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DESCRIPCION
Galactosiltransferasa.

La presente invencion se refiere a polinucleétidos que codifican gluclosiltransferasas. Ademas, la presente invencion
se refiere a polinucleotidos parciales de los mismos asi como a vectores que comprenden estos polinucleétidos para
la expresion o la destruccion génica de los mismos, a células hospedadoras recombinantes, tejido u organismos
transfectados con los polinucleétidos o partes de los mismos o a ADN procedente de los mismos, asi como a las
glucoproteinas producidas en estas células hospedadoras, tejido u organismos. Ademas, la presente invencién se
refiere a la utilizacién del producto de expresion del mismo in vitro asi como in vivo.

En el pasado, se han producido proteinas heter6logas utilizando una variedad de sistemas celulares transformados,
tales como los procedentes de bacterias, hongos, tales como estirpes celulares de levadura, insectos, plantas o
mamiferos.

Las proteinas producidas en organismos procariéticos pueden no modificarse después de la traduccion de una
manera similar a la de las proteinas eucariéticas producidas en sistemas eucaridticos, por ejemplo pueden no
glucosilarse con azucares apropiados en particular restos de aminoacidos, tales como restos (N) de acido aspartico
(N unido por glucosilacién). Ademas, el plegamiento de las proteinas eucariéticas producidas por bacterias puede
ser inapropiado debido a, por ejemplo, la incapacidad de la bacteria para formar puentes disulfuro de cisteina.
Ademas, las proteinas recombinantes producidas por bacterias frecuentemente se agregan y se acumulan como
cuerpos de inclusion insolubles.

Los sistemas de células eucaridticas son mas adecuados para la produccion de proteinas glucosiladas encontradas
en varios organismos eucariéticos, tales como seres humanos, ya que dichos sistemas celulares pueden efectuar
modificaciones después de la traduccion, tales como la N-glucosilacion de proteinas producidas. Sin embargo, un
problema encontrado en los sistemas de células eucaridticas que han sido transformadas con genes heterélogos
adecuados para la producciéon de secuencias de proteinas destinadas para la utilizacién, por ejemplo, como
productos farmacéuticos, consiste en que el modelo de glucosilaciéon de dichas proteinas con frecuencia adquiere un
modelo natural, es decir, del sistema de células eucariéticas en el que la proteina se ha producido: se producen
proteinas glucosiladas que comprenden modelos no animales de glucosilaciéon y éstas a su vez pueden ser
inmunodgenas y/o alérgenas si se aplican en animales, incluyendo los seres humanos. En las plantas esta limitaciéon
ha sido superada por la eliminacién de los restos de azicar 1,2-xilosa y a-1,3 fucosa especificos para las plantas
que en las plantas estan generalmente unidos a la estructura nuclear de los N-glucanos (Lerouge et al. 1998 Plant
Mol. Biol. 38, 31-48; Rayon et al. 1998 J. Experimental Bot. 49, 1463-1472). En el caso de Arabidopsis thaliana
(Strasser et al. 2004 FEBS Lett. 561, 132-136) y en el caso de la briofita Physcomitrella patens (patente EP1431394;
Koprivova et al. 2004 Plant Biotechnol. J. 2, 517-523) se generaron mutantes que presentan modelos de N-glucano
que carecen completamente de restos nucleares de a-1,3 fucosa y 1,2-xilosa. Sorprendentemente, a pesar de la
modificacién del modelo del complejo tipo N-glucanos no se observaron alteraciones o cambios morfolégicos en la
viabilidad en estos mutantes.

Aparte de la adicién de los dos restos especificos de la planta descritos anteriormente las etapas de maduracion de
la glucoproteina en la ER y en el cis-Golgi son idénticas en los vegetales y en los mamiferos hasta la accion de
GlcNAc-transferasa |, GlcNAc-transferasa Il y Golgi a-manosidasa (Lerouge et al. 1998 Plant Mol. Biol. 38, 31-48).
Ademas el alargamiento del N-glucano se realiza de manera diferente en los dos reinos. Aunque en los mamiferos
los restos terminales de GIcNAc estan inmediatamente protegidos por la accién de B1,4- (o raras veces, 31,3-)-
galactosiltransferasa - con la notable excepcion de IgG donde esta etapa se produce sélo parcialmente - el
alargamiento en las plantas es exclusivamente por $1,3-galactosilacién pero s6lo una muy pequefia parte de los
glucanos parecen experimentar esta modificacion como puede deducirse de la abundancia relativa de varios tipos
estructurales. Los restos de galactosa en mamiferos pueden protegerse por el acido sialico y s6lo muy raramente
sustituirse por la fucosa. De nuevo, las plantas son diferentes ya que estan desprovistas de sialilacion y en el caso
que un resto terminal de galactosa unido en 1,3 esté acoplado esencialmente siempre fucosilan el penultimo resto
de GIcNAc, formando de este modo un determinante de Lewis a (LeA). Aparentemente, la 31,3-galactosiltransferasa
es la enzima de restriccion mientras que la mayoria de las células vegetales contienen suficiente actividad de a1,4-
Fuc-transferasa para asegurar que cada antena que contiene Gal se fucosila. La estructura de LeA es un
determinante del grupo sanguineo humano. Es raro como tal en los adultos sanos pero como sialil-Lewis a (sLeA) se
encuentra principalmente en los tejidos malignos tal como en el cancer de colon.

De todos modos, las glucoproteinas que contienen Lea estan raramente aisladas en las plantas y en el caso de
Physcomitrella presentan una cantidad de sélo hasta el cinco por ciento de las glucoproteinas totalmente solubles,
independientemente de si se aislan de las plantas naturales o se aislan de mutantes modificados genéticamente por
gluco que carecen de fucosa y xilosa del nucleo (Koprivova et al. 2003 Plant Biol. 5, 582-591; Koprivova et al. 2004
Plant Biotechnol. J. 2, 517-523).

Mientras que algunas investigaciones se realizaron en relacion con la a1,4-flucosiltransferasa que esté implicada en
la generacion de estructuras de glucano de tipo Lewis a en las plantas (Joly et al. 2002 J. Experimental Bot. 53,

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2366975 T3

1429-1436; Bakker et al. FEBS Lett. 507, 307-312) no existe ninguna informacién disponible con respecto a una 1,3
galactosiliransferasa especifica que esta implicada en el alargamiento de las estructuras de N-glucano en las
plantas.

En eucariotas las B1,3-galactosiltransferasas presentan un amplio espectro de especificidades de aceptor asi como
distintos modelos de expresion tisular (Hennet 2002 Cell. Mol. Life Sci. 59, 1081-1095; Amado et al. 1998 J. Biol.
Chem. 21, 12770-12778). Entre los diferentes miembros de la familia de la 1,3-galactosiltransferasa de seres
humanos para la B1,3-galactosiltransferasa 2 se ha demostrado in vitro que esta enzima era activa en la
transferencia de los restos de galactosa para las estructuras de N-glucano de tipo complejo que representan Glc-
NAcB y ovoalbimina de huevo como sustratos aceptores (Amado et al. 1998 J. Biol. Chem 21, 12770-12778).

Segun la existencia de una familia de p1,3-galactosiltransferasas homoélogas en seres humanos los andlisis de la
base de datos pusieron de manifiesto que en diferentes especies vegetales por ejemplo Arabidopsis thaliana'y Oryza
sativa existen grandes familias de genes similares de genes de 31,3-galactosiltransferasa. Ninguno de los miembros
de estos genes de B1,3-galactosiltransferasa se describe que codifican una enzima que comprenden la capacidad
de transferir la galactosa desde la UDP-galactosa a sustratos aceptores con restos terminales de GIcNAc no
reductores por ejemplo a restos terminales no reductores del complejo de tipo N-glucanos ni in vitro ni in vivo.

Dunaeva et al. (Eur. J. Biochem. 2001 (268): 5521-5529) describe un despliegue diferenciado del ARN de
Arabidopsis thaliana durante las condiciones de estrés en las que se ha identificado una proteina ("LSR5") que tiene
una determinada similitud con una 31,3-galactosiltransferasa en seres humanos.

El documento WO 2004/035798 describe genes que son aumentan o disminuyen en plantas transgénicas, en
particular en Arabidopsis thaliana.

Decker et al. (Current Opinion in Plant Biology 2004(7):166-170) describe epitopos alérgenos en proteinas vegetales
glucosiladas, en particular habida cuenta de los productos a-1,3-fucosiltransferasa y -1,2-xilosiltransferasa.

Un objetivo de la presente invencion consiste en identificar, clonar y secuenciar uno o mas genes - incluyendo las
secuencias genoémicas correspondientes no codificadoras - que codifican B1,3-galactosiltransferasas vegetales, y
preparar vectores que comprenden los genes, fragmentos del ADN de los mismos o de un ADN alterado o un ADN
procedente de los mismos o del ADN que comprende eliminaciones de los mismos. Un objetivo adicional consiste en
generar células hospedadoras, tejido y organismos que contienen uno o mas de estos vectores, para producir
glucoproteinas que carecen completamente de estructuras de N-glucano de tipo Lewis a. Un objetivo adicional
consiste en generar células hospedadoras, tejido u organismos que comprenden uno o0 mas de estos vectores, para
producir glucoproteinas con estructuras mejoradas de N-glucano de tipo Lewis a. Un objetivo adicional consiste en
proporcionar secuencias nucleotidicas que codifican dominios membranarios para dirigir enzimas para las cisternas
de Golgi recientes.

Por consiguiente, la presente invencion suministra moléculas de ADN que contienen una secuencia segun la SEC.
ID. n® 1 con un marco de lectura abierto desde el par de bases 513 al par de bases 2417 o una secuencia segun la
SEC. ID. n? 24 con un marco de lectura abierto desde del par de bases 321 al par de bases 2387, o tienen por lo
menos 80% de identidad con por lo menos una de las secuencias completas anteriores, o comprenden una
secuencia que se degenera a las secuencias anteriores debido al codigo genético, teniendo las secuencias que
codifican proteinas vegetales actividad de [1,3-galactosiltransferasa (actividad de (1,3-GalT) o siendo
complementarias de ésta. Se da ha conocer también i) una molécula de ADN que contiene una secuencia segin la
SEC. ID. n? 1 que tiene un marco de lectura abierto desde el par de bases 513 al par de bases 2417 o que tiene por
lo menos 50% de identidad con la secuencia mencionada anteriormente o que comprende una secuencia que se ha
degenerado a la secuencia de ADN anterior debido al codigo genético, codificando la secuencia una proteina vegetal
que tiene actividad de 1,3-galactosiltransferasa o es complementaria de ésta, ii) una molécula de ADN que contiene
una secuencia segun la SEC. ID. n? 2 que tiene un marco de lectura abierto desde el par de bases 1 al par de bases
1902 o que tiene por lo menos 50% de identidad con la secuencia mencionada anteriormente o que comprende una
secuencia que se ha degenerado a la secuencia de ADN anterior debido al cédigo genético, codificando la
secuencia una proteina vegetal que tiene actividad de B1,3-galactosiltransferasa o es complementaria de ésta, iii)
una molécula de ADN que contiene una secuencia segun la SEC. ID. n® 24 que tiene un marco de lectura abierto
desde el par de bases 321 al par de bases 2387 o que tiene por lo menos 50% de identidad con la secuencia
mencionada anteriormente o que comprende una secuencia que se ha degenerado a la secuencia de ADN anterior
debido al cédigo genético, codificando las secuencia una proteina vegetal que tiene actividad de [31,3-
galactosiltransferasa o es complementaria de ésta, iv) una molécula de ADN que contiene una secuencia segun la
SEC. ID. n? 25 que tiene un marco de lectura abierto desde el par de bases 1 al par de bases 2052 o que tiene por lo
menos 50% de identidad con la secuencia mencionada anteriormente o que comprende una secuencia que se ha
degenerado a la secuencia de ADN anterior debido al coédigo genético, codificando las secuencia una proteina
vegetal que tiene actividad de 31,3-galactosiltransferasa o es complementaria de ésta, v) una molécula de ADN que
contiene una secuencia segun la SEC. ID. n® 3 que representa la estructura del ADN gendmico desde el par de
bases 1 al par de bases 6187 incluyendo las secuencias de intron y las secuencias de exdn correspondientes a las
SEC. ID. n® 1 que permiten la generacién de montajes modificados genéticamente con secuencias genémicas, vi)
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una molécula de ADN que contiene una secuencia segun la SEC. ID. n® 4 que representa la estructura del ADN
gendmico desde el par de bases 1 al par de bases 4087 incluyendo las secuencias de intron y las secuencias de
exon correspondientes a las SEC. ID. n® 2 que permiten la generacién de montajes modificados genéticamente con
secuencias genémicas.

Como la familia de glucosiltransferasas es muy divergente (figura 1) y solamente las regiones conservadas (en
negrilla en la figura 1) son muy similares, la presente memoria da a conocer también una molécula de ADN que
contiene una secuencia que tiene por lo menos 20% de identidad total con una secuencia segun una cualquiera de
las SEC. ID. n® 1, SEC. ID. n® 2, SEC. ID. n® 24 o SEC. ID. n? 25 y que tiene por lo menos el 80% de identidad con
una secuencia de los siete dominios conservados de SEC. ID. n® 1 o la SEC. ID. n? 2 que codifican los aminoacidos
387-392 (DLFIGI o ELFVGI), 402-409 (RMAVRKTW), 425-428 (FVAL), 455-465 (DRYDIVVLKTV), 479-489
(YIMKCDDDTFV o HYMKCDDDTFV), 536-548 (YPIYANGPGYILS o YPTYANG-PGYILS) y 570-576 (EDVSVGI) de
la proteina SEC. ID. n® 19 o las SEC. ID. n® 20, o que comprende una secuencia que se degenera a la secuencia
anterior debido al cédigo genético, teniendo actividad de (1,3-galactosiltransferasa la secuencia que codifica
proteinas vegetales o siendo complementaria de ésta. También se da a conocer la molécula de ADN que comprende
una secuencia que tiene por lo menos el 20% de identidad total con una secuencia segin una cualquiera de SEC.
ID. n% 1, SEC. ID. n? 2, SEC. ID. n® 24 0 SEC. ID. n? 25 y que codifica por lo menos el 95%, preferentemente todos,
los aminoacidos conservados de los siete dominios conservados de las SEC. ID. n® 1 o SEC. ID. n® 2 seleccionadas
de entre los aminoacidos 388 (L), 402 (R), 404 (A), 406 (R), 408 (T), 409 (W), 425 (F), 455 (D), 457 (Y), 463 (K), 464
(T), 481 (M), 482 (K), 484 (D), 486 (D), 488 (F), 489 (V), 536 (Y), 537 (P), 542 (G), 544 (G), 545 (Y), 548 (S), 570 (E),
571 (D), 572 (V), 575 (G) y 576 (I) de la proteina de la SEC. ID. n? 19 o la SEC. ID. n® 20, o que comprende una
secuencia que se degenera a las secuencia anterior debido al cédigo genético, teniendo la secuencia de codificacién
de las proteinas vegetales actividad de B1,3-galactosiltransferasa o siendo complementaria de ésta. Se dan a
conocer las identidades de secuencias totales de por lo menos 25%, por lo menos 30%, por lo menos 35%, por lo
menos 40%, o por lo menos 45%. La identidad de la secuencia para los dominios conservados puede ser por lo
menos del 90%, por lo menos del 95% o del 100%.

El marco de lectura abierto de la secuencia que tiene los codigos de la SEC. ID. n® 1 para una proteina con 634
aminodcidos (figura 2, SEC. ID. n? 19). La proteina codificada por la SEC. ID. n? 1 contiene un dominio
transmembranario en la region entre Leu20 y Leu39, y contiene los siete dominios conservados - presentes en las
1,3-galactosiltransferasas humanas - descritas por Hennet (2002 Cell. Mol. Life Sci. 59, 1081-1095, figura 2) asi
como la mayoria de los aminoacidos conservados situados en el terminal C descritos por Amado et al. (1988 J. Biol.
Chem. 21, 12770-12778, figura 2).

El marco de lectura abierto de la secuencia que tiene las SEC. ID. n® 2 codifica una proteina con 633 aminoacidos
(figura 3, SEC. ID. n? 20). La proteina codificada por las SEC. ID. n® 2 contiene un dominio transmembranario en la
region entre Leu20 y Leu39, y codifica los siete dominios conservados - presentes en las 31,3-galactosiltransferasas
humanas - descritas por Hennet (2002 Cell. Mol. Life Sci. 59, 1081-1095, figura 2) asi como la mayoria de los
aminodcidos conservados situados en el terminal C descritos por Amado et al. (1988 J. Biol. Chem. 21, 12770-
12778, figura 2).

El marco de lectura abierto de la secuencia que tiene la SEC. ID. n? 24 codifica una proteina con 688 aminoacidos
(figura 4; SEC. ID. n°26), que es una variante de corte y empalme alternativa a la proteina SEC. ID. n® 1.

El marco de lectura abierto de la secuencia que tiene la SEC. ID. n? 25 codifica una proteina con 683 aminoacidos
(figura 5; SEC. ID. n°27), que es una variante de corte y empalme alternativa a la proteina SEC. ID. n® 2.

La presente memoria describe también las secuencias genémicas de este gen tal como el suministrado por la SEC.
ID. n® 3 0 n® 4, desde luego, como todas las deméas moléculas de ADN o proteinas segun la presente invencion (si
no se describe explicitamente de otra manera) en forma aislada.

La actividad de las 1,3-galactosiltransferasas vegetales puede analizarse por diferentes métodos.

Segun Amado et al. (1988 J. Biol. Chem. 21, 12770-12778) los montajes que codifican las formas solubles
segregadas - que carecen de dominio transmembranario - de las B1,3-galactosiltransferasas pueden clonarse en
vectores de expresion por ejemplo apropiados para la transfeccion de Baculovirus y ampliarse en células Sf9; en los
productos de expresion resultantes pueden purificarse y analizarse posteriormente la actividad de f1,3-
galactosiltransferasas.

Otro enfoque debido a los andlisis de la actividad especifica puede ser sobreexpresion de las (1,3-
galactosiltransferasas en un hospedador apropiado por ejemplo como Physcomitrella patens preparando montajes
de expresion disefiados para codificar los marcos de lectura abierta completos de las $1,3-galactosiltransferasas
segun la presente invencién y mediante la generacion de cepas transgénicas de Physcomitrella por lo menos para
uno de los genes de B1,3-galactosiliransferasas segun la presente invencion. Las cepas transgénicas generadas
presentan contenidos mejorados de N-glucanos galactosilados. Los modelos de N-glucano procedentes de
Physcomitrella pueden aislarse y analizarse como describe Koprivova et al. (2003 Plant Biol. 5, 582-591) y Koprivova
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et al. (2004 Plant Biotechnol. J. 2, 517-523).

Las actividades de B1,3-galactosiltransferasas segin la presente invencion pueden analizarse indirectamente
mediante la destruccion dirigida de los genes responsables en un hospedador apropiado por ejemplo Physcomitrella
patens que produce la inhibicion de las actividades de p1,3-galactosiltransferasas en relacion con la transferencia de
la galactosa desde la UDP-galactosa a los restos de GIcNAc del terminal no reductor en N-glucanos y por
consiguiente con la pérdida de la galactosilacion terminal. De nuevo, los modelos N-glucano de Physcomitrella
pueden aislarse y analizarse como describe Koprivova et al. (2003 Plant Biol. 5, 582-591) y Koprivova et al. (2004
Plant Biotechnol. J. 2, 517-523). Preferentemente, la 31,3-galactosiltransferasa segun la presente invencion es una
GlIcNAc-B1,3-galactosiltransferasa.

Alternativamente la reduccién de la actividad de (1,3-galactosiltransferasa puede conseguirse por procedimientos
que se utilizan corrientemente para este finalidad por ejemplo la estrategia complementaria bien conocida, la
estrategia transcrita, la tecnologia de ribozimas, la tecnologia del APN o la estrategia de la interferencia del ARN.

Segun la presente invencidn una célula hospedadora, tejido u organismo se transfecta con las secuencias
nucleotidicas que comprenden al menos las secuencias SEC. ID. n® 1 o SEC. ID. n® 24 que codifican una B1,3-
galactosiliransferasa. En una forma de realizacion preferida de la presente invencion las secuencias de codificacion
estédn unidas a secuencias reguladoras tales como secuencias activadoras y de terminacion que permiten la
expresion de los genes de B1,3-galactosiltransferasa que producen los productos de expresion que presentan
actividades de 1,3-galactosiltransferasa. En cuanto al tejido u organismo de la célula hospedadora las secuencias
reguladoras operativamente conectadas a la secuencia de codificaciéon de B1,3-galactosiltransferasa pueden ser
homélogas debido al hospedador utilizado. Las secuencias reguladoras operativamente conectadas a la secuencia
de codificacion de 1,3-galactosiltransferasa pueden ser heterélogas. En otra forma de realizacion, las secuencias
reguladoras operativamente conectadas a la secuencia de codificacién de B1,3-galactosiltransferasa pueden ser
suministradas por el vector utilizado para la transfeccién o pueden crearse in vivo introduciendo la secuencia de
codificaciéon de (1,3-galactosiltransferasa por integracion dirigida por ejemplo recombinacién homéloga en un locus
apropiado resultante en un ensamble operativamente funcional de la secuencia de codificacion de {1,3-
galactosiltransferasa con las secuencias reguladoras endégenas de la célula hospedadora, tejido u organismo.

En una forma de realizacion preferida de la presente invencion la expresion producto o partes del mismo por ejemplo
una forma soluble que carece de dominios transmembranarios que comprende (1,3-galactosiltransferasa puede
utilizarse para el alargamiento de N-glucanos en glucolipidos o glucoproteinas in vitro o in vivo. En una forma de
realizacién mas los N-glucanos resultantes que comprenden restos de galactosa terminales unidos en 1,3 pueden
alargarse mas in vitro o in vivo con restos de azlcar adicionales, tales como restos de fucosa, galactosa o 4cido
sidlico. Por consiguiente, la presente invencion se refiere a nuevas glucoproteinas con estructura de azicar de N-
glucanos que comprende el complejo tipo N-glucanos que contiene restos de azlcar terminales, tal como galactosa,
una fucosa adicional, acido sialico o combinaciones de los mismos. En una forma de realizacién mas preferida, estas
glucoproteinas son proteinas superficiales que presentan el complejo de tipo N-glucano al medio externo de la
célula, por ejemplo permitiendo contactos proteina/proteina (tales como contactos con anticuerpos, otras células,
etc.) o proteinas secretoras, por ejemplo anticuerpos o eritropoyetina. Dichas glucoproteinas producidas segun la
presente invencién son muy adecuadas para la vacunacién, especialmente de personas, tanto in vitro como in vivo.

Se dan a conocer secuencias nucleotidicas segin la SEC. ID. n® 1, SEC. ID. n® 2, SEC. ID. n® 24 o0 SEC. ID. n® 25
que codifican dominios transmembranarios para dirigir una proteina heteréloga a las cisternas de Golgi recientes. En
una forma de realizacion preferida las B-1,4-galactosiltransferasas o las sialiltransferasas que presentan actividad
para el alargamiento de N-glucanos se dirigen a las cisternas de Golgi recientes por intercambio de los dominios
transmembranarios naturales con éstas de las B1,3-galactosiltransferasas segin la presente invencion.

Segun la presente invencién se suministra una célula hospedadora transformada que comprende por o menos una
secuencia nucleotidica disfuncional de B1,3-galactosiltransferasa.

En una forma de realizacion preferida de la invencion la célula hospedadora se selecciona de entre plantas, por
ejemplo de la especie Lemna, de la especie Wolffia, de las especies de arroz, zanahoria, trigo, maiz y tabaco. En
una forma de realizacién mas preferida de la invencién la célula hospedadora se selecciona de briofitas incluyendo
musgos y hepaticas, de especies de los géneros Physcomitrella, Funaria, Sphagnum, Ceratodon, Marchantia y
Sphaerocarpos. La célula de briofita es preferentemente de Physcomitrella patens.

Un hospedador preferido segun la presente invencion es una briofita, especialmente Physcomitrella patens, una
planta terrestre haploide no vascular, puede utilizarse para la produccion de proteinas recombinantes gluco-
transgénicas (documento WO 01/25456). Se han detectado en Physcomitrella patens asi como en otras estructuras
vegetales tipo a de Lewis (Koprivova et al. 2003 Plant Biol. 5, 582-591; Koprivova et al. 2004 Plant Biotechnol. J. 2,
517-523). Aunque en las plantas no se ha identificado nada de (1,3-galactosiltransferasa que presente actividad
especifica en la prolongacion de estructuras de N-glucano se selecciond Physcomitrella como una supuesta fuente
de esta clase desconocida de glucosiltransferasa.
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El ciclo vital de los musgos esta dominado por la generacion fotoautétrofa de gameto ofitico. El ciclo vital es
completamente diferente al de las plantas superiores en las que el esporofito es la generacién dominante y existen
notablemente muchas diferencias que deben observarse entre las plantas superiores y las briofitas.

El gametofito de las briofitas incluyendo los musgos se caracteriza por dos fases de desarrollo distintas. El
protonema que se desarrolla por crecimiento apical, crece en una red filamentosa de sélo dos tipos de células
(células de cloronema y caulonema). La segunda fase, denominada gametofora, se diferencia por el crecimiento
caulinario de un sistema apical sencillo. Ambas fases son fotoaut6trofas activas. El cultivo del protonema sin
diferenciacion en el gamet6foro més complejo se ha demostrado para cultivos en suspension en matraces asi como
para cultivos en biorreactor (documento WO 01/25456). El cultivo de tejido multicelular completamente diferenciado
y fotoautrétofo activo que contiene solamente unos pocos tipos de células no esta descrito para plantas superiores.
La estabilidad genética del sistema celular del musgo proporciona una ventaja importante sobre los cultivos de
células vegetales.

Existen algunas diferencias importantes entre las briofitas (plantas no vasculares) y las plantas superiores (plantas
vasculares) a nivel bioquimico. La asimilacion del sulfato en Physcomitrella patens difiere significativamente de la de
las plantas superiores. La enzima clave de la asimilacion del sulfato en las plantas superiores es la adenosina 5'-
fosfosulfato reductasa. En Physcomitrella patens coexiste una ruta alternativa a través de fosfoadenosina 5'-
fosfosulfato reductasa (Koprivova et al. (2002) J. Biol. Chem. 277, 32195-32201). Esta ruta no se ha caracterizado
en las plantas superiores.

Ademas, muchos miembros de las familias de briofitas, algas y helechos producen una gran variedad de grasas de
acidos grasos poliinsaturados (Dembitsky (1993) Prog. Lipid Res. 32, 281-356). Por ejemplo, el 4cido araquidénico y
el acido eicosapentaenoico se cree que son producidos solamente por las plantas inferiores y no por las plantas
superiores. Algunas enzimas del metabolismo de los acidos grasos poliinsaturados, (grupo delta-6 acil desaturasa)
(Girke et al. (1998), Plant J., 15, 39-48) y un componente de una delta 6 elongasa (Zank et al. (2002) Plant J., 31,
255-268), se han clonado a partir de Physcomitrella patens. Se han descubierto genes no correspondientes en las
plantas superiores. Este hecho parece confirmar que existen diferencias fundamentales entre las plantas superiores
y las plantas inferiores a nivel bioquimico.

Por otra parte, las briofitas presentan recombinacién homdéloga muy eficiente en su ADN nuclear, una caracteristica
Unica de las plantas, lo que permite la destruccion dirigida de genes (Girke et al. (1998) Plant J., 15, 39-48;. Strepp
et al. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95: 4368-4373; Koprivova (2002) J. Biol. Chem. 277, 32195-32201; revisado
por Reski (1999) Planta 208, 301-309; Schaefer y Zryd (2001) Plant Phys. 127, 1430-1438; Schaefer (2002) Annu.
Rev. Plant Biol. 53, 477-501; Koprivova et al. 2004 Plant Biotechnol. J. 2, 517-523; Brucker et al. 2005 Planta 220,
864-874) que ilustran mas diferencias fundamentales con las plantas superiores. Sin embargo, en algunos casos la
utilizacién de este mecanismo para alterar el modelo de glucosilacion ha demostrado ser problematica, como se
muestra en la presente memoria en los ejemplos. La disgregacion de la N-acetilglucosaminiltransferasa | (GNT1) en
Physcomitrella patens dio como resultado la pérdida del transcrito especifico, pero s6lo en pequenas diferencias del
modelo de N-glucosilacion. Estos resultados estan en contraste directo con la pérdida de glucanos del complejo
Golgi modificado en una planta mutante de Arabidopsis thaliana que carece de GNT1 observado por von Schaewen
et al. (1993) Plant Physiol. 102, 1109-1118). Por lo tanto, la modificacién genética en Physcomitrella patens no dio
como resultado la modificacion prevista del modelo N-glucosilacion.

Aunque la estrategia de la modificacién genética no tuvo éxito para la glucosiltransferasa GNT1, en relacion con las
alteraciones de los genes que codifican la p1,2-xilosiltransferasa y a1,3-galactosiltransferasa se llevaron a cabo con
éxito en Physcomitrella patens.

Ademas la integracion de la B1,4-galactosiltransferasa humana en el genoma de una planta Physcomitrella patens
modificada genéticamente dos veces dio lugar a un modelo de glucosilacién de N ligado como en los mamiferos sin
los restos fucosil y xilosil especificos de vegetales y con los restos 1,4-galactosilo terminales como en los mamiferos.
Se descubrié que la galactosiliransferasa era activa.

La célula de briofitas, tal como una célula de Physcomitrella patens, puede ser cualquier célula adecuada para la
transformacién segun los procedimientos de la invencién como se describe en este documento, y puede ser una
célula de protoplasto de musgo, una célula que se encuentra en el tejido de protonema u otro tipo de célula. De
hecho, el destinatario experimentado apreciara que la mayor parte del tejido vegetal de musgo que comprende
poblaciones de células de briofitas transformadas segun la invencion, tal como el tejido de las, como el tejido de
protonema transformado constituye un aspecto de la presente invencion.

El término "disfuncional", tal como se utiliza en la presente memoria, significa que las secuencias de nucleotidicas
nombradas de transferasa de (1,3-galactosiltransferasa ($1,3-GalT) son sustancialmente incapaces de codificar
ARNm que codifica las proteinas funcionales p1,3-GalT que son capaces de modificar los glucanos unidos a N con
restos terminales de galactosa unidos por 1,3. En un prefermento, las secuencias nucleotidicas de la transferasa
vegetal 1,3-GalT disfuncional comprenden inserciones dirigidas de secuencias nucleotidicas exdgenas en
enddgenas, es decir, gendmicas, genes de (1,3-GalT naturales comprendidos en el genoma nuclear de briofitas (si
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se trata de un genoma de briofitas verdaderamente natural, que se encuentra en las células de briofitas que no han
sido transformadas con anterioridad por el hombre con otras secuencias de acido nucleico, o en un genoma nuclear
transformado de briofitas en el que las inserciones de la secuencia de &cido nucleico se han realizado previamente
de las secuencias deseadas de acido nucleico), que inhibe o reprime substancialmente la transcripcion de ARNm
que codifica la actividad funcional de 31,3-GalT.

Otro aspecto de la invencién se refiere a un vector biolégicamente funcional que comprende una de las moléculas de
ADN anteriormente indicadas o a las partes de las mismas de diferentes longitudes con al menos 20 pares de bases.
Para la transfeccion en las células hospedadoras, es necesario un vector independiente capaz de ampliacion, en el
que, en funcion de la célula hospedadora, del mecanismo de la transfeccion, de la tarea y el tamafo de la molécula
de ADN, se puede utilizar un vector adecuado. Dado que se conoce un gran numero de diferentes vectores, una
enumeracion de los mismos iria mas alla de los limites de la presente solicitud y por lo tanto se prescinde aqui,
sobre todo porque los vectores son muy bien conocidos por los expertos en la materia (en cuanto a los vectores, asi
como todas las técnicas y los términos utilizados en esta memoria que son conocidos por los expertos en la materia,
véase, también Sambrook Maniatis). En el mejor de los casos, el vector tiene una masa de moléculas pequenas y
deberia incluir genes seleccionables a fin de dar lugar a un fenotipo facilmente reconocible en una célula para asi
permitir una facil seleccion de células hospedadoras que contienen vector y sin vector. Para obtener un alto
rendimiento de ADN y de productos génicos correspondientes, el vector deberia comprender un activador potente,
asi como un potenciador, sefiales de ampliacién génica y secuencias reguladoras. Para una replicacion auténoma
del vector, ademas, es importante un origen de replicacién. Las zonas de poliadenilacion son responsables del
tratamiento correcto del ARNm y de las sefales de corte y empalme para las transcripciones del ARN. Si se utilizan
como vectores fagos, virus o particulas viricas, las sefales de encapsulacién controlaran la encapsulacién del vector
ADN. Por ejemplo, para la transcripcién en vegetales, los plasmidos Tl son apropiados, y para la transcripcion en
células de insecto, baculovirus y en insectos, respectivamente, transposones, tal como el elemento P.

Si el vector de la invencién descrito anteriormente se inserta en un vegetal o en una célula vegetal, una supresion
tras la transcripcion de la expresién génica del gen enddgeno de la B1,3-galactosiliransferasa se alcanza por
transcripcion de un transgén homologo a éste o de partes del mismo, en la orientacién de la transcripcion. Para esta
técnica de transcripcion, ademas, se hace referencia a las publicaciones de Baucombe 1996, Plant. Mol. Biol.,
9:373-382, y Brigneti et al., 1998, EMBO J. 17: 6739-6746. Esta estrategia de "silenciamiento génico" es una manera
eficaz de suprimir la expresion del gen de la 31,3-galactosiltransferasa, véase también Waterhouse et al., 1998,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:13959-13964.

Ademas, la invencion se refiere a un vector bioldgicamente funcional que comprende una molécula de ADN segun
una de las modalidades descritas anteriormente, o partes de la misma, de diferentes longitudes en orientacion
inversa al activador. Si este vector se transfecta en una célula hospedadora, un "ARNm complementario” se leera
que es complementario del ARNm de la 31,3-galactosiltransferasa y acompleja este Ultimo. Este enlace impedira el
correcto tratamiento, el transporte, la estabilidad o, evitando la hibridacion de los ribosomas, impedira la traduccién y
por lo tanto la expresién normal del gen de la 1,3-galactosiltransferasa.

A pesar de que toda la secuencia de la molécula de ADN podria insertarse en el vector, las secuencias parciales de
la misma debido a su menor tamafio pueden ser mejores para determinados fines. Con el aspecto complementario,
por ejemplo, es importante que la molécula de ADN sea lo suficientemente grande como para formar un ARNm
complementario suficientemente grande que se una a la ARNm transferasa. Una molécula de ARN complementario
adecuada comprende, por ejemplo, de 50 a 200 nucleétidos, ya que muchas de las moléculas de ARN
complementario naturales conocidas, contienen aproximadamente 100 nucledétidos.

Para una inhibicién particularmente eficaz de la expresion de una 1,3-galactosiltransferasa activa, es adecuada una
combinacion de la técnica transcrita y la técnica complementaria (Waterhouse et al., 1998, Proc. Natl. Acad. Sci.,
USA., 95: 13.959 a 13.964).

De manera ventajosa, se utilizan moléculas de ARN que se hibridan rapidamente. La eficacia de las moléculas de
ARN complementario que tienen un tamafno de mas de 50 nucleétidos dependera de la cinética de hibridacién in
vitro. Asi, por ejemplo, las moléculas de ARN complementario que se hibridan rapidamente presentan una inhibicién
mayor de la expresion de la proteina que las moléculas de ARN que se hibridan lentamente (Wagner et al., 1994,
Annu. Rev. Microbiol., 48:713-742; Rittner et al., 1993, Nucl. Acids Res., 21:1381-1387). Dichas moléculas de ARN
que se hibridan rapidamente comprenden en particular un gran namero de bases externas (extremos libres y
secuencias de conexién), un gran numero de subdominios estructurales (componentes), asi como un bajo nivel de
los bucles (Patzel et al. 1998, Nature Biotechnology, 16, 64-68). Las estructuras secundarias hipotéticas de la
molécula de ARN complementaria pueden determinarse, por ejemplo, con ayuda de un programa de ordenador,
segun el cual se selecciona una secuencia de ARN ADN complementario adecuada.

Pueden insertarse diferentes regiones de la secuencia de la molécula de ADN en el vector. Una posibilidad consiste,
por ejemplo, en insertar en el vector sélo la parte que es responsable de la hibridacion de ribosomas. El bloqueo en
esta regién del ARNm bastara para interrumpir toda la traduccién. Una eficacia particularmente elevada de las
moléculas complementarias también resulta para las regiones 5' y 3’ no traducidas del gen.
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Preferiblemente, la molécula de ADN segun la invencién incluye una secuencia que comprende una mutacion por
eliminacion, insercion y/o sustitucion. EI nimero de nucleétidos mutante es variable y varia de uno solo a varios
nucleétidos eliminados, insertados o sustituidos. También es posible que el marco de lectura se desplace por la
mutacién. En dicho "gen modificado genéticamente" es meramente importante que la expresién de una B1,3-
galactosiltransferasa se altere, y se evita la formacién de una enzima funcional activa. De este modo, el sitio de la
mutacién es variable, siempre y cuando se evite la expresion de una proteina enzimaticamente activa.
Preferentemente, la mutacion esta en la zona catalitica de la enzima que se encuentra en la zona C-terminal. Los
procedimientos de insercién de mutaciones en las secuencias de ADN son muy conocidos por los expertos en la
materia, y por lo tanto, las distintas posibilidades de mutagenia no necesitan ser expuestas en la presente memoria
con detalle. Puede emplearse en este caso la mutagenia fortuita, asi como, en particular mutagenia dirigida, por
ejemplo, la mutagenia dirigida, mutagenia controlada por oligonucleétidos o mutagenia con ayuda de enzimas de
restriccion.

Por otra parte, las técnicas de ribozima o ARNsi se pueden aplicar para reducir o eliminar la actividad de p1,3-GaltT
en las células que tienen actividad de 31,3-GalT. La adaptacién de las técnicas de ARNsi a la presente invencion es
sencilla basandose en la experiencia existente en la materia (por ejemplo, Nat. Reviews: RNA interference collection
(octubre de 2005)).

La invencién proporciona ademas una molécula de ADN que codifica una ribozima que se compone de dos
porciones de secuencia de por lo menos 10 a 15 pares de bases cada una, que son complementarias de las
porciones de la secuencia de una molécula de ADN de la invencién como se describié anteriormente, para los
complejos de ribozima y escinde el ARNm que se transcribe a partir de una molécula de ADN f1,3-
galactosiltransferasa natural. La ribozima reconocera el ARNm de la B1,3-galactosiltransferasa, por emparejamiento
de bases complementarias con el ARNm. Posteriormente, la ribozima escindira y destruird el ARN de una manera
especifica para la secuencia, antes de que se traduzca la enzima. Después de la disociacién del sustrato escindido,
la ribozima se hibridara en repetidas ocasiones con las moléculas de ARN y actuara como endonucleasa especifica.
En general, pueden producirse ribozimas especificamente por inactivacion de un determinado ARNm, incluso si no
se conoce toda la secuencia completa del ADN que codifica la proteina. Las ribozimas son particularmente eficaces
si las ribosomas se mueven lentamente a lo largo del ARNm. En ese caso es mas facil que la ribozima encuentre un
sitio sin ribosomas en el ARNm. Por esta razén, los mutantes lentos de ribosomas son también adecuados como
sistema para ribozimas (J. Burke, 1997, Nature Biotechnology, 15, 414- 415). Esta molécula de ADN es
particularmente ventajosa para la regulaciéon por disminucién y la inhibicion, respectivamente, de la expresion de las
1,3-galactosiltransferasas.

Una forma posible consiste también en utilizar una forma variada de ribozima, es decir, una minizima. Las minizimas
son particularmente eficaces para escindir moléculas méas grandes de ARNm. Una minizima es una ribozima cabeza
de martillo que tiene un enlazador oligonucleotidico corto en lugar del tronco/bucle Il. Las dimero-minizimas son
particularmente eficaces (Kuwabara et al., 1998, Nature Biotechnology, 16.; 961-965).

Por consiguiente, la invencion se refiere ademds a un vector biolégicamente funcional que comprende una de las
dos moléculas de ADN recién mencionadas (molécula de mutacion o ribozima-ADN). Lo que se ha dicho
anteriormente con relacion a los vectores se aplica también en este caso. Dicho vector puede insertarse, por
ejemplo, en un microorganismo y puede utilizarse para la produccion de altas concentraciones de las moléculas de
ADN descritas anteriormente. Ademas dicho vector es particularmente adecuado para la insercion de una molécula
de ADN especifica en un organismo vegetal para reducir o inhibir completamente la produccion de (1,3-
galactosiliransferasa en este organismo. Todos los vectores descritos anteriormente pueden prepararse también con
secuencias gendmicas de genes de B1,3-GalT, tal como la SEC. ID. n® 3.

Las células de briofitas de la invencion o de sus progenitores pueden ser cualquiera que se haya transformado
anteriormente con genes heterdlogos de interés que codifican las principales secuencias de proteinas de interés que
estan glucosiladas con los patrones de glucosilacion de mamiferos como los descritos en la presente memoria.
Preferiblemente, los patrones de glucosilaciéon son de tipo humano. Alternativamente, la célula de briofitas se puede
transformar individualmente, es decir, al mismo tiempo o con el tiempo con secuencias nucleotidicas que codifican
por lo menos una secuencia primaria de proteinas de interés, por lo general al menos una proteina de interés
farmacéutico para su utilizacién en personas o mamiferos como las especies de ganado, incluidas las especies
bovina, ovina, equina y porcina, que requieren patrones de glucosilacion de mamiferos para ser colocado en ellas
segun los métodos de la invencién como se describe en la presente memoria. Dichas glucoproteinas farmacéuticas
para su utilizacién en mamiferos, incluido el hombre incluyen, pero no se limitan a proteinas tales como el VEGF,
interferones tales como interferén a, interferon B, interferon gamma, factores de coagulacion de la sangre
seleccionados de entre el factor VII, VIII, IX; X, XI y Xll, hormonas de la fertilidad como la hormona luteinizante, la
hormona estimulante del foliculo, factores de crecimiento como el factor de crecimiento epidérmico, factor de
crecimiento derivado de plaquetas, factor estimulante de colonias de granulocitos y similares, prolactina, oxitocina,
hormona estimulante de la tiroides, hormona adrenocorticotropica, calcitonina, hormona paratiroidea, somatostatina,
eritropoyetina (EPO), enzimas tales como la B-gluco-cerebrosidasa, hemoglobina, colageno, proteinas de fusién,
tales como la proteina de fusion del ligando receptor del TNFa que une el dominio con el fragmento Fc de la IgG y
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similares. Por otra parte, el procedimiento de la invencion puede utilizarse para la produccion de inmunoglobulinas
tales como los anticuerpos, tales como los anticuerpos monoclonales especificos o fragmentos activos de los
mismos.

Informacién detallada sobre el cultivo de musgos que son adecuados para utilizar en la invenciéon, tales como
Leptobryum pyriforme y Sphagnum magellanicum en biorreactores, se conoce en técnica anterior (véase, por
ejemplo, E. Wilbert, "Biotecnological studies concerning the mass culture of mosses with particular consideration of
the arachidonic acid metabolism", tesis doctoral, Universidad de Mainz (1991); H. Rudolph y S. Rasmussen, Studies
on secondary metabolism of Sphagnum cultivated in bioreactors, Crypt. Bot., 3, pags. 67-73 (1992)). Para los fines
de la presente invencion se prefiere especialmente la utilizacion de Physcomitrella patens, ya que en este rganismo
se practican técnicas de biologia molecular (para un estudio véase R. Reski, Development, genetics and molecular
biology of mosses, Bot. Acta, 111, pags. 1-15 (1998)).

Se han desarrollado sistemas de transformacion adecuados para la explotacion biotecnoldgica de Physcomitrella
destinados a la produccién de proteinas heterélogas. Por ejemplo, se han llevado a cabo con éxito transformaciones
por transferencia directa de ADN en tejido de protonema utilizando bombardeo de particulas. La transferencia de
ADN mediada por PEG en protoplastos de musgo se ha logrado también con éxito. El procedimiento de
transformacién mediada por PEG se ha descrito muchas veces para Physcomitrella patens y conduce tanto a
transformantes temporales como estables (véase, por ejemplo, K. Reutter y R. Reski, Production of a heterologous
protein in bioreactor cultures of fully differentiated moss plants, P1. Tissue culture and Biotech., 2, pags. 142-147
(1996)).

En otra forma de realizacion de la presente invencién, se proporciona un procedimiento para producir por lo menos
una célula de briofita en el que la actividad de B1,3-GalT se reduce sustancialmente, lo que comprende la
introduccion en dicha célula, i) una primera secuencia de &cido nucleico que se dirige especificamente a la
secuencia nucleotidica que codifica 1,3 enddgena segun la SEC. ID. n® 1 y ii) una segunda secuencia de acido
nucleico que se dirige especificamente a la secuencia nucleotidica que codifica 1,3 endégena segun la SEC. ID. n®
2.

El destinatario experto apreciara que el orden de introduccién de dichas primera y segunda secuencias de &cido
nucleico transferasa en la célula de briofitas no sea importante: se pueda realizar en cualquier orden. La primera y
segunda secuencias de acido nucleico pueden dirigirse a partes especificas de los genes de 31,3-GalT enddgena,
natural localizados en el genoma nuclear de la célula de briofitas definidas por las secuencias especificas de la
enzima de restriccién de los mismos, por ejemplo, segun los ejemplos proporcionados en la presente memoria. Al
dirigir especificamente las secuencias de los genes de 31,3-GalT natural con las secuencias nucleotidicas que se
integran especificamente con los genes de transferasa natural objetivo de interés, la expresion de dichas secuencias
se altera sustancialmente si no se destruye completamente.

Preferentemente todas las proteinas de mamiferos glucosiladas mencionadas en la presente memoria anteriormente
son de tipo humano. Otras proteinas que se contemplan para la produccion en la presente invencion incluyen
proteinas para su utilizacion en la atencion veterinaria y puede corresponder a homdélogos animales de las proteinas
humanas mencionadas en la presente memoria.

Un activador exdgeno es el que representa un activador que se introduce enfrente de una secuencia de acido
nucleico de interés y esta operativamente asociado a ésta. Por lo tanto un activador exégeno es el que se ha
colocado enfrente de un componente del acido nucleico seleccionado como se define en la presente memoria y no
esta constituido por el activador natural asociado normalmente al componente del acido nucleico de interés como se
encuentra en circunstancias naturales. Por lo tanto un activador puede ser natural para una célula de briofita de
interés pero puede no estar asociado operativamente al 4cido nucleico de interés enfrente en las células de briofita
naturales. Por lo general, un activador exégeno es el que se transfiere a una célula hospedadora de briofita
procedente de otra fuente aparte de la célula hospedadora.

Con respecto a la produccion de estructuras de N-glucano con 31,3-galactosilacion mejorada los ADNc que codifican
las proteinas 1,3-GalT, las proteinas glucosiladas y de mamiferos tal como se describe en la presente memoria
contienen por lo menos un tipo de activador que es operable en una célula de briofita, por ejemplo, un activador
inducible o constitutivo operativamente unido a la secuencia de acido nucleico de B1,3-GalT y/o una segunda
secuencia de acido nucleico para una proteina de mamifero glucosilada tal como se define en la presente memoria y
como proporciona la presente invencion. Como se expuso, esto permite el control de la expresion del gen o genes.

El término "inducible" tal como se aplica a un activador es bien comprendido por los expertos en la materia. En
esencia, la expresion bajo control de un activador inducible estd "conectada" o ha aumentado la respuesta a un
estimulo aplicado (que puede generarse dentro de una célula o proporcionarse exégenamente). La naturaleza del
estimulo varia entre los activadores. Algunos activadores inducibles dan lugar a niveles pequefios o indetectables de
expresion (o sin expresion) en ausencia del estimulo apropiado. Otros activadores inducibles producen expresion
constitutiva detectable en ausencia del estimulo. Cualquiera que sea el nivel de expresion en ausencia del estimulo,
la expresion de cualquier activador inducible aumenta en presencia del estimulo correcto. La situacion preferible es
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cuando el nivel de expresion aumenta durante la aplicacién del estimulo apropiado mediante una cantidad eficaz
para alterar una caracteristica fenotipica. De este modo puede utilizarse un activador inducible (o "conectable"), el
cual produce un nivel basico de expresion en ausencia del estimulo, cuyo nivel es demasiado bajo para provocar un
fenotipo deseado (y puede ser de hecho cero). En la aplicacién del estimulo, aumenta la expresion (o se conecta) a
un nivel, que ocasiona el fenotipo deseado.

Tal como se alude en la presente memoria, los sistemas de expresion de briofitas son también conocidos por los
expertos en la materia. Un activador de briofitas, en particular un activador de Physcomitrella patens, es cualquier
secuencia de ADN capaz de unir una ARN polimerasa dependiente del ADN hospedador e iniciar la transcripcion
corriente abajo (3’) de una secuencia de codificacion (por ejemplo, gen estructural) en el ARNm. Un activador tendra
una zona de iniciacion de la transcripcion que esta normalmente colocada préxima al extremo 5’ de la secuencia de
codificacion. Esta zona de iniciacién de la transcripcion incluye normalmente una ARN polimerasa que une la
secuencia ("secuencia TATA") y una zona de iniciacién de la transcripcién. Un activador de briofitas puede tener
también un segundo dominio denominado secuencia activadora corriente arriba (UAS), que, si esta presente, esta
normalmente distal del gen estructural. La UAS permite la expresion regulada (inducible). La expresiéon constitutiva
se produce en ausencia de una UAS. La expresion regulada puede ser positiva o negativa, aumentando o
reduciendo de este modo la transcripcion.

El destinatario que sea experto en la materia apreciard que las secuencias activadoras de briofitas que codifican
enzimas en las rutas metabdlicas de las briofitas puedan suministrar secuencias activadoras particularmente Utiles.

Ademas, los activadores sintéticos que no son naturales pueden funcionar también como activadores de briofitas.
Por ejemplo, las secuencias UAS de un activador de briofitas pueden unirse con la regiéon de activacién de la
transcripcion de otro activador de briofitas, creando un activador hibrido sintético. Un ejemplo de activador adecuado
es el utilizado en el sistema de expresion TOP 10 para Physcomitrella patens por (Zeidler et al. (1996) Plant. Mol.
Biol. 30, 199-205). Ademas, un activador de briofitas puede incluir activadores naturales de origen distinto que las
briofitas que tienen capacidad para unirse a una ARN polimerasa dependiente del ADN de briofitas e iniciar la
transcripcion. Ejemplos de dichos activadores incluyen los descritos, entre otros, el activador P-Actina 1 del arroz y
el activador RbcS de Clamidomonas (Zeidler et al. (1999) J. Plant Physiol. 154, 641-650), Cohen et al. Proc Natl.
Acad. Sci. USA, 77: 1078, 1980; Henikoff et al. Nature, 283: 835, 1981; Hollenberg et al., Curr. Topics Microbiol.
Immunol., 96: 119, 198 1; Hollenberg et al., "The Expression of Bacterial Antibiotic Resistance Genes in the Yeast
Saccharomyces cerevisiae", en: Plasmids of Medical, Environmental and Commercial Importance (eds. K.N. Timms y
A. Puhler), 1979; Mercerau-Puigalon et al., Gene, 1 1: 163, 1980; Panthier et al., Curr. Genet., 2: 109, 1980.

Las moléculas de ADN segin la presente invencion pueden expresarse intracelularmente en briofitas. Una
secuencia activadora puede unirse directamente a la molécula de ADN, en cuyo caso el primer aminoacido en el
terminal N de la proteina recombinante sera siempre una metionina, que esta codificada por el codén de iniciacién
AUG del ARNm. Si se desea, la metionina en el terminal N puede escindirse de la proteina por incubacién in vitro
con bromuro de cianégeno.

Alternativamente, pueden ser segregarse también proteinas extrafas de las células de briofitas en el medio de
cultivo creando moléculas de ADN hibrido que codifican una proteina de fusién compuesta por un fragmento de
secuencia principal que proporciona la secrecion dentro o fuera de las células de briofita de la proteina extrana.
Preferentemente, existen zonas de tratamiento codificadas entre el fragmento principal y el gen extrafio que pueden
escindirse, ya sea in vivo o in vitro. El fragmento de la secuencia principal codifica normalmente un péptido senal
compuesto por aminoacidos hidréfobos que dirigen la secrecion de la proteina desde la célula.

El ADN que codifica secuencias sefal adecuadas puede proceder de genes para las proteinas de briofitas
segregadas, tales como las principales de origen distinto de briofitas, tal como un VEGF principal, existen las que
pueden proporcionar también secrecion en células de briofitas.

Las secuencias de terminacion de la transcripcién que son reconocidas por células de briofitas y funcionales en
éstas son regiones reguladoras situadas en 3’ respecto al codén de terminacién de la traduccion, y por tanto junto
con el activador flanquean la secuencia de codificacion. Estas secuencias dirigen la transcripciéon de un ARNm que
puede traducirse en el polipéptido codificado por el ADN. Un ejemplo de una secuencia de terminaciéon adecuada
que actla en Physcomitrella patens es la zona de terminacién del virus del mosaico de la coliflor.

Por lo general, los componentes, que comprenden un activador, principal (si se desea), la secuencia de codificacién
de interés y la secuencia de terminacion de la transcripcion, se colocan juntos en los montajes de expresion de la
invencion. Los montajes de expresién se mantienen con frecuencia en un ADN plasmido, que es un elemento
extracromosémico capaz de mantenimiento estable en un hospedador, tal como una bacteria. EI ADN plasmido
puede tener dos origenes de replicacion, permitiéndole de este modo que se mantenga, por ejemplo, en una briofita
para la expresion y en un hospedador procariético para la clonaciéon y ampliacion. Generalmente hablando es
suficiente si el plasmido tiene un origen de replicaciéon para la clonacién y ampliacién en una célula hospedadora
procariética. Ademas, un ADN plasmido puede ser un plasmido con un gran o pequefio nimero de copias. Un
plasmido con un gran nudmero de copias generalmente tendr4& un ndmero de copias que oscila entre
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aproximadamente 5 y aproximadamente 200, y normalmente entre aproximadamente 10 y aproximadamente 150.
Un hospedador que contiene un plasmido con gran ndmero de copias tendra preferentemente por lo menos
aproximadamente 10, y mas preferentemente por lo menos aproximadamente 20. Un vector con un gran o pequefio
numero de copias puede seleccionarse, dependiendo del efecto del vector y de la proteina extrafia en el hospedador
(véase, por ejemplo, Brake et al., anteriormente).

Alternativamente, los montajes de expresién pueden integrarse en el genoma de briofitas con un vector de
integracién. Los vectores de integracion normalmente contienen por lo menos una secuencia homoéloga a un
cromosoma de briofitas que permite que el vector se integre, y preferentemente contienen dos secuencias
homélogas que flanquean el montaje de expresion. Un vector de integracion puede dirigirse a un locus especifico en
el musgo seleccionando la secuencia homéloga apropiada para la inclusion en el vector tal como se describe y se
ejemplifica en la presente memoria. Puede integrar uno o mas montajes de expresién. Las secuencias
cromosomicas incluidas en el vector pueden tener lugar ya sea como un sélo segmento en el vector, lo que produce
la integracion de todo el vector, o dos segmentos homélogos a los segmentos adyacentes en el cromosoma y que
flanquean el montaje de expresién en el vector, lo que da como resultado la integraciéon estable de solamente el
montaje de expresion.

Normalmente, los montajes de expresion extracromosémicos e integradores pueden contener marcadores
seleccionables que permitan la seleccion de células de briofitas que han sido transformadas.

Los marcadores seleccionables pueden incluir genes biosintéticos que pueden expresarse en el hospedador del
musgo, tal como el G418 o los genes con resistencia a la higromicina B, que proporcionan resistencia en las células
de briofitas G418 y a la higromicina B, respectivamente. Ademas, un marcador seleccionable adecuado puede
proporcionar también células de briofitas con capacidad para crecer en presencia de compuestos téxicos, tales como
metales.

Alternativamente, algunos de los componentes descritos anteriormente pueden colocarse juntos en vectores de
transformacioén. Los vectores de transformacién estan normalmente compuestos por un marcador seleccionable que
se mantiene en un ADN plasmido o se desarrolla en un vector de integracién, como se describi6é anteriormente.

Alternativamente, al conseguir altos rendimientos de casos de transformacién como se observa en Physcomitrella
puede evitarse la utilizacién de marcadores para la seleccion de los casos de transformacion.

Los procedimientos de introduccion de ADN exdgeno en células de briofitas son bien conocidos en la técnica y son
descritos entre otros por Schaefer D. G. "Principles and protocols for the moss Physcomitrella patens”, (mayo de
2001) Institute of Ecology, Laboratory of Plant Cell Genetics, Universidad de Lausana; Reutter K. y Reski R., Plant
Tissue Culture and Biotechnology septiembre de 1996, Vol. 2, n® 3; Zeidler M. et al., (1996), Plant Molecular Biology
30:199-205.

Los expertos en la materia son perfectamente capaces de construir vectores y disefar protocolos para la secuencia
del acido nucleico recombinante o la expresion de genes como se describié anteriormente. Los vectores adecuados
pueden elegirse o construirse, conteniendo secuencias reguladoras adecuadas, incluyendo secuencias de activador,
fragmentos de terminador, secuencias de poliadenilacién, secuencias de potenciador, genes marcadores y otras
secuencias, segln corresponda. Para mas detalles, véase, por ejemplo, Molecular Cloning: a Laboratory Manual: 22
edicion, Sambrook et al., 1989, Cold Spring Harbor Laboratory Press. Muchas de las técnicas y protocolos conocidos
para la manipulacién de acidos nucleicos, por ejemplo en la preparaciéon de montajes de acido nucleico, mutagenia,
secuenciacion, introduccion de ADN en las células y la expresion génica y el andlisis de las proteinas, se describen
con detalle en Current Protocols in Molecular Biology, Segunda Edicion, Ausubel et al. eds., John Wiley & Sons,
1992. Los descubrimientos de Sambrook et al. y Ausubel et al. se incorporan en la presente memoria por referencia.

Como se describi6é anteriormente, los marcadores genéticos seleccionables pueden facilitar la seleccion de células
transgénicas de briofitas y éstas pueden consistir en genes hibridos que confieren fenotipos seleccionables segun se
refiere en este documento.

En la introduccién de secuencias seleccionadas de acido nucleico que codifican glucosiltransferasa y secuencias de
polipéptido que comprenden actividad de glucosiltransferasa en una célula de briofitas, se deben tener en cuenta
algunas consideraciones, muy conocidas por los expertos en la materia. El/los &cido(s) nucleico(s) que ha(n) de
insertarse deberia(n) ensamblarse en un montaje, que contiene elementos de regulacion eficaces, que dirigiran la
transcripcion. Debe estar disponible un método de transporte del montaje en la célula. Una vez que el montaje esta
dentro de la membrana celular, la integracion en el material cromosémico endégeno se producira o no.

La invencion abarca ademas una célula hospedadora transformada con vectores o montajes como se indico
anteriormente, especialmente una célula de briofitas o microbiana. Por lo tanto, se proporciona una célula
hospedadora, tal como una célula de briofitas, incluyendo las secuencias nucleotidicas de la invencion como se
indica en la presente memoria. Dentro de la célula, la secuencia nucleotidica pueden incorporarse dentro del
cromosoma.
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Ademas, segun la invencion, se proporciona una célula de briofitas que ha incorporado en su genoma al menos una
secuencia nucleotidica, particularmente secuencias nucleotidicas heterélogas, segun proporciona la presente
invencion bajo control operativo de las secuencias reguladoras para control de la expresion como se describe en la
presente memoria. La secuencia de codificacién puede estar operativamente unida a una o mas secuencias
reguladoras que pueden ser heterélogas o extrafias a las secuencias de acido nucleico empleadas en la invencion,
tales como, las no asociadas de forma natural a la(s) secuencia(s) de acido nucleico para su expresion o sus
expresiones. La secuencia nucleotidica segun la invencién puede colocarse bajo el control de un activador
sumamente inducible para colocar la expresion bajo el control del usuario. Un aspecto adicional de la presente
invencion proporciona un procedimiento de preparacion de dicha célula de briofita, especificamente una célula de
Physcomitrella patens que conlleva la introduccion de una(s) secuencia(s) de acido nucleico contempladas para su
utilizacién en la invencién o por lo menos de un vector adecuado que incluye la(s) secuencia(s) contempladas para
su utilizacién en la invencién en una célula de briofitas y que da lugar o permite la recombinacién entre el vector y el
genoma de la célula de briofitas para introducir dichas secuencias en el genoma. La invencién se extiende a las
células de briofitas, particularmente a las células de Physcomitrella patens que contiene un nucleétido GalT y/o una
secuencia nucleotidica que codifica una secuencia polipeptidica destinada a la adicion de un patrén de glucosilacion
de mamifero a la misma y adecuada para su utilizacion de la invencion como resultado de la introduccién de una
secuencia nucleotidica en una célula progenitora.

El término "heter6logo" se puede utilizar para indicar que el gen/secuencia de nucleétidos en cuestién se han
introducido en las células de briofitas o un progenitor de las mismas, utilizando ingenieria genética, es decir,
mediante intervencion humana. Una célula transgénica de briofitas, es decir, transgénica para la secuencia de
nucleétidos en cuestiéon, puede suministrarse. El transgén puede estar en un vector extragenémico o incorporarse,
preferiblemente de forma estable, en el genoma. Un gen heterélogo puede reemplazar a un gen endégeno
equivalente, es decir, uno que normalmente realiza la misma funcién o una funcién similar, o la secuencia insertada
puede ser adicional al gen endogeno o a otra secuencia. Una ventaja de la introduccion de un gen heteroélogo es la
capacidad para colocar la expresion de una secuencia bajo el control de un promotor de eleccion, con el fin de poder
influir en la expresién segun la preferencia. Las secuencias de nucle6tidos heterélogas, exégenas o extrafias, a una
célula de briofita pueden no ser naturales en las células de ese tipo, cepa o especie. De este modo, una secuencia
nucleotidica puede incluir una secuencia de codificacion o derivado de un tipo especifico de una célula de briofita, tal
como de una célula de Physcomitrella patens, colocada en el contexto de una célula de briofita de un tipo o especie
diferente. Una posibilidad mas es la de una secuencia nucleotidica que ha de colocarse en una célula de briofita, en
la que ella o un homologo se encuentra de forma natural, pero en la que la secuencia de nucleétidos esta unida y/o
adyacente al acido nucleico que no es natural dentro de la célula o células de este tipo, especie o cepa, como por
ejemplo operativamente unida a una o mas secuencias reguladoras, tales como una secuencia activadora, para el
control de la expresion. Una secuencia en una briofita u otra célula hospedadora puede ser heterdlogas, exdégena o
extrana identificable.

La presente invencion también abarca el producto deseado de la expresion de polipéptidos de la combinacién de
moléculas de acido nucleico de acuerdo con la invencidon como se describe en este documento o que puede
obtenerse segun la informacion y sugerencias en este documento. También se proporcionan procedimientos de
elaboracién de dicho producto de expresion mediante la expresion de secuencias nucleotidicas que codifican por lo
tanto, en condiciones adecuadas en las células hospedadoras adecuadas, por ejemplo E. coli. Los expertos en la
materia estan capacitados para construir vectores y disefar protocolos y sistemas para la expresion y la
recuperacion de productos recombinantes de expresién génica recombinante.

Un polipéptido segun la presente invenciéon puede ser un alelo, variante, fragmento, derivado, mutante u homdlogo
de los polipéptidos (a) como se ha mencionado en la presente memoria. El alelo, variante, fragmento, derivado,
mutante u homologo puede tener sustancialmente la misma funcion de los polipéptidos aludida anteriormente y
como se demuestra en este documento o puede ser un mutante funcional del mismo. En el contexto de las proteinas
farmacéuticas como se describe en la presente memoria para su utilizacion en seres humanos, el destinatario
experto valorard que la secuencia primaria de dichas proteinas y su patron de glucosilacion se parezca o,
preferentemente, sea idéntica a la encontrada en los seres humanos.

"ldentidad" en relacién con una secuencia de &cido nucleico o una secuencia de aminoacidos de la invencién puede
utilizarse para referirse a la identidad de toda la secuencia o de partes esenciales de la misma. Como ya se ha
sefialado anteriormente, el alto nivel de identidad de aminoacidos puede limitarse a los dominios o regiones
funcionalmente importantes, por ejemplo, cualquiera de los dominios identificados en este documento.

En particular, homologos de las secuencias de polipéptidos especificas derivadas de briofitas proporcionados en
este documento, son proporcionados por la presente invencion, en cuanto que son mutantes, variantes, fragmentos
y derivados de dichos homdlogos. Por lo tanto la presente invencién también se extiende a los polipéptidos que
incluyen secuencias de aminoécidos con funcién de (1,3-galactosiliransferasas tal como se define en este
documento y como puede obtenerse utilizando informacion de la secuencia como se describe en la presente
memoria. La 1,3-galactosiltransferasa segun la presente invencién puede, en el nivel de aminoacidos tener
identidad con las secuencias de aminoacidos de las secuencias dadas a conocer en la presente memoria,
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especialmente de PpGalT1 o las pGalT1a (figuras 2, 4, de por lo menos 80% de identidad, o por lo menos 85%, o
por lo menos 88% de identidad, o por lo menos 90% de identidad y mas preferiblemente por lo menos 95% o mayor
identidad, siempre que estas proteinas tengan actividad de B-1 ,3-galactosiltransferasa que se inscribe en el
contexto de la presente invencion. El % de identidad mencionado deberia darse de preferencia en la region que
comprende los siete dominios conservados como se representa en la figura 1 (incluido "-" apropiado que es obvio
que ocurra a los expertos en la materia), al comparar las secuencias en cuestiéon, por ejemplo, con PpGalT1,
PpGalT2, las PpGalT1as o las PpGalT2as.

Dominios o regiones funcionalmente significativos de diferentes polipéptidos pueden combinarse para la expresion
de acido nucleico codificador como proteina de fusion. Por ejemplo, propiedades particularmente ventajosas o
deseables de diferentes homologos pueden combinarse en una proteina hibrida, de modo que el producto de
expresion resultante, con funcién de f1,3-galactosiltransferasa, puede incluir fragmentos de varias proteinas
originales, si procede.

La identidad puede calcularse facilmente como % del valor de las secuencias alineadas (incluyendo "-" inteligente).
La similitud de las secuencias de aminoacidos puede ser como se define y determina por el programa TBLASTN, de
Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol. 215: 403-10, que esta en uso convencional en la técnica. En particular, TBLASTN
2.0 puede utilizarse con Matrix BLOSUM62 y penalizaciones GAP (por hueco): existencia: 11, extensién: 1. Otro
programa convencional que puede utilizarse es BestFit, que forma parte del paquete Wisconsin, versiéon 8,
septiembre de 1994 (Genetics Computer Group, 575 Science Drive, Madison, Wisconsin, USA, Wisconsin 53711).
BestFit realiza una alineacion éptima del mejor segmento de similitud entre dos secuencias. Las alineaciones
optimas se encuentran insertando huecos para maximizar el nimero de emparejamientos utilizando el algoritmo de
identidad local de Smith y Waterman (Adv. Appl. Math. (1981) 2:482-489). Otros algoritmos incluyen GAP, que utiliza
el algoritmo de Needleman y Wunsch para alinear dos secuencias completas que maximiza el numero de
emparejamientos y minimiza el nimero de huecos. Como con cualquier algoritmo, generalmente se utilizan los
parametros por defecto, que para GAP son una penalizacion = 12 por creaciéon del hueco y penalizacién = 4 por
extensién del hueco. Alternativamente, puede utilizarse una penalizacion de 3 por creacién del hueco y una
penalizacién de 0,1 por extension del hueco. El algoritmo FASTA (que utiliza el método de Pearson y Lipman (1988)
PNAS USA 85: 2444-2448) es otra alternativa.

Un procedimiento ventajoso para producir células hospedadoras recombinantes, en particular células vegetales, o
plantas, respectivamente, consiste en que la molécula de ADN segln la presente invencién, que comprende
especialmente una mutacion inactivadora se inserta en el genoma de la célula hospedadora, o de la planta,
respectivamente, en lugar de la secuencia homéloga no mutante (Schaefer et al., 1997, Plant. J.; 11(6):1995-1206).
Este procedimiento por lo tanto no funciona con un vector, sino con una molécula de ADN pura. La molécula de ADN
segun la presente invencién se inserta en el hospedador por ejemplo por bombardeo génico, microinyeccién o
transferencia directa de ADN mediada por PEG, para mencionar sélo tres ejemplos. Esta molécula de ADN se une a
la secuencia homéloga en el genoma del hospedador de modo que resulte en el genoma una recombinacién
homdéloga y por lo tanto la recepcion de la mutacion, por eliminacién, insercién o sustitucién, respectivamente: La
expresion de la p1,3-galactosiltransferasa puede por ejemplo suprimirse o bloquearse completamente,
respectivamente.

Otro aspecto de la invencion se refiere a vegetales, tejidos vegetales o células vegetales, respectivamente siendo su
actividad de B1,3-galactosiltransferasa inferior al 50%, en particular inferior al 20%, prefiriéndose particularmente el
0%, de la actividad de B1,3-galactosiltransferasa que se producen en las plantas naturales o en las células
vegetales. La ventaja de estas plantas o células vegetales, respectivamente, es que las glicoproteinas producidas
por ellas no contienen ninguno o apenas comprenden ninguna galactosa unida por p1,3. Si los productos de estas
plantas, respectivamente, son ingeridos por cuerpos humanos o vertebrados, no habra ninguna reaccién inmunitaria
para el epitopo de galactosa unido por $1,3.

Preferentemente, se proporcionan plantas o células vegetales recombinantes, respectivamente, que se han
preparado por uno de los procedimientos descritos anteriormente, suprimiéndose o bloqueandose, respectivamente,
su produccién de 31,3-galactosiltransferasa.

La invencion se refiere también a una molécula de APN que comprende una secuencia de bases complementaria a
la secuencia de la molécula de ADN segun la invencion asi como a secuencias parciales de la misma. EI APN (&cido
péptido nucleico) es una secuencia similar al ADN, estando las bases nucleotidicas unidas a un pseudoesqueleto
peptidico. EI APN generalmente de hibrida con oligbmeros de ADN, ARN o APN complementarios con
emparejamiento de bases de Watson-Crick y formacion de la hélice. El eje central del péptido garantiza una
resistencia mayor a la degradacién enzimatica. La molécula de APN por lo tanto es un agente complementario
mejorado. Ni las nucleasas ni las proteasas son capaces de atacar una molécula de APN. La estabilidad de la
molécula de APN, si esta unida a una secuencia complementaria, comprende un bloqueo estérico suficiente de las
ADN y ARN polimerasas, transcriptasa inversa, telomerasa y ribosomas. Si la molécula de APN comprende la
secuencia mencionada anteriormente, se unird al ADN o a una secuencia del ADN, respectivamente, que codifica la
B1,3-galactosiltransferasa y de esta manera es capaz de inhibir la transcripcién de esta enzima. Ya que ni se
transcribe ni se traduce, la molécula de APN se preparara por sintesis, por ejemplo con ayuda de la técnica t-Boc.
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Mejor, se proporciona una molécula de APN que comprende una secuencia de bases que corresponde a la
secuencia de la molécula de ADN de la invencién asi como a secuencias parciales de la misma. Esta molécula de
APN acomplejara al ARNm o a una secuencia del ARNm de la $1,3-galactosiltransferasa de modo que la traduccién
de la enzima se inhibira. Argumentos similares a los indicados para el ARN complementario se aplican en este caso.
Por lo tanto, por ejemplo, una regidon acomplejante particularmente eficaz es la regién de iniciacién de la traduccion o
también las regiones 5 no traducidas del ARNm.

Otro aspecto de la presente invencién se refiere a un procedimiento de preparacién de plantas, tejidos o células,
respectivamente, en particular células vegetales que comprenden una expresién bloqueada de la f1,3-
galactosiliransferasa en el nivel de transcripcion o traduccién, respectivamente, que se caracteriza porque las
moléculas de APN de la invencién se insertan en las células. Para insertar la molécula de APN o las moléculas de
APN, respectivamente, en la célula, de nuevo se utilizan procedimientos convencionales, tales como, por ejemplo, la
electroporacién o la microinyeccién. Resulta particularmente eficaz la insercion si los oligobmeros del APN se unen a
péptidos de penetracion en la célula, por ejemplo, transportan o pAntp (Pooga et al. 1998, Nature Biotechnology, 16:
857-861).

La invencién proporciona un procedimiento de preparacion de glucoproteina recombinantes que se caracteriza
porque las plantas o las células vegetales recombinantes de la invencién, respectivamente, cuya produccion de
B1,3-galactosiltransferasa se suprime o se bloquea completamente o las plantas, tejidos o células, respectivamente,
en las que las moléculas de APN se han insertado segun el procedimiento de la invencién, se transfectan con el gen
que expresa la glucoproteina de modo que se expresan las glucoproteinas recombinantes. De este modo, como ya
se ha descrito anteriormente, los vectores que comprenden genes para las proteinas deseadas se transfectan en el
hospedador o en las células hospedadoras, respectivamente, como ya se ha descrito también anteriormente. Las
células vegetales transfectadas expresaran las proteinas deseadas, y no presentan o apenas ninguna galactosa
unida por $1,3. Por lo tanto, no desencadenan las reacciones inmunitarias ya mencionadas anteriormente en el
cuerpo humano o de vertebrados.

Algunas proteinas pueden producirse en estos sistemas.

Ventajosamente, se proporciona un procedimiento de preparacién de glucoproteinas humanas recombinantes que
se caracteriza porque las plantas o células vegetales recombinantes, respectivamente, cuya produccién de Bp1,3-
galactosiliransferasa se suprime o se bloquea completamente o las plantas, tejidos o células, respectivamente, en
las que las moléculas de APN se han insertado segun el procedimiento de la invencion, se transfectan con el gen
que expresa la glucoproteina de modo que se expresan las glucoproteinas recombinantes. Por este procedimiento
sera posible producir proteinas humanas en plantas (células vegetales) que, si son ingeridas por cuerpo humano, no
desencadenan ninguna reaccién inmunitaria dirigida contra los restos de galactasa unidos en 31,3. En la presente
memoria, es posible utilizar tipos de plantas para producir las glucoproteinas recombinantes que sirven como
articulos alimenticios, por ejemplo platanos, patatas y/o tomates. Los tejidos de esta planta comprenden la
glucoproteina recombinante de modo que, por ejemplo por extraccién de la glucoproteina recombinante del tejido y
posterior administracién, o directamente comiendo el tejido vegetal, respectivamente, la glucoproteina recombinante
se ingiere en el cuerpo humano. Preferentemente, un procedimiento de preparacion de glucoproteinas humanas
recombinantes para uso médico se proporciona, en el que las plantas o células vegetales recombinantes de la
invencion, respectivamente, cuya produccion $1,3-galactosiltransferasa esta suprimida o completamente bloqueada,
respectivamente, o las plantas, tejidos o células, respectivamente, en las que las moléculas de APN se han
insertado segun el procedimiento de la invencion, se trasfectan con el gen que expresa la glicoproteina de modo que
las glucoproteinas recombinantes se expresan. De este modo, puede utilizarse cualquier proteina que sea de interés
médico.

Por otra parte, la presente invencion se refiere a glucoproteinas recombinantes segin un procedimiento descrito
anteriormente, en el que se han preparado en sistemas vegetales y en el que su secuencia peptidica comprende
menos del 50%, en particular menos del 20%, particularmente preferido el 0% de los restos de galactosa unidos por
1,3 que se producen en las proteinas expresadas en sistemas vegetales no reducidos de galactosiltransferasa.
Naturalmente, se prefieren las glucoproteinas que no comprenden restos de galactosa unidos por 31,3. La cantidad
de galactosa unida por B1,3 dependera del grado de supresion de la [1,3-galactosiltransferasa descrito
anteriormente. Preferentemente, las glucoproteinas recombinantes humanas que se han producido en sistemas
vegetales segun un procedimiento descrito anteriormente comprenden menos del 50%, en particular menos del
20%, prefiriendo particularmente el 0%, de los restos de galactosa unidos en 31,3 que se producen en las proteinas
expresadas en plantas o sistemas no reducidos por galactosiltransferasa.

En la presente memoria se describen glucoproteinas humanas recombinantes para su uso en medicina que han sido
preparadas en sistemas vegetales segun un procedimiento descrito anteriormente y cuya secuencia peptidica
comprende menos del 50%, en particular menos del 20%, siendo preferido el 0%, de los restos de galactosa unidos
en 31,3 que se producen en las proteinas expresadas en sistemas vegetales no reducidos por galactosiltransferasa.

Se describe ademas una composicion farmacéutica que comprende las glucoproteinas producidas segin el
procedimiento de la invencion. Ademéas de las glucoproteinas, la composicion farmacéutica comprende mas
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adiciones normales de dichas composiciones. Estas son, por ejemplo, agentes de dilucién adecuados de varios
contenidos de tampdn por ejemplo, Tris-HCI, acetato, fosfato, pH y fuerza i6nica, aditivos, tales como tensioactivos y
disolventes (por ejemplo Tween 80, Polisorbato 80), conservantes (por ejemplo Thimerosal, alcohol bencilico),
adyuvantes, antioxidantes (por ejemplo acido ascoérbico, metabisulfito sédico), emulsionantes, cargas (por ejemplo
lactosa, manitol), enlaces covalentes de polimeros, tales como polietilenglicol, para la proteina, incorporacion del
material en composiciones en particulas de compuestos poliméricos, tales como acido polilactico, acido poliglicélico,
etc. o en liposomas, agentes auxiliares y/o sustancias transportadoras que son adecuadas en el tratamiento
respectivo. Dichas composiciones influiran en el estado fisico, la estabilidad, la velocidad de liberacién in vivo y la
velocidad de excrecion in vivo de las glucoproteinas de la invencién.

La invencién proporciona ademas un procedimiento de seleccion de moléculas de ADN que codifican una $1,3-
galactosiltransferasa, en una muestra, en la que las moléculas de ADN marcadas de la invenciéon se mezclan con la
muestra, que se une a las moléculas de ADN que codifican una B1,3-galactosiltransferasa. Las moléculas de ADN
hibridadas pueden detectarse, cuantificarse y seleccionarse. Para la muestra que contiene ADN monocatenario con
la que las moléculas de ADN marcadas pueden hibridarse, la muestra se desnaturaliza, por ejemplo calentando.

Una posible manera consiste en separar el ADN que ha de analizarse, posiblemente después de la adicién de
endonucleasas, por electroforesis en gel en un gel de agarosa. Una vez se han transferido a una membrana de
nitrocelulosa, las moléculas de ADN marcadas segun la invencion se mezclan las cuales se hibridan con la molécula
correspondiente de ADN homélogo ("inmunotransferencia Southern").

Otra posible manera consiste en el descubrimiento de genes homdlogos en otras especies por procedimientos
dependientes de RCP que utilizan cebadores especificos y/o degenerados, derivados de la secuencia de ADN
segun la invencién.

Preferentemente, la muestra del procedimiento de la invencion identificada anteriormente comprende ADN gendmico
de un organismo vegetal. Mediante este procedimiento, se analiza un gran nimero de plantas de manera muy rapida
y eficaz la presencia del gen B1,3-galactosiltransferasa. De esta manera, es posible respectivamente seleccionar
plantas que no comprendan este gen o suprimir o bloquear completamente, respectivamente, la expresion de la
B1,3-galactosiltransferasa en dichas plantas que contienen este gen, por un procedimiento de la invencion descrito
anteriormente, de modo que posteriormente pueden utilizarse para la transfecciéon y produccién de glucoproteinas
(humanas).

La presente memoria se refiere ademas a moléculas de ADN que codifican una B1,3-galactosiliransferasa que se ha
seleccionado segun los dos Ultimos procedimientos mencionados y posteriormente se han aislado de la muestra.
Estas moléculas pueden utilizarse para analisis adicionales. Pueden secuenciarse y a su vez pueden utilizarse como
sondas de ADN para encontrar 1,3-galactosiltransferasas. Estas moléculas marcadas de ADN funcionaran en
organismos, las cuales estan relacionadas con los organismos de los que se han aislado, de manera mas eficaz
como sondas que las moléculas de ADN de la invencion.

La invencion se refiere ademas a un procedimiento de preparacion de unidades de carbohidrato "plantificadas" de
glucoproteinas humanas y de otros vertebrados, en las que las unidades de fucosa asi como la B1,3-
galactosiltransferasa codificada por una molécula de ADN descrita anteriormente se mezclan con una muestra que
contiene una unidad de carbohidrato o una glucoproteina, respectivamente, de modo que la galactosa 1,3 estara
unida por la B1,3-galactosiltransferasa a la unidad de carbohidrato o a la glucloproteina, respectivamente. Mediante
el procedimiento segun la invencién para clonar la f1,3-galactosiltransferasa es posible producir grandes cantidades
de enzima purificada. Para obtener una transferasa totalmente activa, se proporcionan condiciones de reaccion
adecuadas.

La invencién se explicara con mas detalle mediante los siguientes ejemplos y las figuras en dibujo a las que, desde
luego, no se limitan.

La figura 1 presenta una alineacién de aminoacidos de 31,3-GalT. Los siete dominios conservados de las 1,3-
galactosiliransferasas se indican en letras en negrilla. Los restos de aminoacidos conservados estan indicados por
asteriscos. Las similitudes segun la secuencia de referencia de humanos (CAA75344, 1,3-galactosiltransferasa de
seres humanos) estan predichas de la forma siguiente BAD17182 (B1,3-galactosiliransferasa supuesta de Oryza
sativa) = 17%; NP174003 (supuesta B1,3-galactosiltransferasa de Arabidopsis thaliana) = 16%; PpGalT1 (B81,3-
galactosiliransferasa 1 de Physcomitrella patens) = 15%; PpGalT2 (B1,3-galactosiltransferasa 2 de Physcomitrella
patens) = 16%;

la figura 2 presenta la secuencia de proteinas predichas a partir de la secuencia de ADN de codificacion del gen de
1,3-galactosiltransferasa 1 de Physcomitrella patens. Este dominio transmembranario esta indicado en letras en
negrilla; y

la figura 3 presenta la secuencia de proteinas predichas de la secuencia de ADN de codificacion del gen de 81,3-
galactosiliransferasa 2 de Physcomitrella patens. Este dominio transmembranario esté indicado en letras en negrilla.
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La figura 4 presenta la secuencia de proteinas de una variante de corte y empalme alternativa del gen para la 1,3-
galactosiliransferasa 1 de Physcomitrella patens. La insercién por corte y empalme de 50 amino&cidos esta indicada
en letras en negrilla.

La figura 5 presenta la secuencia de proteinas de una variante de corte y empalme alternativa del gen para la 81,3-
galactosiliransferasa 2 de P. patens. La insercién por corte y empalme de 50 aminoacidos esta indicada en letras en
negrilla.

Ejemplos

Procedimientos y materiales

Material vegetal

Se utiliz6 la cepa transgética de Physcomitrella patens gluco-modificada genéticamente dos veces que carece de
restos de fucosa y xilosa en la estructura nuclear de N-glucanos (Koprivova et al. 2004 Plant Biotechnol. J. 2, 517-
523).

Condiciones normales de cultivo

Se cultivaron plantas en cultivo axénico en condiciones estériles en un medio de Knop modificado liquido inorganico
vegetal (1000 mg/l de Ca(NOs)2 -4H20, 250 mg/l KCI, 250 mg/l de KH2PO4, 250 mg/l de MgSOs - 7 H,O y 12,5 mg/l
FeSO4 -7 H20; pH 5,8 (Reski y Abel (1985) Planta (165, 354-358). Las plantas se cultivaron en matraces Erlenmeyer
de 500 ml que contenian 200 ml de medio de cultivo y los matraces se agitaron en un agitador Certomat R (B. Braun
Biotech International, Alemania) ajustado a 120 rpm. Las condiciones en la camara de cultivo eran 25+ 3°C y un
régimen de luz-oscuridad de 16:8 h. Los matraces se iluminaron desde arriba mediante dos tubos fluorescentes
(Osram L 58 W/25) que proporcionan 35 micromoles” m™. Los cultivos se subcultivaron una vez a la semana por
disgregacion utilizando un homogeneizador con Ultra-Turrax (IKA, Staufen, Alemania) e inoculacion de dos nuevos
matraces Erlenmeyer de 500 ml que contienen 100 ml de medio Knop reciente.

Aislamiento del protoplasto

Después de la filtracion los protonemas de musgo se incubaron previamente en manitol 0,5 M. Después de 30 min.,
se afadié a la suspensién Driselasa al 4% (Sigma, Deisenhofen, Alemania). La Driselasa se disolvié en manitol
0,5 M (pH 5,6-5,8), se centrifugd a 3600 rpm durante 10 min. y se esterilizd mediante el paso a través de un filtro de
0,22 micras (Millex Gp, Millipore Corporation, EE.UU.). La suspensién, que contiene Driselasa al 1% (concentracién
final), se incubd a la oscuridad a t.a. y se agitd suavemente (se consiguieron mejores rendimientos de protoplastos
después de 2 horas de incubacién) (Schaefer, "Principles and protocols for the moss Physcomitrella patens", (mayo
de 2001) Instituto de Ecologia, Laboratorio de Genética de células vegetales, Universidad de Lausana. La
suspensién se paso a través de tamices (Wilson, CLF, Alemania) con tamarios de poro de 100 micras y 50 micras.
La suspensién se centrifugd en tubos de centrifugadora estériles y se sedimentaron los protoplastos a t.a. durante 10
min. a 55 g (aceleracion de 3; disminuyendo a 3; Multifuge 3 S-R, Kendro, Alemania) (Schaefer, anteriormente). Se
volvieron a poner en suspensién los protoplastos en medio 3M (MgCls - 2 H20, 15 mM MES 0,1%; Manitol 0,48M; pH
5,6; 540 mOsm; se esterilizd por filtracion, (Schaefer et al. (1991) Mol Gen Genet 226, 418-424). La suspension se
centrifugd otra vez a t.a. durante 10 min. a 55 g (aceleracion de 3; se desminuy6 a 3; Multifuge 3 S-R, Kendro,
Alemania). Los protoplastos se volvieron a poner en suspensién suavemente en medio 3M (MgClz - 2 H,O 15 mM,
MES 0,1%; Manitol 0,48 M; pH 5,6; 540 mOsm; se esterilizé por filtracion, (Schaefer et al. (1991) Mol Gen Genet
226, 418-424). Para el recuento de los protoplastos se transfirié un pequefio volumen de la suspensién a una
camara de Fuchs-Rosenthal.

Protocolo de transformacion.

Para la transformacion de los protoplastos se incubaron en hielo en la oscuridad durante 30 minutos.
Posteriormente, los protoplastos se sedimentaron por centrifugaron a t.a. durante 10 min. a 55 g (aceleracién de 3;
disminucion a 3; Multifuge 3 S-R, Kendro). Los protoplastos se volvieron a poner en suspensién en medio 3M (MgCl,
- 2 H,O 15 mM, MES al 0,1%; manitol 0,48 M; pH 5,6; 540 mOsm; se esterilizd por filtracion (Schaefer et al. (1991)
Mol Gen Genet 226, 418-424) a una concentracion de 1,2 x 10° protoplastos/ml (Reuter y Reski (1996) Production of
a heterologous protein in bioreactor cutures of fully differentiated moss plants, P1. Tissue culture and Biotech. 2,
pags. 142-147). 25 microlitros de esta suspension de protoplastos se dispensaron en un nuevo tubo de
centrifugadora esterilizado, 5 microlitos de solucion de ADN (ADN purificado en columna en H>O (Qiagen, Hilden,
Alemania); 10-100 microlitros; se afiadié una cantidad 6ptima de ADN de 16 microgramos) y por Ultimo se afiadieron
25 microlitros de solucion de PEG (PEG 4000 al 40%; manitol 0,4 M; Ca(NOs). 0,1 M; pH 6 tras la esterilizacién en
autoclave). La suspension se mezclé inmediata pero suavemente y a continuacién se incub6 durante 6 min. a t.a.
con mezclado suave ocasional. La suspension se diluyd progresivamente afadiendo 1, 2, 3 y 4 ml de medio 3M. La
suspension se centrifugd 20°C durante 10 minutos a 55 g (aceleracién de 3; disminucién a 3; Multifuge 3 S-R,
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Kendro). El sedimento se volvié a poner en suspension en 3 ml de medio de regeneracién (medio Knop modificado;
glucosa al 5%; manitol al 3%; 540 mOsm; pH 5,6 - 5,8). La regeneracion se llevd a cabo como describe Strepp et al.
(1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95, 4368-4373). Se identificaron clones transgénicos por identificacién molecular.

MS MALDI-TOF de glucanos del musgo.

Se cultivd material vegetal en cultivo liquido, se aislé por filtracion, se congel6d en nitrégeno liquido y se almacené a -
80°C. El material se transporté bajo nieve carbonica. Los andlisis por MS de MALDI-TOF se realizaron en el
laboratorio del Prof. Dr. F. Altmann, Divisién de Glucobiologia, Instituto de Quimica, Universitat fir Brodenkultu,
Viena, Austria.

Se digirié con pepsina 0,2 a 0,5 g de peso fresco de material transgénico de Physcomitrella patens. Se obtuvieron N-
glucanos del digesto tal como describe Wilson et. al. (2001). Esencialmente los glucanos se liberaron por tratamiento
con péptido:N-glucosidasa A y se analizaron por espectrometria de masas MALDI-TOF en un DYNAMO (Thermo
BioAnalisis, Santa Fe, NM).

1. Identificacion de genes que codifican B1,3-galactosiltransferasa.

Aunque las B1,3-galactosiltransferasas (81,3galT) con funcionalidad biolégica de seres humanos en relacién con el
alargamiento de las estructuras de N-glucano no estaban descritas se seleccion6 la secuencia de la $1,3-galT 2 (n®
de registro: CAA75344) de seres humanos como secuencia de partida. Basandose en los que siete dominios
conservados descritos por Hennet (2002 Cell. Mol. Life Sci. 59, 1081-1095) y en combinacion con los amino&cidos
conservados descritos por Amado et. al. (1998 J. Biol. Chem. 273, 12770-12778) se realiz6 un cribado de la base de
datos. Debido a esta estrategia se identificaron una secuencia de Arabidopsis Thaliana (n° de registro: NP174003) y
una secuencia de Oryza Sativa (n® de registro: BAD17812) descrito como supuestas B1,3-galactosiltransferasas.
Aunque para ambas especies numerosas secuencias de proteinas de las supuestas 1,3-galactosiltransferasas se
listaron en las bases de datos publicas Unicamente estas dos similitudes presentadas por una parte en los siete
dominios conservados y por la otra en varios de los aminoacidos adicionales muy conservados. Sin embargo, si se
compara con CAA75344 la identidad global fue muy baja en ambos, en el caso NP174003 fue del 16%, en el caso
de BAD17812 fue del 17% (figura 1).

Las tres secuencias de proteinas se utilizaron para la identificacién de una base de datos no publica "etiqueta de la
secuencia expresada" (EST) de Physcomitrella patens. Se identificd una etiqueta de la secuencia expresada que
codifica una secuencia peptidica que comprende algunas similitudes con los siete dominios conservados de las
B1,3-galactosiltransferasas. Esta EST se utilizd para disefiar cebadores para clonacién y para la identificacion
adicional en relacién con una familia de genes con betal,3-galactosiltransferasa de una base de datos que
contienen secuencias genémicas de Physcomitrella patens.

Las secuencias resultantes comprendian dos supuestos genes con 31,3-galactosiltransferasa incluyendo secuencias
con intron y exon y las estructuras génicas ($1,3-galT 1 corresponde a la SEC. ID. n? 1y SEC. ID. n? 3y p1,3-galT 2
corresponde a las SEC. ID. n? 2 y SEC. ID. n? 4). Las secuencias proteicas predichas de los marcos de lectura
abiertos ($1,3-galT 1 (figura 2) y $1,3-galT 2 (figura 3) comprendian dominios transmembranarios, los siete dominios
conservados y numerosos aminoacidos conservados (figura 1).

1.1 Clonacion de la secuencia de codificacion del gen para 1,3-galactosiltransferasa 1 de Physcomitrella patens
Ampliacion de la secuencia de nucleétidos que codifica $1,3-galactosiltransferasa de Physcomitrella patens

(SEC ID n®: 1:
5AGTTGTCGATTTGTTGTTTTTGATATGTAAGGCGGTTGCCTTCGCGCCGTGCTTGATTGTAATTGTAATTCAATC
TGGAGTGTGAGATATATATATATATATATATATAGCGAGAGGGAGAGAGAAAGAGAGAGAGAGGGAGAGAGAAA
GAGAGAGAGAGGGAGAGAGAGAGATGGCTTGTGTATGAGGGCCATGCGAGGAGGAGGCTGTGTTTGTTGCCC
GAAGAGATGGGATGGTTTATGTGTAGTGCAGGGGTTGGATGTGAAGCACCTGTTTGAAGGAGTCTGCGAGAGTT
TGAAATTCGGATTCAGAGTGCGGCGATCGATGGTGCAACGTTGTTAGCAGTGATTGTTTTCGCCAACAGAACTG
ACATCATTTGGATTTTTTTTACGCGTGGATGTGCCCTCTTTTTAAAAAATTTCCGCGTGGAANAGAGACGGGGGT
TTGTAATGGAGGCAGGCTGTGGTCATCACCCCTAGTATAGCCTGTCAAGAGAGTTCAAATTCGGTAATATGAAGA
GGGGGTCGAGACTACCGGATATGGCGTGTACAGGGCGGCAAAGAAATGATCTTATCCTAGTTGCAATTGTTTGC
TTGTTTTTTATGGTGATATTCATCCCACCATATCTCCAAATGAACTCACTTCCGGACATTGATTCTCCTGATTCGG
ACAAGAAATCATCAAGCTACTCGAAAAAAACCACTCTAGAAGCCAATAGTAAGGAGGAACGCCGTAGTCCGGGG
AATACCACAGGCGACATTGTTTCTCTGGATGATGTGATAGATCGTGCCTGGTCTGCTGGTGCCAAAGCGTGGGA
AGAACTGGAAACTGCGTTAAGAAATGGAGAAGGTGTCTCAAAGAATGTCAGTAATGCCACTGCAAATGCTGATCC
GTGTCCAGCATCACTCTCTGCAGCAGGGAAAAAGTTAGACGAATTGGGTAAAGTCTTCCCCTTGCCCTGTGGTC
TAATGTTTGGGTCAGCCATTACTCTGATTGGAAAGCCTCGAGAGGCTCACATGGAGTACAAACCGCCAATCGCC
AGAGTTGGGGAAGGCGTCTCTCCATATGTCATGGTTTCCCAGTTCTTAGTAGAGTTACAAGGCTTAAAGGTGGTG
AAAGGTGAAGATCCTCCTCGAATTCTACACTTGAATCCTCGACTTCGTGGTGATTGGAGCTGGAAACCCATCATT
GAGCACAACACTTGTTATCGGAACCAGTGGGGTCCTGCCCACCGATGCGAGGGTTGGCAAGTGCCTGAATACG

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2366975 T3

AAGAAACTGTTGACGGTCTTCCCAAGTGCGAGAAGTGGCTTCGAGATGATGGCAAGAAACCTGCTTCAACGCAA
AAATCTTGGTGGCTTGGAAGATTAGTTGGTCGTTCTGACAAGGAGACGCTTGAATGGGAGTACCCATTATCTGAG
GGTCGGGAGTTCGTTCTCACCATTCGAGCAGGTGTTGAAGGGTTTCATGTGACTATCGATGGTCGTCACATCAG

CTCGTTTCCTTATCGTGTGGGTTACGCTGTGGAAGAAACAACGGGGATATTAGTAGCAGGAGACGTTGATGTGA

TGTCTATCACAGTGACATCCCTACCCTTAACACATCCTAGCTACTACCCTGAGTTAGTTTTGGAATCGGGGGACA
TTTGGAAGGCACCACCTGTCCCAGCTACCAAGATAGATTTATTTATTGGGATCATGTCCAGCAGTAACCATTTTG

CAGAACGGATGGCAGTAAGGAAGACGTGGTTTCAATCTAAAGCTATTCAATCTTCGCAGGCCGTGGCTCGCTTC

TTTGTAGCTCTGCATGCAAACAAGGATATCAATATGCAGTTGAAGAAGGAGGCAGACTATTATGGCGATATTATA

ATCCTGCCTTTCATCGACAGATATGATATAGTGGTTCTCAAGACCGTTGAAATTTGCAAGTTTGGGGTCCAGAAT

GTCACAGCTAAGTATATTATGAAGTGTGACGATGACACTTTTGTGAGGATTGATAGCGTTCTCGAAGAGATTCGA

ACTACTTCAATATCACAAGGCCTTTACATGGGTAGCATGAATGAGTTTCACAGGCCTCTTCGTTCTGGAAAGTGG

GCCGTGACTGCCGAGGAATGGCCTGAGCGAATTTACCCAATATATGCTAATGGACCAGGATATATCCTGTCAGA

GGATATTGTGCATTTCATTGTGGAGATGAATGAGAGAGGCAGTTTGCAGTTATTTAAGATGGAGGACGTCAGTGT
TGGAATATGGGTACGCGAATATGCGAAGCAAGTGAAGCACGTTCAATACGAACATAGCATACGGTTTGCTCAAG

CCGGTTGTATACCGAAATACTTGACAGCTCATTACCAATCGCCGCGTCAAATGCTGTGTCTGTGGGACAAGGTA

CTTGCTCATGACGATGGGAAATGCTGCAACTTGTGAGGAAAATACATACAATGAATGTGTTCAACGGTCTTTACC
AGACAGAATTACTTTGGGTCGGGAACCAGATATAGCAGACAGCTCACATTCAATTCAGCCGTGTTGATCCAGAG

GGGTAATTGATAGTTTCCTTGTCCCCTACCCTCTCTAGAGGTGGAGATCTTACAACTTAATCAAATGATCCTCTGC
AATGTCACTTGTCACAATACTTAGTATAGCTCAAAATTGGCCACGGATATTCAGGAATGTTCATCTTGTAAGGTCG
CAGCTTGTGAGTAAATGGTTGGGTGGTGTCGATGGCATGGTTGCTTATCAATCCCTCTTAGCATCAGTGATCGTC
AGAATCAGTGTTTTCGACACTCCCCGGTGGAGTATTTTTTCGATTCTCTTGATTCCACTCAAGTGGTACTAGCTTA
TATTTAGTGAGGCCTGGAACCCAAGTAGTTAGTTCAGTACGTCTGCCTTTTGCCGAAATGAGTAGAGTAATTTGT

GGCAGTAGTTGGTGAAGAGACATGGTTAGGATTTAGTGTTCAAAATCTG 3’; los codones de inicio y terminacion
estan indicados en negrilla) se realizd por RCP con ADNc y los cebadores MOB1251 (SEC ID n% 5: 5-
CTGAATATCCGTGGCCAA-3’) y el cebador MOB1410 (SEC ID ne: 6: 5-
TTCGAGCTCATGAAGAGGGGGTCGAGACT-3). El producto de ampliacién se digirié con Sac | y Msc | y se clond
en el vector pRT101 digerido con Sac I/Sma | (Toepfer et al. 1987 NAR 15, 5890). La secuencia clonada se verifico
por secuenciado.

1.2 Clonacion de la secuencia de codificacion del gen para $1,3-galactosiltransferasa 2 de Physcomitrella patens
Ampliacién de la secuencia de nucleétidos que codifica B1,3-galactosiltransferasa de Physcomitrella patens

(SEC ID n®: 2: 5-ATGAAGAGGGGTGTGAGACCACCGGGTGTGGGATGTACAGGGCGGCAAAGAAACAATCTAAT
CATAGTGGCAATCATATGTTTGGTTTTTATAGCGATATTCATCCCACCGTTTCTTGAAATGAATTCACTTCCCGATA
TTGATTCCCCTGTTTTGGAGAAGAAAGTATCAAGCTATTTGAAAAAAGTCACTCTGGAAACTTACAGTAAAGAGGA
ACGCCGTAGTCCAGGGAACACAACAGGTGACATTGTTTCGCTGGAAGATGTGATAGATCGCGCCTGGTCTGCC

GGCGCCAAAGCTTGGGAAGAGCTGGAAATTGCATTCAGACAGGGAGAACATTTTTCGAAGAAGGACAATAATGC
CAATGCAACTGCAGATCCATGCCCAGCATCACTCTTTACAACAGGAAAGGAATTGGACAATTTAGGAAGGGTCTT
CCCACTGCCTTGTGGTCTAATGTTTGGATCAGCCATAACTCTCATTGGAAAGCCACGGGAAGCTCACATGGAGT

ACAAACCGCCAATCGCCAGAGTTGGGGAAGGTGTCTCTCCATACGTCATGGTGTCCCAGTTCATAATGGAGTTA

CAGGGCTTGAAGGTGGTAAAAGGTGAAGATCCTCCTAGAATCCTCCACATAAACCCTCGACTCCGTGGTGACTG
GAGCTGGAAACCCATCATTGAGCATAATACATGCTATCGAAACCAGTGGGGCCCAGCTCATCGGTGTGAAGGTT
GGCAAGTACCTGAATACGAAGAAACCGTGGACGGTCTTCCCAAGTGCGAGAAGTGGCTTCGAGGCGATGACAA

AAAACCTGCTTCGACCCAAAAATCCTGGTGGCTTGGGCGATTAGTTGGTCATTCCGACAAGGAGACGCTTGAAT

GGGAGTATCCATTGTCCGAAGGTCGGGAGTTTGTTCTCACCATTCGAGCAGGTGTAGAAGGATTTCACTTAACTA
TTGATGGTCGGCACATCAGTTCGTTCCCTTATCGTGCGGGTTATGCTATGGAAGAAGCAACAGGAATATCAGTG

GCAGGAGACGTCGATGTTCTTTCGATGACAGTAACATCATTACCTTTAACACATCCCAGCTACTACCCTGAGTTG

GTTTTGGATTCGGGTGATATCTGGAAGGCACCACCTTTACCAACAGGCAAGATAGAGTTATTTGTTGGAATCATG
TCAAGCAGCAATCACTTTGCAGAACGTATGGCAGTAAGAAAGACGTGGTTTCAGTCTCTGGTTATCCAATCCTCC
CAAGCGGTGGCTCGCTTCTTTGTAGCTCTGCATGCAAACAAGGATATCAATCTGCAGCTGAAGAAAGAGGCTGA

CTATTACGGCGATATGATAATTTTACCTTTCATCGACAGATATGATATAGTGGTTCTTAAGACCGTTGAAATTTTCA
AGTTTGGGGTCCAGAATGTTACAGTTAGCCACGTCATGAAATGTGACGATGACACATTTGTAAGGATTGACAGCG
TTCTTGAAGAGATTCGAACGACGTCAGTAGGACAGGGCCTTTACATGGGCAGCATGAATGAGTTTCATAGACCC

CTTCGTTCTGGGAAGTGGGCCGTGACAGTTGAGGAGTGGCCTGAGCEPGCATTTACCCAACATACGCAAATGGT
CCAGGATACATCCTTTCGGAAGATATTGTGCATTTTATAGTGGAGGAGAGCAAAAGAAATAATTTGAGGTTATTTA
AGATGGAGGACGTCAGCGTAGGTATATGGGTACGCGAGTATGCAAAGATGAAGTACGTGCAATACGAGCATAGC
GTACGGTTTGCTCAAGCCGGTTGTATACCTAACTACCTGACAGCGCACTATCAATCGCCGCGTCAAATGCTGTGT
CTGTGGGACAAGGTGCTTGCTACCAATGACGGCAAGTGCTGCACCTTGTGA-3; los codones de inicio y
terminacion estan indicados en negrilla) se realizé por RCP con ADNc y los cebadores Pp1-3GalT 2 para (SEC ID
n%: 7: 5-TACGAGCTCATGAAGAGGG-GTGTGAGACC-3) y el cebador Ppp1-3 GalT 2 rev (SEC ID n® 8: 5'-
GTAGAGCTCTCACAAGGTGCAGCACTTG-3’). El producto de ampliaciéon se digirid con Sac | y se clond en el
vector pRT101 digerido con Sac | (Toepfer et al. 1987 NAR 15, 5890). La secuencia clonada se verifico por
secuenciado.

2.1 Creacion del montaje transgénico del gen para $1,3-galactosiltransferasa 1 de Physcomitrella patens

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2366975 T3

El montaje transgénico para la destruccion dirigida del gen para (1,3-galactosiltransferasa 1 de Physcomitrella
patens se gener6 por RCP realizada con ADN gendmico procedente de Physcomitrella patens. En un cebador
MOB1336 de RCP (SEC. ID. n? 9: 5-TACGGATCCAACTTCGAGTTCGTGTCTGTA-3’ y el cebador MOB1333 (SEC.
ID. n® 10: 5-ACACTAAGCTTCTAATCAATGTCCGGAAGTGAG-3’) se utilizaron para ampliar la parte 5’ del montaje
transgénico. En un segundo cebador MOB1334 de RCP (SEC. ID. n® 11: 5-TTAGAAGCTTAGTGTACGCTGAGT-
GTCTACATTG-3) y el cebador MOB1335 (SEC. ID. n® 12: 5-CATTGTCGACCCTACACAGCTCTTAACGTCTAC-3))
se utilizaron para ampliar el fragmento 3’ del montaje transgénico. Ambos montajes ampliados se digirieron con Hind
Il (las enzimas de restriccion se indican en las secuencias de cebador MOB1333 y MOB1334 en letras en negrilla) y
se ligaron en una reaccion de ligadura posterior utilizando T4 ADN ligasa. La secuencia resultante de ADN ligada y
purificada se utilizé como plantilla para una RCP posterior con cebador MOB1336 y MOB1335. El producto de
ampliacion resultante B1,3-GalT1 ko (SEC ID n2: 13:
5’'CAACTTCGAGTTCGTGTCTGTATGAAGAAGTCCACGGGTTCAATGTGTTAAGACTTAGGCATTTCCTTCA
GCTTTGCCTAGTGGAGATATGCGTATTTTTTGATTGTGAGGATTCCGGTTCTTAGACCATGATTGGTTTATTACAG
TGGTCATTCAAATCCTATTTGATTTGAGAATGTATTTACTTCGTTGTGTTGGGAGATGATTGTTCCCTCGAATTCTA
TGCGGTAGCTACCGCTTCTTTCGTAATGAAGACCTTTGAAGTTCACATAGACTTCAAGAAGAATGCTATTTGTGTT
TTTGTGATTGTGTGTTCAAGTTTGGTGCAGTATTGTTAAAATTTGGGTGATGACTAAGTACACTTTATGCGGCCCA
AGTAGTCAAGTTGAGCATTTGTAAATGCTGAAATGAGTTAGGCTGACGGTAAATGTCTGTGGATGTAGCCTAGTG
ATGTATTTGATCTCGGCATAATCTTCAGTGATCAATACAAATAATTCAAGAAAGAGGGGTCAATGTGTTCCTGCGA
GTACCTTCGCATGTTCAACGTGAACTGAATTATGTTAATTAAGCTGAGCAACATAGACCTTCTTGCTGTTGACAGA
GTTCAAATTCGGTAATATGAAGAGGGGGTCGAGACTACCGGATATGGCGTGTACAGGGCGGCAAAGAAATGATC
TTATCCTAGTTGCAATTGTTTGCTTGTTTTTTATGGTGATATTCATCCCACCATATCTCCAAATGAACTCACTTCCG
GACATTGATTAGAAGCTTAGTGTACGCTGAGTGTCTACATTGTGTATTGAATGTTCCTTAGAATTGTTTGTTTGTT
TATGTTTTTATTTTTATATTTCTGCCGGCTATTGAGGAAGAATACATTCAAATTGTTCAGGATTCGGACAAGAAATC
ATCAAGCTACTCGAAAAAAACCACTCTAGAAGCCAATAGTAAGGAGGAACGCCGTAGTCCGGGGAATACCACAG
GCGACATTGTTTCTCTGGATGATGTGATAGATCGTGCCTGGTCTGCTGGTGCCAAAGCGTGGGAAGAACTGGAA
ACTGCGTTAAGAAATGGAGAAGGTGTCTCAAAGAATGTCAGTAATGCCACTGCAAATGCTGATCCGTGTCCAGC
ATCACTCTCTGCAGCAGGGAAAAAGTTAGACGAATTGGGTAAAGTCTTCCCCTTGCCCTGTGGTCTAATGTTTGG
GTCAGCCATTACTCTGATTGGAAAGCCTCGAGAGGCTCACATGGAGTACAAACCGCCAATCGCCAGAGTTGGGG
AAGGCGTCTCTCCATATGTCATGGTTTCCCAGTTCTTAGTAGAGTTACAAGGCTTAAAGGTGGTGAAAGGTGAAG
ATCCTCCTCGAATTCTACACTTGAATCCTCGACTTCGTGGTGATTGGAGCTGGAAACCCATCATTGAGCACAACA
CTTGTTATCGGAACCAGTGGGGTCCTGCCCACCGATGCGAGGGTTGGCAAGTGCCTGAATACGAAGAAACTGG
TGAGTGCTGATTCCACCGCACCAGTTTGTGTTTTTTATGCTGACACTATGCTTCTCAGGTTTGTAGACGTTAAGAG
CTGTGTAGG-3’; la enzima de restriccion Hind Ill se indica en letras en negrilla) comprendia una eliminacion de 270
pb con respecto a la secuencia genémica del gen para 31,3-galactosiltransferasa 1 de Physcomitrella patens que
ademas inician un coddén de terminacién en el fragmento 5’ inicial del ADNc correspondiente. Por lo tanto, dando
como resultado un gen de B1,3-galactosiltransferasa disfuncional cuando se integra por recombinacién homéloga en
el genoma de Physcomitrella patens. Este montaje transgénico se utilizé para la transformacién de Physcomitrella
patens sola o en combinacién con el montaje $1,3-GalT2ko transgénico (véase el apartado 2.2).

La identificacion de las supuestas plantas transformadas se realiz6 por RCP utilizando combinaciones de cebadores
apropiadas.

2.2 Creacion del montaje transgénico del gen para $1,3-galactosiltransferasa 2 de Physcomitrella patens

El montaje transgénico para la destruccion dirigida del gen para (1,3-galactosiliransferasa 2 de Physcomitrella
patens se gener6 por RCP realizada con ADN gendmico procedente de Physcomitrella patens. En un cebador
MOB1339 de RCP (SEC. ID. n? 14: 5- TGGCACGATACAGTGGCATGA - 3’y el cebador MOB1337 (SEC. ID. n® 15:
5- TGGAATTCATTCAAGAAACGGTGGGATGA - 3) se utilizaron para ampliar la parte 5’ del montaje transgénico.
En un segundo cebador MOB1338 de RCP (SEC. ID. n® 16: 5’ - TGAATTCCATAACGAAGACACCGTCTA - 3’) y el
cebador MOB1313 (SEC. ID. n? 17: 5" - CAAGCAGCGGAGACCTTGCAATGC - 3’) se utilizaron para ampliar la parte
3’ del montaje transgénico. Ambos montajes ampliados se digirieron con Eco RI (las enzimas de restriccion se
indican en las secuencias de cebador MOB1337 y MOB1338 en letras en negrilla) y se ligaron en una reaccion de
ligadura posterior utilizando T4 ADN ligasa. La secuencia de ADN resultante ligada y purificada se utiliz6 como
plantilla para una RCP posterior con cebador MOB1339 y MOB1313. El producto de ampliacién resultante 1,3-
GalT2ko (SEC ID n% 18: 5TGGCACGATACAGTGGCATGAGATTTATCGCTGCCAAACTGTGGACAATGATGTTTG
AAACAGTCTATTCATCACTGGTTGGCAAATTCTATGTACAGGGCTAAAAGGGCCAAACTAGGCTTAACAGCAGTG
ATCGAGGTTCTTGAGCAGGATCAGCGCAAGGGTAAGGTTGCTTAGGACCGCTTCAACCTGGTGAGTTAGACACT
CAAAATAATTACGAAACAGTGACATTTATAAGCTTTGTGTCGTCACTACTTTGAGCCTTCAGAGTACATTTATAGG

TGGTGACTTCGTTAATGATGTTAAAAATATGAGGTGAGGACATGTCTTCTTGTGATTAGAGTGATCACTTTGATCC
TTTTGCAAACGCTGAAAGGAGTAAGTCTGATTGTCAACAGAAATGTTTTTGGTTGCAGCCTGGCTAATATTATTGG
TCTCAGTTCAATTTTCGATGGAGTGGCGTACAAGTGATCCAGAAAGCAAGAATCATGGATTTCCTACAATTTCATT
TAGATTTTCGATGTTGGTTGAGTTATGCTGATTGATTTGGGAAAGAGGGAGCTTAGCGTTGTATACAGGGTTCAA

ACACCGTAATATGAAGAGGGGTGTGAGACCACCGGGTGTGGGATGTACAGGGCGGCAAAGAAACAATCTAATC

ATAGTGGCAATCATATGTTTGGTTTTTATAGCGATATTCATCCCACCGTTTCTTGAATGAATTCCATAACGAAGAC

ACCGTCTAAAGCTTCACAGGTTAGTGCAGAAATGATTGGTTCGCCCTCGCTATGCCAGTCAGGCTTACTGAGTTC
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TACTTGGATCGTTCTACTTGGATCTTTTATGGCTTCCTAGCAGTCGGAGGTTTCTTTCTGGTTTGAAGAAAGCCAT
GTATGGAACGTTTACAGGTTTTGGAGAAGAAAGTATCAAGCTATTTGAAAAAAGTCACTCTGGAAACTTACAGTAA
AGAGGAACGCCGTAGTCCAGGGAACACAACAGGTGACATTGTTTCGCTGGAAGATGTGATAGATCGCGCCTGG
TCTGCCGGCGCCAAAGCTTGGGAAGAGCTGGAAATTGCATTCAGACAGGGAGAACATTTTTCGAAGAAGGACAA
TAATGCCAATGCAACTGCAGATCCATGCCCAGCATCACTCTTTACAACAGGAAAGGAATTGGACAATTTAGGAAG
GGTCTTCCCACTGCCTTGTGGTCTAATGTTTGGATCAGCCATAACTCTCATTGGAAAGCCACGGGAAGCTCACAT
GGAGTACAAACCGCCAATCGCCAGAGTTGGGGAAGGTGTCTCTCCATACGTCATGGTGTCCCAGTTCATAATGG
AGTTACAGGGCTTGAAGGTGGTAAAAGGTGAAGATCCTCCTAGAATCCTCCACATAAACCCTCGACTCCGTGGT
GACTGGAGCTGGAAACCCATCATTGAGCATAATACATGCTATCGAAACCAGTGGGGCCCAGCTCATCGGTGTGA
AGGTTGGCAAGTACCTGAATACGAAGAAACCGGTGAGTGCTGGTTCCATCACACTTTATCTTTTCATAGTGACAC
GGTTCTTTTTAGGTGTACTAGTGTTGAAAGCTGTGCATGTTAAATGGTAACCCTAATCAATCTTCTCGCTAATTTT
CGCATTGCAAGGTCTCCGCTGCTTG -3’;

la enzima de restriccién Eco Rl esta indicada en letras en negrilla) comprendia una eliminacion de 148 pb con
respecto a la secuencia gendémica del gen para 31,3-galactosiltransferasa 2 de Physcomitrella patens que ademas
inician un coddn de terminacién en la parte 5’ inicial del ADNc correspondiente. Por lo tanto, dando como resultado
un gen para 1,3-galactosiltransferasa disfuncional cuando se integra por recombinacién homéloga en el genoma de
Physcomitrella patens. Este montaje transgénico se utilizé para la transformacién de Physcomitrella patens sola o en
combinacion con el montaje $1,3-GalT1ko transgénico (véase el apartado 2.1).

La identificacion de las supuestas plantas transformadas se realizé por RCP utilizando combinaciones de cebadores
apropiadas.

3. Espectrometria de masas MALDI-TOF

Los N-glucanos de la cepa de Physcomitrella patens modificada genéticamente con gluco que carecen de los restos
de a1,3-fucosa y 1,2-xilosa especificos del vegetal - utilizados en la presente memoria como referencia - presentan
las caracteristicas estructurales tipicas de los N-glucanos vegetales procesados en estas cepas tal como se describe
en Koprivova et al. 2004 Plant Biotechnol. J. 2, 517-523); es decir, sin fucosa en el enlace a1,3 al GIcNAc unido por
Asn, y sin xilosa en el enlace 1,2 al resto B-manosil, epitopos de Lewis a (restos de a1,4-fucosil y 31,3-galactosil
unidos a GIcNAc) como elementos terminales no reductores (tab. 1). En cambio no se detectaron epitopos de Lewis
a (restos de a1,4-fucosil y B1,3-galactosil unidos a GIcNAc) en los N-glucanos aislados de una cepa de
Physcomitrella patens modificada genéticamente con gluco que ademas comprendia alteraciones genéticas dirigidas
de ambos genes de 1,3-galactosiltransferasa 1y 1,3-galactosiltransferasa 2.

Tabla 1: Estructuras de N-glucano de cepas de Physcomitrella patens bitransgénicas y tetratransgénicas. Se
aislaron N-glucanos de material vegetal cultivado en las mismas condiciones (matraces de 100 ml., medio de Knop)
restos, GF = estructura Lewis a que comprende fucosa y galactosa (unida por $1,3), Gn = N-acetilglucosamina,
M/Man = manosa

Physcomitrella patens bitransgénicas Physcomitrella patens tetratransgénicas
Estructuras de N-glucano que carecen | Estructuras de N-glucano que carecen de los restos a-1,3-fucosa, B-
de los restos a-1,3-fucosa y B-1,2- 1,2-xilosa y B1,3-galactosa del nucleo (por consiguiente carecen de
xilosa del nucleo epitopos de Lewis a en total)

933 Man3 (MM) Man3 (MM)

1096 Man4 Man4

1137 MGn/GnM MGn/GnM

1258 Man5 Man5

1299 Man4Gn Man4Gn

1340 GnGn GnGn

1420 Man6 Man6

1582 Man7 Man7

1648 (GF)Gn/Gn(GF)

1744 Man8 Man8

1907 Man9 Man9

1956 (GF) (GF)

SEC. ID. n? 1
B1,3-GalT1 de ADNc
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5 AGTTGTCGATTTGTTGTTTTTGATATGTAAGGCGGTTGCCTTCGCGCCGTGCT TGATTGTAAT -
TGTAATTCAATCTGGAGTGTGAGATATATATATATATATATATATAGCGAGAGGGAGAGAGAAAGAGAGAGAGAGG—
GAGAGAGAAAGAGAGAGAGAGGGAGAGAGAGAGATGGCTTGTGTATGAGGGCCATGCGAGGAGGAGGCTGT -
GTTTGTTGCCCGAAGAGATGGGATGGTTTATGTGTAGTGCAGGGGTTGGATGTGAAGCACCTGTTTGARGGAGTCT -
GCGAGAGTTTGARATTCGGATTCAGAGTGCGGCGATCGATGGTGCAACGTTGT TAGCAGTGATTGTTTTCGC-
CAACAGAACTGACATCATTTGGATTTTTTTTACGCGTGGATGTGCCCTCTTTTTARAARATTTCCGCGTGGAANA -
GAGACGGGGGTTTGTAATGGAGGCAGGCTGTGGTCATCACCCCTAGTATAGCCTGTCARAGAGAGTTCAAATTCG-

GTAATATGAAGAGGGGGTCGAGACTACCGGATATGGCGTGTACAGGGCGGCARAGARATGATC TTATCCTAGT -
TGCAATTGTTTGCTTGTTTTTTATGGTGATATTCATCCCACCATATCTCCARATGAACTCACTTCCGGACAT-
TGATTCTC '
CTGATTCGGACAAGAAATCATCAAGCTACTCGAAAARAACCACTCTAGAAGCCAATAGTAAGGAGGAACGC -
CGTAGTCCGGGGARTACCACAGGCGACATTGTTTCTCTGGATGATGTGATAGATCGTGCCTGGTCTGCTGGTGC
CAAAGCGTGGGAAGAACTGGARACTGCGTTAAGAAATGGAGAAGGTGTCTCARAGAAT GTCAGTAATGCCACT —
GCAAATGCTGATCCGTGTCCAGCATCACTCTCTGCAGCAGGGAAAAAGTTAGACGAAT TGGGTAAAGTCTTCCCCT -
TGCCCTGTGGICTAATGTTTGGGTCAGCCATTACTCTGAT TGGARAGCCTCGAGAGGCTCACATGGAGTACAAAC
CGCCAATCGCCAGAGTTGGGGAAGGCGTCTCTCCATATGTCATGGTTTCCCAGTTCTTAGTAGAGTTACAAGGCT—
TARAGGTGGTGARAGGTGAAGATCCTCCTCGAATTCTACACTTGAATCCTCGACTTCGTGGTGATTGGAGCTG
GAAACCCATCATTGAGCACAACACTTGTTATCGGAACCAGTGGGGTCCTGCCCACCGATGCGAGGGTTGGCAAGT -
GCCTGAATACGAAGARACTGTTGACGGTCTTCCCAAGTGCGAGAAGTGGCTTCGAGATGATGGCARGARACCT -
GCTTCAACGCARRAATCTTGGTGGCTTGGAAGAT TAGTTGGTCGTTCTGACAAGGAGACGCTTGARTGGGAGTAC
CCATTATCTGAGGGTCGGGAGTTCGTTCTCACCAT TCGAGCAGGTGTTGAAGGGTTTCATGTGACTATCGATG
GTCGTCACATCAGCTCGTTTCCTTATCGTGTGGGTTACGCTGTGGAAGARACAACGGGGATATTAGTAGCAG-
GAGACGTTGATGTGATGTCTATCACAGTGACATCCCTACCCTTAACACATCCTAGCTACTACCCTGAGT -
TAGTTTTGGAATCGGGGGACATTTGGAAGGCACCACCTGTCCCAGCTACCARGATAGATTTATTTAT TGGGATCAT -
GTCCAGCAGTAACCATTTTGCAGAACGGATGGCAGTAAGGARGACGTG-
GTTTCAATCTARAGCTATTCAATCTTCGCAGGCCGTGGCTCGCTTCTTTGTAGCTCTGCATGCARACARGGATA-
TCAATATGCAGTTGAAGAAGGAGGCAGACTATTATGGCGATATTATAATCCTGCCTTTCATCGACAGATATGATA-
TAGTGGTTCTCAAGACCGTTGARAT TTGCAAGTTTGGGGTCCAGAATGTCACAGCTAAGTATATTATGARGTGT -
GACGATGACACTTTTGTGAGGATTGATAGCGT TCTCGAAGAGAT TCGAACTACTTCAATATCACAAGGCCTTTA-
CATGGGTAGCATGAATGAGTTTCACAGGCCTCTTCGTTCTGGARAGTGGGCCGTGACTGCCGAGGAATGGCCT -
GAGCGAATTTACCCAATATATGCTAATGGACCAGGATATATCCTGTCAGAGGATATTGTGCATTTCATTGTGGAG-
ATGAATGAGAGAGGCAGTTTGCAGTTATTTAAGATGGAGGACGTCAGTGTTGGAATATGGGTACGCGAATA
TGCGAAGCAAGTGARGCACGTTCARTACGAACATAGCATACGGTTTGCTCAAGCCGGTTGTATACCGAAATACT -
TGACAGCTCATTACCAATCGCCGCGTCARATGCTGTGTCTGTGGGACAAGGTACT TGCTCATGACGATGGGAAAT —
GCTGCAACTTGTGAGGAAAATACATACAATGAATGTGTTCAACGGTCTTTACCAGACAGAATTACTTTGGGTCGG -
GAACCAGATATAGCAGACAGCTCACATTCAATTCAGCCGTGTTGATCCAGAGGGGTAATTGATAGTTTCCT—
TGTCCCCTACCCTCTCTAGAGGTGGAGATCTTACAACTTAATCAAATGATCCTCTGCAATGTCACTTGT -
CACAATACTTAGTATAGCTCAARATTGGCCACGGATATTCAGGAATGTTCATCTTGTAAGGTCGCAGCTTGT -

GAGTAAATGGTTGGGTGGTGTCGATGGCATGGTTGCTTATCAATCCCTCTTAGCATCAGTGATCGTCAGAATCAGT -
GTTTTCGACACTCCCCGGTGGAGTATTTTTTCGATTCTCTTGATTCCACTCAAGTGGTACTAGCTTATATTTAGT -
GAGGCCTGGAACCCAAGTAGTTAGTTCAGTACGTCTGCCTTTTGCCGAAATGAGTAGAGTAATTTGTGGCAGTAGT -
TGGTGAAGAGACATGGTTAGGATTTAGTGTTCARAATCTG 3°

SECIDn®:2
PpB1-3Gai1T2 de ADNc
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ATGAAGAGGGGTGTGAGACCACCGGGTGTGGGATGTACAGGGCGGCAAAGAAACAATCTAAT -
CATAGTGGCAATCATATGTTTGGTTTTTATAGCGATATTCATCCCACCGTTTCTTGAARAT -
GAATTCACTTCCCGATATTGATTCCCCTGTTTTGGAGAAGAAAGTAT -
CAAGCTATTTGAARAARAAGTCACTCTGGAAACTTACAGTAAAGAGGAACGCCGTAGT CCAGG-
GAACACAACAGGTGACATTGTTTCGCTGGAAGATGTGATAGATCGCGCCTGGTCTGCCGGCGC—-
CAAAGCTTGGGAAGAGCTGGAAATTGCATTCAGACAGGGAGAACATTTTTCGAAGAAG—
GACAATAATGCCAATGCAACTGCAGATCCATGCCCAGCATCACTCTTTACAACAGGAAAG—~
GAATTGGACAATTTAGGAAGGGTCTTCCCACTGCCTTGTGGTCTAATGTTTGGATCAGC -
CATAACTCTCATTGGAAAGCCACGGGAAGCTCACATGGAGTACARACCGCCAATCGCCAGAGT -

TGGGGAAGGTGTCTCTCCATACGTCATGGTGTCCCAGTTCATAATGGAGTTACAGGGCT -
TGAAGGTG

GTAAAAGGTGAAGATCCTCCTAGAATCCTCCACATARACCCTCGACTCCGTGGTGACTG-
GAGCTGGAAACCCATCATTGAGCATAATACATGCTATCGARACCAGTGGGGCCCAGCTCATCG-
GTGTGAAGGTTGGCAAGTACCTGAATACGAAGAAACCGTGGACGGTCTTCCCAAGTGC-
GAGAAGTGGCTTCGAGGCGATGACAAAARACCTGCTTCGACCCARRAATCCTGGTGGCTTGG-
GCGATTAGTTGGTCATTCCGACAAGGAGACGCTTGAATGGGAGTATCCATTGTCCGRAAG-
GTCGGGAGTTTGTTCTCACCATTCGAGCAGGTGTAGAAGGATTTCACTTAACTATTGATG—-
GTCGGCACATCAGTTCGTTCCCTTATCGTGCGGGTTATGCTATGGAAGAAGCAACAGGAATA-
TCAGTGGCAGGAGACGTCGATGTTCTTTCGATGACAGTAACATCATTACCTTTAACA-
CATCCCAGCTACTACCCTGAGTTGGTTTTGGATTCGGGTGATATCTGGAAGGCAC—
CACCTTTACCAACAGGCAAGATAGAGTTATTTGTTGGAATCATGTCAAGCAGCAAT-
CACTTTGCAGAACGTATGGCAGTAAGAAAGACGTGGTTTCAGTCTCTGGT-
TATCCAATCCTCCCAAGCGGTGGCTCGCTTCTTTGTAGCTCTGCATGCARACAAGGATA—
TCAATCTGCAGCTGAAGAAARGAGGCTGACTATTACGGCGATA-
TGATAATTTTACCTTTCATCGACAGATATGATATAGTGGTTCTTAAGACCGT -
TGAAATTTTCAAGTTTGGGGTCCAGAATGTTACAGTTAGCCACGTCATGAAATGTGACGAT~
GACACATTTGTAAGGATTGACAGCGTTCTTGAAGAGAT TCGAACGACGTCAGTAGGACAGG—
GCCTTTACATGGGCAGCATGAATGAGTTTCATAGACCCCTTCGTTCTGGGAAGTGGGCCGT -
GACAGTTGAGGAGTGGCCTGAGCGCATTTACCCAACATACGCAAATGGTCCAGGATA—
CATCCTTTCGGAAGATATTGTGCATTTTATAGTGGAGGAGAGCAAAAGAAATAATTTGAGGT -
TATTTAAGATGGAGGACGTCAGCGTAGGTATATGGGTACGCGAGTATGCAAAGAT-
GAAGTACGTGCAATACGAGCATAGCGTACGGTTTGCTCAAGCCGGTTGTATACCTAACTACCT~
GACAGCGCACTATCAATCGCCGCGTCAAATGCTGTGTCTGTGGGACAAGGTGCTTGCTAC
CAATGACGGCAAGTGCTGCACCTTGTGA

SECIDn%: 3
1-3GalT1 de ADN gen6mico

5 :AGTTGTCGATTTGTTGTTTTTGATATGTAAGGCGGTTGCCTTCGCGCCGTGCTTGATTGTAAT -
TGTAATTCAATCTGGAGTGTGAGATATATATATATATATATATATAGCGAGAGGGAGAGAGAAAGAGAGAGAGAGG-
GAGAGAGAAAGAGAGAGAGAGGGAGAGAGAGAGATGGCTTGTGTATGAGGGCCATGCGAGGAGGAGGCTGT -
GTTTGTTGCCCGAAGAGATGGGATGGT TTATGTGTAGTGCAGGGGTTGGATGTGAAGCACCTGTTTGAAGGAGTCT -
GCGAGAGTTTGAAATTCGGATTCAGAGTGCGGCGATCGATGGTGCAACGTTGTTAGCAGTGATTGTTTTCGC-
CAACAGAACTGACATgtaatgaatagtttcgaggcatgatcgecggtttttctcaatttgaaggggttgtttgtgg-
gtgatctatgtgcagaagtgtcactgatggtcagattcgatgcttgacaatttgatcctttgtgagtgtgcagC-
ATTTGGATTTTTTTTACGCGTGGATGTGCCCTCTTTT TAAAARATTTCCGCGTGGARAAGAGACGGGG-
GTTTGTAATGGAGGCAGGCTGTGGTCATCACCCCTAGTATAGCCTGTCAAGAGgtgagattgacaccctctttget~
caattgtagatttttttccttctcagggct- 7
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gaatcccagtttttttttttttttttttttttttttecttcttcttcaacttegagttcgtgtetgtat-
gaagaagtccacgggttcaatgtgttaagacttaggcatttccttcagctttgectagtggagata~
tgcgtattttttgattgtgaggattccggttcttagaccatgattggtttattacagtggt-
cattcaaatcctatttgatttgagaatgtatttacttcgttgtgttgggagatgattgttcectcgaattctat-
gcggtagctaccgcettctttegtaatgaagacctttgaagttcacatagacttcaagaagaatgctatttgt-
gtttttgtgattgtgtgttcaagtttggtgcagtattgttaaaatttgggtgatgactaagtacactttatgegge-
ccaagtagtcaagttgagcatttgtaaatgctgaaatgagttaggctgacggtaaatgtctgtggatgtagccta-
gtgatgtatttgatctcggcataatcttcagtgatcaatacaaataattcaagaaagaggggtcaatgtgttcct-
gcgagtaccttcgcatgttcaacgtgaactgaattatgttaattaagctgagcaacatagaccttcttgetgt-
tgacagAGTTCAAATTCGGTAATATGAAGAGGGGGTCGAGACTACCGGATATGGCGTGTACAGGGCG-
GCAAAGARATGATCTTATCCTAGTTGCAATTGTTTGCTTGTTTTTTATGGTGATATTCATCCCACCATA-
TCTCCAAATGAACTCACTTCCGGACATTGATTCTCCTgtcgagaagctagaagatgatgatgatgct-

gtcttcacttctcatagacgtcgtaaccaagagcagatttcagttgtcactgacagtggtcagagacggacagt-

tatgccatcttcgactggtgcggaggacgtaacgaatgcaccgtctaaagattcacaggttagaccaaaagtagt
tgacctgaaatgcatgtggtaatcaagcactcttgtcctcattcgagcttttatttcttgccétcag—
gtatttttaatacttccctagtgtacgctgagtgtctacattgtgtattgaatgttccttagaat~
tgtttgtttgtttatgtttttatttttatatttctgeccggctattgaggaagaatacattcaaattgttcag-

GATTCGGACAAGAAATCATCAAGCTACTCGAAAAARACCACTCTAGAAGCCAATAGTAAGGAGGRACGC~
CGTAGTCCGGGGAATACCACAGGCGACATTGTTTCTCTGGATGATGTGATAGATCGTGCCTGGTCTGCTGGTGC-

CAAAGCGTGGGAAGAACTGGAARACTGCGTTAAGAAATGGAGAAGGTGTCTCARAGAATGTCAGTARATGCCACT -
GCAAATGCTGATCCGTGTCCAGCATCACTCTCTGCAGCAGGGAAARAGT TAGACGAATTGGGTAAAGTCTTCCCCT-
TGCCCTGTGGTCTAATGTTTGGGTCAGCCATTACTCTGATTGGAARAGCCTCGAGAGGCTCACATGGAGTACAAAC-
CGCCAATCGCCAGAGTTGGGGAAGGCGTCTCTCCATATGTCATGGTTTCCCAGTTCTTAGTAGAGTTACAAGGCT -
TARAGGTGGTGAAAGGTGAAGATCCTCCTCGAATTCTACACTTGAATCCTCGACTTCGTGGTGATTGGAGCTG-
GAAACCCATCATTGAGCACAACACTTGTTATCGGAACCAGTGGGGTCCTGCCCACCGATGCGAGGGTTGGCAAGT -
GCCTGAATACGAAGAAACTGgtgagtgctgattccaccgecaccagttitgtgttttttatgectgacactatgettet—
caggtttgtagacgttaagagctgtgtaggttccgtggtacttcgaattggcacttgecacttctctcat~
tgtaagttggtaaatgtctgcatgagcaataaattccaacactggatgtgtattttctgaaatgattegttttet-
tgtagTTGACGGTCTTCCCAAGTGCGAGARGTGGCTTCGAGATGATGGCAAGARACCTGCTTCAACGCAAARATCT -
TGGTGGCTTGGAAGATTAGTTGGTCGTTCTGACAAGGAGACGCTTGAATGGGAGTACCCATTATCTGAGGGTCGG-
GAGTTCGTTCTCACCATTCGAGCAGGTGTTGAAGGGTTTCATGTGACTATCGATGGTCGTCACAT—
CAGCTCGTTTCCTTATCGTGTGgtaagttgaaaatgctatgttaacatataatgctaaagttgacctcat~
gtctttettttttctttttttcttttttattttctggagggggggggggtaatgcaaat-
caactctaaaattttagtataccagttaaattattcatttcaaatataacaatacaaataca-
catctttttaatttgtattttttgatcecctctectecctctactaaaattaataatatagcaacattttggtac-
tacgaaagttcatttgtattgcttcatgtcgaagatttattcaaaatttctatccctegtgtttctgaattacat-
tatcaacaatggaataacaataatgacggccccatccttcagacaccaggaacattacctataccagactacgtct—
gggtaagtctgaagaattaattataaccaagaaactagttgtattcactgtttttctttttacgecccat-
gcgatttatcgaagtcttcttcaatttcttattattcttctttattattttaagtttttaat-
tatttttaaagcaacgaattgataaataaataacatattaat-
gtttttaactttaaagtttttttcccgtatttagtataagatttcgtcaaaacgattaggtgattagatcgaacat—
tatctaattgcactctacttatatgatatgaagagtaatttctcttagcagaagctacatcctgectatttecttgg-
gaaacccgattaggtctttcaaatcacccctgecttcctctataagtgtaccatgattgaggttecgttaggge-
attagtttaagggtatcgttgtgatgtgtgtctagttagtcttaaaatctgtgcaaatcgattcat-
tdacaactcttttctgtagtgttttgttttgagaactgctatttatctteccattgtgcagGGTTACGCTGTG-
GAAGARACAACGGGGATATTAGTAGCAGGAGACGTTGATGTGATGTCTATCACAGTGACATCCCTACCCTTAACA-
CATCCTAGCTACTACCCTGAGTTAGTTTTGGAATCGGGGGACATTTGGAAGGCACCACCTGTCCCAGCTAC-
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CAAGATAGATTTATTTATTGGGATCATGTCCAGCAGTAACCATTTTGCAGAACGGATGGCAGTARGGAAGACGTG-
GTTTCRATCTAAAGCTATTCAATCTTCGCAGGCCGTGGCTCGCTTCTTTGTAGCTCTGgtacttcctectat—
caaatctcattaactttcgaattattagtgatcatctacataagtggtctgttgattgctgaaaggtggectgt-
tgcgtgectttgecgtaatgactttccaaattcatttagaacagtggaaacataatttgtgtgttgege-
tgcgtatttaactttttcggtgaatgtcttattgaattgtgatgtagCATGCAAACAAGGATATCAATATGCAGT -
TGAAGAAGGAGGCAGACTATTATGGCGATATTATAATCCTGCCTTTCATCGACAGATATGATATAGTGGTTCT -
CAAGACCGTTGAAATTTGCAAGTTTGGGgtacgtgtgtcgaataatggcttcaaagectttgtgacggtgtet~
gcaatttggggatggtgataatgaggcttgataccaactgaaggttaggtgacttttaacactaggttctget-
tactgtgcagGTCCAGAATGTCACAGCTAAGTATATTATGAAGTGTGACGATGACACTTTTGTGAGGAT -
TGATAGCGTTCTCGAAGAGATTCGAACTACTTCAATATCACAAGGCCTTTACATGGGTAGCATGAAT—
GAGTTTCACAGGCCTCTTCGTTCTGGARAAGTGGGCCGTGACTGCCGAGgtatttttatttttatttttg-
gcttttgtcgggaacgtgagagaaaccaagatgaatataatcacgatgttgttttttattgcaaggatttattig-
atgctcttgagaaatctgtggtagccataccactcaatttggatactagatgtgttcgtecttatgtataaaaat~
gaaacatgtgcttttcaggaagattaattcagtttgacttgtacgtctagttagattgatggtgatgaaacaagag-
gattatctcgcgaattgacaagtgggttgcttggacagGAATGGCCTGAGCGAATTTACCCAATATATGCTAATG-
GACCAGGATATATCCTGTCAGAGGATATTGTGCATTTCATTGTGGAGATGAATGAGAGAGGCAGTTTGCAGgtag—
gttcttttagaactgtgtcgtcgetattacacgtctacaagttttaaaaattagaaactttcttgttg-
gcaaatttccatccaggaatctttttgcaccgcaagttcgtaataggagtcggtacattctgtgtgtgt-
gcatcgtttgttaaatgcatttttcaattttcttttgcttaaaatatctctgttgtcgatatctcctcétgatct-
tgﬁattgtgaacatgagaagatatgaaatgtgaactcaatattcttctatgatcatgtgcagTTATTTAAGATG—
GAGGACGTCAGTGTTGGAATATGGGTACGCGRAATATGCGAAGCAAGTGAAGCACGTTCAATACGAR-
CATAGCATACGGTTTGCTCAAGCCGGTTGTATACCGAAATACTTGACAGCTCATTACCAATCGCCGCGTCARAT -
GCTGTGTCTGTGGGACAAGGTACTTGCTCATGACGATGGGARATGCTGCARCTTGTGAGGARAATACATACAAT ~
GAATGTGTTCAACGGTCTTTACCAGACAGAATTACTTTGGGTCGGGARACCAGATATAGCAGACAGCTCA-
CATTCAATTCAGCCGTGTTGATCCAGAGGGGTAATTGATAGTTTCCTTGTCCCCTACCCTCTCTAGAGGTGGAG-
ATCTTACAACTTAATCAAATGATCCTCTGCAATGTCACTTGTCACAATACT TAGTATAGCTCAARATTGGCCACG—
GATATTCAGGARATGTTCATCTTGTAAGGTCGCAGCTTGTGAGTAAATGGTTGGGTGGTGTCGATGGCATGGTTGCT~
TATCAATCCCTCTTAGCATCAGTGATCGTCAGAATCAGTGTTTTCGACACTCCCCGGTG-
GAGTATTTTTTCGATTCTCTTGATTCCACTCAAGTGGTACTAGCTTATATTTAGTGAGGCCTGGAACCCAAGTAGT -
TAGTTCAGTACGTCTGCCTTTTGCCGAAATGAGTAGAGTAATTTGTGGCAGTAGTTGGTGAAGAGACATGGTTAG—
GATTTAGTGTTCAAAATCTG 3°

SECID n% 4
Ppp1-3GalT2 de ADN genémico

ATGAAGAGGGGTGTGAGACCACCGGGTGTGGGATGTACAGGGCGGCAAAGAAACAATCTAATCATAGTGGCAAT -
CATATGTTTGGTTTTTATAGCGATATTCATCCCACCGTTTCTTGAARATGAATTCACTTCCCGATATTGATTCCCCT-
gtqtataggttagaaggtattaaéttcgcttcacatagacgtcgctatcaagaacaggattcacgtgtcagt-
tacagtggctatggacagccagatatgccatcaactggtgatgaagacataacgaagacac-
cgtctaaagcttcacaggttagtgcagaaatgattggttcgccctcgctatgccagtcaggcttactgagttc-'
tacttggatcgttctacttggatcttttatggcttcctagcagtcggaggtttctttetggtttgaagaaagccat-
gtatggaacgtttacagGTTTTGGAGAAGAAAGTATCAARGCTATTTGARRAAAGTCACTCTGGARACT -
TACAGTAAAGAGGAACGCCGTAGTCCAGGGAACACAACAGGTGACATTGT TTCGCTGGAAGATGTGATAG-
ATCGCGCCTGGTCTGCCGGCGCCAARGCTTGGGAAGAGCTGGAAATTGCATTCAGACAGGGAGAA-
CATTTTTCGAAGAAGGACAATAATGCCAATGCAACTGCAGATCCATGCCCAGCATCACTCTTTACAACAGGAAAG—
GAATTGGACAATTTAGGAAGGGTCTTCCCACTGCCTTGTGGTCTAATGTTTGGATCAGCCATAACTCTCATTG—
GAAAGCCACGGGAAGCTCACATGGAGTACAAACCGCCAATCGCCAGAGTTGGGGARGGTGTCTCTCCATACGTCAT -
GGTGTCCCAGTTCATAATGGAGTTACAGGGCTTGAAGGTGGTAAAAGGTGAAGATCCTCCTAGAATCCTCCA—
CATAAACCCTCGACTCCGTGGTGACTGGAGCTGGAAACCCATCATTGAGCATARTACATGCTATCGAARACCAGT ~
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GGGGCCCAGCTCATCGGTGTGAAGGTTGGCAAGTACCTGAATACGAAGAAACCGgtgagtgctggttccat -
cacactttatcttttcataétgacacggttctttttaggtgtactagtgttgaaagctgtgcatgttaaatg—
gtaaccctaatcaatcttctcgctaattttcgecattgecaaggtctccgectgettggacaatcagcactctaacat-
tggctgtatttactgaaatgattctttactttgtagTGGACGGTCTTCCCAAGTGCGAGAAGTGGCTTCGAGGCG-
ATGACAAAARACCTGCTTCGACCCAAARATCCTGGTGGCTTGGGCGATTAGTTGGTCAT TCCGACAAGGAGACGCT—
TGAATGGGAGTATCCATTGTCCGAAGGTCGGGAGTTTGTTCTCACCATTCGAGCAGGTGTAGAAGGATTTCACT -
TAACTATTGATGGTCGGCACATCAGTTCGTTCCCTTATCGTGCGgtgagttgaaaatactagtttgatatctaatg-
atgaggtttaccgcaggtatatttggtctcattgtcaagtgtgtgtgtgtgtgt-
tgtttttcttttttccttttcattttctgaatcataatgataagaaatcaattctatgaaacttagcgtcaata—
ttttaaagttttattgtttttgtttgtttttatttttttgtgttttgtgttttgtgtttatttcacaatacaatgt-
taacaatggaatagaaacaatgatggtcccacctcacagacaccaggtacactacctacaccagactgegtet-
gagtaagtttaagaaacagcaaccaccaacaatctgattgtaaattctaaattccttctccaccagaaaaccatgt-
gatccgtcttgcagttctgcttgcactctacctatatgatccaaagagtaattcctcttaacaqdaqttataacct—
gctggggttttgaaaataccgatgagttcaaattgtaaacaaaccccggatctatttcaagggtatgaagggct-7
tagctttgtttaagaataaggtcaagagtatctgtgtggtgagcatcccaaaatggatgcaaatttqttaattg—
gcaactgttttctgtgqtatgttttgﬁgacgcactatttattgtgtattgtgcagGGTTATGCTATG-
GAAGAAGCAACAGGAATATCAGTGGCAGGAGACGTCGATGTTCTTTCGATGACAGTAACATCATTACCTT TAACA-
CATCCCAGCTACTACCCTGAGTTGGTTTTGGATTCGGGTGATATCTGGAARGGCACCACCTTTACCAACAG—
GCAAGATAGAGTTATTTGTTGGAATCATGTCAAGCAGCAATCACTTTGCAGAACGTATGGCAGTAARGAAAGACGTG-
GTTTCAGTCTCTGGTTATCCAATCCTCCCAARGCGGTGGCTCGCTTCTTTGTAGCTCTGgtacttgtcat-
tatactcttttttcgtgccaagtatcgtgaactcgggaatatttaqaaagtgcaaacaacaagtgagctgttaat-
tgctgaaaattggtgttataagtcttgatgcagtgaccttccagattgaccaagtatatcagacct-

tagaatttgaacagcactacttacttaccatttttaatgaatcccttgttgggttgtgatgcagCATGCAAACAAG-
GATATCAATCTGCAGCTGAAGAAAGAGGCTGACTATTACGGCGATATGATAATTTTACCTTTCATCGACAGATA-

TGATATAGTGGTTCTTAAGACCGTTGAAATTTTCAAGTTTGGGgtaagcgaat -
taaaatttgtagtatttacaaagtaatatttttaaacgttgtgaggacatctgcaacttgatatatttctttegt-
gaggttcgatgctgattaaagcttaggtgatttaaaagcacggtgttgecttgctatgcagGTCCAGAATGT-
TACAGTTAGCCACGTCATGAAATGTGACGATGACACATTTGTAAGGATTGACAGCGTTCTTGAA-
GAGATTCGAACGACGTCAGTAGGACAGGGCCTTTACATGGGCAGCATGAATGAGTTTCATAGACCCCTTCGTTCT-
GGGAAGTGGGCCGTGACAGTTGAGgtaattttccctgtaccaaattatccaagattttegtaaccattgtgtgect~

tattcatttcttctgaaatctcaagaaaaatgaaaaatgcttgagaaacgctcgtagecgtatcacattat-
gcgaattccaaaaaagaatgtggaacaaaagttcttgtgaaaataattgatatgttcaaattgtacacatttat-~

gcactaagataagatatgtgcaaatagtgccttccagtggtctagaaaatgcttgtttttttttg~
gaagctttaactttatttagcttgaacatcttgtttgagggttggtgaccaagtaagaag—
gtccatacaagacaataaatggattggttcgtgcatgﬁacagGAGTGGCCTGAGCGCATTTACCCAA—
CATACGCARATGGTCCAGGATACATCCTTTCGGAAGATATTGTGCATTTTATAGTGGAGGA-
GAGCAAAAGAAATAATTTGAGGgtgcgtttttcatagetgtgtectggtgattaaatgecccatgttcaacat—
tgaaaccttcatcttggacagttttccatccatgtatctectgtcattataattgecattatagaactgttegegt-
gtacatttctttcctgttectetttttcattttotttttctettettttettcatttacttctectettgtegat~
gctttctgttgaccttatattgtggatatgtatctcttcagtactacggagacgatatgaaacataagtttgata—
ttcttctgtgataaagegecagTTATTTRAAGATGGAGGACGTCAGCGTAGGTATATGGGTACGCGAGTATGCAAAG-
ATGAAGTACGTGCAATACGAGCATAGCGTACGGTTTGCTCAAGCCGGTTGTATACCTAACTACCT -
GACAGCGCACTATCAATCGCCGCGTCARATGCTGTGTCTGTGGGACAAGGTGCTTGCTACCAATGACGGCAAGT -
GCTGCACCTTGTGA

SEC ID n® 24
Insercion por corte y empalme de 165 nucledtidos de variante de corte y empalme alternativa de $1,3-GalT1
ADNCc representada en negrilla (nt471-635)
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ATGCGAGGAGGAGGCTGTGTTTGTTGCCCGAAGAGATGGGATGGTTTATG
TGTAGTGCAGGGGTTGGATGTGAAGCACCTGTT TGARGGAGTCTGCGAGA
GTTTGAAATTCGGATTCAGAGTGCGGCGATCGATGGTGCAACGTTGTTAG
CAGTGATTGTTTTCGCCAACAGAARCTGACATCATTTGGATTTTTTTTACG
CGTGGATGTGCCCTCTTTTTAARARAATTTCCGCGTGGAAAAGAGACGGGG
GTTTGTAATGGAGGCAGGCTGTGGTCATCACCCCTAGTATAGCCTGTCAA
GAGAGTTCAAATTCGGTAATATGAAGAGGGGGTCGAGACTACCGGATATG
GCGTGTACAGGGCGGCAAAGAAATGATCTTATCCTAGTTGCAATTGTTTG
CTTGTTTTTTATGGTGATATTCATCCCACCATATCTCCAAATGAACTCAC
TTCCGGACATTGATTCTCCTGTCGAGAAGCTAGAAGATGATGATGATGCT
GTCTTCACTTCTCATAGACGTCGTAACCAAGAGCAGATTTCAGTTGTCAC
TGACAGTGGTCAGAGACGGACAGTTATGCCATCTTCGACTGGTGCGGAGG
ACGTAACGAATGCACCGTCTAAAGATTCACAGGATTCGGACAAGAAATCA
TCAAGCTACTCGAAAAAAACCACTCTAGAAGCCAATAGTAAGGAGGAACG
CCGTAGTCCGGGGAATACCACAGGCGACATTGTTTCTCTGGATGATGTGA
TAGATCGTGCCTGGTCTGCTGGTGCCARAGCGTGGGAAGAACTGGAAACT
GCGTTAAGARATGGAGAARGGTGTCTCAARGAATGTCAGTAATGCCACTGC
ARATGCTGATCCGTGTCCAGCATCACTCTCTGCAGCAGGGAARAAGTTAG
ACGAATTGGGTAAAGTCTTCCCCTTGCCCTGTGGTCTAATGTTTGGGTCA
GCCATTACTCTGATTGGARAGCCTCGAGAGGCTCACATGGAGTACAAACC
GCCAATCGCCAGAGTTGGGGAAGGCGTCTCTCCATATGTCATGGTTTCCC
AGTTCTTAGTAGAGTTACAAGGCTTAAAGGTGGTGARAGGTGAAGATCCT
CCTCGAATTCTACACTTGAATCCTCGACTTCGTGGTGATTGGAGCTGGAA
ACCCATCATTGAGCACAARCACTTGTTATCGGAACCAGTGGGGTCCTGCCC
ACCGATGCGAGGGTTGGCAAGTGCCTGAATACGAAGAAACTGTTGACGGT
CTTCCCAAGTGCGAGAAGTGGCTTCGAGATGATGGCAAGARACCTGCTTC
AACGCAPAAATCTTGGTGGCTTGGAAGATTAGT TGGTCGTTCTGACAAGG
AGACGCTTGAATGGGAGTACCCATTATCTGAGGGTCGGGAGTTCGTTCTC
ACCATTCGAGCAGGTGTTGAAGGGTTTCATGTGACTATCGATGGTCGTCA

CATCAGCTCGTTTCCTTATCGTGTGGGTTACGCTGTGGAAGAAACAACGG
GGATATTAGTAGCAGGAGACGTTGATGTGATGTCTATCACAGTGACATCC

CTACCCTTAACACATCCTAGCTACTACCCTGAGTTAGTTTTGGAATCGGG
GGACATTTGGAAGGCACCACCTGTCCCAGCTACCAAGATAGATTTATTTA
TTGGGATCATGTCCAGCAGTAACCATTTTGCAGAACGGATGGCAGTAAGG
AAGACGTGGTTTCAATCTAAAGCTATTCAATCTTCGCAGGCCGTGGCTCG
CTTCTTTGTAGCTCTGCATGCAAACAAGGATATCAATATGCAGTTGAAGA
AGGAGGCAGACTATTATGGCGATATTATAATCCTGCCTTTCATCGACAGA
TATGATATAGTGGTTCTCAAGACCGTTGAAATTTGCAAGTTTGGGGTCCA
GAATGTCACAGCTAAGTATATTATGAAGTGTGACGATGACACTTTTGTGA
GGATTGATAGCGTTCTCGAAGAGATTCGAACTACTTCAATATCACAAGGC
CTTTACATGGGTAGCATGAATGAGTTTCACAGGCCTCTTCGTTCTGGAAA
GTGGGCCGTGACTGCCGAGGAATGGCCTGAGCGAATTTACCCAATATATG
CTAATGGACCAGGATATATCCTGTCAGAGGATATTGTGCATTTCATTGTG
GAGATGAATGAGAGAGGCAGTTTGCAGTTATTTAAGATGGAGGACGTCAG
TGTTGGAATATGGGTACGCGAATATGCGAAGCAAGTGAAGCACGTTCAAT
ACGAACATAGCATACGGTTTGCTCAARGCCGGTTGTATACCGARATACTTG
ACAGCTCATTACCAATCGCCGCGTCAAATGCTGTGTCTGTGGGACAAGGT
ACTTGCTCATGACGATGGGARATGCTGCAACTTGTGA

SEC ID n%: 25

Insercion por corte y empalme de 150 nucleétidos de variante de corte y empalme alternativa de $1,3-GalT2 de
ADNCc representada en negrilla (nt151-300)
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ATGAAGAGGGGTGTGAGACCACCGGGTGTGGGATGTACAGGGCGGCARAG
AARCAATCTAATCATAGTGGCAATCATATGTTTGGTTTTTATAGCGATAT
TCATCCCACCGTTTCTTGAAATGAATTCACTTCCCGATATTGATTCCCCT
GTGTATAGGTTAGAAGGTATTAACTTCGCTTCACATAGACGTCGCTATCA
AGAACAGGATTCACGTGTCAGTTACAGTGGCTATGGACAGCCAGATATGC
CATCAACTGGTGATGAAGACATAACGAAGACACCGTCTAAAGCTTCACAG
GTTTTGGAGAAGAAAGTATCAAGCTATTTGAAAAARAGTCACTCTGGARAC
TTACAGTAAAGAGGAACGCCGTAGTCCAGGGAACRCAACAGGTGACATTG

TTTCGCTGGAAGATGTGATAGATCGCGCCTGGTCTGCCGGCGCCARAGCT
TGGGAAGAGCTGGAAATTGCATTCAGACAGGGAGAACATTTTTCGAAGAA

GGACAATAATGCCAATGCAACTGCAGATCCATGCCCAGCATCACTCTTTA
CAACAGGAAAGGAATTGGACAAT TTAGGAAGGGTCTTCCCACTGCCTTGT
GGTCTAATGTTTGGATCAGCCATAACTCTCATTGGARAGCCACGGGAAGC
TCACATGGAGTACAAACCGCCAATCGCCAGAGTTGGGGAAGGTGTCTCTC
CATACGTCATGGTGTCCCAGTTCATAARTGGAGTTACAGGGCTTGARGGTG

GTAAAAGGTGAAGATCCTCCTAGAATCCTCCACATAAACCCTCGACTCCG
TGGTGACTGGAGCTGGAAACCCATCATTGAGCATAATACATGCTATCGARA

ACCAGTGGGGCCCAGCTCATCGGTGTGAAGGT TGGCAAGTACCTGAATAC
GAAGAAACCGTGGACGGTCTTCCCAAGTGCGAGAAGTGGCTTCGAGGCGA
TGACAAAAAACCTGCTTCGACCCAARRRATCCTGGTGGCTTGGGCGATTAG
TTGGTCATTCCGACAAGGAGACGCTTGAATGGGAGTATCCATTGTCCGAA
GGTCGGGAGTTTGTTCTCACCATTCGAGCAGGTGTAGAAGGATTTCACTT
AACTATTGATGGTCGGCACATCAGTTCGTTCCCTTATCGTGCGGGTTATG
CTATGGAAGRAGCAACAGGAATATCAGTGGCAGGAGACGTCGATGTTCTT
TCGATGACAGTAACATCATTACCTTTAACACATCCCAGCTACTACCCTGA
GTTGGTTTTGGATTCGGGTGATATCTGGAAGGCACCACCTTTACCAACAG
GCAAGATAGAGTTATTTGTTGGAATCATGTCAAGCAGCAATCACTTTGCA
GAACGTATGGCAGTAAGAAAGACGTGGTTTCAGTCTCTGGTTATCCAATC
CTCCCAAGCGGTGGCTCGCTTCTTTGTAGCTCTGCATGCAAACAAGGATA
TCAATCTGCAGCTGAAGAAAGAGGCTGACTATTACGGCGATATGATAATT
TTACCTTTCATCGACAGATATGATATAGTGGTTCTTAAGACCGTTGAAAT
TTTCAAGTTTGGGGTCCAGAATGTTACAGTTAGCCACGTCATGARATGTG
ACGATGACACATTTGTAAGGATTGACAGCGTTCTTGAAGAGATTCGAACG
ACGTCAGTAGGACAGGGCCTTTACATGGGCAGCATGAATGAGTTTCATAG
ACCCCTTCGTTCTGGGAAGTGGGCCGTGACAGTTGAGGAGTGGCCTGAGC
GCATTTACCCAACATACGCAAATGGTCCAGGATACATCCTTTCGGAAGAT
ATTGTGCATTTTATAGTGGAGGAGAGCAAAAGAAATAATTTGAGGTTATT:
TAAGATGGAGGACGTCAGCGTAGGTATATGGGTACGCGAGTATGCAAAGA
TGAAGTACGTGCAATACGAGCATAGCGTACGGTTTGCTCAAGCCGGTTGT
ATACCTAACTACCTGACAGCGCACTATCAATCGCCGCGTCARATGCTGTG
TCTGTGGGACAAGGTGCTTGCTACCAATGACGGCAAGTGCTGCACCTTGT
GA
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agttgtcgat ttgttgtttt
aattgtaatt caatctggag
agagaaagag agagagaggg
tgtatgaggg ccatgcgagg
tgtgtagtgc aggggttgga
ttcggattca gagtgcggeg
acagaactga catcatttgg
tccgegtgga anagagacgg
atagcctgtc aagagagttc
tggcgtgtac agggcggcaa
ttatggtgat attcatccca
ctgattcgga caagaaatca
aggaggaacg ccgtagtccg

tagatcgtgc ctggtctgct
atggagaagg tgtctcaaag

catcactctc tgcagcaggg
gtggtctaat gtttgggtca
agtacaaacc gccaatcgec
agttcttagt agagttacaa
tacacttgaa tcctcgactt
cttgttatcg gaaccagtgg
acgaagaaac tgttgacggt
aacctgcttc aacgcaaaaa
agacgcttga atgggagtac
caggtgttga agggtttcat
gtgtgggtta cgctgtggaa
tgtctatcac agtgacatcc
tggaatcggg ggacatttgg

ttgggatcat gtccagcagt
ttcaatctaa agctattcaa

caaacaagga tatcaatatg
tcctgecttt catcgacaga
ttggggtcca gaatgtcaca
ggattgatag cgttctcgaa
gtagcatgaa tgagtttcac
aatggcctga gcgaatttac

tgatatgtaa
tgtgagatat
agagagaaag
aggaggctgt
tgtgaagcac
atcgatggtg
atttrttrta
gggtttgtaa

aaattcggta
agaaatgatc
ccatatctec
tcaagctact
gggaatacca

ggtgccaaag
aatgtcagta

aaaaagttag
gccattactc
agagttgggg
ggcttaaagg
cgtggtgatt
ggtcctgecc
cttcccaagt
tcttggtgge
ccattatctg
gtgactatcg
gaaacaacgg
ctacccttaa
aaggcaccac

aaccattttg
tcttcgcagg

cagttgaaga
tatgatatag
gctaagtata
gagattcgaa
aggcctctte

ccaatatatg
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ggcggttgec
atatatatat
agagagagag
gtttgttgcc
ctgtttgaag
caacgttgtt
cgcgtggatg
tggaggcagg
atatgaagag
ttatcctagt
aaatgaactc
cgaaaaaaac
caggcgacat

cgtgggaaga
atgccactgc

acgaattggg
tgattggaaa
aaggcgtctc
tggtgaaagg
ggagctggaa
accgatgcga
gcgagaagtg
ttggaagatt
agggtcggga
atggtcgtca
ggatattagt
cacatcctag
ctgtcecage
cagaacggat
ccgtggeteg
aggaggcaga
tggttctcaa
ttatgaagtg
ctacttcaat
gttctggaaa

ctaatggacc

ttcgegecgt
atatatatag
ggagagagag
cgaagagatg
gagtctgcga
agcagtgatt
tgcecctettt
ctgtggtcat
ggggtcgaga
tgcaattgtt
acttccggac
cactctagaa
tgtttctctg

actggaaact
aaatgctgat

taaagtcttc
gcctcgagag
tccatatgte
tgaagatcct
acccatcatt
gggttggcaa
gcttcgagat
agttggtcgt
gttcgttctc
catcagctcg
agcaggagac
ctactaccct
taccaagata

ggcagtaagg
cttctttgta

ctattatggc
gaccgttgaa
tgacgatgac
atcacaaggc
gtgggccgtg
aggatatatc

28

gcttgattgt
cgagagggag
agatggcttg
ggatggttta
gagtttgaaa
gttttcgeca

ttaaaaaatt
cacccctagt

ctaccggata
tgcttgtett
attgattctc
gccaatagta
gatgatgtga

gcgttaagaa
ccgtgtccag

cccttgecct
gctcacatgg
atggtttccc
cctcgaattc
gagcacaaca
gtgcctgaat
gatggcaaga
tctgacaagg
accattcgag
tttccttatc
gttgatgtga
gagttagttt
gatttattta
aagacgtggt
gctctgcatg
gatattataa
atttgcaagt
acttttgtga
ctttacatgg
actgccgagg
ctgtcagagg

60
120
180
240
300
360

420
480

540
600
660
720
780

840
900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680

1740
1800

1860
1920
1980
2040
2100
2160
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atattgtgca tttcattgtg gagatgaatg agagaggcag tttgcagtta tttaagatgg
aggacgtcag tgttggaata tgggtacgcg aatatgcgaa gcaagtgaag cacgttcaat
acgaacatag catacggttt gctcaagccg gttgtatacc gaaatacttg acagctcatt
accaatcgcc gcgtcaaatg ctgtgtctgt gggacaaggt acttgctcat gacgatggga
aatgctgcaa cttgtgagga aaatacatac aatgaatgtg ttcaacggtc tttaccagac

agaattactt tgggtcggga accagatata gcagacagct cacattcaat tcagccgtgt
tgatccagag gggtaattga tagtttcctt gtcccctacc ctctctagag gtggagatct

tacaacttaa tcaaatgatc ctctgcaatg tcacttgtca caatacttag tatagctcaa
aattggccac ggatattcag gaatgttcat cttgtaaggt cgcagcttgt gagtaaatgg
ttgggtggtg tcgatggcat ggttgcttat caatccctct tagcatcagt gatcgtcaga
atcagtgttt tcgacactcc ccggtggagt attttttcga ttctcttgat tccactcaag
tggtactagc ttatatttag tgaggcctgg aacccaagta gttagttcag tacgtctgec
ttttgccgaa atgagtagag taatttgtgg cagtagttgg tgaagagaca tggttaggat

ttagtgttca aaatctg

<210>2
<211> 1902
<212> ADN

<213> Physcomitrella patens

<400> 2

atgaagaggg gtgtgagacc
atcatagtgg caatcatatg

atgaattcac ttcccgatat
aaaaaagtca ctctggaaac

ggtgacattg tttcgctgga
tgggaagagc
gccaatgcaa

tggaaattgc
ctgcagatcc
aatttaggaa gggtcttccc

attggaaagc
ggtgtctctc

cacgggaagc
catacgtcat
gtaaaaggtg aagatcctcc
agctggaaac ccatcattga
cggtgtgaag gttggcaagt
gagaagtggc
gggcgattag

ggtcgggagt
ggtcggcaca

ttcgaggcga
ttggtcattc

ttgttctcac

tcagttcgtt
atatcagtgg caggagacgt
catcccagct actaccctga
ttaccaacag gcaagataga
gaacgtatgg cagtaagaaa

gtggctcget
gaggctgact

tctttgtage

attacggcga
gttcttaaga ccgttgaaat
atgaaatgtg acgatgacac
acgtcagtag gacagggcct

tctgggaagt gggccgtgac

accgggtgtg
tttggttttt

tgattcccct
ttacagtaaa

agatgtgata
attcagacag
atgcccagea
actgcettgt

tcacatggag
ggtgtcccag

tagaatcctc
gcataataca
acctgaatac
tgacaaaaaa
cgacaaggag

cattcgagca
cccttatcgt

cgatgttctt
gttggttttg
gttatttgtt
gacgtggttt

tctgecatgca
tatgataatt

tttcaagttt
atttgtaagg
ttacatgggc
agttgaggag

ggatgtacag
atagcgatat

gttttggaga
gaggaacgcc

gatcgcegect
ggagaacatt
tcactcttta
ggtctaatgt

tacaaaccgc
ttcataatgg

cacataaacc
tgctatcgaa
gaagaaaccg
cctgcttcga
acgcttgaat
ggtgtagaag
gcgggttatg
tcgatgacag
gattcgggtg
ggaatcatgt
cagtctctgg

aacaaggata
ttacctttca

ggggtccaga
attgacagcg
agcatgaatg
tggcctgage

ggcggcaaag aaacaatcta
tcatcccacc gtttcttgaa

agaaagtatc aagctatttg
gtagtccagg gaacacaaca

ggtctgeegg cgccaaaget
tttcgaagaa ggacaataat
caacaggaaa ggaattggac
cataactctc

caatcgccag agttggggaa
agttacaggg cttgaaggtg

ttggatcagc

ctcgactccg tggtgactgg
accagtgggg cccagctcat
tggacggtct tcccaagtgc
cccaaaaatc ctggtggett
gggagtatcc attgtccgaa

gatttcactt aactattgat

ctatggaaga agcaacagga
taacatcatt acctttaaca
atatctggaa ggcaccacct
caagcagcaa tcactttgca
ttatccaatc ctcccaagcg

tcaatctgca gctgaagaaa
tcgacagata tgatatagtg

atgttacagt tagccacgtc
ttcttgaaga gattcgaacg
agtttcatag accccttegt

gcatttaccc aacatacgca

29

2220
2280
2340
2400
2460

2520
2580

2640
2700
2760
2820
2880
2940
2957

60
120

180
240

300
360
420
480

540
600

660
720
780
840
900

960
1020

1080
1140
1200
1260

1320
1380

1440
1500
1560
1620
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aatggtccag gatacatcct ttcggaagat
agaaataatt tgaggttatt taagatggag
tatgcaaaga tgaagtacgt gcaatacgag
atacctaact acctgacagc gcactatcaa

aaggtgcttg ctaccaatga cggcaagtgc

<210> 3

<211> 6187

<212> ADN

<213> Physcomitrella patens

<400> 3

agttgtcgat ttgttgtttt tgatatgtaa
aattgtaatt caatctggag tgtgagatat
agagaaagag agagagaggg agagagaaag
tgtatgaggg ccatgcgagg aggaggctgt
tgtgtagtgc aggggttgga tgtgaagcac
ttcggattca gagtgcggcg atcgatggtg
acagaactga catgtaatga atagtttcga
gggttgtttg tgggtgatct atgtgcagaa
caatttgatc ctttgtgagt gtgcagcatt
tttttaaaaa atttccgegt ggaaaagaga
catcacccct agtatagcct gtcaagaggt
atttttttcc ttctcagggc tgaatcccag
tcttcttcaa cttcgagttc gtgtctgtat
cttaggcatt tccttcagct ttgcctagtg

tccggttctt agaccatgat tggtttatta
gaatgtattt acttcgttgt gttgggagat

accgcttctt tcgtaatgaa gacctttgaa
tgtgtttttg tgattgtgtg ttcaagtttg
taagtacact ttatgcggec caagtagtca
taggctgacg gtaaatgtct gtggatgtag
ttcagtgatc aatacaaata attcaagaaa
cgcatgttca acgtgaactg aattatgtta

gttgacagag ttcaaattcg gtaatatgaa
tacagggcgg caaagaaatg atcttatcct
gatattcatc ccaccatatc tccaaatgaa
gaagctagaa gatgatgatg atgctgtctt
gatttcagtt gtcactgaca gtggtcagag
ggaggacgta acgaatgcac cgtctaaaga
gaaatgcatg tggtaatcaa gcactcttgt
ggtattttta atacttccct agtgtacgct
tagaattgtt tgtttgttta tgtttttatt
tacattcaaa ttgttcagga ttcggacaag

ctagaagcca atagtaagga ggaacgccgt
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attgtgcatt
gacgtcagcg
catagcgtac
tcgeegegtce
tgcacctgt

ggcggttgec
atatatatat
agagagagag
gtttgttgcec
ctgtttgaag
caacgttgtt
ggcatgatcg
gtgtcactga
tggatttttt
cgggggtttg
gagattgaca
trtterteet
gaagaagtcc
gagatatgcg

cagtggtcat
gattgttccc

gttcacatag
gtgcagtatt
agttgagcat
cctagtgatg
gaggggtcaa
attaagctga
gagggggtcg
agttgcaatt
ctcacttccg
cacttctcat
acggacagtt
ttcacaggtt
ccttattcga
gagtgtctac
tttatatttc

aaatcatcaa

agtccgggga

ttatagtgga
taggtatatg
ggtttgctca
aaatgctgtg
ga

ttcgcgeegt
atatatatag
ggagagagag
cgaagagatg
gagtctgega
agcagtgatt
cggtttttct
tggtcagatt
ttacgcgtgg
taatggaggc
ccctetttge
ttretttett
acgggttcaa
tattttttoa

tcaaatccta
tcgaattcta

acttcaagaa
gttaaaattt
ttgtaaatgc
tatttgatct
tgtgttcctg
gcaacataga
agactaccgg
gtttgcttgt
gacattgatt
agacgtcgta
atgccatctt
agaccaaaag
gcttttattt
attgtgtatt
tgccggetat
gctactcgaa

ataccacagg

30

ggagagcaaa
ggtacgcgag
agccggttgt
tctgtgggac

gcttgattgt
cgagagggag
agatggcttg
ggatggttta
gagtttgaaa
gttttcgcca
caatttgaag
cgatgcttga
atgtgccctc
aggctgtggt
tcaattgtag
trtttttect
tgtgttaaga
ttgtgaggat

tttgatttga

tgcggtaget
gaatgctatt
gggtgatgac
tgaaatgagt
cggcataatc

cgagtacctt
ccttettget

atatggcgtg
tttttatggt
ctcctgtega
accaagagca
cgactggtgc
tagttgacct
cttgccatca
gaatgttcct
tgaggaagaa
aaaaaccact

cgacattgtt

1680
1740
1800
1860
1902

60
120
180
240
300
360
420
480

540
600

660
720
780
840

900
960

1020
1080
1140
1200

1260
1320

1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980



tctctggatg
gaaactgcgt
gctgatccgt
gtcttccect
cgagaggctc
tatgtcatgg
gatcctcctc
atcattgagc
tggcaagtgc
tttttatgct
ggtacttcga
caataaattc
gtctrtcccaa
aatcttggtg
acccattatc
atgtgactat
gctatgttaa

trrattttct
taaattattc

atccctctcce
atttgtattg
acattatcaa
acctatacca
gtattcactg

ttattcttct
ataacatatt

caaaacgatt
agagtaattt
ctttcaaatc
agtttaaggg
cattaacaac

cagggttacg
tctatcacag

gaatcgggog
gggatcatgt
caatctaaag
cctcctatca
tgattgctga
acagtggaaa

ttgaattgtg
ctattatggc

gaccgttgaa
acggtgtctg
acttttaaca
tgaagtgtga
cttcaatatc

ctggaaagtg
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atgtgataga tcgtgcctgg tctgetggtg
taagaaatgg agaaggtgtc tcaaagaatg
gtccagcatc actctetgea gecagggaaaa
tgcectgtgg tctaatgttt gggtcagcca

acatggagta caaaccgcca atcgccagag
tttcccagtt cttagtagag ttacaaggct

gaattctaca cttgaatcct cgacttcgtg
acaacacttg ttatcggaac cagtggggtc
ctgaatacga agaaactggt gagtgctgat
gacactatgc ttctcaggtt tgtagacgtt
attggcactt gccacttctc tcattgtaag
caacactgga tgtgtatttt ctgaaatgat
gtgcgagaag tggcttcgag atgatggcaa
gcttggaaga ttagttggtc gttctgacaa
tgagggtcgg gagttcgttc tcaccattcg
cgatggtcgt cacatcagct cgtttcctta

catataatgc taaagttgac ctcatgtctt

ggaggggagg ggggtaatgc aaatcaactc
atttcaaata taacaataca aatacacatc

tcctctacta aaattaataa tatagcaaca
cttcatgtcg aagatttatt caaaatttct
caatggaata acaataatga cggccccatc
gactacgtct gggtaagtct gaagaattaa
tttrtcttrt tacgcccatg cgatttatcg

ttattatttt aagtttttaa ttatttttaa
aatgttttta actttaaagt ttrttttcccg

aggtgattag atcgaacatt atctaattgc
ctcttagcag aagctacatc ctgctatttc
acccctgett cctctataag tgtaccatga
tatcgttgtg atgtgtgtct agttagtctt
tCttttctgt agtgttttgt tttgagaact

ctgtggaaga aacaacgggg atattagtag
tgacatccct acccttaaca catcctaget

acatttggaa ggcaccacct gtcccagcta
ccagcagtaa ccattttgca gaacggatgg
ctattcaatc ttcgcaggec gtggetcget
aatctcatta actttcgaat tattagtgat
aaggtggctg ttgcgtgect ttgcgtaatg
cataatttgt gtgttgcgtt gcgtatttaa

atgtagcatg caaacaagga tatcaatatg
gatattataa tcctgccttt catcgacaga

atttgcaagt ttggggtacg tgtgtcgaat
caatttgggg atggtgataa tgaggcttga
ctaggttctg cttactgtgc aggtccagaa
cgatgacact tttgtgagga ttgatagcgt
acaaggcctt tacatgggta gcatgaatga

ggccgtgact gccgaggtat ttttattttt

ccaaagcgtg
tcagtaatgc
agttagacga
ttactctgat

ttggggaagg
taaaggtggt

gtgattggag
ctgcccaccg
tccaccgcac
aagagctgtg
ttggtaaatg
tcgttttctt
gaaacctgct
ggagacgctt
agcaggtgtt
tcgtgtggta
tettttttct

taaaatttta
tttttaattt

ttttggtact
atccctegtg
cttcagacac
ttataaccaa
aagtcttctt

agcaacgaat
tatttagtat

actctactta
cttgggaaac
ttgaggttcg
aaaatctgtg
gctatttatc

caggagacgt
actaccctga

ccaagataga
cagtaaggaa
tctrtgtage
catctacata
actttccaaa
ctttttcggt
cagttgaaga
tatgatatag

aatggcttca
taccaactga
tgtcacagct
tctcgaagag
gtttcacagg
atttttggct

31

ggaagaactg
cactgcaaat
attgggtaaa
tggaaagcct
cgtctcteca
gaaaggtgaa
ctggaaaccc
atgcgagggt
cagtttotgt
taggttccgt
tctgcatgag
gtagttgacg
tcaacgcaaa
gaatgggagt
gaagggtttc
agttgaaaat
ttrtttcttt

gtataccagt
gtattttttg

acgaaagttc
tttctgaatt
caggaacatt
gaaactagtt
caatttctta

tgataaataa
aagatttcgt

tatgatatga
ccgattaggt
ttagggcatt
caaatcgatt
tteccattgtg

tgatgtgatg
gttagttttg

trtatttatt
gacgtggttt
tctggtactt
agtggtctgt
ttcatttaga
gaatgtctta

aggaggcaga
tggttctcaa

aagctttgtg
aggttaggtg
aagtatatta
attcgaacta
cctcttegtt

tttgtcggga

2040
2100
2160
2220

2280
2340

2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000

3060
3120

3180
3240
3300
3360
3420

3480
3540

3600
3660
3720
3780
3840

3900
3960

4020
4080
4140
4200
4260
4320

4380
4440

4500
4560
4620
4680
4740
4800
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acgtgagaga aaccaagatg

tgatgctctt gagaaatctg
tccttatgta taaaaatgaa
cgtctagtta gattgatggt
tgcttggaca ggaatggect
tcctgtcaga ggatattgtg

taggttcttt
ctttcttgtt

tagaactgtg
ggcaaatttc
tcggtacatt ctgtgtotgt
aaaatatctc tgttgtcgat
aaatgtgaac tcaatattct
tgttggaata tgggtacgcg
catacggttt gctcaagccg
gcgtcaaatg ctgtgtctgt
cttgtgagga aaatacatac
tgggtcggga

gggtaattga

accagatata
tagtttectt
tcaaatgatc ctctgcaatg
ggatattcag

tcgatggcat

gaatgttcat
ggttgcttat
tcgacactcc ccggtggagt
tgaggcctgg

taatttgtgg

ttatatttag
atgagtagag
aaatctg

<210> 4
<211> 4087
<212> ADN

aatataatca
tggtagccat
acatgtgctt
gatgaaacaa
gagcgaattt
catttcattg

tcgtegetat
catccaggaa

gcatcgtttg
atctcctcat
tctatgatca
aatatgcgaa
gttgtatacc
gggacaaggt
aatgaatgtg
gcagacagct
gtcccctace
tcacttgtca
cttgtaaggt
caatccctet
attttttcga
aacccaagta

cagtagttgg

<213> Physcomitrella patens

<400> 4

atgaagagag
atcatagtgg

gtgtgagacc
caatcatatg
atgaattcac ttcccgatat
tcacatagac gtcgctatca
ccagatatge catcaactgg
gttagtgcag aaatgattgg
tggatcgttc tacttggatc
gaagaaagcc atgtatggaa
aaaaagtcac tctggaaact
gtgacattgt ttcgctggaa
gggaagagct
ccaatgcaac tgcagatcca

atttaggaag ggtcttccca

ggaaattgca

ttggaaagcc acgggaaget
gtgtctctcc atacgtcatg
taaaaggtga agatcctect
gctggaaacc catcattgag

ggtgtgaagg ttggcaagta

accgggtgtg
tttggttttt
tgattcccct
agaacaggat
tgatgaagac
ttcgeecteg
ttttatggct
cgtttacagg
tacagtaaag
gatgtgatag
ttcagacagg

tgcccagceat
ctgecttgtg

cacatggagt
gtgtcccagt
agaatcctcc
cataatacat

cctgaatacg

ggatgtacag
atagcgatat
gtgtataggt
tcacgtgtca
ataacgaaga

ctatgccagt

ttttggagaa
aggaacgccg
atcgecgectg
gagaacattt

cactctttac
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cgatgttgtt
accactcaat
ttcaggaaga
gaggattatc
acccaatata
tggagatgaa

tacacgtcta
tctttttgca

ttaaatgcat
gatcttgcat
tgtgcagtta
gcaagtgaag
gaaatacttg
acttgctcat
ttcaacggtc
cacattcaat
ctctctagag
caatacttag
cgcagcttgt
tagcatcagt
ttctcttgat
gttagttcag

tgaagagaca

tcctageagt

gtctaatgtt
acaaaccgcc
tcataatgga
acataaaccc
gctatcgaaa

aagaaaccgg

ggcggcaaag
tcatcccacc
tagaaggtat
gttacagtgg
caccgtctaa

caggcttact

gaaagtatca
tagtccaggg
gtctgecgge
ttcgaagaag

aacaggaaag

ttttattgca aggatttatt
ttggatacta gatgtgttcg
ttaattcagt ttgacttgta
tcgcgaattg acaagtgggt
tgctaatgga ccaggatata
tgagagaggc agtttgcagg

caagttttaa aaattagaaa

ccgcaagttc gtaataggag
ttttcaattt tcttttgctt
tgtgaacatg agaagatatg
tttaagatgg aggacgtcag
cacgttcaat acgaacatag
acagctcatt accaatcgec
gacgatggga

tttaccagac agaattactt

aatgctgcaa

tcagccgtgt tgatccagag
gtggagatct tacaacttaa
tatagctcaa aattggccac
gagtaaatgg ttgggtggtg
gatcgtcaga atcagtgttt
tccactcaag tggtactage
tacgtctgcc ttttgecgaa
tggttaggat ttagtgttca

aaacaatcta
gtttcttgaa
taacttcgct
ctatggacag
agcttcacag
gagttctact
cggaggtttc tttctggttt
agctatttga
aacacaacag
gccaaagctt
gacaataatg

gaattggaca

tggatcagcc ataactctca

aatcgccaga gttggggaag
ttgaaggtgg
ggtgactgga
ccagcteatc

gttacagggc
tcgactccgt
ccagtggggc
tgagtgctgg ttccatcaca

32

4860
4920
4980
5040
5100
5160

5220
5280

5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6187

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

720
780

840
9200
960
1020
1080



ctttatcttt
gttaaatggt
ttggacaatc
ggacggtctt
ccaaaaatcc

ggagtatcca
atttcactta

aaaatactag
aagtgtgtgt
agaaatcaat
tttatttttt
agaaacaatg
tgagtaagtt
ccaccagaaa
aagagtaatt
tcaaattgta

gaataaggtc
ggcaactgtt

atgctatgga
cagtaacatc
gtgatatctg
tgtcaagcag
tggttatcca
tactctttrt
gtgagctgtt
gaccaagtat
tcccttgttg
aggctgacta
ttcttaagac
caaagtaata
gttcgatgct
cagaatgtta
agcgttcttg
aatgagtttc

cctgtaccaa
atctcaagaa

tccaaaaaag
acatttatgc
ttgttttttt
accaagtaag

gcctgagege
tgtgcatttt

gtgtcctggt
catccatgta
tcctgttect

cgatgctttc

tcatagtgac
aaccctaatc
agcactctaa
cccaagtgeg
tggtggcttg

ttgtccgaag
actattgatg

tttgatatct
gtgtgtgttg
tctatgaaac
tgtgtrttgt
atggtcccac
taagaaacag
accatgtgat
cctcttaaca
aacaaacccc

aagagtatct
ttctgtggta

agaagcaaca
attaccttta
gaaggcacca
caatcacttt
atcctcccaa
tcgtgccaag
aattgctgaa
atcagacctt
ggttgtgatg
ttacggcgat
cgttgaaatt
tttttaaacg
gattaaagct
cagttagcca
aagagattcg
atagacccct
attatccaag
aaatgaaaaa
aatgtggaac
actaagataa
ttggaagctt
aaggtccata
atttacccaa
atagtggagg
gattaaatgc
tctcctgtca
ctttttcatt

tgttgacctt

acggttcttt
aatcttctcg
cattggctgt
agaagtggct
ggcgattagt

gtcgggagtt
gtcggcacat

aatgatgagg
trtttctttt
ttagcgtcaa
gttttgtgtt
ctcacagaca
caaccaccaa
ccgtcttgea
ggagttataa
ggatctattt

gtgtggtgag
tgttttgtga

ggaatatcag
acacatccca
cctttaccaa
gcagaacgta
gcggtggctce
tatcgtgaac
aattggtgtt
agaatttgaa
cagcatgcaa
atgataattt
ttcaagtttg
ttgtgaggac
taggtgattt
cgtcatgaaa
aacgacgtca
tcgttctggg
attttcgtaa
tgcttgagaa
aaaagttctt
gatatgtgca
taactttatt
caagacaata
catacgcaaa
agagcaaaag
cccatgttca
ttataattgc
ttctttttct
atattgtgga
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ttaggtgtac
ctaattttcg
atttactgaa
tcgaggegat
tggtcattcc

tgttctcacc
cagttcgttc

tttaccgcag
ttecttttea
tattttaaag
tatttcacaa

ccaggtacac
caatctgatt

gttctgcttg
cctgctggag
caagggtatg

catcccaaaa
cgcactattt

tggcaggaga
gctactaccc
caggcaagat
tggcagtaag
gcttctttgt
tcgggaatat
ataagtcttg
cagcactact
acaaggatat
tacctttcat
gggtaagcga
atctgcaact
aaaagcacgg
tgtgacgatg
gtaggacagg
aagtgggccg
ccattgtgtg
acgctegtag
gtgaaaataa
aatagtgcct
tagcttgaac
aatggattgg

tggtccagga
aaataatttg

acattgaaac
attatagaac
cttcttttct

tatgtatctc

tagtgttgaa
cattgcaagg
atgattcttt
gacaaaaaac
gacaaggaga

attcgagcag
ccttatcgtg

gtatatttgg
ttrtctgaat
ttttattgtt
tacaatgtta

tacctacacc
gtaaattcta

cactctacct
ttttgaaaat
aagggcttag

tggatgcaaa
attgtgtatt

cgtcgatgtt
tgagttggtt
agagttattt
aaagacgtgg
agctctggta
ttaaaaagtg
atgcagtgac
tacttaccat
caatctgcag
cgacagatat
attaaaattt
tgatatattt
tgttgcttgc
acacatttgt
gcctttacat
tgacagttga
ccttattcat
ccgtatcaca
ttgatatgtt
tccagtggte
atcttgtttg
ttcgtgcatg
tacatccttt
agggtgcgtt
cttcatcttg
tgttcgegtg
tcatttactt

ttcagtacta

33

agctgtgeat
tctecgetge
actttgtagt
ctgcttcgac
cgcttgaatg
gtgtagaagg
cggtgagttyg
tctcattgte
cataatgata
ttrgttegtt
acaatggaat
agactgegtc
aattccttct
atatgatcca
accgatgagt
ctttgtttaa
tttgttaatt
gtgcagggtt
ctttcgatga
ttggattcgg
gttggaatca
tttcagtctc

cttgtcatta
caaacaacaa

cttccagatt
ttttaatgaa
ctgaagaaag
gatatagtgg
gtagtattta
ctttcgtgag
tatgcaggtc
aaggattgac
gggcagcatg
ggtaattttc
ttcttctgaa
ttatgcgaat
caaattgtac
tagaaaatgc
agggttggtg
tacaggagtg

cggaagatat
tttcatagct

gacagttttc
tacatttctt
ctcctettgt
cggagacgat

1140
1200
1260
1320
1380

- 1440

1500
1560
1620
1680
1740

1800
1860

1920
1980
2040

2100
2160

2220
2280
2340
2400

2460
2520

2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480

3540
3600

3660
3720
3780
3840
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atgaaacata agtttgatat tcttctgtga taaagcgcag ttatttaaga tggaggacgt
cagcgtaggt atatgggtac gcgagtatgc aaagatgaag tacgtgcaat acgagcatag
cgtacggttt gctcaagccg gttgtatacc taactacctg acagcgcact atcaatcgcc
gcgtcaaatg ctgtgtctgt gggacaaggt gcttgctacc aatgacggca agtgctgcac
cttgtga

<210>5

<211> 18

<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400>5

ctgaatatcc gtggccaa
<210>6

<211> 29

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 6

ttcgagctca tgaagagggg gtcgagact
<210>7

<211>29

<212> ADN

<213> Attificial

<220>
<223> cebador

<400>7

tacgagctca tgaagagggg tgtgagacc
<210>8

<211> 28

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 8

gtagagctct cacaaggtgc agcacttg
<210>9

<211> 30

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400>9

34

3900
3960
4020
4080
4087

18

29

29

28
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tacggatcca acttcgagtt cgtgtctgta

<210> 10
<211> 33
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 10
acactaagct tctaatcaat gtccggaagt gag

<210> 11
<211> 34
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 11

ttagaagctt agtgtacgct gagtgtctac attg
<210> 12

<211> 33

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 12

cattgtcgac cctacacagc tcttaacgtc tac
<210> 13

<211> 1585

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Gen modificado genéticamente GalT

<400> 13

ES 2 366

caacttcgag ttcgtgtctg tatgaagaag tccacgggtt caatgtgtta

atttccttca getttgccta gtggagatat gegtattttt tgattgtgag

cttagaccat gattggttta ttacagtggt cattcaaatc ctatttgatt

tttacttcgt tgtgttggga gatgattgtt ccctcgaatt ctatgcggta

ctttcgtaat gaagaccttt gaagttcaca tagacttcaa gaagaatgct

ttgtgattgt gtgttcaagt ttggtgcagt attgttaaaa tttgagtgat
actttatgcg gcccaagtag tcaagttgag catttgtaaa tgctgaaatg

acggtaaatg tctgtggatg tagcctagtg atgtatttga tctcggcata

atcaatacaa ataattcaag aaagaggggt caatgtgttc ctgcgagtac

tcaacgtgaa ctgaattatg ttaattaagc tgagcaacat agaccttctt

gagttcaaat tcggtaatat gaagaggggg tcgagactac cggatatggc

cggcaaagaa atgatcttat cctagttgca attgtttgct tgttttttat

35

975 T3

agacttaggc
gattccggtt
tgagaatgta
gctaccgett
atttgtgttt

gactaagtac
agttaggctg

atcttcagtg
cttcgeatgt
gctgttgaca
gtgtacaggg
ggtgatattc

120
180
240
300

360
420

480
540
600
660
720

30

33

34

33
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atcccaccat atctccaaat gaactcactt
tgagtgtcta cattgtgtat tgaatgttcc
ttttatattt ctgccggcta ttgaggaaga
gaaatcatca agctactcga aaaaaaccac
tagtccgggg aataccacag gcgacattgt
gtctgctggt gccaaagcgt gggaagaact
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ccggacattg attagaagct
ttagaattgt ttgtttgttt
atacattcaa attgttcagg
tctagaagcc aatagtaagg
ttctctggat gatgtgatag
ggaaactgcg ttaagaaatg

tagtgtacgc
atgtttttat
attcggacaa
aggaacgccg
atcgtgcetg
gagaaggtgt

ctcaaagaat gtcagtaatg ccactgcaaa tgctgatccg tgtccagcat cactctctge

agcagggaaa aagttagacg aattgggtaa agtcttcccc ttgccctgtg gtctaatgtt

tgggtcagcc attactctga ttggaaagcc tcgagaggct cacatggagt acaaaccgcc

aatcgccaga gttdgggaag gcgtctctce atatgtcatg gtttcccagt tcttagtaga

gttacaaggc ttaaaggtgg tgaaaggtga agatcctcct cgaattctac acttgaatcc
tcgacttcgt ggtgattgga gctggaaacc catcattgag cacaacactt gttatcggaa

ccagtggggt cctgcccacc gatgcgaggg ttggcaagtg cctgaatacg aagaaactgg

tgagtgctga ttccaccgca ccagtttgtg ttttttatgc tgacactatg cttctcaggt

ttgtagacgt taagagctgt gtagg

<210> 14
<211> 21
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 14

tggcacgata cagtggcatg a
<210> 15

<211>29

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 15

tggaattcat tcaagaaacg gtgggatga
<210> 16

<211> 27

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 16

tgaattccat aacgaagaca ccgtcta
<210> 17

<211> 24

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

36

780
840
900
960
1020

1080
1140

1200
1260
1320

1380
1440

1500
1560
1585

21

29

27
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<400> 17

caagcagcgg agaccttgca atgc

<210> 18

<211> 1656
<212> ADN

<213> Artifi

<220>

cial
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<223> Gen modificado genéticamente GalT

<400> 18

tggcacgata
cagtctattc
ttaacagcag
cgcttcaacc
ttgtgtcgtc
tgttaaaaat

ttgcaaacgc
gctaatatta

caagaatcat
attgatttgg
9aggggtgty
agtggcaatc

tccataacga
tcgetatgec

gcttectage
aggttttgga
aagaggaacg
tagatcgcge
agggagaaca

catcactctt
gtggtctaat

agtacaaacc
agttcataat
tccacataaa
catgctatcg
acgaagaaac
tttttaggtg

tcgctaattt

<210> 19
<211> 634
<212> PRT

cagtggcatg
atcactggtt
tgatcgaggt
tggtgagtta
actactttga
atgaggtgag

tgaaaggagt
ttggtctcag

ggatttccta
gaaagaggga
agaccacegg
atatgtttgg

agacaccgtc
agtcaggctt

agtcggaggt
gaagaaagta
ccgtagtcca
ctggtctgec
tttttcgaag

tacaacagga
gtttggatca

gccaatcgec
ggagttacag
ccctegactc
aaaccagtgg
cggtgagtgc
tactagtgtt
tcgcattgea

agatttatcg
ggcaaattct
tcttgageag
gacactcaaa
gcettecagag
gacatgtctt

aagtctgatt
ttcaattttc

caatttcatt
gcttagegtt
gtgtgggatg
tttttatage

taaagcttca
actgagttct

ttctttctgg
tcaagctatt
gggaacacaa
ggcgccaaag
aaggacaata

aaggaattgg
gccataactc

agagttgggg
ggcttgaagg
cgtggtgact
ggcccagetc
tggttccatc
gaaagctgtg

aggtctcecge

<213> Physcomitrella patens

<400> 19

ctgccaaact
atgtacaggg
gatcagcgca
ataattacga
tacatttata
cttgtgatta
gtcaacagaa
gatggagtgg
tagattttcg
gtatacaggg
tacagggcgg
gatattcatc

caggttagtg
acttggatcg

tttgaagaaa
tgaaaaaagt
caggtgacat
cttgggaaga
atgccaatgc

acaatttagg
tcattggaaa

aaggtgtctc
tggtaaaagg
ggagctggaa
atcggtgtga
acactttatc
catgttaaat

tgcttg

gtggacaatg
ctaaaagggc
agggtraaggt
aacagtgaca
ggtggtgact
gagtgatcac

atgtttttgg
cgtacaagtg

atgttggttg
ttcaaacacc
Ccaaagaaaca
ccaccgtttc

cagaaatgat
ttctacttgg

gccatgtatg
cactctggaa
tgtttcgetg
gctggaaatt
aactgcagat

aagggtcttc
gccacgggaa

tccatacgte
tgaagatcct
acccatcatt
aggttggcaa
ttttcatagt

ggtaacccta

37

atgtttgaaa
caaactaggc
tgcttaggac
tttataagct
tcgttaatga
tttgatcctt

ttgcagectg
atccagaaag

agttatgctg
gtaatatgaa
atctaatcat
ttgaatgaat

tggttcgecc
atcttttatg

gaacgtttac
acttacagta
gaagatgtga
gcattcagac
ccatgcccag

ccactgectt
gctcacatgg

atggtgtccc
cctagaatce
gagcataata
gtacctgaat
gacacggttc

atcaatcttc

60
120
180
240
300
360

420
480

540
600
660
720

780
840

900
960
1020
1080
1140

1200
1260

1320
1380
1440
1500
1560
1620
1656

24
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Met Lys Arg Gly Ser Arg Leu Pro Asp Met Ala Cys Thr Gly Arg Gln

1 5 10 15

Arg Asn Asp Leu Ile Leu val Ala Ile val Cys Leu Phe Phe Met val
20 25 30

Ile Phe ge Pro Pro Tyr Leu G;IJn Met Asn Ser Leu er'o Asp 1le Asp
4 |

ser Pro Asp Ser Asp Lys Lys Ser Ser Ser Tyr Ser Lys Lys Thr Thr
50 55 60

Leu Glu Ala Asn Ser Lys Glu Glu Arg Arg Ser Pro Gly Asn Thr Thr

65 70 75 80

Gly Asp Ile val Ser Leu Asp Asp val Ile Asp Arg Ala Trp Ser Ala
85 90 95

Gly Ala Lys Ala Trp Glu Glu Leu Glu Thr Ala Leu Arg Asn Gly Glu
100 105 110

Gly val Ser Lys Asn val Ser Asn Ala Thr Ala Asn Ala Asp Pro Cys
115 120 125
Pro Ala Ser Leu Ser Ala Ala Gly Lys Lys Leu Asp Glu Leu Gly Lys
130 135 y ys bty 148

val Phe Pro Leu Pro czs Gly Leu Met pPhe Gly Ser Ala Ile Thr Leu
145 150 155 160

Ile Gly Lys Pro Arg Glu Ala His Met Glu Tyr Lys Pro Pro Ile Ala
165 170 175

Arg val Gly ﬂg Gly val Ser Pro Tyr val Met val Ser GIn Phe Leu

n

185 190

val Glu Leu Gln Gly Leu Lys val val Lys Gly Glu Asp Pro Pro Arg
195 200 205

Ile Leu His Leu Asn Pro Arg Leu Arg Gly Asp Trp Ser Trp Lys Pro
210 215 220

Ile Ile Glu His Asn Thr Cys Tyr Arg Asn Gln Trp Gly Pro Ala His
225 230 235 240

Arg Cys Glu Gly Trp GIn val Pro Glu Tyr Glu Glu Thr val Asp Gly
245 250 255

Leu Pro Lys Cys Glu Lys Trp Leu Arg Asp Asp Gly Lys Lys Pro Ala
260 265 270

Ser Thr GlIn Lys Ser Trp Trp Leu Gly Arg Leu val Gly Arg Ser Asp
275 280 285

Lys Glu Thr Leu Glu Trp Glu Tyr Pro Leu Ser Glu Gly Arg Glu Phe
290 295 300
val Leu Thr Ile Arg Ala Gly val Glu Gly Phe His val Thr Ile Asp
305 310 315 320
Gly Arg His Ile Ser Ser Phe Pro Tyr Arg val Gly Tyr Ala val Glu
325 330 335

Glu Thr Thr Gly 1le Leu val Ala Gly Asp val Asp val Met Ser Ile
340 345 350

38
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Thr val Thr Ser Leu Pro Leu Thr His Pro Ser Tyr Tyr Pro Glu Leu
355 360 365

val Leu Glu Ser Gly Asp Ile Trp Lys Ala Pro Pro val Pro Ala Thr
370 375 380

Lys Ile Asp Leu Phe Ile Gly Ile Met Ser Ser Ser Asn His Phe Ala
390 395 400

Glu Arg Met Ala val Arg Lys Thr Trp phe Gln ser, Lys Ala Ile GlIn
405 410 415

Ser Ser GIn Ala val Ala Arg pPhe Phe val Ala Leu His Ala Asn Lys
420 425 430

Asp Ile Asn Met GIn Leu Lys Lys Glu Ala Asp Tyr Tyr Gly Asp Ile
435 440 435

Ile Ile Leu Pro Phe Ile Asp Arg Tyr Asp Ile val val Leu Lys Thr
450 455 460

val Glu Ile Cys Lys Phe Gly val GIn Asn val Thr Ala Lys Tyr Ile
465 470 475 480

Met Lys Cys Asp Asp Asp Thr Phe val Arg Ile Asp Ser val Leu Glu
48 290 495

Glu 11e Arg Thr Thr Ser Ile Ser Gln Gly Leu Tyr Met Gly Ser Met
500 505 510

Asn Glu Phe His Arg Pro Leu Arg Ser Gly Lys Trp Ala val Thr Ala
515 520 525

Glu Glu Trp Pro Glu Arg Ile Tyr Pro Ile Tyr Ala Asn Gly Pro Gly
530 535 540

Tyr Ile Leu Ser Glu Asp Ile val His phe Ile val Glu Met Asn Glu
545 550 555 560

arg Gly Ser Leu GIn Leu Phe Lys Met Glu Asp val Ser val Gly Ile
565 570 575

Trp val Arg Glu Tyr Ala Lys GIn val Lys His val GIn Tyr Glu His
580 585 590

ser Ile Arg Phe Ala GIn Ala Gly
595 600

His Tyr Gln Ser Pro Arg Gln Met Leu Cys Leu Trp Asp Lys Val Leu
610 615 620

Cys Ile Pro Lys g)r Leu Thr Ala
5

Ala His Asp Asp Gly Lys Cys Cys Asn Leu
625 630

<210> 20

<211> 633

<212> PRT

<213> Physcomitrella patens
<400> 20

Met Lys Arg Gly Val Arg Pro Pro Gly val Gly Cys Thr Gly Arg Gln
1 5 10 15
Arg Asn' Asn Leu Ile Ile val Ala Ile Ile Cys Leu val phe Ile Ala
20 25 30
Ile phe Ile Pro Pro Phe Leu Glu Met Asn Ser Leu Pro Asp Ile Asp
35 40 45

Ser ls'(r;o val Leu Glu Lys I§§s val ser Ser Tyr lﬁ.gu Lys Lys val Thr

39
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Leu Glu Thr Tyr Ser Lys Glu Glu Arg Arg Ser Pro Gly Asn Thr Thr

65 70 g 75 Y 80

Gly Asp Ile val Ser Leu Glu Asp val Ile Asp Arg Ala Trp Ser Ala
8s 90 95

Gly Ala Lys Ala Trp Glu Glu Leu Glu ITe Ala Phe Arg Gln Gly Glu
100 105 110

His Phe Ser Lys Lys Asp Asn Asn Ala Asn Ala Thr Ala Asp Pro Cys
115 120 125

Pro Ala Ser Leu Phe Thr Thr Gly Lys Glu Leu Asp Asn Leu Gly Arg
130 135 140

val phe Pro Leu Pro Cys Gly Leu Met Phe Gly Ser Ala Ile Thr Leu
145 150 155 160

Ile Gly Lys Pro Arg Glu Ala His Met Glu Tyr Lys Pro Pro Ile Ala
165 170 175

Arg val Gly Glu Gly val Ser Pro Tyr val Met val Ser Gln Phe Ile
180 185 190

Met Glu Leu GIn Gly Leu Lys val val Lys Gly Glu Asp Pro Pro Arg
195 200 205

Ile Leu His Ile Asn Pro Arg Leu Arg Gly Asp Trp Ser Trp Lys Pro
210 215 220

Ile Ile Glu His Asn Thr Cys Tyr Arg Asn GIn Trp Gly Pro Ala His
225 230 235 240

c

Arg Cys Glu Gly Trp Gin val Pro Glu Tyr Glu Glu Thr val Asp Gly
9 Y 24? 250 2Sg

Leu Pro Lys Cys Glu Lys Trp Leu Arg Gly Asp Asp Lys Lys Pro Ala
260 265 270

Ser Thr GIn Lys Ser Trp Trp Leu Gly Arg Leu val Gly His Ser Asp
275 280 285

Lys Glu Thr Leu Glu Trp Glu Tyr Pro Leu Ser Glu Gly Arg Glu Phe
290 295 300

val teu Thr Ile Arg Ala Gly val Glu Gly Phe His Leu Thr Ile Asp

305 310 315 320

Gly Arg His Ile Ser Ser Phe Pro Tyr Arg Ala Gly Tyr Ala Met Glu
325 330 335

Glu Ala Thr Gly Ile Ser val Ala G1¥ Asp val Asp val Leu Ser Met
340 .34 350

355

val Leu Asp Ser Gly Asp Ile Trp Lys Ala Pro Pro Leu Pro Thr Gly
370 375 380

Thr val Thr Ser Leu Pro Leu ‘;28 His Pro Ser Tyr ';%; Pro Glu Leu

Lys Ile Glu Leu Phe val Gly Ile Met Ser Ser Ser Asn His Phe Ala
385 390 395 400

Glu Arg Met Ala val Arg Lys Thr Trp Phe Gln Ser Leu val Ile Gln
405 410 415

ser Ser GIn Ala val Ala Arg Phe Phe val Ala Leu His Ala Asn Lys
420 425 430

Asp Ile Asn Leu GIn teu Lys Lys Glu Ala Asp Tyr Tyr Gly Asp Met
435 440 445

Ile Ile Leu Pro Phe Ile Asp Arg Tyr Asp Ile val val Leu Lys Thr

40
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450 455 460

val Glu Ile Phe Lys Phe Gly val Gln Asn Val Thr val Ser His val
465 470 475 480

Met Lys Cys Asp Asp Asp Thr Phe val Arg Ile Asp Ser val Leu Glu
485 490 495

Glu Ile Arg Thr Thr Ser val Gly GIn Gly Leu Tyr Met Gly Ser Met
500 505 510

Asn Glu Phe His Arg Pro Leu Arg Ser Gly Lys Trp Ala val Thr val
515 520 525

Glu Glu Trp Pro Glu Ar "Ile Tyr Pro Thr Tyr Ala Asn Gly Pro Gl
530 9 535 Y 540 y Y

Tyr Ile Leu Ser Glu Asp Ile val His Phe Ile val Glu Glu Ser Lys
545 550 555 560

Arg Asn Asn Leu Arg Leu Phe Lys Met Glu Asp val Ser val Gly Ile
565 570 575

Trp val Arg Glu Tyr Ala Lys Met Lys Tyr val GIn Tyr Glu His Ser
580 585 590

val Arg Phe Ala GIn Ala Gly Cys Ile Pro Asn Tyr Leu Thr Ala His

595 600 605
Tyr GIn Ser Pro Arg Gln Met Leu Cys Leu Trp Asp Lys val Leu Ala
610 615 620
Thr Asn Asp Gly Lys Cys Cys Thr Leu
625 630
<210> 21
<211> 422
<212> PRT

<213> homo sapiens
<400> 21

Met Leu Gin Trp Arg Arg Arg His Cys Cys Phe Ala Lys Met Thr Trp
1 5 10 15
Asn Ala Lys Arg Ser Leu Phe Arg Thr His Leu Ile Gly val teu Ser
20 25 30
Leu val phe Leu Phe Ala Met Phe Leu Phe Phe Asn His His Asp Trp
35 40 45

Leu Pro Gly Arg Ala Gly Phe Lys Glu Asn Pro val Thr Tyr Thr phe
50 55 60

Arg Gly Phe Arg Ser Thr Lys Ser Glu Thr Asn His Ser Ser Leu Arg

65 70 75 80

Asn Ile Trp Lys Glu Thr val Pro Gln Thr Leu Arg Pro Gln Thr Ala
85 90 95

Thr Asn Ser Asn Asn Thr Asp Leu Ser Pro Gin Gly val Thr Gly Leu
100 105 110

Glu Asn Thr Leu Ser Ala Asn Gly Ser Ile Tyr Asn Glu Lys Gly Thr
115 120 125
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Gly His Pro Asn Ser Tyr His
130 135
Lys Cys GIn Glu Lys Ser Pro
145 150
Pro Gly Gln Ile Glu Ala Arg
165

Glu Ser Leu Ala Pro Gly Ile
180

Leu Ser Ile Lys Leu Asn Gly
195
Ser Arg GIn Tyr His Asp Ile
21 215
Tyr Asn Leu Thr Ile Lys Thr
225 230

Tyr Cys Pro His Ile Pro Tyr
245

val Asn Thr Glu Tyr Leu Ile
260
Pro Arg His Asn Tyr Phe Thr
275
Asn Arg ASn Lys Asp Ser Lys
29 295

ser Glu Arg Tyr Pro Vval Phe
305 310

Gly Asp Leu Ala Glu Lys Ile
325

Leu His Leu Glu Asp-val Tyr
340

Ile Asp Pro val-Pro Pro Pro Asn Glu Phe val
355 360
val Sser Tyr Ser Ser Cys Lys Tyr Ser His Leu
370 375

phe GIn Pro Ser Glu Leu Ile Lys Tyr Trp Asn
385 390 395

Lys His Asn Ala cgs Ala Asn Ala Ala Lys Glu
405

Arg His Arg Lys Leu His
420

<210> 22

<211> 621

<212> PRT

<213> oryza sativa

<400> 22

Phe

Phe

Arg

Gln

200

Ile

Leu

val

Asn
Gly
280

Trp

cys

Phe

val

ES 2366975 T3

Ile Glu Pro

140

Lys Tyr Ile Asn

Ile Leu Ile Ala Ala

155

Leu Leu

Ile Gln Thr

170

Ala Arg Trp Gly
175

Ile Thr Ile Phe

185
Leu

Leu Leu
190

Leu Glu

Arg

Ile
205

Gln Arg Ala

GIn GIn Glu Tyr

220

Leu Asp Thr

Met Gly Met Asn val Ala

235

Trp

Met Lys ser

250
Leu

Thr Asp Asp Met

255
Pro Asp Leu
270

Lys Leu

265

Lys

Met Gly

285

Tyr Leu Arg Tyr Ala

Pro
300

Tyr Met Pro Asp Leu Tyr

Thr val phe

315
ser

ser Gly Gly Tyr

val
330

Lys teu Gly Ile Arg
. 335

Gly Ile Cys Leu Ala Lys Leu
345 350

Phe Asn His Trp
365

Ile Thr Ser His

380
His Leu GIn GIn

Lys Ala Gly Arg
410 415

42

Glu

Glu
160

Asn

Gly

Glu
Tyr
Thr
240

Phe

Pro

Pro

Pro

ser
320

Arg

Arg

Arg

GlIn

Asn
400

Tyr



Met
1
Pro
Pro
ASp
Glu
65
Asn

Lys

Ile

Asn
Ile

145

Asp

Thr
Glu
Arg
Ala

225

ser

Ser

Leu

His
305

Gly

Lys

ES 2366975 T3

Trp val Thr !gys Arg Leu Gly Ile Igr val Leu Ile val liesau phe
Leu Leu Ile val His His Leu Ile val Asn Ser Pro val ser Gly
20 25 30
Ser Arg Tyr Gln val Ile His Ser Asn Leu Leu Gly Trp Leu Ser

35 40 45

Ser Leu Gly Asn Ser val Ala GIn Asn Pro Asp Asn Thr Pro val
50 55 60

val Ile Pro Ala Asp Ala Ser Ala Ser Asn Ser Ser Asp Ser Gly

70 75 80

Ser Ser Leu Glu Gly Phe GIn Trp Leu Asn Thr Trp Asn His Met
85 90 95

GIn Leu Thr Asn Ile Ser Asp Gly Leu Pro His Ala Asn Glu Ala
100 105 110

Asp Asn Ala Arg Thr Ala Trp Glu Asn Leu Thr Ile Ser val His
115 120 125

Ser Thr Ser Lys GIn Ile Lys Lys Glu Arg GIn Cys Pro Tyr Ser
130 135 140

His Arg Met Asn Ala Ser Lys Pro Asp Thr Gly Asp Phe Thr Ile
150 155 160

Ile Pro Cys Gly Leu Ile val Gly Ser Ser val Thr Ile 1le Gly
165 170 175

pro Gly Ser teu Ser Gly Asn Phe Arg Ile Asp Leu val Gly Thr
180 185 190

teu Pro Gly Gly Ser Gly Lys Pro Ile val Leu His Tyr Asp val
195 Y 200 205

Leu Thr Ser Asp Glu Leu Thr Gly Gly Pro val Ile val Gln Asn
210 215 220

Phe Thr Ala Ser Asn Gly Trp Gly Tyr Glu Asp Arg Cys Pro Cys

230 235 240

Asn Cys Asn Asn Ala Thr Gln val Asp Asp Leu Glu Arg Cys Asn
. 245 250 255

Met val Gly Arg Glu Glu Lys Ar‘g Ala Ile Asn Ser Lys Gln His
260 26 270 .

Asn Ala Lys Lys Asp Glu His Pro Ser Thr Tyr Phe Pro Phe Lys
275 280 285

Gly His Leu Ala Ile Ser Thr Leu Arg Ile Gly Leu Glu Gly Ile

290 295 300

Met Thr val Asp Gly Lys His val Thr Ser Phe Pro Tyr Lys Ala
310 315 320

Leu Glu Ala Trp phe val Thr Glu val Gly val Ser Gly Asp Phe
325 330 335

Leu val Ser Ala Ile Ala Ser Gly Leu Pro Thr Ser Glu Asp Leu
340 345 350

43
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Glu Asn ser
355
Gly Lys Asp
370
Phe Lys Arg
385
val Arg Glu

Asn Leu Ile

Asp Ile Gln
435

Lys Thr Leu
450

Tyr Leu Met

465

His ser ser

Arg Ile Asn

Tyr Ile Ser
515
His G% Pro
53
ser Trp Tyr
545

Ala Met Gly

Gln Tyr Lys

Cys Ile val

595

Glu Lys Leu
610

<210> 23
<211> 643
<212> PRT

Phe Asp Leu Ala Met Leu
360
val Asp Leu Leu Ile Gly
375
Arg Met Ala Ile Arg Arg
390

Gly Ala val val val Arg
405

val Asn Lys Glu Leu Trp
420 425

val Leu Pro Phe val Asp
440

Ala Ile Cys Ile Tyr Gly
455
Lys Thr Asp Asp Asp Ala
470
val Lys GIn Leu Asn val
485

Ser Asp Ser Gly Pro His
500 505

Pro Glu Glu Trp Pro Glu
520
Gly Tyr val val Ser Gln
535
Glu Thr Ser His Leu Lys
550

Ile Trp Ile Ala Glu Met
565

Thr Asp Glu Arg Ile Asn

580 585

Ala His Tyr GIn Glu Pro
600

Leu Arg Thr Asn Gln Ala
615

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 23

Lys

Ile

Thr

Phe
410

Asn

Tyr
Thr

Phe

ser

490

Arg

Glu

Asp

Met

Lys
570

ser

Arg

Thr

ES 2366975 T3

ser

Phe

Trp
395

Phe

Glu

Tyr

Gly

val
475

His

Asn

Lys

Ile

Phe

555

Lys

Asp

His

cys

Ser

ser
380

Met

val

Ala

Ser

Ala
460

Arg

Gly

Pro

Tyr
Ala
540

Lys

Gly

Gly

Met

Cys
620

Pro
365

Thr

Gln

Gly

Arg

Leu
445

val

val

Leu

Glu

Pro

525

Lys

Leu

Gly

Cys

Leu
605

Asn

Ile Pro Glu

Ala Asn Asn

Tyr Asp Ala

400

His Thr
415

Tyr Gly

Leu

Thr
430

Ile Thr Trp

Ser Ala Lys

Glu Ile
480

Asp

Leu Tyr Gly
495

ser Lys Trp
510

Pro Trp Ala

Glu Ile Asn

Glu Asp val

560

Pro val
575

Leu

Asn

Asp Gly
590

Cys Met Trp

nlaet Lys Arg Phe Tyr Gly Gly Leu Leu \1/81 val Ser Met Cys hiigt Phe
5

Leu Thr val Tyr Arg Tyr val Asp Leu Asn Thr Pro val Glu Lys Pro
20 25 30

Tyr Ile Thr Ala Ala Ala Ser val val val Thr Pro Asn Thr Thr Leu
35 40 45

Pro Met Glu Trp Leu Arg Ile Thr Leu Pro Asp Phe Met Lys Glu Ala
50 .55 60

Arg Asn Thr G1n Glu Ala Ile Ser Gly Asp Asp Ile Ala val val ser
65 70 75 80

44



Gly Leu phe val Glu

85

Leu Thr Trp Asn Arg
100

val Asn Gly val Asp
115
Leu val ser Ala val
130
Gln Thr Arg Lys Gly
145

Met Asn Ala Thr Glu
165

Cys Gly Leu Thr Gln
180

Gly Leu val Gly Ser
195
Gly Glu Pro Asp Pro
210
Gly Asp Lys Ser Thr
225

Ala Ser GIn Asp Trp
245

Asp Met Asn Lys Lys
260
Gly Gly Glu Ile Asn
275
Ser Arg Gly val Pro
290

Phe Pro Phe Lys GIn
305

Thr Glu Gly Met Gln
325

GlIn

Leu

Ala

Glu

Lys
150

Ala

Gly

Phe
Pro
Glu
230

Gly

val

Arg

val

Gl
310

Asn

Glu

Ile

Ala
135

Glu

Asp

ser

Arg

Ile
215

Asp

Ala

Asp

Thr

Ala

295

Phe

val

ser

Lys
120

Lys

Glu

Gly

ser

Ile
200

Ile

Pro

Glu
ASp
Ser
280

Arg

Leu

ser
Leu

105

Glu

Lys

Leu

ser

Ile
185

Asp

val

val

Glu

Leu
265
Ser

Glu

ser

Met Thr val Asp

Lys
90

val

Ala

Leu
Cys
ser
170

Thr

Leu
His
Ile

Ar
25

Asp
Thr
Ala

val

Gly
330

ES 2366975 T3

Glu

Asp

Gly

val

Pro
155

Leu

val

Thr
TYyr
val
235

Cys

Glu

Ser

Ser

Ala
315

Lys

Glu Arg
Asn Ala

ITe val
125

Asp val
140

Gln Phe
Lys Leu

Ile Gly

Gly Gln
205

Asn val
220

Gln Asn

Pro Lys

Cys Asn

Leu Gln
285

Lys His
300

Thr Leu

His Ile

Glu

Gln
110

Trp

Asn

Leu

Gln

Ile
190

Pro

Arg

Ser

Phe
Lys
270

Ser

Glu

Arg

Thr

Pro
95

ser

Glu

Glu

ser

Ile

175

Pro

Leu

Leu

Trp

Asp
255

Met

Asn

Lys

val

ser
335

Leu

Leu

ser

Asn

Lys
160

Pro

Asp

Pro
Leu
Thr
240

Pro

val

Thr

Tyr

Gly
320

phe

Ala phe Arg Asp Thr Leu Glu Pro Trp Leu val Ser Glu Ile Arg Ile
340 350

345
Thr Gly Asp Phe Arg Leu Ile Ser Ile Leu Ala Ser Gly Leu Pro Thr
355 360 365

ser Glu Glu Ser Glu His val val Asp Leu Glu Ala Leu Lys Ser Pro
370 375 380

Thr Leu Ser Pro Leu Arg Pro Leu Asp Leu val Ile Gly val phe Ser
39 395 400

Thr Ala Asn Asn Phe Lys Arg Arg Met Ala val Arg Arg Thr Trp Met
405 410 415

GIn Tyr Asp Asp val Arg Ser Gly Arg val Ala val Arg Phe Phe val
420 425 430

Gly Leu His Lys Ser Pro Leu val Asn Leu Glu Leu Trp Asn Glu Ala
435 440 445

Arg Thr Tyr Gly Asp val Gln Leu Met Pro Phe val Asp Tyr Tyr Ser
450 455 460

Leu Ile Ser Trp Lys Thr Leu Ala Ile Cys Ile Phe Gly Thr Glu val
465 470 475 480

45
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Asp

val

Leu

Asp

Pro
545

Glu

Leu

Gly

Cys

Thr
625

ser

Asp

Ile

ser
530

Pro

Ser

Glu

Leu

Lys
610

Cys

Ala

Glu

TYyr

515

Lys

Trp

val

ASp

Glu
595

Asp

Leu

Arg Glu Trp

<210> 24

<211> 2387
<212> ADN
<213> Physcomitrella patens

<400> 24

atgcgaggag
gggttggatg
gtgcggegat
tcatttggat
agagacgggg
gagagttcaa
ggcggcaaag
tcatcccace
tagaagatga
cagttgtcac

acgtaacgaa
cgaaaaaaac

caggcgacat
cgtgggaaga
atgccactge

acgaattggg
tgattggaaa

aaggcgtctc
tggtgaaagg
ggagctggaa
accgatgcga

Lys Phe
485

val Leu
500

Gly Leu

Trp Tyr

Ala His

Gly Lys
565

val Ala
580

Pro His

Gly Tyr

Trp Arg

Ile Met Lys

Leu Ser Leu

Ile Asn Ser
520

Ile ser Tyr
535

Gly pro Gly

Leu Phe Lys

Met Gly Ile

Tyr Glu Asn
600

val val Ala
615

Lys Tyr GlIn
630

gaggctgtgt ttgttgcccg
tgaagcacct gtttgaagga
cgatggtgca acgttgttag
ttretttacg cgtggatgtg
gtttgtaatg gaggcaggct

attcggtaat atgaagaggg
aaatgatctt atcctagttg

atatctccaa atgaactcac
tgatgatgct gtcttcactt
tgacagtggt cagagacgga
tgcaccgtct aaagattcac
cactctagaa gccaatagta
tgtttctctg gatgatgtga
actggaaact gcgttaagaa
aaatgctgat ccgtgtccag

taaagtcttc cccttgeect
gcctcgagag getcacatgg

tccatatgtc atggtttccc
tgaagatcct cctcgaattc
acccatcatt gagcacaaca

gggttggcaa gtgcctgaat

ES 2366975 T3

Thr Asp Asp Asp Ala Phe val Arg
490 495

Ser Met Thr Asn Asn Thr Arg Gly
505 510

Asp Ser GIn Pro é}g Arg Asn Pro

Glu Glu Trp gzg Glu Glu Lys Tyr

Tyr Ile val Ser Arg Asp Ile Ala
555 560

Glu Gly Asn Leu Lys Met phe Lys
570 575

Trp Ile Ala Glu Leu Thr Lys His
585 590

Asp Gly Arg Ile égg Ser Asp Gly

His Tyr GIn Ser Pro Ala Glu Met
620

Glu Thr Lys Arg Ser Leu Cys Cys
635 640

aagagatggg atggtttatg tgtagtgcag
gtctgcgaga gtttgaaatt cggattcaga
cagtgattgt tttcgccaac agaactgaca
ccctcttttt aaaaaatttc cgcgtggaaa
gtggtcatca cccctagtat agcctgtcaa

ggtcgagact accggatatg gcgtgtacag
caattgtttg cttgtttttt atggtgatat

ttccggacat tgattctcct gtcgagaage
ctcatagacg tcgtaaccaa gagcagattt
cagttatgcc atcttcgact, ggtgcggagg
aggattcgga caagaaatca tcaagctact
aggaggaacg ccgtagtccg gggaatacca

tagatcgtgc ctggtctgct ggtgccaaag
atggagaagg tgtctcaaag aatgtcagta
catcactctc tgcagcaggg aaaaagttag

gtggtctaat gtttgggtca gccattactc
agtacaaacc gccaatcgcc agagttgggg

agttcttagt agagttacaa ggcttaaagg
tacacttgaa tcctcgactt cgtggtgatt
cttgttatcg gaaccagtgg ggtcctgecc

acgaagaaac tgttgacggt cttcccaagt

46

60
120
180
240
300

360
420

480
540
600

660
720

780
840
900

960
1020

1080
1140
1200
1260
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gcgagaagtg gcttcgagat
ttggaagatt agttggtcgt
agggtcggga gttcgttctc
atggtcgtca catcagctcg
ggatattagt agcaggagac
cacatcctag ctactaccct
ctgtcccagc taccaagata

cagaacggat ggcagtaagg
ccgtggetcg cttetttgta

aggaggcaga ctattatggc
tggttctcaa gaccgttgaa
ttatgaagtg tgacgatgac
ctacttcaat atcacaaggc
gttctggaaa gtgggccgtg
ctaatggacc aggatatatc
agagaggcag tttgcagtta
aatatgcgaa gcaagtgaag
gttgtatacc gaaatacttg

gggacaaggt acttgctcat

<210> 25
<211> 2052
<212> ADN

ES 2366975 T3

gatggcaaga aacctgcttc
tctgacaagg agacgcttga
accattcgag caggtgttga
tttccttatc gtgtgggtta
gttgatgtga tgtctatcac
gagttagttt tggaatcggg
gatttattta ttgggatcat

aagacgtggt ttcaatctaa
gctctgcatg caaacaagga

gatattataa tcctgccttt
atttgcaagt ttggggtcca
acttttgtga ggattgatag

ctttacatgg gtagcatgaa
actgccgagg aatggcctga

ctgtcagagg atattgtgca
tttaagatgg aggacgtcag
cacgttcaat acgaacatag
acagctcatt accaatcgec

gacgatggga aatgctgcaa

<213> Physcomitrella patens

<400> 25

atgaagaggg gtgtgagacc
atcatagtgg caatcatatg
atgaattcac ttcccgatat
tcacatagac gtcgctatca
ccagatatgc catcaactgg

gttttggaga agaaagtatc
gaggaacgcc gtagtccagg

gatcgcgcct ggtctgecgg
ggagaacatt tttcgaagaa
tcactcttta caacaggaaa

ggtctaatgt ttggatcagc
tacaaaccgc caatcgccag

ttcataatgg agttacaggg
cacataaacc ctcgactccg
tgctatcgaa accagtgggg

gaagaaaccg tggacggtct
cctgcttcga cccaaaaatc

acgcttgaat gggagtatcc
ggtgtagaag gatttcactt
gcgggttatg ctatggaaga

tcgatgacag taacatcatt

accgggtgtg ggatgtacag
tttggttttt atagcgatat
tgattcccct gtgtataggt
agaacaggat tcacgtgtca
tgatgaagac ataacgaaga

aagctatttg aaaaaagtca

gaacacaaca ggtgacattg
cgccaaaget tgggaagage
ggacaataat gccaatgcaa
ggaattggac aatttaggaa

cataactctc attggaaagc
agttggggaa ggtgtctctc

aacgcaaaaa
atgggagtac
agggtttcat
cgctgtggaa
agtgacatcc
ggacatttgg
gtccagcagt

agctattcaa
tatcaatatg

catcgacaga
gaatgtcaca
cgttctcgaa

tgagtttcac
gcgaatttac

tttcattgtg
tgttggaata
catacggttt
gcgtcaaatg
cttgtga

ggcggcaaag
tcatcccacc
tagaaggtat
gttacagtgg
caccgtctaa

ctctggaaac

cttgaaggtg gtaaaaggtg aagatcctc

tggtgactgg agctggaaac ccatcattg

cccagctcat cggtgtgaag gttggcaag

tcccaagtgce gagaagtgge ttcgaggcg

ctggtggctt gggcgattag
attgtccgaa ggtcgggagt
aactattgat ggtcggcaca
agcaacagga atatcagtgg

acctttaaca catcccagct

47

tcttagtgge
ccattatctg
gtgactatcg
gaaacaacgg

ctacccttaa

aaggcaccac
aaccattttg

tcttcgcagg
cagttgaaga

tatgatatag
gctaagtata
gagattcgaa

aggectettc
ccaatatatg

gagatgaatg
tgggtacgcg
gctcaagecg
ctgtgtctgt

aaacaatcta
gtttcttgaa
taacttcgct
ctatggacag
agcttcacag

ttacagtaaa

tttcgctgga agatgtgata
tggaaattgc attcagacag
ctgcagatcc atgcccagea
gggtcttccc actgccttgt

cacgggaagc tcacatggag
catacgtcat ggtgtcccag

C tagaatcctc
a gcataataca
t acctgaatac

a tgacaaaaaa

ttggtcattc cgacaaggag
ttgttctcac cattcgagea
tcagttcgtt cccttatcgt
caggagacgt cgatgttctt
actaccctga gttggttttg

1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680

1740
1800

1860
1920
1980

2040
2100

2160
2220
2280
2340
2387

60
120
180
240
300

360
420

480
540
600

660
720

780
840
900

960
1020

1080
1140
1200
1260
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gattcgggtg
ggaatcatgt
cagtctctgg
aacaaggata

ttacctttca
ggggtccaga

attgacagcg
agcatgaatg
tggcctgage

attgtgcatt
gacgtcagcg

catagcgtac
tegecgegte
tgcaccttgt

<210> 26
<211> 688
<212> PRT

atatctggaa
caagcagcaa
ttatccaatc
tcaatctgca

tcgacagata
atgttacagt

ttcttgaaga
agtttcatag
gcatttaccc

ttatagtgga
taggtatatg

ggtttgctca
aaatgctgtg
ga

ggcaccacct
tcactttgca
ctcccaageg
gctgaagaaa

tgatatagtg
tagccacgtc

gattcgaacg
accccttcgt
aacatacgca

ggagagcaaa
ggtacgcgag

agccggttgt
tctgtgggac

<213> Physcomitrella patens

<400> 26

Tet Lys Arg Gly
Arg Asn Asp Leu
20

ITe Phe Ile Pro
35

Ser Pro val Glu
50

His Arg Arg Arg

65

GIn Arg Arg Thr

Asn Ala Pro Ser

Tyr Ser Lys Lys
115

85

100

Ser Arg
5
Ile Leu

Pro Tyr

Lys Leu
Asn GIn
70

val Met

Lys Asp

Thr Thr

ES 2366975 T3

ttaccaacag gcaagataga gttatttgtt
gaacgtatgg cagtaagaaa gacgtggttt
gtggctcget tctttgtage tctgcatgca
gaggctgact attacggcga tatgataatt

gttcttaaga ccgttgaaat tttcaagttt
atgaaatgtg acgatgacac atttgtaagg

acgtcagtag gacagggcct ttacatgggc
tctgggaagt gggccgtgac agttgaggag
aatggtccag gatacatcct ttcggaagat

agaaataatt tgaggttatt taagatggag
tatgcaaaga tgaagtacgt gcaatacgag

atacctaact acctgacagc gcactatcaa

aaggtgcttg ctaccaatga cggcaagtgc

Leu Pro Asp Met Ala Cys Thr Gly Arg Gln
10 15
val Ala Ile val Cys Leu Phe Phe Met val
25 30

Leu GIn Met Asn Ser Leu Pro Asp Ile Asp
40 45

Glu Asp Asp Asp Asp Ala val phe Thr ser

55 60

Glu GIn Ile Ser val val Thr Asp Ser Gly
75 80

Pro ser ser Thr Gly Ala Glu Asp val Thr
90 95

ser GIn Asp Ser Asp Lys Lys Ser Ser Ser
105 110

Leu Glu Ala Asn Ser Lys Glu Glu Arg Arg
120 125

Ser Pro Gly Asn Thr Thr Gly Asp Ile val Ser Leu Asp Asp val Ile
130 135 140
Asp Arg Ala Trp Ser Ala

14

Ala Leu Arg Asn

Ala Asn Ala Asp
180

150

Gly Glu
165

Pro Cys

Gly Ala Lys Ala Trp Glu Glu Leu Glu Thr
155 160

Gly val Ser Lys Asn val Ser Asn Ala Thr
170 175

Pro Ala Ser Leu Ser Ala Ala Gly Lys Lys
185 190

Leu Asp Glu Leu Gly Lys val Phe Pro Leu Pro Cys Gly Leu Met Phe
195 200 205

Gly ser Ala 1le Thr Leu Ile Gly Lys Pro Arg Glu Ala His Met Glu
210 - 215 220

48

1320
1380
1440
1500

1560
1620

1680
1740
1800

1860
1920

1980
2040
2052



Tyr Lys Pro Pro
225

Met val Ser Gln

Gly Glu Asp Pro
260

ASp Trp ser Trp
275
Gln Trp Gly Pro
290
Glu Glu Thr val
305

Asp Gly Lys Lys

Leu val Gly Arg

340

Ser Glu Gly Arg
355

Phe His val Thr

val Gly Tyr Ala
385

val Asp val Met
ser Tyr Tyr Pro

420
pro Pro val Pro

435

Ser Ser Asn His
450

Glin Ser Lys Ala
465
Ala Leu His Ala

Asp Tyr Tyr Gly
500

Ile val val Leu
515
val Thr Ala Lys
530

Ile Asp Ser val
545

Leu Tyr Met Gly
Lys Trp Ala val
580

Tyr Ala Asn Gly
595

ES 2366975 T3

Ile Ala Arg val Gly Glu Gly val Ser Pro Tyr val
230 235 240

Phe val Glu

245

Leu Leu GIn Gly Leu Lys val val Lys
250 255

His
265
Glu

Pro Arg Ile Leu Leu Asn Pro Arg 5% Arg Gly

Ile His Asn

280

Lys Pro Ile Thr %g Tyr Arg Asn

Ala His Arg Glu

295

Cys Gly Trp GlIn val Pro Glu Tyr
300

Asp Gly Leu Pro Lys Cys Glu Lys Trp Leu Arg Asp
P 318 ys ey 315 4 320

Pro Ala

325
ser

Ser Thr GIln Lys Ser Trp Trp Leu Gly Arg
330 335

Glu Thr

345

AsSp Lys Leu Glu Trp Glu 13‘}5'5 Pro Leu

Glu phe val Leu Thr 1Ile Arg Ala Gly val Glu Gly
360 365

Ile ser Phe Pro

380
Leu val Ala

Asp Gly

375
Glu

Arg His Ile Ser Tyr Arg

Glu
390

val Thr Thr Gly Ile Gly Asp
395 400

Ser Ile Thr val Thr Ser Leu Pro Leu Thr His Pro
405 410 415

Glu Leu val Leu Glu Ser Gly Asp Ile Trp Lys Ala
425 430

Ala Thr Lys Ile Asp Leu Phe Ile Gly Ile Met Ser
440 445

phe Ala Glu Arg Met Ala val Arg Lys Thr Trp phe
455 460

Ile GIn Ser Ser Gln Ala

val
470

val Ala Arg phe pPhe
475 480

AsSn

Lys Asp Ile Asn Met Gln Leu Lys Lys Glu Ala
485 490 495

Asp Ile Ile Ile teu Pro Phe Ile Asp Arg Tyr Asp
505 510

Lys Thr val Glu Ile Cys Lys Phe Gly val Gln Asn
520 525

Tyr Ile Met Lys Cys Asp Asp Asp Thr Phe val Arg
) 535 540

Leu Glu Glu Ile Arg Thr Thr Ser Ile Ser GlIn Gly
550 555 560

ser

Met Asn Glu Phe His Arg Pro Leu Arg Ser Gly
565 570 575

Thr Ala Glu Glu Trp Pro Glu Arg Ile Tyr Pro Ile
585 590

Pro Gly Tyr Ile Leu Ser Glu Asp Ile val His Phe
600 605

49
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Ile va

1 Glu Met Asn Glu Arg Gly Ser Leu GIn Leu Phe Lys Met Glu
610 615 620

Asg val ser val Gly Ile Trp val Arg Glu Tyr Ala Lys Gln val Lys
62 630 635 640

His val Gln Tyr Glu His Ser Ile Arg Phe Ala GIn Ala Gly Cys Ile
645 650 655

Pro Lys Tyr Leu Thr Ala His Tyr GIn Ser Pro Arg Gln Met Leu Cys
660 665 670
Leu Trp Asp Lys val Leu Ala His Asp Asp Gly Lys Cys Cys Asn Leu
675 680 685

<210> 27

<211> 683

<212> PRT

<213> Physcomitrella patens

<400> 27

Met Lys Arg Gly \5{31 Arg Pro Pro Gly \{g’l Gly Cys Thr Gly égg Gln
1

Arg Asn Asn Leu ITe Ile val Ala Ile Ile Cys Leu val Phe Ile Ala
20 25 30

Ile Phe §1e Pro Pro Phe Leu G’Iou Met Asn Ser Leu :go Asp Ile Asp
5 4

ser 250 val Tyr Arg Leu (S;}u Gly Ile Asn Phe %a ser His Arg Arg

Arg Tyr GIn Glu GIn Asp Ser Arg val Ser Tyr Ser Gly Tyr Gly Gln
65 70 75 80

Pro Asp Met Pro ggr Thr Gly Asp Glu lgxap Ile Thr Lys Thr sgo ser

Lys Ala Ser GlIn val Leu Glu Lys Lys val Ser Ser Tyr Leu Lys Lys
100 105 110

val Thr Leu Glu Thr Tyr Ser Lys Glu Glu Arg Arg Ser Pro Gly Asn
115 120 125

Thr Thr Gly Asp Ile val Ser Leu Glu Asp val Ile Asp Arg Ala Trp
130 135 140

ser Ala Gly Ala Lys Ala Trp Glu Glu Leu Glu Ile Ala Phe Arg Gln
145 150 155 160

Gly Glu His Phe Ser Lys Lys Asp Asn Asn Ala Asn Ala Thr Ala Asp
165 170 175

Pro Cys Pro Ala Ser Leu Phe Thr Thr Gly Lys Glu Leu Asp Asn Leu
180 185 190

Gly Arg val phe Pro Leu Pro Cys Gly Leu Met Phe G1§ Ser Ala Ile
195 200 20!

Thr Leu Ile Gly Lys Pro Arg Glu Ala His Met Glu Tyr Lys Pro Pro
210 215 220

Ile Ala Arg val Gly Glu Gly val Ser Pro Tyr val Met val Ser Gln
225 230 235 240

Phe Ile Met Glu Leu GIn Gly teu Lys val val Lys Gly Glu Asp Pro
245 250 255
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Lys

Ala

Asp
305

Pro

ser

Glu
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290
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Ala
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Phe

ASp
370

Glu

Met

Leu

Gly

Ala
450

Gln

Lys

Met

Thr

val
530

Glu

Met

val

Gly

Lys
610

Ile

Ile

Ile
275

Arg

Leu
ser
Lys

val
355

Gly
Glu
Thr
val
Lys
435
Glu

Ser

Asp
Ile
val
515

Met

Glu
AsSn

Glu

Ty
595

Arg

Trp

Leu
260

Ile

Cys

Pro

Thr

Glu

340

Leu

Arg

Ala

val

Leu
420

Ile

Arg

Ser

Ile

Ile
500
Glu

Lys

Ile

Glu

Glu
580

Ile

Asn

val

His
Glu

Glu
Lys
Gln
325

Thr

Thr
His
Thr
Thr
405
Asp

Glu
Met
Gln

Asn
485

Leu
Ile

Cys
Arg
Phe

565

Trp

Leu
Asn

Arg

Ile

His

Gly

cys

Lys

Leu

Ile

Ile

Gly
390

Ser

ser

Leu

Ala

Ala
470

Leu

Pro

Phe

Asp

Thr
550

His

Pro

ser

Leu

Glu
630

Asn

Asn

Trp
295

Glu

ser

Glu

Arg
ser
375
Ile

teu

Gly

Phe
val
455

val

Gln

Phe

Lys

Asp
535

Thr

Arg

Glu

Glu

Arg
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Pro Arg Leu Arg Gly Asp Trp Ser Trp
26 270

Thr
280

Gln

Lys

Trp

Trp

Ala
360

ser

ser

Pro

Asp

val
440

Arg

Ala

Leu

Ile

Phe
520

Asp

ser

Pro

Arg

Asp
600

Leu

615 .

Tyr

Ala

Cys

val

Trp
Trp
Glu
345

Gly

Phe

val

Leu

Ile
425

Tyr

Pro

Leu

Leu
330

Tyr

val

Pro

Ala

Thr

410

Trp

Gly Ile

Lys
Arg

Lys

AS
50
Gly

Thr

val
Leu

Ile
585

Ile
Phe

Lys

Thr

Phe

Lys
490

Arg

val

Phe

Gl

<

Ar
57

Tyr

val

Lys

Met

Arg Asn Gln Trp Gly Pro
285

Glu Tyr Glu Glu Thr val
300

Arg Gly Asp Asp Lys Lys
315 320
Gly Arg Leu val Gly His
335
Pro Leu Ser Glu Gly Arg
350

Glu Gly Phe His Leu Thr
365
Tyr Arg Ala Gly Tyr Ala
380
Gly Asp val Asp val Leu
395 400

His Pro Ser Tyr Tyr Pro
415

Lys Ala Pro Pro Leu Pro
430
Met Ser Ser Ser Asn His
445
Trp Phe Gln Ser Leu val
460
Phe val Ala Leu His Ala
475 480

Glu Ala Asp Tyr Tyr Gly
495

Tyr Asp Ile val val Leu
510
GIn Asn val Thr val ser

val Arg Ile Asp Ser val
‘548

GIn Gly Leu Tyr Met Gly

555 y 560

Ser Gly Lys Trp Ala val
575

Pro Thr Tyr Ala Asn Gly
590

His Phe Ile val Glu Glu
605
Met Glu Asp val Ser val
620

Lys Tyr val GIn Tyr Glu
635 640
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His Ser val Arg Phe Ala Gln Ala Gly Cys Ile Pro Asn Tyr Leu Thr
645 . 650 655

Ala His Tyr GIn Ser Pro Arg Gln Met Leu Cys Leu Trp Asp Lys val
. 660 665 ' 670

Leu Ala Thr Asn Asp Gly Lys Cys Cys Thr Leu
675 680
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REIVINDICACIONES

1. Moléculas de ADN, caracterizadas porque comprenden una secuencia segun la SEC. ID. n? 1 con un marco de
lectura abierto desde el par de bases 513 al par de bases 2417 o una secuencia segun la SEC. ID. n® 24 con un
marco de lectura abierto desde del par de bases 321 al par de bases 2387, o presentan por lo menos un 80% de
identidad con por lo menos una de las secuencias completas anteriores, 0 comprenden una secuencia que se
degenera a las secuencias anteriores debido al cddigo genético, presentando las secuencias que codifican proteinas
vegetales con actividad de 31,3-galactosiltransferasa (actividad de $1,3-GalT) o siendo complementarias de ésta.

2. Molécula de ADN segun la reivindicacion 1, caracterizada porque codifica una proteina con actividad de GlcNAc-
1,3-galactosiltransferasa, una proteina con actividad con respecto a la transferencia de galactosa desde la UDP-
galactosa a restos no reductores de GIcNAc, y/o una proteina con actividad con respecto a la transferencia de
galactosa desde la UDP-galactosa a restos no reductores de GIcNAc de estructuras de N-glucano unidos a las
proteinas.

3. Molécula de ADN segun la reivindicacion 1 6 2, caracterizada porque presenta por lo menos un 90% de
identidad con una de las secuencias segun la SEC. ID. n® 1 o la SEC. ID. n® 24 o esta degenerada debido al cédigo
genético o es complementaria de ésta.

4. Molécula de ADN segun la reivindicacion 1 a 3, caracterizada porque esta asociada por enlace covalente a una
sustancia marcadora detectable.

5. Vector que transcribe un ARN complementario que es complementario al ARNm de la 31,3-galactosiltransferasa
codificada por la molécula de ADN segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 y en el que el ARN
complementario contiene de 50 a 200 nucleétidos.

6. Vector de expresion, caracterizado porque comprende una molécula de ADN segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4 o una molécula de ADN segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 que esta inversamente
orientada con respecto al activador.

7. Molécula de ADN que codifica una ribozima, caracterizada porque presenta dos secciones de secuencia, cada
una de las cuales presenta un longitud de por lo menos 10 a 15 pares de bases y que son complementarias de las
secciones de la secuencia de una molécula de ADN segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 de modo que
dicha ribozima acompleja y corta el ARNm transcrito por una molécula de $1,3-GalT natural.

8. Vector biolégicamente funcional, caracterizado porque contiene una molécula de ADN segln la reivindicacion 7.

9. Procedimiento de clonaciéon de B1,3-galactosiltransferasa, caracterizado porque una molécula de ADN segun
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 o una molécula de ADN segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 pero
que carece de por lo menos la secuencia que codifica la transmembrana se clona en un vector posteriormente
transfectado en una célula hospedadora, un tejido del hospedador o un hospedador con estirpes celulares que se
obtienen mediante seleccion y ampliacion de células hospedadoras transfectadas, cuyas estirpes celulares expresan
la B1,3-galactosiltransferasa activa.

10. Proteina con actividad de B1,3-galactosiltransferasa y por lo menos un 80% de identidad de secuencia con la
secuencia de aminoacidos SEC. ID. n® 19 o n° 26.

11. Vector ADN que contiene una molécula con una secuencia de &cido nucleico segun la SEC. ID. n® 3.

12. Procedimiento de preparacion de células hospedadoras recombinantes, particularmente de células vegetales o
plantas, respectivamente, en el que la produccién de (1,3-galactosiltransferasa se suprime o se interrumpe
completamente, respectivamente, caracterizado porque

e por lo menos uno de los vectores segun las reivindicaciones 6, 8 u 11, o un vector que comprende una molécula
de ADN segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, respectivamente, mediante el cual dicha molécula de
ADN comprende una mutacion por eliminacion, insercion y/o sustitucion, se inserta en dicha célula hospedadora
o planta, respectivamente; o

e |a molécula de ADN segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que dicha molécula de ADN comprende
una mutacién por eliminacién, insercion y/o sustitucion, se inserta en el genoma de dicha célula hospedadora o
planta, respectivamente, en la posicién de la secuencia homdloga sin mutar.

13. Plantas o células vegetales recombinantes en las que su produccion de B1,3-galactosiltransferasa se suprime o
se interrumpe completamente,

e que comprende por lo menos uno de los vectores segun la reivindicaciéon 6, 8 u 11, o un vector que comprende
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una molécula de ADN segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, respectivamente, mediante el cual dicha
molécula de ADN comprende una mutacién por eliminacion, insercién y/o sustitucién; o

e que comprende la molécula de ADN segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que dicha molécula de
ADN comprende una mutacion por eliminacion, insercién y/o sustitucion, en el genoma de las células o plantas,
respectivamente, en la posicion de la secuencia homologa sin mutar.

14. Molécula de acido péptido nucleico (APN), caracterizada porque comprende una secuencia de bases
complementaria de la secuencia de una molécula de ADN segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 que
codifica la B1,3-galactosiltransferasa, o comprende una secuencia de bases correspondiente a la secuencia de una
molécula de ADN segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 que codifica la 1,3-galactosiltransferasa.

15. Procedimiento de produccion de plantas o células, respectivamente, en particular células vegetales que tienen
bloqueada la expresion de B1,3-galactosiltransferasa a nivel de transcripcion o traduccion, respectivamente,
caracterizado porque las moléculas de APN segun la reivindicaciéon 14 se insertan en las células.

16. Procedimiento de produccion de glucoproteinas recombinantes, caracterizado porque las plantas recombinantes,
las células vegetales o los tejidos vegetales, respectivamente, segln la reivindicacion 13, o las plantas, los tejidos o
las células vegetales, respectivamente, en los que se inserta la molécula de APN segun la reivindicacion 14 y que
tienen una expresion bloqueada de la f1,3-galactosiliransferasa a nivel de transcripcion o traduccion,
respectivamente, se transfectan con el gen que codifica la glucoproteina, de tal modo que las glucoproteinas
recombinantes se expresen.

17. Procedimiento segln la reivindicacién 16 caracterizado porque las glucoproteinas recombinantes son
glucoproteinas, preferentemente para utilizacion médica.

18. Procedimiento de produccién de glucoproteinas con N-glucanos, que comprende el alargamiento in vitro o in
vivo del N-glucano de una glucoproteina con una proteina B1,3-galactosiltransferasa activa segun la reivindicacion
10.

19. Utilizacion de un vector segun la reivindicacion 5 para inhibir la expresién de la B1,3-galactosiliransferasa
codificada por las moléculas de ADN segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.
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Alineacion de secuencia multiple CLUSTAL W (1.7)
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Proteina B1-3GalTl: SEC ID NO: 19

MKRGSRLPDMACTGRQRNDLILVAIVCLFFMVIFIPPYLOMNSLPDIDSPDSDKKSS~
SYSKKTTLEANSKEERRSPGNTTGDIVSLDDVIDRAWSAGAKAWEELETALRNGEGVSKNVS-
NATANADPCPASLSAAGKKLDELGKVFPLPCGLMFGSAITLIGKPREAHMEYKPPIARV-
GEGVSPYVMVSQFLVELQGLKVVKGEDPPRILHLNPRLRGDWSWKPIIEHNTCYRNQWGPAHR -
CEGWQVPEYEETVDGLPKCEKWLRDDGKKPASTQKSWWLGRLVGRSDKETLEWEYPLSE-
GREFVLTIRAGVEGFHVTIDGRHISSFPYRVGYAVEETTGILVAGDVDVMSITVTSLPLTH-
PSYYPELVLESGDIWKAPPVPATKIDLFIGIMSSSNHFAERMAVRKTWFQSKAIQSSQA~
VARFFVALHANKDINMQLKKEADYYGDIIILPFIDRYDIVVLKTVEICKFGVQNV-
TAKYIMKCDDDTFVRIDSVLEEIRTTSISQGLYMGSMNEFHRPLRSGKWAVTAEEWPE-
RIYPIYANGPGYILSEDIVHFIVEMNERGSLQLFKMEDVSVGIWVREYAKQVKHVQYEHSIR-
FAQAGCIPKYLTAHYQSPROMLCLWDKVLAHDDGKCCNL

FIG. 2

Proteina Pp P1-3GalT2: SEC ID NO: 20

MKRGVRPPGVGCTGRORNNLIIVAIICLVFIAIFIPPFLEMNSLPDIDSPVLEKKVS-
SYLKKVTLETYSKEERRSPGNTTGDIVSLEDVIDRAWSAGAKAWEELEIAFRQGEHFSKKD-
NNANATADPCPASLFTTGKELDNLGRVFPLPCGLMFGSAITLIGKPREAHMEYKPPIARV -
GEGVSPYVMVSQFIMELQGLKVVKGEDPPRILHINPRLRGDWSWKPIIEHNTCYRNQWGPAHR~
CEGWQVPEYEETVDGLPKCEKWLRGDDKKPASTQKSWWLGRLVGHSDKETLEWEYPLSE-
GREFVLTIRAGVEGFHLTIDGRHISSFPYRAGYAMEEATGISVAGDVDVLSMTVTSLPLTH-
PSYYPELVLDSGDIWKAPPLPTGKIELFVGIMSSSNHFAERMAVRKTWFQSLVIQSSQA-
VARFFVALHANKDINLQLKKEADYYGDMIILPFIDRYDIVVLKTVEIFKFGVQONVTVS-
HVMKCDDDTFVRIDSVLEEIRTTSVGQGLYMGSMNEFHRPLRSGKWAVTVEEWPERIY -
PTYANGPGYILSEDIVHFIVEESKRNNLRLFKMEDVSVGIWVREYAKMKYVQYEHSVRFAQAG-
CIPNYLTAHYQSPROMLCLWDKVLATNDGKCCTL

Fig. 3
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Proteina Pp B1,3GalTlas: SEC ID NO: 26

MKRGSRLPDMACTGRQRNDLILVAIVCLFFMVIFIPPYLQMNSLPDIDSP
VEKLEDDDDAVFTSHRRRNQEQISVVTDSGQRRTVMPSSTGAEDVTNAPS
KDSQDSDKKSSSYSKKTTLEANSKEERRSPGNTTGDIVSLDDVIDRAWSA
GAKAWEELETALRNGEGVSKNVSNATANADPCPASLSAAGKKLDELGKVF
PLPCGLMFGSAITLIGKPREAHMEYKPPIARVGEGVSPYVMVSQFLVELQ
GLKVVKGEDPPRILHLNPRLRGDWSWKPIIEHNTCYRNQWGPAHRCEGWQ
VPEYEETVDGLPKCEKWLRDDGKKPASTQKSWWLGRLVGRSDKETLEWEY
PLSEGREFVLTIRAGVEGFHVTIDGRHISSFPYRVGYAVEETTGILVAGD
VDVMSITVTSLPLTHPSYYPELVLESGDIWKAPPVPATKIDLFIGIMSSS
NHFAERMAVRKTWFQSKAIQSSQAVARFFVALHANKDINMQLKKEADYYG
DITILPFIDRYDIVVLKTVEICKFGVONVTAKYIMKCDDDTFVRIDSVLE
EIRTTSISQGLYMGSMNEFHRPLRSGKWAVTAEEWPERIYPIYANGPGYI
LSEDIVHFIVEMNERGSLQLFKMEDVSVGIWVREYAKQVKHVQYEHSIRF
AQAGCIPKYLTAHYQSPROMLCLWDKVLAHDDGKCCNL

Fig. 4

Proteina Pp B1l,3GalT2as: SEC ID NO: 27

MKRGVRPPGVGCTGRORNNLIIVAIICLVFIAIFIPPFLEMNSLPDIDSP
VYRLEGINFASHRRRYQEQDSRVSYSGYGQPDMPSTGDEDITKTPSKASQ
VLEKKVSSYLKKVTLETYSKEERRSPGNTTGDIVSLEDVIDRAWSAGAKA
WEELEIAFRQGEHFSKKDNNANATADPCPASLFTTGKELDNLGRVFPLPC
GLMFGSAITLIGKPREAHMEYKPPIARVGEGVSPYVMVSQFIMELQGLKV
VKGEDPPRILHINPRLRGDWSWKPIIEHNTCYRNQWGPAHRCEGWQVPEY
EETVDGLPKCEKWLRGDDKKPASTQKSWWLGRLVGHSDKETLEWEYPLSE
GREFVLTIRAGVEGFHLTIDGRHISSFPYRAGYAMEEATGISVAGDVDVL
SMTVTSLPLTHPSYYPELVLDSGDIWKAPPLPTGKIELFVGIMSSSNHFA
ERMAVRKTWFQSLVIQSSQAVARFFVALHANKDINLQLKKEADYYGDMII
LPFIDRYDIVVLKTVEIFKFGVQONVTVSHVMKCDDDTFVRIDSVLEEIRT
TSVGQGLYMGSMNEFHRPLRSGKWAVTVEEWPERIYPTYANGPGYILSED
IVHFIVEESKRNNLRLFKMEDVSVGIWVREYAKMKYVQYEHSVRFAQAGC
IPNYLTAHYQSPROMLCLWDKVLATNDGKCCTL

Fig. 5
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