadas ("transformantes"). Hay
di sponi bl es nuchos nmétodos para confirmar |a expresion de
mar cador es sel ecci onabl es en pl antas transfornadas,
i ncl uyendo, por ejenplo, |a secuenciaci én de ADN y PCR
(reacci 6n en cadena de |la polinerasa), transferencia
Sout hern, transferencia de ARN, nétodos inmunol 6égi cos para |la
det ecci 6n de una proteina expresada del vector, por ejenplo,
| a proteina precipitada que nmedia |la resistencia de
fosfinotricina, u observaci 6n visual de otras proteinas tales
cono genes indi cadores que codifican |a 3-glucuroni dasa
(QUS), luciferasa, proteina verde fluorescente (GFP)
proteina amarilla fluorescente (YPF), DsRed, B-gal actosidasa,
cl oranfenicol acetiltransferasa (CAT), fosfatasa alcalina vy

simlares (ver Sanbrook, et al., Mlecular Coning: A



Laboratory Manual, Third Edition, Cold Spring Harbor Press,
N. Y., 2001).

Los genes marcadores sel eccionables se utilizan para |la
sel ecci 6n de tejidos o células transformdas. Los genes
mar cador es sel ecci onabl es i ncl uyen genes que codifican | a
resistencia a antibi éticos, tales conp | os que codifican
neom ci na fosfotransferasa Il (NEO e higromcina
fosfotransferasa (HPT) asi conbp tanbi én genes que confieren
tol erancia a conpuestos herbicidas. Los genes de tolerancia a
her bi ci das general nente codi fican para una proteina objetivo
nodi fi cada que es insensible al herbicida o para una enzi ma
gue degrada o desintoxica al herbicida en Ia planta antes de
gue pueda actuar. Por ejenplo, |la tolerancia al glifosato se
ha obt eni do usando genes que codifican para enzimas objetivo
nmut ant es, 5-enol piruvil shi ki mato-3-fosfato sintasa (EPSPS).
Los genes y nmutantes para EPSPS son bien conocidos y se
descri ben en detalle a continuacion. La tol erancia al anonio
de gl ufosinato, bronmoxinilo y 2,4-diclorofenoxiacetato (2, 4-
D) se ha obteni do 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 respectivos.



En una nodal i dad, son bi en conocidos | os herbicidas que
pueden inhibir el punto de crecimento o meristeno,
i ncl uyendo i m dazolinona o sulfonilurea y | os genes para | a
resi stenci a/tol eranci a de acetohi droxi aci do si ntasa (AHAS) y
acetol actato sintasa (ALS) para estos herbicidas. Los genes
de tolerancia a glifosato incluyen 5-enol piruvil shiki mat o- 3-
fosfato sintasa (EPSP) nmutantes y genes dgt-28 (nediante |a
i ntroducci 6n de &ci dos nucl ei cos reconbi nantes y/ o vari as
formas de nmutagénesis in vivo de | os genes EPSP nativos)
genes aroA y genes glifosato acetil transferasa (GAT),
respecti vanente. Los genes de resistencia para otros
compuest os fosfono incluyen genes BAR de especies de
Streptonyces, incluyendo Streptonyces hygroscopicus y
Streptomyces viridi chronbgenes y aci dos propi 6ni cos de fenoxi
o piridinoxi y ciclohexonas (genes que codifican inhibidores
de ACCasa). Los genes de ejenplo que confieren resistencia a
aci do aril oxi fenoxi propandi co y/ o cicl ohexanedi onas
(i ncluyendo Hal oxi fop, Diclofop, Fenoxiprop, Fluazifop,
Qui zal of op) i ncluyen genes de acetil coenzima A carboxil asa
(ACCasa)--Accl-S1, Accl-S2, y Accl-S3. En una nodalidad, |os
her bi ci das pueden inhibir la fotosintesis, inclusive |la

triazina (genes psbA y 1s+) o benzonitrilo (gen nitrilasa).



En una nodal i dad, | os genes marcadores sel ecci onabl es
i ncl uyen, de nodo no taxativo, genes que codifican: neom cina
fosfotransferasa |1; cianam da hidratasa; aspartato cinasa,
di hi drodi pi colinato sintasa; triptofano descarboxil asa;
di hi drodi pi colinato sintasa y aspartato cinasa
desensi bi | i zada; gen bar; triptéfano decarboxil asa; neom cina
fosfotransferasa (NEO); higromcina fosfotransferasa (HPT o
HYG ; dihidrofolato reductasa (DHFR); fosfinotricina
acetiltransferasa; dehal ogenasa de acido 2, 2-
di cl or opr opi 6ni co; acet ohi droxi &ci do sintasa; 5-enol piruvil -
shi ki mat o-fosfato sintasa (aroA); haloarilnitrilasa; acetil-
coenzi ma A carboxilasa; dihidropteroato sintasa (sul 1); vy
pol i péptido de fotosistema Il de 32 kD (psbA).

Una nodal i dad tanbi én i ncl uye genes que codifican
resi stencia a: cloranfenicol; netotrexato; higromcina;
espectinom cina; bronoxinilo; glifosato; y fosfinotricina.

La |ista anterior de genes marcadores sel ecci onabl es no
pretende ser taxativa. Se conprenden todos |os genes
mar cador es sel ecci onabl es o indicadores en | a presente
i nvenci on.

Los genes marcadores sel ecci onabl es se sintetizan para

| a expresi 6n 6ptinma en una planta. Por ejenplo, en una



nodal i dad, una secuencia que codifica un gen ha sido
nodi fi cada por una optim zaci 6n de coddén para nejorar |la
expresi 6n en las plantas. Un gen marcador sel ecci onabl e se
puede optim zar para |a expresi 6n en una especi e de planta
particular o de manera alternativa se puede nodificar para |l a
expresi on 6ptinma en | as plantas nonocotil edéneas y

di cotil edoneas. Los codones preferidos de | as plantas se
pueden deternminar a partir de codones de frecuencia nas alta
en | as proteinas expresadas en | a cantidad mas grande en | as
especies de plantas de interés particulares. En una
nodal i dad, un gen marcador sel ecci onabl e esté di sefiado para
ser expresado en plantas a un nivel nmas alto, lo que resulta
en una eficiencia de transfornmaci 6n nayor. Los netodos para
| a optimzaci 6n vegetal de genes son bien conoci dos. Las
guias para |la optim zaci6n y fabricaci 6n de secuenci as de
pol i nucl eéti dos sintéticas se pueden encontrar en, por

ej enpl o, W2013016546, WOR011146524, WD01997013402, patente
est adouni dense n.° 6166302 y patente estadouni dense n.°

5, 380, 831.



Transgenes

Los netodos y conposici ones descritos pueden utilizarse
para | a expresi 6n de secuenci as géni cas de polinucl e6tidos
dentro del genoma de |la planta. Por consiguiente, la
expresi 6n de | os genes que codifican la tolerancia a
her bi ci das, resistencia a | os insectos, nutrientes,
antibi 6ticos o nol écul as terapéuticas puede ser conduci da por
un pronotor vegetal .

En una nodal i dad, el el enento regul ador del gen de uni 6n
alaclorofila a/lb de Zea nmays de | a presente descripci 6n se
conbi na o se une de manera operativa a un gen que codifica
secuenci as de polinucl eéti dos que proporcionan resistencia o
tolerancia al glifosato u otro herbicida, y/o proporciona
resi stencia a enfernmedades o insectos sel ecci onados y/o
mej oras nutricionales, y/o caracteristicas agronodn cas
nej oradas, y/o proteinas u otros productos utiles para usos
nutricionales, alinmenticios, industriales, farmacéuticos u
otros. Los transgenes pueden "apilarse" con dos o mas
secuenci as de aci do nucleico de interés dentro de un genonma
de vegetal. El apilamento se puede | ograr, por ejenplo, a
través del fitomejoranm ento convencional utilizando dos o mas

eventos de | os siguientes: transformaci 6n de un vegetal con



una construcci 6n que contiene | as secuenci as de interés,
retransformaci 6n de una planta transgéni ca, o adicién de
nuevos rasgos a través de la integraci 6n direcci onada
nmedi ante | a reconbi naci 6n honol oga.

Tal es secuenci as de polinucl e6ti dos de interés incluyen,
de nodo no taxativo, |os ejenplos proporcionados a
cont i nuaci on:

1. Genes o0 secuencia de codificacion (por ejenplo, ARN)
gue confieren resistencia a plagas o enfernedades

(A) Genes de resistencia a enfernedades de | as pl ant as.
Las defensas de las plantas a nenudo se activan nedi ante
i nteracci 6n especifica entre el producto de un gen de
resistencia a las enfernedades (R) en la planta y el producto
de un gen de avirul encia correspondiente (Avr) en e
pat 6geno. Una vari edad vegetal puede transformarse con el gen
de resistencia clonado para nodificar genéticanmente vegetal es
gque sean resistentes a cepas patodgenas especificas. Los
ej enpl os de di chos genes incluyen el gen Cf-9 del tomate para
| a resistencia a O adosporium ful vum (Jones et al., 1994
Sci ence 266:789), el gen Pto del tomate, que codifica una
proteina quinasa, para |la resistencia a Pseudonobnas syringae

pv. tomate (Martin. et al., 1993 Science 262:1432), y el gen



RSSP2 de Arabi dopsis para |a resistencia a Pseudononas
syringae (Mndrinos et al., 1994 Cell 78:1089).

(B) Una proteina de Bacillus thuringiensis, un derivado
de esta o un polipéptido sintético nodel ado de |a msnma, cono
por ej enplo, una secuencia de nucl e6tidos de un gen de |a
endotoxina d Bt(Geiser et al., 1986 CGen 48:109), y un gen de
i nsecticida vegetativo (VIP) gen (véase, por ejenplo, Estruch
et al. Natl. Acad. Sci. 93:5389-94). Adensés, |as nol écul as de
ADN que codi fican genes de | a endotoxina d se pueden adquirir
en Anerican Type Culture Collection (Rockville, M.), bajo
| os nuneros de acceso de ATCC 40098, 67136, 31995 y 31998.

(© Una lectina, tal conp | as secuenci as de nucl ebti dos
de varios genes de lectina de union a | a manosa de Civia
mniata (Van Damme et al., 1994 Plant Ml ec. Biol. 24:825).

(D) Una proteina de unio6n a vitam nas, tal conp avidina
y hondl ogos de avi dina que son utiles cono |arvicidas contra
pl agas de insectos. Ver |a patente estadouni dense n.°
5, 659, 026.

(E) Un inhibidor enzimatico, por ejenplo, un inhibidor
de proteasa o un inhibidor de am | asa. Ej enplos de dichos
genes incluyen un inhibidor de |a cisteina proteinasa de

arroz (Abe et al., 1987 J. Biol. Chem 262:16793), un



i nhi bidor I de | a proteinasa del tabaco (Huub et al., 1993
Plant Molec.. Biol. 21:985), y un inhibidor de a-anil asa
(Sumtani et al., 1993 Biosci. Biotech. Biochem 57:1243).

(F) Una feronmona u hornona especifica de | os insectos
tal conb un ecdi esteroide y una hornona juvenil, una variante
de los msnps, un nmnético a base de estos, o un antagoni sta
0 agonista de los msnos, tal conp | a expresion en
bacul ovirus de | a hornona juvenil clonada esterasa, un
i nacti vador de | a hornmona juvenil (Hammock et al., 1990
Nat ure 344: 458).

(G Un péptido o neuropéptido especifico de | os insectos
que, al nonento de |la expresion, interrunpe la fisiologia de
| a plaga afectada (J. Biol. Chem 269:9). Los ejenplos de
di chos genes incluyen un receptor de |la hornona diurética de
| os insectos (Regan, 1994), una alostatina identificada en
Di pl optera punctata (Pratt, 1989), y neurotoxinas paraliticas
especificas de | os insectos (patente estadouni dense n.°
5, 266, 361) .

(H Un veneno especifico de insectos producido en |a
nat ural eza por una serpiente, una avispa, etc., tal conp un
pépti do i nsectotdxi co de escorpi 6n (Pang, 1992 Gene 116:

165) .



(1) Una enzima responsabl e de una hi peracunul aci 6n de
nonot er peno, un sesquiterpeno, un esteroide, acido
hi droxam co, un derivado de fenil propanoide u otra nol écul a
no proteica con actividad insecticida.

(J) Una enzima involucrada en |a nodificacion,
i ncl uyendo | a nodificaci 6n postraducci onal, de una nol écul a
bi ol 6gi canente activa; por ejenplo, enzima glicolitica, una
enzima proteolitica, una enzima lipolitica, una nucl easa, 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
callasa (solicitud PCT publicada WXO3/02197), secuencias que
codifican la quitinasa (que se puede obtener, por ejenplo, de
| a ATCC con | os nuneros de acceso 3999637 y 67152), quitinasa
del gusano del tabaco (Kramer et al., 1993 Insect Ml ec.
Biol. 23:691), y el gen de poliubiquitina ubi4-2 del perejil
(Kawal | eck et al., 1993 Plant Ml ec. Biol. 21:673).

(K) Una nol écul a que estimula | a transducci 6n de
sefial es. Los ejenpl os de tal es nol écul as i ncluyen secuenci as
de nucl e6ti dos para clones de ADNc de cal nodul i na de haba

mungo (Botella et al., 1994 Plant Ml ec. Biol. 24:757) y una



secuenci a de nucl e6tidos de un clon de ADNc de cal nodul i na de
maiz (Giess et al., 1994 Pl ant Physiol. 104:1467).

(L) Un péptido de nonento hidrofdébico. Ver |la patente
est adouni dense n.° 5,659,026 y 5,607,914; la Gltim ensefia
pépti dos antim crobi anos sintéticos que confieren resistencia
a enfernmedades.

(M Una perneasa de nenbrana, un formador de canal o un
bl oqueador de canal, tales conp un anélogo litico de péptidos
de cecropina-B (Jaynes et al., 1993 Plant Sci. 89:43) que
hace a | as plantas de tabaco transgénicas resistentes a |as
Pseudononas sol anacear um

(N) Una proteina viral invasiva o una toxina conpleja
derivada de |la misnma. Por ejenplo, |a acunul aci 6n de
proteinas de la cubierta viral en célul as vegetal es
transf ormadas proporciona resistencia a la infecciodn vira
y/ 0o al desarrollo de enfernedades efectuado por el virus a
partir del cual se deriva el gen de la proteina de |a
cubierta, asi conp por virus rel aci onados. La resistencia
nmedi ada por proteinas de la cubierta se ha conferido a
pl antas transformdas contra el virus del nosaico de |la
alfalfa, virus del nosaico del pepino, virus estriado de

tabaco, virus X de |a papa, virus Y de |la papa, virus del



grabado del tabaco, virus del cascabel del tabaco y virus de
nosai co del tabaco. Véase, por ejenplo, Beachy et al., (1990)
Ann. Rev. Phytopathol. 28:451.

(O Un anticuerpo especifico de |os insectos o0 una
i nmunot oxi na derivada de este. De este npbdo, un anticuerpo
di recci onado a una funci on netabdlica critica en el intestino
del insecto inactivaria una enzim afectada, matando a
i nsecto. Por ejenplo, Taylor et al., (1994) Resunen #497,
Seventh Int'l. Synposium on Ml ecul ar Pl ant-M crobe
Interactions nmuestra | a inactivaci 6n enzi matica en el tabaco
transgéni co nedi ante | a producci 6n de fragnentos de
anti cuer pos de cadena si npl e.

(P) Un anticuerpo especifico de virus. Ver, por ejenplo,
Tavl adoraki et al., (1993) Nature 266: 469, que nuestra que
| as plantas transgéni cas que expresan genes de anti cuerpos
reconbi nantes estan protegi das del ataque de virus.

(Q Una proteina que detiene el desarrollo, producida en
| a natural eza por un patogeno o un parasito. De este nodo,
| as endo-a-1, 4-D-poligal acturonasas fungicas facilitan la
col oni zaci 6n fungica y la liberaci én de nutrientes vegetal es
al solubilizar |Ia honp-a-1, 4-D gal acturonasa de | a pared

celul ar del vegetal (Lanb et al., 1992 Bi o/ Technol ogy



10: 1436). La clonaci 6n y caracterizaci 6n de un gen que
codi fi ca una proteina inhibidora de endopoligal acturonasa de
haba se descri be por Toubart et al. (1992 Plant J. 2:367).

(R) Una proteina que detiene el desarrollo producida en
| a natural eza por un vegetal, tal conp el gen inactivador de
ri bosona de cebada que proporciona una nayor resistencia a
enf er medades fuangi cas (Logemann et al., 1992 Bi o/ Technol ogy
10: 3305) .

(S) Interferencia de ARN, en |a que una nol écul a de ARN
se utiliza para inhibir la expresidn de un gen objetivo. Una
nol écul a de ARN en un ejenplo tiene doble cadena parcial o
total mente, | o que desencadena una respuesta de
sil enci am ento, dando conp resultado | a escision del RNAcd en
pequefios ARN de interferencia, que |uego se incorporan en un
conpl ej o de direccionam ento que destruye | os ARNm hondl ogos.
Véanse, por ejenplo, Fire et al., patente estadouni dense n.°

6, 506, 559;: Grahamet al., 6,573, 099.

2. Cenes que confieren tolerancia a un herbicida
(A) Los genes que codifican la resistencia o tolerancia
a un herbicida que inhibe el punto de crecimento o

meri stenp, tal conmo un herbicida de i m dazoli nona,



sul fonanilida o sulfonilurea. Los genes de ejenplo en esta
categoria codifican el acetolactato sintasa nutante (ALS)
(Lee et al., 1988 EMBQJ. 7:1241), tanbi én conocido conp
enzi ma acet ohi droxi aci do sintasa (AHAS) (M ki et al., 1990
Theor. Appl. Cenet. 80:449).

(B) Uno o mas genes adicional es que codifican | a
resistencia o tolerancia al glifosato inpartidas por |os
genes de la sintasa EPSP nutante y genes aroA, o0 a través de
| a i nactivaci 6n netabdlica nedi ante genes tales cono DGI- 28,
2nEPSPS, GAT (glifosato acetiltransferasa) o GOX (glifosato
oxi dasa) y otros conpuestos fosfono, tales cono gl ufosinato
(genes pat, bar, y DSM 2), y &acidos aril oxifenoxi propi 6ni cos
y cicl ohexanodi onas (genes que codifican el inhibidor de
ACCasa). Ver, por ejenplo, patente estadouni dense n.°
4,940, 835, que describe | a secuencia de nucl ebéti dos 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 nunero de acceso de ATCC 39256, y la
secuenci a de nucl e6tidos del gen nutante se describe en |a
pat ent e estadouni dense n.° 4,769,061. La solicitud de patente
europea n.° 0 333 033 y | a patente estadouni dense n.°

4,975, 374 descri ben secuencias de nucl e6ti dos de genes de



gl utam na sintetasa que confieren resistencia a herbicidas
tales conpo L-fosfinotricina. La secuencia de nucl eodtidos de
un gen de fosfinotricinacetil-transferasa se proporciona en
la solicitud europea n.° 0 242 246. De Geef et al. (1989
Bi o/ Technol ogy 7:61) describe |a producci 6n de pl ant as
transgéni cas que expresan genes bar qui néricos que codifican
| a actividad de |la fosfinotricinacetil-transferasa. Son
ej enpl os de genes que confieren resistencia a aci dos
aril oxi fenoxi propionicos y a cicl ohexanodi onas, tales conp
setoxi dimy hal oxi fop, |os genes Accl-S1, Accl-S2 y Accl-S3,
descritos por Marshall et al., (1992 Theor. Appl. Cenet.
83: 435).

(C) Los genes que codifican la resistencia o tolerancia
a un herbicida 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)
descri be I a transfornmaci 6n de Chl anydononas con el uso de
pl asm dos que codifican genes psbA nutantes. Las secuenci as
de nucl e6ti dos para genes de nitrilasa estan descritas en |a
pat ent e estadouni dense n.° 4,810,648 y | as nol écul as de ADN
que contienen estos genes estan di sponi bl es con | os nuneros

de acceso de | a ATCC 53435, 67441 y 67442. La clonacién y



expresi 6n de ADN que codifica una glutationa S-transferasa se
descri be por Hayes et al. (1992 Biochem J. 285:173).

(D) Los genes que codifican la resistencia o tolerancia
a herbicidas que se unen a hidroxi-fenil-piruvato di oxagenasa
(HPPD), enzimas que catalizan |la reaccion en |la cual el para-
hi droxi-feni|l piruvato (HPP) se transforma en honbgenti sato.
Esto incluye herbicidas tales cono i soxazol es (EP418175,
EP470856, EP487352, EP527036, EP560482, EP682659, patente
est adouni dense n.°. 5,424,276), en particular isoxaflutol,
gue es un herbicida selectivo para el nmaiz, dicetonitrilos
(EP496630, EP496631), en particul ar
2-ci ano-3-cicl opropil -1-(2- SO2CH3- 4- CF3
fenil)propano-1, 3-diona y
2-ci ano- 3-cicl opropi | -1-(2- SO2CH3- 4-
2, 30 2f eni | ) propano-1, 3-diona, tricetonas (EP625505,
EP625508, patente estadouni dense n.° 5,506, 195), en
particul ar sulcotriona, y pirazolinatos. Un gen que produce
una sobreabundanci a de HPPD en | as pl antas puede proporcionar
tolerancia o resistencia a dichos herbicidas, incluidos, por
ej enpl o, | os genes descritos en |as patentes estadouni denses
n.° 6,268,549 y 6,245,968 y |la publicacioén de la solicitud de

pat ent e est adouni dense n.° 20030066102.



(E) Los genes que codifican |la resistencia o tolerancia
a |l os herbicidas de fenoxi auxina, tales cono el &cido 2, 4-
di cl orof enoxi acético (2,4-D) y que tambi én pueden conferir
resistencia o tol erancia a herbicidas de
ari | oxi f enoxi propi onato (ACPP). Los ejenplos de estos genes
i ncluyen el gen de | a enzinma di oxi genasa dependi ente de
a-cetoglutarato (aad-1), que se describe en | a patente
est adouni dense n.° 7,838, 733.

(F) Los genes que codifican la resistencia o tolerancia
a |l os herbicidas de fenoxi auxina, tales cono el &cido 2, 4-
di cl or of enoxi acético (2,4-D) y que tanbi én pueden conferir
resistencia o tolerancia a herbicidas de piridiloxi auxina,
tales cono fluoroxipir o triclopir. Los ejenplos de estos
genes incluyen el gen de |a enzima di oxi genasa dependi ente de
a-cetoglutarato (aad-12), que se describe en WD 2007/ 053482
A2.

(G Los genes que codifican la resistencia o tolerancia
a di canba (véase por ejenplo, |a publicacion de |a patente
est adouni dense N.° 20030135879).

(H) Los genes que proporcionan resistencia o tolerancia
a |l os herbicidas que inhiben |a protoporfirinégeno oxi dasa

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



(1) Los genes que proporcionan resistencia o tolerancia
a los herbicidas de triazina (conp la atriazina) y |os
her bi ci das de derivados de |la urea (conp el diurdn) gque se
unen a proteinas nucl eicas de centros de reacci 6n de
fotosistema Il (PSI11) (Véase Brussian et al., (1989) EMBO J.

1989, 8(4): 1237-1245).

3. Genes que confieren o contribuyen a un rasgo de val or
agr egado

(A) Modificaci 6n del metabolisno de aci dos grasos, por
ej enpl o, nediante |a transformaci 6n del maiz o de Brassica
con un gen antisentido o estearoil-ACP desaturasa para
aunment ar el contenido de &cido estearico de la planta
(Knultzon et al., 1992 Proc. Nat. Acad. Sci. EUA 89:2624).

(B) Disnminucion del contenido de fitato

(1) Introducci 6n de un gen que codifica fitasa, tal cono
el gen de la fitasa de Aspergillus niger (Van Hartingsvel dt
et al., 1993 Gene 127:87), aunmenta |a desconposici 6n de
fitato, agregando mas fosfato libre al vegetal transfornado.

(2) Se podria introducir un gen que reduzca el contenido
de fitato. En el maiz, esto, por ejenplo, podria |Ilevarse a

cabo nediante la clonaci6n y luego | a reintroducci 6n de ADN



asoci ado con el alelo unico que es responsable de |os
nmut ant es de maiz caracterizados por bajos niveles de &acido
fitico (Raboy et al., 1990 Maydi ca 35: 383).

(O La nodificacion de | a conposicién de carbohi dratos
ef ectuada, por ejenplo, nmediante | a transfornmaci 6n de pl antas
con un gen que codifica para una enzima que altera el patroén
de ram ficaci én del al m dén. Los ejenpl os de dichas enzi nas
i ncl uyen genes de fructosiltransferasa Streptococcus nucus
(Shiroza et al., 1988 J. Bacteriol. 170:810), genes de
| evansucrasa Bacillus subtilis (Steinnetz et al., 1985 Mdl.
Gen. Genel. 200:220), a-am lasa Bacillus licheniforms (Pen
et al., 1992 Bi o/ Technol ogy 10: 292), genes de invertasa de
tomate (Elliot et al., 1993 Plant Mdl. Biol. 21:515-524), gen
de am |l asa de | a cebada (Sogaard et al., 1993 J. Biol. Chem
268:22480) y la enzima de ranmificaci 6n de al m don de
endospernmo de maiz Il ( Fisher et al., 1993 Pl ant Physiol.

102: 10450) .

Tr ansf or maci 6n
Los métodos para |la transformaci 6n de pl antas adecuados
i ncl uyen cual qui er método nedi ante el que se pueda introducir

ADN a una célula, por ejenplo, de nodo no taxativo:



el ectroporaci 6n (ver, por ejenplo, |la patente estadouni dense
5, 384, 253); bonbardeo de m croproyectiles (ver, por ejenplo,

| as pat entes estadouni denses 5,015,580, 5,550,318, 5, 538, 880,
6, 160, 208, 6,399,861 y 6, 403, 865); transfornaci 6n nedi ada por
Agrobacterium (ver, por ejenplo, |as patentes estadouni denses
5, 635, 055, 5,824,877, 5,591,616; 5,981,840 y 6,384,301) y
transfornmaci 6n de protoplasto (véase, por ejenplo, |la patente
est adouni dense 5,508, 184). Estos netodos pueden utilizarse
para transformar de nmanera estable o transformar de manera
transitoria una pl anta.

Una construcci 6n de ADN se puede introducir directanente
en el ADN genonmico de |l a célula vegetal usando técnicas tales
cono | a agitaci on con fibras de carburo de silicio (ver por
ej enpl o, | as patentes estadouni denses 5, 302,523 y 5, 464, 765),
o |l as construcci ones de ADN se pueden introducir directanente
al tejido vegetal usando netodos biolisticos, tales cono el
bonbardeo de particul as de ADN (ver, por ejenplo, Kl ein et
al ., (1987) Nature 327:70-73). De manera alternativa, |la
construcci 6n de ADN se puede introducir en la célula vegetal
nmedi ant e transformaci 6n de nanoparticul as (véase, por
ej enpl o, | a publicaci 6n de patente estadouni dense n.°

2009/ 0104700) .



Ademas, |a transferencia de genes se puede |levar a cabo
usando virus o bacterias que no sean de Agrobacteriumtales
cono Rhi zobi um sp. NGR234, Sinorhi zoboiumneliloti,

Mesor hi zobium loti, virus X de |a papa, virus del nopsaico de
la coliflor, y virus del nosaico de |la vena de |la yuca y/o
virus del npsaico de tabaco, véase, por ejenplo, Chung et al.
(2006) Trends Plant Sci. 11(1):14.

A través de |l a aplicacion de técnicas de transfornaci6n
| as célul as de préacticanmente cual qui er especi e vegetal se
pueden transformar de nanera estable y estas células se pueden
desarrollar en plantas transgéni cas nedi ante técni cas bien
conoci das. Por ejenplo, las técnicas que pueden ser
particularnente Utiles en el contexto de |a transformaci 6n de
al godén se describen en | as patentes estadouni denses n.°
5, 846, 797, 5,159,135, 5,004,863 y 6,624, 344; |las técnicas para
transformar plantas Brassica en particul ar se describen, por
ejenpl o, en | a patente estadouni dense n.° 5,750,871; |as
técnicas para transformar |a soja se describen por ejenplo, en
| a patente estadouni dense n.° 6,384,301; y las técnicas para
transformar el maiz se describen, por ejenplo, en las patentes
est adouni denses n.° 7,060,876 y 5,591,616 y | a publicaci 6n

i nt ernaci onal PCT W5/ 06722.



Después de realizar |la adm nistraci 6n de un &aci do
nucl ei co exdgeno a una célula receptora, una célula
transfornada general nente se identifica para | a regeneraci 6n
vegetal y el cultivo adicional. Con el fin de nejorar |a
capaci dad de identificar transformantes, se puede desear
utilizar un gen marcador sel ecci onable con el vector de
transformaci 6n usado para generar el transformante. En una
nodal i dad il ustrativa, una pobl aci 6n de cél ul as transfornmadas
se puede ensayar mnedi ante |a exposicion de las células a uno o
mas agentes sel ectivos, o |las células se pueden analizar para
conseguir el rasgo de gen marcador deseado.

Las cél ul as que sobreviven a | a exposici6n a un agente
sel ectivo, o las células que han sido calificadas cono
positivas en un ensayo de analisis se pueden cultivar en un
medi o que tolera | a regeneraci 6n de plantas. En una nodal i dad,
cual quier medio de cultivo de tejido vegetal adecuado se puede
nodi ficar incluyendo sustancias adicionales, tales cono
regul adores de crecimento. El tejido se puede mantener en un
medi o basi co con regul adores de crecimento hasta que haya
tejido suficiente para enpezar |as tareas de regeneracion
vegetal , o después de repetidas veces de sel ecci 6n nanual ,

hasta que | a norfologia del tejido esté preparada para |la



regeneraci 6n (por ejenplo, al nenos 2 senanas), después se
transfieren al nedio propicio de formaci 6n de tallos. Los
cultivos se transfieren peri édi canente hasta que se haya
produci do suficiente formaci 6n de tallos. Una vez que se hayan
formado | os tallos, se transfieren al medio propicio para la
formaci 6n de raices. Una vez que se hayan formado suficientes
raices, las plantas se pueden transferir a la tierra para que
crezcan y maduren.

Para confirmar |a presencia de un aci do nucl ei co deseado
gue conprenda construcci ones proporcionadas en |a regeneraci 6n
de las plantas, se pueden realizar una vari edad de ensayos.
Di chos ensayos pueden incluir: ensayos biol 6gi cos nol ecul ares,
tales cono la transferencia Southern y Northern y PCR ensayos
bi oqui m cos, tal conmp | a detecci6én de |a presencia de un
producto de proteina, por ejenplo, nediante nedios
i nmunol 6gi cos (ELI SA, transferencias Western y/o
espectrofotonetria LCMS M5) o nediante funci 6n enzi méti ca,
ensayos de partes de plantas, tales conp ensayos de hojas o
raices; y/o analisis del fenotipo de |a planta regenerada
conpl et a.

Se pueden analizar |os eventos transgéni cos, por ejenplo,

medi ante |la anplificaci 6n de PCR usando, por ejenplo,



cebadores de ol igonucl eétido especificos para |as nol écul as de
acido nucleico de interés. Se entiende que el genotipado por
PCR i ncluye, de nodo no taxativo, la anplificacion por
reacci 6n en cadena de |la polinerasa (PCR) del ADN gendém co
derivado de tejido de callo de planta huésped ai sl ado que se
prevé que contengan una nol écul a de aci do nucleico de interés
integrada en el genonmm, seguido de |a clonacio6n estéandar y el
andl i sis de secuencia de productos de anplificaci 6n por PCR
Los mét odos de genoti pado por PCR han sido bien divul gados
(ver, por ejenplo, Rios et al., (2002) Plant J. 32:243-53), vy
se pueden aplicar a ADN genom co derivado de cual qui er especie
vegetal o tipo de tejido, incluyendo cultivos celulares. Las
conbi naci ones de cebadores de ol igonucl e6ti do que se unen
tanto a | a secuencia objetivo conb a | a secuenci a introduci da
se pueden usar secuencial nente o nultipl exados en reacci ones
de anplificaciones por PCR Se pueden producir |os cebadores
de ol i gonucl e6ti do di sefiados para hibridarse al sitio

obj etivo, secuencias de acido nucleico introducidas y/o

conbi naci ones de |l os dos. Por lo tanto, |as estrategias de
genoti pado por PCR pueden incluir, por ejenplo y de nodo no
taxativo: anplificaci én de secuenci as especificas en el genonm

de la planta; anplificaci én de secuenci as especificas



mil tiples en el genoma de |la planta; anplificacién de |as
secuenci as no especificas en el genona de la planta; y

conbi naci ones de cual quiera de los anteriores. Un experto en

| a técnica podréa el aborar conbi naci ones adi ci onal es de | os
cebadores y reacciones de anplificaci 6n para exam nar el
genoma. Por ejenpl o, se puede diseflar un conjunto de cebadores
de ol igonucl eétidos inversos y directos para hibridarse a |as
secuenci as de &ci do nucl eico especificas para el objetivo
fuera del limte de |la secuencia de acido nucleico

i ntroduci da.

Los cebadores de oligonucledtido inversos y directos se
pueden di sefiar para hi bridarse especificanente a una nol écul a
de aci do nucl eico introducida, por ejenplo, en una secuencia
que corresponde a una regi 6n codificante dentro de una
secuenci a de nucl eétidos de interés conprendida alli, u otras
partes de | a nol écul a de aci do nucl ei co. Los cebadores se
pueden usar conjuntanente con cebadores descritos en |a
presente. Los cebadores de oligonucl eéti dos se pueden
sintetizar de acuerdo con una secuenci a deseada y estan
coner ci al mente di sponi bl es (por ejenplo, en Integrated DNA
Technol ogies, Inc., Coralville, IA). La anplificaci6n puede

estar segui da de clonaci 6n y secuenci aci 6n, o nedi ante el



anal i sis de secuencia directo de productos de anplificacién.
En una nodal i dad, | os cebadores de oligonucl eo6ti dos
especificos para el direccionamento de genes se utilizan en

anmpl i ficaciones por PCR

Meét odo para expresar un transgén

En una nodal i dad, un nétodo para expresar al nenos un
transgén en una planta conprende cultivar una planta que
conprende un pronotor del gen de unién a la clorofila a/b de
Zea mays uni do de manera operativa a al nenos un transgén. En
una nodal i dad, un nmétodo para expresar al nenos un transgén
en una planta conprende cultivar una planta que conprende un
intron del gen de union a la clorofila a/b de Zea mays uni do
de manera operativa a al nenos un transgén. En una nodal i dad,
un et odo para expresar al nmenos un transgén en una planta
conprende cul tivar una planta que conprende un intrén y un
pronotor del gen de unién a la clorofila a/b de Zea mays
uni dos de nmanera operativa a al nenos un transgén. En una
nodal i dad, un nétodo para expresar al nmenos un transgén en
una planta conprende cultivar una planta gque conprende una
3'-UTR del gen de union a la clorofila a/b de Zea mays uni da

de manera operativa a al nenos un transgén. En una nodal i dad,



un et odo para expresar al nmenos un transgén en una planta
conprende cul tivar una planta que conprende un pronotor,
intron y 3' -UTR del gen de union a la clorofila a/b de Zea
mays uni dos de nmanera operativa a al nmenos un transgén. En
una nodal i dad, un neétodo para expresar al nenos un transgén
en una planta conprende cultivar una planta que conprende una
5'-UTR del gen de union a la clorofila a/b de Zea mays uni da
de manera operativa a al nenos un transgén. En una nodal i dad,
un nmétodo para expresar al nenos un transgén en una pl anta
conprende cultivar una planta que conprende un pronotor,
intron y 5 -UTR del gen de union a la clorofila a/b de Zea
mays uni dos de manera operativa a al nmenos un transgén. En
una nodal i dad, un nétodo para expresar al nenos un transgén
en una planta conprende cultivar una planta que conprende un
pronotor del gen de union a la clorofila a/b de Zea mays

uni do de nanera operativa a al nenos un transgén. En una
nodal i dad, un nmétodo para expresar al nenos un transgén en
una planta conprende cultivar una planta que conprende un
intron del gen de unidn a la clorofila a/b de Zea mays uni do
de manera operativa a al nenos un transgén. En una nodal i dad,
un neétodo para expresar al menos un transgén en una planta

que conprende cultivar una planta que conprende un intrén y



un pronotor del gen de unidn a la clorofila a/b de Zea mays
uni dos de manera operativa a al nmenos un transgén. En una
nodal i dad, un nmétodo para expresar al nenos un transgén en
una planta conprende cultivar una planta que conprende una
3'-UTR del gen de unidén a la clorofila a/b de Zea nmays uni da
de manera operativa a al nenos un transgén. En una nodal i dad,
un netodo para expresar al menos un transgén en una planta
que conprende cultivar una planta que conprende un pronotor
del gen de unidén a la clorofila a/b de Zea mays y una 3' - UTR
del gen de unién a la clorofila a/b de Zea mays uni dos de
manera operativa a al menos un transgén. En una nodal i dad, un
nmet odo para expresar al nenos un transgén en una planta
conprende cultivar una planta que conprende una 5'-UTR de
gen de unio6n a la clorofila a/b de Zea nmays uni da de nmanera
operativa a al nmenos un transgén. En una nodalidad, un nétodo
para expresar al nmenos un transgén en una planta que
conprende cultivar una planta que conprende un pronotor de
gen de union a la clorofila a/b de Zea nmays y una 5'-UTR del
gen de unio6n a la clorofila a/b de Zea mays uni dos de nanera
operativa a al menos un transgén.

En una nodal i dad, un nétodo para expresar al nenos un

transgén en un tejido vegetal o célula vegetal que conprende



cultivar un tejido vegetal o célula vegetal que conprende un
pronotor del gen de unidén a la clorofila a/b de Zea mays

uni do de nanera operativa a al nenos un transgén. En una
nodal i dad, un nétodo para expresar al nmenos un transgén en un
tejido vegetal o célula vegetal que conprende cultivar un
tejido vegetal o célula vegetal que conprende un introén del
gen de unio6n a la clorofila a/b de Zea mays uni do de nanera
operativa a al nmenos un transgén. En una nodalidad, un nétodo
para expresar al nmenos un transgén en un tejido vegetal o
célul a vegetal que conprende cultivar un tejido vegetal o
célul a vegetal que conprende un intrén y un pronotor del gen
de union a la clorofila a/b de Zea mays uni dos de manera
operativa a al menos un transgén. En una nodal i dad, un ngetodo
para expresar al nmenos un transgén en un tejido vegetal o
célul a vegetal que conprende cultivar un tejido vegetal o
célul a vegetal que conprende una 3'-UTR del gen de unidén a la
clorofila a/b de Zea mays uni da de manera operativa a al

menos un transgén. En una nodal i dad, un método para expresar
al menos un transgén en un tejido vegetal o célula vegetal
gue conprende cultivar un tejido vegetal o célula vegetal que
conprende un pronotor del gen de unidén a la clorofila a/b de

Zea mays y una 3'-UTR del gen de unién a la clorofila a/b de



Zea mays uni dos de manera operativa a al nenos un transgén.
En una nodal i dad, un nmétodo para expresar al nenos un
transgén en un tejido vegetal o célula vegetal que conprende
cultivar un tejido vegetal o célula vegetal que conprende una
3'-UTR, intrén y pronotor del gen de unidén a la clorofila a/b
de Zea mays uni dos de nanera operativa a al nenos un
transgén. En una nodal i dad, un nétodo para expresar al nenos
un transgén en un tejido vegetal o célula vegetal que
conprende cultivar un tejido vegetal o célula vegetal que
conprende una 5' -UTR del gen de union a la clorofila a/b de
Zea mays unida de nmanera operativa a al nmenos un transgén. En
una nodal i dad, un netodo para expresar al nenos un transgén
en un tejido vegetal o célula vegetal que conprende cultivar
un tejido vegetal o célula vegetal que conprende un pronotor
del gen de uni6n a la clorofila a/b de Zea mays y una 5'-UTR
del gen de unidén a la clorofila a/b de Zea nmays uni dos de
manera operativa a al nenos un transgén. En una nodal i dad, un
mét odo para expresar al nmenos un transgén en un tejido
vegetal o célula vegetal que conprende cultivar un tejido
vegetal o célula vegetal que conprende una 5 -UTR, intrén vy
pronotor del gen de union a la clorofila a/b de Zea mays

uni dos de nanera operativa a al nenos un transgén.



En una nodal i dad, un nmétodo para expresar al nenos un
transgén en una planta conprende cul tivar una planta que
conprende un casete de expresi 6n géni ca que conprende un
pronotor del gen de unidon a la clorofila a/b de Zea mays
uni do de nanera operativa a al nenos un transgén. En una
nodal i dad, un nétodo para expresar al nmenos un transgén en
una planta conprende cultivar una planta que conprende un
casete de expresi on génica que conprende un intron del gen de
unién a la clorofila a/b de Zea mays uni do de nanera
operativa a al nmenos un transgén. En una nodalidad, un nétodo
para expresar al nmenos un transgén en una planta conprende
cul tivar una planta que conprende un casete de expresion
géni ca que conprende un intron y pronotor del gen de unién a
la clorofila a/b de Zea mays uni dos de manera operativa a al
nmenos un transgén. En una nodal i dad, un netodo para expresar
al nmenos un transgén en una planta conprende cultivar una
pl anta que conprende un casete de expresi On génica que
conprende una 3'-UTR del gen de unién a la clorofila a/b de
Zea mays uni da de manera operativa a al nenos un transgén. En
una nodal i dad, un nmétodo para expresar al nenos un transgén

en una planta conprende cultivar una planta que conprende un



casete de expresi 6n génica que conprende un pronotor del gen
de union a la clorofila a/b de Zea mays y una 3'-UTR del gen
de unién a la clorofila a/b de Zea mays uni dos de manera
operativa a al nmenos un transgén. En una nodalidad, un nétodo
para expresar al nmenos un transgén en una planta conprende
cultivar una planta que conprende un casete de expresion
géni ca que conprende una 3'-UTR, pronmotor e intrén del gen de
union a la clorofila a/b de Zea mays uni dos de nanera
operativa a al menos un transgén. En una nodal i dad, un ngetodo
para expresar al menos un transgén en una planta conprende
cul tivar una planta que conprende un casete de expresion
géni ca que conprende una 5 -UTR del gen de union a |la
clorofila a/b de Zea mays uni da de manera operativa a al
menos un transgén. En una nodal i dad, un método para expresar
al menos un transgén en una planta conprende cultivar una

pl anta que conprende un casete de expresi 6n géni ca que
conprende un pronotor del gen de unién a la clorofila a/b de
Zea mays y una 5' -UTR del gen de unidén a la clorofila a/b de
Zea mays uni dos de manera operativa a al nenos un transgén.
En una nodal i dad, un nmétodo para expresar al nenos un
transgén en una planta conprende cultivar una planta que

conprende un casete de expresi 6n géni ca que conprende una



5'-UTR, pronotor e intrén del gen de unién a la clorofila al/b
de Zea nmays uni dos de manera operativa a al nmenos un
transgén.

En una nodal i dad, un nétodo para expresar al nenos un
transgén en un tejido vegetal o célula vegetal conprende
cultivar un tejido vegetal o célula vegetal que conprende un
casete de expresiOon génica, un pronotor del gen de unioén a |la
clorofila a/b de Zea mays uni dos de nanera operativa a al
nmenos un transgén. En una nodal i dad, un netodo para expresar
al nenos un transgén en un tejido vegetal o célula vegetal
conprende cultivar un tejido vegetal o célula vegetal que
conprende un casete de expresion génica, un intron del gen de
unién a la clorofila a/b de Zea mays uni dos de manera
operativa a al nmenos un transgén. En una nodalidad, un nétodo
para expresar al nmenos un transgén en un tejido vegetal o
célul a vegetal conprende cultivar un tejido vegetal o célula
vegetal que conprende un casete de expresi on génica, un
intron y pronotor del gen de unién a la clorofila a/b de Zea
mays uni dos de manera operativa a al nenos un transgén. En
una nodal i dad, un nétodo para expresar al nenos un transgén
en un tejido vegetal o célula vegetal conprende cultivar un

tejido vegetal o célula vegetal que conprende un casete de



expresi 6n génica, una 3'-UTR del gen de unién a la clorofila
a/b de Zea mays uni dos de manera operativa a al menos un
transgén. En una nodal i dad, un nmétodo para expresar al nenos
un transgén en un tejido vegetal o célula vegetal conprende
cultivar un tejido vegetal o célula vegetal que conprende un
casete de expresi 6n génica, un pronotor del gen de unidn a la
clorofila a/b de Zea mays y una 3'-UTR del gen de unién a la
clorofila a/b de Zea mays uni dos de nanera operativa a al
nmenos un transgén. En una nodal i dad, un netodo para expresar
al nenos un transgén en un tejido vegetal o célula vegetal
conprende cultivar un tejido vegetal o célula vegetal que
conprende un casete de expresi on géni ca que conprende una
3'-UTR, pronotor e intrén del gen de unidén a la clorofila a/b
de Zea mays uni dos de manera operativa a al nmenos un
transgén. En una nodal i dad, un nétodo para expresar al nenos
un transgén en un tejido vegetal o célula vegetal conprende
cultivar un tejido vegetal o célula vegetal que conprende un
casete de expresiOon génica, una 5 -UTR del gen de unién a la
clorofila a/b de Zea mays uni dos de nanera operativa a al
nmenos un transgén. En una nodal i dad, un nétodo para expresar
al menos un transgén en un tejido vegetal o célula vegetal

conprende cultivar un tejido vegetal o célula vegetal que



conprende un casete de expresi 6n génica, un pronotor del gen
de union a la clorofila a/b de Zea mays y una 5' - UTR del gen
de unién a la clorofila a/b de Zea mays uni dos de manera
operativa a al nmenos un transgén. En una nodalidad, un nétodo
para expresar al nmenos un transgén en un tejido vegetal o
célul a vegetal conprende cultivar un tejido vegetal o célula
vegetal que conprende un casete de expresi 6n géni ca que
conprende una 5' -UTR, pronotor e intrén del gen de unioén a |la
clorofila a/b de Zea mays uni dos de nanera operativa a al
nMenos un transgén.

En una nodal i dad, una planta, tejido vegetal o célula
vegetal conprende un pronotor del gen de unidén a la clorofila
a/b de Zea mays (que tanbi én incluye un pronotor anterior). En
una nodal i dad, el pronotor del gen de unién a la clorofila a/b
de Zea mays puede ser la SEQID NO 1, SEQID NO 2, SEQID
NO 3 o SEQID NO 4. En una nodalidad, una planta, un tejido
vegetal o una célula vegetal conprende un casete de expresioén
géni ca que conprende un pronotor del gen de unidn a la
clorofila a/b de Zea mays, donde el pronotor es idéntico en al
menos 80 % 85 % 90 % 91 % 92 % 93 % 94 % 95 % 96 % 97
% 98 % 99 % 99,5 % 99,8 %o 100 %a la SEQID NO 1, SEQ

IDNO 2, SEQIDNO 3 o SEQID NO 4. En una nodalidad, una



planta, un tejido vegetal o una célula vegetal conprende un
casete de expresi 6n géni ca que conprende un pronotor del gen
de unién a la clorofila a/b de Zea mays uni do de nmanera
operativa a un transgén. En una nodalidad ilustrativa, una
planta, un tejido vegetal o una célula vegetal conprende un
casete de expresi 6n génica que conprende un pronotor del gen
de unidén a la clorofila a/b de Zea mays que estd 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 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 nodal i dad, una planta, un tejido vegetal o una
cél ul a vegetal conprende un casete de expresi 6n génica que
conprende un intron. En una nodalidad, una planta, un tejido
vegetal o una célula vegetal conprende un casete de expresioén
géni ca que conprende un intron del gen de union a la clorofila
a/b de Zea mays. En una nodalidad, el intrén del gen de unidn
alaclorofila a/lb de Zea nays es un polinucl eétido de | a SEQ
IDNO 5 0 SEQID NO 6. En una nodalidad, una planta, un

tejido vegetal o una célula vegetal conprende un casete de



expresi 6n géni ca que conprende un intron, donde el introén 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
IDNO 5 0 SEQID NO 6. En una nodalidad, un casete de
expresi 6n géni ca conprende un intron del gen de unio6n a la
clorofila a/b de Zea mays que esté uni do de nmanera operativa a
un pronotor, donde el pronotor es un pronotor de Zea mays 0 un
pronotor que tiene origen en una planta (por ejenplo, el
pronotor del gen de union a la clorofila a/b de Zea mays o
pronotor de ubiquitina 1 de Zea mays), un virus (por ejenplo,
el pronotor del virus del nosaico de |la vena de la yuca) o una
bacteria (por ejenplo, Agrobacteriumtunefaciens delta mas).
En una nodal i dad, una planta, un tejido vegetal o una célula
veget al conprende un casete de expresi én géni ca que conprende
un intrén del gen de unidn a la clorofila a/b de Zea mays que
esta unido de nanera operativa a un transgén. En una nodal i dad
ilustrativa, una planta, un tejido vegetal o una célula
veget al que conprende un casete de expresi 6n génica que
conprende un intron del gen de union a la clorofila a/b de Zea
mays que estd unido de manera operativa a un transgén, donde
el transgén puede ser un transgén de resistencia a

i nsecticidas, un transgén de tol erancia a herbicidas, un



transgén de eficiencia en el uso de nitrdgeno, un transgén de
eficiencia en el uso del agua, un transgén de cali dad
nutricional, un transgén de uni é6n a ADN, un transgén marcador
sel ecci onabl e o conbi naci ones de estos.

En una nodal i dad, una planta, un tejido vegetal o una
célul a vegetal conprende un casete de expresi én géni ca que
conprende una 3'-UTR del gen de unién a la clorofila a/b de
Zea mays. En una nodal i dad, una planta, un tejido vegetal o
una célul a vegetal conprende un casete de expresi 6n génica que
conprende una 3'-UTR del gen de unidén a la clorofila a/b de
Zea mays. En una nodalidad, la 3'-UTR del gen de unién a |la
clorofila a/b de Zea mays es un polinucleétido de la SEQ ID
NO 7 o SEQ ID NO 8. En una nodalidad, una planta, un tejido
vegetal o una célula vegetal conprende un casete de expresion
géni ca que conprende una 3'-UTR del gen de unidén a |la
clorofila a/b de Zea mays, donde la 3'-UTR del gen de unién a
la clorofila a/b de Zea nmays es idéntica en al nmenos 80 % 85
% 90 % 91 % 92 % 93 % 94 % 95 % 96 % 97 % 98 % 99 %
99,5 % 99,8 %0 100 %ala SEQIDNO 7 o SEQID NO 8. En
una nodal i dad, un casete de expresi 6n géni ca conprende una
3'-UTR del gen de unidon a la clorofila a/b de Zea mays que

esta uni da de manera operativa a un pronotor, donde el



pronmotor es un pronotor del gen de unidn a la clorofila a/b de
Zea mays 0 un pronotor que tiene origen en una planta (por
ejenplo, el pronotor de ubiquitina 1 de Zea mays), un virus
(por ejenmplo, el promotor del virus del nosaico de |a vena de
| a yuca) o una bacteria (por ejenplo, Agrobacterium
tunefaci ens delta mas). En una nodal i dad, una planta, un
tejido vegetal o una célula vegetal conprende un casete de
expresi 6n géni ca que conprende una 3'-UTR del gen de unién a
la clorofila a/b de Zea mays uni da 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 géni ca que conprende una 3'-UIR del gen de union a
la clorofila a/b de Zea mays que esta uni da 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 nitrdogeno, un transgén de eficiencia en el uso del agua, un
transgén de calidad nutricional, un transgén de uni 6n a ADN,
un transgeén marcador sel eccionabl e o conbi naci ones de est os.
En una nodal i dad, una planta, un tejido vegetal o una
cél ul a vegetal conprende un casete de expresi 6n géni ca que

conprende una 5'-UTR del gen de unién a la clorofila a/b de



Zea mays. En una nodal i dad, una planta, un tejido vegetal o
una célul a vegetal conprende un casete de expresi 6n génica que
conprende una 5' -UTR del gen de unidén a la clorofila a/b de
Zea mays. En una nodalidad, la 5 -UTR del gen de unidén a |la
clorofila a/b de Zea mays es un polinucleétido de la SEQ ID
NO 19. En una nodalidad, una planta, un tejido vegetal o una
cél ul a vegetal conprende un casete de expresi On génica que
conprende una 5'-UTR del gen de unién a la clorofila a/b de
Zea mays, donde la 5 -UTR del gen de unién a la clorofila a/b
de Zea nmays es idéntica en al nmenos 80 % 85 % 90 % 91 % 92
% 93 % 94 % 95 % 96 % 97 % 98 % 99 % 99,5 % 99,8 %o
100 %a la SEQID NO 19. En una nodalidad, un casete de
expresi 6n géni ca conprende una 5 -UTR del gen de uniédén a la
clorofila a/b de Zea mays que esté unida de nanera operativa a
un pronotor, donde el pronotor es un pronotor del gen de unién
alaclorofila a/lb de Zea nays o un pronptor que tiene origen
en una planta (por ejenplo, el pronotor de ubiquitina 1 de Zea
mays), un virus (por ejenplo, el pronotor del virus del
nosai co de |la vena de la yuca) o una bacteria (por ejenplo,
Agrobacterium tunmefaci ens delta mas). En una nodal i dad, una
planta, un tejido vegetal o una célula vegetal conprende un

casete de expresi 6n génica que conprende una 5'-UTR del gen de



unién a la clorofila a/b de Zea nmays uni da 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 géni ca que conprende una 5'-UTR del gen de unién a
la clorofila a/b de Zea mays que esta uni da 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 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 eccionabl e o conbi naci ones de estos.
En una nodal i dad, una planta, un tejido vegetal o una
célul a vegetal conprende un casete de expresi én géni ca que
conprende un pronotor del gen de unidén a la clorofila a/b de
Zea mays y un intron del gen de unién a la clorofila a/b de
Zea mays uni dos de nmanera operativa a un transgén. E
pronotor, el intrén, la 3 -URy la 5 -UIR pueden ser uni dos
de manera operativa a diferentes transgenes dentro de un
casete de expresi 6n génica cuando un casete de expresion
géni ca incluye dos o mas transgenes. En una nodal i dad
ilustrativa, un casete de expresi 6n géni ca conprende un

promotor del gen de union a la clorofila a/b de Zea mays que



esta uni do 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 nitrdégeno, un transgén de eficiencia
en el uso del agua, un transgén de calidad nutricional, un
transgén de uni é6n a ADN, un transgén narcador sel eccionable o
conbi naci ones de estos. En una nodalidad ilustrativa, un
casete de expresi 6n génica conprende un intrén del gen de
union a la clorofila a/b de Zea nmays que esta uni do 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 nitrdogeno, un transgén de eficiencia en el uso del agua, un
transgén de calidad nutricional, un transgén de uni 6n a ADN,
un transgeén marcador sel eccionabl e o conbi naci ones de est os.
En una nodal i dad, una planta, un tejido vegetal o una
célul a vegetal conprende un casete de expresi én géni ca que
conprende un pronotor del gen de unidén a la clorofila a/b de
Zea mays, un intron del gen de unidn a la clorofila a/b de Zea
mays y una 3'-UTR del gen de uni6n a la clorofila a/b de Zea
mays uni dos de manera operativa a un transgén. El pronotor, el

intron, y la 3'-UTR pueden estar uni dos de nanera operativa a



di ferentes transgenes dentro de un casete de expresi 6n génica
cuando un casete de expresi on génica incluye dos o nas
transgenes. En una nodalidad ilustrativa, un casete de
expresi 6n géni ca conprende un pronotor del gen de unidén a |la
clorofila a/b de Zea mays que esté uni do de manera operativa a
un transgén, donde el transgén puede ser un transgén de
resistencia a insecticidas, un transgén de tol erancia a

her bi ci das, un transgén de eficiencia en el uso de nitrdgeno,
un transgén de eficiencia en el uso del agua, un transgén de
calidad nutricional, un transgén de uni6n a ADN, un transgén
mar cador sel ecci onabl e o conbi naci ones de estos. En una
nodal i dad ilustrativa, un casete de expresi én géni ca conprende
un intrén del gen de unién a la clorofila a/b de Zea mays que
esta uni do 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 nitrdgeno, 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 ilustrativa, un
casete de expresi on génica conprende una 3'-UTR del gen de

unién a la clorofila a/b de Zea mays que estd 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 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 ecci onabl e o conbi naci ones de estos.
En una nodal i dad, una planta, un tejido vegetal o una
célul a vegetal conprende un casete de expresiOon génica que
conprende un pronotor del gen de union a la clorofila a/b de
Zea mays, un intron del gen de union a la clorofila a/b de Zea
mays, una 3'-UTR del gen de unio6n a la clorofila a/b de Zea
mays y una 5' -UTR del gen de union a la clorofila a/b de Zea
mays uni dos de nmanera operativa a un transgén. El pronotor, el
intrén, la 3'-UTRy la 5 -UTR pueden estar uni dos de nanera
operativa a diferentes transgenes dentro de un casete de
expresi 6n géni ca cuando un casete de expresi on génica incluye
dos o mas transgenes. En una nodalidad ilustrativa, un casete
de expresi 6n géni ca conprende un pronotor del gen de unién a
la clorofila a/b de Zea nays que esta uni do de nanera
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 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 ecci onable o conbi naci ones de estos.
En una nodalidad ilustrativa, casete de expresi 6n génica
conprende un intron del gen de union a la clorofila a/b de Zea
mays que estd unido de manera operativa a un transgén, donde
el transgén puede ser un transgén de resistencia a

i nsecticidas, un transgén de tol erancia a herbicidas, un
transgén de eficiencia en el uso de nitrogeno, un transgén de
eficiencia en el uso del agua, un transgén de cali dad
nutricional, un transgén de uni6n a ADN, un transgén marcador
sel ecci onabl e o conbi naci ones de estos. En una nodal i dad
ilustrativa, un casete de expresi 6n génica conprende una

5 -UTR del gen de unidon a la clorofila a/b de Zea mays que
esta uni do 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 nitrdgeno, un transgén de eficiencia
en el uso del agua, un transgén de calidad nutricional, un
transgén de uni é6n a ADN, un transgén narcador sel eccionable o

conbi naci ones de est os.



En una nodal i dad, | a expresi 6n de transgenes nedi ante
mét odos descritos en |la presente se expresa dentro de | os
tejidos de tallo y hoja de una planta. En una nodalidad, |a
expresi 6n de transgenes incluye mas de un transgén expresado
en los tejidos de tallo y hoja de una planta. En una
nodal i dad, un nétodo para cultivar una planta transgénica, tal
cono se describe en la presente, incluye |a expresion de
transgenes preferidos de tallo y hoja. En una nodalidad, un
met odo para | a expresi 6n de un transgén en un tejido vegetal o
célul a vegetal incluye tejidos preferidos de tallo y hojay
células preferidas de tallo y hoja. En una nodalidad, |la
expresi on preferida de tallo y hoja incluye | a expresion
preferida de tallo y hoja de naiz.

En una nodal i dad adi cional, |a expresi én de transgenes
medi ant e mét odos descritos en |l a presente se expresa dentro de
|l os tejidos vegetal es sobre |la superficie del suelo (por
ejenplo, los tejidos vegetales sobre |a superficie del suelo
i ncluyen hoja, céscara, tallo y barba). En una nodalidad, |a
expresi 6n de transgenes incluye mas de un transgén expresado
en | os tejidos vegetal es sobre |a superficie del suelo. En una
nodal i dad, un método para cultivar una planta transgénica, tal

conp se describe en |a presente, incluye |a expresion de



transgenes de tejidos vegetal es sobre | a superficie del suelo.
En una nodal i dad, un método para |a expresi Oon de un transgén
en un tejido vegetal o célula vegetal incluye tejidos
veget al es sobre | a superficie del suelo y células vegetal es
sobre | a superficie del suelo. En una nodalidad, |a expresion
del tejido vegetal sobre la superficie del suelo incluye |la
expresi on del tejido vegetal sobre la superficie del suelo de
mai z.

En una nodal i dad, una planta, un tejido vegetal o una
célul a vegetal conprende un vector que conprende un el enento
regul ador del introéon, 3 -UTR 5 -UTR o pronotor del gen de
union a la clorofila a/b de Zea nmays, tal conp se describe en
| a presente. En una nodalidad, una planta, un tejido vegetal o
una cél ul a vegetal conprende un vector que conprende un
el emento regul ador del intron, 3 -UTR 5 -UTR o pronotor del
gen de union a la clorofila a/b de Zea mays, tal conp se
describe en |l a presente, unido de manera operativa a un
transgén. En una nodal i dad, una planta, un tejido vegetal o
una cél ul a vegetal conprende un vector que conprende un casete
de expresi on génica, tal conp se describe en |a presente. En

una nodal i dad, un vector puede ser un plésmido, un cosm do, un



cronpsoma artificial bacteriano (BAC), un bacteri é6fago o un
fragmento de virus.

En una nodal i dad, una planta, un tejido vegetal o una
cél ul a vegetal de acuerdo con | os métodos que se describen en
| a presente, puede ser una nonocotil edonea. El tejido vegetal,
célul a vegetal o planta nonocotil edonea puede ser, de nodo no
taxativo, maiz, arroz, trigo, cafa de azucar, cebada, centeno,
sorgo, orquidea, banbl, banana, totora, lirio, avena, ceboll a,
mjoy triticale.

En una nodal i dad, una planta, un tejido vegetal o una
cél ul a vegetal de acuerdo con | os métodos que se describen en
| a presente, puede ser una dicotiledénea. El tejido vegetal
célul a vegetal o planta dicotil edénea puede ser, de nodo no
taxativo, colza, canola, nostaza india, nostaza etiope, soja,
girasol y al godoén.

Con respecto a | a producci 6n de plantas nodi fi cadas
genéti canente, son conocidos en |la técnica | os nétodos para
l a nodi ficaci 6n genética de |as plantas. Por ejenplo, se han
desarrol | ado nunerosos nétodos para |la transfornmaci 6n de
pl antas, inclusive protocol os de transformaci 6n biol 6gica y
fisica para plantas dicotil edoneas, asi cono para plantas

nonocoti | edéneas (por ejenplo, Goto-Fumi yuki et al., Nature



Bi otech 17: 282-286 (1999); Mki et al., Methods in Pl ant

Mol ecul ar Bi ol ogy and Bi otechnol ogy, Aick, B. R y Thonpson
J. EE Eds., CRC Press, Inc., Boca Raton, pp. 67-88 (1993)).
Adi ci onal nente, se encuentran di sponi bl es métodos de cultivo
invitroy de vectores para |la transformaci 6n y regeneraci 6n
de células y tejidos vegetal es de plantas, por ejenplo, en
G uber et al., Methods in Plant Ml ecular Biology and

Bi ot echnol ogy, Gick, 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
i ncorporar de forma estable | a secuenci a exdgena en pl antas
transgénicas y confirmar que es operable, puede ser
i ntroduci da en otras plantas nedi ante cruzam ento sexual. Se
puede usar una gran cantidad de técni cas estandares de
fitonej oram ento, dependi endo de | as especies que se pretenda
cruzar.

Se puede identificar y aislar una célula vegetal, call o,
tejido o planta transfornados nedi ante | a selecciodn o
analisis del material vegetal nodificado genéticanente en
busqueda de rasgos codificados por | os genes marcadores
presentes en el ADN transformador. Por ejenplo, |a selecciodn

puede realizarse nediante el cultivo del material vegetal



nodi fi cado genéti canente en nedi os que contengan una canti dad
inhibitoria del antibiotico o herbicida al cual ofrece
resistencia la construcci 6n géni ca transformadora. Adengés,

| as células transfornmadas tanbi én pueden identificarse

nmedi ante | a sel ecci 6n de activi dades de cual qui er gen

mar cador visible (por ejenplo, |os genes yfp, gpf,

- gl ucuroni dasa, luciferasa, B o Cl) que pueden encontrarse
presentes en construcci ones reconbi nantes de aci do nucl ei co.
Di chas net odol ogi as de sel eccion y revi sidon son conoci das
para el experto en la materi a.

Pueden utilizarse tambi én nétodos fisicos y bioquimcos
para identificar transformantes de plantas o de cél ul as
veget al es que contienen construcci ones géni cas insertadas.
Est os mét odos incluyen, de nobdo no taxativo: 1) El analisis
Southern o | a anplificaci 6n por PCR para detectar y
determinar |la estructura del inserto de ADN reconbi nante; 2)
transferencia Northern, |la proteccién de RNasa S1, la
ext ensi 6n del cebador o la anplificaci 6n PCR con
transcriptasa i nversa para detectar y exam nar |as
transcripci ones de ARN de | as construcci ones génicas; 3)
ensayos enzi maticos para detectar |a actividad enzimtica o

ri bozi mati ca, donde di chos productos géni cos estan



codi fi cados por | a construcci 6n génica; 4) el andlisis de
secuenci aci 6n de ultinma generaci 6n (NGS); 5) la

el ectroforesis de proteinas en gel, |as técnicas de
transferencia Western, |a inmunoprecipitacién o el ensayo por
i nmunoabsorci 6n |igado a enzi nas (ELI SA), donde | os productos
de | a construcci 6n géni ca son proteinas. Pueden utilizarse
tambi én t écni cas adi ci onal es, tales cono hibridacion in situ,
tincién e innmunotinci 6n de enzinas, para detectar |a
presencia o expresi on de | as construcci ones reconbi nantes en
organos y tejidos vegetal es especificos. Los nétodos para

Il evar a cabo todos estos ensayos son conoci dos para e
experto en | a técnica.

Pueden observarse | os efectos de | a mani pul aci én
genética nediante el uso de | os netodos divul gados en | a
presente, a través de, por ejenplo, analisis transferencia
Nort hern del ARN (por ejenplo, ARNmM aislado de |os tejidos
de interés. Tipicanente, si se encuentra presente el ARNmM o
| a canti dad de ARNm ha aunent ado, puede asum rse que el
transgén correspondi ente esta siendo expresado. Pueden
utilizarse otros métodos para |la nedicion de |la actividad
genética y/o de polipéptidos codificados. Pueden usarse

di ferentes tipos de ensayos enzi mati cos, dependi endo de



sustrato utilizado y el método para | a detecci 6n del aunento
o di sm nuci 6n de un producto o subproducto de reaccion.
Ademés, | os niveles de polipéptidos expresados pueden nedirse
de forma inmunoquimca, es decir, nediante ELISA, RIA EIAYy
ot ros ensayos basados en anticuerpos conoci dos por |os
expertos en |la técnica, tales conp | os ensayos de deteccioOn
el ectroforética (ya sea por tincion o transferencia Wstern).
Conpb un ejenplo no taxativo, se describe |a detecci6n de |as
proteinas AAD-1 (aril oxial canoato di oxi genasa; ver WO
2005/ 107437) y PAT (fosfinotricina-Nacetil-transferasa)
medi ante un ensayo ELI SA en | a publicaci 6n de patente
est adouni dense n.° 20090093366. ElI transgén puede ser
expresado de forna selectiva en algunos tipos de célula o
tejidos vegetal es o en al gunas etapas del desarrollo, o e
transgen puede ser expresado en sustanci al mrente todos | os
teji dos vegetal es, practicanmente en todo su ciclo de vida. No
obstante, tanbi én es aplicable cual qui er nodo de expresi on
conbi nat ori a.

La presente descripcion tanbi én abarca las senillas de
| as plantas transgéni cas descritas anteriormente, donde |la
sem ||l a conprende el transgén o casete de expresi én géni ca.

La presente divul gaci 6n abarca ademés | a progenie, clones,



| ineas celulares o células de |as plantas transgénicas
descritas anteriornente, donde dicha progenie, clon, linea
celular o célula conprende el transgén o |la construcci én
géni ca.

Mentras que |a invenci 6n ha sido descrita haci endo
referencia a nétodos y nodal i dades especificos, serd evidente
gue pueden realizarse varias nodificaciones y canbi os sin

desvi arse de |l a invenci 6n.

EJEMPLCS
Ej enpl o 1: Identificaci 6n de el ementos regul adores de
expresion alta

Los el enment os regul adores novedosos del gen de uni én a
la clorofila a/b de Zea mays se identificaron nmedi ante un
enfoque de perfil transcripcional utilizando secuenci aci 6n de
altima generaci 6n (NGS). Estos el ement os regul adores se
identificaron, aislaron y clonaron para caracterizar el
perfil de expresion de | os el ementos regul adores para su uso
en plantas transgénicas. Las lineas de nmaiz transgénico se
transf ormaron de nanera estable con un gen cry34Abl ai sl ado
de Bacillus thuringiensis, y se produjo un gen narcador

sel ecci onabl e aad-1 y se evaluaron | os nivel es de expresion



de transgenes y especificidad de tejidos. D chos el enentos
regul adores novedosos del gen de unién a la clorofila a/b de
Zea mays se identificaron y caracterizaron. Se describen por
primera vez | os el enentos regul adores del pronotor, introén,
5 UTRy 3 -UIR para su uso en construcci ones de expresion

géni ca.

Enf oque de perfil transcripcional:

Se obtuvieron |los tejidos de naiz de plantas cultivadas
en diferentes etapas del crecimento y desarrollo de |la
planta para el perfil transcripcional, con la finalidad de
identificar y seleccionar el enentos regul adores de genes de
mai z natural con perfiles de expresi 6n deseados para su uso
en casetes de expresi on génica. Por ejenplo, se recol ectaron
nmuestras de tejidos de cuatro etapas de desarroll o de hojas
(V4 (duplicado), V12 y R3) y cuatro etapas de raiz (tejidos
fibrosos y nodales de V12 y V4), polen, barba, elote, grano
i nmaduro (20 dias luego de |la polinizacidn), cascara y tallo
(V4 y Rl). Se aisl6 el ARNmtotal de todos |los tejidos
descritos anteriornente y se obtuvo ARNm de calidad alta en

canti dades deseadas.



A continuaci 6n, se prepararon bibliotecas de ADNc de
cada una de | as nuestras de ARNmy se conpletd |a
secuenci aci 6n de alto rendimento utilizando un | LLUM NA
H Seq® 2000 (Illum na Inc., San D ego, CA). Adicional nente,
se utilizo el kit de preparaci 6n de nuestras de ARN | LLUM NA
TruSeq® de acuerdo con el protocol o reconendado por el
fabricante para | a preparaci 6n de nuestras de secuenci aci 6n
de ARN. En resunen, se purificaron 5 pug de ARN tot al
utilizando perlas magnéticas unidas al oligonucleétido poli-T
segui das por fragnentaci 6n en pi ezas mas pequefias (| ongitud
pronedi o de al rededor de 200 pb) utilizando cationes
di val entes en tenperatura alta. A continuaci 6n, se utilizaron
cebadores aleatorios y transcriptasa i nversa SUPERSCRI PT® I |
para copi ar el ARNm fragnentado en | a prinmera cadena de ADNc.
El ADNc se convirtié posteriornmente en ADNc de cadena dobl e
(ADNc cd) utilizando ADN polinerasa | y RNasa H Los
fragnent os de ADNc de cadena dobl e se sonetieron a reparaci 6n
de extrenos, adicién de una cola Ay posterior ligacioén a
adapt adores i ndexados de | ecturas pareadas (PE, por sus
siglas en inglés) de Illumna. Finalnente, se linpiaron vy
enriqueci eron | os productos de |la biblioteca con 15 ciclos de

PCR y se purificaron. Las bibliotecas enriqueci das se



normal i zaron a una concentraci 6n de 2 nM se desnaturalizaron
con hidroéxido de sodio y se diluyeron a 12 pM en anorti guador
de hi bridaci én para cargarlas en un unico carril de una cel da
de flujo H Seq® Se |levaron a cabo | a generaci 6n de

congl omrer ados, hi bridaci 6n de cebadores y reacci ones de
secuenci aci 6n de acuerdo con un protocol o de secuenci aci 6n
reconmendado por el fabricante de Il um na.

Las | ecturas de secuenciaci 6n se filtraron entonces para
quitar | ecturas de calidad baja. Se retuvo al rededor del 99,9
% de |las | ecturas de secuenciacion tras el filtrado. Las
| ecturas de secuenci aci 6n se alinearon al genoma de Zea nays
c.v. B73 disponible en nai zeG@B. Se descartaron |las |ecturas
de secuenci aci 6n que se nmapearon en el genoma del maiz en nmas
de un locus, para evitar |la confusion en |la identificacion de
| os genes de expresi6n alta y su posterior caracterizacion.
Esta etapa |l evd al alineamento de >70 % de las |ecturas de
secuenci aci 6n de cada una de | as nmuestras del genoma de
mai z. La uni dad de expresi 6n génica cuantitativa de |os
fragnent os por kil obase de exén por m |l o6n de fragmentos
mapeados (o valores FPKM se utilizd para clasificar |os
genes para pruebas de transfornmaci é6n establ e que conbi naban

un patrén de expresi 6n deseabl e para su uso en construcciones



de expresi 6n génica. Aproxi madanmente 15-20 genes de expresion
alta, que representaban ~0,1 % de | os genes expresados de
manera mas alta en el nmaiz, se priorizaron para pruebas en

| i neas transgéni cas estables (FIG 1).

Ej enplo 2: ldentificacion del elenmento regul ador génico

Las secuencias de pronotor, intréon, 5 -URy 3 -UIR se
extrajeron de |l a secuencia del gen de unidén a la clorofila
alb de Zea mays que se identificé a partir de | os enfoques de
perfil transcripcional y bioinformatica descritos
anteriornente. Se proporciona |la secuencia aisladay
purificada del gen de unidén a la clorofila a/b de Zea mays,
del genoma de Zea mays c.v. B73, conp la SEQID NO 9. La
secuenci a de pronotor de longitud conpleta de 2.006 pb (SEQ
ID NO 1) conprende | os pares de bases 1-2006 de la SEQ ID
NO 9. La secuencia del pronotor anterior de 1.887 pb (SEQ ID
NO. 2) conprende | os pares de bases 1-1.887 de la SEQ ID NO
9. La secuencia de intrones de 59 pb (SEQ ID NO 5) conprende
| o0s pares de bases 1.888-1.946 de la SEQID NO 9. La
secuencia de 5 -UTR de 60 pb (SEQ ID NO 19) conprende | os
pares de bases 1.947-2.006 de la SEQ ID NO 9. Los codones de

inicioy termnaci 6n de |la traducci 6n ATGy TGA que fl anquean



| a secuencia de codificaci 6n conprenden | os pares de bases
2.007-2.009 y 2.802-2.804, respectivanmente, de la SEQ I D NO
9. La secuencia de 3 -UTR de 1.000 pb (SEQ ID NG 7)
conprende | os pares de bases 2.805-3.804 de la SEQ ID NO 9.
Un segundo intron de 43 pb (SEQ ID NO 6) se identifica
dentro de la 3" UTR y conprende | os pares de bases 2.809-2.851
de la SEQ ID NG 9.

Los el enentos de ADN se anplificaron o se sintetizarony
se clonaron en vectores de entrada. Los tamafios del pronotor
de longitud conpleta y de la 3 -UTR de | ongitud conpl eta

fueron 2.006 pb y 1.000 pb, respectivanente.

Ej enpl o 3: Modificaciones del gen de union a la clorofila a/b
de Zea mays
Secuenci as de pronmotor y 3 - UIR

Se nodificd | a secuencia del pronotor del gen de unidn a
la clorofila a/b de Zea nmays. Se identificaron y quitaron |as
secuenci as repetidas, 1o que dio cono resultado una secuencia
del pronmotor del gen de unidén a la clorofila a/b de Zea mays
nodi fi cada de:
GCACAAAATACATAAAACTAGATTAGAAAAGGAAGAGAATACGCCAAATTGCAGCTTAATC

AATTAGACGATTTAGTCCTGTTTTTACGAAACAATTGT TTAAGATAACATGGECCTTATACT



TGGAGI TTGGCATGTCTTATGCTATGI TGCAAACAGGCCCGGTCTTGACAT TTCGEEEECC

CTAAGAGAAAATTTATATAGAGGT CCTATACGAAAATTTGAGTCTGTTATTTTTTCAACTT

TTAAATAATATATGAAAAATAAAAAATTGATGATTTACATAATTTTATTCAAAATGATATG

ACTGGAAATATTGT TACAGTATTTTATGAGT CGTAAAATTATATAAATTATGTAATATACA

[TTGITTTGACTTTTGAGAGAGTATTTTTACTTTTAATTTGTCAAACTAGCCTAAACCTTA
AAATACACAGTAAACCAAATCTAAATACATTAGATCAAATTTTCTGAAAATAAAGT TCAGC
AAACTAAACTAGGATTAATCAATGTAGGT TATTAGGGT CGACCCT TCGGTAGGCTAGAATT
AAGCAACGCCGATAGGCACAGGT GTACAACACCTTTCGT CCTTCCCACGT CAATAAAGTATT
TGICATCAAGCAGACGGT TGCGCGACCT CAAAGAGAT GAT TGCTAGAAAATAAAGAGACGC
AACAAAAGAATGAAAATATAGATTTATCTATAACTTATATGCATTTGATATAAGATAGATA
AATGGGAGCCCTACGAACCT TGAGGCT CTGAGCAGT CGCATATCCTGCACACCCTTGECEC
CGGECCCTGGT TGCAAATATGCAAT TGTGTCCTTATCCGCGACT GGTCACGAGGCTAGGATT
GATCGAAAGCT GCCGAT GAGAAAT GGCAAGGECGEECATCCTGTGECCTTTTTTTTACGGTC
TGTCAGGACAACTGAAAAGT TACAAATTTATAGT GGT TGTAAACAGCAACACGT TAAAAAG
TCGATTATCAGI TTCACAGAAAGAGGT CGT TAAAACCGCCAGCAAGCTTGT TTCACTATCA
GICTGTCGCTAAGACAATCTCTTTCACCAAAAATACAATTTCCTTTCTTGCCGT TGCTTCA
AGTGAAAAT CTGAGCTAAAAAAGAGAGAGCECT GT CTGAAGAAAAAT CCATAACCAACGCAA
AATCCCGEECECCCAATCAGCCT TCTCCGCGGAGAT TCCTAGCCT CAGCCAGAGCTACCTC
ATCTGCGT GAGGCT CCGGT GGCECCAAGT GT' TCCGECAT CCCGGACGCACCAATGGCATCC
GAGCAACAGATCTTTTCTGCAACAACGCT TCECGT CECEECGGTGI TTCCCTCCATCTGCT
CTGCTCTTTAAATACCT CCGT CGT CTCCTCGT CTCCACAGCATCTCAAGTCTTCACACTCC

TCGCCATCACATAAAACCAGT GCAAGCAGAAGCAGCCCA (SEQ I D NG 3)



La FIG 2 proporciona una alineacion del pronotor de
gen de unidén a la clorofila a/b de Zea mays de | ongitud
conpleta (SEQ ID NO 1) en conparaci é6n con el pronotor del
gen de unid6n a la clorofila a/b de Zea nmays nodifi cado (SEQ
ID NO 3); esta alineacién nuestra | as secuenci as de
pol i nucl eéti dos repetidas que se quitaron para producir la
secuenci a del pronotor del gen de union a la clorofila a/b de
Zea mays nodi fi cada.

A continuaci 6n, se nodificd | a secuencia 3'-UTR del gen
de unidén a la clorofila a/b de Zea mays (SEQ ID NO 7). La
3'-UTR se trunc6é a una secuenci a de polinucl eo6tidos de 400
pb, o que dio conp resultado una secuencia nodi ficada 3 -UTR
del gen de unién a la clorofila a/b de Zea mays (SEQ | D NO
8) de:

GGGEGEGT GGAGGCGECCACCGCCCACCGECCACCGCTGCCGATATCTAGGT GTTCGGATGCAC
GIGAGCGCGCACTGGT TCCAGT TTGTACCATGATGTAAATTACTTACCGTACCAGGEGTTCA
ATCGGCCAAGGAAGAATTGT TGTGT TCACTGIT CTTGEGECAGTCTCTTGGTCCAATATGAATC
AACTTACACAGCATCTCCAAAAACTTCTAAAATTACTAGCTGAATGCCCGT GCGT TGCAAC

GGGAATATATAATACCAGTATACTACGATAACT TATATACAAAATGTATGI TATATCGI TA

TGAGAAAATGT TTCATAACCAATTTATGATTCTGGTCATACATAAATTTTGI TATTTATAG

TCTATCTGITTCACCACTACATTGCAACCATCAG (SEQ ID NO 8)



Los el enentos de ADN se anplificaron o se sintetizarony
se clonaron en vectores de entrada. Las |ongitudes de
pronotor nodificado y de la 3 -UTR nodi ficada fueron 1.442 pb

y 400 pb, respectivanente.

Ej enpl o 4: Construcci 6n del pronotor del gen de uniédén a la
clorofila a/b de Zea mays

El pronotor anterior del gen de unién a la clorofila a/b
de Zea nmays de longitud conpleta de la SEQID NO 2 unido a
intron del gen de union a la clorofila a/b de Zea mays de |l a
SEQID NGO 5 y una secuencia 5 UTR (SEQ ID NGO 19) dieron
cono resultado el pronotor del gen de unidén a la clorofila
alb de Zea mays de longitud conpleta de la SEQID NO 1. La
expresi on de cry34Abl (gen indicador de B. thurengi ensis) se
conduj o nedi ante el pronotor del gen de unién a la clorofila
a/lb de Zea mays de longitud conpleta (SEQID NO 1) y se
term n6 nediante |a 3’ -UTR de Sol anum t uber osum Pi nl
(StPinll 3 -UTR Vv2; An et al., (1989) Plant Cell 1; 115-22).
Cada uno de | os el enmentos génicos se anplificé con cebadores
gue contenian una honol ogia mnim de 15 pb superpuestas a su
el emento de ADN fl anqueante. Todos | os fragnentos se

purificaron en gel. A continuaci 6n, se ensanblaron los tres



fragmentos, junto con una estructura principal de vector de
entrada, pENTR11, en un orden direccional nediante una
reacci 6n de cl onaci 6n conti nua GENEART® (I nvitrogen,

Carlsbad, CA). Se realiz6 entonces una reacci 6n GATEWAY® LR
CLONASE® (I nvitrogen) con el plasm do de entrada resultante y
un vector de destino, o que |Ilevd a un vector de expresion
final, pDAB114438. El vector de destino contenia un casete de
mar cador sel ecci onabl e conpuesto por un gen de aad-1
conduci do por el pronotor de ubiquitina-1 de Zea nays de

| ongitud conpleta (Christensen et al., (1992) Pl ant Mol ecul ar
Bi ol ogy 18; 675-689) y term nado por una 3 -UIR de la |ipasa
del maiz (patente estadouni dense n.° 7,179,902). La
construcci 6n resultante, pDAB114438, es una construcci 6n de
expresi 6n heter 6l oga que contiene un casete de expresion

géni ca aad-1 y una construcci 6n de expresi 6n géni ca cry34Abl
(FIG 3).

En una segunda construcci 6n, se condujo |a expresién de
cry34Abl (gen indicador de B. thurengiensis) nediante e
pronotor del gen de union a la clorofila a/b de Zea mays de
| ongitud conpleta (SEQID NGO 1) y se termnd nediante |a
3'-UTR del gen de union a la clorofila a/b de Zea mays

nodi ficada (SEQ ID NO 8). Cada uno de |os el enentos génicos



se anplificd con cebadores que contenian una honol ogia ninim
de 15 pb superpuestas a su elenmento de ADN fl anqueante. Todos
| os fragmentos se purificaron en gel. A continuaci 6n, se
ensanbl aron | os tres fragnentos, junto con una estructura
princi pal de vector de entrada, pENTRL11, en un orden
di recci onal medi ante una reacci 6n de cl onaci 6n conti nua
GENEART® (I nvitrogen, Carlsbad, CA). Se realizdé entonces una
reacci 6n GATEWAY® LR CLONASE® (I nvitrogen) con el pl asn do de
entrada resultante y un vector de destino, lo que Ilevdé a un
vector de expresion final, pDAB120166. El vector de destino
contenia un casete de marcador sel ecci onabl e conmpuesto por un
gen de aad-1 conducido por el pronotor de ubiquitina-1 de Zea
mays (Christensen et al., (1992) Plant Mol ecul ar Biol ogy 18;
675-689) y term nado por una 3'-UTR de | a |ipasa del nmaiz
(patente estadouni dense n.° 7,179,902). La construcci 6n
resultante, pDAB120166, es una construcci 6n de expresion
het er 6l oga que conti ene un casete de expresi 6n génica aad-1 vy
una construcci 6n de expresi on génica cry34Abl (FIG 7).

En una tercera construcci 6n, se condujo |a expresion de
cry34Abl (gen indicador de B. thurengiensis) nediante e
pronotor del gen de union a la clorofila a/b de Zea mays

nodi fi cado. El pronotor anterior del gen de unidén a la



clorofila a/b de Zea mays nodificado de la SEQ ID NGO 4 unido
al intron del gen de union a la clorofila a/b de Zea mays de
la SEQID NO 5 y una secuencia 5 UTR (SEQ ID NO 19) dieron
cono resultado el pronotor del gen de unién a la clorofila
a/lb de Zea mays nodificado de la SEQ ID NO 3. La expresion
de cry34Abl (gen indicador de B. thurengiensis) se condujo
medi ante el pronotor del gen de unidn a la clorofila a/b de
Zea mays nodificado (SEQID NGO 3) y se termnd nediante |la
3’ -UTR de Sol anum tuberosum Pinll (StPinll 3 -UTR v2; An et
al ., (1989) Plant Cell 1; 115-22). Cada uno de | os el enentos
géni cos se anplificoé con cebadores que contenian una

honol ogia m ni ma de 15 pb superpuestas a su el enmento de ADN
fl anqueante. Todos | os fragnentos se purificaron en gel. A
conti nuaci 6n, se ensanblaron |los tres fragmentos, junto con
una estructura princi pal de vector de entrada, pENTRL1l, en un
orden direccional nediante una reacci 6n de clonaci 6n conti nua
GENEART® (I nvitrogen, Carlsbad, CA). Se realiz6 entonces una
reacci 6n GATEWAY® LR CLONASE® (I nvitrogen) con el plasni do de
entrada resultante y un vector de destino, lo que |levdo a un
vector de expresion final, pDAB120165. El vector de destino
contenia un casete de marcador sel ecci onabl e conmpuesto por un

gen de aad-1 conducido por el pronotor de ubiquitina-1 de Zea



mays nodificado (Christensen et al., (1992) Plant Ml ecul ar
Bi ol ogy 18; 675-689) y term nado por una 3 -UTR de la |ipasa
del maiz (patente estadouni dense n.° 7,179,902). La
construcci 6n resul tante, pDAB120165, es una construcci 6n de
expresi 6n heterol oga que contiene un casete de expresion

géni ca aad-1 y una construcci 6n de expresi 6n génica cry34Abl
(FIG 6).

Se ensanbl 6 una construcci 6n de control negativo,
pDAB101556, que contenia un gen indi cador de proteina
amarilla fluorescente (YFP; Shaginet et al., (2004) Ml Biol
Evol 21; 841-50) en vez del gen cry34Abl (FIG 4) y el misno
casete de expresi on aad-1 presente en pDAB114438. Se fabrico
una construcci 6n de control positivo, pDABL08746, compuesta
por el pronotor de ubiquitina-1 de Zea mays y la 3' UTR de
gen i nhi bidor de |a proteasa Sol anum tuberosum Il (StPinl
3'-UTR v2; An et al., (1989) Plant Cell 1; 115-22) que
control aba | a expresi 6n del gen cry34Abl (FIG 5). El casete

aad-1 fue el msno que el presente en pDAB114438.

Ej enpl o 5: Transformaci 6n vegetal y confirnmaci é6n nol ecul ar

Transf ormaci 6n de Agrobact eri um t unef aci ens:



Los vectores de expresi 6n binarios fueron transfornados
en | a cepa DAt 13192 de Agrobacterium tumnefaciens (cepa
ternaria deficiente RecA) (publicaci6on de patente
i nternaci onal n.° WXR0120162222). Se sel ecci onaron | as
col oni as bacterianas y el ADN plasnidico binario fue aislado
y confirmado nediante | a digestion de |a enzinma de

restriccion.

Inicio del cultivo de Agrobacterium
Los cultivos de Agrobacterium se extendieron a partir de
reservas de glicerol a un nedio mnino de AB (Celvin, S.,
2006, Agrobacterium Virul ence Gene Induction, en Wang, K
ed., Agrobacterium Protocols Second Edition Vol. 1, Humana
Press, p. 79; realizado sin sacarosa y con 5 g/L de glucosa y
15 g/L de Agar BACTO™ y se incubaron a 20 °C en | a oscuridad
durante 3 dias. Luego, los cultivos de Agrobacterium se
extendi eron a una placa de nedio YEP (Celvin, S., 2006,
Agrobacterium Virul ence Gene Induction, en Wang, K., ed.,
Agr obacterium Protocols Second Edition Vol. 1, Humana Press,
p. 79) y se incubaron a 20 °C en | a oscuridad durante 1 dia.
En el dia de un experinmento, se prepard una nezcla de

medi o de inoculacién (2,2 g/L de sales M5, 68,4 g/L de



sacarosa, 36 g/L de glucosa, 115 ng/L de L-prolina, 2 ng/L de
glicina, 100 ng/L de moinositol, 0,05 ng/L de &cido
nicotinico, 0,5 ng/L de HO de piridoxina, 0,5 ng/L de HO de
tiam na) y acetosiringona en un vol unmen apropi ado para e
tamafio del experinento. Se agreg6 una soluci 6n madre 1 M de
acetosiringona en sulfoxido de dinetilo al 100 % al nedi o de
i nocul aci 6n para | ograr una concentraci 6n final de 200 uM de
acet osi ri ngona.

Para cada construcci 6n, |os bucles 1-2 de Agrobacterium
de |l a placa YEP fueron suspendidos en 15 mM de | a nezcla de
nmedi o de inocul aci 6n/ acet osiri ngona dentro de un tubo de
centrifuga estéril y descartable de 50 mM, y se mdid |la
densi dad 6ptica de |la solucion a 600 nm (O. D.gyp) €n un
espectrof oténmetro. La suspensi 6n fue posteriornente diluida a
0, 25-0, 35 ODggp utilizando una nezcl a adi ci onal de nedi o de
i nocul aci 6n/ acet osiringona. El tubo de | a suspensi 6n de
Agrobacterium se col océ posteriornente de forma horizontal en
una pl ataforma agi tadora ajustada a al rededor de 75 rpm a
tenperatura anbiente durante entre 1 y 4 horas antes de su

uso.



Transf ormaci 6n del mai z:

Las construcci ones experinmental es se transformaron en
mai z a través de una transformaci 6n nmedi ada por Agrobacterium
de enbriones inmaduros ai sl ados de |la |inea endogam ca, Zea
mays c.v. B104. El método utilizado es simlar a |los
publ i cados por Ishida et al., (1996) Nature Bi otechnol 14:
745-750 y Frame et al., (2006) Plant Cell Rep 25: 1024-1034,
pero con varias nodificaciones y nejoras para que el nétodo
sea propenso a la transformaci 6n de alto rendi mi ento. Un
ej enpl o de un nétodo utilizado para producir una cantidad de
event os transgénicos en el maiz se proporciona en |la
publ i caci 6n de solicitud de patente estadouni dense n.° US
2013/ 0157369 Al, que com enza con | as etapas de infecci 6n de

enbri 6n y cocul tivo.

Confi rmaci 6n nol ecul ar:

Las plantas de naiz transgénico putativas se analizaron
en la etapa V2-3 de | a hoja en busqueda del transgén
utilizando ensayos cuantitativos de PCR de aad-1 y cry34Abl.
Se extrajo el ADN total de 4 perforaci ones de hoja,
utilizando el kit de extracci 6n de ADN MagAttract® (Q agen)

segun | as instrucciones del fabricante.



Para detectar | os genes de interés, se anplificaron
fragnent os de ADN especificos al gen con conjuntos de
cebador es/ sondas TagMan® que contenian una sonda fl uorescente
mar cada con FAM para el gen cry34Abl y una sonda fl uorescente
mar cada con HEX para el control del gen de referencia
endégeno de |la invertasa. Se utilizaron | os siguientes
cebadores para las anplificaciones del gen de referencia
enddgeno de la invertasa y cry34Abl. Las secuenci as de
cebadores fueron |as siguientes;

Cebador es/ sondas Cry34Abl:

Cebador directo: TQ 8v6.1.F: GCCATACCCTCCAGITG (SEQ I D NO
10)

Cebador inverso: TQ 8v6. 1. R GCCGTTGATGGAGTAGTAGATGG (SEQ I D
NO 11)

Sonda: TQ 8v6.1. MGB.P: 5 -/56-FAM CCGAATCCAACGCCTTCA / MGB
(SEQ ID NO 12)

Cebadores de invertasa:

Cebador directo: InvertaseF: TGGCGGACGACGACTTGT (SEQ I D NO
13)

Cebador inverso: InvertaseR AAAGITTGGAGGECTGCCGT (SEQ I D NO:

14)



I nvertaseProbe: 5’ -/5HEX/ CGAGCAGACCGCCGIGTACTT /3BHQ 1/ -3’
(SEQ ID NO 15)

A continuaci on, se |levaron a cabo |as reacci ones PCR en
un volunen final de 10 pl de reacci 6n que contenia 5 ul de
Roche Light Cycler® 480 Probes Master M x (Roche Applied
Sci ences, Indianapolis, IN); 0,4 pl de cada uno de | os
cebadores TQ8v6.1.F, TQ8v6.1.R Invertase F e InvertaseR de
reservas de 10 uM a una concentraci 6n final de 400 nM 0,4 uM
de cada una de |l as sondas TQ 8v6.1. MaB. P e I nvertasa de
reservas de 5 yM a una concentraci 6n final de 200 nM 0,1 ul
de polivinilpirrolidona (PVP) al 10 % a una concentraci 6n
final de 0,1 % 2 ul de 10 ng/pul de ADN genémico y 0,5 ul de
agua. El ADN se anplifico en un sistema Roche LightCycler®
480 en |l as siguientes condiciones: 1 ciclo de 95 °C durante
10 mn; 40 ciclos se las siguientes 3 etapas: 95 °C durante
10 segundos; 58 °C durante 35 segundos y 72 °C durante 1
segundo, y un ciclo final de 4 °C durante 10 segundos. El
nunmero de | a copia cry34Abl se deternmindé nedi ante conparaci 6n
de val ores objetivo (gen de interés)/Referencia (gen de |a
i nvertasa) para nuestras desconoci das (resultados de
Li ght Cycl er® 480) con | os val ores objetivo/ Referencia de

control es de nunero de copia de cry34Abl



La detecci 6n del gen aad-1 se |Ilev6é a cabo tal conp se
descri bi 6 anteriornente para el gen cry34Abl utilizando e
gen de referencia endégeno de la invertasa. Las secuencias de
cebadores de aad-1 fueron | as siguientes;

Cebador directo de AADL: TGITCGGITCCCTCTACCAA (SEQ ID NO 16)
Cebador inverso de AADLl: CAACATCCATCACCTTGACTCGA (SEQ I D NG
17)

Sonda de AADLl: 5’ - FAM CACAGAACCGTCGCTTCAGCAACA- MEB/ BHQ 3
(SEQ ID NO 18)

Final mente, las plantas To que contenian el gen de
interés se analizaron en V4-5 para cry34Abl y AAD-1 nedi ante
ensayos ELI SA de hoja. Se analizaron cuatro perforaci ones de
hoja. Se analiz6 otro conjunto de plantas en V4-5 para |l a
totalidad de | a nmasa radicul ar para anbos ensayos ELI SA de
proteinas. Se realizaron ensayos ELI SA de hoja y raiz de
Cry34Abl (Agdia, Inc., Elkart, IN) y AAD-1 (Acadi a
Bi oSci ence) segun las instrucciones del fabricante. Los
ensayos ELI SA de hoja de Cry34Abl se expresaron comp ng/cnf o
cono partes por milloén (ppm o proteina ng por ng de proteina
total de la planta), mentras que |os resultados de ELI SA de

raiz se expresaron conbo ppm El total de |os ensayos de



proteina de la raiz se Ilevo a cabo con el método de
det ecci 6n de Bradford segun las instrucciones del fabricante.
Las plantas Tp se cruzaron a |lineas de transfornaci 6n no
transgéni cas de Zea mays c.v. B104 para obtener una semlla
Ti. Se hicieron avanzar tres eventos o |ineas transgéni cas de
cada una de | as construcciones del elenento regul ador de |l a
prueba para | os estudi os de expresi on génica de ARN y
proteina T; y luego para |a producci 6n de semllas T,. Por
consi gui ente, se senbraron 30-40 semllas T, de cada uno de
| os eventos; las plantulas se rociaron con ASSUREII® en | a
etapa V2-V3 del desarroll o para matar segregantes no
transgéni cos. Las plantas transgéni cas se analizaron en
mil ti pl es etapas del desarrollo de |a planta para ELI SA de
cry34Abl y AAD-1 de |a siguiente manera: hoja (V4, V12 y R3);
raiz (V4 y Rl); tallo (Rl); polen (Rl); barba (Rl); cascara
(R3); grano (R3) y elote (R3). Todos los tejidos se aislaron
y se col ocaron en tubos incrustados en hielo seco, |os cuales
| uego se transfirieron a -80°C. Los tejidos congel ados se
liofilizaron previo a |la extracci 6n de proteinas para ELI SA
Se tomaron nuestras de | as plantas transgénicas
putativas T; que contenian transgenes de cry34Abl, yfpy

aad-1 en V4-5 para | os ensayos ELI SA de hoja. Se analizaron



cuatro perforaci ones de hoja. Las perforaciones de hoja se
col ocaron en un tubo y se agregd una unica perla de acero

i noxi dabl e de 1/8" (Hoover Precision Products, Cunm ng, GA
EUA) a cada tubo de 1,2 nml que contenia 300 ul de
anortiguador de extracci on (1X PBST conpl enent ado con Tween
20 al 0,05 %y BSA al 0,5 % . Las nuestras se procesaron en
un GENOGRI NDER™ ( SPEX Sanpl ePrep, Metuchen, NJ) a 1.500 rpm
durante 4 mnutos. Las nuestras se centrifugaron a 4.000 rpm
durante 2 mnutos en una centrifuga Sorvall Legend XFR™ A
conti nuaci 6n, se agregaron 300 pl adicional es de anorti guador
de extraccién y | as nuestras se procesaron una vez nas en un
GENOGRI NDER™ a 1.500 rpm durante 2 m nutos. Las mnuestras se
centrifugaron nuevanente a 4.000 rpm durante 7 m nut os.

Fi nal nente, se recolecté el sobrenadante y se conpl etaron | os
ensayos ELI SA a diferentes diluciones junto con |os

est andares de proteina, utilizando | os kits de ensayo ELI SA
di sponi bl es en el nercado para Cry34Abl (Agdia, Inc.) y AAD- 1
(Acadi a Bi oSci ence, LLC), de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. La extracci 6n de proteinas para ELI SA de
varios tipos de tejido se |levd a cabo nediante |a
trituracion del tejido liofilizado en un agitador de pintura

durante 30 segundos. Para |los tejidos que precisaban una



trituraci 6on adicional, se repiti6 |la etapa de trituracio6n
durante 30 segundos mas. Se afadi 6 polvo de granate para
cubrir la parte curva en el fondo del tubo. El tejido
bruscamente triturado se transfirié a tubos de 2 ml y se
I1en6 hasta la marca de 0,5 m. Se agregdé una bol a de
ceram ca a cada tubo, asi cono 0,6 m del anortiguador de
extracci 6n parcial (200 pul de céctel inhibidor de proteasa,
200 pul de EDTA 500 mM 15,5 ng de polvo DIT y PBST a 20 m).
Todos | os tubos se mantuvieron en hielo durante 10 m nutos.
Los tubos frios se transfirieron al recipiente de 2 nl del
GENOGRI NDER®. Las nezclas se trituraron dos veces durante 30
segundos con un intervalo de enfriamento de 5 m nutos en

hi el o. A continuaci 6n, se agregaron a |as nuestras 40 ul de
TWEEN®- 20 al 10%y 300 pl de anortiguador de extracci on. Las
nmuestras se trituraron durante 30 segundos mas con un
intervalo de 5 m nutos de enfriam ento. Finalnmente, cada
nmuestra se centrifugdé a 13.000 rpmdurante 7 mnutos y el
sobrenadante se transfiri 0 cui dadosamente a un tubo nuevo
para recol ectar el extracto. El extracto se volviod a
suspender en el anortiguador de extraccion y se diluy6 segln
fuera necesario para los tejidos de hoja de | os ensayos

ELI SA.



Ej enpl 0o 6: Expresion de planta transgénica Ty

Los resultados de ELI SA de Cry34Abl indicaron que el
el ement o regul ador del pronotor del gen de unién a la
clorofila a/b de Zea mays de longitud conpleta (SEQ ID NGO 1
y SEQ ID NO 2) condujo una expresi o6on preferida de |la hoja de
Cry34Abl en eventos Tp que fueron transfornmados con |a
construcci 6n pDAB114438. Se observd una expresién
insignificante de Cry34Abl nedi ante el el enento regul ador de
pronotor del gen de unién a la clorofila a/b de Zea mays de
| ongitud conpleta en los tejidos de raiz de estos eventos
(Tablas 1 y 2). Los eventos producidos a partir de |la
construcci 6n de control positivo pDAB108746 expresaron
Cry34Abl tanto en tejidos de raiz conop de hoja. No se observé
ni detectd expresi 6n de Cry34Abl en hoja en eventos vegetal es
transfornmados con |la construcci 6n de control negativo,
pDAB101556, que no contenia el gen cry34Abl. Todas | as
construcci ones expresaron el gen aad-1 tanto en tejidos de
raiz cono de hoj a.

Adi ci onal nente, el elenmento regul ador del pronotor de
gen de union a la clorofila a/b de Zea mays (SEQ ID NO 3y

SEQ ID NO 4) condujo la expresi 6n de Cry34Abl y | a expresion



de la proteina AAD-1 en hoja (V4) segun se midi 6 nediante
ELI SA en |l as plantas transgénicas To (Tabla 3). Las plantas
transgéni cas To que se transformaron con pDAB120165
representan | a expresi 6n del pronotor del gen de unién a |la
clorofila a/b de Zea mays nodificado (SEQID NO 3y 4) junto
con St. Pinll 3 -UTR, mentras que |las plantas transgénicas
To transfornmadas con pDAB120166 representan |a expresi 6n del
pronotor del gen de union a la clorofila a/b de Zea mays de
| ongitud conpleta (SEQID NGO 1 y 2) en conbinacién con |la
3’ -UTR del gen de unidén a la clorofila a/b de Zea mays
nodi ficado (SEQ ID NO 8). Estos resultados indican que |as
secuenci as del pronmotor (SEQ ID NO 1-4) y de la 3’ -UIR (SEQ
ID NO 7-8) de |la presente descripcion son funcional es para
conducir | a expresion de un transgén en un casete de
expresi 6n génica dentro de eventos de plantas de maiz
transgéni cas To.

Tabla 1. Resultados de ELI SA que deruestran | a expresién
de transgenes de cry34Abl y AAD-1 en hojas de naiz V4-V6 de
vari os eventos de construcciones. STD es una abreviatura de

desvi aci 6n est andar .

Nonbre de la|Cantidad de | Pronedio STD Pr onedi o STD

construcci 6n |eventos de Cry34 |de de AAD-1 |de




anal i zados | (ng/cn) Cry34 | (ng/cn?) AAD- 1
pDAB114438 24 134 123 165 106
pDAB108746 18 129 79 173 96
pDAB101556 2 0 0 198 129

Tabl a 2. Resul t ados del

ensayo de ELI SA que denuestran | a

expresi 6n de transgenes de cry34 y AAD-1 en raices de maiz

V4-\V6 de vari os eventos de construcci ones.

abrevi atura de desvi aci 6n est andar.

STD es una

Nonbre de la|Cantidad de|Pronmedio |STD Pronedio | STD
construcci 6n | eventos de Cry34 | de de AAD-1 | de
anal i zados (ppmM Cry34 | (ppm AAD- 1
pDAB114438 6 5 8 1196 800
pDAB108746 4 2672 2981 538 304
pDAB101556 2 0 0 1204 798

Tabla 3. La expresién de |la proteina Cry34Abl en | a hoja

(V4) conduci da por el

clorofila
por la 3
mays para

clorofila

- UTR del

pDAB120166, y para la 3

pr onot or

del

- UTR del

a/lb de Zea mays nodi fi cado para pDAB120165,

gen de unio6n a la

alb de Zea mays de longitud conpleta y finalizada
gen de unidén a la clorofila a/b de Zea
gen de unién a la

se




mdi6 a través de ELI SA en las plantas transgénicas To.
Tanbi én se incluye |a expresion de proteina en hoja (V4) para

AAD-1. STD es una abreviatura de desvi aci 6n est andar.

Cant i dad Pronedi o

de eventos |de STD Pronedi ode | STD
N.° de To Cry34Abl |de AAD- 1 de
construcci 6n | anal i zados | (ng/ ng) Cry34 | (ng/ ng) AAD- 1
pDAB120165 34 477 184 277 299
pDAB120166 17 412 153 283 232

Ej enpl o 7: Expresion de planta transgénica T,

Los resultados de ELISA de Cry34 de | os eventos de
pl antas transgénicas T; i ndicaron que el elenmento regul ador
del pronotor del gen de unidén a la clorofila a/b de Zea mays
(SEQ ID NO 1) condujo |la expresion preferida sobre el nivel
del suel o, especificanente en tejidos de hoja, tallo y
cascara de Cry34Abl. Estos datos se generaron a partir de
eventos T; que se transformaron con |a construcci én
pDAB114438. Adi ci onal mente, se observd una expresion
insignificante de Cry34Abl nedi ante el elenento regul ador de
pronotor del gen de unién a la clorofila a/b de Zea mays (SEQ

IDNO 1y SEQIDNO 2) en los tejidos de raiz, grano y




pol en de estos eventos (Tabla 4). De nmanera interesante, |a
expresi 6n de Cry34Abl en el tejido del elote presentd una
expresi 6n 10 veces nenor que |a expresi 6n de Cry34Abl en el
tejido de | a barba de | os eventos analizados. No se observo
ni detectd expresi 6n de Cry34Abl en eventos vegetal es
transfornmados con |la construcci 6n de control negativo,
pDAB101556. Esta construcci 6n pDAB101556, no contiene e
transgén de cry34Abl. Todas | as construcci ones expresaron e
gen aad-1 tanto en tejidos de raiz cono de hoja.

Tabla 4. Expresi on de proteinas Cry34Abl y AAD-1 en
di ferentes tipos de tejido segun | o nmedido por ELISA en |as

pl antas transgéni cas T;. STD es una abrevi aci 6n de desvi aci 6n

est andar .

Tot al Tot al Prorme

de de Pr omedi di o

evento | nuestr |o de STD de
N.° de Tejido |s as Cry34Ab | de AAD-1 | STD
construcci analiza |analiz |analiz |1 Cry3 | (ng/m de
6n do ados adas (ng/ny) |4 g) AAD- 1
pDAB101556 | Hoja V4 |1 13 1 0 497 161
pDAB114438 | Hoja V4 | 3 43 1014 451 108 142

Hoj a

pDAB114438 | V12 3 12 1686 705 289 124




Tot al Tot al Prome

de de Pr onedi dio

evento | nuestr |o de sto | de
N.° de Tejido |s as Cry34Ab | de AAD-1 | STD
const r ucci analiza |analiz |analiz |1 Cry3 | (ng/m de
on do ados adas (ng/ mg) |4 ) AAD- 1
pDAB114438 | Hoja R3 | 3 9 2454 1288 | 645 163
pDAB101556 | Raiz V4 |1 3 4 3 2722 234
pDAB114438 | Raiz V4 | 3 9 5 7 1509 370
pDAB114438 | El ote 2 10 265 223 3477 512
pDAB114438 | Bar ba 2 5 2828 1434 | 3701 605
pDAB114438 | Grano 2 7 24 18 2463 250
pDAB114438 | Tallo 2 5 5439 2906 | 6807 1730
pDAB114438 | Cascara |2 10 4333 1974 | 1746 391
pDAB114438 | Pol en 2 4 72 13 1427 341

Los resul tados de ELI SA de Cry34Abl T; de hoja (V4)
nostraron un intervalo de expresion simlar de | os eventos
transgéni cos pDAB120166 y pDAB114438 que contenian el
pronotor del gen de union a la clorofila a/b de Zea mays de
| ongitud conpleta (SEQID NGO 1 vy 2) con 3 -UTR diferentes
cono el enentos regul adores para el gen cry34abl. La prinera
construcci 6n, pDAB120166, contenia una 3’ -UTR del gen de

union a la clorofila a/b de Zea mays nodificada (SEQ | D NO



8) derivada del misnp gen que el pronotor, mentras que |a
segunda construcci 6n, pDAB114438, contenia una St Pinl
3'-UTR La hoja T; (V4) de Cry34Abl (Tabla 5). Se incluyeron
tanbi én en | os resultados de ELI SA de Cry34Abl T; de tejido
de hoja (V4) |os eventos transgéni cos pDAB120165 que
contenian el pronotor del gen de unién a la clorofila a/b de
Zea mays nodificado (SEQIDNO 3y 4) con St Pinll 3 -UTR
cono el enmentos regul adores para el gen cry34abl. Los
resul tados de ELI SA de | os eventos transgéni cos pDAB120165
present aron aproxi madanente 50 % — 60 % nenos de expresi on en
conpar aci 6n con pDAB120166 o pDAB114438 que contenian el
pronotor del gen de unidén a la clorofila a/b de Zea mays de
| ongitud conpleta (SEQID NGO 1 vy 2). La construccién
pDAB120165 contenia un pronotor nodificado (SEQ ID NO 3 vy 4)
y Pinll 3 -UTR Estos resultados indican que |as secuenci as
del pronotor (SEQID NO 1-4) y de la 3 -UTR (SEQ ID NGO 7-8)
de | a presente descripci 6n son funcionales para conducir |la
expresi 6n de un transgén en un casete de expresi 6n génica
dentro de eventos de plantas de maiz transgénicas Tj.

Tabla 5. Expresion de proteinas Cry34Abl y AAD-1 en | a

hoja (V4) segun | o nedido por ELISA en | as plantas



transgéni cas T, de |las diferentes construcci ones.

abrevi atura de desvi aci 6n est andar .

STD es unha

Promedi o

de Promedi o
N.° de Event os Muest r as Cry34Abl de AAD 1
construcci 6n | anal i zados | anal i zadas | (ng/ ng) | STD (ng/ mg) |STD
Control no
transgéni co | NA 3 0 NA 0 NA
pDAB120166 5 43 738 103 94 49
pDAB114438 3 30 896 439 65 53
pDAB120165 5 32 464 75 99 69

NA = No aplica

Conmo tal, se identificaron y caracterizaron |os

el enent os regul adores novedosos del gen de union a |la

clorofila a/b de Zea mays que incluyen: |os pronotores de

gen de unid6n a la clorofila a/b de Zea nays de | ongitud

conpleta de la SEQID NGO 1y la SEQID NO 2, |os pronotores

del gen de unién a la clorofila a/b de Zea mays nodifi cados

de la SEQIDNO 3y la SEQID NG 4; el intréon del gen de

unién a la clorofila a/b de Zea mays de la SEQID NO 5; la

5 -UTR del gen de unidén a la clorofila a/b de Zea mays de | a



SEQID NO 19; la 5 -UTR del gen de unién a la clorofila a/b
de Zea nmays de la SEQ ID NO 19; la 3 -UTR del gen de union a
la clorofila a/b de Zea nays de | ongitud conpleta de | a SEQ
IDNG 7; la 3 -UTR del gen de union a la clorofila a/b de
Zea mays nodificada de la SEQ ID NO 8. Se describen por
primera vez el enent os regul adores pronotores novedosos para

Su uso en construcci ones de expresion génica.



