TRADUCCION PUBLICA

UN METODO PARA EDITAR UN GEN EN UNA CELULA DE UN ORGANISMO

Campo técnico

La presente invencidén se refiere a los campos técnicos de
ingenieria genética y Dbioinformédtica, y en particular, un
método para crear un nuevo gen en un organismo en ausencia de
un molde de ADN artificial y su uso.

Arte previo

En términos generales, un casete de expresidn génica
completo en un organismo comprende un promotor, regidn no
traducida 5’ (5’ UTR), regidn codificadora (CDS) o regidn de
ARN no codificadora (ARN no codificadora), regidén no traducida
3" (3" UTR), un terminador y muchos otros elementos. El1 ARN
no codificadora puede realizar sus funciones bioldgicas a
nivel de ARN, que incluye ARNr, ARNt, ARNsn, ARNsno y microARN.
La regién CDS contiene exones e intrones. Una vez que el ARN
transcripto se traduce en una proteina, los aminocacidos de
diferentes segmentos usualmente forman dominios diferentes.
Los dominios especificos determinan la localizacién
intracelular y la funcién de la proteina (tal como la sefial
de localizacidén nuclear, péptido 1lider del cloroplasto,
péptido lider mitocondrial, dominio de unidén al ADN, dominio
de activacién de transcripcidn, centro catalitico enzimatico,
etc.). Para el ARN no codificadora, diferentes segmentos

también tienen diferentes funciones. Cuando uno o varios



elementos de un gen cambian, se formard un nuevo gen, dJue
puede tener nuevas funciones. Por ejemplo, un evento de
inversién de un fragmento de cromosoma de 1,7 Mb ocurrido
corriente arriba del gen PpOFPl del durazno plano puede
producir un nuevo promotor, gque aumentard significativamente
la expresidén de PpOFPl en frutos de durazno con forma plana
en la etapa S2 del desarrollo del fruto en comparacidn con el
de 1la fruta durazno con forma redonda, inhibe asi el
desarrollo vertical de la fruta de durazno y da como resultado
el fenotipo de forma plana en durazno plano (Zhou et al. 2018.
A 1,7-Mb chromosomal inversion downstream of a PpOFPl gene is
responsible for flat fruit shape in peach. Plant Biotechnol.
J. DOI: 10,1111/pbi,13455).

La generacién natural de nuevos genes en genomas
biolégicos requiere un largo proceso evolutivo. Segun el
trabajo de investigacidén, los mecanismos moleculares para la
generacidén de nuevos genes incluyen reordenamiento de exones,
duplicacidén de genes, retrotransposicién e integracidn de
elementos méviles (transposones, retrotransposones),
transferencia horizontal de genes, divisién por fusidén de
genes, origen de novo y muchos otros mecanismos y los nuevos
genes se pueden conservar en las especies bajo la accidn de
la seleccidn natural a través de la derivacidédn y evolucidn
funcional. Los nuevos genes relativamente jdévenes que se han

identificado en la mosca de la fruta, Arabidopsis thaliana y



primates tienen una historia de cientos de miles a millones
de afios de acuerdo con un un célculo ((Long et al. 2012. The
origin and evolution of new genes. Methods Mol Biol. DOI:
10,1007/978-1-61779-585-5 7). Por lo tanto, en el campo de la
ingenieria genética y el mejoramiento bioldgico, tomando como
ejemplo las plantas, si se desea introducir un nuevo gen en
una planta (incluso si todos los elementos genéticos del nuevo
gen se derivan de diferentes genes de la propia especie), solo
se puede lograr a través de la tecnologia transgénica. Es
decir, los elementos de diferentes genes se ensamblan entre
si in vitro para formar un nuevo gen, que luego se transfiere
a la planta mediante tecnologia transgénica. Se caracteriza
porque el ensamblaje de un nuevo gen se debe realizar in vitro
lo que produce resultado cultivos transgénicos.

Las herramientas de edicidén de genes representadas por
CRISPR/Cas9 y similares pueden generar rupturas de cadena
doble (DSB) de manera eficiente vy precisa en sitios
especificos del genoma de un organismo, y luego las rupturas
de cadena doble (DSB) se reparan a través de mecanismos de
reparacién de extremos no homdélogos de la propia célula o de
recombinacién homdéloga, de este modo se generan mutaciones
especificas del sitio. Las aplicaciones actuales de la técnica
de edicidén de genes se centran principalmente en la edicidn
de los elementos internos de un gen uUnico, principalmente la

edicién de un exédn regio CDS. La edicidén de un exdn



generalmente da como resultado mutaciones de cambio de marco
en el gen, lo que lleva a la pérdida de la funcidén del gen.
Por este motivo, las herramientas de edicidén de genes tal como
CRISPR/Cas?9 también se conocen como herramientas de
inactivacidén de genes (es decir, destruccidn de genes). Ademas
de la regidén CDS, el promotor, 5'UTR y otras regiones también
se pueden inactivar para afectar el nivel de expresidén de un
gen. Todos estos métodos mutan genes existentes sin generar
nuevos genes, por lo que es dificil satisfacer algunas
necesidades de produccidén. Por ejemplo, en la mayoria de los
genes, a la tecnologia de edicidn de genes existente se le
hace dificil lograr la regulacidén por aumento de la expresidn
génica y también es dificil cambiar la localizacidén subcelular
de una proteina o cambiar el dominio funcional de la proteina.
También hay informes en la bibliografia sobre la insercién de
una secuencia promotora o potenciadora corriente arriba de un
gen existente para cambiar el patrdédn de expresidn del gen a
fin de producir nuevos rasgos (Lu et al. 2020. Targeted,
efficient sequence insertion and replacement in rice. Nat
Biotechnol. DOI: 10,1038/s41587-020-0581-5), pero este método
requiere la provisidén de moldes de ADN extrafio, por lo que se
aplican procedimientos regulatorios estrictos similares a los
cultivos genéticamente modificados, y 1la aplicacidén esté

restringida.



Sintesis de la invencién

Para resolver los problemas mencionados anteriormente en
la técnica anterior, la presente invencidédn proporciona un
método para crear un nuevo gen en un organismo en ausencia de
un molde de ADN artificial al generar simultaneamente dos o
mas rupturas de cadena doble de ADN en una combinacién de
sitios especificos en el genoma del organismo y su uso.

En un aspecto, la presente invencidén proporciona un método
para crear un nuevo gen en un organismo, que comprende las
siguientes etapas:

generar simultdneamente rupturas de ADN en 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
proteinas, ligar las rupturas de ADN entre si mediante una
unidén de extremos no homélogos (NHEJ o reparacién homdloga,
lo gque genera una nueva combinacién de los diferentes
elementos génicos o diferentes dominios de proteinas que son
diferentes de la secuencia del genoma original, de este modo
se crea el nuevo gen.

En una forma de realizacidén especifica, los “dos o méas
sitios especificos diferentes” pueden estar ubicados en el
mismo cromosoma O en cromosomas diferentes. Cuando se
localizan en el mismo cromosoma, el fragmento cromosdémico

resultante de las rupturas del ADN que ocurren simultadneamente



en dos sitios especificos se puede suprimir, invertir o
duplicar después de la reparacidn; cuando se localizan en
diferentes cromosomas, las rupturas de ADN generadas en dos
sitios especificos se pueden ligar entre si después de la
reparaciédn para producir un evento de cruzamiento de 1los
brazos cromosémicos. Estos eventos se pueden identificar vy
analizar mediante secuenciaciédn por PCR con cebadores
disefiados especificamente.

En una forma de realizacidén especifica, los “dos o méas
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.

En una forma de realizacidén especifica, las direcciones
de transcripcién de “al menos dos genes diferentes” pueden
ser iguales o diferentes (opuestas o una hacia la otra).

En una forma de realizacidén especifica, las “rupturas del
ADN” se producen mediante la administracién de una nucleasa
con propiedad de direccionamiento a una célula del organismo
para que entre en contacto con los sitios especificos del ADN
gendtmico. No existe una diferencia esencial entre este tipo
de rupturas de ADN vy las rupturas de ADN producidas por
técnicas tradicionales (tales como radiacidén o mutagénesis
quimica) .

En una forma de realizacidédn especifica, la “nuclease con

propiedad de direccionamiento” se selecciona de la



Meganucleasa, nucleasa de dedos de cinc (ZFN), TALEN, y el
sistema CRISPR/Cas.

Entre ellos, el sistema CRISPR/Cas puede generar dos o mas
rupturas de cadena doble de ADN en diferentes sitios del
genoma a través de dos o mas ARN lider dirigidos a diferentes
secuencias; al diseflar por separado la proteina ZFN o 1la
proteina TALEN en dos o mas secuencias de sitios especificos,
los sistemas de nucleasa de dedo de =zinc y TALEN pueden
generar simultédneamente rupturas de cadena doble de ADN en
dos o méds sitios. Cuando dos rupturas se ubican en el mismo
cromosoma, Se pueden producir resultados de reparacidn tal
como supresidn, inversidn y duplicacidn; y cuando dos rupturas
se ubican en dos cromosomas diferentes, puede ocurrir un
cruzamiento de brazos cromosémicos. La supresidédn, inversiodn,
duplicacidén e intercambio de segmentos cromosémicos en dos
rupturas de ADN pueden recombinar diferentes elementos de
genes o dominios de proteinas, de este modo se crea un nuevo
gen funcional.

En una forma de realizacidédn especifica, la “nucleasa con
propiedad de direccionamiento” existe en la forma de ADN.

En otra forma de realizacidén especifica, la “nucleasa con
propiedad de direccidén” existe en forma de ARNm o proteina,
en lugar de en forma de ADN.

En una forma de realizacidén especifica, el método para

administrar las nucleasas con propiedad de direccionamiento



en la célula se selecciona de un grupo que consiste en: 1)
transfeccidédn celular mediada por PEG; 2) transfeccidén celular
mediada por liposomas; 3) transformacidén por shock eléctrico;
4) microinyeccidén; 5) bombardeo con pistola genética; o 6)
transformacidén mediada por Agrobacterium.

Los “elementos del gen” comprenden un promotor, una regidn
no traducida 5 ‘(5'UTR), una regidén codificadora (CDS) o una
regién de ARN no codificadora (ARN no codificadora), una
regién no traducida 3’ (3’UTR) y un terminador del gen.

En una forma de realizacidén especifica, la combinacidén de
diferentes elementos genéticos se refiere a una combinacidn
del promotor de uno de los dos genes con diferentes patrones
de expresidédn y la CDS o regidén de ARN no codificadora del
otro gen.

En una forma de realizacidén especifica, wuna de las
combinaciones de diferentes elementos genéticos se refiere a
un promotor enddgeno fuerte e el organismo, y el otro es una
regién codificadora del gen de HPPD, EPSPS, PPO o GHI1.

En otra forma de realizacidén especifica, la combinacidn
de diferentes elementos genéticos se refiere a una combinacién
de una regidén del promotor a la 5’UTR de uno de dos genes con
diferentes patrones de expresidén y la CDS o regidn de ARN no
codificadora del otro gen.

En una forma de realizacidén especifica, los “diferentes

patrones de expresidén” se refieren a diferentes niveles de



expresidédn génica.

En otra forma de realizacidén especifica, los “diferentes
patrones de expresiéon” se refieren a diferentes
especificidades de tejido de la expresidédn génica.

En otra forma de realizacidn especifica, los “diferentes
patrones de expresién” se refieren a diferentes
especificidades de etapa de desarrollo de la expresidén génica.

En otra forma de realizacidén especifica, la combinacidn
de diferentes elementos genéticos es una combinacién de
elementos genéticos adyacentes dentro del mismo gen.

Los “dominios de proteina” se refieren a un fragmento de
ADN correspondiente a un dominio funcional especifico de una
proteina; incluye, pero sin limitacidén, sefial de localizacidn
nuclear, péptido 1lider del <cloroplasto, péptido 1lider
mitocondrial, sitio de fosforilacidn, sitio de metilacidn,
dominio de transmembrana, dominio de unidén al ADN, dominio de
activacidén de la transcripcidén, dominio de activacidén del
receptor, centro catalitico de enzimas, etc.

En una forma de realizacidédn especifica, la combinacidédn de
diferentes dominios de proteina se refiere a una combinacién
de una regidén de la seflal de localizacidn de uno de dos genes
codificadores de ©proteina con diferentes localizaciones
subcelulares y una regidén codificadora de la proteina madura
del otro gen.

En una forma de realizacidén especifica, las “diferentes



localizaciones subcelulares” incluyen, pero no se limitan a,
una localizacién nuclear, una localizacidén citoplésmica, una
localizacién de la membrana celular, una localizacidédn de
cloroplasto, una localizacidén mitocondrial o una localizacidn
de la membrana del reticulo endoplasmico.

En otra forma de realizacidn especifica, la combinacidn
de diferentes dominios de proteina se refiere a una
combinacién de dos dominios de proteina con diferentes
funciones bioldgicas.

En una forma de realizacidén especifica, las “diferentes
funciones Dbioldgicas” incluyen, pero sin limitacidén, el
reconocimiento de wuna secuencia conservada de ADN o ARN
especifico, activacidén de la expresidén génica, unidén al
ligando de proteina, unidén a la sefial de molécula pequeia,
unidén de iones o reaccidn enzimatica especifica.

En otra forma de realizacidén especifica, la combinacidn
de diferentes dominios de proteina se refiere a una
combinacién de dominios de proteina adyacentes en el mismo
gen.

En otra forma de realizacidén especifica, la combinacidn
de elementos genéticos y dominios de proteina se refiere a
una combinacidén de dominios de proteina y promotores, 5'UTR,
3’UTR o terminadores adyacentes en el mismo gen.

Especificamente, el intercambio de promotores de

diferentes genes se puede lograr mediante la inversidén de



fragmentos cromosémicos: cuando dos genes ubicados en el mismo
cromosoma tienen direcciones diferentes, se pueden generar
rupturas de ADN en sitios especificos entre el promotor y el
CDS de cada uno de los dos genes, la regidén entre las rupturas
se puede invertir, por lo que los promotores de estos dos
genes se pueden intercambiar y se pueden generar dos genes
nuevos en ambos extremos del segmento cromosdmico invertido.
Las diferentes direcciones de los dos genes pueden ser Jgue
sus extremos 5’ sean internos, es decir, ambos genes estén en
direcciones opuestas, o que sus extremos 5’ sean externos, es
decir, ambos genes estén uno hacia el otro. Cuando los genes
estdn en direcciones opuestas, los promotores de los genes se
pueden invertir, como se muestra en el Esquema 1 de la Figura
2; donde los genes estadn uno hacia el otro, las regiones CDS
de los genes se puede invertir, como se muestra en el Esquema
1 de la Figura 4. La regidén invertida puede ser tan corta
como menor de 10 kb de longitud, sin otros genes entre ellos;
o0 la regién invertida puede ser muy larga, alcanzando hasta
300 kb-3 Mb y contener cientos de genes.

También es posible <c¢crear un nuevo gen mediante la
duplicacidén de un fragmento cromosdmico: cuando dos genes
ubicados en el mismo cromosoma estadn en la misma direcciédn,
se pueden generar rupturas de ADN en sitios especificos entre
el promotor y la CDS de cada uno de los dos genes, la regidn

entre las rupturas se puede duplicar por duplicacidén, y se



puede crear un nuevo gen en la unidén del segmento duplicado
mediante la fusidén del promotor del gen corriente abajo con
la regién CDS del gen corriente arriba, como se muestra en la
Figura 1 Esquema 1 y Figura 3. La longitud de la regidn
duplicada puede estar en el rango de 500 pb a 5 Mb, que puede
ser muy corta sin otros genes entre ellos, o puede ser muy
larga para contener cientos de genes. Aunque este método
inducird mutaciones puntuales en las regiones entre 1los
promotores y la regidén CDS de los dos genes originales, tales
mutaciones puntuales a pequefla escala generalmente tienen
poco efecto sobre las propiedades de la expresidn génica,
mientras que los nuevos genes creados por el reemplazo del
promotor  tendrdn nuevas propiedades de @ expresidn. 0
alternativamente, se pueden generar rupturas de ADN en
posiciones especificas en ambos lados de un dominio de
proteina de un mismo gen, y la regidén entre las rupturas se
puede duplicar, de este modo se crea un nuevo gen con dominios
funcionales especificos duplicados.

En otro aspecto, la presente invencidn proporciona un
método para crear un nuevo gen en un organismo, que comprende
las siguientes etapas:

generar rupturas de ADN en sitios especificos en al menos
dos genes diferentes al nivel del genoma o cromosoma del
organismo, inducir la transferencia, duplicacidén, inversiodn

0 supresién del ADN, de modo gque un elemento genético



especifico de un gen enddgeno y un elemento genético en otro
gen enddégeno se puede ligar mediante la unidén de extremos no
homélogos (NHEJ) o reparacidédn homdéloga, de este modo se crea
un nuevo gen.

La presente invencidédn también proporciona un nuevo gen que
se puede obtener mediante el presente método.

En comparacidén con los genes originales, el nuevo gen puede
tener un  promotor diferente y  por 1o tanto tener
caracteristicas de expresidén en términos de tejidos o
intensidades o etapas de desarrollo, o tener nuevas secuencias
de aminoacidos.

La “nueva secuencia de aminodcidos” puede ser una fusidn
de las regiones codificadoras completas o parciales de dos o
mas genes, o una duplicacidén de una regidédn codificadora de
proteina parcial del mismo gen.

En una forma de realizacidén especifica, el nuevo gen es
un gen HPPD, EPSPS, PPO o GHl enddgeno de alta expresidn en
un organismo.

La presente invencidén también proporciona un gen gue
contiene el ADN.

La presente invencidén también proporciona una proteina
codifica por el gen, o fragmento biolbdgicamente activo de
este.

La presente invencidén también proporciona a vector de

expresidén recombinante, que comprende el gen y un promotor



unido operativamente de este.

La presente invencidén también proporciona un casete de
expresién que contiene el gen.

La presente invencidén también proporciona a célula huésped,
que comprende el casete de expresidén. Con preferencia, 1la
célula huésped es una célula de planta, una célula animal o
una célula fungica.

La presente invencidén ademds proporciona un organismo
regenerado a partir de la célula huésped.

La presente invencién ademds proporciona el uso del gen
para conferir o mejorar un rasgo de resistencia/tolerancia o
rasgo de ventaja de crecimiento en un organismo.

La presente invencidén ademéds proporciona una composiciédn,
que comprende:

(a) el promotor de uno de dos genes con diferentes patrones
de expresién y una regidn codificadora o regién de ARN no
codificadora del otro gen;

(b) una regidén entre el promotor y la regidn no traducida
5’ de uno de dos genes con diferentes patrones de expresidn
y una regidén codificadora o regidén de ARN no codificadora del
otro gen;

(c) elementos genéticos adyacentes dentro del mismo gen;

(d) una regidén de la sefial de localizacidén de uno de los
dos genes codificadores de proteina con diferentes

localizaciones subcelulares y una regién codificadora de la



proteina madura del otro gen;

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

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

(g) un dominio de proteina y un promotor, regidn no
traducida 5’, regidén no codificadora 3’ o terminador adyacente
en el mismo gen.

En una forma de realizacidén especifica, los “diferentes
patrones de expresién” se refieren a diferentes niveles de
expresién génica.

En otra forma de realizacidn especifica, los “diferentes
patrones de expresidén” se refieren a diferentes
especificidades de tejido de la expresidn génica.

En otra forma de realizacidén especifica, los “diferentes
patrones de expresiéon” se refieren a diferentes
especificidades de etapa de desarrollo de la expresidén génica.

En una forma de realizacidén especifica, las “diferentes
localizaciones subcelulares” incluyen, pero sin limitacidn,
localizacién nuclear, localizacidn citoplasmica, localizacidn
de la membrana celular, localizacién del <cloroplasto,
localizacidén mitocondrial o localizacidén de la membrana del
reticulo endoplésmico.

En una forma de realizacidén especifica, los “diferentes
funciones bioldégicas” incluyen, pero sin limitacién,

reconocimiento de secuencia conservada de ADN o ARN especifico,



activacién de la expresidn génica, unidn a ligando de proteina,
unién a sefial de molécula pequefia, unidén de iones o reaccidn
enzimdtica especifica.

En una forma de realizacidén especifica, la composicidén se
fusiona in vivo.

En particular, la presente invencidén también proporciona
un método de edicidn de aumento del nivel de expresidn de un
gen endbgeno blanco en un organismo independiente de un
fragmento de donante de ADN exdgeno, que comprende las
siguientes etapas: generar simultédneamente rupturas de ADN en
sitio especificos entre el promotor y la CDS de cada uno del
gen enddgeno blanco y un gen enddbgeno de alta expresidn
opcional; ligar las rupturas de ADN entre si por medio de la
unién de extremos no homélogos (NHEJ) o reparacidédn homdloga
para formar la fusidén in vivo de la regidn codificadora del
gen enddégeno blanco y el promotor endbébgeno fuerte opcional,
de este modo se crea un nuevo gen enddgeno de alta expresiodn.
Este método se denomina como un método de edicidn para
knocking-up un gen enddbgeno.

En una forma de realizacidén especifica, el gen enddbgeno
blanco y el gen endbégeno de alta expresidn opcional se ubican
en el mismo cromosoma.

En otra forma de realizacidédn especifica, el gen enddgeno
blanco y el gen enddégeno de alta expresidn opcional se ubican

en cromosomas diferentes.



En otro aspecto, la presente invencidn proporciona un
método de edicidén para knocking up la expresidén del gen de
HPPD endbgeno en una planta, que comprende fusionar la regidén
codificadora del gen de HPPD con un promotor enddgeno de
planta fuerte in vivo para formar un nuevo gen HPPD enddgeno
vegetal de alta expresidn. Es decir, se generan
simultaneamente rupturas de ADN en los sitios especificos
entre el promotor y la CDS de cada uno del gen de HPPD y un
gen enddégeno de alta expresidn opcional, se ligan las rupturas
de ADN entre si a través de una via de reparacidn intracelular
para formar la fusidén in vivo de la regidn codificadora del
gen de HPPD y el promotor fuerte enddbgeno opcional, de este
modo se crea un nuevo gen de HPPD de alta expresidn. En el
arroz, el promotor fuerte con preferencia es un promotor del
gen de ubiquitinaZ.

La presente invencidén también proporciona un gen HPPD
enddgeno vegetal de alta expresidn que se puede obtener por
el método de edicidébn anterior.

La presente invencidén también proporciona un gen HPPD
enddgeno de arroz de alta expresidén que tiene una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en:

(1) una secuencia de acido nucleico mostrada en la SEQ ID
NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 18 o SEQ ID NO: 19 o una
secuencia parcial de este, 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 cualquiera de las secuencias
definidas en (1l); o

(3) una secuencia de &cido nucleico capaz de hibridarse
con la secuencia mostrada en (1) o (2) en una condicidn
rigurosa.

En otro aspecto, la presente invencidén proporciona un
método de edicidédn para knocking up la expresidén de un gen de
EPSPS endbgeno en una planta, que comprende la fusidén de la
regidén codificadora de un gen EPSPS con un promotor enddgeno
de planta fuerte in vivo para formar un nuevo gen de EPSPS
enddgeno de planta de alta expresidén. Es decir, se generan
simultdneamente rupturas de ADN en los sitios especificos
entre el promotor y la CDS de cada uno del gen EPSPS y un gen
enddgeno de alta expresidn opcional, se ligan las rupturas de
ADN entre si a través de una via de reparacidn intracelular
para formar la fusidén in vivo de la regidn codificadora del
gen EPSPS y el promotor enddgeno fuerte opcional, de este modo
se crea un nuevo gen EPSPS de alta expresidén. En el arroz, el
promotor fuerte con preferencia es un promotor del gen de TKT.

La presente invencidédn también proporciona un gen de EPSPS
enddgeno de planta de alta expresidn que se puede obtener por
el método de edicidbn anterior.

La presente invencidén también proporciona un gen de EPSPS



enddgeno de arroz de alta expresidn que tiene una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en:

(1) la secuencia de &acido nucleico mostrada en la SEQ ID
NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13 o SEQ ID NO: 14 o una
secuencia parcial de esta, o una secuencia complementaria de
estay;

(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 cualquiera de las secuencias
definidas en (1); o

(3) una secuencia de &cido nucleico capaz de hibridarse
con la secuencia mostrada en (1) o (2) en una condicidn
rigurosa.

En otro aspecto, la presente invencidn proporciona un
método de edicidédn para knocking up la expresidén de un gen de
PPO (PPOX) enddbgeno en una planta, que comprende fusionar la
regidén codificadora del gen de PPO con un promotor enddgeno
de planta fuerte in vivo para formar un nuevo gen de PPO
enddgeno de planta de alta expresidén. Es decir, se generan
simultdneamente rupturas de ADN en los sitios especificos
entre el promotor y la CDS de cada uno del gen de PPO y un
gen enddgeno de alta expresidn opcional, se ligan las rupturas
de ADN entre si a través de una via de reparacidn intracelular
para formar la fusidén in vivo de la regidn codificadora del

gen de PPO y el promotor endbgeno fuerte opcional, de este



modo se crea un nuevo gen de PPO de alta expresidédn. En el
arroz, el promotor fuerte con preferencia es un promotor del
gen de CPl2. En Arabidopsis thaliana, el promotor fuerte con
preferencia es un promotor del gen de ubiquitina 10.

La presente invencidn también proporciona un gen de PPO
enddgeno de planta de alta expresidn que se puede obtener por
el método de edicidén anterior.

La presente invencién también proporciona un gen de PPO
enddgeno de arroz de alta expresidén que tiene una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en:

(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 secuencia parcial 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 cualquiera de las secuencias
definidas en (1l); o

(3) una secuencia de &cido nucleico capaz de hibridarse
con la secuencia mostrada en (1) o (2) en una condicidén
rigurosa.

La presente invencidén también proporciona un ADN que
contiene el gen de HPPD, EPSPS o PPO.

La presente invencidén también proporciona una proteina



codificada por el gen de HPPD, EPSPS o PPO o un fragmento
biolégicamente activo de este.

La presente invencidén también proporciona un vector de
expresién recombinante, que comprende el gen de HPPD, EPSPS
o PPO, y un promotor unido operativamente a este.

La presente invencidén ademds proporciona un casete de
expresidédn que comprende el gen de HPPD, EPSPS o PPO.

La presente invencidén ademéds proporciona a célula huésped
de planta, gue comprende el casete de expresidn.

La presente invencidén ademds proporciona una planta
regenerada a partir de la célula huésped de planta.

La presente invencidn también proporciona un método para
producir una planta con un aumento de resistencia o tolerancia
a un herbicida, que comprende regenerar la célula huésped de
planta en una planta y/o progenie de esta.

En una forma de realizacidén especifica, la planta con
aumento de resistencia o tolerancia a herbicidas es una linea
no transgénica que se puede obtener mediante el cruzamiento
de una planta regenerada de la célula huésped de planta de la
invencidén con una planta de tipo salvaje para eliminar el
componente transgénico exdégeno a través de la segregacidn
genética.

La presente invencién también proporciona un arroz
resistente a herbicidas, que comprende cualquiera de 1los

anteriormente mencionados gen de HPPD enddégeno de arroz de



alta expresidén, gen de EPSPS endbdbgeno de arroz de alta
expresién, gen de PPO enddégeno de arroz de alta expresidn o
cualquiera de sus combinaciones.

En una forma de realizacidén especifica, el arroz
resistente a herbicidas es no transgénico.

La presente invencidén ademds proporciona el uso del gen
de HPPD, EPSPS o PPO enddgeno de planta de alta expresidn para
mejorar la resistencia o tolerancia a un herbicida inhibidora
en una célula de planta, tejido de planta, parte de una planta
o una planta.

En otro aspecto, la presente invencidn proporciona un
método para controlar una maleza en un sitio de cultivo de
plantas, en donde la planta comprende la planta mencionada
anteriormente o una planta preparada mediante el método
mencionado anteriormente, que comprende aplicar al sitio de
cultivo uno o mas herbicidas inhibidores de HPPD, EPSPS o PPO
en una cantidad para controlar eficazmente la maleza.

En el trabajo de investigacidén de los inventores, se
descubridé que en las células que se someten simultdneamente
a la edicidén de genes de doble blanco o multiples blancos,
una cierta proporciédn de los extremos de las rupturas de
cadena doble del ADN en diferentes Dblancos se ligaron
espontédneamente entre si, lo que produce eventos de supresiédn,
inversién o duplicacién: duplicacidén de los fragmentos entre

los blancos del mismo cromosoma y/o intercambio de fragmentos



cromosbémicos entre los blancos en diferentes cromosomas. Se
ha informado en la bibliografia que este fendmeno cominmente
existe en plantas y animales (Puchta et al. 2020. Changing
local recombination patterns in Arabidopsis Dby CRISPR/Cas
mediated chromosome engineering. Nat Commun. DO1I:
10,1038/s41467-020- 18277-z; Li et al. 2015. Efficient
inversions and duplications of mammalian regulatory DNA
elements and gene clusters by CRISPR/Cas9. J Mol Cell Biol.
DOI: 10,1093/jmcb/mjv016) .

Los presentes inventores descubrieron sorprendentemente
que, mediante la induccidn de las rupturas de cadena doble de
ADN en una combinacidén de blancos de edicidén de genes cerca
de elementos especificos de un gen de interés, que causa el
ligamiento de reparacidén esponténea, se puede lograr una
combinacién dirigida de diferentes elementos genéticos en el
nivel del genoma sin la necesidad proporcionar un molde de
ADN extrafio, y es posible producir a partir del mismo un nuevo
gen funcional. Esta estrategia acelera enormemente la
creacién de nuevos genes y tiene un gran potencial en el
mejoramiento genético de animales y plantas y la investigacidn

de la funcidén genética.

Descripcién detallada de la invencién
En la presente invencidén, a menos que se especifique 1lo

contrario, los términos cientificos y técnicos utilizados en



la presente tienen los significados cominmente entendidos por
los expertos en la técnica. Ademés, la gquimica de proteinas
y acidos nucleicos, biologia molecular, cultivo de células y
tejidos, microbiologia, 1los términos relacionados con la
inmunologia y los procedimientos de laboratorio usados en la
presente son todos términos y procedimientos de rutina
ampliamente wusados en los campos correspondientes. Por
ejemplo, el ADN recombinante estédndar y las técnicas de
clonacién molecular utilizadas en la presente invencidén son
bien conocidas por los expertos en la técnica y se describen
completamente en los siguientes documentos: Sambrook, J.,
Fritsch, EF and Maniatis, T., Molecular Cloning: A Laboratory
Manual; Cold Spring Harbor Laboratory Press: Cold Spring
Harbor, 1989. Para una mejor comprensién de la presente
invencidén, a continuacién se proporcionan definiciones vy
explicaciones de términos relacionados.

El término “genoma”, como se usa en la presente, se refiere
a todos los complementos de material genético (genes vy
secuencias no codificadoras) presentes en cada célula, virus
u organela de un organismo, y/o0 genoma completo heredado de
un padre como una unidad (haploide).

El término “edicidén de genes” se refiere a estrategias vy
técnicas para la modificacidén especifica dirigida de
cualquier informacidén genética o genoma de organismos vivos.

Por tanto, el término incluye la edicidén de regiones



codificadoras de genes, pero también incluye la edicidén de
regiones distintas de las regiones codificadoras de genes del
genoma. También incluye editar o modificar otra informaciédén
genética de nlUcleos (si estdn presentes) y células.

El término “nucleasa CRISPR/Cas” puede ser una nucleasa
basada en CRISPR o una secuencia de acido nucleico que
codifica la misma, que incluye pero sin limitacidén: 1) Cas9,
que incluye SpCas9, ScCas9, SaCas9, xCas9, VRER-Cas9, EQR-
Cas9, SpG-Cas9, SpRY-Cas9, SpCas9-NG, NG-Cas9, NGA-Cas9 (VQR),
etc.; 2) Casl2, que incluye LbCpfl, FnCpfl, AsCpfl, MAD7,
etc., o cualquier variante o derivado de la nucleasa basada
en CRISPR mencionada anteriormente; con preferencia, en donde
la al menos una nucleasa basada en CRISPR comprende una
mutacidédn en comparacién con la secuencia de tipo salvaje
correspondiente, de modo que la nucleasa basada en CRISPR
obtenida reconoce una secuencia de PAM diferente. Como se usa
en la presente, “nucleasa basada en CRISPR” es cualquier
nucleasa que se ha identificado en un sistema CRISPR natural,
que posteriormente se aisla de su contexto natural, y que con
preferencia se ha modificado o combinado en un constructo
recombinante de interés, adecuada como herramienta para la
ingenieria del genoma dirigida. Siempre que la nucleasa basada
en CRISPR de tipo salvaje original proporcione reconocimiento
de ADN, es decir, propiedades de unidén, se puede usar

cualquier nucleasa basada en CRISPR vy, opcionalmente,



reprogramar o mutar de otro modo para que sea adecuada para
diversas realizaciones de la invencién.

El término “CRISPR” se refiere a wuna técnica de
manipulacién genética especifica de secuencia que se basa en
repeticiones palindrdémicas cortas agrupadas y regularmente
interespaciadas, que es diferente de la interferencia de ARN
que regula la expresidn génica a nivel transcripcional.

“Cas9 nucleasa” y %“Cas9” se usan indistintamente en la
presente y se refieren a nucleasa guiada por ARN que comprende
la proteina Cas9 o un fragmento de esta (por ejemplo, una
proteina que contiene el dominio de escisidén de ADN activo de
Cas9 y/o el dominio de unidén de ARNg de Cas9). Cas9 es un
componente del sistema de edicién del genoma CRISPR/Cas
(repeticiones palindrémicas cortas agrupadas y regularmente
interespaciadas y sistemas asociadas). Puede dirigir y cortar
secuencias blanco de ADN bajo la guia de ARN guia para formar
rupturas de cadena doble de ADN (DSB).

“Proteina Cas” o ‘“polipéptido Cas” se refiere a un
polipéptido codificado por el gen Cas (asociado a CRISPR). La
proteina Cas incluye la endonucleasa Cas. La proteina Cas
puede ser una proteina bacteriana o arqueal. Por ejemplo, las
proteinas CRISPR Cas de tipos I a III de la presente
generalmente se originan a partir de ©procariotas; las
proteinas Cas de tipo I y tipo III se pueden derivare de

especies de bacterias o arqueas, y la proteina Cas de tipo II



(es decir, Cas9) se pueden derivar de especies bacterianas.
Las “proteinas Cas” incluyen proteina Cas9, proteina Cpfl,
proteina C2cl, proteina C2c2, proteina C2c3, Cas3, Cas3-HD,
Cas5, Cas’7, Cas8, Casl0, Casl?a, Casl2?2b, o una combinacidén o
complejo de estos.

“Wariante Cas9” o “wariante de endonucleasa Cas9” se
refiere a una variante de la endonucleasa Cas9 original, en
donde cuando se asocia con ARNcr y ARNtrac o con ARNsg, la
variante de endonucleasa Cas9 conserva la capacidad de
reconocer, unirse a todo o parte de una secuencia de ADN
blanco vy, opcionalmente, desenrollar todo o parte de una
secuencia blanco de ADN, mellar toda o parte de una secuencia
blanco de ADN, o cortar toda o parte de una secuencia blanco
de ADN. Las variantes de endonucleasa Cas9 incluyen las
variantes de endonucleasa Cas9 descritas en la presente, en
donde las variantes de endonucleasa Cas9 son diferentes de la
endonucleasa Cas9 original de la siguiente manera: las
variantes de endonucleasa Cas9 (cuando se complejan con ARNg
para formar un complejo de endonucleasa dirigido por
polinucledétidos capaz de modificar un sitio blanco) tienen al
menos una propiedad mejorada, tal como, pero sin limitaciédn,
aumento de eficiencia de transformacién, aumento de
eficiencia de edicidén de ADN, disminucidén del corte fuera del
blanco o cualquiera de sus combinaciones, en comparacidén con

la endonucleasa Cas9 original (complejada con el mismo ARNg



para formar un complejo de endonucleasa guiado @ por
polinucledétidos capaz de modificar el mismo sitio blanco).

Las variantes de endonucleasa Cas9 descritas en la
presente incluyen variantes que se pueden unir y mellar sitios
blanco de ADN de cadena doble cuando se asocian con ARNcr y
ARNtracr o con ARNsg, mientras que la endonucleasa Cas
original se puede unir al sitio blanco y producir una ruptura
(escisidén) de cadena doble cuando se asocia con ARNcr vy
ARNtracr o con ARNsg.

“ARN guia” y “ARNg” se usan indistintamente en la presente
y se refieren a una secuencia de ARN guia que se usa para
dirigir un gen especifico para la correcciédn usando tecnologia
CRISPR, que generalmente consiste en moléculas de ARNcr vy
ARNtracr que son parcialmente complementarias para formar un
complejo, en donde el ARNcr contiene una secuencia que tiene
suficiente complementariedad con la secuencia blanco para
hibridar con la secuencia blanco y dirigir el complejo CRISPR
(Cas9 + ARNcr + ARNtracr) para unirse especificamente a la
secuencia blanco. Sin embargo, se sabe en la técnica que se
puede diseflar un ARN guia Unico (ARNg), gque contiene tanto
las propiedades del ARNcr como del ARNtracr.

Los términos “ARN guia Gnico” 'y “ARNsg” se usan
indistintamente en la presente y se refieren a la fusidn
sintética de dos moléculas de ARN, que comprende una fusidn

de un ARNcr (ARN CRISPR) de un dominio de direccionamiento



variable (unido a una secuencia de apareamiento de tracr
hibridada con ARNtracr) vy un ARNtracr (ARN CRISPR trans-
activador). El ARNsg puede comprender ARNcr o fragmentos de
ARNcr vy ARNtracr o fragmentos de ARNtracr del sistema
CRISPR/Cas de tipo II que pueden formar un complejo con la
endonucleasa Cas de tipo II, donde el complejo de ARN
guia/endonucleasa Cas puede guiar la endonucleasa Cas hacia
un sitio blanco de ADN para que la endonucleasa Cas pueda
reconocer, unirse opcionalmente al sitio blanco del ADN vy,
opcionalmente, mellar el sitio blanco del ADN o cortar
(introducir una ruptura de cadena simple o doble) el sitio
blanco del ADN.

En ciertas realizaciones, el ARN guia y Cas9 se pueden
administrar a una célula como un complejo de
ribonucleoproteina (RNP). La RNP estd compuesta de proteina
Cas9 purificada complejada con ARNg y es bien sabido en la
técnica que la RNP se puede administrar eficazmente a muchos
tipos de células, que incluyen, pero sin limitacidn, 1las
células madre y las células inmunitarias (Addgene, Cambridge,
MA, Mirus Bio LLC, Madison, WI).

El motivo adyacente del protoespaciador (PAM) en la
presente se refiere a una secuencia de nuclebétidos corta
adyacente a una secuencia blanco (dirigida) (preespaciador)
reconocida por el sistema de ARNg/endonucleasa Cas. Si la

secuencia de ADN blanco no es adyacente a una secuencia PAM



apropiada, es posible que la endonucleasa Cas no pueda
reconocer con éxito la secuencia de ADN blanco. La secuencia
y longitud de PAM en la presente pueden ser diferentes de
acuerdo con la proteina Cas o del complejo de proteina Cas en
uso. La secuencia PAM puede tener cualquier longitud, pero
normalmente tiene una longitud de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 o 20 nucledtidos.

Como se usa en la presente, el término “organismo” incluye
animales, plantas, hongos, bacterias y similares.

Como se usa en la presente, el término “célula huésped”
incluye células de planta, células animales, células fungicas,
células bacterianas y similares.

En la presente invencidén, se debe entender por “planta”
cualquier organismo multicelular diferenciado <capaz de
realizar la fotosintesis, en particular plantas
monocotileddéneas o dicotileddneas, por ejemplo, (1) cultivos
alimenticios: Oryza spp., like Oryza sativa, Oryza latifolia,
Oryza sativa, Oryza glaberrima; Triticum spp., como Triticum
aestivum, T. Turgidumssp. durum; Hordeum spp., como Hordeum
vulgare, Hordeum arizonicum; Secale cereale; Avena sSpp., COmMoO
Avena sativa, Avena fatua, Avena byzantine, Avena fatua
var.sativa, Avena hybrida; Echinochloa spp., como Pennisetum
glaucum, Sorghum, Sorghum bicolor, Sorghum vulgare, Triticale,
Zea mays o Maize, Millet, Rice, Foxtail millet, Proso millet,

Sorghum bicolor, Panicum, Fagopyrum spp., Panicum miliaceum,



Setaria italica, Zizania palustris, Eragrostis tef, Panicum
miliaceum, Eleusine coracana; (2) cultivos de leguminosas:
Glycine spp. like Glycine max, Soja hispida, Soja max, Vicia
spp., Vigna spp., Pisum spp., poroto, Lupinus spp., Vicia,
Tamarindus indica, Lens culinaris, Lathyrus spp., Lablab,
haba, poroto mungo, poroto rojo, garbanzo; (3) cultivos
oleaginosos: Arachis hypogaea, Arachis spp, Sesamum spp.,
Helianthus spp. como Helianthus annuus, Elaeis like Eiaeis
guineensis, Elaeis oleifera, soja, Brassicanapus, Brassica
oleracea, Sesamum orientale, Brassica juncea, colza
oleaginosa, Camellia oleifera, palma oleaginosa, oliva,
ricino, Brassica napus L., canola; (4) cultivos de fibra:
Agave sisalana, Gossypium spp. like Gossypium, Gossypium
barbadense, Gossypium hirsutum, Hibiscus cannabinus, Agave
sisalana, Musa textilis Nee, Linum usitatissimum, Corchorus
capsularis L, Boehmeria nivea (L.), Cannabis sativa, Cannabis
sativa; (5) cultivos de frutass: Ziziphus spp., Cucumis spp.,
Passiflora edulis, Vitis spp., Vaccinium spp., Pyrus communis,
Prunus spp., Psidium spp., Punica granatum, Malus spp.,
Citrullus lanatus, Citrus spp., Ficus carica, Fortunella spp.,
Fragaria spp., Crataegus spp., Dospyros spp., Eugenia unifora,
Eriobotrya japonica, Dimocarpus longan, Carica papaya, Cocos
spp., Averrhoa carambola, Actinidia spp., Prunus amygdalus,
Musa spp. (musa acuminate), Persea spp. (Persea Americana),

Psidium guajava, Mammea Americana, Mangifera indica, Canarium



album (Oleaeuropaea), Caricapapaya, Cocos nucifera, Malpighia
emarginata, Manilkara =zapota, Ananas comosus, Annona Sspp.,
Citrus reticulate (Citrus spp.), Artocarpus spp., Litchi
chinensis, Ribes spp., Rubus spp., pera, durazno, damasco,
ciruela, arandano rojo, 1limdén, kumquat, durian, naranja,
frutilla, arandano, meldén hami, meldn, palmera datilera,
nogal, cerezo; (6) cultivos de rizoma: Manihot spp., Ipomoea
batatas, Colocasia esculenta, mostaza de tubérculo, Allium
cepa (cebolla), eleocharis tuberose (castana de agua),
Cyperus rotundus, Rhizoma doscoreae; (7) cultivos de
hortalizas: Spinacia spp., Phaseolus spp., Lactuca sativa,

Momordica spp, Petroselinum crispum, Capsicum spp., Solanum

spp. (tales como Solanum tuberosum, Solanum integrifolium,
Solanum lycopersicum), Lycopersicon sSpp . (tales como
Lycopersicon esculentum, Lycopersicon lycopersicum,

Lycopersicon pyriforme), Macrotyloma spp., Kale, Luffa
acutangula, lentejas, quimbombd, cebolla, papa, alcaucil,
esparragos, brécoli, repollitos de Bruselas, repollo,
zanahoria, coliflor, apio, berza, calabaza Benincasa hispida,
Asparagus officinalis, Apium graveolens, Amaranthus spp.,
Allium spp., Abelmoschus spp., Cichorium endivia, Cucurbita
spp., Coriandrum sativum, B.carinata, Rapbanus sativus,
Brassica spp. (tales como Brassica napus, Brassica rapa ssp.,
canola, <colza, colza oleaginosa, colza, mostaza de hoja,

repollo, mostaza negra, canola (colza), repollitos de



Bruselas, Solanaceae (berenjena), Capsicum annuum (pimiento
dulce), pepino, luffa, repollo chino, canola, repollo,

calabaza, cebollino chino, loto, raiz de loto, lechuga; (8)

cultivos de flores: Tropaeolum minus, Tropaeolum majus, Canna
indica, Opuntia spp., Tagetes spp., Cymbidium (orchid),

Crinum asiaticum L., Clivia, Hippeastrum rutilum, Rosa rugosa,
Rosa Chinensis, Jasminum sambac, Tulipa gesneriana L.,
Cerasus sp., Pharbitis nil (L.) Choisy, Calendula officinalis
L., Nelumbo sp., Bellis perennis L., Dianthus caryophyllus,
Petunia hybrida, Tulipa gesneriana L., Lilium brownie, Prunus
mume, Narcissus tazetta L., Jasminum nudiflorum Lindl.,
Primula malacoides, Daphne odora, Camellia japonica, Michelia

alba, Magnolia 1liliiflora, Viburnum macrocephalum, Clivia

miniata, Malus spectabilis, Paeonia suffruticosa, Paeonia

lactiflora, Syzygium aromaticum, Rhododendron simsii,
Rhododendron hybridum, Michelia figo (Lour.) Spreng., Cercis
chinensis, Kerria Jjaponica, Weigela florida, Fructus

forsythiae, Jasminum mesnyi, Parochetus communis, Cyclamen
persicum Mill., Phalaenophsis hybrid, Dendrobium nobile,
Hyacinthus orientalis, Iris tectorum Maxim, Zantedeschia

aethiopica, Calendula officinalis, Hippeastrum rutilum,

Begonia semperflorenshybr, Fuchsia hybrida, Begonia
maculataRaddi, Geranium, Epipremnum aureum; (9) cultivos
medicinales: Carthamus tinctorius, Mentha spp., Rheum

rhabarbarum, Crocus sativus, Lycium chinense, Polygonatum



odoratum, Polygonatum Kingianum, Anemarrhena asphodeloides
Bunge, Radix ophiopogonis, Fritillaria cirrhosa, Curcuma
aromatica, Amomum villosum Lour., Polygonum multiflorum,
Rheum officinale, Glycyrrhiza wuralensis Fisch, Astragalus
membranaceus, Panax ginseng, Panax notoginseng, Acanthopanax
gracilistylus, Angelica sinensis, Ligusticum wallichii,
Bupleurum sinenses DC., Datura stramonium Linn., Datura metel
L., Mentha haplocalyx, Leonurus sibiricus L., Agastache
rugosus, Scutellaria Dbaicalensis, Prunella wvulgaris L.,
Pyrethrum carneum, Ginkgo Dbiloba L., Cinchona ledgeriana,
Hevea brasiliensis (salvaje), Medicago sativa Linn, Piper
Nigrum L., Radix Isatidis, Atractylodes macrocephala Koidz;
(10) cultivos de materia prima: Hevea brasiliensis, Ricinus
communis, Vernicia fordii, Morus alba L., Hops Humulus lupulus,
Betula, Alnus cremastogyne Burk., Rhus verniciflua stokes;
(11) cultivos de pastura: Agropyron spp., Trifolium spp.,
Miscanthus sinensis, Pennisetum sp., Phalaris arundinacea,
Panicum virgatum, prairiegrasses, Indiangrass, Big bluestem
grass, Phleum pratense, turf, cyperaceae (Kobresia pygmaea,
Carex pediformis, Carex humilis), Medicago sativa Linn,
Phleum pratense L., Medicago sativa, Melilotus suavcolen,
Astragalus sinicus, Crotalaria juncea, Sesbania cannabina,
Azolla imbircata, Eichhornia crassipes, Amorpha fruticosa,
Lupinus micranthus, Trifolium, Astragalus adsurgens pall,

Pistia stratiotes 1linn, Alternanthera philoxeroides, Lolium;



(12) cultivos de azlUcar: Saccharum spp., Beta vulgaris; (13)
cultivos de bebidas: Camellia sinensis, Camellia Sinensis, té,
café (Coffea spp.), Theobroma cacao, Humulus lupulus Linn.;
(14) cultivos de césped: Ammophila arenaria, Poa spp. (Poa
pratensis (pasto azul)), Agrostis spp. (Agrostis matsumurae,
Agrostis palustris), Lolium spp. (Lolium), Festuca spp.

(Festuca ovina L.), Zoysia spp. (Zoysiajaponica), Cynodon spp.

(Cynodon dactylon/bermudagras) , Stenotaphrum secunda tum
(Stenotaphrum secundatum), Paspalum SPP-, Eremochloa
ophiuroides (pasto ciempiés), Axonopus Spp. (alfombra),

Bouteloua dactyloides (pasto bufalo), Bouteloua var. spp.
(Bouteloua gracilis), Digitaria sanguinalis, Cyperusrotundus,

Kyllingabrevifolia, Cyperusamuricus, Erigeron canadensis,

Hydrocotylesibthorpioides, Kummerowiastriata, Euphorbia
humifusa, Viola arvensis, Carex rigescens, Carex
heterostachya, césped; (15) cultivos de &rboles: Pinus spp.,

Salix spp., Acer spp., Hibiscus spp., Eucalyptus spp., Ginkgo
biloba, Bambusa sp., Populus spp., Prosopis spp., Quercus
spp., Phoenix spp., Fagus spp., Ceiba pentandra, Cinnamomum
spp., Corchorus spp., Phragmites australis, Physalis spp.,
Desmodium spp., Populus, Hedera helix, Populus tomentosa Carr,
Viburnum odoratissinum, Ginkgo biloba L., Quercus, Ailanthus
altissima, Schima superba, Ilex pur-purea, Platanus
acerifolia, ligustrum lucidum, Buxus megistophylla Levl.,

Dahurian larch, Acacia mearnsii, Pinus massoniana, Pinus



khasys, Pinus yunnanensis, Pinus finlaysoniana, Pinus
tabuliformis, Pinus koraiensis, Juglans nigra, Citrus limon,
Platanus acerifolia, Syzygium jambos, Davidia involucrate,
Bombax malabarica L., Ceiba pentandra (L.), Bauhinia blakeana,
Albizia saman, Albizzia julibrissin, Erythrina corallodendron,
Erythrina indica, Magnolia gradiflora, Cycas revolute,
Lagerstroemia indica, coniferous, macrophanerophytes, Frutex;
(16) cultivos de nueces: Bertholletia excelsea, Castanea spp.,
Corylus spp., Carya spp., Juglans spp., Pistacia vera,
Anacardium occidentale, Macadamia (Macadamia integrifolia),
Carya 1llinoensis Koch, Macadamia, Pistachio, Badam, otras
plantas que producen nueces; (17) otros: arabidopsis thaliana,
Bra chiaria eruciformis, Cenchrus echinatus, Setaria faberi,
eleusine indica, Cadaba farinose, algas, Carex elata, plantas
ornamentales, Carissa macrocarpa, Cynara spp., Daucus carota,
Doscorea sSpp. ., Erianthus Sp., Festuca arundinacea,
Hemerocallis fulva, Lotus spp., Luzula sylvatica, Medicago
sativa, Melilotus spp., Morus nigra, Nicotiana spp., Olea
spp., Ornithopus spp., Pastinaca sativa, Sambucus spp.,
Sinapis Sp., Syzygium sSpp-, Tripsacum dactyloides,
Triticosecale rimpaui, Viola odorata, y similares.

En una forma de realizacidén especifica, 1la planta se
selecciona de arroz, maiz, trigo, soja, girasol, sorgo, colza,
alfalfa, algoddn, cebada, mijo, cafla de azlUcar, tomate, tabaco,

mandioca, papa, banana, repollo chino, repocllo, pepino, rosa



china, Scindapsus aureus, sandia, meldn, frutilla, aréandano,
uva, manzana, citricos, durazno, pera, banana, etc.

Como se usa en la presente, el término “planta” incluye
una planta completa y cualquier progenie, célula, tejido o
parte de la planta. El término “parte de la planta” incluye
cualquier parte de una planta, gque incluye, por ejemplo, pero
sin limitacidén: semilla (que incluye semilla madura, embridn
inmaduro sin cubierta de semilla y semilla inmadura); corte
de plantas; célula de planta; cultivo de células de planta;
brgano de planta (por ejemplo, polen, embrién, flor, fruto,
yema, hoja, raiz, tallo y explante relacionado). El tejido de
planta o el o6rgano de planta pueden ser semillas, tejido
calloso o cualquier otra poblacién de células de plantas
organizadas en una unidad estructural o funcional. Algunas
células de plantas o cultivos de tejidos pueden regenerar una
planta que tiene las caracteristicas fisioldbgicas %
morfoldgicas de la planta de la que se deriva la célula o
tejido, % pueden regenerar una planta que tiene
sustancialmente el mismo genotipo que la planta. Por el
contrario, algunas células de plantas no pueden regenerar
plantas. Las células regenerables en las células de plantas
o cultivos de tejidos pueden ser embriones, protoplastos,
células meristemédticas, callos, polen, hojas, anteras, raices
puntas de las raices, estigmas, flores, granos, espigas,

mazorcas, cascaras o tallos.



Las partes de la planta comprenden partes cosechables vy
partes que se pueden usar para propagar plantas descendientes.
Las partes de la planta que se pueden usar para la propagacioén
incluyen, por ejemplo, pero sin limitacidén: semillas; frutas;
esquejes; plantulas; tubérculos y portainjertos. Las partes
cosechables de las plantas pueden ser cualquiera de las partes
utiles de las plantas, que incluyen, por ejemplo, pero sin
limitacién: flores; polen; pléantulas; tubérculos hojas;
tallos; frutas; semillas y raices.

Las células de planta son las unidades estructurales vy
fisioldgicas de las plantas. Como se usa en la presente, las
células de planta incluyen protoplastos y protoplastos con
paredes celulares parciales. Las células de planta pueden
estar en forma de células individuales aisladas o agregados
celulares (por ejemplo, callos sueltos y células cultivadas),
y pueden ser parte de unidades de tejido de orden superior
(por ejemplo, tejidos de planta, dérganos de planta y plantas
intactas). Por lo tanto, las células de planta pueden ser
protoplastos, células productoras de gametas, o células o
coleccién de células capaces de regenerar una planta completa.
Por lo tanto, en las realizaciones de la presente, una semilla
que contiene una pluralidad de células de planta y gque se
puede regenerar en una planta completa se considera como una
“parte de la planta”.

Como se usa en la presente, el término “protoplasto” se



refiere a una célula de planta cuya pared celular esté
completamente o parcialmente eliminada y cuya membrana de
bicapa lipidica estd expuesta. Normalmente, el protoplasto es
una célula de planta aislada sin pared celular, que tiene el
potencial de regenerar un cultivo celular o una planta
completa.

La “descendencia” de la planta incluye cualquier
generacidén posterior de la planta.

Los términos “tolerancia a herbicidas inhibidores” vy
“resistencia a herbicidas inhibidores” se pueden usar
indistintamente, y ambos se refieren a tolerancia vy
resistencia a un herbicida inhibidor. “Mejora en la tolerancia
al herbicida inhibidor” vy ™“mejora en la resistencia al
herbicida inhibidor” significan que la tolerancia o
resistencia al herbicida inhibidor se mejora en comparacidn
con una planta que contiene el gen de tipo salvaje.

El término “tipo salvaje” se refiere a una molécula de
acido nucleico o proteina que se puede encontrar en la
naturaleza.

En la presente invencidén, el término “sitio de cultivo”
comprende un sitio donde se cultiva la planta de la presente
invencidén, tal como suelo, y también comprende, por ejemplo,
semillas de plantas, plantulas de plantas y plantas cultivadas.
El término “cantidad efectiva para el control de malezas” se

refiere a una cantidad de herbicida que es suficiente para



afectar el crecimiento o desarrollo de la maleza blanco, por
ejemplo, para prevenir o inhibir el crecimiento o desarrollo
de la maleza blanco o matar la maleza. Ventajosamente, la
cantidad efectiva para el control de malezas no afecta
significativamente al crecimiento vy/o desarrollo de las
semillas de plantas, plantulas de plantas o plantas de 1la
presente invencidén. Los expertos en la técnica pueden
determinar dicha cantidad efectiva para el control de malezas
mediante experimentos de rutina.

El término “gen” comprende un fragmento de &cido nucleico
que expresa una molécula funcional (tal como, pero sin
limitacién, una proteina especifica), incluidas las
secuencias reguladoras antes (secuencias no codificadoras 5’)
y después (secuencias no codificadoras 3’) a secuencia
codificadoras.

La secuencia de ADN que “codifica” un ARN especifico es
una secuencia de acido nucleico de ADN que se puede
transcribir en ARN. Los polinucledétidos de ADN pueden
codificar un ARN (ARNm) que se puede traducir a una proteina,
o los polinucledétidos de ADN pueden codificar un ARN gue no
se puede traducir a una proteina (por ejemplo, ARNt, ARNr o
ARN dirigido al ADN; conocido como ARN “no codificadora” o
“ARNnc”) .

Los términos “polipéptido”, “péptido” y “proteina” se usan

indistintamente en la presente invencidén y se refieren a un



polimero de residuos de aminoacidos. Los términos se aplican
a polimeros de aminodcidos en los que uno o méds residuos de
aminodcidos son anadlogos quimicos artificiales de 1los
aminodcidos correspondientes 'y naturales, asi como a
polimeros de aminoacidos naturales. Los términos
“polipéptido”, “péptido”, “secuencia de aminoacidos” vy
“proteina” también pueden incluir sus formas de modificaciédn,
que incluyen pero sin limitacién, glicosilacién, enlace
lipidico, sulfatacidén, y-carboxilacidén de residuos de acido
glutédmico, hidroxilacién y ADP- ribosilacién.

El término “fragmento bioldgicamente activo” se refiere a
un fragmento que tiene uno o mas residuos de aminoacidos
suprimidos del extremo N y/o C-terminal de una proteina
mientras que aun conserva su actividad funcional.

Los términos “polinucleétido” y “acido nucleico” se usan
indistintamente y comprenden ADN, ARN o hibridos de estos,
que pueden ser de cadena doble o cadena simple.

Los términos “secuencia de nucledtidos” y “secuencia de
acido nucleico” se refieren a la secuencia de bases en el ADN
o ARN.

Los expertos en la técnica pueden usar facilmente métodos
conocidos, tales como métodos de evolucidn dirigida y mutacidn
puntual, para mutar los fragmentos de ADN como se muestra en
la SEQ ID No. 9 a SEQ ID No. 17 de la presente invencidn.

Aquellas secuencias de nucledtidos modificadas



artificialmente que tienen al menos un 75% de identidad con
cualquiera de las secuencias anteriores de la presente
invencién y exhiben la misma funcidén se consideran derivados
de la secuencia de nucledétidos de la presente invencidén vy
equivalentes a las secuencias de la presente invencidn.

El término “identidad” se refiere a la similitud de
secuencia con una secuencia de acido nucleico natural. La
identidad de la secuencia se ©puede evaluar mediante
observacién o software de computadora. Usando un software de
alineamiento de secuencias de computadora, la identidad entre
dos o0 mas secuencias se puede expresar como un porcentaje (%),
que se puede usar para evaluar la identidad entre secuencias
relacionadas. “Secuencia parcial” significa al menos 5%, 10%,
20%, 30%, 40%, 50%, ©00%, 70%, 80%, 90% o 95% de una secuencia
dada.

La condicidén rigurosa puede ser la siguiente: hibridacién
a 50 °C en una solucidén mixta de dodecilsulkfato de sodio 7%
(SDS), NaPOs 0,5 M, y EDTA 1 mM, y lavado a 50 °C en 2x SSC y
SDS 0,1%; o alternativamente: hibridacién a 50 °C en una
solucidén mixta de SDS 7%, NaPO4 0,5 M y EDTA 1 mM, y lavado a
50 °C en 1x SSC y SDS 0,1%; o alternativamente: hibridacidn
a 50 °C en una solucidén mixta de SDS 7%, NaPOs 0,5 M y EDTA 1
mM, y lavado a 50 °C en 0,5x SSC y SDS 0,1%; o alternativamente:
hibridacidén a 50 °C en una solucidén mixta de SDS 7%, NaPO4

0,5 M vy EDTA 1 mM, y lavado a 50 °C en 0,1x SSC y SDS 0,1%;



o alternativamente: hibridacién a 50 °C en una solucidn mixta
de SDS 7%, NaPOs 0,5 M y EDTA 1 mM, y lavado a 65 °C en 0,1x
SSC yv SDS 0,1%; o alternativamente: hibridacién a 65 °C en una
solucién de 6x SSC, 0,5% SDS, y luego el lavado de membrana
con 2x SsC, Sbs 0,1% y 1x SSsC, SDS 0,1% cada vez; o
alternativamente: hibridacidén y lavado de membrana dos veces
en una solucidén de 2x SSC, SDS 0,1% a 68 °C, 5 min cada vez,
y luego hibridacién y lavado de membrana dos veces en una
solucién de 0,5x SSC, SDS 0,1% a 68 °C, 15 min cada vez; o
alternativamente: hibridacién y lavado de membrana en una
solucidén de 0,1x SSPE (o 0,1x SSC), SDS 0,1% a 65 °C.

Como se usa en la presente invencién, “casete de expresidn”,
“vector de expresidén” y “constructo de expresidn” se refieren
a un vector tal como un vector recombinante adecuado para la
expresién de una secuencia de nucledbdtidos de interés en una
planta. El1 término “expresidén” se refiere a la produccidédn de
un producto funcional. Por ejemplo, la expresidén de una
secuencia de nucledbdétidos se puede referir a la transcripcidn
de la secuencia de nucledtidos (tal como la transcripcidn para
generar ARNm o ARN funcional) y/o la traduccién de ARN en una
proteina precursora o madura.

El “constructo de expresidn” de la presente invencidn
puede ser un fragmento de acido nucleico lineal, un plésmido
circular, un vector viral o, en algunas realizaciones, puede

ser un ARN (tal como ARNm) gque se puede traducir.



El “constructo de expresidn” de la presente invencidn
puede comprender secuencias reguladoras vy secuencias de
nucledétidos de interés de diferentes fuentes, o secuencias
reguladoras y secuencias de nucledétidos de interés de la misma
fuente pero dispuestas de una manera diferente de las que
ocurren normalmente en la naturaleza.

El “gen de alta expresidn” en la presente invencidn se
refiere a un gen cuyo nivel de expresién es mas alto que el
de un gen comUn en un tejido especifico.

Los términos “wvector de expresidédn recombinante” o
“constructo de ADN” se usan indistintamente en la presente y
se refieren a una molécula de ADN que comprende un vector y
al menos un inserto. Los vectores de expresidn recombinantes
se producen habitualmente con el propdsito de expresidn y/o
propagacidén del inserto o para la construccidén de otras
secuencias de nuclebdétidos recombinantes. El1 inserto puede
estar unido de forma operativa o no operativa a una secuencia
promotora y puede estar unido de forma operativa o no
operativa a una secuencia reguladora de ADN.

Los términos “secuencia reguladora” y “elemento regulador”
se pueden usar indistintamente y se refieren a una secuencia
de nucledétidos que se ubica en la corriente arriba (secuencia
no codificadora 5’), media o corriente abajo (secuencia no
codificadora 3’) de una secuencia codificadora y afecta la

transcripcidn, procesamiento de ARN, estabilidad o traduccidn



de wuna secuencia codificadora relacionada. Los elementos
reguladores de la expresién de plantas se refieren a
secuencias de nucledétidos que pueden controlar la
transcripcidén, el procesamiento del ARN o la estabilidad o
traduccidén de una secuencia de nucledtidos de interés en
plantas.

Las secuencias reguladoras pueden incluir, pero sin
limitacién, promotores, secuencias lider de traduccidn,
intrones y secuencias de reconocimiento de poliA.

El término “promotor” se refiere a un fragmento de &cido
nucleico capaz de controlar la transcripcidén de otro fragmento
de &cido nucleico. En algunas realizaciones de la presente
invencién, el promotor es un promotor capaz de controlar la
transcripcién génica en células de planta, independientemente
de si se deriva de células de planta. El promotor puede ser
un promotor constitutivo o un promotor especifico de tejido
o0 un promotor regulado por el desarrollo o un promotor
inducible.

El término “promotor fuerte” es un término bien conocido
y ampliamente utilizado en la técnica. Se conocen en la
técnica muchos promotores fuertes o se pueden identificar
mediante experimentos de rutina. La actividad del promotor
fuerte es mayor que la actividad del promotor unido
operativamente a la molécula de &acido nucleico que se va a

sobreexpresar en un organismo de tipo salvaje, por ejemplo,



un promotor con una actividad mayor que la del promotor de un
gen enddgeno. Con preferencia, la actividad del promotor
fuerte es mayor en aproximadamente 2%, 5%, 8%, 10%, 20%, 30%,
40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%, 150%, 200%, 250%, 300%,
350%, 400%, 450%, 500%, 600%, 700%, 800%, 900%, 1000% o méas
del 1000% que la actividad del promotor unido operativamente
a la molécula de acido nucleico para sobreexpresarse en el
organismo de tipo salvaje. Los expertos en la técnica saben
cébmo medir la actividad de wun promotor y comparar las
actividades de diferentes promotores.

El término ‘“promotor constitutivo” se refiere a un
promotor que generalmente producird la expresidn génica en la
mayoria de los tipos de células en la mayoria de los casos.
“Promotor especifico de tejido” y “promotor preferido de
tejido” se usan indistintamente y se refieren a un promotor
que se expresa principalmente pero no en forma necesariamente
exclusiva en un tejido u érgano, y también se expresa en una
célula o tipo celular especifico. “Promotor regulado por el
desarrollo” se refiere a un promotor cuya actividad estéa
determinada por un evento del desarrollo. El “promotor
inducible” responde a un estimulo enddgeno o exdgeno (ambiente,
hormona, sefial guimica, etc.) para expresar selectivamente
una secuencia de ADN operativamente unida.

Como se usa en la presente, el término “operativamente

unido” se refiere a una conexidén de un elemento regulador (por



ejemplo, pero sin limitacidn, secuencia promotora, secuencia
de terminacidén de la transcripcidn, etc.) a una secuencia de
dcido nucleico (por ejemplo, una secuencia codificadora o
marco de lectura abierto) de manera que la transcripcién de
la secuencia de nucledbdtidos esté controlada y regulada por el
elemento regulador de la transcripcidédn. Las técnicas para unir
operativamente la regidén del elemento regulador a la molécula
de &cido nucleico son conocidas en la técnica.

La “introduccidén” de una molécula de &acido nucleico (tal
como un plésmido, fragmento de &cido nucleico lineal, ARN,
etc.) o proteina en una planta se refiere a transformar una
célula de la planta con el &cido nucleico o la proteina para
que el &cido nucleico o la proteina puede funcionar en la
célula de planta. El1 término “transformacidén” usado en la
presente invencidén comprende transformacidén estable vy
transformacién transitoria.

El término “transformacidén estable” se refiere a que la
introduccién de una secuencia de nucledtidos exdgena en el
genoma de una planta produce una herencia estable del gen
ex6bgeno. Una vez transformada de manera estable, la secuencia
de 4cido nucleico exdgeno se integra de manera estable en el
genoma de la planta y cualquier generacidén sucesiva de la
misma.

El término “transformacidén transitoria” se refiere a que

la introduccidén de una molécula de acido nucleico o proteina



en una célula de planta para realizar la funcidén no produce
una herencia estable del gen extrafio. En la transformacién
transitoria, la secuencia de &cido nucleico exdégeno no se
integra en el genoma de la planta.

El cambio de la expresidédn de genes enddgenos en organismos

incluye dos aspectos: caracteristicas de intensidad vy
espacio-temporales. El cambio de intensidad incluye el
aumento (knock-up), la disminucidn (knock—-down) y/0
eliminacién de la expresién del gen (knock-out) ; la

especificidad espacio-temporal incluye la especificidad
temporal (etapa de crecimiento y desarrollo) y la
especificidad espacial (tejido), asi como la capacidad de
induccidbén. Ademas, incluye el cambio del direccionamiento de
una proteina, por ejemplo, el cambio de la caracteristica de
localizacién citopléasmica de una proteina en una
caracteristica de localizacidén de cloroplasto o localizacidn
nuclear.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos
técnicos y cientificos usados en la presente tienen los mismos
significados que los entendidos comUnmente por los expertos
en la técnica a la que pertenece la presente invencidédn. Aunqgue
cualquier método y material similar o equivalente a los
descritos en la presente también se puede usar en la préactica
0 ensayo de la presente invencidén, ahora se describen 1los

métodos y materiales preferidos.



Todas las publicaciones y patentes mencionadas en esta
descripcidén se incorporan en la presente como referencia como
si cada publicacién o patente individual estuviera indicada
exacta e individualmente para ser incorporada como referencia
y se incorpora en la presente como referencia para divulgar
y describir métodos y/o materiales relacionados con las
publicaciones citadas. La mencidén de cualquier publicacién
que haya sido publicada antes de la fecha de presentacidén no
se debe interpretar como una admisién de que la presente
invencidén no sea elegible para preceder a la publicacién de
la invencidén existente. Ademéds, la fecha de publicacidn
proporcionada puede ser diferente de la fecha de publicacién
real, lo que puede requerir una verificacién independiente.

A menos que se indique o implique especificamente, como

A\Y ” A\Y

un”, una

”

se usa en la presente, los términos y “el/la”
significan “al menos uno”. Todas las patentes, solicitudes de
patente y publicaciones mencionadas o citadas en la presente
se 1incorporan aqui como referencia en su totalidad, con el
mismo grado de citacidén que si se citaran individualmente.

La presente invencién tiene los siguientes efectos
técnicos ventajosos:

La presente invencidédn usa de manera integral la
informacién de 1los siguientes dos campos profesionales

diferentes para desarrollar un método para crear directamente

nuevos genes en organismos, cambiar por completo el uso

’



convencional de las herramientas de edicién de genes
originales (es decir, konck out de genes), realizar un nuevo
uso de ellas para crear nuevos genes, en particular, realizar
un método de edicidén para knocking up genes enddgenos mediante
el uso de tecnologia de edicidén de genes para aumentar la
expresidén de genes blanco. La primera es la informacidn en el
campo de la edicidén de genes, es decir, cuando dos o més
sitios blanco diferentes y Cas9 se dirigen simultdneamente al
genoma u organismo, pueden ocurrir diferentes situaciones
como tales como supresioén, inversidn, duplicacién o
inversién-duplicacidén. La segunda es la informacidén en el
campo de la gendmica, es decir, la informacidén sobre la
ubicacidén y distancia de diferentes genes en el genoma, Yy
ubicaciones, direcciones y funciones especificas de
diferentes elementos (promotor, 5’UTR, regidén codificadora
(CDS), diferentes regiones de dominio, terminador, etc.) en
genes, y especificidad de expresidén de diferentes genes, etc.
Mediante la combinacidén de la informacidn en estos dos campos
diferentes, se inducen rupturas de ADN en sitios especificos
de dos o méds genes diferentes o en dos o més sitios especificos
dentro de un gen Unico (los sitios especificos se pueden
determinar en el campo de la gendmica), se puede formar una
nueva combinacién de diferentes elementos genéticos o
dominios funcionales mediante supresién, inversién,

duplicacién e inversidén-duplicacidén o intercambio de brazos



cromosémicos, etc. (las situaciones especificas se pueden
proporcionar en el campo de la edicidén de genes), de este modo
se crea especificamente un nuevo gen en el organismo.

Los nuevos genes creados por la presente invencién estén
formados por la fusidén o recombinacidn de diferentes elementos
de dos o mas genes bajo la accidén del mecanismo de reparacidn
espontédnea del ADN en el organismo para cambiar la intensidad
de expresioén, especificidad espacio-temporal, dominios
funcionales especiales y similares del gen original sin un
transgén exdgeno o elementos génicos sintéticos. Debido a que
el nuevo gen tiene la fusidén de dos o mas elementos genéticos
diferentes, esto amplia enormemente el alcance de la mutacidn
genética y producird funciones mas abundantes y diversas, por
lo gue tiene una amplia gama de perspectivas de aplicaciédn.
Al mismo tiempo, estos nuevos genes no estédn unidos a los
vectores de edicidén de genes, por lo que los elementos del
vector se pueden eliminar mediante la segregacidn genética vy,
por lo tanto, se produce materiales bioldgicos no transgénicos
que contienen los nuevos genes para el mejoramiento genético
de animales y plantas. Alternativamente, la edicién
transitoria no integrada se puede realizar mediante la
administracién de ARNm o complejo proteico de 4cido
ribonucleico (RNP) para crear materiales Dbioldgicos no
modificados genéticamente que contienen los nuevos genes.

Este proceso no es transgénico y los materiales editados



resultantes tampoco contendrian transgén. En teoria y en
efecto, estos nuevos genes también se pueden obtener mediante
técnicas de mejoramiento genético tradicionales (tales como
radiacién o mutagénesis quimica). La diferencia es que la
deteccidn con técnicas tradicionales requiere la creacidn de
bibliotecas que contengan una gran cantidad de mutantes
aleatorias vy, por lo tanto, la deteccidén de nuevos genes
funcionales requiere mucho tiempo y es costosa. Si bien en la
presente invencidn, se pueden crear nuevos genes funcionales
mediante andlisis bioinformadtico combinado con tecnologia de
edicidén de genes, la duracidén del mejoramiento genético se
puede acortar en gran medida. El1 método de 1la presente
invencidén no estd obligado a las regulaciones actuales sobre
organismos de edicidén de genes en muchos paises.

Ademéds, la tecnologia de creacidén de nuevos genes de la
presente invencidédn se puede usar para cambiar muchos rasgos
en organismos, incluido el crecimiento, desarrollo,
resistencia, rendimiento, etc., y tiene un gran valor de
aplicacidén. Los nuevos genes creados pueden tener nuevos
elementos reguladores (tales como promotores), que cambiaran
la intensidad de expresidn y/o las caracteristicas espacio-
temporales de los genes originales, o tendridn nuevas
secuencias de aminoédcidos y por tanto tendran nuevas funciones
Tomando los cultivos como ejemplo, el cambio de la expresidn

de genes especificos puede aumentar la resistencia de 1los



cultivos a organismos nocivos tales como plagas y malezas y
estreses abidticos tales como sequia, anegamiento y salinidad,
y también puede aumentar el rendimiento y mejorar la calidad.
Tomando el ©pescado como ejemplo, el cambio de las
caracteristicas de expresidén de la hormona del crecimiento en
los peces puede cambiar significativamente su velocidad de

crecimiento y desarrollo.

Breve descripcién de los dibujos

La Figura 1 muestra un diagrama esquemdtico de creaciédn
de un nuevo gen de HPPD en el arroz.

La Figura 2 muestra un diagrama esquematico de creacidn
de un nuevo gen EPSPS en el arroz.

La Figura 3 muestra un diagrama esquemdtico de creaciédn
de un nuevo gen de PPOX en Arabidopsis thaliana.

La Figura 4 muestra un diagrama esquemdtico de creaciédn
de un nuevo gen de PPOX en el arroz.

La Figura 5 muestra los resultados de la secuenciacién
para el esquema de duplicaciédn HPPD analizado con protoplasto
de arroz

La Figura 6 muestra el mapa del vector de transformacidn
de Agrobacterium pQY2091 para arroz.

La Figura 7 7 muestra los resultados de la electroforesis
de los productos de PCR para la deteccidn de nuevos fragmentos

de genes en callos de arroz resistentes a higromicina



transformados con pQY2091. La flecha indica la banda de PCR
del nuevo gen creado por la fusidén del promotor del gen UBIZ2
con la regién codificadora del HPPD. Los nuUmeros son 1los
numeros de las diferentes muestras de callos. M representa el
marcador de ADN y los tamafios de banda son 100 pb, 250 pb,
500 pb, 750 pb, 1000 pb, 2000 pb, 2500 pb, 5000 pb, 7500 pb
en orden.

La Figura 8 muestra los resultados de la electroforesis
de los productos de PCR para la deteccidédn de nuevos fragmentos
de genes en plantulas de arroz TO transformadas con pQY2091.
La flecha indica la banda de PCR del nuevo gen creado por la
fusidén del promotor del gen UBI2 con la regidn codificadora
del HPPD. Los numeros son los numeros de serie de las
diferentes pléntulas TO. M representa el marcador de ADN, y
los tamafios de banda son secuencialmente 100 pb, 250 pb, 500
pb, 750 pb, 1000 pb, 2000 pb, 2500 pb, 5000 pb, 7500 pb.

La Figura 9 muestra los resultados de la prueba para la
resistencia a Shuangzuocaotong de la generacidén TO QY2091 de
la cepa duplicadora del gen HPPD. En la misma maceta, la
Jinjing 818 de tipo salvaje estd a la izquierda y la cepa
duplicadora HPPD estd a la derecha.

La Figura 10 muestra los niveles de expresidn relativa de
los genes HPPD y UBI2 en la generacidén TO QY2091 de la cepa
duplicadora del gen HPPD. 818CKl y 818CK3 representan dos

plantas de control del Jinjing 818 de tipo salvaje; 13M y 20M



representan las muestras de hojas de macollos primarios de
las plantas TO QY2091-13 y QY2091-20; 13L y 20L representan
las muestras de hojas secundarias de macollos de las plantas
QY2091-13 'y QY2091-20 TO wutilizadas en la ©prueba de
resistencia a herbicidas.

La Figura 11 muestra un diagrama esquematico de 1los
posibles genotipos de la generacidén T1 QY2091 y los sitios de
unién de los cebadores de deteccidédn molecular.

La Figura 12 muestra la comparacién de los resultados de
secuenciacién que detectan la duplicacién de HPPD y las
secuencias duplicadas predichas para QY2091-13 y QY2091-20.

La Figura 13 muestra los resultados de la prueba de
resistencia a herbicidas para la generacidén T1 de la cepa
duplicadora QY2091 HPPD en la etapa de pléantula.

La Figura 14 muestra un diagrama esquemdtico de los tipos
de posibles eventos de edicién de la inversidn del fragmento
cromosémico del gen PPOl de arroz y los sitios de unién de
los cebadores de deteccidédn molecular.

La Figura 15 muestra los resultados de secuenciacidn de
la deteccidén de inversidn EPSPS.

La Figura 16 muestra el mapa del vector de transformacidén
de arroz Agrobacterium pQY2234.

La Figura 17 muestra los resultados de la electroforesis
de los productos de PCR para la deteccidn de nuevos fragmentos

de genes de callos de arroz resistentes a higromicina



transformados con pQY2234. La flecha indica la banda de PCR
del nuevo gen creado por la fusidén del promotor del gen CP12
con la regién codificadora del PPOl. Los nuUmeros son 1los
numeros de serie de diferentes muestras de callos. M
representa el marcador de ADN, y los tamafios de banda son
secuencialmente 100 pb, 250 pb, 500 pb, 750 pb, 1000 pb, 2000
pb, 2500 pb, 5 pb, 7500 pb.

La Figura 18 muestra los resultados de 1la prueba de
resistencia de la cepa 2081 de inversidén del gen PPO1l de 1la
generacién TO QY2234. Con la misma dosis de tratamiento, la
maceta de la izquierda es el control Huaidao N.° 5 de tipo
salvaje, y la derecha es la cepa de inversidén PPOl.

La Figura 19 muestra los niveles de expresidn relativa de
los genes PPOl1 y CPl2 en la cepa de inversidén de PPOl de
generacidén TO QY2234. HS5CK1l y HS5CK2 representan dos plantas
de control Huaidao No. 5 de tipo salvaje; 252M, 304M y 329M
representan las muestras de hojas de macollos primarios de
las plantas TO QY2234-252, QY2234-304 y QY2234-329; 252L, 304L
y 329L representan muestras de hojas secundarias de macollos.

La Figura 20 muestra la comparacién del resultado de
secuenciacién de la inversidn de PPOl con la secuencia de
inversidén predicha en el fondo de Huaidao 5.

La Figura 21 muestra la comparacién del resultado de
secuenciacién de la inversidén de PPOl con la secuencia de

inversidén predicha en el fondo de Jinjing 818.



La Figura 22 muestra los resultados de la prueba de
resistencia a herbicidas para la generacidén Tl de la cepa de
inversidén QY2234 PPOl en la etapa de pléantula.

Modelos especificos para llevar a cabo la invencién

La presente invencidén se describe adicionalmente junto con
los ejemplos siguientes. La siguiente descripcidén es solo
ilustrativa y el alcance de proteccidén de la presente
invencidén no debe limitarse a esto.

Ejemplo 1: Un método de edicién para knocking up 1la
expresién del gen de HPPD enddégeno mediante la induccién de
la duplicacién del fragmento cromosémico en planta - prueba
de protoplastos de arroz

El HPPD era una enzima clave en la via de la sintesis de
clorofila en las plantas, y la inhibicidén de la actividad del
HPPD finalmente puede llevar a la clorosis albina y la muerte
de las plantas. Muchos herbicidas, tales como mesotriona y
topramezona, fueron inhibidores con la HPPD como proteina
blanco y, por lo tanto, el aumento del nivel de expresidn del
gen HPPD enddgeno en las plantas podria mejorar la tolerancia
de las plantas a estos herbicidas. El1 gen HPPD de arroz (como
se muestra en SEQ ID NO: 6, en el que 1-1067 pb es el promotor
y el resto es la regidén de expresidén) se localiza en el
cromosoma 2 del arroz. Mediante andlisis bioinformédtico, se
encontrd que la Ubiquitina2 del arroz (en adelante denominada

como UBI2) (como se muestra en SEQ ID NO: 5, en el que 1-2107



pb fue el promotor, y el resto fue la regidn de expresidn) se
ubica aproximadamente 338 kb corriente abajo del gen HPPD, vy
el gen de UBI2 y el gen de HPPD fueron en la misma direcciédén
en el cromosoma. De acuerdo con los datos del perfil de
expresidén génica del arroz proporcionados por el Proyecto
Internacional de  Secuenciacidédn del Genoma del Arroz
(http://rice.plantbiology.msu.edu/index.shtml), la
intensidad de expresidén del gen de UBI2 en las hojas de arroz
fue de 3 a 10 veces mayor que el del gen de HPPD, y el promotor
del gen UBIZ2 era un promotor fuerte expresado
constitutivamente.

Como se muestra en la Figura 1, el Esquema 1 muestra que
las rupturas de cadena doble se generaron simultdneamente en
los sitios entre los promotores y la regidén CDS de los genes
de HPPD y UBI2 respectivamente, el evento de duplicar la
regién entre las dos rupturas se obtuvo después de la
deteccidédn e identificacidn, y se podria formar un nuevo gen
mediante la fusidén del promotor de UBI2 vy la regidn
codificadora de HPPD. Ademads, de acuerdo con el Esquema 2,
como se muestra en la Figura 1, un nuevo gen en el que el
promotor de UBI2 vy la regidén codificadora de HPPD se
fusionaron también se podria formar mediante dos inversiones
consecutivas. Primero, los esquemas que se muestran en la
Figura 1 se probaron en el sistema de protoplasto de arroz de

la siguiente manera:



1. En cebador lugar, las secuencias de ADN gendmico de los
genes de HPPD vy UBI2 de arroz se introdujeron en la
herramienta en linea CRISPOR (http://crispor.tefor.net/) para
buscar sitios blanco de edicién disponibles. Después de la
puntuacidén en linea, se seleccionaron para las pruebas los
siguientes sitios blanco entre los promotores y las regiones

CDS de los genes de HPPD y UBIZ2:

Nombre Secuencia SEQ ID NO
OsHPPD-ARN GTGCTGGTTGCCTTGGCTGC 277
guia 1
OsHPPD—-ARN CACAAATTCACCAGCAGCCA 28
guia 2
OsHPPD—-ARN TAAGAACTAGCACAAGATTA 29
guia 3
OsHPPD-ARN GAAATAATCACCAAACAGAT 30
guia 4

El1 ARN guia 1 y el ARN guia 2 ubicados entre el promotor
y la regién CDS del gen de HPPD, cerca del codén de inicio de
la proteina HPPD, y el ARN guia 3 y el ARN guia 4 ubicados
entre el promotor y la regiédn CDS del gen UBI2, cerca del
coddédn de inicio de la proteina UBIZ2.

E1l vector pHUE411 (https://www.addgene.org/62203/) se



utiliza como esqueleto, vy los siguientes cebadores se
disefiaron para que los sitios blanco mencionados
anteriormente realicen la construccidén del vector como se
describe en “Xing HL, Dong L, Wang ZP, Zhang HY, Han CY, Liu
B, Wang XC, Chen QJ. A CRISPR/Cas9 Toolkit for multiplex

genome editing in plants. BMC Plant Biol. 2014 Nov 29; 14(1):

327",

Cebador N.° Secuencia de ADN (5’ ao 37) SEQ ID NO
OsHPPD- ATATGGTCTCGGGCGGTGCTGGTTGCCTTGG 31
SgRNAI1-F CTGCGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAG

OsHPPD- ATATGGTCTCGGGCGCACAAATTCACCAGCA 32
SgRNA2-F GCCAGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAG

OsHPPD- TATTGGTCTCTAAACTAATCTTGTGCTAGTT 33
SgRNA3-R CTTAGCTTCTTGGTGCCGCGC

OsHPPD- TATTGGTCTCTAAACATCTGTTTGGTGATTA 34
SsgRNA4-R TTTCGCTTCTTGGTGCCGCGC

Se construyeron vectores de edicidén de genes para la
siguiente combinacién de doble blanco siguiendo el método
proporcionado en la bibliografia mencionada anteriormente.
Especificamente, con el plasmido pCBC-MT1T2
(https://www.addgene.org/50593/) como molde, se amplificaron
los fragmentos de doble blanco sgRNAIl + 3, sgRNAl + 4, sgRNA2
+ 3 y sgRNA2 + 4 respectivamente para construir los casetes

de expresidén de ARNsg. El1l esqueleto del vector de pHUE41ll se



digiridé con Bsal y se recuperd del gel, y el fragmento blanco
se digirid y se usd directamente para la reaccidn de ligaciédn.
Se usd ADN ligasa T4 para ligar el esqueleto del vector y el
fragmento blanco, y el producto de ligacidén se transformdé en
células competentes Transba. Se eligieron y secuenciaron
diferentes monoclones. Se utilizdé el mini kit de extraccidn
de plésmidos de alta pureza Sparkjade para extraer pléasmidos
de los clones con secuencias correctas, de este modo se
obtiene los plasmidos recombinantes, denominados
respectivamente pQY002065, pQY002066, pQY002067 y pQY002068,
de la siguiente manera:
Combinacidén pQY002065 pHUE411-HPPD-sgRNA1+3 de OsHPPD-ARN
guia 1, ARN guia 3
Combinacién pQY002066 pHUE411-HPPD-sgRNA1+4 de OsHPPD-ARN
guia 1, ARN guiad
Combinacién pQY002067 pHUE411-HPPD-sgRNA2+3 de OsHPPD-ARN
guia 2, ARN guia 3
Combinacidén pQY002068 pHUE411-HPPD-sgRNA2+4 de OsHPPD-ARN
guia 2, ARN guia4
2. Se prepararon pléasmidos de alta pureza vy alta
concentracién para los vectores pQY002065-002068 mencionados
anteriormente de la siguiente manera:
Los plasmidos se extrajeron con el kit de extraccidédn de
plésmidos de medio Promega (Midipreps DNA Purification System,

Promega, A7640) de acuerdo con las instrucciones. Las etapas



especificas fueron:

(1) Agregar 5 ml de Escherichia coli a 300 ml de medio
ligquido LB que contiene kanamicina y agitar a 200 rpm, 37 °C
durante 12 a 16 horas;

(2) Colocar la solucidn de bacterias anterior en un tubo
de centrifuga de 500 ml y centrifugar a 5,000 g durante 10
minutos, descartar el sobrenadante;

(3) Agregar 3 ml de solucidén de resuspensidn celular (CRS)
para resuspender el sedimento celular y agitar con vbértex para
mezclar bien;

(4) Agregar 3 ml de solucién de lisis celular (CLS) vy
mezclar lentamente durante no mas de 5 minutos;

(5) Agregar 3 ml de solucidén de Neutralizacidn y mezclar
bien wvolcando hasta que el color se vuelva claro vy
transparente;

(6) Centrifugar a 14,000 g durante 15 minutos y centrifugar
adicionalmente durante 15 minutos si el precipitado no se
formdé compacto;

(7) Transferir el sobrenadante a un nuevo tubo de
centrifuga de 50 ml, evitando aspirar precipitado blanco en
el tubo de centrifuga;

(8) Agregar 10 ml de resina de purificacidén de ADN (Resina
de purificacidn, agitar vigorosamente antes de usar) y mezclar
bien;

(9) Verter la mezcla de resina/ADN en una columna de filtro



y tratar mediante el método de presidn negativa de bomba de
vacio (0,05 MPa);

(10) Agregar 15 ml de solucidén de lavado de columna (CWS)
a la columna de filtro y someter al vacio.

(11) Agregar 15 ml de CWS y repetir el wvacio una vez;
extender el vacio durante 30 s después de que toda la solucidn
pasara a través de la columna de filtrado;

(12) Cortar la columna de filtro, transferir a un tubo de
centrifuga de 1,5 ml, centrifugar a 12,000 g durante 2 minutos,
eliminar el liquido residual y transferir la columna de filtro
a un nuevo tubo de centrifuga de 1,5 ml;

(13) Agregar 200 pL de agua esterilizada precalentada a
70 °C y mantener el reposo durante 2 minutos;

(14) Centrifugar a 12,000 g durante 2 minutos para eluir
el ADN plasmidico; y la concentracién fue generalmente de
aproximadamente 1 ug/uL.

3. Preparar ©protoplastos de arroz y realizar la
transformacidédn mediada por PEG:

Primero, se prepararon plantulas de arroz para
protoplastos, que es de la variedad Nipponbare. Las semillas
fueron proporcionadas por el Department of the School of Plant
Protection, China Agricultural University y se expandieron en
forma interna. Las semillas de arroz se descascaron primero
y las semillas descascaradas se enjuagaron con etanol 75%

durante 1 minuto, se trataron con hipoclorito de sodio 5%



(v/v) durante 20 minutos, luego se lavaron con agua estéril
durante mads de 5 veces. Después de secarlos con secador en
una mesa ultra limpia, se colocaron en una botella de cultivo
de tejidos que contiene 1/2 medio MS, 20 semillas por cada
botella. Los protoplastos se prepararon mediante la
incubacidén a 26 °C durante aproximadamente 10 dias con 12
horas de luz.

Los métodos para la preparacidén de protoplastos de arroz
y la transformacién mediada por PEG se llevaron a cabo de
acuerdo con “Lin et al., 2018 Application of protoplast
technology to CRISPR/Cas9 mutagenesis: from single-cell
mutation detection to mutant plant regeneration. Plant
Biotechnology

(1) se selecciondé la vaina de la hoja de las pléantulas,
se cortd en trozos de aproximadamente 1 mm con una cuchilla
de afeitar Geely afilada y se colocd en manitol 0,6 M y medio
de cultivo MES (formulacidén: manitol 0,6 M, MES 0,4 M, pH 5,7)
para uso posterior. Todos los materiales se cortaron y se
transfirieron a 20 ml de solucidédn de hidrdlisis enzimatica
(formulacidn: Celulasa R10/RS 1,5% (YaKult Honsha),
Mecerozima R10 0,5% (YaKult Honsha), manitol 0,5 M, KC1 20
mM, MES 20 mM, pH 5,7, CaCl, 10 mM, BSA 0,1%, PB-mercaptoetanol
5 mM), envuelto en papel de aluminio y colocado en un agitador
a 28 °C, hidrolizado enzimaticamente a 50 rpm en la oscuridad

durante aproximadamente 4 horas, y la velocidad se incrementd



a 100 rpm en el Gltimo 2 minutos;

(2) después de la lisis enzimdtica, se agregd un volumen
igual de solucidén W5 (formulacidédn: NaCl 154 mM, CaClz 125 mM,
KCl 5 mM, MES 15 mM), se agitdé horizontalmente durante 10
segundos para liberar los protoplastos. Las células después
de la lisis enzimdtica se filtraron a través de un tamiz de
malla 300 y se centrifugaron a 150 g durante 5 minutos para
recoger los protoplastos;

(3) las células se enjuagaron dos veces con la soluciédn
W5 y los protoplastos se recogieron mediante centrifugacién
a 150 g durante 5 minutos;

(4) los protoplastos se resuspendieron con una cantidad
apropiada de solucién de MMG (formulacién: MgCl, 3,05 g/1,
MES 1 g/l1, manitol 91,2 g/l) vy la concentracidén de 1los
protoplastos fue de aproximadamente 2 x 10° células/ml.

La transformacién de protoplastos se llevd a cabo:

(1) a 200 pl de 1los protoplastos resuspendidos de MMG
mencionados anteriormente, se agregd ADN plasmidico sin
endotoxina de alta calidad (10-20 ng) y se golped suavemente
para mezclar bien;

(2) se agregd un volumen igual de solucidn de PEG 40% (p/v)
(formulacidén: PEG 40% (p/v), manitol 0,5 M, CaClz 100 mM), se
golped suavemente para mezclar bien y se mantuvo en reposo a
28 °C en la oscuridad durante 15 minutos;

(3) después de la induccidén de 1la transformacidn, se



afiadieron lentamente 1,5 ml de solucidén W5 y se golpearon para
mezclar bien las células. Las células se recolectaron mediante
centrifugacién a 150 g durante 3 minutos. Esta etapa se
repitidé una vez;

(4) Se afiadieron 1,5 ml de solucidén W5 para resuspender
las células, se colocaron en una incubadora a 28 °C y se
cultivaron en la oscuridad durante 12-16 horas. Para extraer
ADN gendémico de protoplastos, el cultivo se debe realizar
durante 48-60 horas.

4. Direccionamiento gendémico y deteccidédn del nuevo gen:

(1) En cebador lugar, los ADN de protoplastos se extrajeron
mediante el método CTAB con algunas modificaciones. E1 método
especifico fue el siguiente: se centrifugaron los
protoplastos, luego se descartd el sobrenadante. Se agregaron
500 uL de solucidén de extraccidn de ADN (formulacidn: CTAB 20
g/L, NaCl 81,82 g/L, Tris-HCl 100 mM (pH 8,0), EDTA 20 mM, B-
mercaptoetanol 0,2%), se agitd para mezclar bien y se incubd
en un bafio de agua a 65 °C durante 1 hora; cuando la muestra
incubada se enfrid, se agregaron 500 pL de cloroformo y se
mezclaron por inversidén y se centrifugaron a 10,000 rpm
durante 10 minutos; se transfirieron 400 pl del sobrenadante
a un nuevo tubo de centrifuga de 1,5 ml, se agregd 1 ml de
etanol 70% (v/v) vy la mezcla se mantuvo a -20 °C para
precipitar durante 20 minutos; la mezcla se centrifugd a

12,000 rpm durante 15 minutos para precipitar el ADN; después



de que el precipitado se secd al aire, se agregaron 50 uL de
agua ultrapura y se almacenaron a -20 °C para su uso posterior.

(2) Los cebadores de deteccién de la siguiente tabla se
utilizaron para amplificar los fragmentos que contienen los
sitios Dblanco en ambos lados o los fragmentos predichos
resultantes de 1la fusidén del promotor UBI2 vy la regidn
codificadora de HPPD. Las longitudes de los productos de la
PCR estaban entre 300-1000 pb, en 1los gque se usd la
combinacién cebador8-F + cebador6-R para detectar el
fragmento de fusidén en la unidén media después de duplicar el
fragmento cromosdémico, y se esperaba que la longitud del

producto sea de 630 pb.

Secuencia (5’ a SEQ ID NO
Cebador

37)
OsHPPD cebador CACTACCATCCATCCA 35
duplicadol-F TTTGC
OsHPPD cebador GAGTTCCCCGTGGAGA 36
duplicado6-R GGT
OsHPPD cebador TCCATTACTACTCTCC 37
duplicado3-F CCGATT
OsHPPD cebador GTGTGGGGGAGTGGAT 38
duplicado7-R GAC
OsHPPD cebador TGTAGCTTGTGCGTTT 39

duplicadob-F CGAT



OsHPPD cebador GGGATGCCCTCTTTGT 40

duplicado2-R CccC

OsHPPD cebador TCTGTGTGAAGATTAT 41
duplicado8-F TGCCACT

OsHPPD cebador GGGATGCCCTCCTTAT 42
duplicado4-R CTTG

El sistema de reaccién de PCR fue el siguiente:

Componentes Volumen
2 x I5 solucién buffer 5 pL
Cebador directo (10 uM) 2 uL
Cebador inverso (10 uM) 2 uL
ADN molde 2 pL
Agua ultrapura Afiadido a 50 uL

(3) Se realizdé una reaccidén de PCR en las siguientes

condiciones generales de reaccidn:

Etapa Temperatura Tiempo
Desnaturalizacidn 98 °C 30 s
98 °cC 15 s
Amplificacién para 30-35 cicles 58 °C 15 s
72 °C 30 s
Extensién final 72 °C 3 min
Terminado 16 °C 5 min

(4) Los productos de la reaccidn de PCR se detectaron



mediante electroforesis en gel de agarosa 1%. Los resultados
mostraron que la banda positiva de 630 pb para el fragmento
de fusidén predicho del promotor UBIZ2 y la regidédn codificadora
de HPPD se puede detectar en 1las muestras transformadas
pQY002066 y pQY002068.

5. Las muestras positivas del fragmento de fusidén del
promotor UBI2 y la regidédn codificadora de HPPD se secuenciaron
para verificacién, % los cebadores OsHPPDcebadores
duplicados8-F y OsHPPDcebadores duplicados6-R se usaron para
secuenciar desde ambos extremos. Como se muestra en la Figura
5, el promotor del gen UBI2 y la regidn de expresidén del gen
HPPD se pueden ligar directamente, y se puede detectar el
evento de edicién de la fusidén del promotor del gen UBI2 del
arroz y la regidén de expresidn del gen HPPD en el ADN gendmico
del protoplasto del arroz transformado con los pléasmidos
pPQOY002066 y pQY002068, 1o que indica que el esquema de
duplicacién de los fragmentos cromosdémicos para formar un
nuevo gen HPPD era factible, se puede crear un nuevo gen HPPD
cuya expresidédn fuera dirigida por un promotor fuerte, y esto
se definid como un evento de duplicacién de HPPD. El resultado
de la secuenciacidn del protoplasto transformado con el vector
pPQY002066 para analizar el evento de duplicacidén de HPPD se
mostrd en la SEQ ID NO: 9; y el resultado de la secuenciaciédn
del protoplasto transformado con vector pQY002068 para probar

el evento de duplicacidén de HPPD se mostrd en la SEQ ID NO:



10.

Ejemplo 2: Creacién de arroz resistente a herbicidas con
expresién knock-up del gen de HPPD endébgeno mediante la
duplicacién del fragmento cromosémico a través de 1la
transformacién mediada por Agrobacteriumn

1. Construccidén del vector de edicidédn knock-up: Sobre 1la
base de los resultados de la prueba de protoplastos en el
Ejemplo 1, se selecciondé la combinacién de doble blanco
OsHPPD-ARN guia 1l: 5'GTGCTGGTTGCCTTGGCTGC3 (SEQ ID NO: 27) ‘y
OsHPPD-ARN guia 4: 5’'GAAATAATCACCAAACAGAT3’ (SEQ ID NO: 30)
con una alta eficiencia de edicidn. El vector de
transformacidén de Agrobacterium pQY2091 se construyd de
acuerdo con el Ejemplo 1. Se usd pHUE41l1l como el esqueleto
del vector y se sometid a optimizacién de codones de arroz.
El mapa del vector se mostrd en la FIG. 6.

2. Transformacidén con Agrobacterium del callo de arroz:

1) Transformacidén con Agrobacterium: Se agregd 1 ug del
plasmido pQY2091 de vector de edicidén de knock-up de arroz a
10 pul de células competentes de choque térmico Agrobacterium
EHA105 (Angyu Biotech, numero de catdlogo G6040), se colocd
en hielo durante 5 minutos, se sumergid en nitrdgeno liquido
para congelacién rapida durante 5 minutos, luego se retird y
se calentdé a 37 °C durante 5 minutos, y finalmente se colocd
en hielo durante 5 minutos. Se afiadieron 500 pl de medio

liguido YEB (formulacidén: extracto de levadura 1 g/L, peptona



5 g/L, extracto de carne de vacuno 5 g/L, sacarosa 5 g/L,
sulfato de magnesio 0,5 g/L). La mezcla se colocd en un
agitador y se incubdé a 28 °C, 200 rpm durante 2 ~ 3 horas;
las bacterias se recolectaron por centrifugacién a 3500 rpm
durante 30 segundos, las bacterias recolectadas se
extendieron en placa YEB (kanamicina 50 mg/L + rifampicina 25
mg/L) y se incubaron durante 2 dias en una incubadora a 28
°C; las colonias tunicas se recogieron y se colocaron en un
medio de cultivo liquido, y las bacterias se almacenaron a -
80 °cC.

2) Cultivo de Agrobacterium: Se recogieron las colonias
unicas de Agrobacterium transformado en la placa YEB, se
agregaron a 20 ml de medio liquido YEB (kanamicina 50 mg/L +
rifampicina 25 mg/L) y se cultivaron mientras se agita a 28
°C hasta que la 0D600 fue 0,5, luego las células bacterianas
se recolectaron por centrifugacién a 5000 rpm durante 10
minutos, se agregaron 20-40 ml de medio liquido AAM (Solarbio,
numero de lote LA8580) para resuspender las células
bacterianas para alcanzar una OD600 de 0,2-0,3, y luego se
agregd acetosiringona (Solarbio, nuUmero de articulo A8110)
para alcanzar la concentracién final de 200 pM para infectar
el callo.

3) Induccidbén del callo de arroz: Las variedades del arroz
receptor de la transformacidédn fueron Huaidao 5 y Jinjing 818,

compradas en el mercado de semillas de Huai’an, Jiangsu, y



expandidas internamente. Se descascarillaron 800-2000
semillas de arroz limpias, luego se lavaron con agua
esterilizada hasta que el agua estuvo clara después del lavado.
Luego se desinfectaron las semillas con alcohol 70% durante
30 segundos, luego se agregaron 30 ml de hipoclorito de sodio
5% y la mezcla se colocd en un agitador horizontal y se agitd
a 50 rpm durante 20 minutos, luego se lavdé con agua
esterilizada por 5 veces. Las semillas se colocaron sobre
papel absorbente estéril, se secaron al aire para eliminar el
agua en la superficie de las semillas, se inocularon en un
medio de induccidén y se cultivaron a 28 °C para obtener callos.

La formulacién del medio de induccién: 4,1 g/L de polvo
de N6 + 0,3 g/L de caseina hidrolizada + 2,878 g/L de prolina
+ 2 mg/L de 2,4-D + sacarosa al 3% + 0,1 g/L de inositol +
0,5 g de glutamina + 0,45% de fitagel, pH 5, 8.

4) Infeccidén del callo de arroz con Agrobacterium: Se
seleccioné el callo de Huaidao No. 5 o Jinjing 818
subcultivado durante 10 dias con un didmetro de 3 mm y se
recogié en un tubo de centrifuga de 50 ml; la solucidén de
resuspensidén de AAM Agrobacterium con la 0OD600 ajustada a 0,2-
0,3 se vertid en el tubo de centrifuga gque contiene el callo,
se colocd en un agitador a 28 °C a una velocidad de 200 rpm
para realizar la infeccidén durante 20 minutos; cuando se
completd la infeccidn, se descartd la solucidn bacteriana, se

colocd el callo en papel de filtro estéril y se secd al aire



durante aproximadamente 20 minutos, luego se colocd en una
placa que contiene medio de co-cultivo para realizar el co-
cultivo, sobre el cual la placa se cubridé con un papel de
filtro estéril sumergido con medio ligquido AAM gue contiene
acetosiringona 100 pM; después de 3 dias de co-cultivo, se
eliminé el Agrobacterium mediante lavado (primero lavado con
agua estéril 5 wveces, luego lavado con antibidtico
cefalosporina 500 mg/L durante 20 minutos) vy se cultivd
selectivamente en medio de seleccidédn higromicina 50 mg/L.

La formulacién del medio de cocultivo: 4,1 g/L de polvo
N6 + 0,3 g/L de caseina hidrolizada + 0,5 g/L de prolina + 2
mg/L de 2,4-D + 200 uM de AS + 10 g/L de glucosa + sacarosa
3% + fitagel 0,45%, pH 5,5.

3. Identificacién molecular y diferenciacidén en pléntulas
del callo resistente a higromicina:

A diferencia del proceso de seleccidn de la transformacidn
de arroz convencional, con cebadores especificos de 1los
fragmentos de fusidén generados después de la duplicacidn del
fragmento cromosdémico, se pudo identificar molecularmente el
callo resistente a la higromicina durante 1la etapa de
seleccidén y cultivo del callo en la presente invencidn, se
pudieron determinar eventos de duplicacidén positivos, y se
seleccionaron callos que contienen nuevos genes resultantes
de la fusidén de diferentes elementos genéticos para el cultivo

de diferenciacidén y se indujeron a que emergieran pléntulas.



Las etapas especificas fueron las siguientes:

1) E1 callo cocultivado se transfirid al medio de seleccidn
para la primera ronda de seleccidén (2 semanas). La formulacidn
del medio de seleccidén es: 4,1 g/L de polvo N6 + 0,3 g/L de
caseina hidrolizada + 2,878 g/L de prolina + 2 mg/L de 2,4-D
+ sacarosa 3% + 0,5 g de glutamina + 30 mg/L de higromicina
(HYG) + 500 mg/L de cefalosporina (cef) + 0,1 g/L de inositol
+ fitagel 0,45%, pH 5, 8.

2) Después de completar la primera ronda de seleccién, el
callo recién cultivado se transfirié a un nuevo medio de
seleccidn para la segunda ronda de seleccidn (2 semanas). En
esta etapa, el callo recién crecido con un diametro mayor de
3 mm se sujetd con pinzas para tomar una pequefia cantidad de
muestra, el ADN del mismo se extrajo con el método CTAB
descrito en el Ejemplo 1 para la primera ronda de
identificacidén molecular. En este ejemplo, se selecciond el
par de cebadores OsHPPDcebador duplicado8-F (8F) %
OsHPPDcebador duplicado6-R (6R) para realizar la
identificaciédn por PCR del callo transformado con el vector
PQY2091, en el que el sistema de reaccidén y las condiciones
de reaccidn eran similares a los del Ejemplo 1. Entre el total
de 350 callos analizados, no se detectd ninguna muestra
positiva en los <callos de Huaidao 5, mientras que se
detectaron 28 muestras positivas en los callos de Jinjing 818.

Los resultados de deteccidén de PCR de algunos callos se



muestran en la Figura 7.

3) Los callos identificados como positivos por PCR se
transfirieron a un nuevo medio de seleccidén para la tercera
ronda de cultivo de seleccidédn y expansidn; después de que el
didmetro de los callos fue mayor de 5 mm, el callo en el
cultivo en expansidén se sometid®é a la segunda ronda de
identificacidén molecular usando el par de cebadores 8F + 6R,
el callo amarillo-blanco en buen estado de crecimiento que se
identificé como positivo en el la segunda ronda se transfirid
a un medio de diferenciacidén para realizar la diferenciacién,
y las plantulas de aproximadamente 1 cm se pudieron obtener
después de 3 a 4 semanas; las plantulas diferenciadas se
transfirieron a un medio de enraizamiento para cultivo de
enraizamiento; después de que las pléantulas del cultivo de
enraizamiento se sometieron a endurecimiento, se
transfirieron a una maceta con tierra y se colocaron en un
invernadero para su cultivo. La formulacidén del medio de
diferenciacidén es: 4,42 g/L de polvo MS + 0,5 g/L de caseina
hidrolizada + 0,2 mg/L de NAA + 2 mg/L de KT + sacarosa 3% +
sorbitol 3% + 30 mg/L de higromicina + 0,1 g/L de inositol +
fitagel 0,45%, ©pH 5,8. La formulacién del medio de
enraizamiento es: 2,3 g/L de polvo de MS + sacarosa 3% +
fitagel 0,45%.

4. Deteccidén molecular de pléntulas de duplicaciédn de HPPD

(generacidén TO) :



Después de la segunda ronda de identificacidén molecular,
se co-diferenciaron 29 callos positivos de evento duplicado
para obtener 403 pléantulas de generacidén TO0, y el par de
cebadores 8F + ©6R se utilizé para 1la tercera ronda de
identificacidédn molecular de las 403 pléantulas, entre las
cuales 56 tenia bandas positivas. Las pléantulas positivas se
trasladaron a un invernadero para su cultivo. Los resultados
de la deteccidén por PCR de algunas plantulas TO se muestran
en la Figura 8.

5. Prueba de resistencia a herbicidas inhibidores de HPPD
para plantulas duplicadas de HPPD (generacidén TO) :

Las plantulas de transformacidén de la generacidédn TO
identificadas como positivas para el evento de duplicacidn se
trasplantaron en grandes cubos de pléastico en el invernadero
para expandir la propagacién vy obtener semillas de 1la
generacién T1l. Después de que las pléantulas comenzaron a
producir macollos, los macollos se tomaron de cepas de
crecimiento vigoroso y se plantaron en las mismas macetas con
los macollos de las variedades de control de tipo salvaje en
el mismo periodo de crecimiento. Después de que la altura de
la planta alcanzdé aproximadamente 20 cm, se llevd a cabo la
prueba de resistencia a herbicidas. El1 herbicida utilizado
fue Shuangzuocaotong (CAS No. 1622908-18-2) producido por la
empresa, y su dosis de campo fue usualmente de 4 gramos de

ingredientes activos por mu (4 g a.i./mu). En este experimento,



se aplicd Shuangzuocaotong a un gradiente de dosis de 2 g
a.i./mu, 4 g a.i./mu, 8 g a.i./muy 32 g a.i./mu con una torre
de rociado de entrada.

Los resultados de la prueba de resistencia se muestran en
la Figura 9. Después de 5-7 dias de la aplicaciédn, las
pléantulas de arroz de control de tipo salvaje comenzaron a
mostrarse albinas, mientras que las cepas de los eventos de
duplicacién de HPPD permanecieron todas normalmente verdes.
Después de 4 semanas de la aplicacién, las plantulas de arroz
de tipo salvaje estaban cerca de la muerte, mientras que las
cepas de los eventos de duplicacidn continuaron permaneciendo
verdes y crecieron normalmente. Los resultados de la prueba
mostraron que las cepas de genes duplicados de HPPD tenian
una tolerancia significativamente mejorada a Shuangzuocaotong.

6. Deteccidn cuantitativa de la expresidn relativa del gen
de HPPD en las plantulas duplicadas de HPPD (generacidén TO):

Se especuld que la mejora de la resistencia de la cepa
duplicada del gen de HPPD a Shuangzuocaotong se debid a la
fusidén del promotor fuerte de UBI2 y la CDS del gen de HPPD
que aumentd la expresidédn de HPPD, por lo que las cepas de
generacidén TO QY2091-13 y QY2091 -20 se utilizaron para tomar
muestras de los macollos primarios y de los macollos
secundarios utilizados para la prueba de resistencia a
herbicidas para detectar el nivel de expresidén de los genes

HPPD y UBIZ2, respectivamente, con el Jinjing 818 de tipo



salvaje como control. Las etapas especificas fueron las
siguientes:

1) Extraccidén del ARN total (método Trizol):

Se tomaron 0,1-0,3 g de hojas frescas y se molieron en
polvo en nitrdégeno liquido. Se agregd 1 ml de reactivo Trizol
por cada 50-100 mg de tejido para lisis; el lisado de Trizol
del tejido anterior se transfiridé a un tubo de centrifuga de
1,5 ml, se dejdé a temperatura ambiente (15-30 °C) durante 5
minutos; se agregd cloroformo en una cantidad de 0,2 ml por
1 ml de Trizol; el tubo de centrifuga se tapd, se agitd
vigorosamente a mano durante 15 segundos, se mantuvo a
temperatura ambiente (15-30 °C) durante 2-3 minutos, luego se
centrifugd a 12000 g (4 1) durante 15 minutos; la fase acuosa
superior se retird y se colocd en un nuevo tubo de centrifuga,
se agregd isopropanol en una cantidad de 0,5 ml por 1 ml de
Trizol, la mezcla se mantuvo a temperatura ambiente (15-30 °C)
durante 10 minutos, luego se centrifugd a 12000 g (2-8 °C)
durante 10 minutos; se descartd el sobrenadante y se agregd
etanol al 75% al sedimento en una cantidad de 1 ml por 1 ml
de Trizol para lavar. La mezcla se agitd con vdrtex y se
centrifugd a 7500 g (2-8 °C) durante 5 minutos. Se descartd
el sobrenadante; el ARN precipitado se secd naturalmente a
temperatura ambiente durante 30 minutos; el precipitado de
ARN se disolvid en 50 pl de agua libre de ARNasa y se almacend

en el frigorifico a -80 °C después del analisis de



electroforesis y la determinacidén de la concentraciédn.

2) An4lisis de electroforesis de ARN:

Se prepard un gel de agarosa a una concentracidédn del 1%,
luego se tomé 1 ul del ARN y se mezcld con 1 ul de buffer de
carga 2X. La mezcla se cargd sobre el gel. El voltaje se fijod
en 180 V y el tiempo de electroforesis fue de 12 minutos. Una
vez completada la electroforesis, se extrajo el gel de agarosa
y se observaron las ubicaciones y el brillo de los fragmentos
con un sistema de formacién de imagenes de gel UV.

3) Deteccidén de pureza del ARN:

La concentracidén de ARN se midid con un analizador de acido
nucleico de microproteinas. E1 ARN con una buena pureza tenia
un valor de 0D260/0D280 entre 1,8-2,1. El valor menor que 1,8
indica una contaminacidén proteica grave y valor mayor que 2,1
indica una degradacidén del ARN grave

4) PCR cuantitativa de fluorescencia en tiempo real

El1 ARN total extraido se transcribidé de forma inversa a
ADNc con un kit especial de transcripcidén inversa. EIL
procedimiento principal consistidé en: primero determinar la
concentracién del ARN total extraido, y se usd una porcidn de
1-4 upg de ARN para sintetizar el ADNc por sintesis de
transcriptasa inversa. El1 ADNc resultante se almacendé a —-20
°C.

() Se prepard una solucidn del molde de ARN en hielo como

se expone en la siguiente tabla y se sometid a una reaccidn



de desnaturalizacidn y apareamiento en un instrumento de PCR.

Este proceso condujo a la desnaturalizacién del molde de ARN

y el apareamiento especifico de cebadores y moldes,

de este

modo mejora la eficiencia de la transcripcién inversa.

Tabla 1: Transcripcidn

inversa,

desnaturalizacidén vy

Sistema de reaccidén de apareamiento

Componente Cantidades (pl)
Cebador oligo dT (50 uM) 1 pl
mezcla dANTP (10 mM cada
1 nl
uno)
Molde de ARN 1-4 ug

Agua libre de ARNasa

Agregado a 10 uL

Condiciones de reaccién para desnaturalizacidn %
apareamiento:

65 °C 5 min

4 °C 5 min

@E1

sistema de

reaccidén de

transcripcidén inversa se

prepard como se indica en la Tabla 2 para sintetizar ADNc.:

Tabla 2: Sistema de reaccién de transcripcidén inversa
Componente Cantidad (ul)
Solucidén de reaccidn después de la

desnaturalizacidén y el apareamiento 10 nl

anteriores



Buffer de reaccidén 5X RTase Plus 4 ul
Inhibidor de ARnasa 0,5 nl
Evo M-MLV Plus RTasa (200 U/ul) 1 ul

Agregado a 20
Agua libre de ARNsa

L

Condiciones de reaccidén para la sintesis de ADNc:

42 °C 60 min

95 °C 5 min

()Se selecciond el gen UBQS5 del arroz como gen de
referencia interno y se utilizé el ADNc sintetizado como molde
para realizar la PCR cuantitativa de fluorescencia. Los
cebadores enumerados en la Tabla 3 se utilizaron para preparar
la solucidén de reaccidn de acuerdo con la Tabla 4.

Tabla 3: Secuencia 5’'-3’ del cebador para PCR cuantitativa

por fluorescencia

CEBADOR SECUENCIA SEQ ID NO
UBQ5-F ACCACTTCGACCGCCACTACT 43
UBQ5-R ACGCCTAAGCCTGCTGGTT 44
RT-OsHPPD-F CAGATCTTCACCAAGCCAGTAG 45
RT-OsHPPD-R GAGAAGTTGCCCTTCCCAAA 46
RT-0OsUbi2-F CCTCCGTGGTGGTCAGTAAT 477
RT-0sUbi2-R GAACAGAGGCTCGGGACG 48

Tabla 4: Solucidén de reaccidn para PCR cuantitativa en

tiempo real (PCR de tiempo real)



Componentes de la mezcla Cantidad (pl)

Premezcla SYBR ExTaqg II 5 ul

Cebador directo (10 uM) 0,2 pl
Cebador inverso (10 uM) 0,2 nl
ADNc 1 ul

Rox II 0,2 nl
Agua ultrapura 3,4 pl
En total 10 npl

(4)La reaccién se realizd siguiendo las etapas de reaccién
de PCR cuantitativa en tiempo real de la Tabla 5. La reaccién

se llevd a cabo durante 40 ciclos.

Tabla 5: Etapas de la reaccidédn de PCR cuantitativa en

tiempo real

Temperatura (°C) Tiempo
50 °C 2 min
95°C 10 min
95°C 15 s
60°C 20 s
95°C 15 s
60°C 20 s

95°C 15 s




5) Procesamiento de datos y resultados experimentales

Como se muestra en la Tabla 6, se usd UBQS5 como referencia
interna, ACt se calculd restando el valor Ct de UBQ5 del valor
Ct del gen blanco, y luego se calculd 272Ct, que representaba
el nivel de expresidn relativo del gen blanco. La 818CKl y la
818CK3 eran dos plantas de control Jinjing 818 de tipo salvaje;
13M y 20M representaron las muestras de hojas de macollo
primarias de las plantas QY2091-13 y QY2091-20 TO; 13L y 20L
representaron las muestras de hojas de macollos secundarios
de las plantas QY2091-13 y QY2091-20 TO utilizadas para las

pruebas de resistencia a herbicidas.

Tabla 6: Valores de Ct y niveles de expresidn relativa de

diferentes genes

UBQ5 Media UBIZ2 ACt 2-hct Media HPPD ACt 2-hct Media
23,27 17,56 | -5,88 | 58,95 20,81 | -2,63 | 6,20
23,55 17,71 | -5,73 | 53,009 21,01 | -2,43 | 5,40

818CK1 23,51 23,44 17,66 -5,78 55,06 55,70 20,98 -2,47 5,52 5,71

23,45 17,88 | -5,50 | 45,20 20,93 | -2,44 | 5,43
23,19 17,94 | -5,44 | 43,41 21,13 | -2,24 | 4,74
818CK3 | 23,49 | 23,37 | 17,72 | -5,65 | 50,26 | 46,29 | 21,14 | -2,24 | 4,72 4,96
24,61 19,56 | -4,92 | 30,32 20,23 | -4,25 | 19,07
24,27 19,52 | -4,96 | 31,05 20,29 | -4,19 | 18,28

13M 24,56 | 24,48 | 19,16 | -5,32 | 39,97 | 33,78 | 20,48 | -4,00 | 15,99 | 17,78




23,98 18,76 | -5,20 | 36,70 19,02 | -4,94 | 30,64
23,89 18,52 | -5,43 | 43,19 19,07 | -4,89 | 29,56

13L 24,00 | 23,96 | 18,81 | -5,14 | 35,34 | 38,41 | 19,07 | -4,88 | 29,45 | 29,88
24,34 19,01 | -5,40 | 42,30 19,37 | -5,04 | 32,98
24,41 19,07 | -5,34 | 40,64 19,33 | -5,09 | 34,05

20M 24,49 | 24,41 | 19,29 | -5,13 | 35,00 | 39,32 | 19,26 | -5,16 | 35,65 | 34,22
24,63 19,46 | -5,11 | 34,52 19,88 | -4,69 | 25,83
24,67 19,38 | -5,19 | 36,48 19,91 | -4,66 | 25,31

20L 24,41 | 24,57 | 19,42 | -5,15 | 35,61 | 35,54 | 19,86 | -4,71 | 26,16 | 25,77

Los resultados se muestran en la Figura 10. El1 arroz UBQ5
se usd como un gen de referencia interno para calcular los
niveles de expresidén relativa de los genes OsHPPD y UBI2. Los
resultados mostraron que el nivel de expresién de HPPD de la
cepa duplicada de HPPD era significativamente mas alto que el
del tipo salvaje, lo que indica que el promotor fuerte UBIZ2
fusionado aumentd el nivel de expresidédn de HPPD, de este modo
se crea un gen de HPPD de alta expresidn, con el gen de HPPD
knocked up. La ligera disminucién en el nivel de expresidn de
UBI2 se puede deber a las mutaciones a pequefia escala
resultantes de la edicidén de la regidn promotora, y en efecto
los autores habian detectado inserciones de bases,
supresiones o supresiones de pequefios fragmentos en el sitio
blanco de UBI2. En comparacién con el tipo salvaje, 1los

niveles de expresioén de UBI2 % HPPD tendieron



significativamente a ser —constantes y cumplieron 1las
expectativas tedricas; entre ellas, el nivel de expresidén de
HPPD de la muestra 20M fue aproximadamente 6 veces mayor que
el del grupo CK3 de tipo salvaje.

Los resultados anteriores demostraron que, siguiendo el
programa eficaz de duplicacién de fragmentos cromosdmicos
probado en protoplastos, los callos y plantulas transformados
con eventos de duplicacién se pueden seleccionar mediante
miltiples rondas de identificacidén molecular durante la
transformacién de Agrobacterium y el cultivo de tejidos, y el
promotor fuerte de UBI2 en la fusidén del nuevo gen de HPPD
generado en las pléantulas transformadas si aumentd el nivel
de expresidén del gen HPPD, 1lo que hace que las plantas
adquieran resistencia al  herbicida inhibidor de HPPD
Shuangzuocaotong, hasta 8 veces la dosis de campo, y por 1lo
tanto se crebd un arroz resistente a herbicidas con gen de HPPD
enddgeno knock-up. Tomando esto como ejemplo, usando la
solucidén técnica de duplicacidédn de fragmentos de cromosoma
del Ejemplo 1 y del Ejemplo 2, también se puede introducir un
promotor deseado en un gen enddgeno, cuyo patrdén de expresidn
génica se deberia cambiar para crear un nuevo gen y se puede
crear una nueva variedad de plantas con el patrdn de expresidn
génica deseado mediante transformacidn mediada por
Agrobacterium.

Ejemplo 3: Deteccién molecular y prueba de resistencia a



herbicidas de generacién Tl de cepa de arroz resistente a
herbicidas con expresién knock-up del gen de HPPD enddégeno
causada por la duplicacién del fragmento cromosémico

La distancia fisica entre el gen HPPD y el gen de UBIZ2 en
el genoma del arroz de tipo salvaje fue de 338 kb, como se
muestra en el Esquema 1 de la Figura 1. La longitud del
cromosoma aumentd en 338 kb después de que el fragmento
cromosémico entre ellos se duplicd por duplicacidén, y se
generd un nuevo gen HPPD de alta expresiédn con un promotor
UBI2 en la unién del fragmento duplicado para dirigir 1la
expresidén de la regidn CDS de HPPD. Para determinar si el
nuevo gen se puede heredar de forma estable y el efecto del
fragmento de cromosoma duplicado sobre la estabilidad
genética, se llevd a cabo una prueba de deteccidén molecular
y resistencia a herbicidas para la generacidén Tl de las cepas
duplicadas de HPPD.

En cebador lugar, se observd que el evento de duplicacidn
no tuvo un efecto significativo sobre la fertilidad de las
plantas de generacidén TO, ya que todas las cepas TO positivas
pudieron producir semillas normales. Se realizaron ademés
pruebas de siembra de pléantulas de la generacidén T1 para las
cepas QY2091-13 y QY2091-20.

1. Preparacidén de muestras:

Para QY2091-13 se plantaron un total de 36 pléantulas T1,

de las cuales 27 crecieron normalmente y 9 eran albinas. Se



seleccionaron 32 para la extraccidn y deteccidn de ADN, donde
los nUmeros 1-24 eran pléantulas normales y los numeros 25-32
eran plantulas albinas.

Para QY2091-20 se plantaron un total de 44 plantulas T1,
de las cuales 33 crecieron normalmente y 11 eran albinas. Se
seleccionaron 40 para la extraccidn y deteccidn de ADN, donde
los numeros 1-32 eran pléantulas normales y los numeros 33-40
eran plantulas albinas.

Se observaron pléantulas de albino en las plantas de
generacién Tl. Se especuld que, debido a que HPPD era una
enzima clave en la via de sintesis de clorofila de las plantas,
y las plantas de generacidn TO resultantes de la edicidn de
blanco doble posiblemente podrian ser quimeras de muchos
genotipos tales como duplicacidbdn, supresidédn, inversidn de
fragmentos de cromosomas o mutacidén de fragmento pequefio en
el sitio blanco editado. El1 fenotipo albino se puede generar
en las plantas donde se destruyd el gen HPPD, por ejemplo, se
suprimidé la regién CDS HPPD. Se diseflaron diferentes pares de
cebadores para PCR para determinar posibles genotipos.

2. Identificacién molecular de PCR:

1) Secuencias de los cebadores de deteccidédn: secuencia 5'-
37

Cebador 8F: TCTGTGTGAAGATTATTGCCACTAGTTC (SEQ ID NO:49)

Cebador 6R: GAGTTCCCCGTGGAGAGGT (SEQ ID NO:36)

Prueba 141-F: CCCCTTCCCTCTAAAAATCAGAACAG (SEQ ID NO:50)



Cebador 4R: GGGATGCCCTCCTTATCTTGGATC (SEQ ID NO:51)
Cebador 3F: CCTCCATTACTACTCTCCCCGATTC (SEQ ID NO:52)
Cebador 7R: GTGTGGGGGAGTGGATGACAG (SEQ ID NO:53)
pg-Hyg-R1: TCGTCCATCACAGTTTGCCA (SEQ ID NO:54)

Pg—-35S-F: TGACGTAAGGGATGACGCAC (SEQ ID NO:55)

2) Los sitios de unidén de los cebadores anteriores se
muestran en la Figura 11. Entre ellos, el Cebador 8F + Cebador
6R se usaron para detectar el fragmento de fusidén del promotor
UBI2 y la CDS de HPPD después de la duplicacidén del fragmento
cromosémico, y la longitud del producto fue 630 pb; se usaron
las pruebas 141-F + Cebador 4R para detectar el evento de
supresidén de fragmentos cromosdmicos, y la longitud del
producto fue 222 pb; y pg-Hyg-Rl1 + pg-35S-F se usaron para
detectar el fragmento de ADN-T del vector de edicién, y la
longitud del producto fue de 660 pb.

3) El1 sistema de reaccién de PCR, el procedimiento de
reaccién y la deteccidn de electroforesis en gel se realizaron
de acuerdo con el Ejemplo 1.

3. Resultados de la deteccidén molecular:

Los resultados de deteccién de los eventos de duplicacidn
y supresidén se muestran en la Tabla 7. Se pudo observar que
los eventos de duplicacidén vy supresidédn de fragmentos
cromosbémicos se observaron en las plantas de generacidén T1,
con diferentes relaciones entre diferentes lineas. Los

eventos de duplicacidén en el QY2091-13 (29/32) fueron mayores



que en el QY2091-20 (21/40), posiblemente debido a las
diferentes relaciones quiméricas en las plantas de generacioén
TO. Los resultados de la prueba indicaron que el gen de fusiédn
generado por la duplicacién era heredable.

Tabla 7: Resultados de deteccidédn de eventos duplicaciédn y

supresidn

QY2091-20 |1|2|3|4|5|6|7|8|9]10|11{12|13|14|1516(17|18|19|20

Duplicacién|+ |—|=|—-|+ |+ |+ |- |=-|=-|+ |- |=|=|—-|—-|+|+|+]|-

Supresidén |—=|—=|—=|=|=|+|=|=|+|=|=-|+|-|-|-|-|-|-|-]|-

Duplicacidén|= |+ |=|=|+|= |+ |+ |+ |- |+ |+ |+ |-+ |+|+|+|+]|-

Supresién |=|=|+ |+ |—=|+|=|=|=|+|+|=-|+|=-|F+|=-|-|-|—-|+

0Y2091-13 |1 (2|3 |4|5(6|7]8|9(10[11(12|13|14|15(16|17|18|19|20

Duplicacién|+ |—=|+ |+ |+ |+ |+ |- |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ +

Supresién |— |+ (= |+ |+ |+ |=|+|=|=|+|=|-|-|—-|—-|-|-|—-|+

Duplicacién|— |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+

Supresién |=|=|+|=|=|+|=-|=-|+|+|—-]|+

Los cebadores pg-Hyg-R1l + pg—-35S-F se usaron para detectar
el fragmento de T-ADN del vector de edicidn para las pléantulas
Tl anteriores. Los resultados de la electroforesis de los
productos de PCR de QY2091-20-17 vy QY2091-13-7 fueron
negativos para el fragmento de ADN-T, lo que indica que era

una duplicacién homocigdtica. Se pudo observar que las cepas



no transgénicas homocigbticas con duplicacidén se pueden
segregar de la generacién Tl de los eventos de duplicacidn.

4. Deteccidén de eventos de edicidn por secuenciaciodn:

Los fragmentos de fusién duplicados se secuenciaron para
las muestras de generacidédn T1 ©positivas duplicadoras
homocigotas 1, 5, 7, 11, 18 y 19 para QY2091-20 y para las
muestras Tl positivas duplicadoras homocigotas 1, 3, 7, 9, 10
y 12 para QY2091-13. El sitio blanco izquierdo del gen de HPPD
y el sitio blanco derecho del UBI2 se amplificaron al mismo
tiempo para la secuenciacidén para detectar los eventos de
edicién en los sitios blanco. Entre ellos, se usaron el
Cebador 3F + Cebador 7R para detectar el evento de edicidn
del sitio blanco HPPD izquierdo, donde el producto de control
de tipo salvaje tenia 481 pb de longitud; se usaron el Cebador
8F + Primer 4R para detectar el evento de edicidén del sitio
blanco UBI2 derecho, donde el producto de control de tipo
salvaje tenia 329 pb de longitud.

1) Genotipo de los eventos de duplicacidn:

El resultado de secuenciacidén de la duplicacidén de HPPD
en QY2091-13 se mostrd en la SEQ ID NO: 18, y el resultado de
secuenciacidén de la duplicacidédn de HPPD en QY2091-20 se mostrd
en SEQ ID NO: 19, ver Figura 12. En comparacidén con las
secuencias ligadoras predichas de la duplicacidén, se insertd
una base T en el ligador en QY2091-13, se suprimieron 19 bases

del 1ligador en QY2091-20, vy tanto la insercidén como la



supresidén se produjeron en la regidn promotora de UBI2 y no
tuvieron ningun efecto sobre la regién codificadora de 1la
proteina HPPD. A partir de los resultados de deteccidén de los
niveles de expresidén del gen de HPPD en el Ejemplo 2, se puede
ver que los niveles de expresidn de estos nuevos genes de HPPD
donde los promotores UBI2 se fusionaron con la regién CDS de
HPPD aumentaron significativamente.

2) Eventos de edicién en los sitios blando de HPPD y UBIZ2
originales en ambos lados:

Hubo mé&s tipos de eventos de edicidén en los sitios blanco
en ambos lados. En dos lineas, se produjeron tres tipos de
edicién en la regidén promotora de HPPD, a saber, insercién de
base Unica, supresidén de 17 bases, y supresidédn de 16 bases;
y se produjeron dos tipos de edicidén en la regidn promotora
de UBI2, a saber, insercidén de 7 bases y supresidén de 3 bases.
Las plantas Tl utilizadas para las pruebas y el muestreo eran
todas plantulas verdes y crecieron normalmente, lo que indica
que las mutaciones a pequefla escala en estas regiones
promotoras no tuvieron un efecto significativo sobre la
funcidén genética, y se pudieron seleccionar variedades de
arroz resistentes a herbicidas a partir de su descendencia.

5. Ensayo de resistencia a herbicidas en pléntulas de
generacidédn T1:

La resistencia a herbicidas de la generacidén Tl de la cepa

doble QY2091 HPPD se probd en la etapa de plantula. Después



de que las semillas de la generacidén T1 se sometieron a
desinfeccidén de la superficie, germinaron en medio 1/2 MS que
contiene Shuangzuocaotong 1,2 uM y se cultivaron a 28 16, 16
horas de 1luz/8 horas de oscuridad, en el que se usdé Jinjing
818 de tipo salvaje como control.

Los resultados de la prueba de resistencia se muestran en
la Figura 13. Después de 10 dias de cultivo a la luz, las
plédntulas de arroz de control de tipo salvaje mostraron
fenotipos de albinismo y eran casi todas albinas, mientras
que las lineas de los eventos de duplicacidén de HPPD QY2091-
7, 13, 20, 22 mostraron segregacidén fenotipica de clorosis y
plantulas verdes. De acuerdo con los resultados de deteccidn
molecular mencionados anteriormente, hubo segregacidén de
genotipo en la generacién T1l. Las pléantulas albinas
aparecieron en ausencia de tratamiento con herbicidas,
mientras que las pléntulas verdes continuaron siendo verdes
y crecieron normalmente después de la adicidén de 1,2 uM de
Shuangzuocaotong. Los resultados de la prueba indicaron que
la alta resistencia a Shuangzuocaotong de las lineas de genes
de HPPD duplicados se puede heredar de forma estable a la
generacidédn T1.

Ejemplo 4: Un método de edicién para knocking up 1la
expresién del gen de PPO enddégeno mediante la induccién de la
inversién del fragmento cromosédmico - prueba de protoplastos

de arroz



El gen PPOl del arroz (también conocido como PPOX1l) (como
se muestra en SEQ ID NO: 7, en el que 1-1065 pb era el promotor,
el resto era la regidén codificadora) se localizdé en el
cromosoma 1, y el gen de CPl2 de la proteina del ciclo de
calvin (como se muestra en SEQ ID NO: ID NO: 8, en el que 1-
2088 pb era el promotor y el resto era la regidédn codificadora)
se localizdé 911 kb corriente abajo del gen de PPOl con
direcciones opuestas. Segun los datos del perfil de expresidn
génica del arroz proporcionados por el Proyecto Internacional
de Secuenciacidn del Genoma del Arroz
(http://rice.plantbiology.msu.edu/index.shtml), la
intensidad de expresidén del gen de CP12 en las hojas de arroz
era 50 veces mayor que la del gen de PPOl y el promotor del
gen CP12 era un promotor fuerte de alta expresidén en las hojas.

Como se muestra en el Esquema 1 de la Figura 4, mediante
la induccidén simulténea y la deteccidn de rupturas de cadena
doble entre los respectivos promotores y la regidén CDS de los
dos genes, la regidén entre las dos rupturas se puede revertir,
con el promotor del gen PPOl reemplazado con el promotor del
gen CP12, aumenta el nivel de expresién del gen PPOl y se
obtiene la resistencia a herbicidas inhibidores de PPO, por
lo que se podrian seleccionar lineas resistentes a herbicidas.
Ademés, como se muestra en el Esquema 2 de la Figura 4, también
se puede crear un nuevo gen de PPOl dirigido por el promotor

del gen CP1l2 primero por inversidén y luego duplicacidn.



1. Primero, las secuencias de ADN gendmico de arroz PPOl
y CP12 se introdujeron en la herramienta en linea CRISPOR
(http://crispor.tefor.net/) para buscar sitios de edicidn
blanco disponibles. Después de la puntuacién en linea, se
seleccionaron los siguientes sitios blanco entre 1los
promotores y las regiones CDS de los genes PPOl y CPl2 para

la prueba:

Nombre SEQ ID NO
del ARNsg Secuencia (5’ a 3)

blanco

OsPPO-ARN 56
CCATGTCCGTCGCTGACGAG

guia 1

OsPPO-ARN 57
CCGCTCGTCAGCGACGGACA

guia 2

OsPPO-ARN 58
GCCATGGCTGGCTGTTGATG

guia 3

OsPPO-ARN 598
CGGATTTCTGCGTGTGATGT

guia 4

El1 ARN guia 1 y el ARN guia 2 se ubican entre el promotor
y la regidén CDS del gen PPOl, cerca del coddn de inicio PPO1,
y el ARN guia 3 y el ARN guia 4 se ubican entre el promotor
y la regidén CDS del gen CP12, cerca del CP1l2 coddn de inicio.
Como se describe en el Ejemplo 1, los cebadores se
disefilaron para los sitios blanco anteriores para construir

vectores de doble blanco, con pHUE41ll como esqueleto:



SEQ ID

Cebador N.° Secuencia de ADN (5’ a 37) NO
OsPPO1- ATATGGTCTCGGGCGCCATGTCCGTCGCTGACG 60
SgRNA1-F AGGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAG

OsPPO1- ATATGGTCTCGGGCGCCGCTCGTCAGCGACGGA 61
SgRNAZ2-F CAGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAG

OsPPO1- TATTGGTCTCTAAACCATCAACAGCCAGCCATG 62
sgRNA3-R GCGCTTCTTGGTGCCGCGCCTC

OsPPO1- TATTGGTCTCTAAACACATCACACGCAGAAATC 63
SgRNA4-R CGGCTTCTTGGTGCCGCGCCTC

Especificamente, el pléasmido pPCBC-MT1T2

(https://www.addgene.org/50593/) se usd como molde para
amplificar los fragmentos de doble blanco sgRNAl + 3, sgRNAl
+ 4, sgRNA2 + 3, sgRNA2 + 4 y los casetes de expresidn de
ARnsg del constructo, respectivamente. El esqueleto del
vector pHUE41l se digiridé con Bsal y se recuperd del gel, vy
el fragmento blanco se usdé directamente para la reaccidn de
ligacidén después de la digestidén. Se usd ADN ligasa T4 para
ligar el esqueleto del wvector y el fragmento blanco, el
producto de ligacidén se transformdé en células competentes
Transba, se seleccionaron % secuenciaron diferentes
monoclones. Se usd6 el kit de extraccidédn mini de pléasmidos de

alta pureza Sparkjade se utilizdé para extraer pléasmidos con



resultados de secuenciacidn correctos, de este modo se
obtienen plasmidos recombinantes, denominados respectivamente
PQY002095, pQY002096, pQEY002097, pQY002098, como se muestra
a continuacién:

PQY002095 pHUE411-PPO-sgRNA1+3 que contiene la combinacién
de OsPPO-ARN guia 1, ARN guia 3

pPQY002096 pHUE411-PPO-sgRNA2+3 que contiene la combinacién
de OsPPO-ARN guia 2, ARN guia 3

PQY002097 pHUE411-PPO-sgRNA1+4 que contiene la combinacién
de OsPPO-ARN guia 1, ARN guia 4

pPQY002098 pHUE411-PPO-sgRNA2+4 que contiene la combinacién
de OsPPO-ARN guia 2, ARN guia 4

2. Se prepararon plasmidos de alta pureza vy alta
concentracién para los vectores pQY002095-002098 mencionados
anteriormente como se describe en la etapa 2 del Ejemplo 1.

3. Se prepararon protoplastos de arroz y se sometieron a
transformacidédn mediada por PEG con los vectores mencionados
anteriormente como se describe en la etapa 3 del Ejemplo.

4. Direccionamiento gendmico y deteccidn de nuevo gen con
los cebadores de deteccidédn que se muestran en la siguiente
tabla para la deteccidédn por PCR como se describe en la etapa

4 del Ejemplo 1.



SEQ ID

Cebador Secuencia (5’ a 37)
NO
OsPPOinversion-— GCTATGCCGTCGCTCTTTCT 04
checkF1l (PPO-F1) C
OsPPOinversion-— 65
CGGACTTATTCCCACCAGAA
checkF2 (PPO-F2)
OsPPOinversion-— GAGAAGGGGAGCAAGAAGAC 06
checkR1l (PPO-R1) GT
OsPPOinversion-— 67
AAGGCTGGAAGCTGTTGGG
checkR2 (PPO-R2)
OsCPinversion-— CATTCCACCAAACTCCCCTC 68
checkF1l (CP-F1) TG
OsCPinversion-— 69
AGGTCTCCTTGAGCTTGTCG
checkF2 (CP-F2)
OsCPinversion-— GTCATCTGCTCATGTTTTCA 70
checkR1l (CP-R1) CGGTC
OsCPinversion-— CTGAGGAGGCGATAAGAAAC 71
checkR2 (CP-R2) GA

Entre ellos, la combinacién de PPO-R2 y CP-R2 se utilizd
para amplificar el nuevo fragmento de gen de CDS PPOl dirigido
por el promotor CP1l2 que se generd en el lado derecho después
de la inversidédn del fragmento cromosdmico, y la combinaciodn
de PPO-F2 vy CP-F2 se wutilizdé para amplificar el nuevo

fragmento de gen CDS CPl2 dirigido por el promotor PPOl que



se generd en el lado izquierdo después de la inversidn. Los
posibles genotipos resultantes de la edicidén de doble blanco
y los sitios de unién de los cebadores de deteccidédn molecular
se muestran en la Figura 14.

5. Los resultados de la PCR y la secuenciacidén mostraron
que el nuevo gen esperado en el que el promotor CP12 dirigia
la expresidén de PPOl se cred a partir de la transformaciédn de
protoplastos de arroz. El1 evento de edicién en el que el
promotor del gen CPl2 de arroz se fusiondé con la regidn de
expresién del gen PPOl se pudo detectar en el ADN gendmico de
los protoplastos de arroz transformados. Esto indicd que el
esquema para formar un nuevo gen PPO a través de la inversidn
de fragmentos cromosdédmicos era factible, y se puede crear un
nuevo gen PPO dirigido por un promotor fuerte, que se definid
como un evento de inversidén de PPOl. Los resultados de 1la
secuenciacidn para la inversién de los fragmentos
cromosdémicos en protoplastos transformados con el vector
PQY002095 se mostraron en la SEQ ID NO: 15; los resultados de
la secuenciacidén para la supresidn del fragmento cromosdmico
en protoplastos transformados con el vector pQY002095 se
mostraron en la SEQ ID NO: 16; vy los resultados de 1la
secuenciacidn para la inversién de los fragmentos
cromosdémicos en protoplastos transformados con el vector
PQY002098 se muestran en la SEQ ID NO: 17.

Ejemplo 5: Creacién de arroz resistente a herbicidas con



la expresién de knock-up del gen de PPO enddégeno causado por
la inversién del fragmento cromosémico a través de 1la
transformacién mediada por Agrobacterium

1. Construccién del vector de edicidén de knock-up: sobre
la base de los resultados de las pruebas de protoplastos, se
seleccioné la combinacién de doble blanco de OsPPO-ARN guia
1: 5’CCATGTCCGTCGCTGACGAG3’ (SEQ ID NO: 56) y OsPPO-ARN guia
4: 5’'CGGATTTCTGCGT-GTGATGT3’ (SEQ ID NO: 59) con alta
eficiencia de edicidén para construir el vector de
transformacién de Agrobacterium pQY2234. Se usd pHUE41l1l como
el esqueleto del vector y se realizd la optimizacidédn del coddn
de arroz. El mapa del vector se muestra en la Figura 16.

2. Callo de arroz transformado por Agrobacterium y dos
ronda de identificacidén molecular:

El plésmido pQY2234 se utilizd para transformar callos de
arroz de acuerdo con el método descripto en la etapa 2 del
Ejemplo 2. Las variedades receptoras fueron Huaidao N.° 5 y
Jinjing 818. En la etapa de seleccidn de callos, se realizaron
dos rondas de identificacién molecular en callos resistentes
a higromicina y se diferenciaron callos positivos en evento
de inversidén. Durante la deteccidén molecular del callo, la
amplificacién del nuevo fragmento de gen de CDS PPOl dirigido
por el promotor CPl2 generado en el lado derecho después de
la inversién del fragmento cromosémico por la combinacién de

PPO-R2 y CP-R2 se considerd como el estandar positivo para el



evento de inversidén, mientras que el nuevo gen CP12 generado
en el lado izgquierdo después de la inversién se considerd
después de la diferenciacién y la emergencia de pléntulas del
callo. Se analizaron un total de 734 callos de Huaidao N.° 5,
de los que 24 callos resultaron positivos para el evento de
inversidén, y se analizaron 259 callos de Jinjing 818, de los
que 29 callos fueron positivos para el evento de inversiédn.
La Figura 17 mostrd los resultados de la deteccidn por PCR de
los callos Jinjing 818 N.° 192-259.

3. Un total de 53 callos con eventos de inversidn positivos
se sometieron a dos rondas de identificacidén molecular y luego
se co-diferenciaron, y se identificaron 9 callos con eventos
de duplicacidén positivos, que se sometieron a dos rondas de
identificacidén molecular y luego se co-diferenciaron para
producir 1,875 pléantulas TO0, de las que 768 cepas eran del
fondo Huaidao N.°5 y 1107 cepas eran del fondo Jinjing 818.
Estas 1875 plantulas se sometieron ademas a la tercera ronda
de identificacién molecular con el par de cebadores PPO-R2 y
CP-R2, en la que 184 lineas del fondo Huaidao N.° 5 mostraron
bandas de inversién positiva, 350 cepas del fondo Jinjing 818
mostraron bandas de inversidén positiva. Las pléantulas
positivas se trasladaron al invernadero para su cultivo.

4. Prueba de resistencia a herbicidas inhibidores de PPO
de pléantulas de inversidén de PPOl (generacidn TO):

Las plantulas de transformacidén de la generacidn TO QY2234



identificadas como positivas para el evento de inversidn se
trasplantaron en grandes cubos de plédstico en el invernadero
para cultivar semillas de la generacién T1l. Hubo una gran
cantidad de pléantulas positivas, por lo gque se seleccionaron
algunas plantulas TO y lineas de control de tipo salvaje con
un periodo y estado de crecimiento similar. Cuando la altura
de la planta alcanzd unos 20 cm, se llevd a cabo directamente
la prueba de resistencia a herbicidas. El herbicida utilizado

fue un herbicida inhibidor de PPO de alta eficacia.
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producido por la empresa (cdédigo 2081, wver la Solicitud
de patente de China para la invencidén n.° 202010281666,4). En
este experimento, el herbicida se aplicd en los gradientes de
tres niveles, a saber, 0,18, 0,4 y 0,6 g a.i./mu, mediante
una torre de rociado de tipo de entrada.

Los resultados de la prueba de resistencia se muestran en
la Figura 18. 3-5 dias después de la aplicacidén, las pléntulas
de arroz de control de tipo salvaje comenzaron a marchitarse
desde la punta de la hoja, aparecieron manchas necrdéticas en
las hojas y las plantas se marchitaron gradualmente, mientras
que la mayoria de las lineas del evento de inversidén de PPO1

mantuvieron un crecimiento normal, las hojas no tenian



fitotoxicidad evidente. Ademas, algunas lineas mostraron
fitotoxicidad, probablemente debido al mosaicismo
poligenotipico de los eventos de edicidén y al bajo nivel de
expresién de PPOl en las lineas de generacidén TO. Dos semanas
después de la aplicacidén, las pléntulas de arroz de tipo
salvaje murieron y la mayoria de las cepas del evento de
inversidén continuaron permaneciendo verdes 'y crecieron
normalmente. Los resultados de la prueba mostraron que las
lineas con inversién de PPO1 podrian mejorar
significativamente la tolerancia de las plantas a 2081.

5. Deteccidn cuantitativa del nivel de expresidn relativa
del gen de PPOl en plantulas de inversidén de PPOl (generacidn
TO) :

Se especuld que el aumento de la resistencia de las lineas
de inversién del gen PPO1l a 2081 se debidé a la fusidn del
promotor de CP12 fuerte y la CDS del gen de PPOl que puede
aumentar el nivel de expresién de PPOl. Por lo tanto, se
seleccionaron las lineas de generacidn TO QY2234-252, QY2234-
304 v QY2234-329 del fondo Huaidao N.° 5, se muestrearon sus
macollos primarios vy secundarios y se sometieron a la
deteccién de niveles de expresidédn de genes PPOl y CP12. Como
control se utilizdé el Huaidao N.° 5 de tipo salvaje. Los
protocolos especificos siguieron la etapa 6 del Ejemplo 2,
con el gen UBQ5 del arroz como gen de referencia interno, 1los

cebadores cuantitativos de fluorescencia fueron los



siguientes: 5’-3’

CEBADOR SEQUENCE SEQ ID NO

UBQ5-F ACCACTTCGACCGCCACTACT 43

UBQ5-R ACGCCTAAGCCTGCTGGTT 44
RT-0OsPPO1-F GCAGCAGATGCTCTGTCAATA 72
RT-0sPPO1-R CTGGAGCTCTCCGTCAATTAAG 73
RT-0sCP12-F1 CCGGACATCTCGGACAA 14
RT-0sCP12-R1 CTCAGCTCCTCCACCTC 75

Se utilizé el UBQS5 como referencia interna. ACt se calcula
restando el valor Ct de UBQS5 del wvalor Ct del gen blanco.
Luego se calculd 274Ct, que representaba el nivel de expresidn
relativo del gen blanco. La H5CK1l y H5CKZ2 eran dos plantas de
control de tipo salvaje de Huaidao N.° 5, las 252M, 304M y
329M representaban las muestras de hojas de macollos primarios
de las plantas QY2234-252, QY2234-304 y QY2234-329 TO, y las
2521, 304L, vy 329L representaron sus muestras de hojas de
macollos secundarios. Los resultados se muestran en la Tabla
8 a continuacidn:

Tabla 8: Valores de Ct y niveles de expresidn relativa de

diferentes genes

UBQS Media PPO1 ACtL 2-hct Media CP12 ACt 2-hct Media

28,18 25,83 | -2,43 5,39 22,28 | -3,98 | 15,77

28,37 25,98 | -2,28 4,85 22,06 | -4,20 | 18,44

H5CK1 | 28,23 | 28,26 | 25,93 | -2,33 5,03 5,09 | 22,11 | -4,15 | 17,76 | 17,32




28,23 25,73 | -2,36 | 5,15 21,63 | -6,47 | 88,58
27,98 26,02 -2,07 4,20 21,53 -6,57 94,87

H5CK2 28,07 28,09 25,92 -2,18 4,52 4,62 21,54 -6,55 93,83 92,43
25,51 25,17 -0,54 1,45 22,26 -3,45 10,95
25,82 25,22 | -0,49 1,41 22,36 | -3,36 | 10,23

252M 25,80 | 25,71 | 25,22 | -0,49 1,41 1,42 22,43 | -3,29 9,76 10,31
26,41 23,36 | -3,14 8,84 22,30 | -4,21 | 18,49
26,64 23,41 | -3,10 8,56 21,95 | -4,56 | 23,55

252L 26,47 26,51 23,46 -3,05 8,28 8,56 21,78 -4,73 26,47 22,84
25,74 24,55 -1,29 2,44 22,51 -3,32 10,02
25,99 24,53 -1,31 2,48 22,45 -3,39 10,47

304M 25,78 25,84 24,48 -1,36 2,57 2,50 22,56 -3,28 9,71 10,07
25,97 23,63 | -2,36 | 5,14 21,60 | -4,39 | 20,97
26,00 23,75 -2,25 4,74 21,43 -4,56 23,55

304L 26,00 | 25,99 | 23,56 | -2,43 5,39 5,09 22,32 | -3,68 | 12,78 | 19,10
26,94 23,11 | -3,89 | 14,84 22,23 | -4,76 | 27,16
26,99 23,25 | -3,75 | 13,42 21,85 | -5,15 | 35,39

329M 27,07 | 27,00 | 23,22 | -3,78 | 13,71 | 13,99 | 21,82 | -5,18 | 36,29 | 32,95
26,50 23,64 | -2,63 6,19 22,00 | -4,27 | 19,30
26,52 23,74 | -2,53 5,79 21,97 | -4,30 | 19,71

329L 25,79 26,27 23,717 -2,50 5,65 5,87 22,15 -4,12 17,42 18,81

Los niveles de expresién relativa de PPO1 y CPl2 en

diferentes cepas se muestran en la Figura 19.

los resultados,

Como mostraron

a diferencia del evento de duplicacidén en el



Ejemplo 2, los niveles de expresidn génica de estas cepas de
eventos de inversién fueron significativamente diferentes.
Los niveles de expresidédn de CP12 son muy diferentes entre los
dos grupos CK de Huaidao N.° 5, posiblemente debido a las
diferentes tasas de <crecimiento de las pléantulas. En
comparacidén con el grupo de control HS5CK2, los niveles de
expresidédn de CP1l2 en los grupos experimentales mostraron todos
una tendencia a la disminucidén, mientras que los niveles de
expresién de PPO1 para 252L \ 329M aumentaron
significativamente y los niveles de expresién de PPOl para
304L y 329L aumentaron modestamente, y los niveles de
expresiédn de PPOl para 252M y 304M disminuyeron. A diferencia
de la duplicacidédn de los fragmentos de cromosomas que
aumentaron principalmente el nivel de expresidén génica, la
inversién de los fragmentos de cromosomas generd nuevos genes
en ambos lados, por lo gque podrian ocurrir varios eventos de
edicidén en los blancos de ambos lados, y los cambios en la
direccidédn de la transcripcién también podrian afectar nivel
de expresidn génica al mismo tiempo. Es decir, las plantas de
generacién TO eran quimeras complejas. También puede haber
diferencias significativas en los niveles de expresidén génica
entre macollos primarios y secundarios de la misma planta. Se
puede observar a partir de los resultados de la PCR
cuantitativa que los eventos de inversidédn de PPOl1l mostraron

una mayor probabilidad de aumentar el nivel de expresidén del



gen de PPOl y, por lo tanto, se pueden seleccionar las cepas
resistentes a herbicidas con un alto nivel de expresidédn de
PPO1 mediante la seleccién de resistencia a herbicidas por
los eventos de inversidn.

Los resultados anteriores demostraron gue, siguiendo el
esquema de deteccidén de inversidn efectiva de fragmentos
cromosbémicos en protoplastos, los callos y 1las plantulas
transformadas con eventos de inversidén se pueden seleccionar
a través de multiples rondas de identificacidén molecular
durante la transformacién de Agrobacterium y el cultivo de
tejidos, y el promotor de CP12 fuerte fusionado con el nuevo
gen PPOl generado en las plantulas transformantes podria
aumentar en efecto el nivel de expresidén del gen PPO1l, lo que
puede conferir a las plantas resistencia al herbicida
inhibidor de PPO 2081, de este modo se cred arroz resistente
a herbicidas con gen de PPO endbdgeno knock-up. Tomando esto
como ejemplo, el protocolo de 1inversién de fragmentos
cromosémicos del Ejemplo 4 y el Ejemplo 5 también se aplicd
a otros genes enddgenos cuyo patrdén de expresidn génica se
necesitaba cambiar mediante la introduccidén y fusidén con un
promotor requerido, de ese modo se puede crear un nuevo gen,
y se pueden crear nuevas variedades con un patrdén de expresiodn
génica deseado mediante la transformacidén en plantas mediada
por Agrobacterium.

Ejemplo 6: Deteccién molecular y prueba de resistencia a



herbicidas de las plantas de generacién Tl de lineas de arroz
resistentes a herbicidas con expresién knock-up del gen de
PPOl endégeno a través de 1la inversién de fragmento
cromosdémico

La distancia fisica entre el gen PPOl del genoma del arroz
de tipo salvaje y el gen CP12 fue de 911 kb. Como se muestra
en la Figura 14, se generd un gen PPOl de alta expresidn con
una regibén CDS de PPOl dirigida por el promotor CPl2 en el
lado derecho después de la inversidn del fragmento cromosdmico
entre los dos genes. También se puede producir una supresiodn
de un fragmento cromosdémico. Para probar si el nuevo gen se
puede heredar de manera estable y la influencia de 1la
inversidén de los fragmentos cromosdémicos en la estabilidad
genética, se llevd a cabo una prueba de deteccidén molecular
y resistencia a herbicidas en la generacidén Tl de la cepa de
inversién PPO1.

En primer lugar, se observd que el evento de inversidn no
tuvo un efecto significativo sobre la fertilidad de las
plantas de generacidén TO, ya que todas las cepas TO positivas
pudieron producir semillas normalmente. Se seleccionaron para
la deteccidédn las generaciones Tl de las cepas QY2234/H5-851
con el fondo Huaidao N.°,5

1. Preparacidén de muestras:

Para QY2234/H5-851, se plantd un total de 48 pléntulas T1.

Todas las plantas crecieron normalmente.



2. Identificacidén molecular por PCR:

1) Deteccidn de la secuencia del cebador: 5’'-3’

PPO-R2: AAGGCTGGAAGCTGTTGGG (SEQ ID NO: 67)

CP-R2: CTGAGGAGGCGATAAGAAACGA (SEQ ID NO: 71)

PPO-F2: CGGACTTATTTCCCACCAGAA (SEQ ID NO: 76)

CP-F2: AGGTCTCCTTGAGCTTGTCG (SEQ ID NO: 69)

pg-Hyg-R1: TCGTCCATCACAGTTTGCCA (SEQ ID NO: 54)

Pg—-35S-F: TGACGTAAGGGATGACGCAC (SEQ ID NO: 55)

2) Los sitios de unidén de los cebadores anteriores se
muestran en la Figura 14, en donde PPO-R2 + CP-R2 se utilizd
para detectar el fragmento de fusidn del promotor CP1l2 derecho
y la regidén codificadora de PPOl después de la inversidn del
fragmento cromosdémico, y la longitud del producto fue 507 pb;
se us6 PPO-F2 + CP-F2 para detectar el fragmento de fusidn
del promotor PPOl izquierdo y la regidédn codificadora de CP12
después de la inversién del fragmento cromosdmico, vy la
longitud del producto fue de 560 pb; se usd PPO-F2 + PPO-R2
para detectar el sitio blanco de PPO izquierdo antes de la
inversién, y la longitud del producto en el control de tipo
salvaje fue de 586 pb; se usd CP-F2 + CP-R2 para detectar el
sitio blanco CP12 correcto antes de la inversidén, y la
longitud del producto en el control de tipo salvaje fue de
481 pb. Se usd pg-Hyg-R1l + pg-35S-F para detectar el fragmento
de ADN-T del vector de edicidén, y la longitud del producto

fue de 660 pb.



3) Sistema de reaccidén de PCR y condiciones de reaccidn:

Sistema de reaccidén (sistema de 10 ulL):

Buffer 2*KOD 5 uL

dNTP 2 mM 2 uL

Enzima KOD 0,2 pL
Cebador F 0,2 pL
Cebador R 0,2 pL
Agua 2,1 uL
Muestra 0,3 pL

Condiciones de reaccidn:

94 °C 2
minutos
98 °C 20 }
segundos
60 °C 20 40 ciclos
segundos
68 °C 20
segundos
68 °C 2
minutos
12 °cC 5
minutos

Los productos de la PCR se sometieron a electroforesis en
un gel de agarosa 1% con un voltaje de 180 V durante 10

minutos.



3. Resultados de la deteccidén molecular:

Los resultados de deteccién se muestran en la Tabla 9. Se
detectaron un total de 48 plantas, de las cuales 12 plantas
(2/7/11/16/26/36/37/40/41/44/46/47) fueron homocigotas en
inversién, 21 plantas

(1/3/4/5/6/8/9/15/17/20/22/23/24/27/30/31/33/34/39/42/43)

fueron heterocigotas en inversidn % 15 plantas
(10/12/13/14/18/19/21/25/28/29/32/35/38/45/48) fueron
homocigotas en no inversidén. La relacidédn de inversidn
homocigdtica: inversién heterocigdtica: no inversién

homocigdética fue 1: 1,75: 1,25, aproximadamente 1: 2: 1. Por
lo tanto, los resultados de la deteccidédn cumplieron con la
ley de herencia de Mendel, lo que indica que el nuevo gen
PPO1l generado por inversibén era heredable.

Tabla 9: Resultados de la deteccidn molecular

Q0Y2234-
11234567 8|9]|10|11{12|13|14|15|16(17|18|19(20
851

Lado
derecho
de la

inversidén

Lado
izquierdo

de la

inversidn




PPO WT

CP12 WT

Q0Y2234-

851

21

22

23

24

25

26

277

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

Lado
derecho
de la

inversidn

Lado
izquierdo
de 1la

inversidn

PPO WT

CP12 WT

QY2234-

851

41

42

43

44

45

46

477

48

Lado
derecho
de 1la

inversidn

Lado
izquierdo
de la

inversidn

PPO WT




CP12 WT |— |+ |+ |- |+|-|-|+

Para las plantulas Tl anteriores, se usaron los cebadores
Pg-Hyg-R1l + pg-35S-F para detectar el fragmento de ADN-T del
vector de edicién. Los resultados de la electroforesis de 16
y 41 fueron negativos para el fragmento de ADN-T, lo que
indica una inversidén homocigdbdbtica. Se puede observar que las
cepas no transgénicas de inversidén homocigdtica se pueden
segregar de la generacidén Tl del evento de inversiodn.

4. Deteccidédn de secuenciacién de los eventos de edicidn:

La deteccidén del genotipo de los eventos de inversidn se
centrd en los eventos de edicidédn del nuevo gen PPO en el lado
derecho. Se conservaron los eventos de mutacidén con el marco
de codificacién de proteinas completo del gen PPOl. Se
conservaron los eventos de edicién del sitio CP12 en el lado
izquierdo que no afectaron el crecimiento normal de las
plantas a través de la observacidén del fenotipo en el
invernadero y en el campo. Los genotipos de los eventos de
edicidén detectados en las lineas positivas del evento de
inversidén se enumeran a continuacidén, en los que sin fisuras
indica idéntico a la secuencia de fragmentos de fusidn
predicha después de la inversidén. Los genotipos de los eventos
de inversidn QY2234 exitosos en el fondo Huaidao N.°5 fueron

los siguientes:



N.° Genotipo No. Genotipo
Lado derecho - Sin fisuras lado
2234 /H5- 2234/H5-
lbp; lado derecho; lado
295 650
izquierdo -32bp izquierdo +1bp (G)
Sin fisuras lado
2234 /H5- Lado derecho 2234 /H5-
derecho; sin fisuras
381 +18bp 263
lado izqgquierdo
Lado derecho -
2234 /H5- 2234 /H5-
lbp; lado Lado derecho -23bp
410 555
izquierdo +1bp
2234/H5-| Lado derecho - [2234/H5- Lado derecho -5bp,
159 16bp 645 +20bp,
2234 /H5-
Lado derecho -4bp
232
Algunos de los mapas de picos de secuenciacién y 1los

resultados de la comparacidén de secuencias se muestran en la

Figura 20.

Los genotipos de la exitosa inversidén QY2234 en el fondo

Jinjing818 fueron los siguientes:

Genotipo de PPO

Genotipo de PPO del

N.° del lado N.°
lado derecho
derecho
Sin fisuras 2234/818-
2234/818-5 Lado derecho +1bp
lado derecho 144




2234/818-| Lado derecho - |2234/818- |Lado derecho +2bp, -

42 16bp 151 26bp, pico puro
2234/818-| Lado derecho - [2234/818-
Lado derecho +1bp
108 15bp 257
2234/818~ Lado derecho
134 +5bp, -15bp

Algunos de los mapas de picos de secuenciacidén y 1los
resultados de la comparacidén de secuencias se muestran en la
Figura 21.

Los resultados de secuenciaciédn de los diferentes nuevos
genes de PPOl anteriores con el promotor CP1l2 fusionado a la
regidén codificadora de PPOl se muestran en SEQ ID NO: 20, SEQ
ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO : 24, SEQ
ID NO: 25 y SEQ ID NO: 26.

5. Prueba de resistencia a herbicidas de pléantulas de la
generacidén T1l:

La prueba de resistencia a herbicidas se realizd en la
generacién Tl de las lineas de inversidén de PPO1l QY2234 /H5-
851 en la etapa de pléantula. El Huaidao N. °5 de tipo salvaje
se utilizdé como control y se plantd simultédneamente con las
semillas de la generacién T1 de las lineas de inversiédn.
Cuando las pléantulas alcanzaron una altura de planta de 15
cm, se aplicd 2081 mediante pulverizacidbn a cuatro niveles de
0,3, 0,6, 0,9 v 1,2 g a.i./mu. Las condiciones de cultivo

fueron 28 °C, con 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad.



Los resultados de la prueba de resistencia se muestran en
la Figura 22. Después de 5 dias de 1la aplicacién, las
plédntulas de arroz de control de tipo salvaje mostraron una
fitotoxicidad evidente a wuna dosis de 0,3 g a.i./mu.
Comenzaron a marchitarse desde la punta de 1la hoja vy
aparecieron manchas necrdéticas en las hojas; a una dosis de
0,6 g a.i./mu, las plantas murieron rapidamente. Sin embargo,
las pléantulas de T1 QY2234/H5-851 pudieron mantener un
crecimiento normal a una dosis de 0,3 g a.i./mu, y no se pudo
observar fitotoxicidad evidente en las hojas; a dosis de 0,6
y 0,9 g a.i./mu, algunas pléantulas Tl mostraron puntas de
hojas secas, pero la mayoria de las plantulas T1 pudieron
mantenerse verdes vy continuar creciendo, mientras que el
control muridé sustancialmente. A una dosis de 1,2 g a.i./mu,
las plantas de control estaban todas muertas, mientras que
algunas de las pléntulas T1 podian mantenerse verdes vy
continuar creciendo. Los resultados de la prueba indicaron
que la resistencia de las lineas de inversidén del gen PPOl a
2081 se puede heredar de forma estable a su generacidn T1.

Ejemplo 7: Un método de edicién para knocking up 1la
expresién del gen de EPSPS enddgeno en plantas

EPSPS fue una enzima clave en la via de sintesis de
aminoadcidos aromadticos en plantas y el sitio Dblanco del
herbicida glifosato biocida. El1 alto nivel de expresidén del

gen de EPSPS podria dotar a las plantas de resistencia al



glifosato. El1 gen de EPSPS (como se muestra en la SEQ ID NO:
4, en el que 1-1897 pb era el promotor y el resto era la
regién de expresidn) se localizd en el cromosoma 6 en arroz.
El gen corriente arriba era transcetolasa (TKT, como se
muestra en SEQ ID NO: 3, en el que 1-2091 pb era el promotor
y el resto era la regidén de expresidn) con una direccidn
opuesta. La intensidad de expresidén del gen de TKT en las
hojas fue de 20 a 50 wveces mayor que la del gen de EPSPS.
Como se muestra en la Figura 2, al inducir simultédneamente
rupturas de cadena doble entre el promotor y la regidén CDS de
los dos genes respectivamente, la inversidén (Esquema 1) o la
duplicacidén de inversidn (Esquema 2) de la regidn entre las
dos rupturas se puede obtener después de las pruebas. En ambos
casos, el promotor del gen de EPSPS se puede reemplazar con
el promotor del gen de TKT, de este modo aumenta el nivel de
expresién del gen EPSPS y se obtiene 1la resistencia al
glifosato. Ademés, los Esquemas 3, 4 y 5, como se muestra en
la Figura 2, también podrian crear nuevos genes de EPSPS
dirigidos por el promotor del gen de TKT. La estructura génica
de EPSPS adyacente y opuesta en direccidn con relacidén a TKT
se conservd en plantas monocotileddédneas (Tabla 10). Mientras
que en plantas dicotiledbdneas, ambos genes también eran
adyacentes pero en la misma direccidén; por tanto, este método
fue universal en las plantas.

Tabla 10: Distancia entre el gen EPSPS y el gen de TKT



adyacente en diferentes plantas

Distancia
del sitio de
Ubicacidn
Especies inicio de la Direccidn
(cromosoma)
regién CD
(kb)
Inversa <TKT-
Arroz o 4
EPSPS>
Inversa <TKT-
TA 35
EPSPS>
Inversa <TKT-
Trigo 7D 15
EPSPS>
Inversa <TKT-
477 50
EPSPS>
Inversa <TKT-
Maiz 9 22
EPSPS>
Brachypodium Inversa <TKT-
1 5
distachyon EPSPS>
SOrgo Inversa <TKT-
10 15
EPSPS>
Mijo Inversa <TKT-
4 5
EPSPS>
Poroto de Directo
3 o
soja TKT>EPSPS>




Tomate Directo
5 o
TKT>EPSPS>
Mani Directo
2 6
TKT>EPSPS>
Directo
12 5
TKT>EPSPS>
Algodédn Directo
9 22
TKT>EPSPS>
Alfalfa Directo
4 8
TKT>EPSPS>
Directo
Arabidopsis 2 5
TKT>EPSPS>
Directo
Uva 15 17
TKT>EPSPS>

Para este fin, se usdé pHUE411l como el esqueleto, y 1los

siguientes como blancos:

Nombre del Secuencia (57 a 3) SEQ ID NO
ARN sg

OsEPSPS—-ARN CCACACCACTCCTCTCGCCA 77
guia 1

OsEPSPS—ARN CCATGGCGAGAGGAGTGGTG 78
guia 2

OsEPSPS—ARN ATGGTCGCCGCCATTGCCGG 79

guia 3



OsEPSPS—-ARN GACCTCCACGCCGCCGGCAA 80

guia 4

OsEPSPS—-ARN TAGTCATGTGACCATCCCTG 81
guia 5

OsEPSPS—-ARN TTGACTCTTTGGTTCATGCT 82
guia 6

Se han construido wvarios vectores de doble Dblanco
diferentes:
pQY002061 pHUE411-EPSPS-sgRNA1+3
pQY002062 pHUE411-EPSPS—sgRNA2+3
pQY002063 pHUE411-EPSPS—sgRNA1+4
pQY002064 pHUE411-EPSPS—sgRNA2+4
pQY002093 pHUE411-EPSPS-sgRNA2+5
pPOY002094 pHUE411-EPSPS—-sgRNA2+6
(2) Con los cebadores de deteccidén relevantes gue se
muestran en la siguiente tabla, se amplificaron los fragmentos
gque contienen los sitios blanco en ambos lados o los
fragmentos predichos generados por la fusidn del promotor UBIZ2
y la regidén codificadora de HPPD, vy la longitud de 1los

productos estd entre 300 1000 pb.



Cebador Secuencia (5’ a 37) SEQ ID NO
. . 83
EPSPSinversion
ATCCAAGTTACCCCCTCTGC
checkF1
. . 84
EPSPSinversion
CACAAACACAGCCACCTCAC
checkR1
. . 85
EPSPSinversion
ATGTCCACGTCCACACCATA
check—nestF2
. . 86
EPSPSinversion
AATGGAATTCACGCAAGAGG
check—nestR2
. . 87
EPSPSinversion
GTAGGGGTTCTTGGGGTTGT
checkF3
. . 88
EPSPSinversion
CGCATGCTAACTTGAGACGA
checkR3
. . 89
EPSPSinversion
GGATCGTGTTCACCGACTTC
check—nestF4
90

EPSPSinversion

check—nestR4

CCGGTACAACGCACGAGTAT



91

EPSPSinversion
GGCGTCATTCCATGGTTGATTGT
checkF5
. . 92
EPSPSinversion
GATAGACCCAGATGGGCATAGAATC
checknestFo6
. . 93
EPSPSinversion
TGCATGCATTGATGGTTGGTGC
checkR5
. . 94
EPSPSinversion
CCGGCCCTTAGAATAAAGGTAGTAG
checknestR6

Después de la transformacién de protoplastos, los
resultados de la deteccidén mostraron que se obtuvieron los
eventos de inversién esperados. Como se muestra en la Figura
15, el resultado de la secuenciacién de la deteccidn de
inversién del protoplasto transformado con el vector
pQY002062 se mostrd en la SEQ ID NO: 11; el resultado de 1la
secuenciacidén de la deteccidn por supresidn del protoplasto
transformado con vector pQY002062 se mostrd en SEQ ID NO: 12;
el resultado de la secuenciacién de la deteccidédn de inversidn
del protoplasto transformado con el vector pQY002093 se mostrd
en SEQ ID NO: 13; y el resultado de la secuenciacidén de la
deteccidén por supresidédn del protoplasto transformado con el
vector pQY002093 se mostrd en SEQ ID NO: 14.

Estos vectores se transfirieron a Agrobacterium para



transformar callos de arroz. Se obtuvieron plantas que
contienen el nuevo gen de EPSPS. Los resultados del bioensayo
de herbicidas mostraron que las plantas tenian una resistencia
evidente al herbicida glifosato.

Ejemplo 8: Un método de edicién para knocking up 1la
expresién de el gen de PPO enddégeno en Arabidopsis

La protoporfirindégeno oxidasa (PPO) fue wuno de 1los
principales blancos de los herbicidas. Mediante 1la PPO
enddgena de plantas de alta expresidén, la resistencia a los
herbicidas inhibidores de 1la PPO se puede incrementar
significativamente. El1 gen de PPO de Arabidopsis (como se
muestra en SEQ ID NO: 1, en el que 1-2058bp fue el promotor
y el resto fue la regidén de expresidn) ubicado en el cromosoma
4, y el gen ubiquitinalQO (como se muestra en SEQ ID NO: 2, en
el que 1-2078 pb era el promotor y el resto era la regidén de
expresién) ubicado 1,9 M corriente abajo con la misma
direccidédn que el gen PPO.

Como se muestra en el Esquema ilustrado en la Figura 3,
se generan simultdneamente rupturas de cadena doble en 1los
sitios entre el promotor y la regidén CDS de los genes de PPO
y ubiquitinalO respectivamente. Los eventos de duplicacidén de
la regidédn entre las dos rupturas se pueden obtener mediante
pruebas, es decir, un nuevo gen generado mediante la fusidn
del promotor de ubiquitinalO y la regidén codificadora de PPO.

Ademas, siguiendo el Esquema 2 como se muestra en la Figura



1, también se puede crear un nuevo gen en el que el promotor
de ubiquitinall y la regidén codificadora de PPO se fusionaron.
Con este fin, se utilizdé pHEE401lE como esqueleto

(https://www.addgene.orqg/71287/), v se utilizaron las

siguientes ubicaciones como sitios blanco:

Nombre del SEQ ID NO

Secuencia (5’ a 3)
ARNsg blanco

AtPPO-ARN 95
CAAACCAAAGAAAAAGTATA

guia 1

AtPPO-ARN 96
GGTAATCTTCTTCAGAAGAA

guia 2

AtPPO-ARN 97
ATCATCTTAATTCTCGATTA

guia 3

AtPPO—-ARN 98
TTGTGATTTCTATCTAGATC

guia4d

Los vectores de blanco doble se construyeron siguiendo el
método descripto por “Wang ZP, Xing HL, Dong L, Zhang HY, Han
CY, Wang XC, Chen QJ. Egg cell-specific promoter-controlled
CRISPR/Cas9 efficiently generates homozygous mutants for
multiple target genes in Arabidopsis in a single generation.

Genome Biol. 2015 Jul 21;16:144.":

pQY002076 PHEE401E-AtPPO-sgRNAI+3
pQY002077 PHEE401E-AtPPO-sgRNAL+4
pQY002078 PHEE401E-AtPPO-sgRNA2+3

pQY002079 PHEE401E-AtPPO-SgRNA2+4


https://www.addgene.org/71287/

Arabidopsis se transformdé de acuerdo con el método de la
siguiente manera:

(1) Transformacidédn con Agrobacterium

Las células competentes de Agrobacterium GV3101 se
transformaron con los plasmidos recombinantes para obtener
Agrobacterium recombinante

(2) Preparacién de la solucidén de infeccidén con
Agrobacterium

1) Se transformaron células competentes Agrobacterium
GVv3101 con los plésmidos recombinantes para obtener
Agrobacterium recombinante.

(2) Preparacién de la solucidén de infeccidén por
Agrobacterium

1) Se inoculdé Agrobacterium activado en 30 ml de medio
liguido YEP (que contiene 25 mg/L de Rif y 50 mg/L de Kan),
se cultivd a 28 °C con agitacidén a 200 rpm durante la noche
hasta que el valor de 0D600 fue de aproximadamente 1,0-1,5.

2) Las bacterias se recolectaron por centrifugacidén a 6000
rpm durante 10 minutos y se descartd el sobrenadante.

3) Las bacterias se resuspendieron en la solucidén de
infeccidén (sin necesidad de ajustar el pH) para alcanzar una
0D600 = 0,8 para su uso posterior.

(3) Transformacidédn de Arabidopsis

1) Antes de la transformacidén de la planta, las plantas

deben crecer bien con una inflorescencia exuberante y sin



respuesta al estrés. La primera transformacidén se puede
realizar siempre que la altura de la planta alcance los 20
cm. Cuando el suelo estuvo seco, se realizdé el riego segun
corresponda. El dia antes de la transformacidén, las silicuas
crecidas se cortaron con tijeras.

2) La inflorescencia de la planta para transformar se
sumergidé en la solucidn anterior durante 30 segundos a 1
minuto con agitacidén suave. La planta infiltrada debe tener
una capa de pelicula liquida sobre ella.

3) Después de la transformacidén, la planta se cultivd en
la oscuridad durante 24 horas y luego se llevd a un ambiente
de luz normal para el cultivo.

4) Después de una semana, se realizdé la segunda
transformacién de la misma forma.

(4) Recoleccidédn de semillas

Las semillas se recolectaron cuando estaban maduras. Las
semillas recolectadas se secaron en un horno a 37 °C durante
aproximadamente una semana.

(5) Seleccidn de plantas transgénicas

Las semillas se trataron con desinfectante durante 5
minutos, se lavaron con ddH20 5 veces y luego se esparcieron
uniformemente en medio de seleccidn MS (que contiene 30 upg/ml
de Hyg, 100 pg/ml de Cef). Luego se colocd el medio en una
incubadora de luz (a una temperatura de 22 °C, 16 horas de luz

y 8 horas de oscuridad, intensidad de luz 100-150 umol/m2?/s y



una humedad del 75%) para el cultivo. Se seleccionaron las
pléntulas positivas y se trasplantaron al suelo después de
una semana.

(6) Deteccidén de plantas mutantes T1

(6,1) Extraccidén de ADN gendmico

1) Se cortaron aproximadamente 200 mg de hojas de
Arabidopsis y se colocaron en un tubo de centrifuga de 2 ml.
Se agregaron bolas de acero y las hojas se trituraron con un
disruptor tisular de alto rendimiento.

2) Después de triturar a fondo, se agregaron 400 uL de
buffer de extraccidén SDS y se mezclaron por inversidn. La
mezcla se incubd en un bafio de agua a 65 °C durante 15 minutos
y se mezcld por inversidn cada 5 minutos durante el periodo.

3) La mezcla se centrifugd a 13000 rpm durante 5 minutos.

4) Se retiraron 300 pl de sobrenadante y se transfirieron
a un nuevo tubo de centrifuga de 1,5 ml, se agregd un volumen
igual de isopropanol preenfriado a -20 °C en el tubo de
centrifuga y luego el tubo de centrifuga se mantuvo a —-20 °C
durante 1 hora o toda la noche.

5) La mezcla se centrifugd a 13000 rpm durante 10 minutos
y se descartd el sobrenadante.

6) Se afiadieron 500 pl de etanol 70% al tubo de centrifuga
para lavar el precipitado, la solucién de lavado se descartd
después de la centrifugacidédn (sin descartar cuidadosamente el

precipitado). Después de dque el precipitado se secd a



temperatura ambiente, se agregaron 30 ul de ddH:O0 para
disolver el ADN y luego se almacend a —-20 °C.

(6,2) Amplificacién por PCR

Con el genoma extraido de la planta Tl como molde, se
amplificd el fragmento blanco con los cebadores de deteccidn.
Se tomaron 5 pl del producto de amplificacidén y se detectaron
mediante electroforesis en gel de agarosa 1%, y luego se
obtuvieron imadgenes mediante un generador de imagenes en gel.
El producto restante fue secuenciado directamente por una
empresa de secuenciacién.

Los resultados de la secuenciacidén mostraron dgque la
duplicacidén del gen AtPPOl se logrd con éxito en Arabidopsis,
y la prueba de resistencia a herbicidas mostrd que la planta
con duplicacidén tenia resistencia al herbicida PPO.

Ejemplo 9: Creacién del gen GHl1 con nuevas caracteristicas
de expresién en pez cebra

Los genes de la hormona del crecimiento (GH) en los peces
controlaron su velocidad de crecimiento y desarrollo. En la
actualidad, la alta expresidén del gen GH en los salmones del
Atladntico a través de 1la tecnologia transgénica podria
aumentar significativamente sus tasas de crecimiento. La
técnica fue de gran valor econdémico, pero solo fue aprobada
para su comercializacidén después de décadas. E1 gen GH1l era
el gen de la hormona del crecimiento en el pez cebra. En la

presente invencidén, los promotores adecuados en el pez cebra



(adecuados en términos de expresidn continua, intensidad vy
especificidad tisular) se fusionaron in vivo mediante
supresién, inversidén, duplicacidén, duplicacidén de inversiodn,
transferencia de cromosomas, etc., para crear una variedad de
pescado de crecimiento réapido.

Todas las publicaciones 'y solicitudes de ©patente
mencionadas en la descripcidén se incorporan en la presente
como referencia, como si cada publicacidén o solicitud de
patente se incorporara individual y especificamente en la
presente como referencia.

Aunque la invencién anterior se ha descrito con méds detalle
por medio de ejemplos y realizaciones para una comprensidn
clara, es obvio que ciertos cambios y modificaciones se pueden
implementar dentro del alcance de las reivindicaciones
adjuntas, tales cambios y modificaciones estdn dentro del

alcance de la presente invencidn.



