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(57) Resumen: El invento presenta la localizacién y los patrones de expresién de promotores (secuencias nucleotidicas regulato-
rias) que actian de manera especifica en el gametofito femenino, los gametos femeninos, el gametofito masculino, y/o los gametos
masculinos de Arabidopsis thaliana. Se presentan también los métodos que fueron utilizados para la identificacién de dichos pro-
motores asi como los métodos para utilizar estos promotores en construcciones de expresién y manipular el desarrollo reproductivo
de las plantas. Los promotores aislados e identificados de la invencidn, permiten regular la expresién génica de genes seleccionados
en plantas, de manera que tales genes puedan ser eficientemente transcritos en las células reproductivas femeninas o masculinas de
éstas. Asf mismo, dichos promotores pueden utilizarse para impedir la transferencia de rasgos transgénicos a las plantas a través del
polen en campo, para proporcionar nutrientes adicionales a la semilla y para conferir resistencia a patégenos y enfermedades en la
semilla.
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Secuencias nucleotidicas y métodos para la expresion especifica de genes en

el gametofito femenino, células reproductivas femeninas, grano de polen y/o

células reproductivas masculinas de las plantas

Campo del invento.

Este invento se obtiene en el campo de la ingenieria genética y la biologia molecular
de plantas. De manera més especifica, el invento se relaciona con la caracterizacién
de secuencias nucleotidicas novedosas especificas al gametofito femenino, a los
gametos femeninos, al gametofito masculino, y/o de los gametos masculinos de las
plantas. Estas secuencias permiten la expresion especifica temporal y espacial de
productos génicos en el gametofito' masculino o femenino, o las células

reproductivas masculinas o femeninas de plantas transgénicas.

Antecedentes.

La expresion de genes (expresion génica) depende de una serie de procesos que
se originan en la molécula de ADN. El control y la regulacién de la expresion génica
pueden ocurrir a partir de diferentes mecanismos. Se considera generalmente que
el inicio de la trahscripcién de un gene (o gen) constituye el control predominante de
la expresién génica. Los controladores transcripcionales (mejor conocidos como
promotores) son generalmente secuencias nucleotidicas cortas que se encuentran
presentes en el borde 5 o la region rio arriba de un gen transcrito. Existen

secuencias promotoras que afectan la expresién génica en respuesta a estimulos

. ambientales, a la disponibilidad de nutrientes, o a condiciones adversas que

incluyen altas temperaturas, anaerobiosis o la presencia de metales pesados en el
sustrato de crecimiento de las plantas. Existen también secuencias de ADN que
controlan la expresién génica durante el desarrollo de un organismo, y-esto de

manera especifica en ciertas células o tejidos.

Los promotores contienen las sefiales que requiere la enzima ARN polimerasa para
iniciar la transcripcién de manera a que se obtenga la sintesis proteica. Existen
proteinas nucleares de union al ADN que interactiian de manera especifica con la
secuencia del promotor para promover la formacién de un complejo transcripcional y
eventualmente iniciar el proceso de expresion génica. La region que contiene todos

los elementos necesarios para garantizar la produccion de suficientes niveles de
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transcrito puede tener entre 100 pares de bases y hasta 1,000 pares de bases de
longitud.

La existencia de promotores que confieren actividad en las células de las plantas ha
sido reportada en la literatura, incluyendo los promotores de la nopalina sintasa
(NOS) y la sintasa de octopina (OCS; ambos presentes en los plasmidos de
Agrobacterium tumefaciens), los promotores 19S y 35S del virus del mosaico de la
coliflor, el promotor inducible por luz de la sub-unidad pequefia de la ribulosa
carboxilasa bifosfato (ssRUBISCO), y el promotor de la sucrosa sintasa. Todos
estos promotores han sido utilizados para crear diferentes tipos de construcciones

de ADN que han sido expresadas en plantas T

Sin embargo, los promotores mas valiosos son los que actian de manera especifica
en ciertos tejidos o células. Este tipo de promotores puede activar secuencias de
genes solo en tejidos especificos en los cuales la expresién de una proteina es
deseada. Este tipo de promotores puede también ser expresado solo durante cierto
periodo del desarrollo de la planta. Por ejemplo, el promotor E8 del jitomate solo
esta transcripcionalmente activo durante la etapa de maduracion del fruto, y por lo
tanto puede ser utilizado para activar la expresién génica durante el proceso de
maduracion del jitomate %, La actividad del promotor E8 no se limita a la fruta del
jitomate, si no que se piensa que es compatible con cualquier proceso biologico que
pueda ser activado por el etileno. Otros promotores que actian durante el desarrollo

de la fruta son el fragmento 1.45 ® y el promotor de la poligalacturonasa de jitomate®.

Tal vez los promotores especificos mas importantes son aquellos que regulan la
expresion génica en embriones y en semillas y en sus precursores celulares, las
células reproductivas masculinas o femeninas contenidas en el gametofito
masculino o femenino. Este tipo de promotores puede ser utilizado para modular el
tamafio- de la semilla, para producir semillas sin necesidad de fecundacién (por
partenogénesis), para activar el desarrollo autonomo del embridén o del endospermo,
o sencillamente para obtener informacién sobre cuando y en donde ocurre la
regulacion genica en la fase reproductiva del ciclo de vida de las plantas. Este tipo
de promotores ihc|uye secuencias reguladoras de genes que se expresan en el

tejido materno como la cubierta de la semilla, el pericarpio o el 6vulo. Uno de estos
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promotores es el promotor del gene que codifica la subunidad a’ de la B-conglicinina
de soya® que se expresa en el endospermo prematuro de la semilla. Algunos
promotores adicionales incluyen el promotor del gen Napin® para dirigir la expresion
de un gen que aumente la produccion de aceite en la semilla; el promotor DC3 que
se expresa en la fase temprana y media del desarrollo del embrion’; el promotor del
gen que codifica una faseolina® y que solo se expresa en Phaseolus vulgaris

durante el desarrollo de la semilla.

Como se desprende de los parrafos anteriores, existe en el campo de la
biotecnologia agricola y la biologia molecular de plantas una necesidad de
promotores especificos que permitan dirigir la expresién de acidos nucléicos en las
células reproductivas contenidas en el gametofito masculino y el gametofito

femenino de las plantas.

Dgscripcién de las figuras.

Figura 1. Se observa la secuencia del promotor pFM1.

Figura 2. Se observa la secuencia 'del promotor pES1.

Figura 3. Se observa la secuencia del promotor pPo1.

Figura 4. Se observa la secuencia del promotor pPo2.

Figura 5. Se observa el fragmento de ADN aislado para la clonacion del promotor
pFM1. ,

Figura 6. Se observan los patrones de actividad de cada uno de los promotores
que se describen en este invento. Cada una de las secuencias
promotoras de la invencion fue fusionada al gen reportero uidA (GUS) y
plantas de Arabidopsis thaliana fueron transformadas con dicha
construccion. El tejido de las plantas transformantes fue analizado para
detectar la presencia de la proteina reportera (azul). (a) - (c), actividad
del promotor pFM1 en el gametofito femenino y los gametos femeninos;
el promotor pFM1 se activa al inicio de la gametogénesis femenina y se
mantiene en el gametofito y los gametos femeninos (d), actividad del
promotor pES1 en el gametofito femenino y los gametos femeninos. (e);
(f), actividad del promotor pPo2 en el gametofito masculino y los gametos

masculinos.
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Figura 7. Se observa el fragmento de ADN aislado para la clonacién del promotor
pES1.

Figura 8. Se observa el fragmento de ADN aislado para la clonacién del promotor
pPo1.

Figura 9. Se observa el fragmento de ADN aislado para la clonacién del promotor
pPo2.

Figura 10. Se observa el efecto del promotor pFM1 en el desarrollo del gametofito
femenino. El gametofito femenino detiene su desarrollo cuando se altera
por la activacion de una secuencia RNAi bajo control del promotor pFM1

que se describe en este invento.

Objetivos de la invencion.

El objetivo principal de la invencién que aqui se presenta es proporcionar elementos
reguladores que dirijan la expresion de s‘ecuencias nucleotidicas en las células del
gametofito femenino, de las células reproductivas femeninas (los gametos
femeninos), el gaMetbfito masculino y/o las células reproductivas masculinas (los

gametos masculinos) de las plantas.

Otro objetivo de este invento es proporcionar unidades transcripcionales que
permitan la expresion de genes durante la formacién del gametofito femenino, de las
células reproductivas femeninas (los gametos femeninos), del gametofito masculino
y/o de las células reproductivas masculinas (los gémetos masculinos) de las

plantas.

Otro objetivo de este invento es proporcionar vehiculos para la transformacion de
celulas de plantas, incluyendo vectores virales o plasmidos que incluyan las nuevas

secuencias reguladoras que se describen en este invento.

Otro objetivo de este invento es proporcionar células bacterianas que contengan los
vectores descritos en el parrafo anterior y que permitan el mantenimiento, la

replicacion y la transformacion de plantas.

Otro objetivo de este invento es proporcionar construcciones de expresion,

secuencias y células transformadas para la creacion de plantas transgénicas.
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Otro objetivo de este invento es proporcionar materiales genéticos que puedan ser
utilizados en programas de mejoramiento que sirvan para producir cultivos

comerciales a partir de genes exdgenos deseables.

Otro objetivo de este invento es proporcionar secuencias que sirvan como etiquetas
para el mapeo fino de genes de plantas de Arabidopsis asi como para establecer
ensayos de activacion o inactivacién de genes durante el desarrollo del gametofito

masculino y femenino.

Estos y otros objetivos seran ampliamente descritos y justificados en los proximos

parrafos.

Descripcion de la invencion.

El invento que aqui se describe incluye el aislamiento y la caracterizacion de nuevas
secuencias nucleotidicas reguladoras que permiten la expresién de genes durante
el desarrollo del gametofito masculino y femenino (incluyendo los gametbs
masculinos y los gametos femeninos) de Arabidopsis y de otras especies. El invento
también incluye el control de la expresion espacial y temporal de secuencias

nucleotidicas utilizando los elementos reguladores que aqui se describen.

El invento también incluye construcciones de expresién que incluyan uno o varios
de los promotores descritos en este invento, un gen estructural cuya expresion sea
deseable en células vegetales, y una sefal de poliadenilacibn o de paro
transcripcional. Este tipo de construcciones puede ser incluida en vectores

plasmidicos o virales utilizados para la transformacién de células de planta.

El invento también incluye células bacterianas transformadas para el mantenimiento

y la replicacion del vector arriba descrito, asi como células vegetales transformadas

y plantas transgénicas o todo germoplasma derivado a partir de estas.

A otro nivel, el invento también incluye la identificacion y localizacion de nuevas
secuencias nucleotidicas que se expresan o regulan la expresién que permite la

activacion o inactivacion de genes durante el desarrollo del gametofito masculino y
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femenino. Dichas secuencias pueden ser utilizadas como marcadores de mapeo,

para la manipulacion de la expresion génica durante la gametogénesis masculina o
femenina, y para ensayos Yy protocolos que pretendan silenciar genes en el

gametofito masculino o femenino, o durante el desarrollo de la semilla.

I. Definiciones.

Para propdsitos de esta solicitud los siguientes términos tendran la definicion que a
continuacion se detalla. Las unidades, los prefijos y los simbolos podran ser
mencionados utilizando su abreviatura aceptada por el Sistema Internacional (Si). A
menos que sea explicitamente indicado, la secuencia de los acidos nucléicos esta
escrita de izquierda a derecha en la orientacion 5" a 3’; la secuencia de aminoacidos
esta escrita de izquierda a derecha en la orientacién del borde amino al borde
carboxi-term@nal. Los rangos numéricos son incluyentes de los nimeros que definen
el rango e incluyen cada uno de los nimeros integros que definen el rango. Los
aminoacidos pueden ser designados ya sea por sus conocidos simbolos de tres
letras o por sus simbolos de una sola letra que han sido recomendados por la
Comisién de Nomenclatura de la IUPAC-IUB. De la misma manera, los nucleotidos
pueden ser designados por su cominmente aceptado codigo de letra unica. Los
términos de software, eléctricos y electrénicos son utilizados como fueron definidos

en el Nuevo Diccionario IEEE para Términos Eléctricos y Electronicos®.

Para fines de esta solicitud de patente, por “gametofito femenino” se entiende el
cohjunto organizado de células reproductivas femeninas y sus células ‘precursoras
en las plantas. En la mayoria de las plantas, incluyendo Arabidopsis thaliana, las
células del saco embrionario se diferencian a partir de cuatro esquemas de
desarrollo distintos para formar ya sea las sinérgidas (2), la ovocélula (1), la célula
central (1), o las antipodas (numero variable). La ovocélula y las sinérgidas estan
organizadas en un tridngulo localizado en un polo de la celula central. Las
sinérgidas son células altamente especializadas que participan en la atraccion del
tubo polinico y el transporte de las células espermaticas hacia la célula huevo y la
célula central. Por causas desconocidas una de las dos sinérgidas empieza a
degenerar antes de la fecundacion. La ovocélula se localiza junto a las sinérgidas, y
su mﬂcleo se encuentra en la parte apical, junto a la membrana plasmatica que la

separa de la célula central. Su citoplasma esta altamente vacuolizado y presenta
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una actividad metabdlica inferior a la de las sinérgidas. A diferencia de las demas
células del saco embrionario, la célula central contiene dos nlcleos que se fusionan
antes de la fecundacion. El origen de estos dos nlcleos se encuentra en los dos
polos del saco embrionario (micropilar y apical). La diferenciacién de las tres

antipodas tiene lugar en la region apical.

Para fines de esta solicitud de patente, por “célula reproductiva femenina” o “gameto
femenino” se entiende cualquiera de estas células: las sinérgidas, la ovocélula, la
célula central o las células antipodas.

Para fines de esta solicitud de patente, por “gametofito masculino” se entiende el
conjunto organizado ‘de células reproductivas masculinas y sus células precursoras
caracteristico de las plantas. En la antera, las microspora madre antes de la primera
division meidtica. En las gramineas, una pared celular se produce entre los
productos de la meiosis I; la segunda divisién es perpendicular a la primera y las
cuatro microsporas forman una tetrada. En muchas otras familias, la formacioén de la
pared celular solo inicia después de la meiosis Il. Durante la maduracién del grano
de polen, el nacleo haploide en cada una de las microsporas se divide (por mitosis)
de manera asimétrica para formar un ndcleo vegetativo de tamafio predominante, y

un nucleo denso y a menudo alargado (llamado el nicleo generativo), pero mas

“pequefio. La diferenciacién del nlcleo generativo da lugar a la formaciéon de una

pequefia célula con membrana plasmica doble. La célula generativa contiene muy
pocos organelos, incluyendo mitocondrias y plastos. Se considera, sin evidencias
experimentales claras, que la ausencia de organelos se debe a una distribucion
asimétrica del citoplasma durante la division mitdtica del ndcleo haploide. En la
mayoria de las especies, la célula generativa y su nucleo se dividen antes de la
diseminacion del polen para formar un grano trinucleado, en el cual existen dos
células espermaticas y un nucleo vegetativo cuya funcién sigue siendo una gran
incognita pero motivo de abundante especulacion. Se cree que actia durante como
control y guia del crecimiento del tubo polinico, y durante su crecimiento, se le
encuentra a menudo en estrecha asociacion con las membranas citoplasmicas de
una de las células espermaticas. En la mayoria de las gramineas (ej. maiz), la
division mitdtica de la célula generativa ocurre después de iniciada la germinacion

del grano de polen, dentro del tubo polinico.
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Para fines de esta solicitud de patente, por “célula reproductiva masculina” o
‘gameto masculino” se entiende una célula vegetativa o una célula espermatica

contenida dentro del polen de las plantas.

Por “amplificacion” se entiende la construccion de midiltiples copias de una
secuencia de acido nucléico o mltiples copias complementarias a la secuencia de
un acido nucléico utilizando al menos una secuencia de acido nucléico como marco
de referencia inicial. Los sistemas de amplificacion incluyen la reaccién de la
polimerasa en cadena (polymerase chain reaction — por sus siglas en inglés PCR),
la reaccidén en cadena dependiente de ligasa (LCR), la amplificacion dependiente de
secuencia de acido nucléico (NASBA, Canteen, Mississauga, Ontario), el sistema Q-
Beta Replicase, el sistema de amplificacion dependiente de transcripcion
(Transcriptional-dependent Amplification System —TAS, por sus siglas en inglés), y
el sistema de amplificacion por desplazamiento de hebra (Strand Displacement
Amplification —SDA, por sus siglas en inglés) °. El producto de amplificaciéon se

denomina un amplicon.

La “orientacion antisentido” hace referencia a una secuencia polinucleotidica de
doble hebra que se encuentra funcionalmente ligada a un promotor en una
orientacion en la cual se transcribe la orientacion antisentido de dicha molécula. La
hebra antisentido es suficientemente complementaria a un producto endégeno de
transcripcion como para que la traduccion del producto del transcrito endégeno sea
inhibida. | |

Una “regiobn cromosomica” hace referencia a la longitud de un cromosoma que
puede ser medida por referencia al segmento lineal de ADN que dicha region
incluye. La regién puede ser también definida a partir de dos secuencias Unicas de

ADN o marcadores moleculares..

El término “variantes modificadas conservativamente” se aplica tanto a secuencias
nucleotidicas como a secuencias de aminoacidos. En referencia a secuencias
nucleotidicas especificas, variantes modificadas conservativamente se refiere a

aquellos acidos nucléicos que codifican variantes idénticas o modificadas
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conservativamente de las secuencias de aminoacidos. A causa de la degeneracion

del codigo genético un nimero grande de acidos nucléicos funcionalmente idénticos
codifican cualquier tipo de proteina. Por ejemplo, los codones GCA, GCC, GCG y
GCU codifican todos el aminoacido alanina. Estas variaciones del acido nucléico

son variaciones silenciosas y representan variantes modificadas conservativamente.

- Por lo mismo, toda secuencia de acido nucléico que codifique un polipéptido en este

documento describe todas las variaciones silenciosas posibles del acido nucléico.
De la misma manera, toda variacién silenciosa de una secuencia de &cido nucléico
que codifigue un polipéptido queda implicitarhente incluida en cada secuencia
polipeptidica de este documento.

En cuanto a las secuencias de aminoacidos, se reconoce que sustituciones
individuales, deleciones o adiciones a un acido nucléico, a un péptido, a un
polipéptido o a una secuencia proteica que altere, adicione o elimine un solo
aminoacido o un porcentaje pequefio de aminoacidos en la secuencia codificada es
también una “variante modificada conservativamente” en la cual la alteracion resulta
en la substitucion de un aminoacido por un aminoacido bioquimicamente similar.
Por lo tanto, cualquier niumero de residuos de aminoacidos seleccionados a partir
del nimero de integros que van del 1 al 15 puede ser alterado de la manera descrita
aqui arriba. Por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 7 o 10 alteraciones pueden ser creadas. Las
variantes conservativamente modificadas tienen generalmente una actividad
biolégica similar a la de la secuencia polipeptidica no modificada a partir de la cual
fueron derivadas. Por ejemplo, la especificidad del substrato, la actividad
enzimatica, o las propiedades de union entre un receptor y su elicitor son
generalmente del 30% al 90% de la actividad de la proteina nativa y de su substrato
nativo. Las tablas de substituciones conservativas son ampliamente conocidas en el

area.

Los siguientes 6 grupos contienen aminoacidos que representan substituciones
conservativas dentro de cada uno de los grupos:

1) Alanina (A), Serina (S), Treonina (T).

2) Acido Aspartico (D), Acido Glutamico (E )

3) Aspargina (N), Glutamina (Q)

4) Arginina (R ), Lisina (K)
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5) Isoleucina (1), Leucina (L), Metionina (M), Valina (V)
6) Fenilalanina (F), Tirosina (Y), Triptofano (W)

El término “codificado” o “que codifica” en referencia a un acido nucléico especifico
se refiere a la informacién de traduccion de la proteina correspondiente. Un &cido
nucléico que codifica una proteina puede incluir secuencias no traducidas (intrones,
por ejemplo) contenidas dentro de regiones traducidas del acido nucléico, o puede
no incluir este tipo de secuencias (como en un cDNA, por ejemplo). La informacion
de la proteina codificada esta especificada en el uso de codones. De manera
general se utiliza el codigo genético universal para determinar el cédigo de
traduccién de una secuencia de acido nucléico en secuencia de aminoacidos. Sin
embargo, existen variantes del cédigo universal en la informacién genética
contenida dentro de las mitocondrias de algunas plantas, animales u hongos, del
organismo bacteroide Micoplasma capricolum, el organismo ciliado Macronucleus

pueden ser incluidas dentro del organismo correspondiente.

Cuando el acido nucléico es generado o alterado de manera sintética, se puede
aprovechar las preferencias de codones de! organismo hospedero en el cual se
pretende expresar el acido nucléico. Por ejemplo, aunque las secuencias
nucleotidicas del invento que aqui se describe pueden ser expresadas tanto en
especies dé plantas monocotiledéneas como dicotiledéneas, las secuencias pueden
ser modificadas tomando en cuenta las preferencias de codones y la preferencia de
contenido GC que se ha demostrado difieren en monocotiledéneas vy
dicotiledoneas''. Por lo tanto, el codén predominante en maiz para un aminoacido

especifico puede ser derivado de la secuencia conocida de un gen de maiz.

El término “secuencia de longitud completa” (del inglés “full-length sequence”) de un
polinucledtido especifico o su proteina codificada hace referencia a la secuencia
completa de la cadena de aminoacidos de una proteina nativa (no sintética),
endogena y en su forma bioldgicamente activa. Los métodos que se utilizan para
determinar si una secuencia es de longitud completa son ampliamente conocidos y
como ejemplo podemos mencionar hibridaciones de tipo “Northern” o “Western”,
extension de primers, o proteccién de ribonucleasa'®>. La comparacion con

secuencias de longitud complveta homologas (ortélogas o paralogas) puede ser
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también utilizada para identificar la secuencia de longitud completa de secuencias

incluidas en el invento que aqui se describe. Las secuencias consenso
generalmente presentes en el borde 3' o 5’ de las regiones no traducidas de una
molécula de RNA mensajero (mRNA) ayudan a la identificacion de la secuencia de
longitud completa de un polinucledtido. Por ejemplo, la secuencia consenso
ANNNNAUGG, en la cual el coddn subrayado representa la metionina presente en
el borde N-terminal ayuda a determinar si el polinucledtido tiene un borde 5’ terminal
completo. Las secuencias consenso en el borde 3’ tales como las secuencias de

poliadenilacion, ayudan a determinar si el borde 3’ terminal esta completo.

El término “heterdlogo” se refiere aqui a un &cido nucléico que deriva de una
especie diferente o, en caso de que derive de la misma especie, un acido nucleico
que se encuentra sustancialmente modificado de su forma nativa. Por ejemplo, un
promotor que se encuentre operativamente ligado a un gen estructural heterélogo
pertenece a una especie diferente a partir de la cual el gen estructural fue
originalmente obtenido siempre y cuando se origine de una intervencion humana
deliberada. En caso de pertenecer a la misma especie, uno a varios genes
heterdlogos deben estar sustancialmente modificados de su forma original. Una
proteina heterdloga puede originarse a partir de una especie distinta, o de la misma
especie siempre y cuando se origine a partir de una intervenciébn humana

deliberada.

El término “célula huésped” hace referencia una célula que contiene un vector y que
asegura la replicacion y/o la expresion de dicho vector. Las células huésped pueden
ser células procariéticas como las de e. Coli, o eucariéticas como las de levadura,
insecto, anfibio o células de mamifero. Preferentemente, las células huésped son de
plantas monocotiledoneas o dicotiledéneas. Una célula huésped preferenciada en

monocotiled6neas es la célula de maiz.

El término “complejo de hibridacion” hace referencia a una estructura doble hebra
de acido nucléico formado por dos secuencias de acidos nucleicos de hebra sencilla

hibridados conjuntamente de manera selectiva.
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El término “introducido” en referencia al acto de insertar un acido nucléico en una

célula significa “transfectar” o “transformar” e incluye la incorporacién de éacidos
nucléicos en una célula eucariota o procariota en la cual el acido nucléico puede ser
incorporado en el genoma de la célula (en el ADN de un cromosoma, de un
plasmido, un plastido o una mitocondria), o puede ser convertido en un replicon

auténomo, o expresado de manera transiente.

El término “aislado” se refiere a un material (a4cido nucléico o una proteina) que se
encuentra: '

(1) sustancialmente o completamente libre de los componentes que
normalmente lo acompaiian o interactuan con él en su forma natural. El material
aislado puede opcionalmente comprender otro material que no se encuentra

asociado con el aislado en su forma natural; o bien

(2) en caso de que el material se encuentre en su medio natural, si el material
ha sido alterado de manera sintética por una intervencién humana deliberada que
modifica su composicion o lo asigna a un lugar especifico de la célula (por ejemplo,
un organelo) diferente al lugar en el que se encuentra en su entorno natural. La
alteracion que da lugar a la forma sintética del material puede ser dirigida al material
(4cido nucléico y/o proteina)'o depender de una remocion del entorno natural. Por
ejemplo, un acido nucléico natural puede ser aislado si se le altera o si se le
transcribe a partir de ADN que ha sido previamente alterado a partir de una
intervencion humana deliberada realizada en la célula de la cual el 4cido nucléico se
origind™®. De la misma manera, un acido nucléico natural (por ejemplo, un promotor)
se encuentra aislado si se le introduce por medios no naturales en un locus del
genoma que no le es nativo. Los &cidos nucléicos que son “aislados” siguiendo esta

definicién pueden ser denominados como acidos nuciéicos “heterdlogos”.

El término "localizado en una region cromosdmica definida por” en referencia a

marcadores moleculares especificos hace referencia a un segmento cromosémico

‘delimitado por los marcadores correspondientes, e incluye dichos marcadores.

El término “marcador” hace referencia a un locus en un cromosoma que sirve para

identificar una posicion tnica en dicho cromosoma. Un “marcador polimérfico” hace
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referencia a un marcador que puede tener varias formas (alelos) de manera que las

diferentes formas del marcador, cuando estan presentes en un par de cromosomas
homadlogos, permiten que se le pueda dar seguimiento a la transmisién de cada uno
de los cromosomas del par. Un genotipo puede ser definido por uno o varios’
marcadores polimdrficos o no.

El término “acido nucléico” o “nucleétido” hace referencia a un polimero de
desoxirribonucleétidos o ribonucleétidos en su forma de hebra sencilla o doble
hebra y comprende aquellas moléculas analogas que tienen la naturaleza esencial

de los nucledtidos naturales de poder hibridarse a acidos nucléicos de hebra

sencilla de.una manera similar a la de los nucleétidos naturales.

El término “ biblioteca de acidos nuciéicos” se refiere a una colecciéon de moléculas
de ARN o ADN que comprenden y repreéentan de manera sustancial la integridad
de la fraccion transcrita del genoma de un organismo especifico. Ejemplos de
construcciones de bibliotecas, ya sean bibliotecas gendmicas o bibliotecas de

cDNA, son conocidas en la literatura'®.

El término “operativamente ligado” hace referencia a un ligamiento funcional entre
un promotor y una segunda secuencia, en la cual la secuencia del promotor inicia y
permite la transcripcion de la secuencia de ADN correspondiente a la segunda
secuencia. De manera general, operativamente ligado significa que las secuencias
ligadas son contiguas, y en el caso de que sea necesario juntar dos secuencias
codificando las proteinas correspondientes, se trata de secuencias contiguas y en el

mismo marco de lectura.

En este documento, el término “planta” puede hacer referencia a organismos
vegetales completos, partes de plantas u 6rganos (por ejemplo, hojas, tallos, raices,
6vulos etc.), células de planta, b semillas y crias de planta. .Células de planta en
este caso incluyen sin limitacién células obtenidas a partir de o presentes en:
semillas, cultivos en suspension, embriones, regiones meristematicas, tejido de
callo, hojas, raices, botones, meristemos, gametofitos, gametos, esporofitos, polen y
microsporas. Células de plantas también puede incluir células modificadas como

protoplastos obtenidos a partir de los tejidos arriba mencionados. El tipo de plantas
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que pueden ser utilizado para el presente invento es generalmente tan amplio como
el grupo de Angiospermas que peden ser modificadas por técnicas de
transformacion tanto en dicotileddoneas como en monocotiledoneas. Plantas
particularmente importantes son el maiz, la soya, el girasol, el sorgo, la canola, el
trigo, la alfalfa, el algodon, el tomate, la papa, el arroz, la cebada, el mijo y
Arabidopsis.

El término “polinucledtido” hace referencia a un desoxirribonucledtido, un
ribopolinucledtido, o sus analogos que tengan las propiedades esenciales de un
ribonucleétido natural, como es el hecho de que hibriden, bajo condiciones de
hibridacién astringente, a esencialmente las mismas secuencias nucleotidicas que
los nucledtidos que ocurren de manera natural, o que permitan la traduccion en los
mismos aminoacidos que los nucleétidos naturales. Un polinucleétido puede ser de
longitud completa o un segmento de secuencia de un gen estructural o un gen

regulatorio nativo o heterdlogo. De no ser que se mencione explicitamente, el

. término incluye la secuencia especificada asi como su secuencia complementaria.

Por ello, moléculas de ADN o de ARN que contengan segmentos que han sido
modificados para aumentar su estabilidad o por otras razones son también
“polinucledtidos” para efectos del presente invento. Adicionalmente, moléculas de

ADN o de ARN que incluyan bases nucleotidicas poco frecuentes, como inosina, o

bases nucleotidicas modificadas, como las bases ftritiladas por citar solo dos

ejemplos, seran también consideradas “polinucieétidos” para efectos del presente
invento. Se desprende de este parrafo que una gran variedad de modificaciones han
sido realizadas a moléculas de ADN o de ARN, y que dichas modificaciones sirven
para multiples propositos. El término polinucleotido se utiliza aqui para designar
formas de polinucledtidos modificadas quimicamente, enzimaticamente o
metabdlicamente, asi como las formas quimicas del ADN y del ARN caracteristicas

de los virus y de las células sencillas o complejas.

Los terminos “polipéptido”, “péptido”, y “proteina” se utilizan aqui de manera
intercambiable para designar a un polimero de aminoacidos. Los términos hacen

referencia a polimeros de aminoacidos en el cual uno o mas de los aminoacidos es

. un analogo de un aminoacido natural correspondiente. La naturaleza esencial de

dichos analogos es que cuando estan incorporados en una proteina, dicha proteina
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puede ser reconocida de manera especifica por anticuerpos disefiados para
reconocer esa misma proteina cuando esta compuesta exclusivamente de
aminoacidos naturales. Los términos polipéptido”, “péptido”, y “proteina” incluyen
también, sin limitaciones, la glicolisacién, la unién con lipidos, la sulfatacion, la gama
carboxilacién de residuos que contengan acido glutamico, la hidroxilacion y la
ribosilacion de ADP. Es importante mencionar que los polipéptidos nho son
completamente lineales. Por ejemplo, los polipéptidos pueden estar ramificados
como resultado de la ubiquitinacién, pueden ser circulares, con o sin ramificaciones
como resultado de eventos post-traduccionales tales como procesos naturales y
eventos causados por la manipulacion humana que no ocurren de manera natural.
Polipéptidos circulares ylo ramificados pueden ser sintetizados por procesos
naturales que no dependen de la traduccion y por procesos completamente

sintéticos. Adicionalmente, este invento incluye también las variantes terminales de

aminoéacidos con o sin metionina de cada una de las proteinas referentes ai

presente invento.

El término “promotor” hace referencia a una region de ADN localizada rio arriba del
codén de inicio de la transcripcion y que esta involucrada en el reconocimiento y la
union de una RNA polimerasa y de otras proteinas necesarias para el inicio de la
transcripcion. Un “promotor de plantas” es una secuencia derivada de plantas o de
otros organismos pero capaz de iniciar la transcripcion en células de plantas.
Algunos ejemplos 'de promotores de plantas incluyen aquellos obtenidos a partir del
ADN de plantas, de virus de plantas y de bacterias que contienen genes que se
expresan en plantas como Agrobacterium o Rhizobium. Ejemplos de promotores
que estan bajo control de estados de desarrollo incluyen promotores que de manera
preferencial inician la transcripcién en ciertos tejidos, tales como hojas, raices o
semillas. Este tipo de promotores es denominado “tejido-preferentes”. Aquellos
promotores que solo inician la transcripcion en ciertos tejidos se denominan
“promotores especificos”. Un promotor especifico de “tipo celular” es un promotor
gue solo dirige la expresion en ciertos tipos de células localizada en uno o varios
organos, como por ejemplo las células de la vasculatura en hojas y raices. Un
promotor “inducible” o “reprimibie” es un promotor que responde a sefiales de
control que emite del medio ambiente. Algunos ejemplos de condiciones

ambientales que pueden tener un efecto sobre la transcripcion dependiente de
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promotores inducibles son la presencia de condiciones anaerébicas, o el efecto de

la luz. Los promotores tejido-especificos, los promotores tejido-preferentes, los
promotores especificos de tipo celular y los promotores inducibles constituyen la
clase de promotores “no constitutivos” Los promotores “constitutivos” son aquellos
que dirigen la expresion de manera sistémica y bajo la mayoria de las condiciones

ambientales.

El término “recombinante” hace referencia a una célula o a un vector que ha sido
modificado por la introduccién de acido nucléico o que una célula es derivada de
otra célula que fue modificada por dicha introduccion. Por ejemplo, células
recombinantes expresan genes que no se encuentran en forma idéntica dentro de la
forma nativa (no recombinante) de la célula o que expresan genes nativos que de
otra manera se sub-expresarian, se expresarian de. manera anbrmal, no se
e'xpresari“an para nada como resultado de la intervencion humana. El término
recombinante no incluye la alteracion de la célula o del vector por eventos ocurridos
en forma natural (por ejemplo, mutacién espontanea, o transformacién, transduccion

o transposicion) como todos aquellos que ocurren sin la intervencién humana.

El término “caset de expresion” o “construccion de expresion” se refiere a una
construccion de acido nucléico (generada en forma recombinante o sintética) que
contiene una serie de elementos de acidos nucléicos que permiten la transcripcién
de un acido nucléico particular en una .célula huésped. El caset de expresién
recombinate puede ser incorporado en un plasmido, en un cromosoma, en ADN
mitocondrial, en ADN platidico, en un virus, o en un fragmento de acido nucléico.
Tipicamente, la porcién del casetyde expresién 4recombinante de un vector de
expresion incluye, entre otras secuencias, el acido nucléico que va a ser transcrito y

un promotor.

Los términos “residuo” o “residuo de aminoacido” se usan de manera intercambiable
para referirse a un aminoécido que esta incorporado en una proteina, un polipéptido
o un péptido. El aminoacido puede ser natural o puede incluir aminoacidos sintéticos
analogos de aminoacidos naturales que‘puedan funcionar de manera similar a los

aminoacidos naturales.
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El término “hibrida selectivamente” hace referencia a la hibridacion (en condiciones

de hibridacion astringentes) de una secuencia de acido nucléico a una secuencia
blanco especifica de acido nucléico que pueda ser distinguida por deteccion de su
hibridacion a una secuencia de acido nucléico no-blanco, lo que sirve para excluir
de manera sustancial acidos nucléicos no blanco. Las secuencias que hibridan

selectivamente tipicamente tienen 90% de identidad de secuencia compartida, y

preferentemente 100% de identidad de secuencia compartida.

El término “condiciones astringentes” o “condiciones astringentes de hibridacion”
hace referencia a condiciones en las cuales una sonda hibrida con su secuencia
blanco a un nivel superior que la de otras secuencias (es decir, al menos 2 veces
superior al fondo). Las condiciones astringentes son dependientes de la naturaleza
de la secuencia y pueden variar en funcion de las circunstancias. Controlando las
condiciones de astringencia y de lavado, secuencias blanco con 100% de
homologia a la sonda pueden ser identificadas. Alternativamente, las condiciones de
astringencia pueden ser ajustadas para permitir ciertos apareamientos no
homologos en las secuencias de manera a que niveles de homologia inferior
puedan ser detectados. Generalmente una sonda tiene menos de 1000 nucleétidos

de longitud y opcionalmente menos de 500 nucleétidos.

Las condiciones de astringencia generalmente seran aquellas en las que la
concentracion de sal sea inferior a 1.% M de iones Na, y tipicamente comprendidas
entre 0.01 y 1.0 M de concentracion de iones Na (u otras sales) a un pH de 7.0!a 8.3
y una temperatura de al menos 30°C para sondas cortas (de 10 a 50 nucle6tidos) y
de al menos 60°C para sondas largas (mayores que 550 nucledtidos). Las
condiciones astringentes pueden también ser obtenidas a partir de agentes
desestabilizantes como la formamida. Ejemplos de condiciones de hibridacion
astringentes incluyen la hibridacién con una solucién reguladora de 30 a 35% de
formamida, 1 M NaCl, 1% de SDS (dodecil sulfato de sodio) a 37°C, y un lavado en
1X a 2X SSC (20X SSC=3.0 M NaCl/0.3 M citrato trisédico) a una temperatura de
50 a 55°C. Ejemplos de condiciones moderadas de astringencia incluyen
hibridaciones en 40-45% formamida, 1 M NaCl, 1% SDS a 37°C, y un lavado en
0.1X SSC a una temperatura de 60 a 65°C.
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La especificidad estd normalmente determinada por los lavados después de la
hibridacion, y los factores criticos son la fuerza ionica y la temperatura de la solucion
de lavado final. Para hibridos ADN-ADN, el valor de Tm puede ser aproximado a
partir de la ecuacion de Meinkoth y Wah!">: Tm=81.5°C + 16.6 (log M) + 0.41 (%GC)
— 0.61 (% formamida) — 500/L; en donde M es la molaridad de los cationes
monovalentes, %GC es el porcentaje de los nucledtidos guanosina y citosina en el
ADN, %formamida es el porcentaje de formamida en la solucion de hibridacién, yL
es la longitud del hibrido en pares de bases. EIl Tm es la temperatura (bajo
condiciones determinadas de fuerza i6nica y pH) a la cual el 50% de la secuencia
blanco hibrida a una sonda que le es perfectamente homoéloga. El Tm se reduce de
1°C por cada 1% de disparidad de apareamiento entre la sonda y su blanco; por lo
tanto, las condiciones de hibridacion o de lavado pueden ser ajustadas para hibridar
con secuencias deseadas. Por ejemplo, si se busca detectar secuencias que tienen
solo 90% de homologia con la sonda, el valor de Tm puede ser disminuido en 10°C.
Generalmente las condiciones de astringencia pueden ser seleccionadas para ser
5°C inferiores que el valor de Tm correspondiente a la secuencia especifica y su
complemento bajo condiciones determinadas de pH y de fuerza idnica. Sin .
embargo, condiciones de astringencia severa pueden utilizar una hibridacion o
lavados de 1 a 4°C inferiores al Tm.; condiciones de astringencia moderada pueden

utilizar hibridaciones o lavados de 11 a 20°C inferiores al Tm.

Utlhzando la ecuacion arriba mencionada las condiciones de hibridacion, la
composicién de las soluciones de lavado y el Tm deseado, aquellos que han sido
rutinariamente entrenados en técnicas de biologia molecular podran entender que
las variaciones en las condiciones de astringencia de una hibridacion o de las
soluciones de lavado estan claramente descritas. Si el grado aceptable de
apareamiento erroneo entre las dos secuencias resulta en un valor de Tm inferior a
45°C (solucién acuosa) o 32°C (solucion de formamida) es preferente incrementar la
concentracion de SSC de manera a que un valor de temperatura superior pueda ser
utilizado durante la hibridacion y/o los lavados. Una guia extensa de las técnicas de

hibridacién de 4cidos nucléicos puede ser encontrada en la literatura™.

El término “planta transgénica” hace referencia a una planta que contiene en su

genoma un polinucledtido heterdlogo. Generalmente dicho polinucledtido heterologo
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esta integrado de manera estable y se transmite a la descendencia de dicha de
planta. El polinucleétido heterélogo puede estar integrado en el genoma en forma
aislada o como parte de un vector de recombinacion. El término “transgénico”
incluye aqui cualquier célula, linea celular, callo, tejido, parte de la planta o planta,
para la cual el genotipo ha sido alterado por la presencia de un &cido nucléico
heterdlogo, incluyendo aquellos elementos transgénicos que fueron creados por
transformacién como aduellos creados por cruzas sexuales o propagacion asexual a
partir del transgénico inicial. El término “transgénico” no hace referencia aqui a la
alteracion del genoma (cromosomal o extra-cromosomal) por métodos
convencionales de mejoramiento genético o por eventos naturales tales como
cruzas aleatorias, la infeccion viral no recombinante, la transformacion bacteriana no

recombinante, la transposicién no recombinante o la mutacion espontanea.

El término “vector” hace referencia a un acido nucléico utilizado para la transfeccién
de una célula huésped en la cual puede ser insertado un polinucledtido. Los
vectores son a menudo replicones. Los vectores de expresion permiten la

transcripcion de un acido nucléico que les ha sido insertado.

Los términos que se indican a continuacion son utilizados para describir la relacién
que tienen las secuencias de dos o mas acidos nucléicos o polinucleédtidos: (a)
‘secuencia de referencia’, (b) “intervalo de comparacion”, (c) “identidad de la

secuencia”. (d) porcentaje de identidad de la secuencia” y (e) “identidad sustancial”.

(a) El término “secuencia de referencia” es una secuencia definida que se utiliza
- como base para la comparacion de secuencias. Una secuencia de referencia
puede ser una porcidn o una secuencia completa; por ejemplo, un segmento
de un cDNA de longitud completa, o bien la longitud completa del cDNA o un
gen entero.

(b) El término ‘“intervalo de comparacion” hace referencia a un segmento
especifico y contiguo de una secuencia polinucleotidica que puede ser
comparado a una secuencia de referencia y para el cual la porcién
comparativa de la secuencia polinucleotidica puede incluir elementos

adicionales o ausentes (por ejemplo, “gaps”) al ser comparada ‘con la
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secuencia de referencia (que no tiene elementos adicionales o ausentes) de

manera a que el alineamiento de las dos secuencias sea 6ptimo. Por lo
general el intervalo de comparacion es de al menos 20 nucleétidos contiguos
y a menudo puede incluir mas de 100 nucleétidos. Aquellos que conocen
como realizar este tipo de analisis entienden que para evitar una similitud
elevada con la secuencia de referencia a causa de “gaps” en la secuencia
polinucleotidica, valores de penalizacion por el “gap” pueden ser utilizados.
Se conocen bien varios métodos de alineamiento de secuencias. El
alineamiento Optimo de secuencias para comparaciéon puede ser obtenido a
partir del algoritmo de homologia local de Smith y Waterman'’, por el
algoritmo de Needlman y Wunsch'®, por el método de busqueda de
similaridad de Pearson y Lipman'®, por la implementacion computarizada de
estos algoritmos, incluyendo pero no limitada a: CLUSTAL en el programa
PC/Gene de Intelligenetics, Mountain View, California; GAP, BESTFIT,
BLAST, FASTA y TFASTA en el paquete denominado Wisconsin Genetics
Software, Genetics Computer Group (GCG), 575 Sciende Dr., Madison
Wisconsin, USA; el programa CLUSTAL de Higgins y Sharp®. La familia de
programas BLAST que pueden ser utilizados para busquedas comparativas
de secuencias incluye: BLASTN para busqueda comparativa de secuencias
nucleotidicas comparadas a las secuencias nucleotidicas contenidas en
bases de datos del dominio publico; BLASTP para busqueda comparativa de
secuencias proteicas comparadas a las secuencias proteicas contenidas en
bases de datos del dominio publico; TBLASTN para busqueda de homologias
entre una secuencia proteica y una secuencia nucleotidica; y TBLASTX para
una comparacion de una secuencia nucleotidica con un conjunto de bases de

datos de secuencias nucleotidicas?".

A menos que se indique ofra cosa de manera explicita, los valores de
identidad o similaridad de una secuencia que se indiquen en este documento
se refieren a los valores obtenidos con la version BLAST 2.0 usando los
parametros “default'®. El software para realizar estos analisis es del dominio
publico y se puede acceder a él u obtener a través del sitio de internet del
Centro Nacional de Informacién Biotecnolégica de los Estados-Unidos de

Norteamérica. El algoritmo empieza por identificar pares de secuencias con.
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alto grado de similitud a partir de la identificaciéon de palabras cortas con una

longitud de W en la secuencia de blsqueda; dichas palabras deben ser
idénticas o muy similares a la de un umbrél de valor T cuando se alinean con
una palabra de la misma longitud contenida en una base de datos del
dominio publico. Esta similitud inicial entre dos secuencias da lugar al inicio
de una serie de blsquedas para encontrar secuencias de mayor longitud y
alto grado de similitud. A T se le denomina el umbral de valor de vecindad de
palabra23.‘Las palabras encontradas se extienden en ambas direcciones para
cada una de las secuencias siempre y cuando el valor de alineamiento
acumulativo siga creciendo. Para secuencias nucleotidicas los valores
acumulativos se calculan usando los parametros M (valor de premio par un
par de residuos coincidentes; siempre sera superior a 0) y N (valor de castigo
para residuos no coincidentes; siempre sera inferior a 0). Para secuencias de

aminoacidos, se utiliza un valor de matriz para calcular el valor acumulativo.

La extensidn de las palabras encontradas se detiene en cada una de las dos
direcciones cuando: a) el valor de alineamiento acumulativo decae por la
cantidad X inferior al maximo valor obtenido; b) el valor acumulativo llega a
ser inferior o igual a cero debido a la acumulacion de uno o mas residuos de
alineamiento con valor negativo; o c) el final de cada secuencia es alcanzado.
Los pardmetros W, T y X del algoritmo BLAST determinan la sensibilidad y la
velocidad del alineamiento de secuencias. El programa BLASTN (para
secuencias nucleotidicas) utiliza como valores “default” una longitud de
palabra W de 11, un valor de espectancia E de 10, un umbral de corte de
100, M=5, N=-4, y efectlia la comparacién de ambas hebras de secuencias

nucleotidicas®*.

Ademas de calcular el porcentaje de identidad de secﬁencia, el algoritmo
BLAST también efectia un analisis estadistico de la similaridad entre dos
secuencias®®. Una medida de similitud proporcionada por el algoritmo BLAST
es la probabilidad minima de suma (P (N)), que proporciona una indicacion
de la probabilidad con la cual la concordancia entre dos secuencias

nucleotidicas o de aminoacidos pueda ocurrir al azar.
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Las blsquedas BLAST asumen que las proteinas pueden ser modeladas
como secuencias aleatorias. Sin embargo, muchas proteinas reales
comprenden regiones de secuencias no aleatorias que pueden estar
enriquecidas con uno o mas amino-4cidos. Esas regiones de complejidad
baja pueden ser alineadas a partir de proteinas no relacionadas aunque otras
regiones de dichas proteinas sean completamente diferentes y no presenten
similitud. Algunos programas que funcionén como filtros de baja complejidad
pueden ser utilizados para reducir ese tipo de alineamientos. Por ejemplo, el
programa SEG®® y XNU?. Estos tipos de filtros pueden ser utilizados de

manera individual o en combinaciones.

(c) Los términos “identidad de secuencia’ o “identidad” en el contexto de dos

secuencias de acidos nucléicos o de polipéptidos hace referencia a los
residuos en ambas secuencias que son los mismos cuando se alinean para
buscar la mayor correspondencia dentro de una ventana comparativa
especifica. Cuando el porcentaje de la identidad de secuencia se usa en
referencia a proteinas se reconoce que las posiciones de los residuos que no
son idénticos a menudo difieren por substituciones de aminoacidos
conservativos, en los cuales los aminoacidos se substituyen por ofros
aminoacidos que tienen propiedades bioquimicas similares (carga o
hidrofobicidad) y por lo tanto no cambia las propiedades funcionales de la
molécula. Si las secuencias difieren en por la naturaleza conservativa de la
substitucién, el porcentaje de identidad de secuencia puede ser ajustado
hacia arriba para corregir el efecto de la naturaleza conservativa de la
substitucion. Se dice que aquellas secuencias que difieren en substituciones
conservativas tienen “similaridad de secuencia” o “similaridad”. La tarea de
realizar este tipo de ajustes es rutinaria para aquellos con destrezas en el
arte. Generalmente involucra valorar una substitucion conservativa como una
discrepancia de secuencias parcial y no completa, incrementando asi el
porcentaje de identidad de secuencia. Por ejemplo, cuando a un aminoacido
idéntico se le asigna un valor de 1 y a una substitucion no conservativa se le
asigna un valor de cero, a una substitucion conservativa se le asigna un valor

comprendido entre cero y 1. El valor de las substituciones se calcula



10

15

20

25

30

WO 2006/049482 PCT/MX2005/000101

23
utilizando el algoritmo de Meyers y Miller®®, tal y como fue implementado en

el programa PC/GENE (Intellegentics, Mountain View, California, USA).

(d) El término “porcentaje de secuencia de identidad” hace referencia al valor

determinado a partir de la comparaciéon de dos secuéncias 6ptimamente
alineadas a partir de una ventana comparativa especifica, y en la cual la
porcion de secuencia polinucleotidica en la ventana comparativa puede
incluir adiciones o deleciones (es decir, ausencias) cuando se le compara a la
secuencia de referencia (que no incluye adiciones o deleciones) para el
alineamiento 6ptimo de dos secuencias. El porcentaje se calcula
determinando el nimero de posiciones a partir del cual la base nucleotidica o .
el residuo. de- amino-acidos aparece en ambas secuencias para obtener el
nGimero de posiciones coincidentes, dividiendo dicho nimero por el nimero
total de posiciones en la ventana comparativa y multiplicando por 100 para

obtener el porcentaje de secuencia de identidad.

(e) El término “identidad substancial” de secuencias polinucleotidicas significa

que un’ polinucledtido comprende una secuencia que tiene al menos 70%,
preferentemente al menos 80%, atin mas preferentemente 90% e idealmente
95% de identidad de secuencia cuando se le compara con una secuencia de
referencia utilizando uno de los programas de alineamiento antes
mencionados. Se reconoce que estos valores pueden ser apropiadamente
ajustados para determinar- la identidad correspondiente de proteinas
codificadas por 2 secuencias nucleotidicas y tomando en cuenta la
degeneracion de codones o la similitud de aminoéacidos. Para este proposito
la identidad substancial de secuencias de aminoéacidos significa normalmente
una identidad de al menos 60%, o preferentemente 70%, 80%, 90% e

idealmente 95%.

Otra indicacion de que secuencias nucleotidicas son substancialmente
idénticas es el hecho de que dos moléculas hibriden una con la otra bajo
condiciones astringentes de hibridacién. Sin embargo, los acidos nucléicos
que no hibridan el uno con el otro bajo condiciones astringentes siguen

siendo substancialmente idénticos si los polipéptidos que codifican son
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substancialmente idénticos. Esto puede ocurrir cuando, por ejemplo, una

copia del acido nucléico es creada usando el maximo coddn de degeneracion
permitido por el cédigo genético. Una indicacion de que dos secuencias de
acidos nucléicos son substancialmente idénticas es que el polipéptido
codificado en el primer acido nucléico sea inmunolégicamente idéntico al

polipéptido codificado en el segundo acido nucléico.

El término “identidad substancial” en referencia a péptidos indica que un
péptido comprende una secuencia con por lo menos 70%, preferentemente
80% o 85%, alin mas preferentemente 90%, e idealmente 95% de identidad
de secuencia con una secuencia de referencia en una ventana comparativa
especifica. De manera opcional, el alineamiento 6ptimo es efectuado
utilizando el algoritmo de alineamiento de Needleman y Wunsch®®. Una
indicaciéon de que dos secuencias de péptidos son substancialmente
idénticas es que un péptido sea inmunolégicamente idéntico al segundo
péptido. Por ejemplo, dos péptidos seran substancialmente idénticos si solo

difieren por una substitucion conservativa.

Descripcion detallada.

En esta invencién se muestra que los solicitantes han identificado promotores
aislados a partir del DNA de Arabidopsis con capacidad para regular la expresion
génica en plantas de manera que un gen seleccionado pueda ser eficientemente
transcrito en las células reproductivas femeninas o masculinas de las plantas, y/o en
el gametofito femenino o masculino (el grano de polen) en un momento y en un
lugar preciso, y en la cantidad necesaria para obtener el efecto deseado.
Promotores que dirigen la expresién temporal y espacial en el o6vulo, en el
gametbfito femenino, en el polen, o en las células espermaticas son particularmente
importantes y pueden ser usados con una gran variedad de protocolos transgénicos,
para alterar los mecanismos reproductivos e inducir eventualmente apomixis, o
formacion de semillas asexuales genéticamente idénticas a la planta madre. Otra
aplicacion importante de estos promotores es la posibilidad de usarlos para
implementar tecnologias que impidan la transferencia de rasgos transgénicos a
través del polen en campo. También pueden ser utilizados para proporcionar

nutrientes adicionales a la semilla y para conferir resistencia a patdégenos vy
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enfermedades en la semilla, o para proporcionarle otros rasgos de alto valor

agregado, por citar algunos ejemplos.

La invencién se obtuvo generando plantas transgénicas que contienen elementos
“trampa génica” (gene trap) o “detector de potenciadores” (enhancer trap)®. A partir
de estas tecnologias se identificaron 2 regiones en el DNA gendmico de Arabidopsis
thaliana que confieren actividad transcripcional en tejido reproductivo diploide o
haploide de esta planta. En un caso la actividad se restringe a los tejidos femeninos
(el gametofito femenino y los gametos femeninos) y en el otro al tejido masculino (el
grano de polen y los gametos masculinos). Utilizando esta informacioén y técnicas de
biologia molecular rutinarias ampliamente conocidas en el é&rea, la actividad
especifica de estas regiones reguladoras fue confirmada en fusiones de dichas
regiones reguladoras con el gen reportero uidA (GUS) que codifica una beta-
glucoronidasa en Escherichia coli. Estas secuencias pueden también ser utilizadas
como marcadores molecglares para identificar otros genes u otras regiones

regulatorias asi como marcadores para mapeo molecular.

En general promotores especificos como los que se describen para el 6vulo, el
gametofito femenino, el grano de polen o los gametos masculinos pueden ser
aislados utilizando procedimientos ya conocidos. Estas secuencias de control
transcripcional estan generalmente asociadas con genes que se activan unicamente
en los 6rganos, tejidos y tiempos deseados. En una planta normal, cada érgano o
tejido contiene miles de RNA mensajeros (MRNAs) que estan ausentes en otros
tejidos u érgan0331. Los mRNAs se aislan para obtener sondas qué se utilizan para
posteriormente para obtener la secuencia genémica apropiada que contiene las
secuencias reguladoras correspondientes. En éste sentido, un ejemplo de la
utilizacién de cDNA asociado con mRNA especifico se ha reportado en la fruta del
aguacate®. En breve, en este estudio el mRNA se aislé del fruto del aguacate
durante su proceso de maduracion y fue utilizado para construir una biblioteca de
cDNA. Las clonas deseadas de la biblioteca fueron identificadas a partir de su
hibridacién con RNA radiactivamente marcado y aislado a partir de frutos maduros;
dichas sondas no hibridaron con RNA radiactivamente marcado y aislado a partir de

frutos no maduros. Muchas de las clonas obtenidas representaron MRNAs
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codificados por genes que estan transcripcionalmente activos solamente en frutos

maduros.

Otro método importante para identificar promotores especificos y que fue utilizado
para obtener la invencion que aqui se presenta, y que permite identificar promotores
activos en células lnicas es el método de trampas génicas (gene trap) y detector de
potenciadores (enhancer traps)®®. Este método fue inicialmente desarrollado en

Drosophila y rapidamente adaptado para ratones y para plantas®*.

En este tipo de estrategias se utilizan elementos transponibles (o transposones) que
se modifican para servir como trampas génicas o detector de potenciadores que se
integran de manera aleatoria en el genoma de las plantas para generar individuos
transgénicos que son posteriormente analizados para identificar genes que se
localizan en la vecindad inmediata del sitio de insercion. A partir de la identificacion
del momento y del sitio (6rgano, tejido o célula) en donde se activa la expresion del
gene reportero presente en el transposoén, se identifica rutinariamente la secuencia
aledafia a la insercion por medio de TAIL-PCR*. A partir de esta secuencia se
identifica el gen etiquetado y su promotor correspondiente. En algunas lineas el
elemento detector de potenciadores puede haberse insertado en la region
codificante del gen etiquetado. En otras el elemento puede estar directamente
insertado en el promotor del gen correspondiente. Los promotores que dirigen la
actividad del gen en 6vulo, el gametofito femenino, el grano de polen o las células
espermaticas pueden’ ser aislados y evaluados utilizando técnicas rutinarias de
biologia molecular como las que aqui se describen. Un ejemplo del método inicia
con la identificacién de unidades transcripcionales que rodean el sitio de insercion
del transposén, el aislamiento subsecuente de secuencias reguladoras localizadas
en cis, y la fusion de dichas secuencias con un gen reportero como la beta-
glucoronidasa GUS®. A partir de dichas fusiones se generan plantas transgénicas y
se identifica cual de los fragmentos confiere actividad en los tejidos y el momento

deseado.

Los solicitantes de esta patente proporcionan en este documento datos suficientes
para caracterizar los promotores que fueron identificados: la demostracion de que

actian de manera especifica en los 6vulos, los gametos femeninos, el grano de
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polen o los gametos masculinos, y que fueron aislados a partir de su identificacion

por medio de trampas génicas y las estrategias que a continuacién se describen:

Después de haber identificado lineas de trampas génicas que tenian patrones de
expresion en el gametofito femenino o masculino de Arabidopsis thaliana, se
identificé el sitio de insercion del transposén activo por medio de TAIL-PCR. El
transposdén se puede haber insertado en regiones codificantes en la region
promotora de unidades transcripcionales predichas a partir de programas y
algoritmos establecidos para el analisis del genoma de Arabidopsis thaliana. En
ambos casos, la identificacion de secuencias reguladoras (promotores) se enfoca al
gen identificado por el sitio de la insercion del transposén. En la mayoria de los
casos las secuencias regulatorias han sido identificadas en los primeros 2 o 3 Kb
inmediatamente adyacentes al extremo 5 de la region codificante del gen
correspondienie37. Por lo tanto, la region localizada en el extremo 5 de la regidén
codificante del gen es amplificada por PCR y clonada frente a un gen reportero
apropiado (GUS o GFP). En algunos casos excepcionales, secuencias regulatorias
han sido identificadas en intrones o en regiones 3. Si la regién 5’ no confiere el
patrén de expresion esperado, posiblemente intrones o regiones 3’ del mismo gen
pueden ser clonadas frente a un prbmotor minimo para monitorear nuevamente la
expresion de un gen reportero (como por ejemplo el promotor minimo del gen 35
utilizado en las construcciones detectoras de potenciadores®). Si la insercién del
transposon se localiza en una regic’m localizada entre dos genes, el mismo analisis
puede ser efectuado para determinar cual de los dos genes se activa en un patrén

de expresion idéntico al que se identificé por medio de trampas génicas.

A partir de la informaciéon que aqui se presenta, las plantas transgénicas no son
necesarias para obtener el invento ya que la localizacion de los promotores y su

secuencia se muestran en las figuras 1 a 4, y la descripcion de los patrones de

~actividad de cada uno de los promotores se ilustra en la Figura 6.

- Una vez que los promotorest han sido identificados y aislados, pueden ser utilizados

para una multitud de aplicaciones para transformar plantas por estrategias de
ingenieria genética. La seleccion de genes estructurales, dél vector de transferencia

y del método de transformacion puede ser efectuada por cualquier persona
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conocedora del arte y por lo tanto todos estos aspectos entran en los limites de

proteccion de este invento.

GENES ESTRUCTURALES.

De la misma manera, a través del invento que aqui se presenta, genes de interés
agronoémico pueden ser expresados en plantas transformadas. De manera
particular, plantas pueden ser transformadas por métodos de ingenieria genética
para expresar varios fenotipos de interés agronémico cuyas caracteristicas deben
manifestarse en el gametofito femenino, los gametos femeninos, el grano de polen o
los gametos masculinos. Algunos ejemplos no excluyentes se incluyen a

continuacion.

1. Genes que confieren fesistencia a plagas o enfermedades como por
ejemplo:

A) Genes de residencia a enfermedades. Las defensas de las plantas se
activan de manera especifica a partir de la interaccién del producto de
un gen de resistencia a enfermedades presente enla planta (llamados
R) y del producto de un gen de avirulencia (Avr) presente en el
patégeno. Una variedad de planta puede ser transformada con un gen
de resistencia a enfermedades para generar plantas transgénicas

resistentes a un patégeno especifico®.

B) Una proteina de Bacillus thuringiensis*', que reportaron el asilamiento
y secuenciacion de un gen que codifica una Bt d-endotoxina. Ademas,
moléculas de DNA que codifican -endotoxinas pueden ser compradas
en American Type Cell Culture Collection (Rockville MD, USA), Bajo
los nimeros de catalogo Nos. 40098, 67136, 31995 y 31998.

C) Una lectina*, que report6 la secuencia nucleotidica de varios genes

de unioén a lectinas mediadas por manosa en Clivia miniata.

D) Una proteina de unién a vitaminas, como la avidina®®. Se muestra el

uso de la avidina y de sus homologos como larvicidas contra insectos. .
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Un inhibidor de enzimas como puede ser un inhibidor de proteasas o

de amilasas™*.

Una hormona especifica de insecto o ferhormona como un
ecdisteroide o una hormona juvenil, o una de sus variantes. Un
ejemplo de ello es la expresion de una esterasa juvenil en

baculovirus®.

G) Un péptido o neuropéptido especifico de insecto que al ser expresado

provoca una interrupcion fisiolégica en una plaga®®, como por ejemplo
una alostatina identificada en Diploptera puntata”. En la literatura se
reportan genes que codifican neurotoxinas paraliticas especificas de

insectos*’.

Un veneno especifico para insectos producido en la naturaleza por
una vibora o una avispa etc. En la literatura se reporta la expresion
heteréloga en plantas de un gen que codifica un péptido insecto-téxico

de escorpion?®.

Una enzima responsable de la hiper-acumulacion de un monoterpeno,
un sesquiterpeno, un esteroide, el acido hidroxamico, un derivado del
fenilpropanol o de ofra molécula no proteica que tiene actividad

insecticida.

Una enzima involucrada en la modificacion de una molécula
biolégicamente activa (incluyendo modificaciones post-traduccionales);
por ejemplo, una enzima glicolitica, una enzima. proteolitica, una
enzima lipolitica, una nucleasa, una ciclasa, una transaminasa, una
esterasa, una hidrolasa, una fosfatasa, una cinasa, 'una fosforilasa,
una polimerasa, una elastasa, una quitinasa o una glucanasa, ya sean
naturales o sintéticas. Scott reporta la secuencia nucleotidica de un
gen que codifica una ca!lasé49. Moléculas que contienen secuencias
codificantes de quitinasas pueden ser obtenidas, como ejemplo, por

los métodos descritos por Kramer®, quien muestra la secuencia
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nucleotidica de una secuencia de cDNA que codifica una quitinasa de

gusano barrenador de tabaco, y por Kawalleck®, que reportan la
secuencia nucleotidica del gen ubi4-2 que codifica una poliubiquitina.

Uné molécula que estimule la sefalizacién transduccional. Por
ejemplo, ver el reporte de Botella® que describen un cDNA
correspondiente a un gen que codifica una calmodulina de frijol, o el
de Griess™, que reporta la secuencia nuclectidica de una clona de
cDNA de calmodulina de maiz.

Un péptido hidrofébico. Como por ejemplo derivados de péptidos de
taquiplesina que inhiben el crecimiento de patégenos flingicos de
plantas® y péptidos sintéticos antimicrobianos que confieren

resistencia a enfermedades™.

M) Una permeasa membranal generadora o bloqueadora de la formacion

de canales celulares. Por ejemplo, ver el reporte de Jaynes™
correspondiente a la expresion heterdloga de una cecropina litica que
confiere resistencia contra Pseudomona solanacearum a plantas de

tabaco.

N) Una proteina invasiva viral o un complejo de toxinas derivadas. Por

ejemplo, la acumulacién de proteinas de la cobertura viral en células
transformadas de planta confiere resistencia contra infecciones
virales®. Este tipo de resistencia ha sido en plantas de alfalfa a las
que se les confirié resistencia contra el virus del mosaico del tabaco, el
virus del mosaico dél pepino, el virus X de la papa, el virus Y de la

papa, o el virus mosaico del tabaco, como ejemplos.

O) Un anticuerpo especifico de insectos 0 una inmunotoxina derivada de

ella. Por ejemplo, un anticuerpo cuyo blanco es una funcién
metabdlica en el intestino del insecto que sea letal para este Gltimo®.
Inactivacion enzimatica de tabaco transgénico a partir de la produccién

de fragmentos de anticuerpo de cadena Unica.
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Un anticuerpo especifico de virus. Ver por ejemplo, el reporte de
Tavladoraki® que muestra como plantas transgénicas que expresan
genes que codifican anticuerpos recombinantes estan protegidas

contra ataques virales.

Q) Una proteina que detenga el desarrollo de un patégeno y que sea

producida por un patégeno o un parasito. Por ejemplo, la endo 1-1-4
D-poligalacturonasa de origen flingico facilita la colonizacion de
hongos v la perdida de nutrientes de la planta al solubilizar la homo 1-
4D-galacturonasa en la pared celular®. La clonacién y caracterizacion
de un gen que codifica una proteina inhibidora de

endopoligalacturonasa se describe en Toubaart®'.

R) Una proteina que detenga el desarrollo de un patégeno y que sea

producido por la planta. Por ejemplo Logemann62 muestra que plantas
transgénicas que expresan el gen inactivador del ribosoma en cebada

tienen una resistencia elevada a enfermedades fungicas.

2. Genes que confieren resistencia a un herbicida, como por ejemplo:

A)

Un herbicida que inhibe el punto de crecimiento de los meristemos,
como es la imidazalinona o sulfonilurea. Ejemplos de genes que
confieren resistencia a este tipo de herbicidas codifican para versiones

mutantes de la enzima ALS o AHAS como lo describe Miki®3.

Gliofosato (resistencia conferida por una mutante de 5-enolpyruvyl-3-
fosfiquimato sintasa (EPSP) y los genes aroA, y otros compuestos
fosforados como son el glufosinato (genes que codifican una
fosfinotricina acetil transferasa (PAT) o una fosfinotricina acetil
transferasa de Streptomyces hygroscopicus conocido como el gen
bar), y acidos piridinoxi — o fenoxi propiénicos y ciclohexonas (genes
que codifican inhibidores de ACCasas). Shah y colaboradores®
liberaron la secuencia nucleotidica de una forma de EPSP que

confiere resistencia a gliofosfatos. La secuencia nucleotidica de una
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mutante del gen aroA puede ser obtenida a partir de lo reportado por

Comai®,

Un herbicida que inhibe la fotosintesis como triazina (genes psbA y
gs+) Y benzonitrilo (gen de la nitrilasa). Ver por ejemplo Przibilla®
donde se describe la transformacion de Chalmydomonas con
plasmidos que codifican mutantes del gen psbA. La secuencia
nucleotidica de los genes que codifican nitrilasas fue reportada por
Stalker®” y las moléculas que contienen estos genes se encuentran
bajo el numero de acceso ATTCC Nos. 53435, 67441 y 67442. La
clonacién y expresion del gen que codifica una S-transferasa esta

descrita por Hayes®.

3. Genes que confieren o contribuyen a obtener un rasgo de alto valor

agregado como los siguientes ejemplos no excluyentes:

A)

B)

C)

Modificaciones al metabolismo de los acidos grasos, como. por
ejemplo, al transformar con un gen anti-sentido que codifica a una
desaturasa que aumente el contenido de acido estearico en la

planta®®.

Una reduccion en el contenido de fitatos:

a) Introduciendo un gen que codifica una fitasa y que contribuye
a la degradacion del fitato, aumentando el fosfato libre en la
planta transformante. Ver por ejemplo Van Hartingsveldt™
para el reporte de una secuencia nucleotidica de un gene que
codifica una fitasa de Aspergillus niger.

b) Un gen que reduce el contenido de fitato. En el maiz, esto
puede ser logrado al clonar y re-introducir DNA asociado con
un solo alelo responsable de mutantes que se caracterizan

por un nivel bajo de fitato”".

Modificaciones del contenido en carbohidratos, por ejemplo, al
transformar plantas con un gen que codifica una enzima que altera el
patron de ramificacion del almidén. Ver por ejemplo el reporte de

I
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Shiroza™ donde se utiliza la secuencia nucleotidica de un gen que

codifica una fructosiltransferasa de Streptococcus mutans, de
Steinmetz’® donde se utiliza la secuencia nucleotidica de una
levansucrasa de Bacillus subtilis), de Elliot™* donde se utiliza una
secuencia nucleotidica de un gen que codifica una invertasa de
tomate), o de Fischer’® que reporta la secuencia nucleotidica de un
gen que codifica una enzima de ramificacion del almidon del

endospermo.

Induccién de muerte celular programada del polen transgénico. Un
rasgo transgénico transferidlo se comporta como un caracter
dominante cuya herencia puede resultar indeseable en ciertas
condiciones. En el caso de plantas que permiten la polinizacion
cruzada, este tipo de transferencia involuntaria puede tener
consecuencias legales y ecologicas qUe comprometan seriamente la
implementacién de cultivos transgénicos en cualquiér pais del mundo. -
En numerosas especies, la transferencia horizontal de un résgo
transgénico a plantas no-transgénicas de la misma especie puede
causar graves confusiones entre plantas destinadas a la produccion
industrial y plantas destinadas al consumo humano. Adicionalmente,
parientés cercanos a plantas de cultivo se pueden ver también
afectados por cruias inter-especificas que les transfieran a los
hibridos F1 caracteristicas transgénicas indeseables, lo que puede
representar graves riesgos para programas de mejoramiento que
utilizan métodos de introgresién. Este dltimo problema es

particularmente importante en paises como México que representan el

centro de origen de numerosas especies de interés agricola. Para

eliminar la transferencia horizontal de rasgos transgénicos se pueden
utilizar genes gametofiticos letales que, ligados en una construccién
molecular al caracter transgénico, eliminen la posibilidad de que
granos de polén que contienen el alelo transgénico participen en la
formacion de semillas. El gen gametofitico letal estaria presente
Gnicamente en el genoma los granos de polen que contienen la

construccion transgénica (50% de los granos de polen). El resto del
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polen (50%) no portara el rasgo transgénico, y al ser completamente

viable podra asegurar la polinizacién cruzada (y la auto-polinizacion),

dando lugar a la formacién de semillas libres de rasgos transgénicos.

4. Genes que controlan el crecimiento y desarrollo de la semilla, como por
ejemplo:

A) Genes que controlan la proliferacion celular ‘y el crecimiento del
embridn y/o del endospermo como pueden ser reguladores del ciclo
celular’®, genes que afectan la proliferacién celular en el embrion y en
el endospermo para aumentar el tamafio de la semilla, ge*nerar cambio
de biomasa o minimizar el contenido de ciertos compuestos en la

semilla”’.

B) Genes que promueven la proliferacion autébnoma del endospermo en
ausencia de fecundacién, una componente esencial de la apomixis (o
reproduccién asexual a partir de semillas), como MEA, FIS2 o FIE (ver

referencias del parrafo anterior).

C) Genes que promueven la formacién del embrion, otra de las
componentes de la apomixis (reproduccion asexual a partir de
semillas) tal y como SOMATIC EMBRYOGENESIS RELATED KINASE
(SERK)® 0 LEAFY COTYLEDONS. ’

5. Genes que generan muerte celular programada del polen transgénico para
evitar la transferencia de rasgos transgénicos en plantas de cultivo, como por
ejemplo:
A) El gen que codifica para una RNAsa T17° y el gen que codifica para la
cadena A de la toxina difteria de Pseudomona aeruginosa®. Se ha
demostrado ampliamente que la expresion de cada uno de estos dos genes

es capaz de provocar la muerte de células vegetales con gran especificidad®’.

PROMOTORES.
Los promotores que aqui se describen y que son motivo de esta solicitud de patente

pueden ser utilizados en asociacion con versiones naturales de secuencias
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transcritas de un gen estructural deseado o con cualquier otra secuencia transcrita

que sea critica para la formacién o la funcién de genes.

Puede ser también deseable el que se incluyan secuencias de intrones en las
construcciones que contengan el promotor ya que la inclusion de secuencias de
intrones puede resultar en la amplificacion de la expresion o de la especificidad del
promotor. Puede resultar ventajoso el unir secuencias de DNA a una secuencia de
promotor que contiene el primer intrén y el primer exén de un polipéptido que sea

tnico a las células y los tejidos criticos para la formacion de semillas.

Adicionalmente, ciertas regiones de un promotor pueden ser unidas a regiones de
un segundo promotor diferente al primero para obtener la actividad deseada, dando
lugar a un promotor quimérico. Promotores sintéticos que regulan la expresion de

genes también pueden ser utilizados.

El sistema de expresion también puede ser optimizado adicionalmente empleando

‘elementos suplementarios como terminadores transcripcionales o elementos

potenciadores.

OTROS ELEMENTOS REGULADORES.

Ademas de la secuencia de un promotor, una construcciéon debe también contener
una region terminadora de transcripcion adyacente al gen estructural deseado, y
esto de manera a proveer de una terminacién transcripcional eficiente. La region
terminadora o la sefial de poliadenilizacion puéde ser obtenida a partir del mismo
gen al cual pertenece el promotor utilizado o a partir de la region terminadora de
otros geneé. Las secuencias de poliadenilizacion incluyen pero no estan limitadas a |
la sefial de terminacion del gen que codifica la octopina sintasa de Agrobacterium

tumefaciens®, o la sefial terminadora del gen que codifica la nopalina sintasa®.

GENES MARCADORES.

Moléculas de ADN recombinante que contengan cualquiera de las secuencias y de
los promotores que se describen en esta solicitud de patente pueden contener
genes marcadores adicionales que codifiquen un producto génico de seleccion que

le confiere a las células de las plantas resistencia a un agente quimico o a un estrés
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fisiolégico, 0 que confieren una caracteristica fenotipica distintiva a células de la
planta transformadas con moléculas de DNA recombinante que pueden ser
reconocidas por medio de un agente de seleccion. Uno de los marcadores de
seleccion rutinariamente utilizados es el gen que codifica la neomicina
fosfotransferasa (NPTIIl), que confiere resistencia a kanamicina y al antibidtico G-
418. Células transformadas con estos marcadores de seleccion pueden ser
seleccionadas al determinar la presencia in-vitro de resistencia a kanamicina en las
plantulas, utilizando técnicas ampliamente descritas en la literatura o determinando
la presencia del mMRNA correspondiente al gen NPTII utilizando un Northern blot a
partir de tejido de la planta transformada. La reaccion de la polimerasa en cadena
(PCR) puede también ser utilizada para identificar la presencia de un transgen
utilizando estrategias rutinarias de RT-PCR para monitorear la expresion de gén
marcador. Otros marcadores de seleccion que son rutinariamente utilizados son el
gen de resistencia a ampicilina, el gen de resistencia a tetraciclina y el gen de
resistencia a higromicina. Las células de plantas transformadas pueden ser
inducidas para diferenciarse en estructuras de plantas que eventualmente pueden
dar lugar a plantas completas. Se entiende que un gen marcador también puede ser
ehdégeno a una planta, como es el caso de genes de pigmentacién del endospermo

que pueden ser utilizados como genes marcadores en el maiz.

TRANSFORMACION.
Una proteina de ADN recombinante que sea disefiada para inhibir la expresion o
para inducir la expresion y que contenga las secuencias de ADN y/o los promotores

que aqui se describen puede ser integrada en el genoma de una planta al

‘introducirla en las células de dicha plantas por algunos de los métodos ampliamente

conocidos y sus variantes. Generalmente la molécula de ADN recombinante se
introduce inicialmente en un vector apropiado y dicho vector es utilizado para

introducir la molécula de DNA recombinante en una célula de la planta.

El uso del virus del mosaico de la coliflor (CaMV)® y algunos geminivirus como
vectores® han sido sugeridos como vectores, pero el vector mas exitoso se ha

desarrollado con Agrobacteria sp®°.
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Métodos para el uso de Agrobacterium basados en sistemas de transformacion han

sido ya descritos para muchas especies de plantas diferentes. Generalmente las
cepas de bacterias contienen versiones modificadas del plasmido Ti de manera que Q
el ADN sea ftransferido a la planta huésped sin que provoque la formacion
subsecuente de tumores. Estos métodos dependen de la insercion dentro de los
bordes del plasmido Ti del ADN que se desea sea insertado en el genoma de la
planta y que incluye un marcador de seleccion, generalmente un gen marcador
como alguno de los arriba descritos. Numerosos tejidos vegetales pueden servir de
blanco para transformacién con Agrobacterium, y varios han sido especificamente
descritos para ser utilizados en las plantas Cruciferas, familia a la cual pertenece
Arabidopsis. Estos tejidos incluyen capas finas de células®’, hipocotilos®, discos en
hojas®, cotiledones®™ y embriones®, o hasta plantas enteras usan do métodos de
infiltracién disponibles para Arabidopsis y Medicago sp. pero que se estandarizan
continuamente para otras especies de plantas. Se entiende, sin embargo, que hay
otros métodos de transformacién que pueden ser mas convenientes para otros

cultivos.

Otros métodos que han sido utilizados para introducir moléculas recombinantes en
plantas incluyen la inoculaciéon directa con DNA, a través de liposomas, la
electroporacion® y la micro-inyeccion®. La posibilidad de usar microproyectiles y un
cafién u otro tipo de instrumento pafa forzar particulas cubiertas con DNA dentro de

células ha recibido considerable atencion®.

Es a menudo conveniente contemplar en el marco del invento que aqui se presenta
la posibilidad de generar plantas homocigotas parentales que requieren mas de un
evento de transformacion con el mismo producto. También se puede contemplar
que una ceélula de planta sea transformada con una molécula de DNA recombinante
que contenga al menos dos secuencias diferentes o transformada con mas de una
molécula recombinante en eventos de transformacién distintos. Las moléculas de
DNA pueden estar fisicamente ligadas en el mismo vector, o separadas y en
vectores distintos, Una célula puede ser simultaneamente transformada con mas de
un vector siempre y cuando cada vector tenga un marcador Unico de seleccion.
Alternativamente, una célula puede ser transformada con mas de un vector

permitiendo un paso de regeneracion intermedia después de la transformacién con
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el primer vector. Adicionalmente, puede ser posible realizar una cruza sexual a partir

de plantas o de lineas de plantas que contengan diferentes secuencias de DNA o
diferentes moléculas de DNA recombinante y seleccionar en los descendientes de
dicha cruza plantas que contengan ambas secuencias deseables de DNA endogeno

0 recombinante.

La expresién de moléculas de DNA recombinante en plantas transformantes a partir
de los promotores y secuencias que aqui se describen puede ser monitoreada
usando técnicas de Northern o Southern Blot y métodos de PCR que son conocidas

por todas aquellas personas que practican la biologia molecular.

La regeneracion de plantas viables a partir de células individuales que han sido
transformadas ha sido realizada con éxito para un gran nimero de especies de
plantas. Por-ejemplo, la regeneracion ha sido demostrada en dicotiledoneas para al
menos las siguientes especies: manzana (Malus pumila)®, frarﬁbuesa y sus hibridos
derivados (Rubus sp.)%, zanahoria (Daucus carota)®, coliflor (Brassica oleracea)®,

pepino (Cucumis sativus)®, apio (Apium graveolens)'®

101 102

, berenjena (Solanum

103

melonoea) "', IecHuga (Lactuca sativa) -, papa (Solanum tuberosum)™, soya

(Glycine canescens)'®; fresa (Fragaria x anannassa)'®’, tomate (Lycopersicon

esculentum)'® Y% melon (Cucumis melo)'®, vid (Vitis

vinifera)'®, mango (Magnifera indica)''%; y para las siguientes especies

m 12 y Secale cereale'.

, nuez (Junglans regia

monocotiledéneas: arroz (Oryza sativa) ', maiz

Adicionalmente, la regeneracion de plantas completas a partir de células que no han

sido necesariamente transformadas ha sido exitosa en chabacano (Prunus

armeniaca)'™*; esparrago (Asparagus officinalis)'"®; platano (Musa acuminata)'®,

"7 M8 vid (Vitis vinifera)''®, mango

, ocra (Abelmoschus esculentus)'?,

12*, papaya (Carrica papaya)'®,

127

frijol (Phaseolus vulgaris)
120

, cereza (Prunus sp.)

(Mangifera indica)'™, melén (Cucumis melo)'’
123

cebolla (Allium sp.)'“", naranja (Citrus senensis)

durazno (Prunus persica y Prunus domestica)'?®

128 129

, pera (Pyrus comunis) <, pifia

y trigo (Triticum aestivum)'®°.

(Ananas comosus)'<°, sandia (Citrullus vulgaris)
Las plantas regeneradas se transfieren al suelo y se cultivan de forma convencional.

Después de que la construccién se incorpora de manera estable en el genoma de
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las plantas transgénicas, se puede transferir a otras plantas de la misma especie o

de especies filogenéticamente cercanas a partir de una cruza sexual. Varias
técnicas de mejoramiento pueden ser utilizadas, dependiendo de la especie que se

gquiera cruzar.

Puede resultar Gtil generar un cierto nimero de plantas transformadas a partir de
cualquier construccion de DNA recombinante para recuperar plantas que no
presenten efectos indeseables debido a la posicion del inserto transgénico. Puede
ser también deseable obtener plantas que contengan mas de una copia de la

i

molécula recombinante.

De acuerdo con la incorporacion preferencial, la planta transgénica que se utiliza
para la produccién comercial de una proteina recombinante es el maiz. En otra
incorporacion preferencial de este invento, la biomasa de interés son las semillas.
Para el nUmero relativamente reducido de plantas que muestran niveles elevados
de expresion, un mapa genético puede ser generado principalmente a partir de la
estrategia de Fragmentos de Restriccion de Longitud Polimoérfica (RFLPs, pof sus
siglas en inglés), a partir de la reaccion de polimerasa en cadena (PCR), y de
secuencias repetidas sencillas (SSRs) que permiten identificar la localizacién
cromosémica de la molécula de DNA recombinante. Para ejemplos de estas
metodologias, ver Glick y Thompson™'. La informacién del mapa referente a la
localizacién cromosémica .es util para proteccién de la propiedad intelectual de un
individuo transgénico en plantas. Si se efectlla una propagacién no autorizada de
dicha planta transgénica cruzandola con otro tipo de germoplasma, el mapa de la
region de integracion puede ser comparado con otros mapas de plantas

sospechosas, para determinar si las plantas sospechosas de haber sido propagadas

" sin autorizacién tiene parientes en comin con las plantas transgénicas protegidas.

La comparacién de mapas se efectta a partir de hibridaciones, RFLPs, SSRs, PCRs
y experimentos de secuenciacion, todas técnicas y tecnologias ampliamente

conocidas en el medio.

Como se indica mas arriba, puede resultar deseable producir lineas de plantas
transgénicas que sean homocigotas para un gen en particular. En algunas especies

esto se puede realizar rutinariamente a partir del cultivo in-vitro de anteras o de
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microsporas. Esto es particularmente importante en el caso de la canola, Brassica

napus'2. Utilizando estas técnicas, es posible producir una linea haploide que tiene
integrado el gen de interés y duplicar el nUmero cromosémico espontaneamente o
partir del uso de colchicina: Esto da lugar a una planta homocigota para el gen de
interés, lo que puedo ser facilmente probado si el gen insertado incluye un marcador -
de seleccion apropiado para la deteccion de plantas transgénicas. De manera
alternativa, las plantas pueden ser auto-fecundadas, dando lugar a una mezcla de
semilla que contiene 25% de homocigotas, 50% de heterocigotas y 25% de nulas
(no transgénicas) para el gen de interés. Aunque resulta relativamente sencillo
identificar plantas que contienen y que no contienen el gen de interés, en la practica
se puede también identificar las plantas homocigotas y hetefocigotas a partir de una
andlisis tipo Southern en el cual se présta especial atencidon a la cantidad de DNA
genomico que se carga en el gel antes de su hibridacion. Se sugiere verificar los
resultados del andlisis por Southern Blot dejando que cada transformante
independiente se auto-fecunde, ya que cualquier evidencia adicional de
homocigosis puede obtenerse a partir del simple hecho de que, si la planta es
homocigota para el gen insertado, todas las plantas que resulten de la semilla
generada por auto-fecundacion heredaran y contendran el gen, mientras que si la
planta es heterocigota, ciertas plantas resultantes de las semilla generada por auto-
fecundacion no heredaran ni contendran el gen de interés. Por lo mismo, a partir de
una simple auto-fecundacion se pueden seleccionar plantas homocigotas

transgénicas.

La produccién de plantas parentales transgénicas permite la generacion de hibridos
y semillas que contengan un.componente proteico modificado. Las plantas
transgénicas homocigotas parentales se mantienen de manera que cada uno de los
padres contenga ya sea la secuencia de la primera o de la segunda molécula
recombinante ligada a un promotor activo. En este esquema también se incorporan

las ventajas de cultivar un hibrido, incluida la ventaja de tener varias caracteristicas

- agrondmicamente interesantes combinadas en un mismo individuo.

Los siguientes ejemplos sirven para ilustrar mejor el invento que aqui se describe y

no pretenden limitar el invento de ninguna manera.
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EJEMPLOS

En nuestro Iaborator}o se identifico, aislo y caracterizé una serie de promotores de
Arabidopsis con actividad en el saco embrionario. Estos promotores fueron
identificados a través del uso de lineas gene-trap y enhancer-trap. En las cuales se
buscaron lineas transposantes con esquemas de expresion de GUS asociadq al
saco embrionario en desarrollo y en lineas que presentaran defectos a nivel
reproductivo. Se determiné el sitio de insercion del transposén y se identifico la
posible secuencia-regulatoria responsable del esquema de expresion observado.
Dicha\secuencia fue fusionada a GUS y en las plantas transformantes T1 se

determind su esquema de expresion.

EL promotor pFM1 (FUNCTIONAL MEGASPORE-1) ver SEQ ID1, fue identificado a
partir de una linea “detector de potenciadores”, o en inglés “enhancer-trap”. Esta
linea presenta un esquema de expresion de GUS que inicia a partir de la
megaspora funcional y se prolonga hasta el saco embrionario maduro. Mediante
TAIL-PCR se determin6 que el elemento Ds se inserté en una region intergénica, a
788 pb del gen At4g12250 (nucleotide sugar epimerase) y a aproximadamente 2000
pb de gen At4g12260 (similar a transposablé element Ac-like). Para identificar fa
secuencia regulatoria responsable del esquema de expresion observado en la linea
transposante se amplificé mediante PCR una secuencia de 880 pb, que comprende
la region del nucledtido —817 al +63, tomando como referencia el codon de inicio
(ATG) (ver figura 5).

Los iniciadores utilizados en sentido y en antisentido (ver secuencias subrayadas en
la figura 5) se les adicionaron los sitios de restriccion Hindlll y BamHlI
respectivamente (en negritas). Esta secuencia se clond en el vector PCRII-TOPO.
Este fragmento se digirié con las enzimas de restriccion mencionadas, se purifico y
se clono en el vector pBI101. El vector pBI101 posee un sitio de clonacion muitiple
rio arriba del gen GUS, lo que permitié generar una fusién transcripcional; promotor-
pFM1::GUS.

Se transformaron plantas de Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia, mediante la
técnica de floral dipping. Tinciones de GUS realizadas a plantas transformantes T1-

presentaron un esquema de expresién idéntico a la linea transposante (Figura 6). El
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esquema de expresion de la construccion pFM1-GUS presenta actividad después

de meiosis e inicia en la megaspora funcional hasta el saco embrionario maduro y
se restringe al nucleo polar y al aparato huevo, no se detecté actividad en las
células antipodas (Figura 6a a 6¢). Después de fecundacién, se observa expresion
de GUS en estado globular, en la célula del suspensor mas cercanas al micropilo

(datos no mostrados).

El promotor pES1 (EMBRYO SAC 1), ver SEQ ID2, fue identificado a partir de otra
linea “detector de potenciadores” o “enhancer-trap”. Esta linea presenta un
esquema de expresion de GUS durante megagametogénesis a partir del estado 4-8
nuclear del saco embrionario hasta el saco embrionario maduro donde es activo en
las células antipodas, nucleo polar y aparato huevo (Figura 1d). Mediante TAIL-PCR
se determino que el elemento Ds se insertd en la region 5°-no traducida (5’-UTR) del
gen At2g41050 que codifica para una proteina hipotética que presenta homologia
con una proteina transmembranal de Saccaromyces cerevisae (n° de acceso:
YDR352W). Para identificar la secuencia regulatoria responsable del esquema de
expresidn observado en la linea transposante se amplificé mediante PCR una
secuencia de 600 pb que comprende la region del nucleétido —597 al -3, a partir del
coddn de inicio (ATG) (ver figura 7). Los iniciadores utilizados en sentido y en

antisentido se muestran como secuencias subrayadas en la figura 7.

Los promotores pPo1 (ver SEQ ID3) y pPo2 (ver SEQ 1D4) (POLLEN PROMOTER 1
and 2) se identificaron a partir de 2 lineas “detector de potenciadores” o “enhancer
trap” adicionales mostraron patrones de expresion del gen reportero en el grano de
polen (el gametofito masculino) y las células espermeaticas (los gametos
masculinos) (Figura 1e y 1f). En una de ellas la inserciéon se encontré en la region
3’'UTR de un gen que codifica una manosa deshidrogenasa (At4g37970), y en la
otra se encontrd dentro de la region regulatoria 5° de un gen que codifica un factor
de transcripcién del tipo WUSCHEL (At3g11260). Con la ayuda de iniciadores

especificos'se amplificaron las secuencias mostradas en las figuras 8y0S.

Las secuencias mostradas en las figuras 8 y 9 se clonaron en el vector PCRII-
TOPO. Utilizando los sitios de restriccion Xbal y BamHI presentes en este vector se

liberé y purificd esta secuencia y se clon6 en el vector pBI101. El vector pBI101
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posee un sitio de clonacién multiple rio arriba del gen GUS, lo que permite generar

una fusién transcripcional; promotor-pES1::GUS. Se transformaron plantas de
Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia, mediante la técnica de floral dipping.
Tinciones de GUS realizadas a plantas transformantes T1 presentaron un esquema
de expresion idéntico a la linea transposante. El esquema de expresidn de la
construccién pES1-GUS mostré actividad especifica de GUS a partir de los estados
4 y 8-nuclear, hasta el saco embrionario maduro y una expresiéon adicional en

pequefias zonas de la raiz.

Se transformaron plantas de Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia, mediante la
técnica de “floral dipping” (transformacion floral). Tinciones de GUS realizadas en
plantas transformantes T1 mostraron que la actividad de esta secuencia es de tipo
constitutiva, ya que se observé tincion de GUS en todos tejidos a nivel de plantula y

en inflorescencias presenta actividad en todas las células del 6vulo.

Adicionalmente, el promotor pFM1 (ver SEQ ID1) se puede utilizar de manera
exitosa para alterar el desarrollo del gametofito femenino y las células reproduétivas
femeninas en Arabidopsis thaliana. Para ello, se utiliz6 una secuencia del gen
CHR11 de Arabidopsis thaliana clonada frente al promotor pFM1 en orientacion
sentido y anti-sentido, de manera a silenciar post-transcripcionalmente el geh
CHR11 por la estrategia conocida como RNA intereferente (RNAi). CHR11 codifica
una proteina remodeladora de cromatina esencial para las divisiones nucleares que
dan lugar a la formacién de los gémetos femeninos en el gametofito femenino. La
plantas transformantes bajo el control del promotor pFM1 mostraron gametofitos
femeninos alterados (Figura 10) pero ningln otro defecto en su crecimiento
vegetativo o reproductivo, demostrando que el promotor pFM1 confiere activacion

especifica de genes en el gametofito femenino.
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Revindicaciones.

1. Una secuencia nucleotidica reguladora aislada y purificada a partir de
Arabidopsis, y que tenga las siguientes caracteristicas:
capaz de dirigir la expresiéon en una célula de planta en el gametofito

masculino, el gametofito masculino, los gametos femeninos y/o los gametos
masculinos; y que sea identificable a partir de una de las secuencias
identificadas con el nimero de identificacién SEQ ID 1, 2, 3, 4.

2. Una construccion de expresion que comprende una secuencia nucleotidica en
acorde con la reivindicacion 1, y que ha sido ligada de manera operativa a un
gen estructural.

3. Un vector capaz de transformar o transfectar una célula huésped, vector que
comprende una construccion de expresion como la descrita en la reivindicacion
2, ‘

El vector de la reivindicacién 3 en el cual dicho vector es un plasmido.

El vector de la reivindicacion 3 en el cual dicho vector es una componente viral.
Una célula eucariética o procariética transformada o transfectada con el vector
descrito en la reivindicacion 3. '

7. La celula huésped de la reivindicacion 6 en el cual dicha célula es una célula
vegetal.

8. Una secuencia regulatoria purificada y aislada de Arabidopsis capaz de dirigir la
expresion en una célula vegetal, y cuya secuencia se caracteriza por lo
siguiente:

a) Dirige la expresién de una unidad transcripcional en el gametofito femenino,
los gametos femeninos, el gametofito masculino y/o los gametos masculinos.
b) Se encuentra localizada en algunos de los siguientes intervalos
cromosomicos: _
En el cromosoma 2; entﬂre las - coordenadas nucleotidicas 17132704 vy
17133304 (SEQ ID1)
En el cromosoma 3, entre las coordenadas nucleotidicas 3526561 y 3527612
(SEQ ID2). '
En el cromosoma 4, entre las coordenadas nucleotidicas 17849276 y
17849669 (SEQ ID3)
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En el cromosoma 4; entre las coordenadas nucleotidicas 7290780 y 7291659

(SEQ ID4)
Una construccion que comprenda una secuencia nucleotidica que corresponda
a alguna de las descritas en la reivindicacion 8, y operativamente ligada a un
gen estructural.
Un vector capaz de transformar o transfectar una célula huésped, y que
comprenda una construccién de expresion como la descrita en la reivindicacion
9. ‘
El vector de la reivindicacién 10 en el cual dicho vector es un plasmido.
El vector de la reivindicacién 10 en el cual dicho vector es una componente
viral.
Una célula eucariética o procariética transformada o transfectada con el vector
descrito en la reivindicacion 10.
La célula huésped descrita en la reivindicacion 13 en el cual dicha célula es una
célula vegetal.
Una secuencia regulatoria purificada y aislada de Arabidopsis capaz de dirigir la
expresion en una célula vegetal, y cuya secuencia se caracteriza por lo
siguiente:
a) Dirige la expresién de una unidad transcripcional en el gametofito femenino,
los gametos.femeninos, el gametofito masculino y/o los gametos masculinos.
b) Se caracteriza por conferir expresion especifica a la unidad transcripcional
que contenga las secuencias gendmicas identificadas con el nimero de
identificacion SEQ ID 1, 2, 3, 4, o que contenga secuencias estrechamente
ligadas (secuencias que incluyan o sean vecinas) a las secuencias
_ genémipas identificadas con el nimero de identificacién SEQ ID 1, 2, 3, 4.
Una construccion de expresion que comprenda una secuencia nucleotidica
como la descrita en la reivindicacién 15, y- que sea operativamente ligada a un
gen estructural.
Un vector capaz de transformar o transfectar una célula huesped, y que
comprenda una construccién de expresién como la descrita en la reivindicacion
16.
El vector de la reivindicacion 17 en el cual dicho vector es un plasmido.
El vector de la reivindicacion 17 en el cual dicho vector es una componente

viral.
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Una célula eucariética o procariética transformada o transfectada con el vector

descrito en la reivindicacion 17.

La célula huésped descrita en la reivindicacion 13 en el cual dicha célula es una
célula vegetal.

Un método para identificar una secuencia regulatoria que sea capaz de dirigir la
expresion al gametofito femenino, los gametos femeninos, el gametofito
masculino, y/o los gametos masculinos de las plantas y que comprenda la
identificacién de una secuencia regulatoria a partir de una secuencia de
etiquetamiento seleccionado a partir del grupo de secuencias genémicas
identificadas con el nimero de identificacion SEQ ID 1,2, 3, 4.

El método descrito en la reivindicacion 22 y que comprende la identificacion de
unidad transcripcional vecina a cualquiera de las regiones identificadas con el
ndmero de identificacion SEQ ID 1, 2, 3, 4.

Una composicion nucleotidica novedosa de Arabidopsis que comprenda una
secuencia seleccionada partir del grupo que comprende las secuencias

identificadas con el ntimero de identificacion SEQ ID 1,2, 3,4.
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FIGURA 2
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FIGURA 3

AATGGCTTTTTACAAATATTTTGGT GTAGGACTTATATTATACATGTGTGTGGCCGAACCTTCTGETTCTATCTATTA
AATGCCTTTTCTTTTTGTAGT TTTTTATGATTCAGAATTCAGATATTTGATTTTGTAATATTATATTTTCTTATAAA
AGAGAATAAAATTTCAAATTTCCTGTCTACACTTGCCGACCAACGTTCCTCAAGTGTCACATCTTCTGTGCARGAGA
GACAAAACTACAATCTGTTCACACAATGTCATGATGTTTATAATTAATCTTATCATCTTCATTCATATCAAACTAAT
ATCGGCCATCCATCCGTCTCAATAATGTAATTGCATACAATCTTTGTTTAGGACTTGCTAGCTATTTCAACTTATTA
TTGATTACAGATTAGATCTACAATTTGTAAAGAACTTCTAACTTCAAAACAAATACAAAAAAAAGAAAGTGAATGTA
AAATTTCTAGTGTCATAATTTGGAATAGTTGAAGCATTGAAGTTACAATATCGAACGTTAAAATATTGACACTAGAT
AGTACATTACCACCAAGGCTTTCTGATTATTCTTATCATGTTATATGAATAGTAAGAAATTACGTAGAACGCAATTT
AAGTGTGTGCGAGTCACCACAAATTAARAGGAGAACAAATTCAATGTTTCAATCGCTGGTTCCGATATACAACTTATG
CATGCCATGGCATGAATGCGAGATCCAATTATATACTAATATATACACACAAAAACATATGTAAATATAGATGGAAC
AGAAGCCTAGATAGGTTAGGATAAAGAAAACGATCAAATCTGCAAAGATCAGTCTCTCCCAAATCCCCARAAAAAAC
AAAGCATGCATTTCGTAATAAACAACTCATCATAAAACGACACATAACTCGAAAACCTCTCCTCCCGACATTTCATC
AATTCATTTCTCTTTTTATTTTCGAAAAGATGAAAACTTAATAAATTATTATGAACAATCTTACTATATATATGGAT
ATATACACAGGCCCTAAAACGTAAAACAGTTGAGGACTTTACATCTGAACATG
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FIGURA 4

TATTTGGCCTATTTTAGTTTTTCTTTTGTTATTAATGTAAAACTAATCATTCGATAAGTTCATCAAGTTCTTCATAC
TTTAGAGTATTTTTAATTAAAAACAAAAAAGTGGCCAAAACTGATTTATAAAGCATATAGTTATATCAAATAGTACA
ATAATCACGATGCATGATATATTTGTTAGTATATGAACATTATAAGTAATATGTTTATGTTAAATATGTTAAGAAAA
AATACATATATGTAAGTCAACTTCTGATTGGTATGAGAGACCTAAAGTCAAAACGATATTTCTCAAACGAAACGTCA
GCGTTTAGCCCCATTTATGTTCTCACTCTTTTCTATATAAAAAGAAAGGTACTCTAGCTCGCTTAATTGTTCGAAAC
AAAGGGAGTGAGAGATG
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FIGURA 5
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FIGURA 6
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FIGURA 7
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FIGURA 8

AATGGCTTTTTACAAATATTTTGGTGTAGGACTTATATTATACATGTGTGTGGCGAACCTTCTGGTTCTATCTATTA
AATGCCTTTTCTTTTTGTAGTTITTTATGATTCAGAATTCAGATATTTGATTTTGTAATATTATATTTTCTTATAAA
AGAGAATAAAATTTCAAATTTCCTGTCTACACTTGCCGACCAACGTTCCTCAAGTGTCACATCTTCTGTGCAAGAGA
GACAAAACTACAATCTGTTCACACAATGTCATGATGTTTATAATTAATCTTATCATCTTCATTCATATCAAACTAAT
ATCGGCCATCCATCCGTCTCAATAATGTAATTGCATACAATCTTITGTTTAGGACTTGCTAGCTATTTCAACTTATTA
TTGATTACAGATTAGATCTACAATTTGTAAAGAACTTCTAACTTCAARACAAATACAAAARAARGARAGTGAATGTA
AAATTTCTAGTGTCATAATTTGGAATAGTTGAAGCATTGAAGTTACAATATCGAACGTTAAAATATTGACACTAGAT
AGTACATTACCACCAAGGCTTTCTGATTATTCTTATCATGTTATATGAATAGTAAGAAATTACGTAGAACGCAATTT
AAGTGTGTGCGAGTCACCACAAATTAAAGGAGAACAAATTCAATGTTTCAATCGCTGGTTCCGATATACAACTTATG
CATGCCATGGCATGAATGCGAGATCCAATTATATACTARTATATACACACAAAAACATATGTAAATATAGATGGAAC
AGAAGCCTAGATAGGTTAGGATAAAGAAAACGATCAAATCTGCAAAGATCAGTCTCTCCCAAATCCCCAAARAMANAC
AAAGCATGCATTTCGTAATAAACAACTCATCATAAAACGACACATAACTCGAAAACCTCTCCTCCCGACATTTCATC
AATTCATTTCTCTTTTTATTTTCGAAAAGATGAAAACTTAATAAATTATTATGAACAATCTTACTATATATATGGAT
ATATACACAGGCCCTAAAACGTAAAACAGTTGAGGACTTTACATCTGAACATG
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FIGURA 9

TATTTGGCCTATTTTAGTTTTTCTTTTGTTATTAATGTAAAACTAATCATTCGATAAGTTCATCAAGTTCTTCATAC
TTTAGAGTATTTTTAATTAAAAACAAAAAAGTGGCCAAAACTGATTTATAAAGCATATAGTTATATCARATAGTACA
ATAATCACGATGCATGATATATTTGTTAGTATATGAACATTATAAGTAATATGTTTATGTTAAATATGTTAAGAARA
AATACATATATGTAAGTCAACTTCTGATTGGTATGAGAGACCTAAAGTCAAAACGATATTTCTCARACGAAACGTCA

GCGTTTAGCCCCATTTATGTTCTCACTCTTTTCTATATARAAAGARAGGTACTCTAGCTCGCTTAATTGTTCGAAAC
AAAGGGAGTGAGAGATG
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FIGURA 10
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gtagaaaatt

ttacctccta
caaaaataac
aaaagttaat
tatttttatc
atttttcttt
aatattatta
catgcataac
acacgtttta
ctttcttatt
attaaaccat
tttcccggaa
tccaaaccta

tctcaccttg

cttattaaaa
aaaaacagat
cgattttgta
cccgaaagat
attattaccc
ttattatcaa
aacaattatt
atgatcaata
actttgaaaa
accatatctt
ccacatttaa
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accctaatcg

atgatcttcc
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<151> 2004-11-08

<160> 4

<170> PatentIn version 3.3

<210> 1

<211> 879

<212> DNA . ]

<213> Arabidopsis thaliana

<220>

<221> promoter

<222> (60)..(879)

<400> 1

catactagca tgtatccaca tagtattgtt cacattataa

aataaaaaaa tcactacatt ttttaatgca attttattgt

caatttcata aaataaaaaa taactcgtaa taaaattcct

ttatttactt ttttgtcaat cgatataaat tagaactaaa

attatttata tatatgacat gatacgatcg attttatatc

ccgttatttc acatttctta taaccttttg ttattgtata

tcggaacaaa gaaatacaga agttaaaagc aaaagtagta

gcgtgtaaaa atagtgtata tgtgatcgtg tacaaaagta

tagaatgcaa tacaactata caaatgtcaa caatctacaa

gcaatctaaa attcatgaat ctaaatatac tctctggcag

aaagattgaa ccaaataaat aaatttacat cattaaccaa

tttaattaca acaagtaagt aaaagatcgt ctctttcttc

tttttgactt gctcaatttt gcttccttaa gacccaaaaa

acattttctc cgatttctaa atcctcctcc ggtgaaaatg

ttctactccc ggaaagtaca aaaccgataa agttccacc

<210> 2

<211> 600

Pagina 1
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180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
879
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<212>
<213>

DNA

<220>

<221> %romoter

<222>

<400> 2
cccggataat

tcttctggaa
tctcttecat
gggaatcgat
ttaacaatgg
gttgctttta
cactttgtgg
atctttttta
aatgtttttc
acctttgctc
<210> 3

<211>

<212>
<213>

DNA

<220>
<221>
<222>

<400> 3
aatggctttt

tctggttcta
tatttgattt
ctacacttgc
acaatctgtt
aaactaatat
acttgctagc
ttctaacttc
tttggaatag
gtacattacc
acgtagaacg
gtttcaatcg

attatatact

60) .. (600)

tcttccaagt
aaggtgacaa
tgatgtgtaa
ttctcttget
tgttgatatg
atggaagaat
ggtctttttg
attctctagg
cttttcgtct

attaagggac

1054

promoter
(60)..(1054)

tacaaatatt
tctattaaat
tgtaatatta
cgaccaacgt
cacacaatgt
cggccatcca
tatttcaact
aaaacaaata
ttgaagcatt
accaaggctt
caatttaagt
ctggttccga

aatatataca

Martes, 29

Arabidopsis thaliana

ataaacccgt
cttttttctg
acgaatagtc
ttttatgaaa
tgaatgtcga
ctgaatcctg
tttgtgaatc
attcgttttc
tctaacactt

ttgtttgatt

Arabidopsis thaliana

ttggtgtagg
gccttttctt
tattttctta
tcctcaagtg
catgatgttt
tccgtctcaa
tattattgat
Caaaaaaaag
gaagttacaa
tctgattatt
gtgtgcgagt
tatacaactt

CaCadadaca

de Noviembre de 2005

cgactcattc
tttttttttt
gaatacgaat

ccggatattt

aaccagattt

agggtgtgat
tagtatattg
tactctttca
ttttctagtt
tttgggttta

acttatatta
tttgtagttt
taaaagagaa
tcacatcttc
ataattaatc
taatgtaatt
tacagattag
aaagtgaatg
tatcgaacgt
cttatcatgt
caccacaaat
atgcatgcca

tatgtaaata
Pagina 2

attcacgggt
ataataaaag
tcgtttctct
caggctgcga
tgtgtaacgt
ttgggttttg
aattattgtc
aatgtggtca
tgcacaatca

acaggttttt

tacatgtgtg
tttatgattc
taaaatttca
tgtgcaagag
ttatcatctt
gcatacaatc
atctacaatt
taaaatttct
taaaatattg
tatatgaata
taaaggagaa
tggcatgaat

tagatggaac
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ttcgtttett 60
gtgacaactt 120
taatgtatta 180
atagattatt 240
tttégatttt 300
ggggaatatt 360
ggaattagaa 420
ttctagtgta 480
aaaagacgtt 540
ggctgtgaag 600
tggcgaacct 60
agaattcaga 120
aatttcctgt 180
agacaaaact 240
cattcatatc 300
tttgtttagg 360
tgtaaagaac 420
agtgtcataa 486
acactagata 540
gtaagaaatt 600
caaattcaat 660
gcgagatcca 720
agaagcctag 780
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ataaagaaaa
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tattatgaac

cgtaaaacag ttgaggactt

<210> 4

<211> 402
<212> DNA
<213>

<220>
<221>
<222>

<400> 4
tatttggcct

catcaagttc
atttataaag
tagtatatga
atgtaagtca
aaacgtcagc

tctagctcgce

promoter
(60)..(402)

attttagttt
ttcatacttt
catatagtta
acattataag
acttctgatt
gtttagcccc
ttaattgttc
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cgatcaaatc
cgtaataaac
catcaattca
aatcttacta

tacatctgaa

Arabidopsis thaliana

ttcttttgtt
agagtatttt
tatcaaatag
taatatgttt
ggtatgagag
atttatgttc

gaaacaaagg
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tgcaaagatc
aactcatcat
tttctetttt
tatatatgga

catg

attaatgtaa
taattaaaaa
tacaataatc
atgttaaata
acctaaagtc

tcactctttt

gagtgagaga
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agtctctccc
aaaacgacac
tattttcgaa

tatatacaca

aactaatcat
caaaaaagtg
acgatgcatg
tgttaagaaa
aaaacgatat
ctatataaaa

tg
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aaatccccaa 840
ataactcgaa 900
aagatgaaaa 960
ggccctaaaa 1020

1054
fcgataagtt 60
gccaaaactg 120
atatatttgt 180
aaatacatat 240
ttctcaaacg 300
agaaaggtac 360

.402



