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PROMOTOR DE PLANTAS PARA LA EXPRESION TRANSGENICA

Referencia cruzada a una solicitud relacionada

La presente solicitud reivindica prioridad del beneficio de Ila
Solicitud Provisional de la patente de EE.UU. con numero de serie
62/147,868 presentada el 15 de abril de 2015, cuya descripcién se

incorpora de este modo como referencia en su totalidad.

Incorporacién como referencia de material presentado

electréonicamente

Se incorpora como referencia en su totalidad un listado de
secuencias de nucledtidos/aminoacidos que puede leerse por
computadora presentado al mismo tiempo que ésta e identificado como
sigue: Un archivo de 36,7 KB ACII (Texto) denominado “77035-WO-PCT-

20160322-Sequence-Listing-ST25.txt” creado el 22 de marzo de 2016.

Campo de la descripcion

La presente descripcion se refiere en términos generales a
composiciones y métodos para promover la trascripcion de una
secuencia de nucledtidos en una planta o célula de planta. Algunas
modalidades se refieren a un promotor de un gen similar al de
metalotioneina (mtl) de Brachypodium distachyon que funciona en las
plantas para promover la trascripcion de una secuencia de nucleétidos
unida operativamente. Algunas modalidades particulares se refieren a

métodos que incluyen un promotor (por ejemplo, para introducir una
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molécula de &cido nucleico en una célula) y a células, cultivos de
células, tejidos, organismos, y partes de organismos que comprenden un

promotor, como también a productos obtenidos a partir de éstos.

Antecedentes

Muchas especies de plantas tienen la capacidad de transformarse
con transgenes para introducir rasgos o] caracteristicas
agrondmicamente deseables. Las especies de plantas se desarrollan y/o
se modifican para que tengan caracteristicas deseables particulares. En
términos generales, los rasgos deseables incluyen, por ejemplo, la
mejora de la calidad del valor nutricional, aumento del rendimiento, el
otorgamiento de una resistencia contra plagas o enfermedades, el
incremento de la tolerancia a la sequia y al estrés, la mejora de las
cualidades horticolas (por ejemplo, la pigmentacién y el crecimiento), la
provision de una tolerancia a los herbicidas, el permitir la produccion de
compuestos y/o materiales industrialmente utiles a partir de la planta,
y/o el permitir la produccién de productos farmacéuticos.

Las especies de plantas transgénicas que comprenden multiples
transgenes apilados en un solo locus gendmico se producen por medio
de tecnologias de transformacién de plantas. Las tecnologias de
transformacién de plantas tienen como resultado la introduccién de un
transgén en una célula de planta, la recuperacion de una planta
transgénica fértil que contiene la copia integrada de forma estable del
transgén en el genoma de la planta, y la subsiguiente expresion de los

transgenes a través de la transcripcion y la traduccién del genoma de
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planta tiene como resultado plantas transgénicas que poseen rasgos y
fenotipos deseables. Sin embargo, son deseables los mecanismos que
permitan la produccién de especies de plantas transgénicas que
expresen altamente multiples transgenes disefiados mediante ingenieria
genética como una pila de rasgos.

De manera similar, son deseables los mecanismos que permitan la
expresion de un transgén en tejidos u o6rganos particulares de una
planta. Por ejemplo, puede lograrse un incremento de la resistencia de
una planta a su infeccidén por agentes patdégenos transportados por el
suelo mediante la transformacion del genoma de la planta con un gen de
resistencia a los agentes patéogenos de manera tal que la proteina de
resistencia a los agentes patéogenos se exprese fuertemente dentro de
las raices de la planta. Como alternativa, puede ser deseable expresar
un transgén en tejidos de planta que se encuentran en una fase de
crecimiento o desarrollo particular tal como, por ejemplo, divisién o
elongacion de sus células. Ademas, puede ser deseable expresar un
transgén en los tejidos de hoja y de tallo de una planta para
proporcionar tolerancia contra los herbicidas, o resistencia contra los
insectos y plagas del suelo anteriores.

Por lo tanto, existe una necesidad de nuevos elementos
reguladores de genes que puedan impulsar los niveles deseados de

expresion de transgenes en tejidos de planta especificos.
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Breve sumario

En modalidades de la presente descripcién, la descripcion se
refiere a un vector de acido nucleico que comprende un promotor unido
operativamente a: una secuencia policonectora; un gen no similar al de
metalotioneina; o una combinacién de la secuencia policonectora y el
gen no similar al de metalotioneina, en donde dicho promotor comprende
una secuencia de polinucledétidos que tiene un identidad de secuencia de
por lo menos el 90% con la SEQ ID NO: 1. En algunas modalidades, el
promotor tiene una longitud de 2,000 pb. En modalidades adicionales, el
promotor consiste en una secuencia de polinucle6tidos que tiene una
identidad de secuencia de por lo menos el 90% con la SEQ ID NO: 1. En
otras modalidades, el promotor impulsa la expresion de un
polinucledtido que codifica un marcador seleccionable. En modalidades
adicionales, el promotor se une operativamente a un transgén. En
aspectos de esta modalidad, el transgén codifica un marcador
seleccionable o un producto génico que confiere resistencia a los
insecticidas, tolerancia a los herbicidas, eficiencia en el uso de
nitrogeno, eficiencia en el uso del agua o calidad nutricional. Se
proporciona el promotor de la SEQ ID N: 1 para su uso con una
secuencia de polinucleétidos 3’ no traducida (3'-UTR), la secuencia de
polinucleétidos 3' no traducida que comprende una secuencia que tiene
una identidad de secuencia de por lo menos el 90% con la SEQ ID NO:
3, en donde la secuencia 3’ no traducida se une operativamente a dicho
policonector o a dicho transgén. En otras modalidades, se proporciona

el promotor de la SEQ ID NO: 1 para su uso con una secuencia de
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polinucledtidos 5’ no traducida, la secuencia de polinucleétidos 5' no
traducida que comprende una secuencia que tiene una identidad de
secuencia de por lo menos el 90% con la SEQ ID NO: 4, en donde la
secuencia 5' no traducida se une operativamente a dicho policonector o
a dicho transgén. En otras modalidades, el promotor de la SEQ ID NO: 1
comprende ademas una secuencia de intron. En una modalidad
adicional, el promotor de la SEQ ID NO: 1 impulsa la expresidn
especifica de los tejidos subterraneos.

En otra modalidad, la presente descripcién proporciona una planta
no Brachypodium que comprende una secuencia de polinucleétidos que
comprende una identidad de secuencia de por lo menos el 90% con la
SEQ ID NO: 1 operativamente ligada a un transgén. De acuerdo con esta
modalidad, la planta se selecciona de entre el grupo que consiste en
maiz, trigo, arroz, sorgo, avena, centeno, banana, cafia de azucar, frijol
de soya, algodén, Arabidopsis, tabaco, girasol y canola. Por lo tanto, la
planta no Brachypodium que comprende la secuencia de polinucledtidos
que tiene una identidad de secuencia de por lo menos el 90% con la
SEQ ID NO: 1 puede ser una planta de Zea mays en algunas
modalidades. En otras modalidades, el transgén que se une
operativamente a la secuencia de polinucleétidos que tiene una
identidad de secuencia de por lo menos el 90% con la SEQ ID NO: 1 se
inserta en el genoma de una planta. En algunas modalidades, la
secuencia de polinucledtidos que tiene una identidad de secuencia de
por lo menos el 90% con la SEQ ID NO: 1 es un promotor y dicho

promotor se une operativamente a un transgén. En otras modalidades, la
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planta no Brachypodium comprende una secuencia 3' no traducida que
comprende la SEQ ID NO: 3 o una secuencia 3' no traducida que tiene
una identidad de secuencia de por lo menos el 90% con la SEQ ID NO:
3, en donde la secuencia 3’ no traducida se une operativamente a dicho
transgén. En una modalidad adicional, la secuencia de polinucledtidos
que tiene una identidad de secuencia de por lo menos el 90% con la
SEQ ID NO: 1 impulsa la expresién del transgén con expresidn
especifica en los tejidos subterraneos. En otra modalidad adicional, la
secuencia de polinucledtidos que tiene una identidad de secuencia de
por lo menos el 90% con la SEQ ID NO: 1 tiene una longitud de 2,000
pb.

En una modalidad, la descripcién de la presente proporciona un
método para producir una célula de planta transgénica, el método que
comprende las etapas de: transformar una célula de planta con un
casete de expresion génica que comprende un gen similar al de
metalotioneina (mtl/) de Brachypodium distachyon unido operativamente
a por lo menos una secuencia de polinucledtidos de interés; aislar la
célula de planta transformada que comprende el casete de expresion
geénica; y, producir una célula de planta transgénica que comprende el
promotor de un gen similar al de metalotioneina (mtl) de Brachypodium
distachyon unido operativamente a por lo menos una secuencia de
polinucleétidos de interés. En otras modalidades, la etapa de
transformar una célula de planta se lleva a cabo con un método de
transformacién de planta. EI método de transformacién de la planta

puede seleccionarse del grupo que consiste en un método de
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transformacién mediado por  Agrobacterium, un método de
transformacién biolistica, un método de transformaciéon por carburo de
silicio, un método de transformacion de protoplasto, y un método de
transformacién de liposomas. En otras modalidades, la secuencia de
polinucleétidos de interés se expresa constitutivamente en toda la célula
de planta transgénica. En algunas modalidades, la secuencia de
polinucleétidos de interés se integra establemente en el genoma de la
célula de planta transgénica. Por lo tanto, el método para producir una
célula de planta transgénica puede ademdas comprender las etapas de:
regenerar la célula de planta transgénica en una planta transgénica; v,
obtener la planta transgénica, en donde la planta transgénica comprende
el casete de expresion génica que comprende el promotor del gen
similar al de metalotioneina (mtl) de Brachypodium distachyon unido
operativamente a por lo menos una secuencia de polinucleétidos de
interés. En una modalidad, la célula de planta transgénica es una célula
de planta transgénica monocotiledonea o una célula de planta
transgénica dicotiledonea. Por ejemplo, la célula de planta transgénica
dicotiledénea puede seleccionarse del grupo que consiste en una célula
de planta de Arabidopsis, una célula de planta de tabaco, una célula de
planta de frijol de soya, una célula de planta de canola, y una célula de
planta de algodén. Ademas, la célula de planta transgénica
monocotiledonea se selecciona del grupo que consiste en una célula de
planta de maiz, una célula de planta de arroz, y una célula de planta de
trigo. El promotor del gen similar al de metalotioneina (mtl) de

Brachypodium distachyon usado en el método puede comprender el
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polinucledtido de la SEQ ID NO: 1. En algunas modalidades, el promotor
del gen similar al de metalotioneina (mtl/) de Brachypodium distachyon
puede ademas comprender una primera secuencia de polinucledtidos de
interés unido operativamente al extremo 3’ de la SEQ ID NO: 1.

En una modalidad, la descripcién de la presente proporciona un
método para expresar una secuencia de polinucledtidos de interés en
una célula de planta, el método que comprende introducir en la célula de
planta una secuencia de polinucleétidos de interés unida operativamente
a un promotor del gen similar al de metalotioneina (mtl) de
Brachypodium distachyon. En algunas modalidades, la secuencia de
polinucledtidos de interés unida operativamente al promotor del gen
similar al de metalotioneina (mt/) de Brachypodium distachyon se
introduce en la célula de planta mediante un método de transformacion
de plantas. Como tal, el método de transformacion de plantas puede
seleccionarse del grupo que consiste en un método de transformacion
mediado por Agrobacterium, un método de transformacion biolistica, un
método de transformacion por carburo de silicio, un método de
transformacién de protoplasto y un método de transformacién de
liposoma. En algunas modalidades, la secuencia de polinucleotidos de
interés se expresa constitutivamente en toda la célula de planta. En
algunas modalidades, la secuencia de polinucledtidos de interés se
integra establemente en el genoma de |la célula de planta. Como tal, la
célula de planta transgénica es una célula de planta monocotiledénea o
una célula de planta dicotiledénea. Como un ejemplo, la célula de planta

dicotiledénea se selecciona del grupo que consiste en una célula de
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planta de Arabidopsis, una célula de planta de tabaco, y una célula de
planta de frijol de soya, una célula de planta de canola, y una célula de
planta de algodén. Ademas, la célula de planta monocotiledénea se
selecciona del grupo que consiste en una célula de planta de maiz, una
célula de planta de arroz y una célula de planta de trigo.

En una modalidad, la descripcion de la presente proporciona una
célula de planta transgénica que comprende un promotor del gen similar
al de metalotioneina (mtl) de Brachypodium distachyon. En algunas
modalidades, la célula de planta transgénica comprende un evento
transgénico. En un aspecto de la modalidad, el evento transgénico
comprende un rasgo agronomico. Por lo tanto, el rasgo agronémico se
selecciona del grupo que consiste en un rasgo de resistencia a los
insecticidas, un rasgo de tolerancia a los herbicidas, un rasgo de
eficiencia en el uso de nitrogeno, un rasgo de eficiencia en el uso del
agua, un rasgo de calidad nutricional, un rasgo de union del ADN, un
rasgo de marcador seleccionable, un rasgo de ARN pequefio, o
cualquiera de sus combinaciones. En otras modalidades, el rasgo
agrondmico comprende un rasgo de tolerancia a los herbicidas. En un
aspecto de la modalidad, el rasgo de tolerancia a los herbicidas
comprende una secuencia codificante aad-1. En algunas modalidades, la
célula de planta transgénica produce un producto de consumo. EI
producto de consumo se selecciona de concentrado de proteinas,
aislado de proteinas, grano, harina, material molido, aceite, o fibra. En
una modalidad, la célula de planta transgénica se selecciona del grupo

que consiste en una célula de planta dicotiledénea o una célula de
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planta monocotiledéonea. Por lo tanto, la <célula de planta
monocotiledonea es una célula de planta de maiz. En otras modalidades,
el promotor del gen similar al de metalotioneina (mtl) de Brachypodium
distachyon comprende un polinucleo6tido con una identidad de secuencia
de por lo menos el 90% con el polinucledtido de la SEQ ID NO: 1. Aun
en otra modalidad, el promotor del gen similar al de metalotioneina (mt/)
de Brachypodium distachyon tiene una longitud de 2,000 pb. Y en
modalidades adicionales, el promotor del gen similar al de
metalotioneina (mtl) de Brachypodium distachyon consiste en la SEQ ID
NO: 1. En modalidades adicionales, el promotor del gen similar al de
metalotioneina (mtl) de Brachypodium distachyon consiste en la SEQ ID
NO: 1 que se une operativamente al extremo 3’ de la SEQ ID NO: 1. En
otras modalidades el promotor del gen similar al de metalotioneina (mtl)
de Brachypodium distachyon impulsa la expresién de un rasgo
agrondmico en los tejidos subterraneos de las plantas.

La presente descripcién proporciona un polinucleétido aislado que
comprende una secuencia de acidos nucleicos con una identidad de
secuencia de por lo menos el 90% con el polinucledtido de la SEQ ID
NO: 1. En algunas modalidades, el polinucleétido aislado impulsa la
expresion especifica en los tejidos subterraneos. En otras modalidades,
el polinucleétido aislado tiene una actividad de expresion dentro de una
célula de planta. En modalidades, el polinucledtido aislado comprende
un polinucle6dtido de marco de lectura abierto que codifica un
polipéptido; y una secuencia de terminacién. Modalidades adicionales

incluyen el polinucledtido aislado que comprende una secuencia de
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acidos nucleicos con una identidad de secuencia de por lo menos el 90%
con el polinucleétido de la SEQ ID NO: 1, en donde el polinucleétido de
la SEQ ID NO: 1 tiene una longitud de 2,000 pb.

Las caracteristicas precedentes y otras seran mas evidentes a
partir de la siguiente descripcion detallada de varias modalidades, que

procede con referencia a las figuras adjuntas.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1: Esta figura es una representacion esquematica de
pDAB102419 que contiene el promotor del gen similar al de
metalotioneina (mtl) de Brachypodium distachyon de la SEQ ID NO: 1
(etiquetado como Promotor MTL B distachyon) y la 3'-UTR del gen
similar al de metalotioneina (mtl) de Brachypodium distachyon de la SEQ
ID NO: 3 (etiquetado como 3'UTR MTL B distachyon).

Figura 2: Esta figura proporciona una alineacion de polinucledétidos
del promotor del gen similar al de metalotioneina (mt/) de Brachypodium
distachyon de la SEQ ID NO: 1 (2,000 pb) y de los promotores truncados
similares al gen de metalotioneina (mtl/) de Brachypodium distachyon de
la SEQ ID NO: 7 (1,730 pb), SEQ ID NO: 8 (1,530 pb), SEQ ID NO: 9
(1,330 pb), SEQ ID NO: 10 (1,130 pb) y SEQ ID NO: 11 (1,001 pb).

Figura 3: Esta figura proporciona una alineacién de polinucledétidos
del promotor del gen similar al de metalotioneina (mtl) de Brachypodium
distachyon de la SEQ ID NO: 1 y del promotor modificado de gen similar
al de metalotioneina (mt/) de Brachypodium distachyon de la SEQ ID

NO: 12.
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Figura 4: Esta figura proporciona una alineacién de polinucledétidos
de la 3'-UTR del gen similar al de metalotioneina (mt/) de Brachypodium
de la SEQ ID NO: 3 y de la 3’-UTR truncado del gen similar al de
metalotioneina de Brachypodium distachyon de la SEQ ID NO: 13 (264
pb), SEQ ID NO: 14 (332 pb), SEQ ID NO: 15 (630 pb) y SEQ ID NO: 16
(727 pb).

Figura 5: Esta figura proporciona una alineacion de polinucledétidos
de la 3'-UTR del gen similar al de metalotioneina (mt/) de Brachypodium
distachyon de la SEQ ID NO: 3 y de la 3’-UTR modificada del gen similar
al de metalotioneina (mt/) de Brachypodium distachyon de la SEQ ID

NO: 17 y la SEQ ID NO: 18.

Descripcién detallada

1. Revision general de diversas modalidades

El desarrollo de productos de plantas transgénicas es de una
complejidad creciente. En la actualidad, las plantas transgénicas
comercialmente viables requieren el apilamiento de multiples transgenes
en un unico locus. Los promotores de planta utilizados para Ila
investigacion béasica o para aplicaciones biotecnolégicas son
generalmente unidireccionales, que dirigen solamente un gen que se ha
fusionado en su extremo 3’ (corriente abajo). Por lo tanto, cada transgén
requiere usualmente un promotor para la expresién, en donde se
requieren multiples promotores para expresar multiples transgenes
dentro de una pila de genes. Con un incremento del numero de

transgenes en las pilas de genes, se usa rutinariamente el mismo
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promotor para obtener niveles similares de patrones de expresion para
diferentes patdgenos. La obtencidén de niveles similares de expresién de
transgenes es necesario para la produccion de un rasgo poligénico
unico. Lamentablemente, se conoce que los constructos multigénicos
impulsados por el mismo promotor ocasionan un silenciamiento de genes
lo que tiene como resultado productos transgénicos que son menos
eficaces en el campo. Los elementos promotores repetidos pueden
conducir a un silenciamiento de los genes en base a la homologia. Por
otra parte, las secuencias repetitivas dentro de un transgén pueden
conducir a una recombinacién homdloga dentro del locus de los genes,
lo que tiene como resultado reordenamientos de los polinucledtidos. El
silenciamiento y el reordenamiento de los transgenes tendra
probablemente un efecto indeseable sobre el rendimiento de una planta
transgénica producida para expresar transgenes. Ademas, el exceso de
sitios de unidon al factor de transcripcién (TF) debido a la repeticién del
promotor puede ocasionar un agotamiento de los TF enddégenos lo que
conduce a una inactivacién transcripcional. Dada la necesidad de
introducir multiples genes en plantas para el disefio metabdlico mediante
ingenieria genética y el apilamiento de los rasgos, se requieren una
variedad de promotores para desarrollar cultivos transgénicos que
impulsen la expresién de multiples genes.

Un problema particular en la identificacion de los promotores es la
necesidad de identificar promotores especificos de tejidos, etapas del
desarrollo y/o funciones en la planta que no se expresan en otros tejidos

de la planta. Los promotores especificos de tejidos (es decir, preferidos
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de tejidos) o especificos de 6rganos impulsan la expresion de genes en
un determinado tejido tal como en el grano, raiz, hoja o tapetum de la
planta. Los promotores especificos de tejidos y de la etapa del
desarrollo pueden identificarse inicialmente mediante la observacién de
la expresion de los genes, que se expresan en tejidos particulares o en
periodos de tiempo particulares durante el desarrollo de la planta. Estos
promotores especificos de tejidos son requeridos para determinadas
aplicaciones en la industria de las plantas transgénicas y son deseables
por cuanto permiten la expresién especifica de los genes heterélogos de
una forma selectiva de tejido y/o de etapa de desarrollo, lo que indica la
expresion del gen heterdélogo de manera diferencial en diversos érganos,
tejidos y/o momentos, pero no en otros tejidos. Por ejemplo, es posible
lograr una resistencia incrementada de una planta a la infeccién por los
agentes patdégenos transportados por el suelo mediante la
transformacién del genoma de la planta con un gen de resistencia a los
agentes patdégenos de manera tal que la proteina de resistencia a los
agentes patégenos se exprese fuertemente dentro de las raices de la
planta. Como alternativa, puede ser deseable expresar un transgén en
los tejidos de la planta que se encuentran en una fase de crecimiento o
de desarrollo en particular tal como, por ejemplo, la divisién o
elongacion de las células. Otra aplicacién es la deseabilidad de utilizar
promotores especificos de tejidos para confinar la expresion de los
transgenes que codifican un rasgo agrondmico en tipos especificos de
tejidos como las células de parénquima en desarrollo. Como tal, un

problema particular en la identificacion de los promotores es cémo
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identificar los promotores, y relacionar el promotor identificado con las
propiedades de desarrollo de la célula para la expresion especifica en
los tejidos.

Otro problema relacionado con la identificacion de un promotor es
la necesidad de clonar todos los elementos de control transcripcional
relevantes cis-actuantes y trans-actuantes de manera tal que el
fragmento de ADN clonado impulse la transcripcion en el patrén de
expresion especifico deseado. Dado que dichos elementos de control se
situan distalmente con respecto al sitio de iniciaciobn o comienzo de la
traduccion, el tamano del polinucledtido que se selecciona para
comprender el promotor es de importancia para proporcionar el nivel de
expresion y los patrones de expresion de la secuencia de
polinucledtidos del promotor. Se conoce que las longitudes de los
promotores incluyen informacién funcional y se ha comprobado que
diferentes genes tienen promotores mas largos y mas cortos que los
promotores de otros genes en el genoma. La dilucidacién del sitio de
comienzo de la transcripcion de un promotor y la prediccion de los
elementos génicos funcionales en la regién promotor es un desafio.
Elementos adicionales al desafio son la complejidad, la diversidad y la
naturaleza degenerativa inherente de los motivos reguladores y de los
elementos reguladores cis y trans Blanchette, Mathieu, et al. "Genome-
wide computational prediction of transcriptional regulatory modules
reveals new insights into human gene expression". Genome research
16.5 (2006): 656-668). Los elementos reguladores cis y trans se situan

en las partes distales del promotor que regulan la expresién espacial y
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temporal de un gen para que se produzca solamente en los sitios
requeridos y en momentos especificos (Porto, Milena Silva, et al. "Plant
promoters: an approach of structure and function". Molecular
biotechnology 56.1 (2014): 38-49). Las herramientas existentes para el
analisis de los promotores no pueden identificar de manera fiable tales
elementos reguladores cis en una secuencia gendmica, que predicen,
por lo tanto, demasiados falsos positivos porque estas herramientas se
enfocan generalmente s6lo en el contenido de las secuencias (Fickett
JW, Hatzigeorgiou AG (1997) Eukariotic promoter recognition. Genome
research 7: 861-878). Por lo tanto, la identificacién de elementos
reguladores de los promotores requiere que se obtenga una secuencia
adecuada de un tamano especifico que resulte en una expresidon
impulsora de un transgén unido operativamente de una manera
deseable.

Se proporcionan métodos y composiciones para superar tales
problemas mediante el uso de elementos reguladores del promotor del
gen similar al de metalotioneina (mtl) de Brachypodium distachyon para

expresar transgenes en planta.

1. Términos y abreviaturas

A lo largo de la solicitud, se usan una serie de términos. A fin de
proporcionar una comprension clara y coherente de la memoria
descriptiva y reivindicaciones, que incluye el alcance de tales términos,
se proporcionan las siguientes definiciones.

Como se usa en la presente, el término “intron” se refiere a
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cualquier secuencia de acidos nucleicos comprendida en un gen (o
secuencia de nucledtidos expresada de interés) que se transcribe pero
que no se traduce. Los intrones incluyen la secuencia de acidos
nucleicos no traducida dentro de una secuencia expresada de ADN, asi
como también la secuencia correspondiente en moléculas de ARN
transcritas a partir de ella. Un constructo descrito en la presente
también puede contener secuencias que potencien la traduccion y/o la
estabilidad del ARNm tales como intrones. Un ejemplo de uno de tales
intrones es el primer intrén del gen |l de la variante H3 de histona de
Arabidopsis thaliana o cualquier otra secuencia de introbn comunmente
conocida. Los intrones pueden usarse en combinacién con una
secuencia promotora para potenciar la traduccion y/o la estabilidad del
ARNmMm.

El término “aislado”, como se usa en la presente significa que se
ha eliminado de su ambiente natural, o eliminado de otros compuestos
cuando se forma primero el compuesto. El término “aislado” abarca los
materiales aislados a partir de fuentes naturales asi como también
materiales (por ejemplo, acidos nucleicos y proteinas) recuperados
después de la preparacién mediante expresiéon recombinante en una
célula huésped, o compuestos sintetizados quimicamente tales como
moléculas de acido nucleico, proteinas y péptidos.

El término “purificado”, como se usa en la presente se refiere al
aislamiento de una molécula o compuesto en una forma que se
encuentra sustancialmente libre de contaminantes normalmente

asociados con la molécula o compuesto en un ambiente nativo o natural,



10

15

20

25

18

o0 sustancialmente enriquecido en concentracion con respecto a otros
compuestos presentes cuando se forma primero el compuesto, y
significa que su pureza se ha incrementado como resultado de haberse
separado de otros componentes de la composicién original. El término
“acido nucleico purificado” se usa en la presente para describir una
secuencia de acidos nucleicos que se ha separado, producido aparte de,
o purificado de otros compuestos biolégicos que incluyen, sin limitacién
polipéptidos, lipidos y carbohidratos, mientras se lleva a cabo un cambio
quimico o funcional en el componente (por ejemplo, un acido nucleico
puede purificarse a partir de un cromosoma mediante la eliminacién de
proteinas contaminantes y la ruptura de los enlaces quimicos que
conectan el acido nucleico al ADN restante en el cromosoma).

El término “sintético”, como se usa en la presente se refiere a una
molécula de polinucleétido (es decir, un ADN o ARN) que se ha creado a
través de sintesis quimica como un proceso in vitro. Por ejemplo, puede
crearse un ADN sintético durante una reaccién dentro de un tubo de
Eppendorf™, de manera tal que el ADN sintético se produce
enzimaticamente a partir de una cadena nativa de ADN o de ARN.
Pueden utilizarse otros métodos de laboratorio para sintetizar una
secuencia de polinucledétidos. Los oligonucleétidos pueden sintetizarse
quimicamente en un sintetizador de oligos a través de sintesis en fase
s6lida que usa fosforamiditos. Los oligonucleétidos sintetizados pueden
hibridarse a otro como un complejo, lo que produce de ese modo un
polinucleétido “sintético”. En la técnica se conocen otros métodos para

sintetizar quimicamente un polinucleétido, y pueden implementarse
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facilmente para su uso en la presente descripcion.

El término “aproximadamente”, como se usa en la presente significa
mayor o menor que el valor o intervalo de valores establecido en 10 por
ciento, pero no tiene por objeto designar ningun valor o intervalo de
valores a solamente esta definicién mas amplia. Cada valor o intervalo
de valores precedido por el término “aproximadamente” también tiene
por objeto abarcar la modalidad del valor absoluto o el intervalo de
valores establecido.

Para los fines de la presente descripcion, un “gen”, incluye una
region de ADN que codifica un producto génico (ver en lo que sigue), asi
como también todas las regiones de ADN que regulan la produccién del
producto génico, tanto si tales secuencias reguladoras se encuentran
adyacentes o no a secuencias codificantes y/o transcritas. Por lo tanto,
un gen incluye, pero no se limita necesariamente a, secuencias
promotoras, terminadores, secuencias reguladoras traduccionales tales
como sitios de unién a ribosoma y sitios de entrada internos de
ribosoma, potenciadores, silenciadores, aisladores, elementos limite,
origenes de replicacion, sitios de fijacion a matriz y regiones de control
de locus.

Como se usan en la presente los términos “nativo” o “natural”
definen una condicion encontrada en la naturaleza. Una “secuencia de
ADN nativa” es una secuencia de ADN presente en la naturaleza que se
produjo mediante medios naturales o técnicas de cultivo tradicionales
pero no generada mediante ingenieria genética (por ejemplo, mediante

el uso de técnicas de biologia molecular/ de transformacion).
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Como se usa en la presente un “transgén” se define como una
secuencia de acidos nucleicos que codifica un producto génico, que
incluye por ejemplo, sin limitacion, un ARNm. En una modalidad el
transgén es un acido nucleico exdgeno, donde la secuencia de transgén
se ha introducido en una célula huésped mediante ingenieria genética (o
la progenie de esta) donde el transgén no se encuentra normalmente. En
un ejemplo, un transgén codifica un compuesto industrialmente o
farmacéuticamente atil, o un gen que codifica un rasgo agricola
deseable (por ejemplo, un gen resistente a herbicida). Aun en otro
ejemplo, un transgén es una secuencia de acidos nucleicos antisentido,
en donde la expresién de la secuencia de acidos nucleicos antisentido
inhibe la expresiéon de una secuencia de acidos nucleicos objetivo. En
una modalidad el transgén es un acido nucleico endégeno, en donde se
desean copias genomicas adicionales del acido nucleico endégeno, o un
acido nucleico que se encuentra en una orientacion antisentido con
respecto a la secuencia de un acido nucleico objetivo en un organismo
huésped.

Como se usa en la presente el término “transgén no similar al gen
de metalotioneina” o “gen no similar al de metalotioneina” se refiere a
cualquier transgén que tiene menos del 80% de identidad de secuencia
con la secuencia codificante de un gen similar al de metalotioneina de
Brachypodium distachyon (SEQ ID NO: 6).

Como se define en la presente un “producto génico” es cualquier
producto producido por el gen. Por ejemplo el producto génico puede ser

el producto transcripcional directo de un gen (por ejemplo, ARNm, ARN{,
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ARNr, ARN antisentido, ARN de interferencia, ribozima, ARN estructural
o cualquier otro tipo de ARN) o una proteina producida mediante la
traduccion de un ARNm. Los productos génicos también incluyen los
ARN que se han modificados, mediante procesos tales como formacion
de caperuza, poliadenilacion, metilacién, y edicién, y proteinas
modificadas mediante, por ejemplo, metilacion, acetilacion, fosforilacién,
ubiquitinaciéon, ADP-ribosilaciéon, miristilacién, vy glicosilacion. La
expresion génica puede afectarse por sefiales externas, por ejemplo, la
exposicion de una ceélula, tejido, u organismo a un agente que
incrementa o disminuye la expresion génica. La expresién de un gen
también puede regularse en cualquier parte en la via de ADN a ARN a
proteina. La regulacién de la expresion génica se produce, por ejemplo,
por medio de controles que actuan sobre la transcripcion, traduccién,
transporte y procesamiento de ARN, degradacion de moléculas
intermedias tales como ARNmM, o mediante la activacion, inactivacion,
compartimentacion, o degradacién de moléculas de proteina especificas
después de su preparacion, o mediante combinaciones de éstas. La
expresion génica puede medirse al nivel de ARN o al nivel de proteina
mediante cualquier método conocido en la técnica, lo que incluye, sin
limitacion, transferencia por membrana de Northern, RT-PCR,
transferencia por membrana de Western, o ensayo(s) in vitro, in situ, o
in vivo de la actividad de las proteinas.

Como se usa en la presente el término “expresién génica” se refiere
al proceso mediante el que la informaciéon codificada de una unidad

transcripcional del acido nucleico (que incluye, por ejemplo, ADN
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genomico) se convierte en wuna parte operativa, no operativa o
estructural de una célula, que incluye, frecuentemente, la sintesis de
una proteina. La expresion génica puede afectarse por sefiales externas;
por ejemplo, exposicion de una célula, tejido, u organismo a un agente
que incrementa o disminuye la expresion génica. La expresién de un gen
también puede regularse en cualquier parte en la via de ADN a ARN a
proteina. La regulacién de la expresion génica se produce, por ejemplo,
a través de controles que actuan sobre la transcripcién, traduccién,
transporte y procesamiento de ARN, degradacion de moléculas
intermediarias tales como ARNm, o a través de la activacion,
inactivacion, compartimentacion, o degradaciéon de moléculas proteicas
especificas después que se han preparado, o por combinaciones de
éstas. La expresion génica puede medirse en el nivel de ARN o el nivel
de proteina mediante cualquier método conocido en la técnica, que
incluye, sin limitacién, transferencia por membrana de Northern, RT-
PCR, transferencia por membrana de Western, o ensayo(s) in vitro, in
situ, o in vivo de actividad de la proteina.

Como se usan en la presente, “silenciamiento de genes en base a
su homologia” (HBGS) es un término que incluye tanto el silenciamiento
transcripcional de genes como el silenciamiento postranscripcional de
genes. El silenciamiento de un locus objetivo mediante un locus de
silenciamiento no vinculado puede tener como resultado la inhibiciéon de
la transcripcion (silenciamiento transcripcional de genes; TGS) o
degradacién de ARNm (silenciamiento postranscripcional de genes;

PTGS), debido a la produccién de ARN bicatenario (ARNbc) que
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corresponde a secuencias promotoras o transcritas, respectivamente. La
participacién de distintos componentes celulares en cada proceso
sugiere que es probable que el TGS y PTGS inducidos por el ARNbc
resulten de la diversificacion de un antiguo mecanismo comun. Sin
embargo, una comparacion estricta de TGS y PTGS ha sido dificil de
lograr debido a que esta se basa en términos generales en el analisis de
distintos loci de silenciamiento. En algunas instancias, un unico locus de
transgén desencadena tanto TGS como PTGS, debido a la produccién de
ARNbc correspondiente a secuencias promotoras y transcritas de
diferentes genes objetivo. Mourrain et al. (2007) Planta 225:365-79. Es
probable que los ARNsi sean las moléculas reales que desencadenen
TGS y PTGS en secuencias homélogas: en este modelo los ARNSsi
desencadenarian el silenciamiento y la metilacion de secuencias
homdologas en cis y en trans por medio de la dispersion de la metilacion
de secuencias transgénicas en un promotor enddgeno.

Como se usa en la presente, la expresion “molécula de acido
nucleico” (o “acido nucleico” o “polinucleétido”) puede referirse a una
forma polimérica de nucledétidos, que pueden incluir tanto cadenas
sentido como anti-sentido de ARN, ADNc, ADN gendmico, y formas
sintéticas y polimeros mixtos de los anteriores. Un nucledtido puede
referirse a un ribonucleétido, desoxirribonucleétido, o a una forma
modificada de cualquier tipo de nucledétido. Como se usa en la presente,
una “molécula de acido nucleico” es sinénimo de “acido nucleico” y de
“polinucledtido”. Una molécula de acido nucleico tiene usualmente una

longitud de por lo menos 10 bases, a menos que se indique otra cosa. El
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término puede referirse a una molécula de ARN o de ADN de longitud
indeterminada. La expresién incluye formas mono y bicatenarias de
ADN. Una molécula de acido nucleico puede incluir nucledtidos tanto de
presentacion natural como modificados ligados entre si mediante
enlaces nucleotidicos de origen natural y/o de origen no natural.

Las moléculas de acido nucleico pueden modificarse quimicamente
o bioquimicamente, o pueden contener bases nucleotidicas no naturales
o derivadas, como comprendera facilmente un experto en la técnica.
Tales modificaciones incluyen, por ejemplo, etiquetas, metilacién,
sustitucion de uno o mas de los nucledtidos de origen natural con un
analogo, modificaciones internucleétidos (por ejemplo, enlaces sin
carga: por ejemplo, fosfonatos de metilo, fosfotriésteres, fosforamiditas,
carbamatos, etcétera; enlaces cargados: por ejemplo, fosforotioatos,
fosforoditioatos, etcétera; porciones pendientes: por ejemplo, péptidos;
intercaladores: por ejemplo, acridina, psoraleno, etcétera; agentes
quelantes; alquiladores; y enlaces modificados: por ejemplo, &cidos
nucleicos alfa anoméricos, etcétera). La expresion “molécula de acido
nucleico” también incluye cualquier conformacidon topoldgica, que incluye
conformaciones monocatenarias, bicatenarias, parcialmente en duplex,
en triplex, en horquilla, circular, y de candado.

La transcripcién tiene lugar de una manera 5 a 3’ a lo largo de la
cadena de ADN. Esto significa que el ARN se obtiene mediante adicién
secuencial de ribonucledtido-5’-trifosfatos al terminal 3’ de la cadena
creciente (con una eliminacion requerida del pirofosfato). En una

molécula de acido nucleico ya sea lineal o circular, los elementos
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discretos (por ejemplo, secuencias de nucledtidos particulares) pueden
referirse como que se encuentran “corriente arriba” o “5’” con respecto a
un elemento si se unen o se hubieran unido al mismo &cido nucleico en
la direccion 5’ de este elemento. De manera similar, los elementos
discretos pueden encontrarse “corriente abajo” o “3’” con respecto a un
elemento adicional si se unen o se hubieran unido al mismo acido
nucleico en la direccion 3’ de este elemento.

Una “posicion” de base, como se usa en la presente, se refiere a la
ubicacién de una base dada o residuo de nucledétido dentro de un &cido
nucleico designado. EI acido nucleico designado puede definirse
mediante alineacién (ver mas adelante) con un acido nucleico de
referencia.

“Hibridacién” se refiere a la wunion de dos cadenas de
polinucledtidos a través de enlaces hidrogeno. Los oligonucledtidos vy
sus analogos hibridan mediante enlace de hidrégeno, que incluye el
enlace de hidrogeno de Watson-Crick, de Hoogsteen o de Hoogsteen
invertido, entre bases complementarias. En términos generales, las
moléculas de acido nucleico consisten en bases nitrogenadas que son
ya sea pirimidinas (citosina (C), uracilo (U), y timina (T)) o purinas
(adenina (A) y guanina (G)). Estas bases nitrogenadas forman enlaces
de hidrégeno entre una pirimidina y una purina, y la uniéon de la
pirimidina a la purina se refiere al “apareamiento de bases”. Mas
especificamente, A se unird mediante enlace de hidrogeno a T o a U, y
G se unira a C. “Complementario” se refiere al apareamiento de bases

que se produce entre dos secuencias de acidos nucleicos distintas o
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entre dos regiones distintas de la misma secuencia de acidos nucleicos.

“Especificamente hibridizable” y “especificamente complementario”
son expresiones que indican un grado suficiente de complementariedad
de manera tal que se produce una union estable y especifica entre un
oligonucledétido y el ADN o ARN objetivo. No es necesario que el
oligonucledtido sea 100% complementario con a su secuencia objetivo
para que sea especificamente hibridizable. Un oligonucleétido es
especificamente hibridizable cuando la unién del oligonucledétido a la
molécula de ADN o ARN objetivo interfiere con la funcién normal del
ADN o ARN objetivo, y hay un grado suficiente de complementariedad
para evitar la unién no especifica de un oligonucleétido a secuencias no
objetivo bajo condiciones donde se desea la unién especifica, por
ejemplo, bajo condiciones fisiologicas en el caso de los ensayos o
sistemas in vivo. Tal union se refiere como hibridacion especifica.

Las condiciones de hibridacién que resultan en grados particulares
de rigurosidad variaran en funcién de la naturaleza del método de
hibridacion elegido y de la composicién y de la longitud de las
secuencias de acidos nucleicos hibridizantes. En términos generales, la
temperatura de hibridacion y la fortaleza i6nica (especialmente la
concentracién de Na® y/o de Mg?*) del amortiguador de hibridacién
contribuiran a la rigurosidad de la hibridacién, si bien los tiempos de
lavado también influyen en la rigurosidad. Los calculos relacionados con
las condiciones de hibridaciéon requeridas para lograr grados particulares
de rigurosidad se analizan en: Sambrook et al. (ed.), Molecular Cloning:

A Laboratory Manual, 2da ed., vol. 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory
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Press, Cold Spring Harbor, Nueva York, 1989, cap. 9y 11.

Como se usa en la presente, “condiciones rigurosas” abarcan
condiciones bajo las que la hibridaciéon se producira sélo si hay menos
del 50% de discordancia entre la molécula de hibridacién y el ADN
objetivo. “Condiciones rigurosas” incluyen, ademas, niveles particulares
de rigurosidad. Por lo tanto, como se usa en la presente, condiciones de
“moderada rigurosidad” son aquellas bajo las que las moléculas con mas
del 50% de discordancia no hibridaran; condiciones de “elevada
rigurosidad” son aquellas bajo las que las secuencias con mas del 20%
de discordancia no hibridaran; y condiciones de “muy elevada
rigurosidad” son aquellas bajo las que las secuencias con mas del 10%
de discordancia no hibridaran.

En modalidades particulares, las condiciones rigurosas pueden
incluir la hibridacion a 65 °C, seguida por lavados a 65 °C con 0,1 x
SSC/0,1% de SDS durante 40 minutos.

Lo que sigue son condiciones de hibridacién representativas, no
limitantes:

Rigurosidad muy elevada: hibridacion en amortiguador 5x SSC a 65 °C
durante 16 horas; lavar dos veces en amortiguador 2x SSC a
temperatura ambiente durante 15 minutos cada vez; y lavar dos veces
en amortiguador 0,5 x SSC a 65 °C durante 20 minutos cada vez.

Rigurosidad elevada: hibridacién en amortiguador 5x-6x SSC a 65-70 °C
durante 16-20 horas; lavar dos veces en amortiguador 2 x SSC a
temperatura ambiente durante 5-20 minutos cada vez; y lavar dos veces

en amortiguador 1 x SSC a 55-70 °C durante 30 minutos cada vez.
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Rigurosidad moderada: hibridacion en amortiguador 6 x SSC a
temperatura ambiente a 55 °C durante 16-20 horas; lavar por lo menos
dos veces en amortiguador 2x-3x SSC a temperatura ambiente a 55 °C
durante 20-30 minutos cada vez.

En modalidades particulares, las moléculas de acido nucleico
especificamente hibridizables pueden permanecer unidas bajo
condiciones de hibridacion de rigurosidad elevada. En estas vy
modalidades adicionales, las moléculas de acido nucleico
especificamente hibridizables pueden permanecer unidas bajo
condiciones de rigurosidad muy elevadas. En estas y modalidades
adicionales, las moléculas de acido nucleico especificamente
hibridizables pueden permanecer unidas bajo condiciones de moderada
rigurosidad.

Oligonucledtido: un oligonucledétido es un polimero de acido
nucleico corto. Los oligonucledétidos pueden formarse mediante escisién
de segmentos de 4&acidos nucleicos mas largos, o0 mediante Ila
polimerizacion de precursores de nucleétidos individuales. Los
sintetizadores automatizados permiten la sintesis de oligonucledtidos
hasta varios centenares de pares de base. Dado que |Ilos
oligonucledétidos pueden wunirse a una secuencia de nucledtidos
complementaria, pueden usarse como sondas para detectar ADN o ARN.
Los oligonucledtidos compuestos de ADN (oligodesoxirribonucledétidos)
pueden usarse en la PCR, que es una técnica para la amplificacion de
pequenas secuencias de ADN. En la PCR, el oligonucleétido se refiere

como un “cebador”, que permite que una ADN polimerasa extienda el



10

15

20

25

29

oligonucleétido y replique la cadena complementaria.

Como se usan en la presente, las expresiones “identidad de
secuencia”’ o “identidad”, como se usa en la presente en el contexto de
dos secuencias de acidos nucleicos o polipéptidos, puede referirse a los
residuos de las dos secuencias que son iguales cuando se alinean para
la correspondencia maxima a lo largo de una ventana de comparacion
especificada.

Como se usa en la presente, la expresién “porcentaje de identidad
de secuencia” puede referirse al valor determinado mediante Ia
comparaciéon de dos secuencias alineadas de manera Optima (por
ejemplo, secuencias de acidos nucleicos, y secuencias de aminoacidos)
a lo largo de una ventana de comparacién, en donde la porcién de la
secuencia en la ventana de comparacion puede comprender adiciones o
deleciones (es decir, interrupciones) en comparacion con la secuencia
de referencia (que no comprende adiciones o deleciones) para la
alineacién oOptima de las dos secuencias. Se calcula el porcentaje
mediante la determinacién del numero de posiciones en las que se
produce el nucledtido o residuo de aminoacido idéntico en ambas
secuencias para rendir el numero de posiciones concordantes, mediante
la division del numero de posiciones concordantes por el numero total
de posiciones en la ventana de comparacion, y mediante Ila
multiplicacién del resultado por 100 para rendir el porcentaje de
identidad de secuencia.

Los métodos para alinear secuencias para su comparacién se

conocen bien en la técnica. Se describen varios programas y algoritmos
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de alineacién en, por ejemplo: Smith y Waterman (1981) Adv. Appl.
Math. 2:482; Needleman y Wunsch (1970) J. Mol. Biol. 48:443; Pearson
y Lipman (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85:2444; Higgins y Sharp
(1988) Gene 73:237-44; Higgins y Sharp (1989) CABIOS 5:151-3; Corpet
et al. (1988) Nucleic Acids Res. 16:10881-90; Huang et al. (1992) Comp.
Appl. Biosci. 8:155-65; Pearson et al. (1994) Methods Mol. Biol. 24:307-
31; Tatiana et al. (1999) FEMS Microbiol. Lett. 174:247-50. Una
consideracién detallada de los métodos de alineacion de secuencias vy
calculos de homologia pueden encontrarse en, por ejemplo, Altschul et
al. (1990) J. Mol. Biol. 215:403-10.

La herramienta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST™; Altschul
et al. (1990)) del National Center for Biotechnology Information (NCBI) se
encuentra disponible de varias fuentes, que incluye el Centro Nacional
para Informacion sobre Biotecnologia (Bethesda, MD), y en Internet,
para su uso en conexiébn con varios programas de analisis de
secuencias. Una descripcion de cémo determinar la identidad de
secuencia mediante el uso de este programa puede encontrarse
disponible en Internet bajo la seccion “ayuda” para el BLAST™. Para
comparaciones de secuencias de acidos nucleicos, puede utilizarse la
funcion “Blast 2 sequences” del programa BLAST™ (Blastn) mediante el
uso de parametros por defecto. Las secuencias de acidos nucleicos con
una similitud aun mayor con las secuencias de referencia mostraran una
creciente identidad porcentual cuando se evaliuan mediante este método.

Como se usa en la presente, la expresion “unido operativamente”

se refiere a una primera secuencia de acidos nucleicos que se une
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operativamente a una segunda secuencia de acidos nucleicos cuando la
primera secuencia de acidos nucleicos se encuentra en una relacién
funcional con la segunda secuencia de acidos nucleicos. Por ejemplo, un
promotor se une operativamente a una secuencia codificante cuando el
promotor afecta la transcripcion o expresiéon de la secuencia codificante.
Cuando se producen de forma recombinante, las secuencias de acidos
nucleicos unidas operativamente son contiguas en términos generales v,
cuando sea necesario unir dos regiones codificantes de proteinas, en el
mismo marco de lectura. Sin embargo, los elementos no necesitan ser
contiguos para unirse operativamente.

Como se usa en la presente, el término “promotor” se refiere a una
region de ADN que en términos generales se situa corriente arriba
(hacia la regién 5’ de un gen) de un gen y se necesita para iniciar e
impulsar la transcripcion del gen. Un promotor puede permitir la
activacion o represion adecuada de un gen que este controla. Un
promotor puede contener secuencias especificas que son reconocidas
por factores de transcripcion. Estos factores pueden unirse a una
secuencia de ADN promotora, lo que tiene como resultado el
reclutamiento de la ARN polimerasa, una enzima que sintetiza ARN a
partir de la regién codificante del gen. En términos generales el
promotor se refiere a todos los elementos reguladores génicos situados
corriente arriba del gen, que incluye, promotores situados corriente
arriba, 5’-UTR, intrones y secuencias lider.

Como se usa en la presente, la expresion “promotor situado

corriente arriba” se refiere a una secuencia de polinucledtidos contigua
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que es suficiente para dirigir la iniciacion de la trascripcion. Como se
usa en la presente, un promotor situado corriente arriba abarca el sitio
de iniciacion de la transcripcidon con varios motivos de secuencia, que
incluyen caja TATA, secuencia iniciadora, elementos de reconocimiento
de TFIIB y otros motivos promotores (Jennifer, E.F. et al., (2002) Genes
& Dev., 16: 2583-2592). El promotor situado corriente arriba proporciona
el sitio de accion para la ARN polimerasa Il que es una enzima de
multiples subunidades con los factores de transcripcion basales o
generales tales como TFIIA, B, D, E, F y H. Estos factores se ensamblan
en forma de un complejo de preiniciacion de la transcripcién que cataliza
la sintesis de ARN a partir de un molde de ADN.

La activacion del promotor situado corriente arriba se realiza
mediante la secuencia adicional de elementos reguladores de secuencia
de ADN a los que se unen varias proteinas y posteriormente interactuan
con el complejo de iniciacion de la transcripcion para activar la
expresiéon génica. Estas secuencias de los elementos reguladores
génicos interactuan con factores especificos de union al ADN. Estos
motivos de secuencia a veces hacen referencia a los elementos cis.
Tales elementos cis, a los que se unen factores de transcripcién
especificos de tejidos o especificos de desarrollo, individualmente o en
combinaciéon, pueden determinar el patron de expresién espaciotemporal
de un promotor al nivel transcripcional. Estos elementos cis varian
ampliamente en cuanto al tipo de control que ejercen sobre los genes
unidos operativamente. Algunos elementos actuan para incrementar la

trascripcién de genes operativamente ligados en respuesta a respuestas
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ambientales (por ejemplo, temperatura, humedad y herida). Otros
elementos c¢is pueden responder a indicios relacionados con el
desarrollo (por ejemplo, germinacién, maduracién de las semillas, y
floracion) o a informacién espacial (por ejemplo, especificidad de
tejidos). Ver, por ejemplo, Langridge et al., (1989) Proc. Natl. Acad. Sci.
EE.UU. 86:3219-23. Estos elementos cis se situan solo a una distancia
variable del punto de comienzo de la transcripcién, algunos elementos
cis (denominados elementos proximales) son adyacentes a una regién
promotora de nucleo minimo mientras que otros elementos pueden
situarse a varios kilobases corriente arriba o corriente abajo del
promotor (potenciadores).

Como se usa en la presente, el término “regiéon 5 no traducida” o
“5’-UTR” se define como el segmento no traducido en el terminal 5’ de
los pre-ARNm o de los ARNm maduros. Por ejemplo, en los ARNmM
maduros, la 5’-UTR aloja tipicamente en su extremo 5’ una caperuza de
7-metilguanosina e interviene en muchos procesos tales como corte y
empalme, poliadenilacion, exportacion de ARNm hacia el citoplasma,
identificacion del extremo 5 del ARNm por la maquinaria traduccional, y
proteccién de los ARNm contra su degradacion.

Como se usa en la presente, la expresion “terminador de la
trascripcion” se define como el segmento trascrito en el terminal 3’ de
los pre-ARNm o de los ARNm maduros. Por ejemplo, los tramos mas
largos de ADN mas alla del sitio de “sefial de poliadenilacion” se

transcriben como un pre-ARNm. Esta secuencia de ADN usualmente
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contiene una sefal de terminacion de Ila transcripcién para el
procesamiento apropiado del pre-ARNm en ARNm maduro.

Como se usa en la presente, la expresién “regién 3’ no traducida” o
“3’-UTR” se define como el segmento no traducido en un terminal 3’ de
los pre-ARNm o de los ARNm maduros. Por ejemplo, en los ARNmM
maduros esta regién aloja la cola de poli-(A) y se conoce que tiene
muchos roles en la estabilidad del ARNm, la iniciacién de la traduccioén,
y la exportacion de ARNm. Por otra parte, se considera que el 3-UTR
incluye la sefal de poliadenilacion y el terminador de la transcripcion.

Como se wusa en la presente, la expresion “senal de
poliadenilacion” designa una secuencia de acidos nucleicos presente en
transcriptos de ARNm que permite que los transcriptos, cuando se
encuentran en presencia de una poli-(A) polimerasa, se poliadenilen en
el sitio de poliadenilacion, por ejemplo, situado de 10 a 30 bases
corriente abajo de la sefal poli-(A). En la técnica se conocen muchas
sefales de ilustrativa incluye AAUAAA y variantes de estos, como se
describe en Loke J., et al., (2005) Plant Physiology 138(3); 1457-1468.

Un “transgén de union al ADN” es una secuencia codificante de
polinucledtidos que codifica una proteina de uniéon al ADN. La proteina
de unién al ADN es posteriormente capaz de unirse a otra molécula. Una
proteina de unidon puede unirse a, por ejemplo, una molécula de ADN
(una proteina de unién al ADN), una molécula de ARN (una proteina de
union a ARN), y/o una molécula de proteina (una proteina de unién a
una proteina). En el caso de una proteina de unién a proteina, esta

puede unirse a si misma (para formar homodimeros, homotrimeros,
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etcétera) y/o puede unirse a una o mas moléculas de una o mas
proteinas diferentes. Una proteina de unidon puede tener mas de un tipo
de actividad de union. Por ejemplo, las proteinas de dedos de cinc
tienen actividad de unién al ADN, de union a ARN, y de unién a
proteina.

Los ejemplos de proteinas de wunion al ADN incluyen;
meganucleasas, dedos de cinc, dominios de unién CRISPR y TALE que
pueden “disefiarse mediante ingenieria genética” para unirse a una
secuencia de nucleétidos predeterminada. Tipicamente, las proteinas de
unién al ADN disefiadas mediante ingenieria genética (por ejemplo,
dedos de cinc, CRISPR o TALE) son proteinas que no tienen origen
natural. Los ejemplos no limitantes de métodos para disefar mediante
ingenieria genética, proteinas de unién al ADN son disefio y seleccidn.
Una proteina de unién al ADN disefiada es una proteina que no tiene
origen natural y cuyo diseno/composicién resulta principalmente de
criterios racionales. Los criterios racionales para el disefio incluyen la
aplicacion de reglas de sustitucion y algoritmos computarizados para
procesar informacién en una base de datos que almacena informacién
de disefios y datos de union existentes de ZFP, CRISPR, y/o TALE. Ver,
por ejemplo, las patentes de los EE.UU. nums. 6,140,081; 6,453,242; vy
6,534,261; ver, ademas, los documentos WO 98/53058; WO 98/53059;
WO 98/53060; WO 02/016536 y WO 03/016496 y las publicaciones de
los EE.UU. nims. 20110301073, 20110239315 y 20119145940.

Una “proteina de uniéon al ADN con dedos de cinc” (o dominio de

unién) es una proteina, o un dominio dentro de una proteina mas
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grande, que se une al ADN de una manera especifica a la secuencia a
través de uno o mas dedos de cinc, que son regiones de secuencia de
aminoacidos dentro del dominio de uniéon cuya estructura se estabiliza
mediante la coordinacién de un i6n de cinc. La expresion “proteina de
dedo de cinc de unién al ADN” se abrevia frecuentemente como proteina
de dedo de cinc o ZFP. Los dominios de dedo de cinc de union pueden
“disefarse mediante ingenieria genética” para unirse a una secuencia de
nucledétidos predeterminada. Los ejemplos no limitantes de métodos para
disefiar mediante ingenieria genética proteinas de dedo de cinc son
disefio y seleccion. Una proteina de dedos de cinc disefada es una
proteina que no es de origen natural y cuyo disefio/composicion resulta
principalmente de criterios racionales. Los criterios racionales para el
disefio incluyen la aplicacion de reglas de sustitucion y algoritmos
computarizados para procesar la informaciéon en una base de datos que
almacena informacion de disefios y datos de unidon existentes de ZFP.
Ver, por ejemplo, las patentes de los EE.UU nums. 6,140,081;
6,453.242; 6,534.261 y 6,794,136; ver, ademas, los documentos WO
98/53058; WO 98/53059; WO 98/53060; WO 02/016536 y WO 03/016496.

En otros ejemplos, el dominio de unién al ADN de una o mas de las
nucleasas comprende un dominio de unién al ADN de efector TAL de
origen natural o disefado mediante ingenieria genética (que no es de
origen natural). Ver, por ejemplo, Publicaciéon de patente de los EE.UU.
num. 20110301073, incorporada en la presente en su totalidad como
referencia. Se conoce que las bacterias fitopatogenas del género

Xanthomonas ocasionan muchas enfermedades en importantes plantas
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de cultivo. El caracter patégeno de Xhantomonas depende de un sistema
de secrecion conservado de tipo Il (T3S) que inyecta mas proteinas
efectoras diferentes en la célula de la planta. Entre estas proteinas
inyectadas se encuentran los efectores similares al activador de la
transcripcién (TALEN) que imitan los activadores transcripcionales de la
planta y que manipulan el transcriptoma de la planta (ver Kai et al.,
(2007) Science 318:648-651). Estas proteinas contienen un dominio de
unién al ADN y un dominio de factor de activacion transcripcional. Uno
de los efectores TAL mejor caracterizados es el AvrBs3 de Xanthomonas
campestgris pv. Vesicatoria (ver Bonas et al., (1989) Mol Gen Genet
218: 127-136 y la patente W0O2010079430). Los efectores TAL contienen
un dominio centralizado de repeticiones en tandem, cada repeticiéon que
contiene aproximadamente 34 aminoacidos, que son claves para la
especificidad de unién al ADN, de estas proteinas. Ademas, contienen
una secuencia de localizacion nuclear y un dominio de activacién
transcripcional acido, (para una revision ver: Schornack S, et al., (2006)
J Plant Physiol 163(3): 256-272). Ademas, se ha encontrado que en los
dos genes de la bacteria fitopatogena Ralstonia solanacearum,
designados como brg11 y hpx17 son homodlogos a la familia AvrBs3 de
Xanthomonas en la cepa biovar GMI1000 de R. solanacearum y en la
cepa biovar 4 RS1000 (ver Heuer et al., (2007) Appl and Enviro Micro
73(13): 4379-4384). Estos genes tienen una identidad del 98,9% con la
secuencia de nucleodtidos entre si pero difieren en una delecion de 1,575
pb en el dominio de repeticién de hpx17. Sin embargo, ambos productos

génicos tienen una identidad de secuencia menor al 40% con las
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proteinas de la familia AvrBs3 de Xanthomonas. Ver, por ejemplo, la
Publicacion de patente de los EE.UU. num. 20110301073, incorporada
en la presente en su totalidad como referencia.

La especificidad de estos efectores TAL depende de las secuencias
encontradas en las repeticiones en tandem. La secuencia repetida
comprende aproximadamente 102 pb y las repeticiones son homodlogas
tipicamente en el 91-100% entre si (Bonas et al., ibid). EI polimorfismo
de las repeticiones se situa usualmente en las posiciones 12 y 13 y
parece haber una correspondencia de uno a uno entre la identidad de
los residuos hipervariables en las posiciones 12 y 13 con la identidad de
los nucledtidos contiguos en la secuencia objetivo del efector TAL ver
Moscou y Bogdanove, (2009) Science 326:1501 y Boch et al., (2009)
Science 326:1509-1512). Experimentalmente, se ha determinado el
cbédigo natural para un reconocimiento del ADN de estos efectores TAL
de manera tal que una secuencia HD en las posiciones 12 y 13 conduce
a una unién a citosina (C), NGseuneaT,Nla,C,GoT, NNseuneao
G, e ING se une a T. Estas repeticiones de unién al ADN se han
ensamblado en proteinas con nuevas combinaciones y numeros de
repeticiones, para obtener factores de transcripcion artificiales que son
capaces de interactuar con nuevas secuencias y de activar la expresion
de un gen reportero no enddégeno en las células de la planta (Boch et
al., ibid). Las proteinas TAL disefiadas mediante ingenieria genética se
han unido a un semidominio de escision Fokl para rendir una fusidn
nucleasa de dominio de efector TAL (TALEN) que muestra una actividad

en un ensayo reportero de levadura (objetivo basado en plasmido).
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El sistema de nucleasa CRISPR (Repeticiones Palindrémicas
Cortas Regularmente Separadas Entre Si)/sistema de nucleasa Cas
(asociado a CRISPR) es un sistema de nucleasa disefiado recientemente
mediante ingenieria genética en base a un sistema bacteriano que
puede usarse para el diseio mediante ingenieria genética de genomas.
Se basa en parte a la respuesta inmunolégica adaptativa de muchas
bacterias y Archaea. Cuando un virus o plasmido invade una bacteria,
los segmentos del ADN del invasor se convierten en ARN CRISPR
(crARN) mediante la respuesta “inmunolégica”. Este crARN después se
asocia, mediante una regién de complementariedad parcial, a otro tipo
de ARN denominado tracrARN para guiar la nucleasa Cas9 a una region
homologa al crARN en el ADN objetivo denominado “protoseparador.”
Cas9 escinde el ADN para generar extremos romos en la ruptura de la
doble cadena (DSB) en sitios especificados por una secuencia guia de
20 nucleodtidos contenida dentro del transcrito de crARN. Cas9 requiere
tanto del crARN como del tracrARN para el reconocimiento y la escision
de ADN especificos de sitio. Este sistema ahora se ha disefado
mediante ingenieria genética de manera que el crARN y el tracrARN
pueden combinarse en una molécula (el “ARN de guia unico”), y la
porciéon equivalente de crARN del ARN de guia uUnico puede disefarse
mediante ingenieria genética para guiar a la nucleasa Cas9 para apuntar
a cualquier secuencia deseada (ver Jinek et al., (2012) Science
337,pagina 816-821, Jinek et al., (2013), elLife 2:e00471 y David Segal,
(2013) elLife 2:e00563). Por lo tanto, el sistema CRISPR/Cas puede

disefarse mediante ingenieria genética para crear un DSB en un



10

15

20

25

40

objetivo deseado en un genoma y la reparacién del DSB puede afectarse
mediante el uso de inhibidores de reparacién para ocasionar un
incremento en la reparacion propensa a errores.

En otros ejemplos, el transgén de unién al ADN es una nucleasa
especifica de sitio que comprende una Meganucleasa disefiada mediante
ingenieria genética (que no es de origen natural) (también descrita como
una endonucleasa de asentamiento). Se conocen las secuencias de
reconocimiento de las endonucleasas de asentamiento o meganucleasas
tales como |-Scel, I-Ceul, PI-Pspl, PI-Sce, |-ScelV, [-Csml, |-Panl,
[-Scell, |-Ppol, I-Scelll, |-Crel, I-Tevl, |-Tevll y I-Tevlll. Ver, ademas, la
patente de los EE.UU. num. 5,420,032; la patente de los EE.UU num.
6,833.252; Belfort et al., (1997) Nucleic Acids Res. 25:3379-30 3388;
Dujon et al., (1989) Gene 82:115-118; Perler et al., (1994) Nucleic Acids
Res. 22, 11127; Jasin (1996) Trends Genet. 12:224-228; Gimble et al.,
(1996) J. Mol. Biol. 263:163-180; Argast et al., (1998) J. Mol. Biol.
280:345-353 y el catalogo de New England Biolabs. Ademas, la
especificidad de unién al ADN de las endonucleasas de asentamiento y
de las meganucleasas pueden disefiarse mediante ingenieria genética
para unirse a sitios objetivo no naturales Ver, por ejemplo, Chevalier et
al., (2002) Molec. 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; publicacion de
patente de los EE.UU. num. 20070117128. Los dominios de unién al
ADN de las endonucleasas de asentamiento y de las meganucleasas

pueden alterarse en el contexto de la nucleasa como un todo (es decir,
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de manera tal que la nucleasa incluya el dominio de escision afin) o
pueden fusionarse a un dominio de escision heterdlogo.

Como se usa en la presente, el término “transformacién” abarca
todas las técnicas mediante las que una molécula de acido nucleico
puede introducirse en una célula tal. Los ejemplos incluyen, sin
limitaciéon: transfeccion con vectores virales; transformacién con
vectores plasmidicos; electroporacién; lipofecciéon; microinyeccion
(Mueller et al. (1978) Cell 15:579-85); transferencia mediada por
Agrobacterium; incorporacion directa de ADN; transformacion mediada
por WHISKERS™; y bombardeo con microproyectiles. Estas técnicas
pueden usarse tanto para la transformacién estable como para la
transformacién transitoria de una célula de planta. La “transformacion
estable” se refiere a la introduccion de un fragmento de acido nucleico
en un genoma de un organismo huésped que resulta en una herencia
genéticamente estable. Una vez transformado establemente, el
fragmento de acido nucleico se integra establemente en el genoma del
organismo huésped y cualquier generacion posterior. Los organismos
huésped que contienen los fragmentos de acido nucleico transformados
se refieren como organismos “transgénicos”. La “transformacién
transitoria” se refiere a la introduccién de un fragmento de acido
nucleico en el nucleo, o en un organelo que contiene ADN, de un
organismo huésped lo que tiene como resultado la expresién génica sin
una herencia genéticamente estable.

Una secuencia exogena de acido nucleico. En un ejemplo, un

transgén es una secuencia génica (por ejemplo, un gen de resistencia a
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herbicidas), un gen que codifica un compuesto industrialmente o
farmacéuticamente atil, o un gen que codifica un rasgo agricola
deseable. Y en otro ejemplo, el transgén es una secuencia de acidos
nucleicos antisentido, en donde la expresion de la secuencia de acidos
nucleicos antisentido inhibe la expresién de una secuencia de acidos
nucleicos objetivo. Un transgén puede contener secuencias reguladoras
unidas operativamente al transgén (por ejemplo, un promotor). En
algunas modalidades, una secuencia de polinucledtidos de interés es un
transgén. Sin embargo, en otras modalidades, una secuencia de
polinucleétidos de interés es una secuencia de acido nucleico endégena,
en donde se desean copias gendmicas adicionales de la secuencia de
acido nucleico endégena, o una secuencia de acido nucleico que se
encuentra en una orientacién antisentido con respecto a la secuencia de
una molécula de acido nucleico objetivo en el organismo huésped.

Como se usa en la presente, un “evento” transgénico se produce
mediante la transformacién de las células de planta con ADN heterdlogo,
es decir, un constructo de acido nucleico que incluye un transgén de
interés, la regeneracion de una poblacion de plantas resultante de la
insercion del transgén en el genoma de la planta, y seleccion de una
planta particular caracterizada por la insercion en una ubicacién
particular del genoma. El término “evento” se refiere al transformante
original y a la progenie del transformante que incluye el ADN heterélogo.
El término “evento” también se refiere a la progenie producida mediante
un cruce sexual entre el transformante y otra variedad que incluye el

ADN gendmico/transgénico. Aun después de retrocruzamiento repetido a
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un progenitor recurrente, el ADN transgénico insertado y el ADN
gendmico flanqueante (ADN gendmico-transgénico) del progenitor
transformado se encuentra en la progenie del cruce en la misma
ubicacién cromosémica. El término “evento” también se refiere al ADN
del transformante original y de la progenie de este que comprende el
ADN insertado y la secuencia gendomica flanqueante inmediatamente
adyacente al ADN insertado del que podria esperarse que se transfiera a
una progenie que recibe el ADN insertado que incluye el transgén de
interés como resultado de un cruce sexual de una linea progenitora que
incluye el ADN insertado (por ejemplo, el transformante original y la
progenie que resulta de la autofecundacién) y una linea progenitora que
no contiene el ADN insertado.

Como se usa en la presente, los términos “reaccién en cadena de la
polimerasa” o “PCR” define un procedimiento o técnica en la que
cantidades minimas de acido nucleico, ARN y/o ADN, se amplifican
como se describe en la patente de los EE.UU. num. 4,683,195, emitida
el 28 de julio de 1987. En términos generales, es necesario disponer de
informacion sobre las secuencias desde los extremos de la region de
interés o mas alla, de manera tal que puedan disefarse cebadores
oligonucleétidos; estos cebadores seran idénticos o similares en
secuencia a cadenas opuestas del molde que va a amplificarse. Los
nucledétidos 5’ terminales de los dos cebadores puede coincidir con los
extremos del material amplificado. Puede usarse la PCR para amplificar
secuencias de ARN especificas, secuencias de ADN especificas a partir

del ADN gendmico total, y el ADNc transcrito a partir de ARN celular
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total, secuencias de bacteriofago o plasmidicas, etcétera. Ver en
términos generales Mullis et al., Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol.,
51:263 (1987); Erlich, ed., PCR Technology, (Stockton Press, NY, 1989).

Como se usa en la presente, el término “cebador” se refiere a un
nucleétido capaz de actuar como un punto de iniciaciéon de sintesis a lo
largo de una cadena complementaria cuando las condiciones sean
adecuadas para la sintesis de un producto de extensién de cebador. Las
condiciones de sintesis incluyen la presencia de cuatro
desoxirribonucleétido trifosfatos diferentes y por lo menos un agente de
induccion de la polimerizaciéon tal como transcriptasa inversa o ADN
polimerasa. Estos se encuentran en un amortiguador adecuado, que
puede incluir constituyentes que son cofactores o que afectan las
condiciones tales como pH y similares a diversas temperaturas
adecuadas. Un cebador es, preferentemente, una secuencia bicatenaria,
de manera tal que se optimiza la eficiencia de la amplificacion, pero
pueden usarse secuencias bicatenarias.

Como se usa en la presente, el término “sonda” se refiere a un
oligonucledtido que hibrida en wuna secuencia objetivo. En el
procedimiento de ensayo TagMan® o TagMan®-style, la sonda se hibrida
a una porcion del objetivo situado entre el sitio de hibridacién de los dos
cebadores. Una sonda incluye aproximadamente ocho nucledtidos,
aproximadamente diez nucledtidos, aproximadamente quince
nucleétidos, aproximadamente veinte nucledtidos, aproximadamente
treinta nucledtidos, aproximadamente cuarenta nucleétidos, o

aproximadamente cincuenta nucleétidos. En algunas modalidades, una
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sonda incluye de aproximadamente ocho nucleétidos a aproximadamente
quince nucledtidos. Una sonda puede ademas incluir una etiqueta
detectable, por ejemplo, un fluoréforo (Texas-Red®, isotiocianato de
fluoresceina, etcétera). La etiqueta detectable puede fijarse de manera
covalente directamente al oligonucledtido sonda, por ejemplo, puede
estar situada en el extremo 5 de la sonda o en el extremo 3’ de la
sonda. Una sonda que incluye un fluoréforo puede también incluir un
apagador, por ejemplo, Black Hole Quencher™, lowa Black™, etcétera.

Como se usa en la presente, los términos “endonucleasas de
restriccion” y “enzimas de restriccién” se refieren a enzimas bacterianas,
cada una que cortan ADN bicatenario en o cerca de una secuencia de
nucledétidos especifica. Las enzimas de restriccion de tipo 2 reconocen y
escinden el ADN en el mismo sitio, e incluyen sin limitacién Xbal,
BamHI, Hindlll, EcoRI, Xhol, Sall, Kpnl, Aval, Pstl y Smal.

Como se usa en la presente, el término “vector” se usa de manera
intercambiable con los términos “constructo”, “vector de clonacion” y
“vector de expresién” y significa el vehiculo mediante el que una
secuencia de ADN o de ARN (por ejemplo, un gen extrafio) puede
introducirse en una célula huésped, para transformar el huésped vy
promover la expresion (por ejemplo la transcripciéon y la traduccién) de
la secuencia introducida. Un “vector no viral” tiene como objetivo
significar cualquier vector que no comprende un virus o retrovirus. En
algunas modalidades un “vector” es wuna secuencia de ADN que
comprende por lo menos un origen de replicacién de ADN y por lo menos

un gen marcador seleccionable. Los ejemplos incluyen, pero sin
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limitaciéon, un plasmido, céosmido, bacteriéfago, cromosoma bacteriano
artificial (BAC), o virus que porta ADN exdégeno en una célula. Un vector
también puede incluir uno o more genes, moléculas antisentido, y/o
genes marcadores seleccionables y otros elementos genéticos
conocidos en la técnica. Un vector puede transducir, transformar, o
infectar una célula, lo que ocasiona de este modo que la célula exprese
las moléculas de acido nucleico y/o proteinas codificadas por el vector.
El término “plasmido” define una cadena circular de acido nucleico
capaz de la replicacién autosémica ya sea en una ceélula huésped
procariota o eucariota. El término incluye el acido nucleico que puede
ser ya sea ADN o ARN y puede ser monocatenario o bicatenario. EI
plasmido de la definicion también puede incluir las secuencias que
corresponden a un origen bacteriano de replicacion.

Como se wusa en la presente, el término “gen marcador
seleccionable” tal como se usa en la presente define un gen u otro
casete de expresion que codifica una proteina que facilita la
identificacion de células en las que se inserta el gen marcador
seleccionable. Por ejemplo, un “gen marcador seleccionable” abarca
genes reporteros asi como también genes usados en la transformacion
de plantas para, por ejemplo, proteger las células de planta de un
agente selectivo o proporcionar una resistencia/tolerancia a un agente
selectivo. En una modalidad solamente aquellas células o plantas que
reciben un marcador seleccionable funcional son capaces de dividirse o
de crecer bajo condiciones que tienen un agente selectivo. Los ejemplos

de agentes selectivos pueden incluir, por ejemplo, antibidticos, que
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incluyen espectinomicina, neomicina, canamicina, paromomicina,
gentamicina, e higromicina. Estos marcadores seleccionables incluyen
neomicina fosfotransferasa (npt 1l), que expresa una enzima que
confiere resistencia al antibiético canamicina, y genes para los
antibidticos relacionados neomicina, paromomicina, gentamicina, vy
G418, o el gen para higromicina fosfotransferasa (hpt), que expresa una
enzima que confiere resistencia a higromicina. Otros genes marcadores
seleccionables pueden incluir genes que codifican resistencia a
herbicidas que incluyen bar o pat (resistencia contra glufosinato amonio
o fosfinotricina), acetolactato sintasa (ALS, resistencia contra
inhibidores tales como sulfonilureas (SU), imidazolinonas (IMI),
triazolopirimidinas (TP), pirimidinil oxibenzoatos (POB), y sulfonilamino
carboniltriazolinonas que impiden la primera etapa en la sintesis de los
aminoacidos de cadena ramificada), glifosato, 2,4-D, y resistencia o
sensibilidad a los metales. Los ejemplos de “genes reporteros” que
pueden usarse como un gen marcador seleccionable incluyen la
observacion visual de proteinas expresadas de gen reportero tales como
las proteinas que codifican B-glucuronidasa (GUS), luciferasa, proteina
fluorescente verde (GFP), proteina fluorescente amarilla (YPF), DsRed,
B-galactosidasa, cloranfenicol acetiltransferasa (CAT), fosfatasa
alcalina, y similares. La frase “positivo al marcador” se refiere a plantas
que se han transformado para incluir un gen marcador seleccionable.
Como se usa en la presente, el término “marcador detectable” se
refiere a una etiqueta capaz de ser detectada, tal como, por ejemplo, un

radiois6topo, compuesto fluorescente, compuesto bioluminiscente,



10

15

20

25

48

compuesto quimioluminiscente, agente quelante de metales, o enzima.
Los ejemplos de marcadores detectables incluyen, sin limitacion, los
siguientes: etiquetas fluorescentes (por ejemplo, FITC, rodamina,
fésforos de lantanidos), etiquetas enzimaticas (por ejemplo, peroxidasa
de rabano picante, p-galactosidasa, luciferasa, fosfatasa alcalina),
quimioluminiscente, grupos Dbiotinilo, epitopos de polipéptidos
predeterminados reconocidos por un reportero secundario (por ejemplo,
secuencias de pares de zipper de leucina, sitios de unién para
anticuerpos secundarios, dominios de union a metales, etiquetas de
epitopos). En una modalidad, puede fijarse un marcador detectable
mediante brazos separadores de diversas longitudes para reducir el
potencial impedimento estérico.

Como se usan en la presente, las expresiones “casete”, “casete de
expresion” y “casete de expresion génica” se refieren a un segmento de
ADN que puede insertarse en un acido nucleico o polinucledétido en
sitios de restricciéon especificos o mediante recombinacion homologa.
Como se usa en la presente el segmento de ADN comprende un
polinucledtido que codifica un polipéptido de interés, y el casete y los
sitios de restriccién se disefan para asegurar la insercion del casete en
el marco de lectura adecuado para la transcripcién y traduccién. En una
modalidad, un casete de expresién puede incluir un polinucledétido que
codifica un polipéptido de interés y que tiene elementos ademas del
polinucleétido que facilitan la transformacién de una célula huésped
particular. En una modalidad, un casete de expresién génica también

puede incluir elementos que permiten la potenciacion de la expresion de
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un polinucledtido que codifica un polipéptido de interés en una célula
huésped. Estos elementos pueden incluir, sin limitacion: un promotor, un
promotor minimo, un potenciador, un elemento de respuesta, una
secuencia terminadora, una secuencia de poliadenilacion, y similares.
Como se usa en la presente un “conector’” o “espaciador’ es un
enlace, molécula o grupo de moléculas que une dos entidades
separadas entre si. Los conectores y espaciadores pueden proporcionar
un espaciado optimo entre las dos entidades o pueden ademas
suministrar un enlace labil que permite que las dos entidades se
separen entre si. Los enlaces labiles incluyen grupos fotoescindibles,
porciones labiles a los acidos, porciones labiles a las bases y grupos
escindibles por enzimas. Los términos “policonector” o “sitio de
clonacién multiple” como se usa en la presente definen un aglomerado
de tres 0 mas sitios de enzimas de restriccién de tipo 2 situados dentro
de 10 nucledétidos reciprocos unos a otros en una secuencia de acidos
nucleicos. Los constructos que comprenden un policonector se usan
para la insercién y/o escision de secuencias de acidos nucleicos tales
como la regién codificante de un gen. En otros casos el término
“policonector”, como se usa en la presente, se refiere a un tramo de
nucleétidos que se dirigen para la uniéon de dos secuencias a través de
cualquier meéetodo de clonacién perfecto conocido (es decir, Gibson
Assembly®, NEBuilder HiIFIDNA Assembly®, Golden Gate Assembly®,
BioBrick® Assembly, etcétera). Los constructos que comprenden un
policonector se usan para la insercion y/o escision de secuencias de

acido nucleico tales como la regién codificante de un gen.
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Como se usa en la presente, el término “control” se refiere a una
muestra usada en un procedimiento analitico para fines de comparacién.
Un control puede ser “positivo” o “negativo”. Por ejemplo, cuando la
finalidad de un procedimiento analitico es de detectar un transcripto o
un polipéptido diferencialmente expresado en células o tejido, es
preferible en términos generales incluir un control positivo, tal como una
muestra de una planta conocida que muestra la expresion deseada, y un
control negativo, tal como una muestra de una planta conocida que
carece de la expresion deseada.

Como se usa en la presente, el término “planta” incluye una planta
entera y cualquier descendiente, célula, tejido o parte de una planta.
Una clase de planta que puede usarse en la presente invencién es en
términos generales tan amplia como la clase de plantas superiores e
inferiores aptas para mutagénesis que incluyen angiospermas (plantas
monocotiledoneas y dicotiledéneas), gimnospermas, helechos y algas
multicelulares. Por lo tanto, “planta” incluye plantas dicotiledéneas vy
monocotiledoneas. ElI término “partes de planta” incluye alguna(s)
parte(s) de una planta, que incluye, por ejemplo y sin limitacién: semilla
(que incluye semilla madura y semilla inmadura); un corte de planta; una
célula de planta; un cultivo celular de planta; un 6rgano de planta (por
ejemplo, polen, embriones, flores, frutos, brotes, hojas, tallos vy
explantes). Un tejido de planta u é6rgano de planta puede ser una
semilla, protoplasto, callo, o cualquier otro grupo de células de planta
que se organiza en una unidad estructural o funcional. Un cultivo celular

de planta o de tejido puede ser capaz de regenerar una planta que tiene
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las caracteristicas fisiologicas y morfolégicas de la planta a partir de la
que se obtuvo la célula o tejido, y de regenerar una planta que tiene
sustancialmente el mismo genotipo que la planta. En cambio, algunas
células de planta no son capaces de regenerarse para producir plantas.
Las células regenerables en un cultivo celular de planta o de tejido
pueden ser embriones, protoplastos, células meristematicas, callos,
polen, hojas, anteras, raices, puntas de raices, estigmas, flores, granos,
mazorcas, cascara, o pedunculos.

Las partes de la planta incluyen partes cosechables y partes utiles
para la propagaciéon de plantas progenie. Las partes de plantas utiles
incluyen, por ejemplo y sin limitacion: semilla; fruto, un esqueje; una
plantula, un tubérculo; y un rizoma. Una parte cosechable de una planta
puede ser cualquier parte util de una planta, que incluye, por ejemplo vy
sin limitacion: flor; polen; plantula; tubérculo; hoja; tallo; fruto; semilla; y
raiz.

Una célula vegetal es la unidad estructural y fisiolégica de la
planta, que comprende un protoplasto y una pared celular. Una célula de
planta puede encontrarse en forma de una célula unica aislada, o de un
agregado de células (por ejemplo, un callo friable y una célula
cultivada), y puede ser parte de una unidad organizada superior (por
ejemplo, un tejido de planta, 6rgano de planta, y planta). Por lo tanto,
una célula de planta puede ser un protoplasto, una célula que produce
gametos, o una célula o coleccion de células que pueden regenerarse en
una planta entera. Como tal, en modalidades de la presente, una

semilla, que comprende multiples células de planta y es capaz de



10

15

20

25

52

regenerarse en forma de una planta entera, se considera una “célula
vegetal”.

Como se usa en la presente, el término “ARN pequefio” se refiere a
diversas clases de acido ribonucleico no codificante (ncARN). El término
ARN pequeiio describe las cadenas cortas de ncARN producidas en
células bacterianas, animales, plantas y hongos. Estas cadenas cortas
de ncARN pueden producirse de manera natural dentro de la célula o
pueden producirse mediante la introduccién de una secuencia exégena
que expresa la cadena corta o ncARN. Las secuencias de ARN cortas no
codifican directamente una proteina, y difieren con respecto a su funcién
de otro ARN en que las secuencias de ARN pequefias solamente se
transcriben y no se traducen. Las secuencias de ARN pequefias
intervienen en otras funciones celulares, que incluyen la expresion y
modificacién de los genes. Las moléculas de ARN pequefas usualmente
consisten en aproximadamente 20 a 30 nucledtidos. Las secuencias de
ARN pequenas pueden derivarse de precursores mas largos. Los
precursores forman estructuras que se repliegan entre si en regiones
autocomplementarias; después se procesan por la nucleasa Dicer en los
animales o DCL1 en las plantas.

Existen muchos tipos de ARN pequefio ya sea de forma natural o
producidos artificialmente, que incluye los microARN (miARN), los ARN
de interferencia cortos (siARN), ARN antisentido, ARN de horquilla corto
(shARN) y los ARN nucleolares pequefios (snoARN). Determinados tipos
de ARN pequefio, tales como microARN y siARN, son importantes en el

silenciamiento de los genes y en la interferencia en el ARN (ARNi). El
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silenciamiento génico es un proceso de regulacion genética en el que un
gen que normalmente se expresaria es “apagado” por un elemento
intracelular, en este caso, el ARN pequeno. La proteina que
normalmente se formaria mediante esta informacion genética no se
forma debido a la interferencia, y la informacion codificada en el gen se
bloquea desde su expresion.

Como se usa en la presente, el término “ARN pequefno” abarca
moléculas de ARN descritas en la literatura como “ARN minusculo”
(Storz, (2002) Science 296:1260-3; lIllangasekare et al., (1999) ARN
5:1482-1489); “ARN pequefio” procariota (ARNs) (Wassarman et al.,
(1999) Trends Microbiol. 7:37-45); “ARN no codificante” (ncARN)
eucariota; “micro-ARN (miARN)”; “no-mARN pequefio (snmARN)”; “ARN
funcional (ARNf)”; “ARN de transferencia ARN (ARNt)”; “ARN catalitico”
[por ejemplo, ribozimas, que incluye ribozimas autoacilantes
(Ilangaskare et al., (1999) ARN 5:1482-1489); “ARN nucleolares
pequenos (snoARN),” ““mARN” (también conocido como “10S ARN,”
Muto et al., (1998) Trends Biochem Sci. 23:25-29; y Gillet et al., (2001)
Mol Microbiol. 42:879-885); moléculas de ARNi que incluyen sin

limitacion “ARN de interferencia pequefio (siARN),” “siARN preparado
con endorribonucleasa (e-siARN),” “ARN en horquilla corto (shARN),” y
“ARN pequeio temporalmente regulado stARN),” “siARN cortado
(d-siARN),” y aptameros, oligonucledtidos y otros acidos nucleicos
sintéticos que comprenden por lo menos una base uracilo.

A menos que se explique especificamente de otra manera, todos

los términos técnicos y cientificos usados en la presente tienen el mismo
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significado que el comunmente entendido por los expertos en la técnica
a la que esta descripcion pertenece. Las definiciones de términos
comunes en biologia molecular pueden encontrarse en, por ejemplo:
Lewin, Genes V, Oxford University Press, 1994 (ISBN 0-19-854287-9);
Kendrew et al. (eds.), The Encyclopedia of Molecular Biology, Blackwell
Science Ltd., 1994 (ISBN 0-632-02182-9); y Meyers (ed.), Molecular
Biology and Biotechnology: A Comprehensive Desk Reference, VCH
Publishers, Inc., 1995 (ISBN 1-56081-569-8).

Como se usa en la presente, los articulos “un”, “una/uno” y “el/la”
incluyen las referencias en plural a menos que el contexto lo indique de

cualquier otra manera clara y no ambigua.

Il. Promotor del gen similar al de metalotioneina (mtl/) de
Brachypodium distachyon y acidos nucleicos que lo comprenden

Se proporcionan métodos y composiciones para usar un promotor
de un gen similar al de metalotioneina (mtl) de Brachypodium distachyon
para expresar transgenes no similares a los de metalotioneina en planta.
En una modalidad, un promotor puede ser el promotor de un gen similar
al de metalotioneina (mtl/) de Brachypodium distachyon de la SEQ ID
NO: 1.

En una modalidad, se proporciona un polinucledtido que comprende
un promotor, en donde el promotor tiene una identidad de por lo menos
el 80, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%,
99,5%, 99,8% o 100% con respecto a la SEQ ID NO: 1. En una

modalidad, un promotor es un promotor de un gen similar al de
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metalotioneina (mtl) de Brachypodium distachyon que comprende un
polinucleétido con una identidad de por lo menos el 80%, 85%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5%, 99,8% o 100%
con el polinucleétido de la SEQ ID NO:1. En una modalidad, se
proporciona un polinucleétido aislado que comprende por lo menos una
identidad de secuencia del 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98%, 99%, 99,5%, 99,8% o 100% con el polinucleétido de la
SEQ ID NO: 1. En una modalidad, se proporciona un vector de acido
nucleico que comprende un promotor de un gen similar al de
metalotioneina (mtl) de Brachypodium distachyon de la SEQ ID NO:1. En
una modalidad, se proporciona un polinucleétido que comprende un
promotor de un gen similar al de metalotioneina (mtl) de Brachypodium
distachyon que se une operativamente a un policonector. En una
modalidad, se proporciona un casete de expresion génica que
comprende un promotor de un gen similar al de metalotioneina (mtl) de
Brachypodium distachyon que se une operativamente a un transgén no
similar al de metalotioneina. En una modalidad, se proporciona un
vector de acido nucleico que comprende un promotor de un gen similar
al de metalotioneina (mtl) de Brachypodium distachyon que se une
operativamente a transgén no similar al de metalotioneina. En una
modalidad, el promotor consiste en la SEQ ID NO: 1. En una modalidad
ilustrativa, un vector de acido nucleico comprende un promotor de un
gen similar al de metalotioneina (mtl) de Brachypodium distachyon que
se une operativamente a un transgén, en donde el transgén puede ser

un transgén de resistencia a insecticida, un transgén de tolerancia a
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herbicidas, un transgén de eficiencia en el uso de nitrégeno, un transgén
de eficiencia en el uso de agua, un transgén de calidad nutricional, un
transgén de unién al ADN, un transgén de ARN pequefo, un transgén
del marcador seleccionable, o combinaciones de éstos.

La expresion del transgén también puede regularse mediante la
region del gen de la regién 3'-no traducida (es decir, 3'-UTR) ubicado
corriente abajo de la secuencia codificante del gen. Un promotor y una
3'UTR pueden regular la expresion del transgén. Mientras que es
necesario un promotor para dirigir la transcripcion, una regién génica 3'-
UTR puede terminar la transcripcion e iniciar la poliadenilacion de un
transcripto de ARNmM resultante para la traduccidén y la sintesis de
proteinas. Una region génica 3'-UTR ayuda a la expresién estable de un
transgén.

En una modalidad, se proporciona un vector de acido nucleico que
comprende un promotor de un gen similar al de metalotioneina (mtl) de
Brachypodium distachyon como se describe anteriormente y una 3’-UTR.
En una modalidad, el vector de acido nucleico comprende una 3-UTR de
un gen similar al de metalotioneina (mtl) de Brachypodium distachyon.
En una modalidad, la 3’-UTR de un gen similar al de metalotioneina (mtl)
de Brachypodium distachyon es de la SEQ ID NO: 3.

En una modalidad, se proporciona un vector de acido nucleico que
comprende un promotor de un gen similar al de metalotioneina (mtl) de
Brachypodium distachyon como se describe en la presente y la 3’-UTR
en donde la 3’-UTR tiene una identidad de por lo menos el 80%, 85%,

90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5%, 99,8%, o
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100% con el polinucleétido de la SEQ ID NO:3. En una modalidad, se
proporciona un vector de acido nucleico que comprende un promotor de
un gen similar al de metalotioneina (mtl/) de Brachypodium distachyon
como se describe en la presente y la 3’-UTR en donde el promotor de un
gen similar al de metalotioneina (mtl) de Brachypodium distachyon y el
3’-UTR se unen operativamente a los extremos opuestos de un
policonector. En una modalidad, se proporciona un casete de expresién
génica que comprende un promotor de wun gen similar al de
metalotioneina (mtl) de Brachypodium distachyon como se describe en la
presente y una 3’-UTR, en donde el promotor de un gen similar al de
metalotioneina (mtl) de Brachypodium distachyon y la 3’-UTR se unen
operativamente a los extremos opuestos de un transgén no similar a
metalotioneina. En una modalidad la 3’-UTR, consiste en la SEQ ID NO:
3. En una modalidad, se proporciona un casete de expresion génica que
comprende un promotor de un gen similar al de metalotioneina (mtl) de
Brachypodium distachyon como se describe en la presente y una 3’-
UTR, en donde el promotor de un gen similar al de metalotioneina (mtl)
de Brachypodium distachyon comprende la SEQ ID NO: 1 y la 3-UTR
comprende la SEQ ID NO: 3 en donde el promotor y la 3'-UTR se unen
operativamente a los extremos opuestos de un transgén no similar a
metalotioneina. En un aspecto de esta modalidad la 3'-UTR consiste en
la SEQ ID NO: 3. En otro aspecto de esta modalidad el promotor
consiste en la SEQ ID NO: 1. En una modalidad ilustrativa, un casete de
expresion génica comprende una 3’-UTR de gen similar al de

metalotioneina (mtl) de Brachypodium distachyon que se une
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operativamente a un transgén, en donde el transgén puede ser un
transgén de resistencia a insecticida, un transgén de tolerancia a
herbicida, un transgén de eficiencia en el uso de nitrégeno, un transgén
de eficiencia en el uso de agua, un transgén de calidad nutricional, un
transgén de unién al ADN, un transgén de ARN pequefo, un transgén
del marcador seleccionable, o combinaciones de éstos. En una
modalidad adicional el transgén se une operativamente a un promotor de
un gen similar al de metalotioneina (mtl) de Brachypodium distachyon vy
una 3’-UTR del mismo gen similar al de metalotioneina.

La expresion de los transgenes también puede regularse mediante
una region de intron ubicada corriente abajo de la secuencia promotora.
Tanto un promotor como un intrén pueden regular la expresidon
transgénica. Si bien es necesario un promotor para impulsar la
transcripcion, la presencia de un intrén puede incrementar los niveles de
expresion lo que resulta en un transcrito de ARNm para la traduccion vy
la sintesis de proteinas. Una regién génica de intron ayuda en la
expresion estable de un transgén. En modalidad adicional un intrén se
une operativamente a wun promotor de wun gen similar al de
metalotioneina (mtl) de Brachypodium distachyon.

La expresion transgénica también puede regularse mediante una
region 5’-UTR ubicada corriente abajo de la secuencia promotora. Tanto
un promotor como una 5’-UTR pueden regular la expresion transgénica.
Mientras que un promotor es necesario para conducir la transcripcién, la
presencia de una 5'-UTR puede incrementar los niveles de expresién

que resulta en un transcripto de ARNm para la traduccién y la sintesis
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de proteinas. Una region génica 5'-UTR ayuda a la expresion estable de
un transgén. En una modalidad adicional una 5-UTR se une
operativamente a un promotor de un gen similar al de metalotioneina
(mtl) de Brachypodium distachyon.

Un promotor de un gen similar al de metalotioneina (mtl/) de
Brachypodium distachyon también puede comprender uno o mas
elementos de secuencia adicionales. En algunas modalidades, un
promotor de un gen similar al de metalotioneina (mtl) de Brachypodium
distachyon puede comprender un exén (por ejemplo, un péptido lider o
sefal tal como un péptido de transito de cloroplasto o senal de retencién
de ER). Por ejemplo y sin limitacién, un promotor de un gen similar al de
metalotioneina (mtl) de Brachypodium distachyon puede codificar un
exén incorporado en el promotor de un gen similar al de metalotioneina
(mtl) de Brachypodium distachyon como modalidad adicional.

En una modalidad, un vector de acido nucleico comprende un
casete de expresion génica como se describe en la presente. En una
modalidad, un vector puede ser un plasmido, un césmido, una
cromosoma bacteriano artificial (BAC), un bacteriéfago, un virus, o un
fragmento de polinucle6tido escindido para su uso en la transformacion
directa o el direccionamiento de genes tales como un ADN donante.

De acuerdo con una modalidad se proporciona un vector de acido
nucleico que comprende un casete de expresion génica recombinante en
donde el casete de expresién génica recombinante comprende un
promotor de un gen similar al de metalotioneina (mtl) de Brachypodium

distachyon unida operativamente a una secuencia de policonector, un
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transgén no similar al de metalotioneina o combinaciones de éstos. En
una modalidad el casete de expresion génica recombinante comprende
un promotor de un gen similar al de metalotioneina (mtl) de
Brachypodium distachyon unido operativamente a un transgén no similar
al de metalotioneina. En una modalidad el casete de expresién génica
recombinante comprende un promotor de un gen similar al de
metalotioneina (mtl) de Brachypodium distachyon como se describe en la
presente se une operativamente a una secuencia de policonector. EI
policonector se une operativamente al promotor de un gen similar al de
metalotioneina (mtl) de Brachypodium distachyon de una manera tal que
la insercion de una secuencia codificante en uno de los sitios de
restriccion del policonector se unira operativamente a la secuencia
codificante que permite la expresion de la secuencia codificante cuando
el vector se transforma o se transfecta en una célula huésped.

De acuerdo con una modalidad el promotor de un gen similar al de
metalotioneina (mtl) de Brachypodium distachyon comprende la SEQ ID
NO: 1 o una secuencia que tiene una identidad de secuencia de por lo
menos el 80, 85, 90, 95 o0 99% con la SEQ ID NO: 1. De acuerdo con
una modalidad el promotor de un gen similar al de metalotioneina (mtl)
de Brachypodium distachyon comprende la SEQ ID NO: 1 o una
secuencia que tiene una identidad de secuencia del 80, 85, 90, 95 o
99% con la SEQ ID NO: 1. De acuerdo con una modalidad la secuencia
promotora tiene una longitud total de no mas de 1,5, 2, 2,5, 3 0 4 kb. De
acuerdo con una modalidad el promotor de un gen similar al de

metalotioneina (mtl) de Brachypodium distachyon consiste en la SEQ ID



10

15

20

25

61

NO: 1 o en una secuencia de 2,000 pb que tiene una identidad de
secuencia de por lo menos el 80, 85, 90, 95 0 99% con la SEQ ID NO: 1.
De acuerdo con una modalidad el promotor de un gen similar al de
metalotioneina (mtl) de Brachypodium distachyon consiste en la SEQ ID
NO: 1 o en una secuencia de 2,000 pb que tiene una identidad de
secuencia del 80, 85, 90, 95 0 99% con la SEQ ID NO: 1.

Se proporciona ademas como una modalidad del promotor de un
gen similar al de metalotioneina (mtl) de Brachypodium distachyon
Brachypodium distachyon la SEQ ID NO: 12. Esta secuencia promotora
modificada de un gen similar al de metalotioneina (mtl/) de Brachypodium
distachyon puede usarse en la presente para impulsar la expresién de
un transgén, y proporcionar secuencias promotoras alternativas que
pueden usarse en lugar de la SEQ ID NO: 1 como se proporciona en la
descripcién sujeto de la presente. Las secuencias promotoras de los
polinucleétidos de la SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 12 comparten una
identidad de secuencia del 97,5%. Se proporciona el promotor de la SEQ
ID NO: 12 como una modalidad adicional de un promotor de un gen
similar al de metalotioneina (mtl/) de Brachypodium distachyon.

Se proporcionan ademas como modalidades del promotor de un gen
similar al de metalotioneina (mt/) de Brachypodium distachyon la SEQ ID
NO: 7 (1,730 pb), SEQ ID NO: 8 (1,530 pb), SEQ ID NO: 9 (1,330 pb),
SEQ ID NO: 10 (1,130 pb) y SEQ ID NO: 11 (1,001 pb) como se muestra
en la Figura 2. Estas secuencias promotoras truncadas de un gen similar
al de metalotioneina (mtl) de Brachypodium distachyon pueden usarse

en la presente para impulsar la expresion de un transgén y proporcionar
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secuencias promotoras alternativas que pueden usarse en lugar de la
SEQ ID NO: 1 como se proporciona en la descripcion sujeto de la
presente. El promotor de 1,370 pb de la SEQ ID NO: 7 se proporciona
como una modalidad adicional de un promotor de un gen similar al de
metalotioneina (mtl) de Brachypodium distachyon. Por otra parte, el
promotor de 1,530 pb de la SEQ ID NO: 8 se proporciona como una
modalidad adicional de wun promotor de wun gen similar al de
metalotioneina (mtl) de Brachypodium distachyon. El promotor de 1,330
pb de la SEQ ID NO: 9 se proporciona como una modalidad adicional de
un promotor de un gen similar al de metalotioneina (mtl) de
Brachypodium distachyon. Ademas, el promotor de 1,130 pb de la SEQ
ID NO: 10 se proporciona como una modalidad adicional de un promotor
de un gen similar al de metalotioneina (mtl) de Brachypodium
distachyon. El promotor de 1,001 pb de la SEQ ID NO: 9 se proporciona
como una modalidad adicional de un promotor de un gen similar al de
metalotioneina (mtl) de Brachypodium distachyon.

De acuerdo con una modalidad se proporciona un vector de acido
nucleico que comprende un casete génico que consiste en un promotor
de un gen similar al de metalotioneina (mtl) de Brachypodium
distachyon, un transgén no similar a metalotioneina y una 3’-UTR de gen
similar al de metalotioneina (mtl) de Brachypodium distachyon de la SEQ
ID NO: 3. En una modalidad, el 3'-UTR de un gen similar al de
metalotioneina (mtl) de Brachypodium distachyon de la SEQ ID NO: 3 se
une operativamente al extremo 3 del transgén no similar a

metalotioneina. En otra modalidad |la secuencia 3 no traducida
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comprende la SEQ ID NO: 3 o una secuencia que tiene una identidad de
secuencia de por lo menos el 80, 85, 90, 95, 99 o 100% con la SEQ ID
NO: 3. En una modalidad adicional la secuencia 3’ no traducida
comprende la SEQ ID NO: 3 o una secuencia que tiene una identidad de
secuencia del 80, 85, 90, 95, 99 o 100% con la SEQ ID NO: 3. De
acuerdo con una modalidad se proporciona un vector de acido nucleico
que comprende un casete génico que consiste en la SEQ ID NO: 1 o una
secuencia de 2,000 pb que tiene una identidad de secuencia de por lo
menos el 80, 85, 90, 95 o0 99% con la SEQ ID NO: 1, de transgén no
similar a metalotioneina y una 3’-UTR, en donde la SEQ ID NO: 1 se une
operativamente al extremo 5’ del transgén no similar a metalotioneina y
la 3'-UTR de la SEQ ID NO:3 se une operativamente al extremo 3’ del
transgén no similar a metalotioneina. De acuerdo con una modalidad se
proporciona un vector de acido nucleico que comprende un casete
génico que consiste en la SEQ ID NO: 1 o una secuencia de 2,000 pb
que tiene una identidad de secuencia del 80, 85, 90, 95 o0 99% con la
SEQ ID NO: 1, un transgén no similar a metalotioneina y una 3’-UTR, en
donde la SEQ ID NO: 1 se une operativamente al extremo 5 del
transgén no similar a metalotioneina y la 3’-UTR de la SEQ ID NO:3 se
une operativamente al extremo 3 del transgén no similar a
metalotioneina. En modalidad adicional la secuencia 3’ no traducida
comprende la SEQ ID NO: 3 o una secuencia que tiene una identidad de
secuencia de por lo menos del 80, 85, 90, 95, 99 0 100% con la SEQ ID
NO: 3. En una modalidad adicional la secuencia 3’ no traducida consiste

en la SEQ ID NO: 3 o una secuencia de 1,002 pb que tiene una identidad
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de secuencia de por lo menos el 80, 85, 90, 95, 99% con la SEQ ID NO:
3. En una modalidad adicional la secuencia 3’ no traducida comprende la
SEQ ID NO: 3 o una secuencia que tiene una identidad de secuencia del
por lo menos el 80, 85, 90, 95, 99% o 100 % con la SEQ ID NO: 3. En
una modalidad adicional la secuencia 3’ no traducida consiste en la SEQ
ID NO: 3 o una secuencia de 1,002 pb que tiene una identidad de
secuencia del 80, 85, 90, 95 0 99% con la SEQ ID NO: 3.

Se proporciona, ademas, como modalidad de la 3’-UR del gen
similar al de metalotioneina (mt/) de Brachypodium distachyon la SEQ ID
NO: 17 y la SEQ ID NO: 18. Estas secuencias modificadas de 3’-UTR del
gen similar al de metalotioneina (mtl) de Brachypodium distachyon
pueden usarse en la presente para terminar la expresién de un transgén,
y para proporcionar secuencias de 3’-UTR alternativas que pueden
usarse en lugar de SEQ ID NO: 3 como se proporciona en la descripcion
sujeto de la presente. Las secuencias de 3'-UTR de los polinucledétidos
de la SEQ ID NO: 3 y de la SEQ ID NO: 17 comparten una identidad de
secuencia del 94,4 94,2 %. Las secuencias de 3'-UTR de los
polinucledtidos de la SEQ ID NO: 3 y la SEQ ID NO: 18 comparten una
identidad de secuencia del 97,5%. Finalmente, las secuencias de 3’-UTR
de los polinucleétidos de la SEQ ID NO: 18 y la SEQ ID NO: 17
comparten una identidad de secuencia del 92,7%. La 3'-UTR de la SEQ
ID NO: 17 se proporciona como una modalidad adicional de un 3’-UTR
del gen similar al de metalotioneina (mtl/) de Brachypodium distachyon.
La 3'-UTR de la SEQ ID NO: 18 se proporciona como una modalidad

adicional de una 3’-UTR del gen similar al de metalotioneina (mtl) de
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Brachypodium distachyon.

Se proporcionan como modalidades de la 3’-UTR del gen similar al
de metalotioneina (mtl/) de Brachypodium distachyon la SEQ ID NO: 13
(264 pb), la SEQ ID NO: 14 (332 pb), la SEQ ID NO: 15 (630 pb) y la
SEQ ID NO: 16 (727 pb) como se muestra en la Figura 4. Estas
secuencias truncadas de 3'-UTR de un gen similar al de metalotioneina
(mtl) de Brachypodium distachyon pueden usarse en la presente para
terminar la expresion de un transgén, y proporcionar secuencias de 3-
UTR alternativas que puedan usarse en lugar de la SEQ ID NO: 3 como
se proporciona en la descripcion sujeto de la presente. La 3’-UTR de
264 pb de la SEQ ID NO: 13 se proporciona como una modalidad
adicional de una 3’-UTR de un gen similar al de metalotioneina (mt/) de
Brachypodium distachyon. Por otra parte, la 3'-UTR de la SEQ ID NO: 14
se proporciona como una modalidad adicional de una 3’-UTR de un gen
similar al de metalotioneina (mtl/) de Brachypodium distachyon. La 3’-
UTR de 630 pb de la SEQ ID NO: 15 se proporciona como una modalidad
adicional de una 3’-UTR un gen similar al de metalotioneina (mtl) de
Brachypodium distachyon. Ademas, la 3'-UTR de 727 pb de la SEQ ID
NO: 16 se proporciona como una modalidad adicional de una 3’-UTR de
un gen similar al de metalotioneina (mtl) de Brachypodium distachyon.

En una modalidad se proporciona un constructo de acido nucleico
que comprende un promotor y un transgén no similar a metalotioneina y
opcionalmente uno o mas de los siguientes elementos:

a) una regién 5’ no traducida;

b) un intrén; y
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c) una region 3’ no traducida,
en donde,
el promotor consiste en la SEQ ID NO: 1 o en una secuencia que
tiene una identidad de secuencia del 98% con la SEQ ID NO: 1; y
la regiéon 3’ no traducida consiste en la SEQ ID:3 o en una
secuencia que tiene una identidad de secuencia del 98% con la SEQ ID
NO:3; en donde ademas dicho promotor se une operativamente a dicho
transgén y cada elemento opcional, si se encuentra presente, también
se une operativamente tanto al promotor como al transgén. En una
modalidad adicional se proporciona una célula transgénica que
comprende el constructo de acido nucleico divulgado anteriormente. En
una modalidad la célula transgénica es una célula de planta, y en una
modalidad se proporciona una planta en donde la planta comprende
dichas células transgénicas.
En una modalidad se proporciona un constructo de acido nucleico
que comprende un promotor y un transgén no similar a metalotioneina y
opcionalmente uno o mas de los siguientes elementos:
a) una regién 3’ no traducida,
en donde,
el promotor consiste en la SEQ ID NO: 1 o en una secuencia que
tiene una identidad de secuencia del 98% con respecto a la SEQ ID NO:
1y
la region 3’ no traducida consiste en la SEQ ID NO: 3 o en una
secuencia que tiene una identidad de secuencia del 98% con la SEQ ID

NO: 3; en donde ademas dicho promotor se une operativamente a dicho
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transgén y cada elemento opcional, cuando se encuentra presente, se
une operativamente, ademas, tanto al promotor como al transgén. En
una modalidad se proporciona una célula transgénica que comprende el
constructo de acido nucleico descrito en lo que precede inmediatamente.
En una modalidad la célula transgénica es una célula de planta, y en
una modalidad se proporciona una planta en donde la planta comprende
dichas células transgénicas.
En una modalidad se proporciona un constructo de acido nucleico
que comprende un promotor y un policonector y opcionalmente uno o
mas de los siguientes elementos:
a) una regién 5’ no traducida,
b) un intrén, y
c) una region 3’ no traducida,
en donde,
el promotor consiste en la SEQ ID NO: 1 o en una secuencia que
tiene una identidad de secuencia del 98% con la SEQ ID NO: 1; y
la regién 3’ no traducida consiste en la SEQ ID NO:3 o en una
secuencia que tiene una identidad de secuencia del 98% con la SEQ ID
NO:3; en donde ademas dicho promotor se une operativamente a dicho
policonector y cada elemento opcional, si se encuentra presente, también
se une operativamente tanto al promotor como al policonector.
De acuerdo con una modalidad el vector de acido nucleico
comprende ademas una secuencia que codifica un marcador
seleccionable. De acuerdo con una modalidad el casete génico

recombinante se wune operativamente a un borde de T-ADN de
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Agrobacterium. De acuerdo con una modalidad el casete génico
recombinante comprende ademas un primer y un segundo borde de T-
ADN, en donde el primer borde de T-ADN se une operativamente a uno
de los extremos del constructo de gen, y el segundo borde de T-ADN
esta operativamente ligado se une operativamente al otro extremo del
constructo génico. Los bordes primero y segundo de T-ADN de
Agrobacterium pueden seleccionarse independientemente de |las
secuencias borde de T-ADN que se originan a partir de las cepas
bacterianas seleccionadas del grupo que consiste en un borde de T-ADN
de Agrobacterium que sintetiza nopalina, un borde de T-ADN de
Agrobacterium que sintetiza octopina, un borde de T-ADN de
Agrobacterium que sintetiza manopina, un borde de T-ADN de
Agrobacterium que sintetiza succinamopina, o cualquier combinaciéon de
éstos. En una modalidad se proporciona una cepa de Agrobacterium
seleccionada del grupo que consiste en una cepa que sintetiza nopalina,
una cepa que sintetiza mannopina, una cepa que sintetiza
succinamopina, o0 una cepa que sintetiza octopina, en donde dicha cepa
comprende un plasmido en donde el plasmido comprende un transgén
unido operativamente a una secuencia seleccionada de la SEQ ID NO:1
0 una secuencia que tiene una identidad de secuencia del 80, 85, 90, 95
0 99% con la SEQ ID NO: 1.

Los transgenes de interés que son adecuados para el uso en los
constructos divulgados en la presente incluyen, sin Ilimitacion,
secuencias codificantes que confieren: (1) resistencia a las plagas o a

las enfermedades; (2) tolerancia a los herbicidas; (3) rasgos de interés
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agrondmico de valor afiadido, tales como; mejoria del rendimiento,
eficiencia en el uso del nitrégeno, eficiencia en el uso del agua y calidad
nutricional; (4) uniéon de una proteina al ADN de una manera especifica
de sitio; (5) expresion de ARN pequefio; y (6) marcadores
seleccionables. De acuerdo con una modalidad, el transgén codifica un
marcador seleccionable o uno producto génico que confiere resistencia a
los insecticidas, tolerancia a los herbicidas, expresién de ARN pequefo,
eficiencia en el uso del nitrogeno, eficiencia en el uso del agua, o

calidad nutricional.

1. Resistencia a los insectos

Varias secuencias codificantes de resistencia a insectos pueden
unirse operativamente al promotor de un gen similar al de
metalotioneina (mtl) de Brachypodium distachyon que comprende la SEQ
ID NO: 1, o una secuencia que tiene una identidad de secuencia de por
lo menos el 80, 85, 90, 95 o 99% con la SEQ ID NO: 1. Diversas
secuencias codificantes de resistencia a insectos pueden unirse
operativamente al promotor de un gen similar al de metalotioneina (mtl)
de Brachypodium distachyon que comprende la SEQ ID NO: 1 o una
secuencia que tiene una identidad de secuencia del 80, 85, 90, 95 o
99% con la SEQ ID NO: 1. Las secuencias unidas operativamente
pueden incorporarse después en un vector elegido para permitir la
identificaciéon y seleccion de plantas transformadas (“transformantes”).
En la técnica se conocen secuencias codificantes de resistencia a

insectos ilustrativas. Como modalidades de secuencias codificantes de
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resistencia a insectos que pueden unirse operativamente a los
elementos reguladores de la descripcién sujeto, se proporcionan los
siguientes rasgos. Las secuencias codificantes que proporcionan
resistencia a insectos lepiddpteros ilustrativos incluyen: cry1A;
cry1A.105; cry1Ab; cry1Ab (truncado); cry1Ab-Ac (proteina de fusion);
cry1Ac (comercializado como Widestrike®); cry1C; crylF
(comercializado como Widestrike®); cry1Fa2; cry2Ab2; cry2Ae; cry9C;
mocry1F; pinll (proteina inhibidora de proteasas); vip3A(a); y vip3AaZ20.
Las secuencias codificantes que proporcionan resistencia a insectos
coleopteros incluyen: c¢ry34Ab1 (comercializado como Herculex®);
cry35Ab1 (comercializado como Herculex®); cry3A; cry3Bb1; dvsnf7; vy
mcry3A. Las secuencias codificantes que proporcionan resistencia a
multiples insectos incluyen ecry31.Ab. La lista anterior de genes de
resistencia a insectos no tiene por objeto ser limitante. La presente

descripcién abarca la totalidad de los genes de resistencia a insectos.

2. Tolerancia a los herbicidas

Diversas secuencias codificantes de tolerancia a los herbicidas
unirse operativamente al promotor de un gen similar al de
metalotioneina (mt/) de Brachypodium distachyon que comprende la SEQ
ID NO: 1 o una secuencia que tiene una identidad de secuencia de por
lo menos el 80, 85, 90, 95 o 99% con la SEQ ID NO: 1. Diversas
secuencias codificantes de resistencia a herbicidas pueden unirse
operativamente al promotor de un gen similar al de metalotioneina (mtl)

de Brachypodium distachyon que comprende la SEQ ID NO: 1 o una
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secuencia que tiene una identidad de secuencia del 80, 85, 90, 95 o
99% con la SEQ ID NO: 1. Las secuencias unidas operativamente
pueden incorporarse después en un vector elegido adecuado para
permitir la identificacién y seleccion de plantas transformadas
(“transformantes”). Las secuencias codificantes de tolerancia a
herbicidas ilustrativas se conocen en la técnica. Como modalidades de
secuencias codificantes de tolerancia a herbicidas que pueden unirse
operativamente a los elementos reguladores de la descripcién de la
presente, se proporcionan los siguientes rasgos. El herbicida glifosato
contiene un modo de accién mediante la inhibicion de la enzima EPSPS
(5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa). Esta enzima esta implicada en
la biosintesis de aminoacidos aromaticos que son esenciales para el
crecimiento y desarrollo de las plantas. En la técnica se conocen
diversos mecanismos que pueden usarse para inhibir esta enzima. Los
genes que codifican tales enzimas pueden unirse operativamente a los
elementos reguladores de genes de la presente descripcion. En una
modalidad, los genes marcadores seleccionables incluyen, sin limitacién
genes que codifican resistencia al glifosato, estos genes incluyen: genes
de EPSPS mutantes tales como los genes 2mEPSPS, los genes cp4
EPSPS, los genes mEPSPS, los genes dgt-28, los genes aroA; y los
genes de degradacion del glifosato tales como los genes de glifosato
acetil transferasa (gat) y los genes de glifosato oxidasa (gox). Estos
rasgos se comercializan actualmente como Gly-Tol™, Optimum® GAT®,
Agrisure® GT y Roundup Ready®. Los genes de resistencia para los

compuestos glufosinato y/o bialafos incluyen los genes dsm-2, bar y pat.
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Los rasgos bar y pat se comercializan actualmente como LibertyLink®.
También se incluyen genes de tolerancia que proporcionan resistencia a
2,4-D tales como los genes aad-1 (debe notarse que los genes aad-1
tienen ademas una actividad sobre los herbicidas de
ariloxifenoxipropionato) y los genes aad-12 (debe notarse que los genes
aad-12 tienen ademas una actividad sobre las auxinas sintéticas de
piridiloxiacetato). Estos rasgos se comercializan como tecnologia de
proteccién de cultivos Enlist®. Los genes de resistencia para los
inhibidores de ALS (sulfonilureas, imidazolinonas, triazolopirimidinas,
pirimidiniltiobenzoatos y sulfonilamino-carbonil-triazolinonas) se
conocen en la técnica. Estos genes de resistencia resultan con mas
frecuencia de mutaciones puntuales en la secuencia génica codificantes
de ALS. Otros genes de resistencia al inhibidor de ALS incluyen los
genes hra, los genes csr1-2, los genes Sr-HrA y los genes surB. Algunos
de los rasgos se comercializan bajo el nombre comercial Clearfield®.
Los herbicidas que inhiben HPPD incluyen las pirazolonas tales como
pirazoxifeno, benzofenap y topramezona; tricetonas tales como
mesotriona, sulcotriona, tembotriona, benzobiciclona; y dicetonitrilos
tales como isoxaflutol. Estos herbicidas de HPPD ilustrativos pueden
tolerarse mediante rasgos conocidos. Los ejemplos de inhibidores de
HPPD incluyen los genes hppdPF_WJ336 (para resistencia a isoxaflutol)
y los genes avhppd-03 (para resistencia a meostriona). Un ejemplo de
rasgos tolerantes al herbicida oxinilo incluye el gen bxn, que ha
demostrado impartir resistencia al herbicida/antibidético bromoxinilo. Los

genes de resistencia para dicamba incluyen el gen de dicamba
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monooxigenasa (dmo) como se divulga en la publicacion PCT
internacional num. WO02008/105890. Los genes de resistencia a
herbicidas de tipo inhibidor de PPO o PROTOX (por ejemplo,
acifluorfeno, butafenacilo, flupropazilo, pentoxazona, carfentrazona,
fluazolato, piraflufen, aclonifeno, azafenidina, flumioxazin, flumiclorac,
bifenox, oxifluorfeno, lactofeno, fomesafeno, fluoroglicofeno vy
sulfentrazona) se conocen en la técnica. Los genes ilustrativos que
confieren resistencia a PPO incluyen la sobreexpresién de una enzima
PPO de taliana Arabidopsis de tipo salvaje (Lermontova | y Grimm B,
(2000). Overexpression of plastidic protoporphyrinogen IX oxidase leads
to resistance to the diphenyl-ether herbicide acifluorfen. Plant Physiol
122:75-83.), el gen PPO de B. subtilis (Li, X. y Nicholl D. 2005.
Development of PPO inhibitor-resistant cultures and crops. Pest Manag.
Sci. 61:277-285 y Choi KW, Han O, Lee HJ, Yun YC, Moon YH, Kim MK,
Kuk YI, Han SU y Guh JO, (1998) Generation of resistance to the
diphenyl ether herbicide, oxifluorfen, via expression of the Bacillus
subtilis protoporphyrinogen oxidase gene en transgenic tobacco plants.
Biosci Biotechnol Biochem 62:558-560.) Los genes de Resistencia para
acidos piridinoxi o fenoxi propiénicos y ciclohexonas incluyen los genes
codificantes del inhibidor de ACCasa (por ejemplo, Acc1-S1, Acc1-S2 vy
Acc1-S3). Los genes ilustrativos que confieren resistencia a
ciclohexanodionas y/o acido ariloxifenoxipropanoico incluyen haloxifop,
diclofop, fenoxiprop, fluazifop y quizalofop. Finalmente, los herbicidas
pueden inhibir la fotosintesis, que incluyen triazina o benzonitrilo se

proporcionan por los genes psbA (tolerancia a triazina), genes 1s
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(tolerancia a triazina) y genes nitrilasa (tolerancia a benzonitrilo). La
lista anterior de genes de tolerancia a herbicidas no tiene por objeto ser
limitante. Todos los genes de tolerancia a los herbicidas se abarcan en

la presente descripcién.

3. Rasgos de interés agronomico

Diversas secuencias codificantes de rasgos de interés agrondmico
pueden unirse operativamente al promotor de un gen similar al de
metalotioneina (mtl) de Brachypodium distachyon que comprende la SEQ
ID NO: 1, o una secuencia que tiene una identidad de secuencia de por
lo menos el 80, 85, 90, 95 o 99% con la SEQ ID NO: 1. Diversas
secuencias codificantes de rasgos de interés agronémico pueden unirse
operativamente al promotor de un gen similar al de metalotioneina (mtl)
de Brachypodium distachyon que comprende la SEQ ID NO: 1 o una
secuencia que tiene una identidad de secuencia del 80, 85, 90, 95 o
99% con la SEQ ID NO: 1. Las secuencias unidas operativamente
pueden incorporarse después en un vector elegido para permitir la
identificaciéon y seleccion de plantas transformadas (“transformantes”).
Las secuencias codificantes de rasgos de interés agrondmico se
conocen en la materia. Como modalidades de secuencias codificantes
de rasgos de interés agronémico que pueden unirse operativamente a
los elementos reguladores de la presente descripcion, se proporcionan
los siguientes rasgos. EIl retardo del ablandamiento de los frutos
provisto como se proporciona por los genes pg inhibe la produccién de

la enzima poligalacturonasa responsable de la descomposiciéon de las
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moléculas de pectina en la pared de las células, y por lo tanto con lo
que ocasiona un ablandamiento retardado del ablandamiento de los
frutos. Ademas, el retardo de la maduracién/senescencia retardada de
los frutos o de su senescencia por de los genes acc actuan de manera
de para suprimir la expresion normal del gen de acc sintasa nativo, lo
que resulta en una produccién reducida de etileno y un retardo de la
maduracion retardada de los frutos. Por cuanto, los genes accd
metabolizan el precursor de la hormona etileno para la maduracién de
los frutos, lo que resulta en la maduracién retardada de los frutos. Como
alternativa, los genes sam-k ocasionan la maduracién retardada por la
reduccién de la S-adenosilmetionina (SAM), un sustrato para la
produccién de etileno. Los fenotipos de tolerancia al estrés por sequia
se proporcionan por los genes c¢spB que mantienen las funciones
normales celulares bajo condiciones de estrés hidrico mediante la
conservaciéon de la estabilidad y traduccion del ARN. Otro ejemplo
incluye los genes EcBetA que catalizan la produccién del compuesto
osmoprotector glicina betaina que confiere tolerancia al estrés hidrico.
Por otra parte, los genes RmBetA catalizan la produccién del compuesto
osmoprotector glicina betaina que confieren una tolerancia al estrés
hidrico. La potenciacion de Ila fotosintesis y del rendimiento se
proporciona con el gen bbx32 que expresa una proteina que interactua
con uno o mas factores de transcripcién enddégenos para regular los
procesos fisiolégicos diurnos/nocturnos de la planta. La produccién del
etanol puede incrementarse mediante la expresion de los genes

amy797E que codifican una enzima alfa-amilasa termoestable que
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potencia la produccién de bioetanol mediante el incremento de la
termoestabilidad de la amilasa usada en la degradacion del almidén.
Finalmente, las composiciones de aminoacidos modificadas pueden
resultar de la expresion de los genes cordapA que codifican una enzima
dihidrodipicolinato sintasa que incremente la producciéon del aminoacido
lisina. La lista anterior de secuencias codificantes de rasgos de interés
agrondmico no tiene por objeto ser limitante. La presente descripcidon
abarca la totalidad de las secuencias codificantes de rasgos de interés

agrondmico.

4. Proteinas de unién al ADN

Diversas secuencias codificantes de proteinas de uniéon al ADN
pueden unirse operativamente al promotor de un gen similar al de
metalotioneina (mtl) de Brachypodium distachyon que comprende la SEQ
ID NO: 1 o una secuencia que tiene una identidad de secuencia de por
lo menos el 80, 85, 90, 95 o 99% con respecto a la SEQ ID NO: 1.
Diversas secuencias codificantes de proteinas de uniéon al ADN pueden
unirse operativamente al promotor de un gen similar al de
metalotioneina (mtl) de Brachypodium distachyon que comprende la SEQ
ID NO: 1 o una secuencia que tiene una identidad de secuencia del 80,
85, 90, 95 o 99% con la SEQ ID NO: 1. Las secuencias unidas
operativamente pueden incorporarse después en un vector elegido para
permitir la identificacién y seleccion de plantas transformadas
(“transformantes”). Las secuencias codificantes de wunion al ADN

ilustrativas se conocen en la técnica. Como modalidades de secuencias
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codificantes de unién al ADN que pueden unirse operativamente a los
elementos reguladores de la presente descripcién, los siguientes tipos
de proteinas de union al ADN pueden incluir: dedos de cinc, Talens,
CRISPRS y meganucleasas. La lista anterior de secuencias codificantes
de unién al ADN no tiene por objeto ser limitante. La presente
descripcién abarca la totalidad de la secuencias codificantes de union al

ADN.

5. ARN pequefio

Varios ARN pueden unirse operativamente al promotor de un gen
similar al de metalotioneina (mtl/) de Brachypodium distachyon a una
secuencia que tiene una identidad de secuencia de por lo menos el 80,
85, 90, 95 0 99% con la SEQ ID NO: 1. Varios ARN pequefos pueden
unirse operativamente al promotor de un gen similar al de
metalotioneina (mt/) de Brachypodium distachyon que comprende la SEQ
ID NO: 1 o una secuencia que tiene una identidad de secuencia del 80,
85, 90, 95 o 99% con la SEQ ID NO: 1. Las secuencias unidas
operativamente pueden incorporarse después en un vector elegido para
permitir la identificacién y seleccion de plantas transformadas
(“transformantes”). Los rasgos ilustrativos del ARN pequefio se conocen
en la técnica. Como modalidades de secuencias codificantes de ARN
pequefio que pueden unirse operativamente a los elementos reguladores
de la descripcién sujeto, se proporcionan los siguientes rasgos. Por
ejemplo, la maduraciéon/senescencia retardada de los frutos del ARN

pequeno anti-efe retarda la maduracion mediante la supresién de la
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produccién de etileno a través del silenciamiento del gen ACO que
codifica una enzima formadora de etileno. La producciéon alterada de
lignina por el ARN pequeio ccomt reduce el contenido de la guanacil (G)
lignina mediante la inhibicién de la S-adenosil-L-metionina endogena:
trans-caffeoil CoA 3-O-metiltransferasa (gen CCOMT). Ademas, la
tolerancia a los magullones de las manchas oscuras en Solanum
verrucosum puede reducirse mediante el ARN pequefio Ppob5 que
desencadena la degradacion de los transcritos de Ppob para bloquear el
desarrollo de los magullones de las manchas oscuras. También se
incluye el ARN pequefio dvsnf7 que inhibe el Gusano Oriental de las
Raices del Maiz con ARNbc que contiene un fragmento de 240 pb del
gen Snf7 del Gusano Oriental de las Raices del Maiz. EI
almidon/carbohidrato modificado puede resultar del ARN pequefo tal
como el ARN pequefio pPhL (degrada los transcritos PhL para limitar la
formacion de azucares reductores mediante la degradacion del almidon)
y del ARN pequeio pR1 (degrada los transcritos de R1 para limitar la
formacion de azucares reductores mediante la degradacion del almidén).
Adicionalmente, beneficios tales como una acrilamida reducida que
resulta del ARN pequefio asnf que desencadena la degradacién de Asn1
para deteriorar la formacion de asparagina y de reducir la de
poliacrilamida. Finalmente, el fenotipo no pardo del ARN pequefo de
supresion de pgas ppo resulta en la supresion de PPO para producir
manzanas con un fenotipo no pardo. La lista anterior de los ARN
pequenos no tiene por objeto ser limitante. La presente descripcién

abarca la totalidad de las secuencias codificantes de ARN pequenos.
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6. Marcadores seleccionables

Varios marcadores seleccionables, también descritos como genes
reporteros, pueden unirse operativamente al promotor de un gen similar
al de metalotioneina (mtl/) de Brachypodium distachyon que comprende
la SEQ ID NO: 1 o una secuencia que tiene una identidad de secuencia
de por lo menos el 80, 85, 90, 95 o0 99% con la SEQ ID NO: 1. Varios
marcadores seleccionables también descritos como genes reporteros
pueden unirse operativamente al promotor de un gen similar al de
metalotioneina (mt/) de Brachypodium distachyon que comprende la SEQ
ID NO: 1 o una secuencia que tiene una identidad de secuencia del 80,
85, 90, 95 o 98% con la SEQ ID NO: 1. Las secuencias unidas
operativamente pueden incorporarse después en un vector de expresion
elegido para permitir la identificacion y seleccién de plantas
transformadas ("transformantes"). Existen muchos métodos disponibles
para confirmar la expresion de marcadores seleccionables en plantas
transformadas, que incluyen por ejemplo, secuenciacion de ADN y PCR
(reaccion en cadena de polimerasa), transferencia en membrana de
Southern, transferencia de ARN, métodos inmunolégicos para la
deteccion de wuna proteina expresada a partir del vector. Pero,
usualmente se observan los genes reporteros mediante la observacion
visual de proteinas cuando se expresan producen un producto de color.
Los reporteros ilustrativos se conocen en la técnica y codifican SB-
glucuronidasa (GUS), luciferasa, proteina fluorescente verde (GFP),

proteina fluorescente amarilla (YFP, Phi-YPF), proteina fluorescente roja
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(DsRFP, RFP, etc. etcétera), B-galactosidasa y similares (ver Sambrook,
et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Tercera edicién, Cold
Spring Harbor Press, N.Y., 2001, cuyo contenido se incorpora en la
presente como referencia en su totalidad).

Los genes marcadores seleccionables se utilizan para la seleccién
de células o tejidos transformados. Los genes marcadores
seleccionables incluyen genes que codifican para la resistencia a
antibiodticos, tales como aquellos que codifican neomicina
fosfotransferasa [ (NEO), resistencia a espectinomicina /
estreptinomicina (AAD), y la higromicina fosfotransferasa (HPT o HGR))
asi como también genes que confiere resistencia a compuestos
herbicidas. Los genes de resistencia a herbicidas en términos generales
codifican para una proteina objetivo modificada insensible al herbicida o
para una enzima que degrada o desintoxica el herbicida en la planta
antes de que pueda actuar. Por ejemplo, la resistencia al glifosato se ha
obtenido mediante el uso de genes que codifican para enzimas objetivos
mutantes, 5-enolpiruvilsiquimato-3-fosfato sintasa (EPSPS). Los genes vy
mutantes para EPSPS se conocen bien, y se describen adicionalmente a
continuacién. La resistencia al glufosinato amonio, bromoxinilo, y 2,4-
diclorofenoxiacetato (2,4-D) se ha obtenido mediante el uso de genes
bacterianos que codifican PAT o DSM-2, una nitrilasa, AAD-1 o AAD-12,
cada uno de los cuales son ejemplos de proteinas que desintoxican sus
respectivos herbicidas.

En una modalidad, los herbicidas pueden inhibir el punto de

crecimiento o meristemo, que incluyen imidazolinona o sulfonilurea, vy
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los genes para resistencia/tolerancia de acetohidroxiacido sintasa
(AHAS) y de acetolactato sintasa (ALS) para estos herbicidas se
conocen bien. Los genes de resistencia a glifosato incluyen la 5-
enolpiruvilsiquimato-3-fosfato sintasa (EPSP) mutante y los genes dgt-
28 (a través de la introduccién de acidos nucleicos recombinantes y/o de
diversas formas de mutagénesis in vivo de genes nativos de EPSP),
genes de aroA y genes de glifosato acetil transferasa (GAT),
respectivamente). Los genes de resistencia para otros compuestos
fosfono incluyen genes bar y pat de especies de Streptomyces, lo que
incluye Streptomyces hygroscopicus y Streptomyces viridichromogenes,
y acidos piridinoxi o fenoxi propidénicos y ciclohexonas (genes
codificantes del inhibidor ACCasa). Los ejemplos ilustrativos de genes
que confieren resistencia a ciclohexanodionas y/o acido
ariloxifenoxipropanoico (que incluye Haloxifop, Diclofop, Fenoxiprop,
Fluazifop, Quizalofop) incluyen genes de acetil coenzima A carboxilasa
(ACCasa; Acc1-S1, Acc1-S2 y Acc1-S3. En una modalidad, los
herbicidas pueden inhibir la fotosintesis, que incluyen triazina (genes
psbA y 1s+) o benzonitrilo (gen nitrilasa). Por otra parte, tales
marcadores seleccionables de este tipo pueden incluir marcadores de
seleccion positivos tales como la enzima fosfomannosa isomerasa (PMI).

En una modalidad, los genes marcadores seleccionables incluyen,
sin limitacién genes que codifican: 2,4-D; neomicina fosfotransferasa Il;
cianamida hidratasa; aspartato cinasa; dihidrodipicolinato sintasa;
triptéfano decarboxilasa; dihidrodipicolinato sintasa y aspartato quinasa

desensibilizada; gen de bar; triptofano decarboxilasa; neomicina
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fosfotransferasa (NEO); higromicina fosfotransferasa (HPT o HYG);
dihidrofolato reductasa (DHFR); fosfinotricina acetiltransferasa; acido
2,2-dicloropropiénico dehalogenasa; acetohidroxiacido sintasa; 5-
enolpiruvil-shiquimato-fosfato sintasa (aroA); haloarilnitrilasa; acetil-
coenzima A carboxilasa; dihidropteroato sintasa (sul I); y polipéptido de
fotosistema Il de 32 kD (psbA). Una modalidad también incluye genes de
marcadores seleccionables que codifican resistencia a: cloramfenicol;
metotrexato; higromicina; espectinomicina; bromoxinilo; glifosato; vy
fosfinotricina. La lista precedente de marcadores seleccionables no tiene
por objeto ser limitante. La presente descripcidon tiene por objeto abarcar
la totalidad de los genes reporteros o genes marcadores seleccionables.

En algunas modalidades las secuencias codificantes se sintetizan
para la expresién O6ptima en una planta. Por ejemplo, en una modalidad,
una secuencia codificante de un gen se ha modificado mediante
optimizacion de coddn para potenciar la expresién en las plantas. Un
transgén de resistencia a insecticidas, un transgén de tolerancia a
herbicidas, un transgén de eficiencia en el uso de nitrégeno, un transgén
de eficiencia en el uso del agua, un transgén de calidad nutricional, un
transgén de union al ADN o un transgén de marcador seleccionable
optimizarse para la expresién en una especie de planta particular o
como alternativa, puede modificarse para la expresion 6ptima en plantas
dicotiledéneas o monocotiledéneas. Los codones preferidos para plantas
pueden determinarse a partir de los codones de mayor frecuencia en las
proteinas expresadas en la cantidad mas grande en la especie de planta

particular de interés. En una modalidad, se disefia una secuencia
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codificante, gen, o transgén para que se exprese en plantas en un nivel
superior, lo que resulta una mayor eficiencia de la transformacion. Los
meétodos para la optimizacién de genes en las plantas se conocen bien.
Puede encontrarse una orientacion en cuanto a la optimizacion vy
produccién de secuencias de ADN sintéticas en por ejemplo, los
documentos WO02013016546, WO2011146524, WO1997013402, Ia
patente de los EE.UU. num. 6166302, y num. 5380831, incorporarlos en

la presente como referencia.

Transformacion

Los métodos adecuados para la transformacion de plantas incluyen
cualquier método para introducir ADN en una célula, por ejemplo y sin
limitacion: electroporacion (ver, por ejemplo, la patente de los EE.UU.
5,384,253); bombardeo con microproyectiles (ver, por ejemplo, las
patentes de los EE.UU. 5,015,580; 5,550,318; 5,538,880; 6,160,208;
6,399,861; y 6,403,865); la transformacion mediada por Agrobacterium
(ver, por ejemplo, las patentes de los EE.UU. 5,635,055; 5,824,877;
5,591,616; 5,981,840; y 6,384,301); y la transformacién de protoplasto
(ver, por ejemplo, la patente de los EE.UU. 5,508,184).

Un constructo de ADN puede introducirse directamente en el ADN
gendémico de la célula de planta mediante el uso de técnicas tales como
la agitacién con fibras de carburo de silicio (ver, por ejemplo, las
patentes de los EE.UU. 5,302,523 y 5,464,765), o los constructos de
ADN pueden introducirse directamente en el tejido de planta mediante

meétodos biolisticos, tales como el bombardeo con particulas de ADN
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(ver, por ejemplo, Klein et al., (1987) Nature 327:70-73). Como
alternativa, el constructo de ADN puede introducirse en la célula de la
planta mediante transformacién de nanoparticulas (ver, por ejemplo, la
publicacion de patente de los EE.UU. 20090104700, incorporado en la
presente en su totalidad como referencia).

Ademas, la transferencia de genes puede lograrse mediante el uso
de bacterias no Agrobacterium o virus tales como Rhizobium sp.
NGR234, Sinorhizoboium meliloti, Mesorhizobium loti, virus X de la
papa, virus del mosaico de coliflor y virus del mosaico de vena de
mandioca y/o virus del mosaico del tabaco (ver, por ejemplo, Chung et
al., (2006) Trends Plant Sci. 11(1):1-4.

Mediante la aplicacion de técnicas de transformacién, las células de
virtualmente cualquier especie de planta pueden transformarse
establemente, y estas células pueden desarrollarse en plantas
transgénicas mediante técnicas bien conocidas. Por ejemplo, las
técnicas que pueden ser particularmente Uutiles en el contexto de la
transformacién de algodén se describen en las patentes de los EE.UU.
5,846,797; 5,159,135; 5,004,863; y 6,624,344; las técnicas para
transformar plantas Brassica se describen en particular en por ejemplo
la patente de los EE.UU. 5,750,871; las técnicas para transformar frijol
de soya se describen en, por ejemplo, la patente de los EE.UU.
6,384,301; y las técnicas para transformar maiz se describen en, por
ejemplo, las patentes de los EE.UU. 7,060,876 y 5,591,616, y en la
publicacién internacional PCT WO 95/06722.

Después de efectuar la entrega de un acido nucleico exégeno a una
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célula receptora, por lo general se identifica una célula transformada
para su cultivo adicional y para la regeneracion de la planta. A fin de
mejorar la capacidad de identificar transformantes, puede ser deseable
emplear un gen marcador seleccionable de gen con el vector de
transformacién usado para generar el transformante. En una modalidad
ilustrativa, puede evaluarse una poblacién de células transformadas
mediante la exposicién de las células a uno o mas agentes selectivos,
las células pueden someterse a un tamizaje para el rasgo deseado para
el marcador genético.

Las células que sobreviven a la exposicion a un agente selectivo, o
las ceélulas que han recibido un puntaje positivo en un ensayo de
tamizaje, pueden cultivarse en un medio que apoya la regeneracién de
las plantas. En una modalidad, cualquier medio de cultivo de tejidos de
plantas adecuado puede modificarse mediante la introduccién de
sustancias adicionales, tales como reguladores del crecimiento. El tejido
puede mantenerse en un medio basico con reguladores del crecimiento
hasta que se disponga de suficiente tejido para comenzar los esfuerzos
de regeneracion de plantas, o después de repetidas rondas de seleccidn
manual, hasta que la morfologia del tejido sea la adecuada para la
regeneracion (por ejemplo, por lo menos 2 semanas), luego se transfiere
a un medio para propiciar la formacion de brotes. Los cultivos se
transfieren periodicamente hasta que se formen suficiente brotes. Una
vez que se forman los brotes, se transfieren a medios que conducen a
propician la formacién de raices. Una vez que se han formado forman

suficientes raices, las plantas pueden transferirse al suelo para mayor
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crecimiento y madurez.

Confirmacion molecular

Una célula transformada de la planta, callos, tejido o planta pueden
identificarse y aislarse mediante seleccion o tamizaje del material de
planta disefiado mediante ingenieria genética para los rasgos
codificados por los genes marcadores presentes en el ADN de
transformacién. Por ejemplo, la seleccion puede efectuarse mediante el
cultivo del material de planta disefiado mediante ingenieria genética en
un medio que contiene una cantidad inhibidora del antibiético o
herbicida al cual el constructo génico de transformacion confiere una
resistencia. Ademas, las plantas y las células de plantas transformadas
también pueden identificarse mediante el tamizaje para las actividades
de cualquier gen marcador visible (por ejemplo, los genes de B-
glucuronidasa, luciferasa o gfp) que puedan encontrarse en los
constructos de acido nucleico recombinante. Tales metodologias de
seleccion y de tamizaje son bien conocidos por los expertos en la
técnica. Los métodos para la confirmacion molecular que pueden usarse
para identificar plantas transgénicas son conocidos por el experto en la
técnica. Varios métodos ilustrativos se describen ademas a
continuacion.

Se han descrito balizas moleculares para su uso en la deteccién de
secuencias. En pocas palabras, se disefia una sonda de oligonucledétidos
FRET que se superpone a la unién del ADN gendmico flanqueante y del

inserto. La estructura unica de la sonda FRET resulta en que esta
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contiene wuna estructura secundaria que mantiene las porciones
fluorescentes y de apagado en estrecha proximidad. La sonda FRET y
los cebadores de PCR (un cebador en la secuencia de ADN del inserto y
uno en la secuencia gendédmica flanqueante) se someten a ciclos en
presencia de una polimerasa termoestable y de los dNTP. Después de la
amplificacion por PCR exitosa, la hibridacion de la(s) sonda(s) FRET
con la secuencia objetivo tiene como resultado la eliminacién de la
estructura secundaria de la sonda y la separacién espacial de las
porciones fluorescentes y de apagado. Una sefal fluorescente indica la
presencia de la secuencia gendmica flanqueante/inserto de transgén
debido a la amplificacion e hibridacion exitosas. Un ensayo de baliza
molecular para la deteccién como una reacciéon de amplificaciéon es una
modalidad de la presente descripcion.

El ensayo de sonda por hidrolisis, también conocido como
TAQMAN® (Life Technologies, Foster Citi, Calif.), es un método para
detectar y cuantificar la presencia de una secuencia de ADN. En pocas
palabras, se disefa una sonda de oligonucledtidos FRET con un oligo
dentro del transgén y uno en la secuencia genédmica flanqueante para la
deteccion especifica del evento. La sonda FRET y los cebadores de PCR
(un cebador en la secuencia del inserto de ADN y uno en la secuencia
genomica flanqueante) se someten a ciclos en presencia de una
polimerasa termoestable y los dNTP. La hibridaciéon de la sonda FRET
tiene como resultado la escision y liberacién de la porcion fluorescente
con respecto a la porcion de desactivacién en la sonda FRET. Una sefal

fluorescente indica la presencia de la secuencia de inserto
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flanqueante/transgén debido a la amplificacién e hibridacion exitosas.
Un ensayo de sonda por hidrdlisis para la deteccion de una reaccién de
amplificaciéon es una modalidad de la presente descripcion.

Los ensayos KASPar® son un método para detectar y cuantificar la
presencia de una secuencia de ADN. En pocas palabras, la muestra de
ADN gendémico que comprende el polinucle6tido de casete de expresion
génica integrado se tamiza mediante un ensayo basado en la reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR) conocido como sistema de ensayo
KASPar®. El ensayo Kaspar® usado en la practica de la presente
descripcién puede utilizar una mezcla de ensayo de PCR de KASPar®
que contiene multiples cebadores. Los cebadores usados en la mezcla
del ensayo de PCR pueden comprender por lo menos un cebador directo
y por lo menos un cebador inverso. El cebador directo contiene una
secuencia correspondiente a una region especifica del polinucled6tido del
ADN, y el cebador inverso contiene una secuencia correspondiente a
una region especifica de la secuencia genémica. Ademas, los cebadores
usados en la mezcla del ensayo de PCR pueden comprender por lo
menos un cebador directo y por lo menos un cebador inverso. Por
ejemplo, la mezcla del ensayo de PCR de KASPar® puede usar dos
cebadores directos correspondientes a dos alelos diferentes y un
cebador inverso. Uno de los cebadores directos contiene una secuencia
correspondiente a una region especifica de la secuencia gendmica
endégena. ElI segundo cebador directo contiene una secuencia
correspondiente a una region especifica del polinucleétido de ADN. EI

cebador inverso contiene una secuencia correspondiente a una regién
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especifica de la secuencia gendmica. Un ensayo KASPar® de este tipo
para la deteccion de una reaccién de amplificacion es una modalidad de
la presente descripcién.

En algunas modalidades la sefial fluorescente o colorante
fluorescente se selecciona del grupo que consiste en un colorante HEX
fluorescente, un colorante FAM fluorescente, un colorante JOE
fluorescente, un colorante TET fluorescente, un colorante Cy 3
fluorescente, un tinte Cy 3.5 fluorescente, un colorante Cy 5
fluorescente, un colorante Cy 5.5 fluorescente, un colorante Cy 7
fluorescente y un colorante ROX fluorescente.

En otras modalidades se lleva a cabo la reaccién de amplificacion
mediante el uso de colorantes de ADN fluorescentes secundarios
adecuados que son capaces de teiir el ADN celular en un intervalo de
concentracion detectable mediante citometria de flujo, y que tienen un
espectro de emision fluorescente que es detectable mediante un
termociclador en tiempo real. Se apreciara por los expertos en la técnica
que se conocen otros colorantes de acido nucleico se identifican de
manera continua. Puede emplearse cualquier colorante de acido
nucleico adecuado con espectros de excitacién y emision adecuados,
tales como YO-PRO-1®, SYTOX Green®, SYBR Green I®, SYTO11®,
SYTO12®, SYTO13®, BOBO®, YOYO® y TOTO®. En una modalidad, se
utiliza un segundo colorante de ADN fluorescente es SYTO13® utilizado
a menos de 10 yM, menos de 4 yM, o menos de 2,7 yM.

En modalidades adicionales, la Secuenciacion de la Generacion

Siguiente (NGS) puede utilizarse para la deteccion. Como describen



10

15

20

25

90

Brautigma et al., 2010, el analisis de secuencia de ADN puede usarse
para determinar la secuencia de nucleétidos del fragmento aislado vy
amplificado. Los fragmentos amplificados pueden aislarse y subclonarse
en un vector y secuenciarse mediante el método de terminador de
cadena (que también recibe la denominacion de secuenciacién de
Sanger) o secuenciacion de terminacion de terminador colorante. Por
otra parte, el amplicon puede secuenciarse mediante la Secuenciaciéon
de Generacion Siguiente. Las tecnologias NGS no requieren la etapa de
la subclonacién y las multiples lecturas de secuenciacién pueden
completarse en una Uunica reaccién. Tres plataformas de NGS, el
Genome Sequencer FLX™ de 454 Life Sciences / Roche, el Illumina
Genome Analyser™ de Solexa y el Applied Biosystems’ SOLiD™
(abreviatura de: ‘Sequencing by Oligobinding and Detection’) se
encuentran comercialmente disponibles. Por otra parte, se han
desarrollado actualmente dos métodos de secuenciacién de moléculas
Gnicas. Los mismos incluyen la Secuenciaciéon de Molécula Unica (tSMS)
de Helicos Bioscience™ vy l|la secuenciacion de molécula uUnica Real
Time™ (SMRT) de Pacific Biosciences.

El Genome Sequencher FLX™ que comercializa por 454 Life
Sciences/Roche es un NGS de lectura larga, que usa PCR de emulsion y
pirosecuenciacion para generar lecturas de secuenciacién. Pueden
usarse fragmentos de ADN de 300-800 pb o bibliotecas que contienen
fragmentos de 3-20 kb. Las reacciones pueden producir mas de un
millon de lecturas de aproximadamente 250 a 400 bases por corrida para

un rendimiento total de 250 a 400 megabases. Esta tecnologia produce



10

15

20

25

91

las lecturas mas largas pero la salida total de secuencias por corrida es
baja en comparacion con otras tecnologias de NGS.

El [llumina Genome Analyser™ que se comercializa por Solexa™ es
un NGS de lectura corta que usa un secuenciacion por enfoque de
sintesis con nucledétidos terminadores reversibles etiquetados con
colorante fluorescente y se basa en PCR de puente en fase sodlida.
Puede usarse la construccion de bibliotecas de secuenciacion de
extremos apareados que contienen fragmentos de ADN de hasta 10 kb.
Las reacciones producen mas de 100 millones de lecturas cortas que
tienen una longitud de 35-76 bases de longitud. Estos datos pueden
producir de 3—-6 gigabases por corrida.

El sistema de secuenciacion por Ligacion y Deteccién de Oligos
(SOLiID) comercializado por Applied Biosistems™ es una tecnologia de
lectura corta. Esta tecnologia NGS usa ADN bicatenario fragmentado
que tiene una longitud de hasta 10 kb. El sistema usa la secuenciacién
por ligacion de cebadores oligonucledétidos etiquetados con colorante y
PCR de emulsion para generar un billon de lecturas cortas que resulta
en una salida de secuencias total de hasta 30 gigabases por corrida.

ElI tSMS de Helicos Bioscience™ vy el SMRT de Pacific
Biosciences™ aplican un enfoque diferente que usa moléculas de ADN
Unicas para las reacciones de secuencias. El sistema tSMS Helicos™
produce hasta 800 millones de lecturas cortas que resultan en 21
gigabases por corrida. Estas reacciones se completan mediante el uso
de nucleétidos terminadores virtuales etiquetados con colorante

fluorescente que se describen como un enfoque de “secuenciaciéon por
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sintesis”.

El sistema de Secuenciacion de Generacion Siguiente SMRT
comercializado por Pacific Biosciences™ usa una secuenciacion en
tiempo real por sintesis. Esta tecnologia puede producir lecturas de
hasta 1,000 pb como resultado de no estar limitado por terminador
reversibles. Una salida de lecturas en bruto que es equivalente a una
cobertura de una vez de un genoma humano diploide, y puede
producirse por dia mediante el uso de esta tecnologia.

En otra modalidad, la deteccion puede completarse mediante el uso
de ensayos por transferencia de membrana que incluye transferencias
por membrana de Western, transferencias por membrana de Northern y
membranas de Southern. Tales ensayos de transferencia se usan
comunmente en la investigacion biolégica para identificacion vy
cuantificacion de muestras bioldgicas. Estos ensayos incluyen separar
primero los componentes de l|las muestras en geles mediante
electroforesis, seguido por Ila transferencia de los componentes
separados electroforéticamente desde los geles hasta membranas de
transferencia que se elaboran de materiales tales como nitrocelulosa,
fluoruro de polivinilideno (PVDF) o nylon. Los analitos pueden
detectarse directamente sobre estos soportes o dirigirse a regiones
especificas sobre los soportes mediante la aplicacion de un vacio,
accioén capilar o presion, sin separacién preliminar. Las membranas de
transferencia se someten comunmente a un tratamiento postransferencia
para potenciar la capacidad de los analitos de diferenciarse entre si y de

detectarse, ya sea visualmente sea o mediante lectores automatizados.
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En otra modalidad la deteccién puede completarse mediante el uso
de un ensayo ELISA, que usa un inmunoensayo de enzima en fase
so6lida para detectar la presencia de una sustancia, usualmente un
antigeno, en una muestra liquida o en una muestra humeda. Los
antigenos de la muestra se fijan después a una superficie de una placa.
Después, se aplica un anticuerpo especifico adicional sobre |la superficie
de manera tal que puede ligarse al antigeno. Este anticuerpo se une a
una enzima, y, en la etapa final, se anade una sustancia que contiene el
sustrato de la enzima. La reaccion posterior produce una sefial

detectable, mas cominmente un cambio de color en el sustrato.

Plantas transgénicas

En una modalidad, una planta, tejido de planta o célula de planta
comprende un promotor de un gen similar al de metalotioneina (mtl) de
Brachypodium distachyon. En una modalidad una planta, tejido de
planta, o célula de planta comprende el promotor de un gen similar al de
metalotioneina (mtl) de Brachypodium distachyon de una secuencia
seleccionada de la SEQ ID NO: 1 o una secuencia que tiene una
identidad de secuencia de por lo menos el 80%, 85%, 90%, 95% o0 99,5%
con respecto a una secuencia seleccionada entre la SEQID NO: 1. En
una modalidad una planta, tejido de planta o célula de planta comprende
el promotor de un gen similar al de metalotioneina (mtl) de
Brachypodium distachyon de una secuencia seleccionada de la SEQ ID
NO: 1 o una secuencia que tiene una identidad de secuencia del 80%,

85%, 90%, 95% o 99,5% con respecto a una secuencia seleccionada
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entre la SEQ ID NO: 1. En otra modalidad, una planta, tejido de planta o
célula de planta comprende la 3’-UTR del gen similar al de
metalotioneina (mtl) de Brachypodium distachyon consistente en una
secuencia seleccionada de la SEQ ID NO:3 o una secuencia que tiene
una identidad de secuencia de por lo menos el 80%, 85%, 90%, 95% o
99,5% con respecto a una secuencia seleccionada de la SEQ ID NO: 3.
En otra modalidad una planta, tejido de planta o célula de planta
comprende la 3’-UTR del gen similar al de metalotioneina (mtl) de
Brachypodium distachyon consiste en una secuencia seleccionada entre
la SEQ ID NO: 3 o una secuencia que tiene una identidad de secuencia
del 80%, 85%, 90%, 95% o 99,5% con respecto a una secuencia
seleccionada entre la SEQ ID NO: 3. En una modalidad, una planta,
tejido de planta o célula de planta comprende un casete de expresion
génica que comprende una secuencia seleccionada de la SEQ ID NO: 1
0 una secuencia que tiene una identidad de secuencia de por lo menos
el 80%, 85%, 90%, 95% o 99,5% con respecto a una secuencia
seleccionada entre la SEQ ID NO: 1 que se une operativamente a un
transgén no similar a metalotioneina de Brachypodium distachyon. En
una modalidad, una planta, tejido de planta o célula de planta
comprende un casete de expresiéon génica que comprende una secuencia
seleccionada entre la SEQ ID NO: 1 o una secuencia que tiene una
identidad de secuencia del 80%, 85%, 90%, 95% o0 99,5% con respecto a
una secuencia seleccionada entre la SEQ ID NO: 1 que se une
operativamente a un transgén no similar a metalotioneina de

Brachypodium distachyon. En una modalidad ilustrativa, una planta,
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tejido de planta o célula de planta comprende un casete de expresion
génica que comprende un promotor similar al de metalotioneina (mt/) de
Brachypodium distachyon que se une operativamente a un transgén, en
donde el transgén puede ser un transgén de resistencia a insecticidas,
un transgén de tolerancia a herbicidas, un transgén de eficiencia en el
uso de nitrégeno, un transgén de eficiencia en el uso del agua, un
transgén de calidad nutricional, un transgén de uniéon al ADN, un
transgén de marcador seleccionable o combinaciones de éstos.

De acuerdo con una modalidad se proporciona una planta, tejido de
planta o célula de planta, en donde la planta, tejido de planta o célula
de planta comprende una secuencia promotora no enddégena derivada
del gen similar al de metalotioneina (mtl/) de Brachypodium distachyon
unida operativamente a un transgén, en donde el promotor derivado de
un gen similar al de metalotioneina (mtl) de Brachypodium distachyon
comprende una secuencia SEQ ID NO: 1 o una secuencia que tiene una
identidad de secuencia del 80%, 85%, 90%, 95% o0 99,5% con respecto a
la SEQ ID NO: 1. En una modalidad se proporciona una planta, tejido de
planta o célula de planta en donde la planta, tejido de planta o célula de
planta comprende la SEQ ID NO: 1 o una secuencia que tiene por lo
menos una identidad de secuencia del 80%, 85%, 90%, 95% o 99,5%
con respecto a la SEQ ID NO: 1 unida operativamente a un transgén
similar al de metalotioneina de Brachypodium distachyon. En una
modalidad se proporciona una planta, tejido de planta o célula de planta
en donde la planta, tejido de planta o célula de planta comprende la

SEQ ID NO: 1 o una secuencia que tiene una identidad de secuencia del
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80%, 85%, 90%, 95% o 99,5% con respecto a la SEQ ID NO: 1 unida
operativamente a un transgén similar al de metalotioneina de
Brachypodium distachyon. En una modalidad la planta, tejido de la
planta, o célula de Ila planta es wuna planta dicotiledénea o
monocotiledonea o una célula o tejido derivados de una planta
dicotiledénea o monocotiledénea. En una modalidad la planta se
selecciona del grupo consistente en maiz, trigo, arroz, sorgo, avena,
centeno, banana, cafa de azucar, frijol de soya, algoddn, girasol, vy
canola. En una modalidad la planta es Zea mays. De acuerdo con una
modalidad la planta, tejido de planta o célula de planta comprende la
SEQ ID NO: 1 o una secuencia que tiene una identidad de secuencia del
80%, 85%, 90%, 95% o0 99,5% con respecto a la SEQ ID NO: 1 unida
operativamente a un transgén similar al de metalotioneina de
Brachypodium distachyon. En una modalidad la planta es Zea mays. De
acuerdo con una modalidad la planta, tejido de planta o célula de planta
comprende la SEQ ID NO: 1 o una secuencia que tiene por lo menos una
identidad de secuencia del 80%, 85%, 90%, 95% o0 99,5% con la SEQ ID
NO: 1 unida operativamente a un transgén no similar al de
metalotioneina de Brachypodium distachyon. En una modalidad Ia
planta, tejido de planta o célula de planta comprende un promotor unido
operativamente a un transgén en donde el promotor consiste en la SEQ
ID NO: 1 o en una secuencia que tiene una identidad de secuencia del
80%, 85%, 90%, 95% o0 99,5% con respecto a la SEQ ID NO: 1. En una
modalidad la planta, tejido de planta o célula de planta comprende un

promotor unido operativamente a un transgén en donde el promotor
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consiste en la SEQ ID NO: 1 0 en una secuencia que tiene por lo menos
una identidad de secuencia del 80%, 85%, 90%, 95% o 99,5% con
respecto a la SEQ ID NO:1. De acuerdo con una modalidad el constructo
geénico que comprende la secuencia promotora derivada similar al de
metalotioneina de Brachypodium distachyon unida operativamente a un
transgén se incorpora en el genoma de la planta, tejido de planta o
célula de planta.

En una modalidad se proporciona una planta, tejido de planta o
célula de planta no Brachypodium que comprende la SEQ ID NO: 1 o una
secuencia que tiene por lo menos una identidad de secuencia del 80%,
85%, 90%, 95% o 99,5% con respecto a la SEQ ID NO: 1, unida
operativamente a un transgén. En una modalidad se proporciona una
planta, tejido de planta, o célula de planta no Brachypodium, que
comprende la SEQ ID NO: 1 o una secuencia que tiene una identidad de
secuencia del 80%, 85%, 90%, 95% o 99,5% con respecto a la SEQ ID
NO: 1, unida operativamente a un transgén. De acuerdo con una
modalidad la planta, tejido de planta o célula de planta no Brachypodium
es una planta, célula de planta o tejido de planta monocotiledénea o
dicotileddénea derivadas de una planta monocotiledéonea o dicotiledénea.
En una modalidad la planta se selecciona del grupo consistente en maiz,
trigo, arroz, sorgo, avena, centeno, bananas, cafia de azucar, frijol de
soya, algodon, girasol y canola. En una modalidad la planta es Zea
mays. De acuerdo con una modalidad la secuencia promotora unida
operativamente a un transgén se incorpora en el genoma de la planta,

tejido de planta o célula de planta.
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En una modalidad se proporciona una planta, tejido de planta o
célula de planta no Brachypodium que comprende la SEQ ID NO: 1 o una
secuencia que tiene por lo menos una identidad de secuencia del 80%,
85%, 90%, 95% o 99,5% con respecto a la SEQ ID NO: 1, unida
operativamente al extremo 5' de un transgén y una secuencia 3' no
traducida que comprende la SEQ ID NO: 3 o una secuencia que tiene
por lo menos una identidad de secuencia del 80%, 85%, 90%, 95% o
99,5% con respecto a la SEQ ID NO: 3, en donde la secuencia 3’ no
traducida se une operativamente a dicho transgén. De acuerdo con una
modalidad la planta, tejido de planta o célula de planta no Brachypodium
es una planta dicotiledonea o monocotiledonea o es un tejido de planta
o célula derivada de una planta dicotiledéonea o monocotiledénea. En
una modalidad la planta se selecciona del grupo consistente en maiz,
trigo, arroz, sorgo, avena, centeno, bananas, cafia de azucar, frijol de
soya, algodon, girasol y canola. En una modalidad la planta es Zea
mays. De acuerdo con una modalidad la secuencia promotora unida
operativamente a un transgén se incorpora en el genoma de la planta,
tejido de planta o célula de planta.

En una modalidad, una planta, tejido de planta o célula de planta
de acuerdo con los métodos derivados en la presente puede ser una
planta monocotiledonea. La planta, tejido de planta o célula de planta
monocotiledoneas puede ser sin limitacién maiz, arroz, trigo, cafa de
azucar, cebada, sorgo, orquideas, bambu, banana, anea, lilas, avena,
cebolla, mijo, césped comun, césped, y triticale.

En una modalidad, una planta, tejido de planta o célula de planta
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de acuerdo con los métodos divulgados en la presente pueden ser una
planta dicotiledéonea. La planta, tejido de planta, o célula de planta
dicotileddénea, puede ser sin limitacion alfalfa, colza, canola, mostaza
india, mostaza etiope, soja, girasol, algodén, garbanzos, broécoli,
lechuga, coliflor, apio, pepino, berenjena, lechuga, melones, duraznos,
pimiento, mani, papa, calabaza, rabanos, espinacas, remolacha
azucarera, tabaco, tomate y sandia.

Un experto en la materia reconocera que después de haberse
incorporado la secuencia exbégena establemente en plantas transgénicas
y de haberse confirmado que es operable, puede introducirse en otras
plantas mediante el cruce sexual. Puede usarse cualquier cantidad de
técnicas de cultivos selectivo standard, en funciéon de l|la especie a
cruzar.

La presente descripcion también abarca semillas de las plantas
transgénicas descritas anteriormente, en donde la semilla tiene el
transgén o constructo génico que contiene los elementos reguladores
del gen de la presente descripcién. La presente revelacién abarca
ademas la progenie, clones, lineas celulares o células de las plantas
transgénicas descritas anteriormente en donde dicha progenie, clon,
linea celular o célula tiene el transgén o constructo génico que contiene
los elementos reguladores del gen de la presente descripcién.

La presente descripcion también abarca el cultivo de las plantas
transgénicas descritas anteriormente, en donde la planta transgénica
tiene el transgén o constructo de gen que contiene los elementos

reguladores de los genes de la presente descripcion. Por lo tanto, tales
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plantas transgénicas pueden disefarse mediante ingenieria genética
para tener, entre otros, uno o mas rasgos o eventos transgénicos que
contienen los elementos reguladores de los genes de la presente
descripciéon, mediante su transformacion con moléculas de acido
nucleico de acuerdo con la invencién, y pueden cultivarse mediante

cualquier método conocido por el experto en la técnica.

Método para expresar un transgén

En una modalidad, un método para expresar por lo menos un
transgén en una planta comprende cultivar una planta que comprende un
promotor de un gen similar al de metalotioneina (mt/) de Brachypodium
distachyon unido operativamente a por lo menos una secuencia de
transgén o de policonector. En una modalidad, un método para expresar
por lo menos un transgén en una planta que comprende cultivar una
planta que comprende una 3’-UTR del gen similar al de metalotioneina
(mtl) de Brachypodium distachyon unido operativamente a por lo menos
una secuencia de transgén o un policonector. En una modalidad el
promotor de un gen similar al de metalotioneina (mt/) de Brachypodium
distachyon consiste en una secuencia seleccionada de la SEQ ID NO: 1
0 una secuencia que tiene una identidad de secuencia de por lo menos
el 80%, 85%, 90%, 95% o 99,5% con respecto a una secuencia
seleccionada entre la SEQID NO: 1. En otra modalidad la 3’-UTR del gen
similar a metalotioneina (mtl/) de Brachypodium distachyon consiste en
una secuencia seleccionada de la SEQ ID NO: 3 o una secuencia que

tiene una identidad de secuencia de por lo menos el 80%, 85%, 90%,
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95% o0 99,5% con respecto a una secuencia seleccionada entre la SEQ
ID NO: 3. En una modalidad, un método para expresar por lo menos un
transgén en una planta que comprende cultivar una planta que
comprende un promotor de un gen similar al de metalotioneina (mtl) de
Brachypodium distachyon y wuna 3’-UTR del gen similar al de
metalotioneina (mtl/) de Brachypodium distachyon unido operativamente
a por lo menos un transgén. En una modalidad, un método para expresar
por lo menos un transgén en un tejido de planta o célula de planta que
comprende cultivar un tejido de planta o célula de planta que comprende
un promotor unido operativamente a por lo menos un transgén. En una
modalidad, un método para expresar por lo menos un transgén en un
tejido de planta o célula de planta que comprende cultivar un tejido de
planta o célula de planta que comprende una 3’-UTR del gen similar al
de metalotioneina (mtl) de Brachypodium distachyon unido
operativamente a por lo menos un transgén. En una modalidad, un
método para expresar por lo menos un transgén en un tejido de planta o
célula de planta que comprende cultivar un tejido de planta o célula de
planta que comprende wun promotor de un gen similar al de
metalotioneina (mtl) de Brachypodium distachyon y una 3’-UTR del gen
similar a metalotioneina (mtl) de Brachypodium distachyon unido
operativamente a por lo menos un transgén.

En una modalidad, un método para expresar por lo menos un
transgén en una planta comprende cultivar una planta que comprende un
casete de expresion génica que comprende un promotor de un gen

similar al de metalotioneina (mtl/) de Brachypodium distachyon unido
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operativamente a por lo menos un transgén. En una modalidad el
promotor de un gen similar al de metalotioneina (mtl) de Brachypodium
distachyon consiste en una secuencia seleccionada de la SEQ ID NO: 1
0 una secuencia que tiene una identidad de secuencia de por lo menos
el 80%, 85%, 90%, 95% o 99,5% con respecto a una secuencia
seleccionada de la SEQ ID NO: 1. En una modalidad el promotor de un
gen similar al de metalotioneina (mtl) de Brachypodium distachyon
consiste en una secuencia seleccionada de la SEQ ID NO: 1 o una
secuencia que tiene una identidad de secuencia del 80%, 85%, 90%,
95% o0 99,5% con respecto a una secuencia seleccionada de la SEQ ID
NO: 1. En otra modalidad la 3’-UTR del gen similar al de metalotioneina
(mtl) de Brachypodium distachyon consiste en wuna secuencia
seleccionada de la SEQ ID NO: 3 o una secuencia que tiene una
identidad de secuencia de por lo menos el 80%, 85%, 90%, 95% o0 99,5%
con respecto a una secuencia seleccionada de la SEQ ID NO: 3. En otra
modalidad la 3’-UTR del gen similar al de metalotioneina (mtl) de
Brachypodium distachyon consiste en una secuencia seleccionada de la
SEQ ID NO: 3 o una secuencia que tiene una identidad de secuencia del
80%, 85%, 90%, 95% o 99,5% con respecto a una secuencia
seleccionada de la SEQ ID NO: 3. En una modalidad, un método para
expresar por lo menos un transgén en una planta comprende cultivar una
planta que comprende un casete de expresiéon génica que comprende un
promotor de un gen similar al de metalotioneina (mt/) de Brachypodium
distachyon y una 3’-UTR del gen similar al de metalotioneina (mtl) de

Brachypodium distachyon unido operativamente a por o menos un
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transgén. En una modalidad, un método para expresar por lo menos un
transgén en una planta comprende cultivar una planta que comprende un
casete de expresion génica que comprende una 3’-UTR del gen similar
al de metalotioneina (mtl) de Brachypodium distachyon unido
operativamente a por lo menos un transgén. En una modalidad, un
método para expresar por lo menos un transgén en un tejido de planta o
célula de planta comprende cultivar un tejido de planta o célula de
planta que comprende un casete de expresion génica que contiene un
promotor de un gen similar al de metalotioneina (mt/) de Brachypodium
distachyon unido operativamente a por lo menos un transgén. En una
modalidad, un método para expresar por lo menos un transgén en un
tejido de planta o célula de planta comprende cultivar un tejido de planta
o célula de planta que comprende un casete de expresion génica que
contiene la 3’-UTR del gen similar al de metalotioneina (mtl/) de
Brachypodium distachyon unido operativamente a por o menos un
transgén. En una modalidad, un método para expresar por lo menos un
transgén en un tejido de planta o célula de planta comprende cultivar un
tejido de planta o célula de planta que comprende un casete de
expresiéon génica, un promotor de un gen similar al de metalotioneina
(mtl) de Brachypodium distachyon y una 3'-UTR del gen similar al de
metalotioneina (mtl/) de Brachypodium distachyon unido operativamente
a por lo menos un transgén.

Los siguientes ejemplos se proporcionan para ilustrar determinadas
caracteristicas y/o modalidades particulares. Los ejemplos no deberian

construirse para limitar la a las caracteristicas o modalidades
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particulares ejemplificadas.

Ejemplos

Ejemplo 1: Un promotor de un gen similar al de metalotioneina (mtl)
de Brachypodium distachyon (mtl)

El promotor de un gen similar al de metalotioneina (mt/) de
Brachypodium distachyon (SEQ ID NO: 1) es una secuencia de
polinucleétidos de 2,000 pb que se identificé de la secuencia de ADN
gendémico (gADN) de Brachypodium distachyon. La secuencia promotora
se identific6 mediante la busqueda en la base de datos BLAST de
Phytozomas (Goodstein et al., 2012) con un gen similar al de
metalotioneina (mt/) de Zea mays. Los aciertos resultantes se analizaron
y se seleccion6 una unica secuencia codificante para analisis adicional.
En base a la evaluacién de la secuencia cromosdmica contigua que
abarcaba millones de pares de bases, se identificé una secuencia de
polinucledtidos de 2,000 pb y se aislé para su uso en la expresion de
secuencias codificantes heterdlogas. Esta novedosa secuencia de
polinucledtidos se analizé para su uso como una secuencia reguladora
para impulsar la expresion de un gen. Como se muestra en la secuencia
(SEQ ID NO: 2) mas adelante, el promotor de un gen similar al de
metalotioneina (mtl) de Brachypodium distachyon de 2,000 pb de la SEQ
ID NO: 1 se proporciona como pares de base 1 — 2,000. La secuencia
codificante del gen mtl nativo de la SEQ ID NO: 6 se proporciona como
pares de base 2.001 - 2,345. La 3’-UTR del gen similar al de

metalotioneina (mtl/) de Brachypodium distachyon de 1,002 pb de la SEQ
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ID NO: 3 se proporciona como pares de base 2,346 — 3,347. Por lo
tanto, la SEQ ID NO: 2 se proporciona como sigue:

tttcgtgtgcttacttggggcttcctttgggecctgcggaagcagacggcecgtgccagctgagaccgttggt
ggacaatgtggatggacgtctagcttcgtggaaggcccttctcctttccaagggaggatgactggtgcet
ggtcaagtccaccctgacagcgatgccggtctactcgatgatgtcactcgacctttcggacaagatca
tcaaaggggtggacaagatctgtcgtggtttcctttggcgtggtcagaaggacgctaaagggggggg
ggcattgtatggtggcttgggtcgtggtgtgttcgccgaagcctttcggtggactcggaattccaaatctt
cgcatgctcaacgaggccttgagggtccgctagaggtggcttgagagggtggacgattccaaaccat
gggtcggtttcaaggttgagacgcccagaggtctatgttatctttgaggcggccacttcctctttggtgg
gcgatggccggaagaccctcttctggaccgatcgttggctgcatggcgtctgttttcgagatgcgttcct
gatcctcgtgggccatgtttgccacaagtttttgcgcacgcgcacagtgcgggaggctctgcatggag
cgtggactggcgacatgggtccagacctaaagggaagctactcttgaggagttcctcactctctggga
ctggcttcgtggggtccaactggaagaagggagggccgactctcttcattggaactggtctcgtggtg
atagttactcggcaaagactgcttatgcgaatctcttcactggccgcatggttgacccgttagcggcetg
agatctagggcttcggagaggtgtcgtttcttcgtctggctcgcagttcgaaatagatgctagacggcg
gatcgcttgcgaggcgtgggcttccccaccctgacaagtgtcaggagatggagaccatttcccatcta
ctcttggggtgtgtcttggcgaggcaggtttgggagcecgcettgtgggecggcettggggacacgtggagtg
ggctccgaatgcggatgctactctgcgggaatggtggtcttctcticccttaccacggcgagcecccgga
gggacttccggacggggatcatacttgttctttggaccatttggtgccattggaatgatgtggccttcctt
gcagcttgtcgtgcttcgcctccaggaggagtttggtcggtgggcgcacgcecggcctctttaggggta
gagtgtctattccagccttgatggtgagtggttggatagctagcacatagtctttttttctctttcttgccact
tggtgatgttgtattgccgcttcggcgttgtactagccttctggctcttcttatttaatcgatgatgcacccg
ctgggtggcattcttgaaatttttttgagaaaatactcctacaaaggaagtacagtaatttgatacacaa
tgctttctctaaatacgaaaatacaaacatcctaatgttattccaactatgctactccctccgttcctaaa

ctcttatctttgtttttgttcaaatttgtaccaaacaacgacaaaaatttagtaacggaggaagtatatata
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cgaagtgataccaaataaggtgtttctttacttgaaagctagttcctctgaggtaaaagaaatgatgag
gatcaaggaaggcccatttcttgccggcacgcagttgccgaagtcagtagatttaaaatgacctcaca
tactgaagaaggaaagggaagttaaccacgccattgttgctttagcagaaagcaaccatatcctaatt
aacatcacagtacacgttgaaacggcagggcacgataattggtgaagactgattccagggagcatc
gtggcacgcaaaaacgcccttgccttgttcccttataaatagtggtgcagaagatacatttgtgatcac
catctcaaagcgcctctttattcccctttcatcttgagcttaagtactagagaaaaattaaggatgtcttg
cagctgtggatctggatgcagctgcggctcaaactgcacctgcgggtatgtatagatgcttaattctgtg
ttgcagattactacgtagctgctaataccatctaagtaatgacaatgctttctcatgatgatcaattttcat
ttgctgtgtggttcagcaagatgtaccctgacttggcagagaagagcggcggcacccagcaggcca
ccaccatgatcctcggcgttgcgectgctaaggcccagtttgaggaggccgccgagtccggtgagge
cggccatggctgcagctgcggcgccaactgcaagtgcgacccgtgcaactgctaagatgcacgceg
acgcgctgctgcttgtggtgtgtgtttgtgtgatctcgactgaataaaagggacacggtacatccgggg
ttggttggtgctcgagtcgagtgtgcaaggttgtgtggtttgccagctcttggtgtgtgtctccttgtgetca
tgtgacttgtgaaaccattaatagtaaccactttgtgcttgtgtgtgtgtgggcacctgtgtttctgtaatgg
tctatctggagtgaatatatacaagacaggtttgcctaaccatgccttttccttccttgaggtcatcgcecgce
caacacgaatgacgagaaccaatgatcttaggactatcaaatagacaatataactcagcatggagc
aatgtactgctaatgaacggtcctaatcaatacagttgggaagcagtaatcgatggaaaacacttcct
cagttcagaagggaacatgtagatgggaaagtaaacaggatatatagacacatgcagttaggtcta
ccacaagaagacatgccacaggactaaaaacagaagctgggtttggaacaacttatgcagacgct
agctatccagataaaccttagagaaacagctatgagaataagcgtctgaaatttgtagttgcctgtttg
gaatggcttatggacgacaagcttattttctggagtagcctacaagtacaagccaaggcacatgctgtt
ccaaactggcccatattttgcacaaccaaaggaaaagagacagtgacataagagcatctccagtga
ttcagtgagataccccaaagtcatccaaatgtccgtttcggccgaaatggacatgctggccagaaaa
acatctcccaatgggttaccccaaatagatattttgtatgtttitgtccggcccaatccccaaacatctcct

aaatttggggcaactttgcggtgtccagtgtccggtgtccgggcccacttctttttctcccaagcgagca
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tcttcctcccgaagcacgaagcccccgtce

Ejemplo 2: Construccién de vectores

Se construyeron los siguientes vectores para incorporar el promotor
de un gen similar al de metalotioneina (mtl) de Brachypodium distachyon
corriente arriba de un transgén. El constructo de vector pDAB120419
contenia un casete de expresién génica, en el que el transgén phi-yfp
(proteina fluorescente amarilla Phi); Clontech, Mountain View, CA) se
impulsd por el promotor de un gen similar al de metalotioneina (mtl/) de
Brachypodium distachyon de la SEQ ID NO: 1 y se flanqued por la 3’-
UTR del gen similar al de metalotioneina (mtl/) de Brachypodium
distachyon de la SEQ ID NO: 3. En la Figura 1 se muestra un diagrama
de este casete de expresidén génica, y se proporciona como SEQ ID NO:
4. EI vector también contenia un casete de expresion génica de
marcador seleccionable que contenia el transgén aad-1 (patente de los
EE.UU. num. 7,838,733) impulsado por el promotor de ubiquitina 1 de
Zea mays (Christensen et al., (1992) Plant Molecular Biology 18;
675-689) y se termind por la 3’-UTR de Lipasa de Zea mays (patente de
los EE.UU. num. 7,179,902). En la Figura 1 se muestra un casete de
expresion génica y se proporciona como la SEQ ID NO: 5. Este
constructo se construyé mediante la sintesis del promotor recién
disenado de un gen similar al de metalotioneina (mtl) de Brachypodium
distachyon por un proveedor externo (Geneart via Life Technologies,
Carlsbad, CA) y la clonacién del promotor en un vector dador Gateway™

(Life Technologies) mediante el uso del Kit de Clonaciéon y Ensamblaje
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GeneArt® Seamless (Life technologies) y enzimas de restriccion. El
vector dador resultante se integré en un vector de destino binario final
mediante el uso del sistema de clonacién Gateway™ (Life
Technologies). Se obtuvieron clones de pDAB120419 y se confirmaron a
través de la digestion por enzimas de restriccién y secuenciacion. El
constructo resultante contenia un promotor que podia impulsar
fuertemente |la expresién de transgenes que estaban unidos

operativamente al extremo 3’ del promotor.

Ejemplo 3: Elementos reguladores modificados del gen similar al de
metalotioneina (mtl) de Brachypodium distachyon

El promotor de un gen similar al de metalotioneina (mt/) de
Brachypodium distachyon de 2,000 pb de la SEQ ID NO: 1 se modifico
mediante alteraciones en la secuencia promotora. Se diseid una
variante y se proporcioné como la SEQ ID NO: 12. En la Figura 3 se
proporciona un alineamiento que compara el promotor de un gen similar
al de metalotioneina (mt/) de Brachypodium distachyon de la SEQ ID
NO: 1 y el promotor modificado de un gen similar al de metalotioneina
(mtl) de Brachypodium distachyon de la SEQ ID NO: 12. Como se
muestra en la Figura 3 las secuencias promotoras de polinucledtidos de
la SEQ ID NO: 1 y la SEQ ID NO: 12 comparten una identidad de
secuencia del 97,2%. En la presente se proporcionan nuevas secuencias
promotoras que se origina de un gen similar al de metalotioneina (mt/)
de los promotores de un gen similar al de metalotioneina (mtl/) de

Brachypodium distachyon de la SEQ ID NO: 1. En una modalidad, la
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novedosa secuencia de polinucleétidos de promotores de la SEQ ID NO:
12 pueden usarse en un casete de expresion génica para impulsar la
expresion de transgenes. En otro aspecto de esta modalidad, la
novedosa secuencia de polinucleétidos de promotores de la SEQ ID NO:
12 puede unirse operativamente a un gene de interés y flanqueado por
un 3’-UTR, por ejemplo la 3’-UTR de la SEQ ID NO: 3, y pueden usarse
en un casete de expresién génica para impulsar la expresién de
transgenes.

La 3'-UTR del gen similar al de metalotioneina (mtl) de
Brachypodium distachyon de 1,002 pb de la SEQ ID NO: 3 se modificé
mediante la introduccién de alteraciones en la secuencia de 3’-UTR. Se
disefaron nuevas variantes y se proporciona como SEQ ID NO: 17 y
SEQ ID NO: 18. En la Figura 5 se proporciona una alineacion que
compara el 3'-UTR del gen similar al de metalotioneina (mtl) de
Brachypodium distachyon modificado de la SEQ ID NO: 3 y las 3’-UTR
del gen similar al de metalotioneina (mtl) de Brachypodium distachyon
modificadas de la SEQ ID NO: 17 y SEQ ID NO: 18. Como se muestra en
la Figura 5 las secuencias de polinucle6tidos de 3’-UTR de la SEQ ID
NO: 3y SEQ ID NO: 17 comparten una identidad del 94,2%. En la Figura
5 se ilustran las secuencias de polinucleétidos de 3'-UTR de la SEQ ID
NO: 3 y SEQ ID NO: 18 que comparten una identidad de secuencia del
97,5%. Finalmente, en la Figura 5 se presentan las secuencias de
polinucledtidos de 3'-UTR de la SEQ ID NO: 18 y SEQ ID NO: 17 que
comparten una identidad de secuencia del 92,7%. En la presente se

proporciona una novedosa secuencia de 3'-UTR que se origin6 de la 3’-
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UTR del gen similar al de metalotioneina (mtl/) de Brachypodium
distachyon de la SEQ ID NO: 3. En una modalidad, la novedosa
secuencia de 3’-UTR de polinucleétidos de la SEQ ID NO: 17 puede
usarse en un casete de expresién génica para terminar la expresion de
transgenes. En otro aspecto de esta modalidad, la novedosa secuencia
de 3’-UTR de polinucledtidos de la SEQ ID NO: 17 puede unirse
operativamente a un transgén impulsado por un promotor, por ejemplo el
promotor de la SEQ ID NO: 1 y puede usarse en un casete de expresion
génica para impulsar la expresion de transgenes. En otra modalidad, la
novedosa secuencia 3’-UTR de polinucleétidos de la SEQ ID NO: 18
puede usarse en un casete de expresién génica para terminar la
expresion de transgenes. En otro aspecto de esta modalidad, la
novedosa secuencia 3'-UTR de polinucleétidos de la SEQ ID NO: 18
puede unirse operativamente a un transgén impulsado por un promotor,
por ejemplo el promotor de la SEQ ID NO: 1 y puede usarse en un

casete de expresién génica para impulsar la expresion de transgenes.

Ejemplo 4: Transformacién del maiz
Transformacion de Agrobacterium tumefaciens:

El vector de expresion binario se transformdé en la cepa de
Agrobacterium tumefaciens DAt13192 (cepa ternaria deficiente de RecA)
(publicacién de patente internacional num. WO02012016222). Se
seleccionaron colonias bacterianas, y el ADN de plasmido binario se

aislé y se confirmo mediante la digestién con enzimas de restriccion.
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Iniciacion del cultivo de Agrobacterium:

Unos cultivos de Agrobacterium se aplicaron a partir de existencias
de glicerol en medio minimo AB (Gelvin, S., 2006, Agrobacterium
Virulencia de Gene Induccién, en Wang, K., ed, Agrobacterium Protocols
Second Edition Vol 1, Humana Press, p 79; preparado sin sacarosa y
con 5 g/L de glucosa y 15 g/L de Bacto™ Agar) y se incub6 a 20 °C en la
oscuridad durante 3 dias. Los cultivos de Agrobacterium se aplicaron
después en una placa de medio YEP (Gelvin, S., 2006, Agrobacterium
Virulence Gene Induccion, en Wang, K., ed., Agrobacterium Protocols
Second Edicién Vol. 1, Humana Press, p. 79) y se incubd a 20 °C en la
oscuridad durante 1 dia.

En el dia de un experimento, se prepardé en un volumen adecuado
para la magnitud del experimento una mezcla de medio de inoculacién
(2,2 g/L de sales de MS, 68,4 g/L de sacarosa, 36 g/L de glucosa, 115
mg/L de L-prolina, 2 mg/L de glicina, 100 mg/L de L mio-inositol, 0,05
mg/L de &cido nicotinico, 0,5 mg/L de piridoxina HCI, 0,5 mg/L de
tiamina HCI) y acetosiringona. Una solucién 1 M de stock de
acetosiringona en 100% de sulféxido de dimetilo se afadié al medio de
inoculacién para preparar una concentracion final de acetosiringona de
200 mM.

Para cada constructo, 1-2 bucles de Agrobacterium de la placa de
YEP se suspendieron en 15 ml de la mezcla de medio de
inoculacién/acetosiringona dentro de un tubo de centrifugadora estéril,
descartable, de 50 ml, y se midid la densidad 6ptica de la soluciéon a 600

nm (ODeggo) en un espectrofotometro. La suspensién se diluyd después a
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0,25-0,35 de ODggg mediante el uso de la mezcla adicional de medio de
inoculacién/acetosiringona. El tubo de suspension de Agrobacterium se
colocé después en posicion horizontal en un agitador de plataforma
ajustado a aproximadamente a 75 rpm a temperatura ambiente durante

entre 1 a 4 horas antes de su uso.

Transformacion del maiz:

Los constructos experimentales se transformaron en maiz a través
de transformacién mediada por Agrobacterium de embriones inmaduros
aislados a partir de la linea endogamica, Zea mays cv B104. El método
usado es similar a los publicadas por Ishida et al, (1996) Nature
Biotechnol 14: 745-750 y Frame et al., (2006) Plant Cell Rep 25: 1024-
1034, pero con varias modificaciones y mejoras para hacer que el
método sea adaptable a una transformaciéon de alto rendimiento. Un
ejemplo de un método usado para producir un numero de eventos
transgénicos en el maiz puede encontrarse en la patente de los EE.UU.
num. 2013/0157369 A1, que comienza con las etapas de infeccion del
embrion y cocultivo.

Unas plantulas transgénicas putativas T, se trasplantaron desde
Phytatrays™ (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO) a pequefos potes de
material plastico de 3,5” (T. O. Plastics; Clearwater, MN) llenos con
medio de cultivo (Premix BX; Premier Tech Horticulture), recubierto con
humidomas (Arco Plastics Ltd.) y después se templé en una sala de
cultivo (28°C dia/24°C noche, fotoperiodo de 16 horas, 50-70% de

humedad relativa, intensidad de luz 200 pEm-2 sec-1). Cuando las
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plantas alcanzaron la etapa de desarrollo V3-V4 (3 o 4 collares de hojas
visibles), se trasplantaron en una mezcla de suelo Sunshine Custom
Blend 160 y cultivadas hasta floracion en el invernadero (Tipo de
exposicion a la luz: foto o asimilacion; limite de luz elevado: 1200 PAR;
longitud diurna 16 horas; 37°C dia/24°C noche). Las plantas se
analizaron para establecer el numero de copias de transgenes mediante
ensayos qPCR para lo cual se usaron cebadores disefiados para
detectar numeros relativos de copias y eventos de copias simples
putativos seleccionados para el progreso, se trasplantaron en macetas

de 5 galones.

Ejemplo 5: Confirmaciéon molecular del numero de copias

La integracion estable del transgén phi-yfp dentro del genoma de
las plantas transgénicas de Z. mays se confirmé6 a través de un ensayo
de sonda de hidrolisis. Las plantulas transgénicas de Z. mays
transformadas de forma estable que se desarrollaron de los callos se
obtuvieron y analizaron para identificar eventos que contenian un
numero de copias bajo (1-2 copias) de insertos de cadena T de longitud
total. Las plantulas identificadas se mandaron al invernadero y se
cultivaron.

El sistema Roche Light Cycler480™ se us6 para determinar el
niumero de copias de transgenes. El método usdé una reaccidén biplex
TagMan® que empleaba oligonucleétidos especificos del gen phi-yfp y
del gen de referencia endégeno de Z. mays, invertasa (numero de

acceso a Genbank: U16123.1), en un unico ensayo. Se determinaron el
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numero de copia y la cigosidad midiendo la intensidad de fluorescencia
especifica de phi-yfp, respecto de la fluorescencia especifica de
invertasa, en comparacion con los estandares conocidos del numero de
copias.

Se amplificd un fragmento de ADN especifico del gen phi-yfp con un
conjunto de cebador/sonda TagMan® que contenia una sonda marcada
con colorante fluorescente FAM™ vy la invertasa se amplificé con un
segundo conjunto de cebador/sonda TagMan® con contenido de una
sonda marcada con fluorescencia HEX™. Se determinaron el numero de
copias y la cigosidad de las muestras midiendo la intensidad relativa de
fluorescencia especifica del gen reportero, phi-yfp, para la fluorescencia
especifica del gen de referencia, invertasa, en comparaciéon con los

estandares conocidos del numero de copias.

Ejemplo 6: Confirmacién molecular de la expresién de la proteina
Extraccion de la proteina:

Se usaron placas Nunc® Maxi-Sorp de 96 pocillos (Thermo Fisher
Scientific Inc., Rockford, IL) para ELISA. Las placas se recubrieron con
anticuerpo monoclonal murino de captura anti-Phi-YFP (OriGene
Technologies Inc., Rockville, MD). El anticuerpo se diluyé en PBS (1
pg/mL) y se afiadieron 150 yL de PBS diluido por pocillo. Las placas se
incubaron durante la noche a 4 °C. Las placas se mantuvieron a
temperatura ambiente durante 20-30 minutos antes de lavar 4x con 350
puL de amortiguador de lavado [1x PBS suplementado con 0,05% de

Tween®-20 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)]. A continuacién, las placas
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se bloquearon con 200 pL por pocillo de amortiguador de bloqueo [1x
PBS suplementado con 0,05% de Tween®-20 mas 0,5% de BSA (Millipore
Probumin®)] durante un minimo de 1 hr a +37 °C seguido de 4x lavados
con 350 pL de amortiguador de lavado (Tomtec QuadraWash™ 2,
Tomtec, Inc., Hamden, CT).

Para el ELISA de Phi-YFP, se usé Phi-YFP Evrogen recombinante 1
mg/mL (Axxora LLC, Farmingdale, NY) como un estandar. Se usé una
curva estandar de ajuste de 5 parametros (entre 1 ng/ml y 0,125 ng/ml
de estandares) para asegurar que todos los datos entren en la porcién
lineal de la curva. A continuacién, se afiadieron 100 uL de estandar o
muestra al pocillo. Se usd una dilucion minima 1:4 de muestra en el
amortiguador de ensayo. Las placas se incubaron durante 1 hora a
temperatura ambiente en un agitador de placas (250 rpm; agitador de
placas de titulacién) seguido de 4x lavados con 350 yL de amortiguador
de lavado (Tomtec QuadraWash™ 2). Se afadieron aproximadamente
100 pyL de 1 pg/mL de anticuerpo primario anti-PhiYFP policlonal de
conejo Evrogen (Axxora) a cada pocillo. Las placas se incubaron durante
1 hr a temperatura ambiente en un agitador de placas a 250 rpm seguido
por 4x lavados con 350 pL de amortiguador de lavado (Tomtec
QuadraWash™ 2). A continuacion, 100 pyL de anticuerpo secundario HRP
de 1gG anticonejo (Thermo Scientific) se diluyeron 1:5000 en
amortiguador de bloqueo/de ensayo, que se anadié a cada pocillo. Las
placas se incubaron durante 1 hr a temperatura ambiente en un agitador
de placas a 250 rpm seguido por 4x lavados con 350 pL de amortiguador

de lavado (Tomtec QuadraWash™ 2). A continuacion, 100 pL de sustrato
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Pierce 1 Step Ultra TMB ELISA (Thermo Scientific) se anadié al pocillo
con moderada agitacion durante 10 minutos. La reacciéon se detuvo
afiadiendo 50 yL de H,SO,4 0,4 N. La absorbancia se leyé a 450 nm con
un filtro de referencia de 650 nm.

Los niveles de expresién de Phi-YFP se determinaron mediante
ELISA usando los kit de Acadia BioSciences (Portland, ME). Los
ensayos de ELISA se realizaron mediante el uso de multiples diluciones
de los extractos y mediante los reactivos y las instrucciones
proporcionadas por el proveedor. Los niveles de proteina se
normalizaron mediante el uso del ensayo de proteinas solubles totales,
realizados mediante el uso del reactivo de ensayo de proteinas de 660
nm proporcionado por Thermo Scientific y segun las instrucciones del

proveedor.

Ejemplo 7: Expresion de genes unidos operativamente al promotor
de un gen similar al de metalotioneina (mtl) de Brachypodium
distachyon

Las plantas de maiz se transformaron con un constructo de
expresiéon génica que contenia el promotor de un gen similar al de
metalotioneina (mt/) de Brachypodium distachyon como se describié
anteriormente. El analisis por ELISA confirmdé que el novedoso promotor
impulsd una expresion fuerte de un transgén. Las mediciones
cuantitativas de la proteina Phi-YFP obtenidas a partir de plantas
transgénicas que comprenden los novedosos constructos de promotor se

muestran en la TABLA 1. Los datos muestran que la proteina Phi-YFP en
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las plantas que contienen el novedoso promotor de un gen similar al de
metalotioneina (mt/) de Brachypodium distachyon (es decir,
pDAB120419) se expresa de manera preferible con mayor intensidad en

el tejido de las raices que en el tejido de las hojas.

S TABLA 1: Expresiéon TO del promotor MTL de B. distachyon, de Phi-

10

20

YFP y AAD1

Constructo Evento PhiYFP(ng/mg) AAD1(ng/mg)
Hoja Raiz Hoja Raiz

120419 120419[1]-002.001 3 ND 107 ND
120419 120419[1]-003.001 3 ND 116 ND
120419 120419[1]-005.001 3 ND 392 ND
120419 120419[1]-007.001 3 22 149 129
120419 120419[1]-010.001 3 ND 110 ND
120419 120419[1]-011.001 3 55 111 62
120419 120419[1]-014.001 3 ND 162 ND
120419 120419[1]-017.001 3 ND 324 ND
120419 120419[1]-018.001 3 607 412 372
15 120419 120419[1]-023.001 3 ND 103 ND
120419 120419[1]-024.001 3 ND 107 ND
120419 120419[1]-026.001 3 346 289 147
120419 120419[1]-027.001 3 234 415 177
120419 120419[1]-031.001 3 41 900 233
120419 120419[1]-032.001 3 ND 175 ND
120419 120419[1]-033.001 3 ND 313 ND
120419 120419[1]-035.001 3 79 651 210

ND- No se determind

Las plantas copia transgénicas unicas T, que contienen un evento
transgénico pDAB120419 establemente expresado se retrocruzaron con

25 plantas de maiz de tipo salvaje B104 para obtener semillas que se
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cultivaron hasta obtener plantas maduras. A partir de estas plantas
maduras, se usaron plantas T4 homocigotos para analisis a efectos de
determinar la expresion de la proteina AAD1 y Phi-YFP. Se usaron cinco
elementos por constructo y diez plantas por evento para el analisis de la
expresion de la proteina. Se usaron tres eventos por constructo y de
tres a cinco plantas por evento para la expresién en otros tipos de
tejidos. Se efectud el analisis de cigosidad para Phi-YFP y AAD1. Las
mediciones cuantitativas por ELISA de las proteinas Phi-YFP y AAD1
obtenidas a partir de diferentes tipos de tejido que incluian tejidos de
hojas, mazorca, Cascara, polen, raiz, estigma y tallos de plantas
transgénicas T, que comprenden novedosos constructos promotores se
muestran en la TABLA 2. Los datos confirmaron los resultados de la
expresion en las hojas T, y ademas demostraron que se obtuvo una
expresion elevada constante de proteina Phi-YFP primariamente en los
tipos de tejidos de raices de las plantas que contenian el novedoso
promotor (pDAB120419). Estos datos demuestran que el novedoso
promotor ilustrado en la presente impulsa la expresion preferencial en
las plantas y que este perfil de expresion es heredable desde una
primera generacion a una segunda generacién. Por lo tanto, el promotor
de un gen similar al de metalotioneina (mtl) de Brachypodium distachyon

es util para aplicaciones biotecnoldgicas.
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TABLA 2: Expresion de proteina en diferentes tipos de tejidos de

plantas de maiz transgénicas

Valor medio |Valor medio
Constructo Eventos Tejido de (Phi-YFP de (AAD1

ng/mg) ng/mg)
120419 120419[1]-002 Hoja V4 0,3 34,5
120419 120419[1]-002 Raiz V4 608,7 2419,7
120419 120419[1]-014 Hoja V4 0,0 32,4
120419 120419[1]-014 Raiz V4 418,0 2375,7
120419 120419[1]-023 | Mazorca R3 0,0 2794,7
120419 120419[1]-023 | Cascara R3 0,0 4495,0
120419 120419[1]-023 Hoja R3 47,4 1387,0
120419 120419[1]-023 Hoja V12 0,0 188,3
120419 120419[1]-023 Hoja V4 0,1 30,3
120419 120419[1]-023 Polen R3 0,0 1003,7
120419 120419[1]-023 Raiz R3 0,0 355,0
120419 120419[1]-023 Raiz V4 274,3 1536,0
120419 120419[1]-023 | Estigma R3 0,7 4515,0
120419 120419[1]-023 Tallo R3 1,7 6545,7
120419 120419[1]-024 | Mazorca R3 0,0 3615,7
120419 120419[1]-024 | Cascara R3 0,0 4998,3
120419 120419[1]-024 | Grano R® 0,0 2100,0
120419 120419[1]-024 Hoja R3 3,2 1498,2
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TABLA 2 Continuacién

120419 |120419[1]-024| Hoja V12 0,0 240,3
120419 |120419[1]-024| Hoja V4 0,9 38,8

120419 [120419[1]-024| Polen R® 0,0 4313,0
120419 |120419[1]-024| Raiz R3 0,0 964,7
120419 |120419[1]-024| Raiz V4 132,0 1001,0
120419 |120419[1]-024 | Estigma R3 0,3 7784,3
120419 |120419[1]-024| Tallo R3 0,0 5991,0
120419 |120419[1]-033 | Mazorca R3 0,0 4212,7
120419 |120419[1]-033 | Cascara R3 0,0 5691,0
120419 |120419[1]-033| Grano R3 0,0 1804,0
120419 |120419[1]-033| Hoja R3 0,3 1463,5
120419 |120419[1]-033| Hoja V12 0,0 398,4
120419 |120419[1]-033| Hoja V4 0,6 30,7

120419 |120419[1]-033| Polen R3 0,0 3759,3
120419 |120419[1]-033| Raiz R3 0,0 1461,0
120419 |120419[1]-033| Raiz V4 787,3 3445,0
120419 |120419[1]-033| Estigma R3 0,0 7656,3
120419 |120419[1]-033| Tallo R3 0,0 6670,0

Los resultados de ELISA de Phi-YFP indican que el elemento
regulador del promotor de un gen similar al de metalotioneina (mtl/) de
Brachypodium distachyon SEQ ID NO:1) impulsd una expresion preferida

en las partes subterraneas, especificamente en los tejidos de la raiz, de
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Phi-YFP en los eventos T, que se transformaron con el constructo,
pDAB120419. Se observé una expresién desdefiable de Phi-YFP por
elemento regulador de promotor de un gen similar a metalotioneina (mtl)
de Brachypodium distachyon en los tejidos de hoja de estos eventos
(TABLA 1 y TABLA 2). Los eventos producidos a partir de Ila
transformacién también expresaron la proteina AAD1 tanto en los tejidos
de las hojas como de las raices. La expresion de AAD1 dentro de estos
eventos sirvié como un control para comparar los niveles de expresidon
de Phi-YFP en diferentes tejidos. En resumen, el promotor de un gen
similar a metalotioneina (mt/) de Brachypodium distachyon se desarrolld
para una expresion fuerte de un transgén dentro de los tejidos

subterraneos en especies de plantas tales como el maiz.

Ejemplo 8: Transformaciéon en plantas de cultivo, de genes unidos
operativamente al promotor de un gen similar al de metalotioneina
(mtl) de Brachypodium distachyon

El frijol de soya puede transformarse con genes unidos
operativamente al promotor de un gen similar al de metalotioneina (mtl)
de Brachypodium distachyon mediante el uso de las mismas técnicas
anteriormente descritas en el Ejemplo #11 o Ejemplo #13 de la Solicitud
de patente WO 2007/053482.

El algodén puede transformarse con genes unidos operativamente
al promotor de un gen similar al de metalotioneina (mtl) de
Brachypodium distachyon mediante el uso de las mismas técnicas

anteriormente descritas en el Ejemplo #14 de la patente de los EE.UU.
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num. 7,838,733 o en el Ejemplo #12 de la Solicitud de patente WO
2007/053482 (Wright et al.).

La canola puede transformarse con genes unidos operativamente
al promotor de un gen similar al de metalotioneina (mtl) de
Brachypodium distachyon mediante el uso de las mismas técnicas
anteriormente descritas en el Ejemplo #26 de la patente de los EE.UU.
num. 7,838,733 o en el Ejemplo #22 de la Solicitud de patente WO
2007/053482 (Wright et al.).

El trigo puede transformarse con genes unidos operativamente al
promotor de un gen similar al de metalotioneina (mtl) de Brachypodium
distachyon mediante el uso de las mismas técnicas anteriormente
descritas en el Ejemplo #23 de la Solicitud de patente WO
2013/116700A1 (Lira et al.).

El arroz puede transformarse con genes unidos operativamente al
promotor de un gen similar al de metalotioneina (mtl) de Brachypodium
distachyon mediante el uso de las mismas técnicas anteriormente
descritas en el Ejemplo #19 de la Solicitud de patente WO

2013/116700A1 (Lira et al.).

Ejemplo 9: Transformacién mediada por Agrobacterium de genes
unidos operativamente al promotor de un gen similar al de
metalotioneina (mtl) de Brachypodium distachyon (mtl)

A la luz de la presente descripcion, es posible transformar plantas
de cultivo adicionales de acuerdo con modalidades de la presente

descripcién mediante el uso de técnicas que se conocen en la técnica.
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Para la transformacién mediada por Agrobacterium, de centeno, véase,
por ejemplo, Popelka JC, Xu J, Altpeter F., “Generation of rye with low
transgene copy number after biolistic gene transfer and production of
(Secale cereale L.) plants instantly marker-free transgenic rye”,
Transgenic Res. 2003 Oct; 12(5):587-96.). Para la transformacién
mediada por Agrobacterium, del sorgo, ver, por ejemplo, Zhao et al.,
“Agrobacterium-mediated sorghum transformation” Plant Mol Biol. 2000
Dec; 44(6):789-98. Para la transformacién mediada por Agrobacterium,
de cebada, véase, por ejemplo, Tingay et al., “Agrobacterium
tumefaciens-mediated barley transformation”, The Plants Journal, (1997)
11: 1369-1376. Para la transformacién mediada por Agrobacterium, del
trigo, véase, por ejemplo, Cheng et al., “Genetic Transformation of
Wheat Mediated by Agrobacterium tumefaciens”, Plant Physiol. 1997
Nov;115(3):971-980. Para la transformacién mediada por Agrobacterium,
del arroz, véase, por ejemplo, Hiei et al., “Transformation of rice
mediated by Agrobacterium tumefaciens”, Plant Mol. Biol. 1997 Sep;35
(1-2):205-18.

Los nombres latinos para estas plantas y para otras se dan a
continuacion. Debe ser evidente que pueden usarse otras técnicas de
transformacién (no Agrobacterium) para transformar genes unidos
operativamente al promotor de un gen similar al metalotioneina (mtl) de
Brachypodium distachyon, por ejemplo, en estas plantas y en otras. Los
ejemplos incluyen sin limitacion; maiz (Zea mays), trigo (Triticum spp.),
arroz (Oriza spp. y Zizania spp.), cebada (Hordeum spp.), algoddn

(Abroma augusta y Gossipium spp.), frijol de soya (Glicine max),
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remolacha azucarera (Beta spp.), cafa de azucar (Arenga pinnata),
tomate (Licopersicon esculentum y otras spp., Phisalis ixocarpa,
Solanum incanum y otras spp. y Cifomandra betacea), papa (Solanum
tuberosum), batata (Ipomoea batatas), centeno (Secale spp.), pimientos
(Capsicum annuum, chinense y frutescens), lechuga (Lactuca sativa,
perennis 'y pulchella), colebptero (Brassica spp.), apio (Apium
graveolens), berenjena (Solanum melongena), mani (Arachis hipogea),
sorgo (Sorghum spp.), alfalfa (Medicago sativa), zanahoria (Daucus
carota), garbanzos (Phaseolus spp. y otros géneros), avena (Avena
sativa y strigosa), guisantes (Pisum, Vigna y Tetragonolobus spp.),
girasol (Heliantus annuus), calabaza (Cucurbita spp.), pepino (Cucumis
sativa), tabaco (Nicotiana spp.), Arabidopsis (Arabidopsis taliana),
césped (Lolium, Agrostis, Poa, Cinodon y otros géneros), trébol
(Trifolium), Vetch (Vicia). La transformacion de tales plantas, con genes
unidos operativamente al promotor de un gen similar al de
metalotioneina (mtl) de Brachypodium distachyon, por ejemplo, se
considera en algunas modalidades de la presente descripcion.

El uso del promotor de un gen similar al de metalotioneina (mtl) de
Brachypodium distachyon para impulsar genes unidos operativamente
puede implementarse en muchas especies madereras de hojas caducas
y perennes. Tales aplicaciones también se encuentran dentro de los
alcances de las modalidades de esta descripcién. Estas especies
incluyen sin limitacion; aliso (Alnus spp.), fresno (Fraxinus spp.),
especies de alamo temblén y alamo (Populus spp.), haya Fagus spp.),

abedul Betula spp.), cerezo Prunus spp.), eucalipto (Eucaliptus spp.),



10

15

20

125

nogal americano (Caria spp.), arce (Acer spp.), nogal (Quercus spp.) ¥
pino (Pinus spp.).

El uso del promotor de un gen similar al de metalotioneina (mtl/) de
Brachypodium distachyon para impulsar los genes unidos
operativamente puede implementarse en especies ornamentales vy
frutales. Tales aplicaciones también se encuentran dentro de los
alcances de las modalidades de esta descripcién. Los ejemplos incluyen
sin limitacién; rosa (Rosa spp.), Euonimus spp., petunia (Petunia spp.),
begonia (Begonia spp.), rododendro (Rhododendron spp.), manzana
silvestre o manzana (Malus spp.), peras (Pirus spp.), duraznos (Prunus
spp.) y caléndulas (Tagetes spp.).

Si bien se han descrito anteriormente un numero de aspectos y
modalidades ilustrativas, los expertos en la técnica reconoceran
determinadas modificaciones, permutaciones, adiciones y
subcombinaciones de éstos. Por ello la intencion es que las siguientes
reivindicaciones y las reivindicaciones de aqui en adelante se
interpreten para incluir la totalidad de tales modificaciones,
permutaciones, adiciones y subcombinaciones dentro de su verdadero

espiritu y alcance.



