REIVINDICACIONES

Un método para crear un nuevo gen en un organismo
caracterizado porque comprende las siguientes etapas:
generar simultaneamente rupturas de ADN a dos o mas
sitios especificos diferentes en el genoma del organismo,
en donde los sitios especificos son sitios gendmicos capaces
de separar diferentes elementos genéticos o diferentes
dominios de proteina, y las rupturas de ADN se ligan entre
si mediante un union de extremos no homélogos (NHEJ) o
reparacion homéloga, generar una nueva combinaciéon de los
diferentes elementos genéticos o diferentes dominios de
proteina diferentes de la secuencia gendémica original, de
este modo se crea un nuevo gen.
El método de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado
porque dichos dos o mas sitios especificos diferentes se
ubican en el mismo cromosoma o en cromosomas diferentes.
El método de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2,
caracterizado porque dichos dos o mas sitios especificos
diferentes pueden ser sitios especificos en al menos dos
genes diferentes, o pueden ser al menos dos sitios
especificos diferentes en el mismo gen.
El método de acuerdo con la reivindicacion 3, caracterizado
porque dichos al menos dos genes diferentes pueden tener
direcciones de transcripcion iguales o diferentes.

El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones



10.

1 a 4, caracterizado porque dichas rupturas de ADN se
obtienen mediante la administracion de una nucleasa con
propiedad de direccionamiento en una célula del organismo
para ponerse en contacto con los sitios especificos del ADN
gendmico.

El método de acuerdo con la reivindicacion 5, caracterizado
porque dicha nucleasa con propiedad de direccionamiento se
selecciona del grupo que consiste en Meganucleasa, nucleasa
de dedos de cinc, TALEN, y sistema CRISPR/Cas.

El método de acuerdo con la reivindicacion 5 o 6,
caracterizado porque Bla nucleasa con propiedad de
direccionamiento” esta en forma de ADN.

El método de acuerdo con la reivindicacion 5 o 6,
caracterizado porque dicha nucleasa con propiedad de
direccionamiento existe en la forma de ARNm o proteina, pero
no ADN.

El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
5-8, caracterizado porque las nucleasas con propiedad de
direccionamiento se administran a la célula mediante: 1)
un método de transfeccion celular mediada por PEG; 2) un
método de transfeccion celular mediada por liposomas; 3)
un método de transformacién por shock eléctrico; 4) una
microinyeccion; 5) un bombardeo con pistola genética; o un
método de transformacién mediada por Agrobacterium.

El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
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1-9, caracterizado porque dichos elementos genéticos se
seleccionan del grupo que consiste en un promotor, una
region no traducida 57, una region codificadora o region
de ARN no codificadora, una regién no traducida 3”, un
terminador del gen o cualquier combinacién de estos.

El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
1-10, caracterizado porque la combinacidén de diferentes
elementos genéticos es una combinacion del promotor de uno
de los dos genes con diferentes patrones de expresion y la
region codificadora o la region de ARN no codificadora del
otro gen.

ElI método de la reivindicacion 11, caracterizado porque,
en la combinacion de diferentes elementos genéticos, un
elemento es un promotor endogeno fuerte del organismo, y
el otro es la region codificadora del gen de HPPD, EPSPS,
PPO o GH1.

El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
1-10, caracterizado porque la combinacién de diferentes
elementos genéticos es una combinacion de la region del
promotor de 5”’UTR de uno de los dos genes con diferentes
patrones de expresion y la CDS o region de ARN no
codificadora del otro gen.

El método de acuerdo con la reivindicacion 11 o 13,
caracterizado porque los diferentes patrones de expresion

son diferentes niveles de expresion génica.
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El método de acuerdo con la reivindicacion 11 o 13,
caracterizado porque los diferentes patrones de expresion
son diferentes especificidades de tejido de expresion
génica.

El método de acuerdo con la reivindicacion 11 o 13,
caracterizado porque los diferentes patrones de expresion
son diferentes especificidades de etapa de desarrollo de
expresion geénica.

El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
1-10, caracterizado porque la combinaciéon de diferentes
elementos genéticos es una combinacion de elementos
genéticos adyacentes del mismo gen.

El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
1-17, caracterizado porque el dominio de la proteina es un
fragmento de ADN correspondiente a un dominio funcional
especifico de una proteina; con preferencia que incluye,
pero sin limitacién una sefial de localizacién nuclear, un
péptido lider de cloroplasto, unpéptido lider mitocondrial,
un sitio de fosforilacion, un sitio de metilacion, un
dominio transmembrana, un dominio de unién al ADN, un
dominio de activacion de transcripcion, un dominio de
activacion del receptor, o un centro catalitico enzimatico.
El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
1-18, caracterizado porque la combinacién de diferentes

dominios de proteina es una combinacion de la regioén de la
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sefial de localizacion de una de dos proteinas con diferentes
localizaciones subcelulares y la region codificadora de la
proteina madura del otro gen.

El método de la reivindicacion 19, caracterizado porque las
diferentes localizaciones subcelulares se seleccionan del
grupo que consiste en localizacién nuclear, localizacion
citoplasmica, localizacion de la membrana celular,
localizacion del cloroplasto, localizacion mitocondrial y
localizacion de la membrana del reticulo endoplasmico.
El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
1-18, caracterizado porque la combinacion de diferentes
dominios de proteina es una combinacién de dos dominios de
proteina con diferentes funciones bioldgicas.

El método de acuerdo con lareivindicacion 21, caracterizado
porque las diferentes funciones bioldgicas se seleccionan
del grupo que consiste en reconocimiento de secuencia
conservada de ADN o ARN especifico, activacion de expresion
génica, union a un ligando de proteina, unién a sefal
molecular pequefia, unién a un 16n, reaccidon enzimatica
especifica, y cualquier combinacion de estos.

El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
1-18, caracterizado porque la combinacidon de diferentes
dominios de proteina es una combinacion de dominios de
proteina adyacentes del mismo gen.

El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
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1-10y 18, caracterizado porque la combinacién de elementos
genéticos y dominios de proteina son una combinacidon de
dominios de proteina y promotores, 57UTR, 3’UTR o
terminadores adyacentes del mismo gen.

El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
1-24, caracterizado porque el organismo es un animal, una
planta o un hongo.

Un nuevo gen caracterizado porque es obtenible por el método
de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-25.

El nuevo gen de acuerdo con la reivindicacion 26,
caracterizado porque en comparacion con el gen original,
el nuevo gen tiene un promotor diferente y en consecuencia
se expresa con diferentes caracteristicas espacio—
temporales o diferentes caracteristicas de intensidad o
diferentes caracteristicas de etapa de desarrollo, o tiene
una nueva secuencia de aminoacidos; con preferencia, la
“nueva secuencia de aminoacidos” puede ser una fusion
integral de dos o mas regiones codificadoras del gen, o0 una
fusion parcial de las regiones codificadoras o una
duplicacion de una parte de la region codificadora de la
proteina del mismo gen.

ElI nuevo gen de acuerdo con la reivindicacién 26 o 27,
caracterizado porque el nuevo gen es un gen de HPPD, EPSPS,
PPO o GH1 enddégeno altamente expresado en el organismo.

Un ADN caracterizado porque contiene el gen de acuerdo con
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cualquiera de las reivindicaciones 26-28.

Una proteina caracterizada porque es codificada por el gen
de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 26-28,
o un fragmento bioldgicamente activo de este.

Un vector de expresion recombinante, caracterizado porque
comprende el gen de acuerdo con cualquiera de Ilas
reivindicaciones 26-28 y un promotor unido operativamente
a este.

Un casete de expresion caracterizado porque comprende el
gen de acuerdo con cualquierade las reivindicaciones 26-28.
Una célula huésped, caracterizada porque comprende el
casete de expresion de acuerdo con la reivindicacion 32;
que con preferencia es una célula de planta, célula animal
o célula fungica.

Un organismo caracterizado porque es regenerado de lacélula
huésped de acuerdo con la reivindicacion 33.

Uso del gen de acuerdo con cualquiera de |las
reivindicaciones 26-28 caracterizado porque confiere o
mejora un rasgo de resistencia/tolerancia o un rasgo de
ventaja de crecimiento en un organismo.

Una composicion, caracterizada porque comprende:

(a) un promotor de uno de dos genes con diferentes patrones de

expresion y una region codificadora o region de ARN no

codificadora del otro gen;

(b) un promotor a una region no traducida 5” de uno de dos genes



con diferentes patrones de expresién y una region
codificadora o region de ARN no codificadora del otro gen;

(c) elementos genéticos adyacentes dentro del mismo gen;

(d) una region de la sefial de localizacién de uno de los dos genes
codificadores de proteina con diferentes localizaciones
subcelulares y unaregioén codificadorade laproteinamadura
del oro gen;

(e) dos dominios de proteina con diferentes funciones bioldgicas;

(f) dominios de proteina adyacentes en el mismo gen; o,

(g) un dominio de proteina y un promotor, region no traducida
57, regioén no codificadora 3” o terminador adyacente en el
mismo gen.

37. La composiciéon de acuerdo con la reivindicacion 36,
caracterizada porque los diferentes patrones de expresion
son diferentes niveles de expresion génica.

38. La composicién de acuerdo con la reivindicaciéon 36,
caracterizada porque los diferentes patrones de expresion
se refieren a diferentes especificidades tejido de
expresion geénica.

39. La composicion de acuerdo con la reivindicacion 36,
caracterizada porque los diferentes patrones de expresion
son diferentes especificidades de etapa de desarrollo de
la expresion génica.

40. La composiciéon de acuerdo con cualquiera de las

reivindicaciones 36-39, caracterizada porque las
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diferentes localizaciones subcelulares se seleccionan del
grupo que consiste en localizaciéon nuclear, localizacion
citoplasmica, localizacion de la membrana celular,
localizacion del cloroplasto, localizaciéon mitocondrial,
localizacion de la membrana del reticulo endopléasmico y
cualquier combinacién de estos.

La composicion de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 3640, caracterizada porque las
diferentes funciones bioldgicas se seleccionan del grupo
que consiste en el reconocimiento de secuencias conservadas
de ADN o ARN especifico, activaciéon de expresion génica,
unidéna ligando de proteina, unidn asefial molecular pequefa,
unidénaun idn, reacciodén enzimaticaespecifica, y cualquiera
de sus combinaciones.

La composicion de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 36-41, caracterizado porque que esta

fusionada in vivo.

43. Un método de edicion para aumentar el nivel de expresioén

génica de un gen endégeno blanco en un organismo, que es
independiente de un fragmento de donante de ADN exdgeno,
que comprende las siguientes etapas:

generar simultaneamente las rupturas de ADN por separado
en sitios seleccionados entre el promotor y la regidn
codificadora de cada uno del gen endégeno blanco y un gen

enddgeno de alta expresion opcional; ligar las rupturas de
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ADN entre si por medio de unidon de extremos no homélogos
(NHEJ) o reparacion homéloga, de este se genera una fusion
in vivo de la region codificadora del gen endégeno blanco
y el promotor enddgeno fuerte opcional para formar un nuevo
gen endogeno de alta expresion.

El método de edicion de acuerdo con la reivindicacion 43,
caracterizado porque el gen enddégeno blanco y el gen
endogeno de alta expresion opcional se ubican en el mismo
cromosoma.

El método de edicion de acuerdo con la reivindicacion 43,
caracterizado porque el gen endoégeno blanco y el gen
enddgeno de alta expresion opcional se ubican en cromosomas
diferentes.

Un método de edicion para knocking up la expresion del gen
de HPPD enddégeno en una planta, caracterizado porque
comprende fusionar la regiodn codificadora del gen de HPPD
con un promotor enddgeno fuerte de una planta in vivo para
formar un nuevo gen HPPD endbégeno de planta de alta
expresion.

El método de edicion de acuerdo con la reivindicacion 46,
caracterizado porque comprende las siguientes etapas:
generar simultaneamente rupturas de ADN respectivamente en
sitios especificos seleccionados entre el promotor y la
region codificadora de cada uno del gen de HPPD y un gen

enddgeno de alta expresion opcional, ligar las rupturas de



ADN entre si a través de una via de reparacion intracelular,
generar in vivo una fusion de la region codificadora del
gen de HPPD y el promotor endégeno fuerte opcional para
formar un nuevo gen de HPPD de alta expresion.

48. EI método de edicidn de acuerdo con la reivindicacion 46
0 47, caracterizado porque la planta es un arroz, y con
preferencia, el promotor fuerte es un promotor del gen de
ubiquitina2.

49. Un gen HPPD enddogeno de planta de alta expresion
caracterizado porque es obtenible por el método de edicidn
de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 46-48.

50. Un gen HPPD endbégeno de arroz de alta expresion,
caracterizado porque tiene una secuencia seleccionada del
grupo que consiste en:

(1) la secuencia de acido nucleico que se muestra en la SEQ ID
NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 18 o SEQ ID NO: 19 o una
porcion de esta o una secuencia complementaria de esta;

(2) una secuencia que tiene una identidad de al menos 75%, al
menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 95%, al menos
98% o al menos 99% con cualquierade las secuencias definidas
en (1); o

(3) una secuencia de acido nucleico capaz de hibridar a la
secuencia mostrada en (1) o (2) en una condicidn rigurosa.

51. Un método de edicion para knocking up la expresion de un

gen de EPSPS enddgeno en una planta, caracterizado porque
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comprende fusionar la region codificadora del gen EPSPS con
un promotor enddgeno de planta fuerte in vivo para formar
un nuevo gen de EPSPS enddgeno de planta de alta expresion.
El método de edicion de acuerdo con la reivindicacion 51,
caracterizado porque comprende las siguientes etapas:
generar simultaneamente rupturas de ADN respectivamente en
sitios especificos seleccionados entre el promotor y la
region codificadora de cada uno del gen EPSPS y un gen
endogeno de alta expresion opcional, ligar las rupturas de
ADN entre si a través de una via de reparacion intracelular,
generar in vivo una fusidén de la regidn codificadora del
gen EPSPS y el promotor enddgeno fuerte opcional para formar
un nuevo gen EPSPS de alta expresion.

El método de edicion de acuerdo con la reivindicacion 51
o 52, caracterizado porque la planta es un arroz, y con
preferencia, el promotor fuerte es un promotor del gen TKT.
Un gen de EPSPS endégeno de planta de alta expresion
obtenible por el método de edicidn de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones 51-53.

Un gen de EPSPS enddégeno de arroz de alta expresion,
caracterizado porque tiene una secuencia seleccionada del

grupo que consiste en:

(1) la secuencia de acido nucleico que se muestra en la SEQ ID

NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13 o SEQ ID NO: 14 o una

porcién de esta o una secuencia complementaria de esta;
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una secuencia que tiene una identidad de al menos 75%, al
menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 95%, al menos
98% o al menos 99% con cualquierade las secuencias definidas
en (1); o

una secuencia de acido nucleico capaz de hibridarse con la
secuencia mostrada en (1) o (2) en una condicidén rigurosa.
Un método de ediciodon para knocking up la expresién de un
gen de PPO enddégeno en una planta, caracterizado porque
comprende la fusion de la region codificadora del gen PPO
con un promotor endégeno de planta fuerte in vivo para formar
un nuevo gen de PPO enddégeno de planta de alta expresion.
El método de edicion de acuerdo con la reivindicacion 56,
caracterizado porque comprende las siguientes etapas:
generar simultaneamente rupturas de ADN respectivamente en
sitios especifticos seleccionados entre el promotor y la
region codificadora de cada uno del gen de PPO y un gen
endégeno de alta expresion opcional, ligar las rupturas de
ADN entre si a través de una via de reparacion intracelular,
generar in vivo una fusidon de la region codificadora del
gen de PPOy el promotor endogeno fuerte opcional para formar
un nuevo gen de PPO de alta expresion.

El método de edicion de acuerdo con la reivindicacion 56
o 57, caracterizado porque la planta es un arroz o un
Arabidopsis, y con preferencia, enarroz, el promotor fuerte

es un promotor del gen CP12; y en Arabidopsis, el promotor
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fuerte es un promotor del gen de ubiquitinlO.

Un gen de PPO enddégeno de planta de alta expresion
caracterizado porque es obtenible por el método de edicion
de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 56-58.
Un gen de PPO endbégeno de arroz de alta expresion,
caracterizado porque tiene una secuencia seleccionada de

las siguientes:

(1) la secuencia de acido nucleico mostrada en la SEQ ID NO: 15,

SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21,
SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25,
o SEQ ID NO: 26 o una porcidén de esta o una secuencia

complementaria de esta;

(2) una secuencia que tiene una identidad de al menos 75%, al

menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 95%, al menos
98% o al menos 99% con cualquierade las secuencias definidas

en (1); o

(3) una secuencia de acido nucleico capaz de hibridarse con la
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secuencia mostrada en (1) o (2) en una condicidén rigurosa.
Un ADN que comprende el gen de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 49, 50, 54, 55, 59 y 60.

Una proteina o fragmento bioldgicamente activo de esta
caracterizada porque es codificada por el gen de acuerdo
con cualquiera de las reivindicaciones 49, 50, 54, 55, 59
y 60.

Un vector de expresion recombinante, caracterizado porque
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comprende el gen de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 49, 50, 54, 55, 59y 60, y un promotor unido
operativamente a este.

Un casete de expresion caracterizado porque comprende el
gen de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 49,
50, 54, 55, 59 y 60.

Una célula huésped de planta, caracterizada porque
comprende el casete de expresion de acuerdo con la
reivindicacion 64.

Una planta caracterizada porque es regenerada de la célula
huésped de planta de acuerdo con la reivindicacién 65.
Un método para producir una planta con un aumento de
resistencia o tolerancia a un herbicida, caracterizado
porque comprende regenerar la célula huésped de planta de
acuerdo con lareivindicacion 65 enunaplantay una progenie
derivada de esta.

El método de acuerdo con lareivindicacion 67, caracterizado
porque la planta un aumento de resistencia o tolerancia a
un herbicida es una cepa no transgénica obtenible mediante
el cruzamiento de una planta regenerada de una célula
huésped de planta con una planta tipo salvaje para eliminar
los componentes transgénicos exodgenos a través de la

segregacion genética.

69. Un arroz resistente a un herbicida, caracterizado porque

comprende uno o una combinacion de dos o mas del gen HPPD
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enddgeno de arroz de alta expresiéon de acuerdo con la
reivindicacion 50, el gen de EPSPS enddgeno de arroz de alta
expresion de acuerdo con la reivindicacion 55, y el gen de
PPO enddgeno de arroz de alta expresion de acuerdo con la
reivindicacion 60.

El arroz de acuerdo con la reivindicacion 69, caracterizado
porque es no transgénico.

Uso del gen de acuerdo con cualquiera de |las
reivindicaciones 49, 50, 54, 55, 59 y 60 caracterizado
porque es para la mejora de la resistencia o tolerancia a
un herbicida inhibidor correspondiente en una célula de

planta, tejido de planta, parte de una planta o una planta.
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Un método para controlar una maleza en un sitio de cultivo
de una planta, caracterizado porque la planta se selecciona
del grupo que consiste en la planta de acuerdo con la
reivindicacién 66, una planta preparada por el método de
acuerdo con la reivindicacion 67 o 68, o el arroz de acuerdo
con la reivindicacién 69 o 70, en donde el método comprende
la aplicacion en el sitio de cultivo de uno o mas herbicidas
inhibidores de HPPD, EPSPS o PPO en una cantidad para

controlar efectivamente la maleza.

Es TRADUCCION fiel al idioma espafiol del documento en idioma

inglés que he tenido a la vista y al que me remito en la Ciudad

Autdénoma de Buenos Ailres, a los 16 dias del mes de noviembre del

ano 2020.



