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DESCRIPCION
Modificacién del desarrollo y morfologia de una planta
CAMPO DE LA INVENCION.

La invencion se refiere a un método para modificar el desarrollo y la morfologia de una planta. La invencion se refie-
re ademas al uso de una secuencia de DNA para regular la expresion génica exégena en los tejidos de una planta.
La invencion también se refiere a una secuencia de DNA identificada que actia como promotor que es operativo
para la expresion directa en células especificas de una planta.

FUNDAMENTO.

El control de la morfologia de las plantas es de una gran importancia en la produccién comercial de plantas para
fines agricolas u horticolas, para potenciar la productividad y el rendimiento, para mejorar la eficacia de los cultivos y
las cosechas, y para conseguir la estética que se desea. Los aspectos que requieren un control o modificaciéon pue-
den incluir la morfologia de las flores, frutos o tubérculos, la cantidad de flores, frutos, semillas o tubérculos, la ex-
tension de las raices primarias y laterales, la forma de los brotes aéreos o el tronco, y la presencia de espinas o
pelos urticantes. Otros aspectos que es de desear que puedan ser controlados incluyen el adelanto o el retraso de la
abscision de las hojas, flores o fruto, la liberacion de las semillas, y la produccién de érganos de almacenamiento o
glandulas secretoras.

Los cambios morfolégicos ocurren con frecuencia como resultado del impacto ambiental sobre la planta, incluyendo
los dafios fisicos, la predacion por los herbivoros, las infecciones patdgenas, el frio, el calor y la sequia. Frecuente-
mente pueden ser provocados deliberadamente por la intervencion humana, bien sea fisicamente (poda, flexién,
atado, apilamiento o corte de 6rganos o estructuras particulares) o bien quimicamente (aplicacién de productos
agroquimicos y sustancias para el crecimiento de las plantas). Sea cual sea el agente causante, los cambios morfo-
légicos vienen decretados por la expresion de genes dentro de las células de la propia planta. El aparecer el cambio,
la iniciacién de la expresion de uno o mas genes ocurre en aquellos tejidos particulares en los que se requiere que el
crecimiento de la célula, la proliferacion, el desarrollo o la necrosis culminen en el cambio fisico en bruto.

La expresion de un gen depende de que su secuencia de DNA se transcriba en RNA por accion de la RNA polime-
rasa. Para lograr esto, la RNA polimerasa tiene que reconocer y unirse a una region de la secuencia de DNA situada
secuencia arriba (es decir, 5’) de la secuencia que codifica el gen, con el fin de que se inicie la transcripcién. Tal
regién se denomina promotor del gen. La naturaleza intrinseca de la secuencia del promotor determina las circuns-
tancias y la manera en la que se expresa el gen.

Expresandolo de una forma amplia, hay cuatro tipos de promotores que se encuentran en los tejidos vegetales:
constitutivos, especificos del tejido, regulados por el desarrollo e inducibles-represibles, si bien se ha de entender
que necesariamente estos tipos no son mutuamente excluyentes.

Un promotor constitutivo dirige la expresién de un gen a través de las diversas partes de una planta, continuamente
durante el desarrollo de esa planta, aun cuando el gen no puede expresarse al mismo nivel en todos los tipos de
células. Los ejemplos de promotores constitutivos conocidos incluyen los asociados con el transcripto 35S del virus
del mosaico de la coliflor (Odell et al, 1985), el gen de la actina 1 del arroz (Zhang et al, 1991) y el gen de la ubiquiti-
na 1 del maiz (Cornejo et al, 1993).

Un promotor especifico del tejido es uno que dirige la expresiéon de un gen en una parte de la planta (o en unas po-
cas partes), normalmente a lo largo del tiempo de vida de esas partes de la planta. La categoria de promotor especi-
fico del tejido incluye también cominmente promotores cuya especificidad no es absoluta, es decir, también pueden
dirigir la expresion a un nivel mas bajo en tejidos distintos de los del tejido preferido. Los ejemplos de promotores
especificos del tejido conocidos en la técnica incluyen aquellos que estan asociados con el gen de la patatina expre-
sado en el tubérculo de la patata, y el gen de la glutenina de alto peso molecular expresado en el endospermo del
trigo, la cebada o el maiz.

Un promotor regulado por el desarrollo dirige un cambio en la expresion de un gen en una o mas partes de una plan-
ta en un momento especifico durante el desarrollo de la planta. El gen puede expresarse en esa parte de la planta
en otros momentos a un nivel diferente (normalmente mas bajo), y puede también expresarse en otras partes de la
planta.

Un promotor inducible es capaz de dirigir la expresién de un gen en respuesta a un inductor. En ausencia del induc-
tor el gen no se expresara. El inductor puede actuar directamente sobre la secuencia del promotor, o puede actuar
contrarrestando el efecto de una molécula de represor. El inductor puede ser un agente quimico tal como un meta-
bolito, una proteina, un regulador del crecimiento, o un elemento téxico, una tension fisiolégica tal como calor, lace-

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2373318 T3

racién, o presion osmotica, o una consecuencia indirecta de la accion de un patégeno o una plaga. Un promotor
regulado por el desarrollo podria describirse como un tipo especifico de promotor inducible que responde a un induc-
tor endégeno producido por la planta 0 a un estimulo ambiental en un punto concreto del ciclo de vida de la planta.
Los ejemplos de promotores inducibles incluyen los asociados con la respuesta a la laceracion, tal como se describe
en Warner et al (1993), respuesta a la temperatura como se describe en Benfey y Chua (1989), e inducido quimica-
mente, como se describe en Gatz (1995).

Una secuencia promotora puede comprender cierto nimero de dominios definidos necesarios para su funcion. El
primero de estos comprende aproximadamente 70 pares de bases situadas inmediatamente secuencia arriba (esto
es, 5') del gen estructural y forma el promotor nicleo o core. El promotor nucleo contiene las cajas o secuencias
CAAT y TATA y define el sitio de la iniciacion de la transcripcién para el gen. Una serie de secuencias reguladoras
secuencia arriba del promotor nucleo constituyen el resto de la secuencia del promotor y determinan los niveles de
expresion, los patrones espacial y temporal de la expresién, y la respuesta a los inductores. Ademas, algunos pro-
motores contienen elementos de secuencia que actuan potenciando el nivel de expresién, por ejemplo el del promo-
tor de la plastomicina del guisante, como se describe en la publicacién de patente internacional n°® WO 97/20056.

La modificaciéon genética de las plantas depende de la introduccion de genes quiméricos en las células vegetales y
de su expresion controlada bajo la direccién de un promotor. Pueden obtenerse promotores de diferentes fuentes,
entre las que se incluyen animales, plantas, hongos, bacterias y virus, y los distintos promotores pueden trabajar con
eficacias distintas en tejidos distintos. Los promotores pueden también se construidos sintéticamente.

Con frecuencia puede ser deseable expresar genes introducidos en cierto nimero de tejidos diferentes en una plan-
ta. Por ejemplo, la expresion de una resistencia contra un agente patégeno o una plaga, o la tolerancia a temperatu-
ras extremas, puede expresarse de la mejor forma por todos los tejidos en una planta. Del mismo modo, podria ser
deseable asegurar la expresion de los transgenes en todo instante a lo largo del desarrollo de la planta. También, un
promotor que se expresa de una manera que es inmune a la influencia de inductores o represores resultantes de
estimulos ambientales imprevistos, puede ser también util para asegurar la expresion continuada de un rasgo. Con
estos fines, seria de desear el uso de un promotor “constitutivo”. Los ejemplos de promotores constitutivos incluyen
el promotor 35S del CaMV. Para cereales, el promotor de ubiquitina es un promotor constitutivo a elegir (Christensen
y Quail, 1996).

Sin embargo, en algunos casos es mas deseable controlar la localizacion de la expresiéon del gen en una planta
transgénica. Esto puede potenciar el efecto de la expresidon génica asegurando que la expresion ocurre preferente-
mente en aquellos tejidos en los que es mas eficaz el efecto del producto génico. Por el mismo argumento, la expre-
sion modulada puede reducir la pérdida potencial de rendimiento limitando el drenaje de recursos en la planta. Otras
ventajas incluyen la limitacién de la expresion genes agrondmicamente Utiles pero generalmente nocivos para tejidos
especificos por la localizacién y la compartimentacion de la expresion génica en casos en los que el producto génico
tendria que ser restringido, o excluido de ciertos tejidos. Por ejemplo, la expresion especifica de la antera de los
genes inhibidores suc (Mariani et al., 1990) ha sido usada en sistemas de esterilidad masculina, mientras que la
expresion en otras partes de la planta podria provocar toxicidad. Un sistema de muerte celular similar se describe en
la solicitud de patente internacional WO 89/10396 en la que se usa una proteina RNAsa en combinacién con otro
promotor especifico de la antera para causar la necrosis de las células de la antera y conferir esterilidad masculina
en la planta.

En las solicitudes de patente internacional WO 02/33106 y WO 02/33107 se describen sistemas de muerte de célu-
las vegetales que proporcionan resistencia contra la infeccién de nematodos por la expresion de una proteina inac-
tivadora del ribosoma (proteina inactivadora del ribosoma del maiz, proteina antiviral de la hierba carmesi [Maize
Ribosome Inactivating Protein, Pokeweed Antiviral Protein, PAP]) bajo la regulaciéon de promotores especificos para
el sitio de alimentacion de los nematodos. En estos casos la especificidad de la expresion del gen nocivo esta po-
tenciada porque los promotores son tanto especificos del tejido como sensibles a la invasion de nematodos.

En algunos casos pueden expresarse dos 0 mas transgenes en una planta en posiciones similares o diferentes.
Cada transgén puede expresarse bajo el control de un promotor diferente que expresa en mas de una regioén de la
planta. Los promotores pueden elegirse de forma que haya un solapamiento en sus respectivos sitios de expresion
en una o mas posiciones deseadas. Este o estos sitos de solapamiento dan una mayor especificidad y direcciona-
miento de la expresion génica. Mediante una seleccion inteligente del producto génico codificado por cada transgén,
la expresion de solapamiento de ambos transgenes puede conducir a un efecto aditivo o potenciado sobre los tejidos
diana, mientras que la expresién de tan solo uno u otro de los transgenes en otras localizaciones puede no causar
efecto alguno sobre la planta. Por ejemplo, en la solicitud de patente internacional WO 02/33106, dos dominios de
péptido separados derivados de la proteina inhibidora ribosémica del maiz (RIP) se expresan bajo la regulacion de
dos promotores especificos del tejido diferentes, que tienen perfiles diferentes de expresidén pero que nunca tienen
un sitio en comun, resultando la produccién de una proteina activa en el sitio de solapamiento.

En cambio, los dos transgenes pueden codificar una molécula efectora y una molécula agonista o protectora. En
este caso, la molécula efectora afectara a la planta en todas las localizaciones en las que se expresa, excepto en
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aquellas en las que el sitio de expresion se solapa con el de la expresion de la molécula agonista o protectora. En
NZ 260511 se propone un sistema de muerte de células vegetales con mayor especificidad para el tejido. Este sis-
tema comprende la expresion de una molécula citotdxica (bajo el control de un primer promotor, el cual primer pro-
motor causa la expresion en células diana especificas y en uno o mas de otros sitios en la planta), junto con una
molécula protectora (bajo el control de un segundo promotor, el cual segundo promotor causa la expresién en todos
los sitios en los que el primer promotor es activo, excepto en las células diana especificas). Ejemplos de moléculas
citotdxicas y protectoras adecuadas son las proteasas e inhibidores de proteasa, respectivamente, o nucleasas e
inhibidores de nucleasa, respectivamente. El documento WO 93/10251 describe el uso de una molécula de ribonu-
cleasa citotdxica barnasa junto con la molécula protectora de inhibidor Barstar.

Otro ejemplo de sistema transgénico de dos componentes lo proporciona la solicitud de patente internacional n® WO
98/44138. Este sistema comprende la expresiéon de un producto génico bajo el control de un promotor, los cuales
promotor y producto génico se eligen de forma que haya un solapamiento en sus respectivos sitios de expresion y
efector en una localizacién deseada. El promotor dirige la expresion en las células especificas y también en uno o
mas de otros sitios en la planta, mientras que la diana molecular del producto génico ocurre en un segundo rango de
células que incluyen también las células diana especificas. Este sitio o estos sitios de solapamiento dan una mayor
especificidad y direccionamiento de la expresidon génica a las células en la localizacion deseada. Mediante una
cuidadosa seleccién del producto génico codificado por el transgén, la expresién en células no diana no produce
efecto en la planta.

Una importante aplicaciéon de la expresién localizada de un gen nocivo para un tejido particular estaria en la modifi-
cacion de la morfologia de la planta, por ejemplo mediante la necrosis controlada o prevencion del desarrollo de
ciertos tejidos u érganos, tales como las estructuras de floracién, cuerpos fructiferos o esporocarpos, tejidos de al-
macenamiento, brotes, tejidos foliares, tejidos de la raiz, zonas de abscisién, glandulas secretoras, células urtican-
tes, tricomas o espinas.

Una aplicacion particular de la expresion localizada de un gen nocivo para modificar la morfologia de la planta esta-
ria en la prevencion de las excrecencias de los brotes laterales de meristemos axilares de la hoja. La anatomia de
los meristemos axilares y yemas laterales se describe en Esau (1960). La excrecencia de los brotes laterales surge
comunmente cuando se elimina o se reduce la dominancia del brote apical; por ejemplo, cuando el brote apical es
dafiado o eliminado, bien sea accidentalmente por el dafio fisico o la predacién por herbivoros, o como parte de la
practica agricola, por ejemplo la corta de renuevos. Otros cambios que modifican por ejemplo la produccion, el
transporte, la deteccion o el metabolismo de sustancias endégenas de crecimiento de la planta, pueden también
causar excrecencias a partir de los meristemos axilares. Los brotes laterales, o “suckers (suctores)’, pueden ser
indeseables por razones meramente estéticas, pueden producir una planta con una morfologia inutilizable, o pueden
tener un efecto metabdlico perjudicial sobre la planta como un todo, actuando como una fuente adicional o sumidero
para varios metabolitos o sustancias de crecimiento de la planta.

Un ejemplo en el que ocurre la excrecencia de yemas laterales es en el cultivo comercial del tabaco, en el que el
brote apical que comprende la inflorescencia y las hojas mas altas es eliminado en un momento especifico durante
el crecimiento de la planta, en el proceso conocido como “topping (desmoche)”, para estimular el crecimiento y el
desarrollo de las hojas restantes, para potenciar el crecimiento de la raiz y para avivar la redistribucion de metaboli-
tos y compuestos secundarios a las hojas de la planta. Un inconveniente del proceso de desmoche es que también
estimula la excrecencia de brotes laterales que de esta forma desvian la redistribucién de metabolitos deseada. Este
efecto se evita normalmente mediante la eliminacion fisica de los brotes laterales, que es muy laboriosa, o mediante
la aplicaciéon de supresores quimicos de brotes tales como hidrazida maleica, que es costosa en términos de mate-
riales, y ademas puede tener como resultado la retenciéon de residuos quimicos en la planta cosechada. Un sistema
que previene tal “succién” dirigiendo especificamente la rotura de las células implicadas en la excrecencia de las
yemas laterales, proporcionaria por tanto un gran beneficio al cultivo del tabaco.

Las proteinas desactivadotas del ribosoma (RIPs) son un grupo de proteinas vegetales toxicas que desactivan cata-
liticamente los ribosomas eucariéticos (Stirpe y Barbieri 1986). Las RIPs funcionan como N-glicosidasas para elimi-
nar una adenina especifica en un lazo conservado del rRNA grande, y de esta manera previene la union del Factor
de Alargamiento 2, bloqueando asi la sintesis celular de proteinas. Se han descrito tres formas de RIPs. Las RIPs de
tipo 1, tal como la proteina antiviral de la hierba carmesi y el inhibidor de traduccion de cebada estan formadas cada
una de ellas por una cadena de polipéptido simple, cada una con un valor de M; aproximado de 30.000. Las RIPs de
tipo 2, tales como ricina, abrina y modecina, comprenden cada una de ellas dos cadenas de polipéptidos, una con
actividad de RIP, enlazada con un puente disulfuro a la otra cadena de lectina de unién con galactosa. Las RIPs de
tipo 3, tales como RIP de maiz, comprenden una cadena de polipéptido Unica que subsiguientemente experimenta
clivaje o segmentacion proteolitica para liberar dos dominios de péptido activos.

La hierba carmesi (Phytolacca americana) produce tres proteinas antivirales distintas, que son PAP’, PAPIl y PAP-S
que aparecen en hojas de primavera, hojas de verano y semillas, respectivamente. Se han observado similitudes de
aminodacidos entre estas tres proteinas. Como se usa en el presente texto, la denominaciéon “PAP” cubre las tres
proteinas antivirales.
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La patente de EE.UU. n° 6 015 940 describe la preparacion de un clon de cDNA de PAP’ preparado a partir de hojas
de primavera, y el uso del mismo bajo el control de un promotor constitutivo (bien sea el promotor 35S del virus del
mosaico de la coliflor o el promotor 35S del virus del mosaico de la escrofularia) en la produccion de tabaco trasgé-
nico y plantas de patata resistentes a la infeccién por los virus PVX'y PVY.

Plantas transgénicas que contienen la forma de hoja de verano de PAP, PAP-II, han sido descritas en el documento
WO 99/60843. Varias secuencias génicas de PAP-II de longitud completa y truncadas, fueron cribadas con el fin de
identificar las proteinas PAP-II variantes que conservaban la actividad antiviral pero que no mostraban fitotoxicidad.
Las plantas transgénicas mostraron actividad tanto antiviral como antifingica.

El gen PAP se expresa in vivo en las hojas inicialmente para producir una proteina Pro-PAP inactiva. Se sabe que
después de la traduccion, la molécula de proteina Pro-PAP’ es direccionada a la pared de la célula. En alguna fase
durante este proceso las extensiones N- y C-terminales de la molécula de Pro-PAP’ son segmentadas para producir
una molécula de PAP’ activada (PAP’ madura). En el caso de PAP-S (expresada en semillas) no se conoce la loca-
lizacién celular. Sin embargo, la regién procesada N-terminal de PAP-S parece tener propiedades similares a las
secuencias sefal para el direccionamiento.

La estructura de la proteina PAP-S madura, es decir con las extensiones N- y C-terminales eliminadas, puede des-
cribirse en términos de dos dominios separados, que corresponden a los dos dominios de RIPs de tipo 3, o los dos
polipéptidos de RIPs de tipo 2, esto es, el dominio de unién con el ribosoma y el dominio catalitico.

SUMARIO DE LA INVENCION.

En un aspecto, la presente invencion proporciona un método para modificar la morfologia en una planta, que com-
prende introducir en una planta al menos un gen quimérico que comprende una secuencia promotora asociada ope-
rativamente con una secuencia de acido nucleico, siendo la secuencia del promotor operativa para dirigir la expre-
sion en células especificas de la planta, y la secuencia de acidos nucleicos que codifica al menos un producto géni-
co capaz de alterar el metabolismo de las células especificas y/o proximas, o de causar la muerte de las mismas, en
donde la secuencia del promotor es operativa para dirigir la expresion de manera sustancialmente especifica en una
yema lateral y/o un brote lateral, y en donde la secuencia del promotor comprende la secuencia que se muestra en
SEC ID N° 1 0 SEC ID N° 7, o una parte funcional de la misma que es operativa para dirigir la expresion de manera
sustancialmente especifica en una yema lateral y/o un brote lateral, o una secuencia que tiene al menos un 65% de
identidad con la secuencia mostrada en la SEC ID N° 1 o la SEC ID N° 7, que es operativa para dirigir la expresion
de manera sustancialmente especifica en una yema lateral y/o un brote lateral, en donde el porcentaje de identidad
se determina sobre la totalidad de la longitud de las secuencias a comparar, y en donde expresion sustancialmente
especifica significa que el promotor dirige la expresion de la secuencia de acidos nucleicos asociada con dicho pro-
motor predominantemente en yemas laterales y/o brotes laterales, de forma tal que menos del 50% del nivel de
expresion global de dicha secuencia de acidos nucleicos ocurre en cualquier otro tejido o célula de la planta respec-
tiva.

En una realizacion, el producto génico puede ser capaz de potenciar el metabolismo de las células especificas y/o
las células proximas, o promover su vigor.

En otra realizacion preferible, el producto génico es capaz de interferir el metabolismo de las células especificas y/o
de las células proximas, o de causar la muerte de las mismas.

La expresion “de manera sustancialmente especifica” que se usa en el presente texto significa que el promotor de
acuerdo con la presente invencion es operativo para dirigir la expresion predominantemente en la yema lateral y/o el
brote lateral. El promotor de acuerdo con la presente invencion, ademas de ser operativo para dirigir la expresiéon en
la yema lateral y/o en el brote lateral, puede también ser operativo para dirigir la expresion en otros tipos de células o
tejidos dentro de la planta, siempre y cuando la expresiéon predominante (es decir, mas del 51% de la expresion
global (total) en la planta) ocurra en la yema lateral y/o el brote lateral.

El promotor de acuerdo con la presente invencion, ademas de ser operativo para dirigir la expresion en la yema
lateral y/o el brote lateral, puede también ser operativo para dirigir la expresién en otros tipos de células o en otros
tejidos dentro de la planta, siempre y cuando la expresién global no mate la planta.

Preferentemente, la expresion “de manera sustancialmente especifica” que se usa en el presente texto significa que
el promotor de acuerdo con la presente invencion es operativo para dirigir la expresion predominantemente en las
yemas laterales y/o brotes laterales, estando menos del 50%, preferentemente menos del 25%, preferentemente
menos del 10%, mas preferentemente menos del 5% del nivel de expresion global de dicha secuencia de acidos
nucleicos en cualquier otro tejido de la planta o célula de la planta.
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Por ejemplo, una secuencia de acidos nucleicos expresada bajo el control del promotor de acuerdo con la presente
invencion puede expresarse predominantemente en la yema lateral y/o en el brote lateral con menos del 25%, prefe-
rentemente menos del 10%, mas preferentemente menos del 5% del nivel de expresion global en cualquier otro
tejido.

Preferentemente la secuencia del promotor comprende la secuencia mostrada en SEC ID N° 1 o una parte funcional
de la misma, o una secuencia que es al menos un 75%, preferentemente al menos un 80%, preferentemente al
menos un 90%, preferentemente al menos un 97% idéntica a la misma.

En una realizacién de la presente invencion, la morfologia de una planta es afectada por uno o mas productos géni-
cos, preferentemente un producto génico.

En otra realizacion mas de la presente invencion, la morfologia de una planta es afectada por dos o mas productos
génicos. Preferentemente la secuencia de acidos nucleicos codifica dos o mas productos génicos. Asi pues, a titulo
de ejemplo, solamente puede introducirse un gen quimeérico en la planta, el cual gen quimérico comprende una se-
cuencia de acidos nucleicos que codifica dos o mas productos génicos. Alternativamente, pueden ser introducidos
en la planta dos o0 mas genes quiméricos, comprendiendo cada gen quimérico una secuencia de acidos nucleicos
que codifica uno o mas productos génicos. Asi, por ejemplo, un gen quimérico puede comprender una secuencia de
acidos nucleicos que codifica un producto génico y otro gen quimérico puede comprender una secuencia de acidos
nucleicos que codifica multiples productos génicos, es decir 2, 3 0 4 productos génicos. Alternativamente, ambos
genes quiméricos pueden comprender una secuencia o secuencias de acidos nucleicos que codifican multiples pro-
ductos génicos. Preferentemente los dos o mas productos génicos funcionan independientemente entre ellos para
efectuar la interferencia del metabolismo de las células por un efecto aditivo. Alternativamente los dos o mas produc-
tos génicos interaccionan entre si para efectuar la interferencia del metabolismo de las células por un efecto sinérgi-
co o por un efecto antagonista.

Preferentemente se modifica la excrecencia de brotes laterales. La excrecencia de los brotes laterales puede ser
potenciada. Adecuadamente, la excrecencia de los brotes laterales puede ser evitada o reducida y/o retrasada.

Preferentemente la excrecencia de brotes laterales se modifica interfiriendo el metabolismo o causando la muerte de
células implicadas en el desarrollo de las yemas laterales.

Las células implicadas en el desarrollo de las células laterales pueden incluir las del promeristemo, protodermo,
epidermis, estomas, células de guarda, endodermos, peridermo, parénquima del cortex, células urticantes, células
de almacenamiento, endosperma del 6vulo, polen, zona de abscision, tricomas, células secretoras, felema, felégeno,
felodermo, procambio, cambio, protoxilema, xilema, rayos, protofloema, floema, colénquima, esclerénquima, parén-
quima, clorénquima, tunica, corpus, cortex, estructuras del profilo y estructuras foliares.

Se entiende que la expresion “células especificas” como se usa en el presente texto significa aquellas células en las
que el promotor se expresa predominantemente, preferentemente aquellas células en las que el promotor se expre-
sa de forma sustancialmente especifica.

La expresion “células especificas de la planta” incluye células de yemas laterales y/o de brotes laterales, es decir
aquellas células implicadas en la iniciacion y/o el desarrollo de la yema lateral.

En una realizacion preferentemente las “células especificas de la planta” son las células de la yema lateral y/o del
brote lateral.

En una realizacion las células especificas de la planta pueden ser una célula de uno o mas de los elementos
siguientes: promeristemo, protodermo, epidermis, estomas, células de guarda, endodermos, peridermo, parénquima
del cortex, células urticantes, endosperma del 6vulo, polen, zona de abscision, tricomas, células secretoras, felema,
felégeno, felodermo, procambio, cambio, protoxilema, xilema, rayos, protofloema, floema, colénquima, esclerénqui-
ma, parénquima, clorénquima, tunica, corpus, cortex, estructuras del profilo y estructuras foliares.

La expresion “expresado predominantemente” como se usa en el presente texto significa que el promotor de acuer-
do con la presente invencion es operativo para dirigir principalmente (esto es, mas del 51% de la expresién total) la
expresion en las células especificas de la planta (tal como las células de la yema lateral y/o el brote lateral), aun
cuando pueden encontrarse niveles de expresion mas bajos en otro u otros tipos de células o en otro u otros tejidos.

Por ejemplo, se ha encontrado que el promotor de acuerdo con la presente invencién es operativo para dirigir pre-
dominantemente la expresion en la yema lateral y/o el brote lateral, pero que también puede haber expresién en otro
tejido o tipo de célula. Por ejemplo, puede haber también expresion en tejido lacerado y/o tallo y/o tejido foliar.
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Adecuadamente la excrecencia de la yema lateral o del brote lateral puede ser prevenida o reducida y/o retrasada.
Preferentemente la excrecencia de la yema lateral o del brote lateral se modifica interfiriendo el metabolismo o pro-
vocando la muerte de las células implicadas en el desarrollo de la yema lateral y/o el brote lateral.

La expresion “tejido de la yema lateral” como se usa en el presente texto incluye células de la yema lateral y/o célu-
las del brote lateral.

Preferentemente el producto génico de la secuencia de acidos nucleicos capaz de interferir el metabolismo de las
células especificas y/o las célula proximas, o de causar la muerte de las mismas, es un producto nocivo, adecua-
damente una molécula citotéxica.

Preferentemente el producto génico de la secuencia de acidos nucleicos capaz de interferir el metabolismo de las
células especificas y/o las células proximas, o de causar la muerte de las mismas, es una proteina desactivadora
del ribosoma (RIP) o una variante o parte funcional de la misma. Por ejemplo, la RIP puede ser una RIP de tipo 1 y/o
una RIP de tipo 2 y/o una RIP de tipo 3, o una variante o parte funcional de las mismas. Preferentemente el producto
génico es una proteina antiviral de la hierba carmesi (PAP) o una variante o parte funcional de la misma. El producto
génico puede ser PAP’ o PAPII o una variante o parte funcional de la misma. Mas preferentemente, el producto
génico es proteina antiviral S de la hierba carmesi (PAP-S) o una variante o parte funcional de la misma.

La presente invencion proporciona también un &cido nucleico que comprende una secuencia promotora, siendo la
secuencia promotora como se muestra en la SEC ID N° 1, o una parte funcional de la misma, que es capaz de regu-
lar la expresion de un gen en una yema lateral y/o un brote lateral, o una secuencia que tiene al menos un 65% de
identidad con ella, mas preferentemente al menos un 75% de identidad con ella, mas preferentemente al menos un
85% de identidad con ella, mas preferentemente al menos un 95% de identidad con ella, mas preferentemente al
menos un 97% de identidad con ella, mas preferentemente al menos un 98% de identidad con ella, lo mas preferen-
temente al menos un 99% de identidad con ella, y que es capaz de regular la expresion de un gen en una yema
lateral y/o un brote lateral, en donde el porcentaje de identidad se determina sobre toda la longitud de las secuencias
a comparar.

La presente invencion proporciona también un &cido nucleico que comprende una secuencia promotora, siendo la
secuencia promotora como se muestra en la SEC ID N° 7, o una parte funcional de la misma, que es capaz de regu-
lar la expresion de un gen en una yema lateral y/o un brote lateral, o una secuencia que tiene al menos un 65% de
identidad con ella, mas preferentemente al menos un 75% de identidad con ella, mas preferentemente al menos un
85% de identidad con ella, mas preferentemente al menos un 95% de identidad con ella, mas preferentemente al
menos un 97% de identidad con ella, mas preferentemente al menos un 98% de identidad con ella, lo mas preferen-
temente al menos un 99% de identidad con ella, y que es capaz de regular la expresion de un gen en una yema
lateral y/o un brote lateral, en donde el porcentaje de identidad se determina sobre toda la longitud de las secuencias
a comparar.

La presente invencion proporciona también un gen quimérico que comprende una secuencia promotora, siendo la
secuencia promotora asociada operativamente con una secuencia de acido nucleico, comprendiendo la secuencia
promotora la secuencia mostrada en la SEC ID N° 1, o una parte funcional de la misma, que es capaz de regular la
expresion de un gen en una yema lateral y/o un brote lateral, o una secuencia que tiene al menos un 65% de identi-
dad con ella, mas preferentemente al menos un 75% de identidad con ella, mas preferentemente al menos un 85%
de identidad con ella, mas preferentemente al menos un 95% de identidad con ella, mas preferentemente al menos
un 97% de identidad con ella, mas preferentemente al menos un 98% de identidad con ella, lo mas preferentemente
al menos un 99% de identidad con ella, y que es capaz de regular la expresion de un gen en una yema lateral y/o un
brote lateral, en donde el porcentaje de identidad se determina sobre toda la longitud de las secuencias a comparar.

La presente invencién proporciona también un gen quimérico que comprende una secuencia promotora asociada
operativamente con una secuencia de acido nucleico, comprendiendo la secuencia promotora la secuencia mostrada
en la SEC ID N° 7, o una parte funcional de la misma, que es capaz de regular la expresidon de un gen en una yema
lateral y/o un brote lateral, o una secuencia que tiene al menos un 65% de identidad con ella, mas preferentemente
al menos un 75% de identidad con ella, mas preferentemente al menos un 85% de identidad con ella, mas preferen-
temente al menos un 95% de identidad con ella, mas preferentemente al menos un 97% de identidad con ella, mas
preferentemente al menos un 98% de identidad con ella, lo mas preferentemente al menos un 99% de identidad con
ella, y que es capaz de regular la expresién de un gen en una yema lateral y/o un brote lateral, en donde el porcenta-
je de identidad se determina sobre toda la longitud de las secuencias a comparar.

Preferentemente la secuencia de acidos nucleicos y/o el acido nucleico de acuerdo con la presente invencion y/o el
gen quimérico de acuerdo con la presente invencién es una secuencia de DNA.

En una realizacion el gen quimérico de acuerdo con la presente invencion puede obtenerse, y se obtiene preferen-
temente, a partir del clon pBNP 085-0501-001 (NCIMB 41343).
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Preferentemente la secuencia de acidos nucleicos es capaz de regular la expresiéon de una secuencia adicional.
Adecuadamente la secuencia adicional codifica una proteina o RNA, una secuencia de cosupresion, una secuencia
antisentido o una secuencia de inhibicion de dsRNA (RNA de doble cadena).

Preferentemente la secuencia adicional puede obtenerse, y se obtiene preferentemente, a partir de una planta. La
planta puede ser un miembro de la familia de las solanaceas. Preferentemente la planta puede ser un miembro de la
subfamila de las Cestroideas. Mas preferentemente la planta es una o mas del grupo del tomate, patata, berenjena,
petunia o tabaco. Mas preferentemente la planta es del género Nicotiana. Lo mas preferentemente la planta es Nico-
tiana tabacum.

Se prefiere que la secuencia adicional sea capaz de interferir el metabolismo de las células especificas y/o células
proximas, o causar la muerte de las mismas. Se prefiere que la secuencia adicional codifique una proteina antiviral
de la hierba carmesi o una parte funcional de la misma.

Las secuencias de acidos nucleicos y/o el acido nucleico y/o el gen quimérico citado en el presente texto pueden ser
secuencias aisladas o, alternativamente, pueden ser secuencias sintetizadas.

La presente invencion proporciona ademas un DNA recombinante que comprende DNA vector y una secuencia de
acidos nucleicos de acuerdo con la presente invencién y/o un acido nucleico de acuerdo con la presente invencion
y/o una secuencia promotora de acuerdo con la presente invencién, y/o un gen quimérico de acuerdo con la presen-
te invencion. EI DNA recombinante puede comprender ademas adecuadamente una secuencia codificadora de un
gen. Preferentemente el DNA vector comprende un plasmido, un césmido, un virus o un fago. Adecuadamente el
DNA recombinante puede comprender un promotor para dirigir la expresién de un gen marcador seleccionable.

Preferentemente el DNA recombinante reside en una célula hospedadora. Adecuadamente la célula hospedadora
puede permitir la transcripcién y la traduccion del DNA recombinante.

La presente invencion proporciona ademas una planta producida de acuerdo con el método de la presente inven-
cion. La presente invencion proporciona ademas una planta construida por ingenieria genética que comprende una
secuencia de acidos nucleicos y/o un acido nucleico y/o una secuencia promotora y/o un gen quimérico de acuerdo
con la presente invencién. Preferentemente el acido nucleico y/o una secuencia promotora esta asociada operativa-
mente con una secuencia codificadora de un gen.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencién, se proporciona una planta que comprende un DNA recombi-
nante de acuerdo con la presente invencion. La planta de acuerdo con la presente invenciéon puede ser de interés
para la industria de la horticultura, la industria de la floricultura, la industria forestal y/o la industria de la agricultura.
La planta puede ser una planta que se cultiva con el fin de proporcionar cortes de flores. La planta puede ser tomate,
pepino, Petunia, Dianthus, Picea, Eucaliptus, Pinus, Populus, una especie dicotiledénea tal como patata, tabaco,
algodon, lechuga, berenjena, meldn, calabaza, guisante, canola, soja, remolacha azucarera o girasol, o una especie
monocotiledénea tal como trigo, cebada, centeno, arroz o maiz. Mas preferentemente la planta es de la familia de
las solanaceas. Mas preferentemente la planta es de la subfamila de las Cestroideas. Mas preferentemente la planta
es una o mas del grupo del tomate, patata, berenjena, Petunia o tabaco. Mas preferentemente la planta es del géne-
ro Nicotiana. Lo mas preferentemente la planta es Nicotiana tabacum.

La presente invencion proporciona ademas una célula vegetal de una planta producida de acuerdo con el método de
la presente invencién, teniendo la célula vegetal un metabolismo alterado. La célula vegetal producida de acuerdo
con el método de la presente invencién puede tener un metabolismo que esta alterado para potenciar su metabolis-
mo. Preferentemente, la célula vegetal producid de acuerdo con la presente invencion tiene un metabolismo interfe-
rodo.

La presente invencién proporciona también una célula vegetal construida mediante ingenieria genética, que com-
prende una secuencia de acidos nucleicos de acuerdo con la presente invencion. Preferentemente el acido nucleico
de acuerdo con la presente invencion y/o la secuencia promotora de acuerdo con la presente invencion esta asocia-
da operativamente con una secuencia codificadora de un gen.

En otro aspecto de la presente invencion se proporciona una célula vegetal que comprende un DNA recombinante
de acuerdo con la presente invencion. Preferentemente el acido nucleico de acuerdo con la presente invencion y/o la
secuencia promotora de acuerdo con la presente invencion estan asociados operativamente con una secuencia
codificadora de un gen.

La presente invencién proporciona también un método para regular la expresion de un gen en una planta, compren-
diendo el método introducir en la planta un acido nucleico de acuerdo con la presente invencién y/o una secuencia
promotora de acuerdo con la presente invencion asociada operativamente con una secuencia codificadora de un gen
cuya expresion se ha de regular.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2373318 T3

La presente invencién proporciona ademas un método para modificar el metabolismo dentro de una célula de una
planta transgénica, comprendiendo el método introducir en una planta un acido nucleico de acuerdo con la presente
invencion y/o una secuencia promotora de acuerdo con la presente invencion y/o un gen quimérico de acuerdo con
la presente invencién. Preferentemente el método comprende introducir un acido nucleico de acuerdo con la presen-
te invencién y/o una secuencia promotora de acuerdo con la presente invenciéon y/o un gen quimérico de acuerdo
con la presente invencion, en la célula. Preferentemente el acido nucleico o la secuencia promotora de acuerdo con
la presente invencion esta asociado operativamente con una secuencia codificadora de un gen. Ventajosamente el
gen esta implicado en una ruta metabdlica. Preferentemente un producto metabdlico aumenta o disminuye en la
célula.

La presente invencién proporciona ademas un método para alterar la produccion de un producto génico dentro de
una célula vegetal, que comprende introducir un acido nucleico de acuerdo con la presente invenciéon y/o una se-
cuencia promotora de acuerdo con la presente invencion asociada operativamente con una secuencia de codifica-
cién de un gen, cuya produccion de un producto génico se ha de alterar. Preferentemente se aumenta la produccion
del producto génico. Preferentemente el producto génico es una molécula de RNA que puede interaccionar con el
proceso de expresion del gen a través del mecanismo de RNAI, antisentido o cosupresién, o que puede ser traduci-
da en un producto génico de proteina. Preferentemente el producto génico de proteina es una proteasa, una endo-
nucleasa de restriccion, una proteina de transporte en la membrana, una ribonucleasa o una proteina desactivadora
del ribosoma. Preferentemente la proteina desactivadota del ribosoma es una proteina antiviral de la hierba carmesi
(PAP). La PAP puede ser PAP’ o PAPII. Pas preferentemente la proteina antiviral de la hierba carmesi es PAP-S o
una variante o parte funcional de la misma.

También proporciona la presente invencién el uso de un acido nucleico que comprende una secuencia promotora
como se muestra en la SEC ID N° 1 o la SEC ID N° 7, o una parte funcional de la misma, que es operativa para
dirigir la expresion de forma sustancialmente especifica en una yema lateral y/o un brote lateral, o una secuencia
que tiene al menos un 65% de identidad con ella que es operativa para dirigir la expresion de forma sustancialmente
especifica en una yema lateral y/o un brote lateral para modificar la morfologia de una planta, en la que el porcentaje
de identidad se determina sobre toda la longitud de las secuencias a comparar, y en donde la expresion sustancial-
mente especifica significa que el promotor dirige la expresion de la secuencia de acidos nucleicos asociada con
dicho promotor predominantemente en yemas laterales y/o brotes laterales, de forma tal que menos del 50% del
nivel de expresioén global de dicha secuencia de acidos nucleicos ocurre en cualquier otro tejido o célula de la planta
respectiva.

También se proporciona por medio de la presente invencion el uso de una secuencia de 4cidos nucleicos que com-
prende la secuencia promotora mostrada en la SEC ID N° 1 o una parte funcional de la misma que es operativa para
dirigir la expresion de forma sustancialmente especifica en una yema lateral y/o un brote lateral, o una secuencia
que tiene al menos un 75%, preferentemente al menos un 80%, preferentemente al menos un 90%, preferentemente
al menos un 97% de identidad con ella, que es operativa para dirigir la expresion de forma sustancialmente especifi-
ca en una yema lateral y/o un brote lateral, para modificar la morfologia de una planta, en la que el porcentaje de
identidad se determina sobre toda la longitud de las secuencias a comparar, y en donde la expresién sustancialmen-
te especifica significa que el promotor dirige la expresion de la secuencia de acidos nucleicos asociada con dicho
promotor predominantemente en yemas laterales y/o brotes laterales, de forma tal que menos del 50% del nivel de
expresion global de dicha secuencia de acidos nucleicos ocurre en cualquier otro tejido o célula de la planta respec-
tiva.

También se proporciona por medio de la presente invencion el uso de una secuencia de acidos nucleicos que com-
prende la secuencia promotora mostrada en la SEC ID N° 7 o una parte funcional de la misma que es operativa para
dirigir la expresion de forma sustancialmente especifica en una yema lateral y/o un brote lateral, o una secuencia
que tiene al menos un 75%, preferentemente al menos un 80%, preferentemente al menos un 90%, preferentemente
al menos un 97% de identidad con ella, que es operativa para dirigir la expresion de forma sustancialmente especifi-
ca en una yema lateral y/o un brote lateral, para modificar la morfologia de una planta, en la que el porcentaje de
identidad se determina sobre toda la longitud de las secuencias a comparar, y en donde la expresién sustancialmen-
te especifica significa que el promotor dirige la expresion de la secuencia de acidos nucleicos asociada con dicho
promotor predominantemente en yemas laterales y/o brotes laterales, de forma tal que menos del 50% del nivel de
expresion global de dicha secuencia de acidos nucleicos ocurre en cualquier otro tejido o célula de la planta respec-
tiva.

También se proporciona por medio de la presente invencion el uso de una secuencia de acidos nucleicos que com-
prende una secuencia promotora como la mostrada en la SEC ID N° 1 o la SEC ID N° 7 o una parte funcional de la
misma que es operativa para dirigir la expresion de forma sustancialmente especifica en una yema lateral y/o un
brote lateral, o una secuencia que tiene al menos un 65% de identidad con ella, que es operativa para dirigir la ex-
presién de forma sustancialmente especifica en una yema lateral y/o un brote lateral, para alterar el metabolismo en
una célula vegetal, en la que el porcentaje de identidad se determina sobre toda la longitud de las secuencias a
comparar, y en donde la expresiéon sustancialmente especifica significa que el promotor dirige la expresiéon de la
secuencia de acidos nucleicos asociada con dicho promotor predominantemente en yemas laterales y/o brotes late-
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rales, de forma tal que menos del 50% del nivel de expresion global de dicha secuencia de acidos nucleicos ocurre
en cualquier otro tejido o célula de la planta respectiva.

También se proporciona por medio de la presente invencion el uso de una secuencia de 4cidos nucleicos que com-
prende una secuencia promotora como la mostrada en la SEC ID N° 1 o una parte funcional de la misma que es
operativa para dirigir la expresion de forma sustancialmente especifica en una yema lateral y/o un brote lateral, o
una secuencia que es al menos un 75%, preferentemente al menos un 80%, preferentemente al menos un 90%,
preferentemente al menos un 97% idéntica a ella, que es operativa para dirigir la expresion de forma sustancialmen-
te especifica en una yema lateral y/o un brote lateral, para alterar el metabolismo en una célula vegetal, en la que el
porcentaje de identidad se determina sobre toda la longitud de las secuencias a comparar, y en donde la expresion
sustancialmente especifica significa que el promotor dirige la expresién de la secuencia de acidos nucleicos asocia-
da con dicho promotor predominantemente en yemas laterales y/o brotes laterales, de forma tal que menos del 50%
del nivel de expresion global de dicha secuencia de acidos nucleicos ocurre en cualquier otro tejido o célula de la
planta respectiva.

También se proporciona por medio de la presente invencion el uso de una secuencia de acidos nucleicos que com-
prende una secuencia promotora como la mostrada en la SEC ID N° 7 o una parte funcional de la misma que es
operativa para dirigir la expresion de forma sustancialmente especifica en una yema lateral y/o un brote lateral, o
una secuencia que es al menos un 75%, preferentemente al menos un 80%, preferentemente al menos un 90%,
preferentemente al menos un 97% idéntica a ella, que es operativa para dirigir la expresion de forma sustancialmen-
te especifica en una yema lateral y/o un brote lateral, para alterar el metabolismo en una célula vegetal, en la que el
porcentaje de identidad se determina sobre toda la longitud de las secuencias a comparar, y en donde la expresion
sustancialmente especifica significa que el promotor dirige la expresion de la secuencia de acidos nucleicos asocia-
da con dicho promotor predominantemente en yemas laterales y/o brotes laterales, de forma tal que menos del 50%
del nivel de expresion global de dicha secuencia de acidos nucleicos ocurre en cualquier otro tejido o célula de la
planta respectiva.

La presente invencion proporciona ademas el uso de un acido nucleico que comprende una secuencia promotora
como se muestra en la SEC ID N° 1 o la SEC ID N° 7, o una parte funcional de la misma que es operativa para
dirigir la expresion de forma sustancialmente especifica en una yema lateral y/o un brote lateral, o una secuencia
que tiene al menos un 60% de identidad con ella, que es operativa para dirigir la expresion de forma sustancialmente
especifica en una yema lateral y/o un brote lateral, para alterar la producciéon de un producto génico en una célula
vegetal.

La presente invencion proporciona ademas el uso de una secuencia de acidos nucleicos que comprende una se-
cuencia promotora como se muestra en la SEC ID N° 1, o una parte funcional de la misma que es operativa para
dirigir la expresion de forma sustancialmente especifica en una yema lateral y/o un brote lateral, o una secuencia
que es al menos un 75%, preferentemente al menos un 80%, preferentemente al menos un 90%, preferentemente al
menos un 97% idéntica a ella, que es operativa para dirigir la expresion de forma sustancialmente especifica en una
yema lateral y/o un brote lateral, para alterar la produccion de un producto génico en una célula vegetal.

También se proporciona mediante la presente invencion el uso de una secuencia de acidos nucleicos que compren-
de una secuencia promotora como se muestra en la SEC ID N° 7, o una parte funcional de la misma que es operati-
va para dirigir la expresiéon de forma sustancialmente especifica en una yema lateral y/o un brote lateral, o una se-
cuencia que es al menos un 75%, preferentemente al menos un 80%, preferentemente al menos un 90%, preferen-
temente al menos un 97% idéntica a ella, que es operativa para dirigir la expresion de forma sustancialmente especi-
fica en una yema lateral y/o un brote lateral, para alterar la produccion de un producto génico en una célula vegetal.

La presente invencion puede también proporcionar una parte de la SEC ID N° 1, en la que la parte es desde el nu-
cleétido 1 hasta el nucleétido 1321 de la SEC ID N° 1 o una parte de la misma. La parte desde el nucleétido 1 hasta
el nucledtido 1321 puede ser una “parte funcional” de la SEC ID N° 1.

La presente invenciéon puede también proporcionar una parte de la SEC ID N° 7, en la que la parte es desde el nu-
cleétido 1 hasta el nucleétido 1309 de la SEC ID N° 7 o una parte de la misma. La parte desde el nucleétido 1 hasta
el nucledtido 1309 puede ser una “parte funcional” de la SEC ID N° 7.

Por “parte funcional” los autores de la presente invencién entienden que la parte es operativa para dirigir la expre-
sién en células especificas de una planta.

Cualquier aspecto de la presente invencion puede referirse a solamente una, o a mas de una, de las secuencias
mencionadas en el presente texto.

La expresion “gen quimérico” como se usa en el presente texto significa cualquier molécula de acido nucleico hibrido
formada cuando secuencias de acido nucleico de diferentes fuentes se ligan entre ellas.
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En la presente invencion, “células proximas” son aquellas células que son suficientemente cercanas a las células
especificas que son afectadas por la expresion en las células especificas, es decir, “células préximas” pueden defi-
nirse como las células que pueden diferenciarse en tejido de yema lateral (es decir, una vez que las células de ini-
ciacion de la yema lateral han sido alteradas de acuerdo con la presente invencién) o células que apoyan el creci-
miento de la yema lateral y/o el brote lateral.

IDENTIFICADORES DE SECUENCIA.

En la lista de secuencias:

SEC ID N° 1 muestra la secuencia de DNA de un promotor aislado de la presente invencion.
SEC ID N° 2 muestra el Oligonucleétido de PCR S2PCLOFWD.

SEC ID N° 3 muestra el Oligonucleétido de PCR S2PCLOREV.

SEC ID N° 4 muestra la secuencia de DNA de otro promotor aislado (conocido en el presente texto como el “promo-
tor ATC 023”) (no de acuerdo con la invencion reivindicada).

SEC ID N° 5 muestra el Oligonucleétido de PCR AT4G29190L.
SEC ID N° 6 muestra el Oligonucleétido de PCR AT4G29190R.

SEC ID N° 7 muestra la secuencia de DNA de un promotor aislado de la presente invencién (conocido en el presente
texto como el “promotor ATC 085”).

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS.

Para que la invencion pueda ser llevada a efecto facilmente, se hace ahora referencia, a titulo de ejemplo, de los
dibujos que siguen, en los cuales:

La Figura 1 muestra el alineamiento de SEC ID N° 1 con el promotor Sar8.2b (registro de GenBank U648116).

La Figura 2 muestra el alineamiento de la secuencia promotora ATC 023 con el genoma de Arabidopsis thaliana
alrededor del locus AT4g29190 [Cromosoma 4: 14396379-14392944 orientacion inversa]. La regidon secuencia arriba
5’ del gen AT4g29190 se muestra en cursivas, y las regiones no traducidas 5’ y 3’ se muestran en letras minusculas.
Las cajas indican los codones de iniciacion y terminacion del gen AT4g29190. Los sitios del cebador usados para
clonar el promotor ATC 023 estan subrayados. Los cambios de nucleétido se muestras con doble subrayado.

La Figura 3 muestra la localizacion de la expresion del gen informador GUS impulsada por el promotor ATC 085 en
secciones del tallo del tabaco. (a) — (c) muestran secciones a través del tallo en la regién de la iniciacion de la yema
lateral; (d) muestra las tres secciones en serie a través de la misma region de iniciacion de la yema lateral; y (e)
muestra una seccion vertical a través de una axila foliar.

La Figura 4a muestra el efecto de expresion de la proteina antiviral de la hierba carmesi activada por el promotor
ATC 085 sobre la excrecencia de las yemas laterales 17 y 18 en el tabaco después del desmoche, en comparacion
con plantas testigo (NCC).

La Figura 4b muestra el efecto de expresion de la proteina antiviral de la hierba carmesi activada por el promotor
ATC 085 sobre la excrecencia de la yema lateral 16 en el tabaco después del desmoche, en comparacion con plan-
tas testigo (NCC).

La Figura 5 muestra la excrecencia de los brotes laterales en el tabaco al hacer el desmoche, y el efecto de la trans-
formacion con ATC 085-PAP; (a) muestra una planta testigo no transformada, mostrando la excrecencia alargada de
los brotes laterales; (b) muestra una planta transgénica ATC 085-PAP no mostrando una excrecencia visible de la
yema.

La Figura 6 muestra la localizacion de la expresion del gen informador GUS activado por el promotor ATC 023 en
secciones del tallo del tabaco después del desmoche. (a) muestra una seccion a través del tallo de una planta en la
region de iniciacion de la yema lateral; (b) y (c) muestran secciones en serie a través de las regiones de iniciacion de
la yema lateral tomadas de diferentes plantas; y (d) muestra una seccién vertical a través de una axila foliar.
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La Figura 7 muestra la localizaciéon de la expresién del gen informador GUS activado por el promotor ATC 023 en
secciones del tallo de Arabidopsis. (a) muestra la expresion en el punto de excrecencia de la yema al inicio del desa-
rrollo de la yema, y (b) a (d) muestran la subsiguiente expresion en yemas en desarrollo y tejidos proximos.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION.

Adecuadamente, la secuencia promotora de acuerdo con la presente invencién es operativa para dirigir la expresion
de forma sustancialmente especifica en una yema lateral y/o un brote lateral, y comprende una secuencia de nucleé-
tidos que tiene al menos un 65%, preferentemente al menos un 70%, mas preferentemente al menos un 75%, mas
preferentemente al menos un 80%, mas preferentemente al menos un 85%, mas preferentemente al menos un 90%,
mas preferentemente al menos un 95%, mas preferentemente al menos un 97% de identidad, mas preferentemente
al menos un 98% de identidad, lo mas preferentemente al menos un 99% de identidad con una cualquiera de las
secuencias mostradas como SEC ID N° 1 o SEC ID N° 7, o una parte funcional de la misma, que es operativa para
dirigir la expresion de una forma sustancialmente especifica en una yema lateral y/o en un brote lateral.

El término “promotor” como se usa en el presente texto se emplea en el sentido normal de la técnica, p. €j. un sitio
de union de RNA polimerasa.

Como se usa en el presente texto, “alterar el metabolismo” de una célula significa afectar a la funcién metabdlica de
una célula de tal manera que cambie el normal funcionamiento del metabolismo de la célula, con el resultado de una
funcién normal de la célula potenciada o bien inhibida.

Como se usa en el presente texto, la expresion “interferir el metabolismo” significa alterar la funcion metabdlica de
una célula de tal manera que interfiera con el normal funcionamiento del metabolismo de la célula, con el resultado
de la muerte o la inhibicién de la funcion normal de la célula.

Como se usa en el presente texto, la expresion “potenciar el metabolismo” de una célula significa alterar la funcion
metabdlica de una célula de tal manera que aumente el crecimiento o la viabilidad de la célula.

Como se usa en el presente texto, “célula de iniciacion de la yema lateral” significa una célula asociada con la inicia-
cién del crecimiento de una yema lateral.

Como se usa en el presente texto, “modificar la morfologia” significa alterar el habito de crecimiento normal de una
planta que manifiesta un cambio fisico en parte o en la totalidad de la planta. El crecimiento de los brotes laterales
de la planta puede ser potenciado, por ejemplo. Preferentemente el crecimiento de las yemas laterales de la planta
es inhibido o evitado. De cualquier forma, puede cambiarse la estructura fisica global y/o el aspecto de la planta.

Una secuencia de DNA de una planta puede ser recuperada de las células del hospedador natural, o puede ser
sintetizada directamente in vitro. La extraccion del hospedador natural permite el aislamiento de novo de secuencias
nuevas, mientras que la sintesis de DNA in vitro requiere generalmente informacion de la secuencia preexistente. La
sintesis quimica directa in vitro puede conseguirse mediante sintesis manual secuencial o por medio de procedi-
mientos automaticos. Las secuencias de DNA pueden también construirse por técnicas estandar de “annealing”
(reasociacién o emparejamiento) de fragmentos, o por otros métodos conocidos en la técnica. Ejemplos de tales
procedimientos de clonacion se dan en Sambrock et al. (1989).

La secuencia de DNA de la presente invencion puede ser aislada por clonacién directa de segmentos de DNA ge-
némico de la planta. Los segmentos adecuados de DNA gendmico de la planta pueden ser obtenidos por fragmenta-
cion usando endonucleasas de restriccion, sonicacion, cizalladura fisica u otros métodos conocidos en la técnica.
Usando cribado predictivo de la secuencia de DNA del segmento clonado para la presencia de secuencias codifica-
doras (Baxevanis, 2001) pueden encontrarse motivos caracteristicos de secuencias de promotor conocidas, secuen-
cia arriba de tal secuencia diagnostica.

La identificacion del segmento clonado como secuencia promotora puede conseguirse alternativamente evaluando la
funcionalidad, por ejemplo enlazando el segmento clonado con una secuencia de codificacion derivada de un gen
informador e introduciendo la construccién quimérica en una célula hospedadora o un sistema libre de células en el
que pueda evaluarse la expresion del gen informador. Este proceso puede formar parte de otra estrategia de aisla-
miento de secuencias denominada “trapping” o captura del promotor, en el que los fragmentos de DNA gendmico
son clonados directamente en “vectores de expresion” que comprenden una regién de codificacion del gen informa-
dor y otras secuencias necesarias para la expresion en una célula hospedadora o un sistema libre de células. La
expresion puede o no requerir la integracién de la construccion quimérica en el DNA cromosdmico del hospedador.

Un método alternativo de obtener una secuencia de DNA de la presente invencion es por identificacion y aislamiento
de una secuencia que codifica DNA que se sabe que se expresa, y subsiguientemente usar esta técnica para obte-
ner la secuencia promotora contigua, que es por definicion dirigir la expresiéon de la secuencia de codificacion. Alter-

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2373318 T3

nativamente, puede obtenerse una secuencia de DNA por la identificacién de una secuencia que se sabe que se
expresa en un organismo diferente, y después aislando la secuencia de codificacién homaéloga y subsiguientemente
su secuencia promotora asociada, del organismo elegido. Una secuencia de codificacién puede ser obtenida me-
diante el aislamiento del RNA mensajero (mMRNA o polyA + RNA) del tejido vegetal o el aislamiento de una proteina y
realizando la “traduccién inversa” de su secuencia. El tejido usado para el aislamiento del DNA se elige sobre la
base de que se cree que las secuencias de codificacion de genes adecuadas se expresan en ese tejido a niveles
6ptimos para el aislamiento.

Hay varios métodos para aislar el mRNA del tejido vegetal que son bien conocidos por los expertos en la técnica,
incluyendo, por ejemplo, usar un oligonucleétido oligo-dT inmovilizado en una matriz inerte. EIl mRNA aislado puede
ser utilizado para producir su secuencia de DNA complementaria (cDNA) mediante el uso de la enzima transcriptasa
inversa (RT) u otras enzimas que tengan actividad de transcriptasa inversa. El aislamiento de una secuencia de
cDNA individual de un pool o conjunto de cDNAs puede conseguirse clonando en vectores bacterianos o virales, o
empleando la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con cebadores de oligonucleétido seleccionados. La pro-
duccién y el aislamiento de un cDNA especifico a partir de mRNA pueden conseguirse mediante una combinacion
de pasos de transcripcion inversa y de PCR, en un procedimiento conocido como RT-PCR.

Pueden emplearse varios métodos para mejorar la eficiencia de aislamiento de la secuencia deseada mediante
métodos de enriquecimiento o seleccién que incluyen el aislamiento y la comparacién de mRNA (o el cDNA monoca-
tenario o bicatenario resultante) de mas de una fuente, con el fin de identificar las secuencias expresadas predomi-
nantemente en el tejido elegido. Numerosos métodos de cribado diferencial, hibridacién o clonacién son conocidos
por los expertos en la técnica, que incluyen cDNA-AFLP, hibridaciéon en cascada y kits comerciales para la clonacion
selectiva o diferencial.

En la presente invencién, una secuencia de cDNA para una proteina SAR 8.2j (EMBL numero de registro U64812)
fue utilizada para aislar una nueva secuencia promotora. Ejemplos de otros genes de la proteina SAR se dan en
EMBL numeros de registro U64816, U64807, U64808, U64809, U64810, U64811, U64813, U64814, U6481. Una
segunda secuencia de cDNA para un factor de transcripcion dedo de zinc (EMBL numero de registro AL096692) fue
también utilizada para aislar una secuencia promotora.

El cDNA elegido puede usarse entonces para evaluar las caracteristicas genémicas de su gen de origen, por el uso
como sonda de hibridacién en una transferencia Southern de DNA gendmico vegetal para revelar la complejidad del
genoma con respecto a esa secuencia. Alternativamente, la informacién de secuencia del cDNA puede usarse para
idear o concebir oligonucleétidos, y estos pueden ser usados de la misma forma que sondas de hibridacién; para
cebadores de PCR para producir sondas de hibridacién o para cebadores de PCR para usarlos en el analisis directo
del genoma.

Del mismo modo el cDNA elegido puede ser usado para evaluar el perfil de expresién de su gen de origen, por el
uso como sonda de hibridacion en una transferencia Northern de RNA extraido de varios tejidos vegetales, o de una
serie del desarrollo o temporal. También aqui la informacion de secuencia del cDNA puede ser usada para concebir
oligonucleétidos que pueden ser usados como sondas de hibridacion, para producir sondas de hibridacion, o direc-
tamente para RT-PCR.

El cDNA elegido, u oligonucledtidos derivados, pueden entonces ser usados como sonda de hibridacion para cues-
tionar una libreria de fragmentos de DNA genémico clonados e identificar secuencias de DNA. Por este medio puede
ser identificado y aislado un promotor contiguo.

Por la naturaleza del método de aislamiento, un cDNA aislado comprende habitualmente el término 3’ de la region
de codificacion y se extiende hacia el término 5. Puede no comprender la secuencia de codificacién de longitud
completa. Es preferible asegurarse de que la secuencia terminal 5’ esta presente si el cDNA se va a usar para identi-
ficar el promotor contiguo. Esto puede realizarse por extension de la secuencia del cDNA clonado en la direccién 5’
por un proceso denominado 5 RACE (amplificacion rapida de extremos de cDNA).

Si el andlisis de la secuencia del cDNA clonado identifica una secuencia homodloga ya publicada en la bibliografia
cientifica, esta informacion puede proporcionar una secuencia candidato adecuada para el término 5. Sin embargo,
la posibilidad de que haya diferentes miembros de la misma familia de genes con regiones de codificacion similares,
pero diferentes regiones intrén, secuencias de promotor y perfiles de expresion, puede conducir a la selecciéon de
una secuencia promotora incorrecta e inadecuada.

Una vez que el término 5’ de la secuencia de codificaciéon ha sido identificado, la region secuencia arriba contigua
que contiene el promotor puede ser identificada si esta presente en las bases de datos de nucledtidos publicas.
Alternativamente el promotor puede ser aislado por posterior extensiéon en la direccion 5. Esto puede conseguirse
por métodos que incluyen PCR de ligacién de vector, genome walking (desplazamiento o paseo gendémico), PCR
vectorette, y otros métodos. Si es necesario el proceso puede repetirse con un nuevo cebador complementario del
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término 5’ del primer fragmento de promotor para asegurarse de que son aisladas todas las secuencias de control de
los promotores.

La homologia puede determinarse sobre la base del porcentaje de identidad entre dos secuencias de DNA (o de
polipéptido). En general, las dos secuencias a comparar son alineadas para dar una correlacion maxima entre las
secuencias. La alineacion de las dos secuencias se examina y se determina el niUmero de posiciones que dan una
correspondencia de nucledtidos (o aminoacidos) exacta entre las dos secuencias determinadas, dividido por la longi-
tud total de la alineacion multiplicado por 100, para dar una cifra de porcentaje de identidad. Esta cifra de porcentaje
de identidad puede ser determinada sobre la longitud completa de las secuencias a comparar, lo que es particular-
mente adecuado para secuencias de la misma longitud o de longitudes muy similares y que son altamente homolo-
gas, o sobre longitudes definidas mas cortas, lo que es mas adecuado para secuencias de longitudes distintas o que
tienen un nivel de homologia mas bajo.

Los métodos para comparar la identidad de dos o mas secuencias son bien conocidos en la técnica. Asi, por ejem-
plo, pueden usarse programas disponibles en Wisconsin Sequence Analysis Package, version 9.1 (Devereux J. et al,
1984) (disponible de Genetics Computer Group, Madison, Wisconsin, EE.UU.), por ejemplo los programas BESTFIT
y GAP, para determinar el porcentaje de identidad entre dos polinucleétidos y el porcentaje de identidad entre dos
secuencias de polipéptidos. El programa BESTFIT usa el algoritmo de “homologia local” de Smith y Waterman
(1981) y encuentra la mejor region individual de similitud entre dos secuencias. El programa BESTFIT es mas apto
para comparar dos polinucleétidos o dos secuencias de polipéptidos que son de longitudes distintas, suponiendo el
programa que la secuencia mas corta representa una porcion de la mas larga. En comparacion, el programa GAP
alinea dos secuencias encontrando una “similitud maxima” de acuerdo con el algoritmo de Needleman y Wunsch
(1970). EI programa GAP es mas apropiado para comparar secuencias que son aproximadamente de la misma
longitud y se espera una alineacién sobre la longitud entera. Preferentemente los parametros “Peso de Gap” y “Peso
de Longitud” usados en cada programa son 50 y 3 para secuencias de polinucleétidos y 12 y 4 para secuencias de
polipéptidos, respectivamente. Preferentemente, el porcentaje de identidades y similitudes se determina cuando las
dos secuencias que se comparan estan alineadas éptimamente.

También son conocidos por los expertos en la técnica otros programas para determinar la identidad y/o la similitud
entre secuencias, por ejemplo la familia de programas BLAST (Karlin y Altschul, 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
87: 2264 - 2268, modificado como en Karlin y Altschul, 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 5873 - 5877, disponible
del National Center for Biotechnology Information (NCBI), Bethesda, Maryland, EE.UU. y accesible a través de la
pagina de NCBI en www.ncbi.nim.nih.gov. Estos programas ejemplifican un ejemplo no limitante preferido de algo-
ritmo matematico utilizado para la comparacion de dos secuencias. Tal algoritmo se incorpora en los programas
NBLAST y XBLAST de Altschul, et al., 1997, J. Mol. Biol. 215: 403 — 410. Las busquedas de nucel6tidos BLAST
pueden realizarse con el programa NBLAST para obtener secuencia de nucleétidos homélogas a una molécula de
acido nucleico de la invencién. Las busquedas de proteina BLAST pueden realizarse con el programa XBLAST, para
obtener secuencias de aminoacidos homoélogas a una molécula de proteina de la invencion. Para obtener alinea-
mientos separados para fines de comparacion, puede usarse Gapped BLAST como se describe en Altschul et al,
1997, Nucleic Acids Res. 25 : 3389 - 3402. Alternativamente, puede usarse PSI-Blast para llevar a cabo una bus-
queda iterada que detecta relaciones distantes entre moléculas (/d.). Cuando se utilizan los programas BLAST,
Gapped BLAST y PSI-BLAST, pueden usarse los parametros por defecto de los programas respectivos (p. €;.
XBLAST y NBLAST). Véase http://www.ncbi.nim.iiih. gov. Otro ejemplo no limitante de algoritmo matematico preferi-
do utilizado para la comparacién de secuencias es el algoritmo de Myers y Miller, 1988, CABIOS 4: 11 — 17. Tal
algoritmo esta incorporado en el programa ALIGN (version 2.0), que es parte del paquete de software de alineamien-
to de secuencias GCG.

Otro ejemplo no limitante de programa para determinar la identidad y/o la similitud entre secuencias conocido en la
técnica es FASTA (Pearson W. R. y Lipman D. J., Proc. Nat. Acad. Sci, USA, 85: 2444 - 2448, 1988, disponible co-
mo parte del Wisconsin Sequence Analysis Package [paquete de andlisis de secuencias Wisconsin]). Preferente-
mente se usa la matriz de sustitucion de aminoacidos BLOSUM®62 (Henikoff S. y Henikoff J. G, Proc. Nat. Acad. Sci.,
USA, 89: 10915 - 10919, 1992) en comparaciones de la secuencia de polipéptidos incluyendo en donde las secuen-
cias de nucledtidos son primero traducidas a secuencias de aminoacidos antes de la comparacion.

El porcentaje de identidad entre dos secuencias puede determinarse usando técnicas similares a las descritas ante-
riormente, con o sin permitir huecos. En el calculo del porcentaje de identidad tipicamente se cuentan las coinciden-
cias exactas.

Preferentemente el programa BESTFIT se usa para determinar el % de identidad de un polinucleétido problema o
una secuencia de polipéptidos con respecto a un polinucleétido o un polipéptido de la presente invencion, estando la
secuencia problema y la de referencia alineados éptimamente y los parametros del programa ajustados en el valor
por defecto.

En el contexto de la presente invencién, secuencias sustancialmente homdélogas son aquellas que tienen al menos
un 50% de identidad de secuencia, preferentemente al menos 60%, 65% o 70% de identidad de secuencias, mas
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preferentemente al menos 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%,
86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93% o0 94% de identidad de secuencias y lo mas preferentemente al menos
95%, 96%, 97%, 98% 0 99%, o mas, de identidad de secuencias.

Como se usa en el presente texto, el término “homaologo” significa una entidad que tiene una cierta homologia con
las secuencias de aminoacidos sujeto y las secuencias de nucleétidos sujeto. Aqui, el término “homologia” puede
hacerse equivalente a “identidad”.

Aunque la homologia puede también ser considerada en términos de similitud (esto es, restos de aminoacidos que
tienen propiedades o funciones quimicas similares), en el contexto de la presente invencién se prefiere expresar la
homologia en términos de identidad de secuencias.

En el contexto de la presente invencion el término utilizar incluye, entre otros, usar, introducir y expresar una se-
cuencia o gen.

La presente invencion incluye también secuencias de DNA que se hibridan con las secuencias de DNA de los pro-
motores anteriores, incluyendo secuencias parciales y secuencias complementarias. Las condiciones bajo las cuales
tales secuencias se hibridaran de esta forma pueden determinarse de una manera rutinaria.

La hibridacion puede llevarse a cabo bajo condiciones de restriccion baja, media o alta. Las condiciones bajo las
cuales la hibridacién y/o el lavado pueden llevarse a cabo estan en el intervalo de 42°C a 68°C, y el tampon para
lavado puede comprender de 0,1 x SSC, 0,5% SDS a 6 x SSC, 0,5% SDS. Tipicamente la hibridacién puede llevarse
a cabo durante la noche a 65° C (condiciones de restriccion alta), 60° C (condiciones de restriccion media), o 55° C
(condiciones de restriccion baja). Los filtros pueden lavarse durante 2 x 15 minutos con 0,1 x SSC, 0,5% SDS a 65°C
(lavado de restriccion alta). Los filtros pueden lavarse durante 2 x 15 minutos con 0,1 x SSC, 0,5% SDS a 63° C
(lavado de restriccién media). Para el lavado de restriccion baja, los filtros se lavan a 60° C durante 2 x 15 minutos a
2 x SSC, 0,5% SDS.

La presente invencion incluye también secuencias de DNA que se hibridan con sondas de oligonucleétidos. Prefe-
rentemente las secuencias de DNA se hibridan con sondas de oligonucleétido bajo condiciones restrictivas. En ca-
sos en los que las moléculas de acido nucleico son oligonucleétidos (“oligos”), las condiciones altamente restrictivas
pueden referirse, por ejemplo, al lavado con 6 x SSC / pirofosfato sédico al 0,05% a 37°C (para 14 oligos de base),
48°C (para 17 oligos de base), 55°C (para 20 oligos de base), y 60°C (para 23 oligos de base). En una busqueda
BLAST frente a la base de datos de secuencias de nucleétidos EMBL (EMBL Nucleotide Sequence Database), ver-
sion 77 (Kulikova et al., 2004), el promotor ATC 085 tiene una identidad mayor que el 90% sobre sus uUltimas 220
bases con secuencias conocidas secuencia arriba del codén de inicio de la traduccion de otros genes SAR tales
como 8.2h y 8.2k. La Unica secuencia que muestra cualquier otra region de homologia a lo largo de la longitud del
promotor es la regidon de promotor Sar 8.2b (promotor Sar 8.2b, registro de GenBank U64816, bases 1 a 1907).

La Figura 1 muestra la alineacién entre la SEC ID N° 1 (bases 1 a 1566) y la region del promotor SAR 8.2b con
homologia (bases 704 a 1907 de la secuencia de GenBank). La identidad se indica mediante puntos entre las se-
cuencias alineadas. De la Figura 1 puede observarse que la SEC ID N° 1 tiene un 61% de identidad con el corres-
pondiente promotor SAR 8.2b globalmente.

La figura 2, que no es de acuerdo con la invencion reivindicada, muestra la alineacion entre la secuencia del promo-
tor ATC 023 (bases 1 a 1904) y la regidn de la secuencia de Arabidopsis thaliana alrededor del locus AT4g29190 (en
orientacion inversa). De la Figura 2 puede observarse que el promotor ATC 023 clonado tiene mas del 99% de iden-
tidad con la secuencia genémica publicada.

La secuencia de codificacion del gen que se usa bajo el control del promotor y se emplea en llevar a cabo la presen-
te invencion puede ser activa en algunos tejidos vegetales o en todos. La secuencia empleada puede codificar una
proteina o un resto de RNA. Mediante técnicas de DNA recombinante, la secuencia puede codificar una variante
sintética de una proteina o0 RNA, una secuencia parcial 0 una secuencia compuesta que comprende regiones de uno
0 mas genes. Por ejemplo, el gen quimérico puede codificar una poliproteina. La secuencia puede comprender tam-
bién secuencias repetidas, truncadas, inversas o complementarias, para conseguir la interrupcion de la transcripcion
y la traduccion de uno o mas genes enddgenos, por ejemplo mediante tecnologia antisentido, de cosupresion o de
inhibicion de RNA.

Muchos genes vegetales, bacterianos y virales pueden expresarse activamente bajo el control del promotor. Prefe-
rentemente tales genes codifican:

(i) Enzimas GUS, GPF y luciferasa que pueden ser usadas como genes informadores para la funcién del promotor.
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(i) Genes para enzimas que producen componentes estructurales de la planta, tales como celulosa, hemicelulosas,
pectinas y lignina.

(iii) Secuencias de DNA disefiadas para alterar el metabolismo en plantas y células vegetales. Tales genes incluyen
los del metabolismo de carbohidratos, metabolismo del almidén, metabolismo de aminoacidos y proteinas, metabo-
lismo de acidos nucleicos y metabolismo de lipidos.

(iv) Secuencias de DNA reguladoras que pueden tener efectos sobre el control del metabolismo o el desarrollo, tal
como la floracién o la arquitectura vegetal, incluyendo aquellos genes que estan implicados en el metabolismo o el
transporte de sustancias de crecimiento de la planta.

(v) Secuencias de DNA que codifican productos tales como enzimas de restriccion, proteasas, inhibidores de protei-
nasa y proteinas desactivadoras del ribosoma, que pueden usarse para conferir deliberadamente una funcién celu-
lar.

(vi) Resistencia al estrés ambiental, a agentes patdgenos o a plagas.

El promotor de la presente invencién es preferentemente operativo para dirigir la expresion en meristemos laterales
y/o auxiliares.

El promotor de acuerdo con la presente invencion, ademas de ser operativo para dirigir la expresiéon en yemas y/o
brotes laterales, puede ser también operativo para dirigir la expresion en otros tejidos y/o células de la planta. Por
ejemplo, puede observarse alguna expresion en tejido lacerado, y/o el tallo, y/o las hojas de la planta. Sin embargo,
el promotor es operativo para dirigir la expresion de manera sustancialmente especifica (como se define en el pre-
sente texto) en una yema lateral y/o un brote lateral.

El perfil de expresion de los promotores de la presente invencion puede ser determinado por los expertos en la téc-
nica usando una diversidad de métodos que son preferentemente:

(i) Expresion transitoria en la que el promotor es enlazado a un gen informador tal como GUS, GFP o luciferasa en
una construccién apropiada, e introducido en el tejido vegetal mediante transformacién escopeta. La expresion del
promotor se detecta por la presencia o ausencia del producto del gen informador en diferentes tejidos vegetales.

(i) Expresion transitoria en la que el promotor es enlazado a un gen informador tal como GUS, GFP o luciferasa, en
una construccion binaria apropiada, e introducido en tejido vegetal mediante Agrobacterium. La expresion del promo-
tor se detecta por la presencia o ausencia del producto del gen informador en diferentes tejidos vegetales. La activi-
dad de GUS puede ser detectada visualmente usando sustratos apropiados tales como un colorante, o usando un
colorimetro o un espectrofotémetro; la luciferasa y las proteinas marcadoras fluorescentes pueden ser detectadas a
simple vista o fotograficamente, bien sea en pelicula o en un medio digital, o cuantitativamente usando un luminéme-
tro o un fluorémetro. Los genes marcadores pueden también ser detectados usando sistemas basados en anticuer-
pos.

(iii) Transformacion y regeneracion de la planta. La expresion del promotor se detecta por la presencia o la ausencia
del gen informador en diferentes tejidos vegetales.

(iv) Transformacién y regeneracion de la planta. La expresion del promotor se detecta por la presencia o la ausencia
de un producto génico especifico producido por un gen efector en diferentes tejidos vegetales.

El producto génico de la presente invencion puede ser producido por técnicas recombinantes, en las que clones de
DNA genoémico o clones de cDNA para la secuencia de codificacién de cDNA, son producidos, aislados, multiplica-
dos e incorporados a un vector de transformacioén de la planta de la presente invencion.

En la presente invencion se presenta por primera vez un promotor que es capaz de expresar un gen de manera
sustancialmente especifica en brotes laterales y/o yemas laterales.

Adecuadamente, el promotor de acuerdo con la presente invencion es un “promotor inducido”, es decir, un promotor
que se pone en marcha en respuesta a un estimulo. Asi, al igual que el promotor es operativo para dirigir la expre-
sion en células especificas de la planta, el promotor puede también ser considerado como un promotor inducible.

Preferentemente, el promotor de acuerdo con la presente invencién es inducido desmochando la planta, es decir,
eliminado el brote o la yema apical de la planta.
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Sin animo de vinculacién con ninguna teoria, una posible manera en la que el promotor de la presente invencién
puede ser “conectado” es que puede ser activado o inducido por una sefal que puede ser estimulada por la elimina-
cion de la yema apical, por tanto después del desmoche. Por ejemplo, la sefal puede ser una hormona del creci-
miento de la planta. A titulo de ejemplo solamente, la sefial puede ser una o varias citocinas.

Alternativamente, y también ahora sin desear vincularse a teoria alguna, puede ser posible que la yema apical libere
una sefial inhibidora que evita la excrecencia del meristemo lateral y/o la conexion del promotor de la presente in-
vencion, en cuyo caso, por ejemplo, la eliminaciéon de la yema apical, p. ej. por desmoche, puede tener por resultado
la pérdida de la sefal inhibidora y por tanto la conexién del promotor de la presente invencién. Por ejemplo, y tan
solo a titulo de ejemplo, la sefial inhibidora puede ser una o varias auxinas.

AISLADA.

En un aspecto, preferentemente la secuencia esta en forma aislada. El término “aislada” significa que la secuencia
es al menos sustancialmente libre de al menos otro componente con el cual la secuencia estd asociada naturalmen-
te en la naturaleza y como se encuentra en la naturaleza.

PURIFICADA.

En un aspecto, la secuencia esta preferentemente en forma purificada. El término “purificada” significa que la se-
cuencia esta en estado relativamente puro, p. €j. al menos aproximadamente el 90% de pureza, o al menos aproxi-
madamente el 95% de pureza, o al menos aproximadamente el 98% de pureza.

SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS.

La expresion “secuencia de nucledtidos” como se usa en el presente texto es sindnima de “secuencia de acidos
nucleicos” y se refiere a una secuencia de oligonucleétidos o secuencia de polinucleétidos, y variantes, homélogos,
fragmentos y derivados de las mismas (tal como porciones de las mismas). La secuencia de nucleétidos puede ser
de origen gendmico o sintético o recombinante, que puede ser de doble cadena o de cadena simple si representa la
cadena sentido o antisentido.

La expresién “secuencia de nucleétidos” o “acido nucleico” en relacién con la presente invencién incluye DNA gené-
mico, cDNA, DNA sintético y RNA. Preferentemente significa DNA, mas preferentemente secuencia de cDNA que
codifica para la presente invencion.

Debido a la degeneracion del codigo genético, pueden producirse facilmente secuencias de nucleétidos en las que el
uso del codon triplete, para algunos o todos los aminoacidos codificados por la secuencia de nucleétidos original, ha
sido cambiado, produciendo asi una secuencia de nucleétidos con baja homologia con la secuencia de nucledtidos
original, pero que codifica la misma secuencia de aminoacidos que la codificada por la secuencia de nucledtidos
original, o una variante de la misma. Por ejemplo, para la mayoria de los aminoacidos, la degeneracién del cédigo
genético es en la tercera posicién del codon triplete (posicion de bamboleo) (para referencia véase Stryer, Lubert,
Biochemistry, Tercera Edicion, Freeman Press, ISBN 0-7167-1920-7) por tanto una secuencia de nucleétidos en la
que todos los codones triplete han sido “bamboleados” en la tercera posicion seria aproximadamente un 66% idénti-
ca a la secuencia de nucledtidos original, sin embargo la secuencia de nucleétidos corregida codificaria la misma
secuencia de aminoéacidos primaria que la secuencia de nucleétidos original, o una variante de la misma.

Por tanto la presente invencion se refiere también a cualquier secuencia de nucledtidos que tenga uso de codén
triplete alternativo para al menos un codon triplete que codifica un aminoacido, pero que codifica la misma secuencia
de polipéptido, o una variante, que la secuencia de polipéptido codificada por la secuencia de nucleétidos original.

Ademas, los organismos especificos tienen tipicamente una tendencia en cuanto a qué codones triplete son usados
para codificar aminoacidos. Se dispone con facilidad de tablas de uso de codoén preferido, y pueden usarse para
preparar genes optimizados por codones. Tales técnicas de optimizacion por codones se usan rutinariamente para
optimizar la expresién de transgenes en un hospedador heterdlogo.

Tipicamente, la secuencia de nucleétidos que codifica polipéptidos que tienen las propiedades especificas que se
definen en el presente texto, se prepara usando técnicas de DNA recombinante (esto es, DNA recombinante). Sin
embargo, en una realizacion alternativa de la invencién, la secuencia de nucledtidos podria ser sintetizada, en su
totalidad o en parte, usando métodos quimicos bien conocidos en la técnica (véase Caruthers M H et al. (1980) Nuc
Acids Res Symp Ser 215 - 23 y Horn T et al. (1980) Nuc Acids Res Symp Ser 225 - 232).

EVOLUCION MOLECULAR.
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Una vez que la secuencia de nucleétidos que codifica el promotor ha sido aislada, o que ha sido identificada una
secuencia de nucleotidos que codifica un promotor putativo, puede ser deseable modificar la secuencia de nucleéti-
dos elegida, por ejemplo puede ser deseable mutar la secuencia con el fin de preparar un producto génico de acuer-
do con la presente invencion.

Las mutaciones pueden introducirse usando oligonucleétidos sintéticos. Estos oligonucledtidos contienen secuencias
de nucledtidos que flanquean los sitos de mutacion deseados.

Un método adecuado se describe en Morinaga et al (Biotechnology (1984) 2, p 646 - 649). Otro método de introducir
mutaciones en secuencias de nucledtidos se describe en Nelson y Long (Analytical Biochemistry (1989), 180, p 147 -
151).

En vez de mutagénesis dirigida al sitio, tal como se describié antes, se pueden introducir mutaciones aleatoriamente,
por ejemplo usando un kit comercial tal como el kit para mutagénesis GeneMorph PCR de Stratagene, o el kit para
mutagénesis aleatoria Diversify PCR de Clontech. El documento EP 0 583 265 se refiere a métodos de optimizar la
mutagénesis basada en la PCR, que puede también combinarse con el uso de analogos de DNA mutagénicos tales
como los descritos en el documento EP 0 866 796.

Un tercer método de obtener secuencias nuevas es fragmentar secuencias de nucleétidos no idénticas, bien sea
usando cualquier numero de enzimas de restriccién o una enzima tal como la DNasa |, y reensamblando secuencias
de nucledtidos completas que codifican proteinas funcionales. Alternativamente, se pueden usar una o multiples
secuencias de nucledtidos no idénticas e introducir mutaciones durante el reensamblaje de la secuencia de nucleoti-
dos completa. Métodos adecuados para llevar a cabo el “shuffling” (barajeo o reordenamiento) pueden encontrarse
en los documentos EPO 752 008, EP1 138 763 y EP1 103 606. El barajeo puede combinarse también con otras
formas mutagénesis de DNA como se describe en la patente de EE.UU. n® 6.180.406 y WO 01/34835.

Asi, es posible producir numerosas mutaciones dirigidas al sitio o aleatorias en una secuencia de nucleétidos, bien
sea in vivo o in vitro, y a continuacion hacer un cribado en cuanto a la funcionalidad mejorada del polipéptido codifi-
cado por varios medios. Usando métodos de recombinaciéon mediados in silico y exo (véanse el documento WO
00/58517, patente de EE.UU. n° 6.344.328, y patente de EE.UU. n° 6.361.974), por ejemplo, puede llevarse a cabo
una evolucidon molecular en la que la variante producida retiene muy poca homologia con proteinas conocidas. Tales
variantes obtenidas de esta forma pueden tener una significativa analogia estructural con proteinas conocidas, pero
tener muy poca analogia de secuencia de aminoacidos.

Como ejemplo no limitante, ademas, mutaciones o variantes naturales de una secuencia de polinucleétidos pueden
ser recombinadas bien sea con el tipo silvestre o bien con otras mutaciones o variantes naturales para producir nue-
vas variantes. Tales nuevas variantes pueden también ser cribadas en cuanto a la funcionalidad mejorada del poli-
péptido codificado.

VECTORES DE TRANSFORMACION DE LA PLANTA.

Los vectores de transformacion de la planta de la presente invencion contendran “casettes de expresion” que com-
prenden 5’-3’ en la direccion de la transcripcion, una secuencia promotora como se describe en la presente inven-
cién, una secuencia de codificacion de gen como se discutié anteriormente y, opcionalmente, una secuencia del
terminador 3’ no traducida que incluye una sefial de parada para RNA polimerasa y una sefial de poliadenilacion
para poliadenilasa.

La secuencia promotora puede estar presente en una o mas copias, y tales copias pueden ser idénticas o variantes
de la secuencia promotora como se describi6 anteriormente. Tales copias pueden también ser completas o secuen-
cias parciales como se describi6é anteriormente.

La secuencia terminadora puede obtenerse de genes vegetales, bacterianos o virales. Secuencias terminadoras
adecuadas son la secuencia terminadora rbcS Ep del guisante, la secuencia terminadora nos derivada del gen de la
nopalina sintasa de Agrobacterium tumefaciens y la secuencia terminadora 35S del virus del mosaico de la coliflor,
por ejemplo. Un experto en la técnica estara al tanto facilmente de otras secuencias terminadoras adecuadas.

La casette de expresion puede comprender también un mecanismo de potenciacion de la expresién del gen para
aumentar la fuerza del promotor. Un ejemplo de tal elemento potenciador es el que se deriva de una porcién del
promotor del gen de la plastocianina del guisante, y que es el objeto de la solicitud de patente internacional n° WO
97/20056.

Estas regiones reguladoras pueden derivarse del mismo gen que la secuencia de DNA promotora de la presente
invencion, o pueden derivarse de genes diferentes, de Nicotiana tabacum o de otros organismos, por ejemplo de una
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planta de la familia de las solanaceas o de la subfamilia de las cestroideas. Todas las regiones reguladoras deben
ser capaces de operar en células del tejido a transformar.

La secuencia de codificacion del gen puede derivarse del mismo gen que la secuencia de DNA promotora de la
presente invenciéon o puede derivarse de un gen diferente, de Nicotiana tabacum o de otro organismo, por ejemplo
de una planta de la familia de las solanaceas o de la subfamilia de las cestroideas.

La casette de expresién puede ser incorporada en un vector de transformacion de las plantas basico, tal como pBIN
19 Plus, pBI 101, u otro vector de transformacién de las plantas adecuado conocido en la técnica. Ademas de la
casette de expresion, el vector de transformacion de las plantas contendra secuencias tales como las necesarias
para el proceso de transformacion. Estas pueden incluir los genes de Agrobacterium vir, una 0 mas secuencias bor-
de de T-DNA, y un marcador selecccionable u otro medio de identificar células de la planta transgénica.

La expresion “vector de transformacion de la planta” significa una construccién capaz de expresion in vivo o in vitro.

Preferentemente, el vector de expresion se incorpora en el genoma del organismo. La expresién “se incorpora” cu-
bre preferentemente la incorporacién estable en el genoma.

Los vectores de la presente invencion pueden ser transformados en una célula hospedadora adecuada como se
describe mas adelante para proporcionar la expresiéon de un polipéptido que tiene las propiedades especificas como
se definen en el presente texto.

La eleccion del vector, p. €j. de plasmido, de césmido, de virus o de fago, dependera con frecuencia de la célula
hospedadora en la cual ha de ser introducido.

Los vectores pueden contener uno o mas genes marcadores seleccionables, tales como genes que confieren resis-
tencia a antibioticos, p. €j. resistencia a la ampicilina, kanamicina, cloranfenicol o tetraciclina. Alternativamente, la
seleccion puede realizarse por co-transformacion (como se describe en el documento WO 91/17243).

Los vectores pueden usarse in vitro, por ejemplo para la produccién de RNA, o usarse para trasfectar o transformar
una célula hospedadora.

La expresion “asociado operativamente” se refiere a una yuxtaposicion en la que los componentes descritos estan
en una relacion que les permite funcionar de la manera que se pretende. Una secuencia reguladora “asociada
operativamente” a una secuencia de codificacion esta ligada de tal forma que la expresion de la secuencia
codificadora se consigue bajo condiciones compatibles con las secuencias de control.

CELULAS HOSPEDADORAS.

La expresion “célula hospedadora”, en relacion con la presente invencion, incluye cualquier célula que comprenda
un acido nucleico, una secuencia promotora o0 un gen quimérico de acuerdo con la presente invencién, o un vector
de expresion como se describié anteriormente.

Asi pues, otra realizacion de la presente invencién proporciona células hospedadoras transformadas o trasfectadas
con un acido nucleico, una secuencia promotora 0 un gen quimeérico de la presente invencion. Las células se elegi-
ran para que sean compatibles con dicho vector y pueden ser, por ejemplo, células procariotas (por ejemplo bacte-
rianas), fungicas, de levadura o vegetales. Preferentemente las células hospedadoras no son células humanas.

Ejemplos de organismos hospedadores bacterianos adecuados son las bacterias gram negativas o las bacterias
gram positivas.

En una realizacion, pueden preferirse los hospedadores eucariéticos tales como levaduras u otros hongos. En gene-
ral, las células de levadura son preferidas sobre las células de hongos porque son mas faciles de manipular.

El uso de células hospedadoras adecuadas, tales como las células hospedadoras de levaduras, hongos, y plantas,
puede proporcionar modificaciones post-traduccionales (p. ej. miristoilacion, glicosilacién, truncacion, lapidacion y
fosforilacion de tirosina, serina o treonina), que pueden necesitarse para conferir una optima actividad biolégica en
productos recombinantes de expresién de la presente invencion.

La célula hospedadora puede ser una cepa deficitaria de proteasa o proteasa minus.
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La expresion “planta transgénica” en relacion con la presente invencion incluye cualquier planta que comprenda un
acido nucleico, una secuencia promotora o un gen quimérico de la presente invencion. Preferentemente el acido
nucleico, la secuencia promotora o el gen quimérico se incorporan en el genoma de la planta.

La expresién “planta transgénica” no cubre secuencias de codificacion de nucleétidos nativas en su entorno natural
cuando estan bajo el control de su promotor nativo, que esta también en su entorno natural.

La presente invencion también abarca el uso de secuencias de nucleétidos que son complementarias con las se-
cuencias discutidas en el presente texto, o cualquier derivado, fragmento o derivado de las mismas. Si la secuencia
es complementaria de un fragmento de la misma, entonces esa secuencia puede usarse como sonda para identificar
secuencias de codificacion similares en otros organismos, etc.

El término “variante” como se usa en el presente texto significa una proteina expresada desde un cédigo genético no
enddgeno que resulta en una o mas alteraciones de aminoacidos (es decir, deleciones (borrados), adiciones o susti-
tuciones de aminoacidos) cuando se compara con la secuencia natural o e tipo silvestre en la secuencia de la pro-
teina madura.

TRANSFORMACION DE LA PLANTA.

Las técnicas para transformar plantas son bien conocidas en este campo e incluyen la transformacion mediada por
Agrobacterium, por ejemplo. El principio basico en la construccién de plantas modificadas genéticamente es insertar
informacién genética en el genoma de la planta de forma que se obtenga un mantenimiento estable del material
genético insertado. Una revision de las técnicas generales puede encontrarse en publicaciones de Potrykus (Annu
Rev Plant Physiol Plant Mol Biol [1991] 42: 205 - 225) y Christou (Agro-Food-Industry Hi-Tech marzo/abril de 1994
17 - 27).

Tipicamente, en la transformacién mediada por Agrobacterium, un vector binario que lleva un DNA extrafio de inte-
rés, es decir un gen quimeérico, es transferido desde una cepa apropiada de Agrobacterium a una planta diana me-
diante el co-cultivo del Agrobacterium con explantes de la planta diana. El tejido vegetal transformado es entonces
regenerado en medio de seleccion, el cual medio de seleccion comprende un marcador seleccionable y hormonas
de crecimiento de la planta. Una alternativa es el método de la inmersion floral (Clough y Bent, 1998) en el que las
yemas florales de una planta intacta se ponen en contacto con una suspensién de la cepa de Agrobacterium que
contiene el gen quimérico, y después de la puesta de la semilla los individuos transformados son germinados e iden-
tificados por crecimiento en medio selectivo.

La infeccion directa de tejidos vegetales por Agrobacterium es una técnica simple que ha sido empleada con profu-
sion y que se describe en Butcher D. N. et al., (1980), Tissue Culture Methods for Plant Pathologists, eds.: D. S.
Ingrams y J. P. Helgeson, 203 - 208.

Otros métodos de transformacion adecuados incluyen la transferencia directa de genes a protoplastos usando polie-
tilen glicol o técnicas de electroporacion, bombardeo con particulas, microinyeccion, y el uso de fibras de carburo de
silicio, por ejemplo.

La transformacioén de plantas usando transformacion balistica, incluyendo la técnica del pelo de carburo de silicio, se
ensefian en Frame B R, Drayton P R, Bagnaall S V, Lewnau C J, Bullock W P, Wilson H M, Dunwell J M, Thompson
J Ay Wang K (1994). La produccién de plantas de maiz transgénico fértiles mediante la transformacién mediada por
pelo de carburo de silicio se ensefia en The Plant Journal 6: 941 - 948) y las técnicas de transformacion viral se
ensefian, por ejemplo, en Meyer P, Heidmann | y Niedenhof | (1992). El uso del virus del mosaico de la cassava
como sistema vector para plantas se ensefia en Gene 110: 213 - 217.

Otras ensefianzas acerca de la transformacion de plantas pueden encontrarse en el documento EP-A-0449375.

En otro aspecto, la presente invencién se refiere a un sistema vector que lleva una secuencia de nucleétidos o cons-
truccion de acuerdo con la presente invencion y que es capaz de introducir la secuencia de nucledtidos o la cons-
truccién en el genoma de un organismo, tal como una planta. El sistema puede comprender un vector pero también
puede comprender dos vectores. En el caso de dos vectores, el sistema vector se denomina normalmente sistema
vector binario. Los sistemas vector binarios se describen con mas detalle en Gynheung An et al., (1980), Binary
Vectors, Plant Molecular Biology Manual A3, 1 — 19.

Un sistema empleado con profusion para la transformacion de células vegetales usa el plasmido Ti de Agrobacte-
rium tumefaciens, o un plasmido Ri de Agrobacterium rhizogenes An et al., (1986), Plan Physiol. 81, 303 — 305 y
Butcher D. N. et al, (1980), Tissue Culture Methods for Plant Pathologists, ed.: D. S. Ingrams y J. P. Helgeson, 203 —
208. Después de cada método de introduccion del promotor deseado, o construccion o secuencia de nucledtidos de
acuerdo con la presente invencién en las plantas, puede ser necesaria la presencia y/o la inserciéon de otras secuen-
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cias de DNA. Si, por ejemplo, para la transformacion se usa el plasmido Ti o Ri de las células vegetales, pueden
conectarse al menos al menos el limite derecho y frecuentemente sin embargo el limite derecho y el izquierdo del T-
DNA del plasmido Ti y Ri, como areas flanqueantes de los genes introducidos. El uso de T-DNA para la transforma-
cion de células vegetales ha sido intensamente estudiado y se describe en el documento EP-A-120516; Hoekema,
en: The Binary Plant Vector System Offset-drukkerij Kanters B. B., Alblasserdam, 1985, Capitulo V; Fraley, et al.,
Crit. Rev. Plant Sci., 4: 1 —46; y An et al, EMBO J. (1985) 4: 277 — 284.

Las células vegetales pueden cultivarse y mantenerse de acuerdo con métodos de cultivo de tejidos bien conocidos,
tales como cultivar las células en un medio de cultivo adecuado provisto de los factores de crecimiento necesarios
tales como amino&cidos, hormonas vegetales, vitaminas, etc.

CULTIVO Y PRODUCCION.

Células hospedadoras transformadas con el acido nucleico, la secuencia promotora o el gen quimérico de la presen-
te invencién pueden ser cultivadas bajo condiciones que conduzcan al crecimiento del hospedador.

El medio usado para cultivar las células puede ser cualquier medio convencional adecuado para el crecimiento de la
célula hospedadora en cuestion.

PRODUCCION DEL PRODUCTO GENICO.

La expresion de una secuencia de codificacion de DNA o secuencia de acidos nucleicos en la célula hospedadora
vegetal producira un transcrito de RNA. Este transcrito puede ser una molécula de RNA que subsiguientemente no
es traducida en un producto de proteina, sino que puede interaccionar con el proceso de expresion del gen a través
del mecanismo del RNAI, antisentido o co-supresion. Si la secuencia de codificacion se deriva de un gen estructural,
el transcrito de RNA puede entonces ser traducido en un producto génico de proteina. Si se desea, el producto géni-
co puede ser aislado por técnicas estandar para el aislamiento de proteinas de los sistemas bioldgicos, tales como
precipitacion salina, cromatografia en columna, técnicas de inmunoafinidad, electroforesis, recristalizacién, centrifu-
gacion, y técnicas asi.

EXPRESION DE UN PRODUCTO GENICO NOCIVO PARA LAS CELULAS VEGETALES.

Si la secuencia de codificacion de DNA o la secuencia de acidos nucleicos es traducida en un producto génico de
proteina que tiene un efecto nocivo sobre la célula hospedadora vegetal, este puede usarse en un sistema de muer-
te de células vegetales. Las proteinas adecuadas que tienen un efecto nocivo podrian incluir proteasas, endonuclea-
sas de restriccion, proteinas de transporte de la membrana, y ribonucleasas tales como la barnasa. Otros ejemplos
incluyen proteinas desactivadoras del ribosoma (RIPs) tales como la proteina RIP b-32 del maiz, la ricina, la abrina,
la modecina, el inhibidor de la traduccion de la cebada y la proteina antiviral de la hierba carmesi (PAP). La hierba
carmesi (Phytolacca americana) produce tres proteinas antivirales distintas, que son PAP’, PAPIl y PAP-S. La publi-
cacion de patente internacional N° WO 02/33107 demuestra el uso de variantes truncadas de la proteina PAP-S en
un sistema de muerte celular. Por ello, el uso de una proteina desactivadora del ribosoma (PAP) o de variantes de la
misma, proporcionaria un sistema de muerte celular a la planta.

La invencion se describira ahora, tan solo a titulo de ejemplo, con referencia a los Ejemplos que siguen.
EJEMPLO 1.

Aislamiento de la region promotora ATC 085 (SEC ID N° 7) y produccién de construcciones transformadas.

Se aislé6 DNA genomico del tejido de las hojas del tabaco usando el equipo DNAeasy Plant Miniprep Kit (Qiagen) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante, a partir de material de las hojas de tabaco K326. Una parte alicuota de
un preparado diluido 1:10 de DNA gendmico se usé para una PCR primaria, usando 1 pL de un cebador para PCR
S2PCLOFWD (SEC ID N° 2) a 10 pM/uL y 1 pL de un cebador para PCR S2PCLOREV (SEC ID N° 3) a 10 pM/pL en
una reaccion de 25 L que contiene 0,5 yL de elongasa Taq DNA Polimerasa (Gibco BRL), 1 uL de tampén A para
elongasa, 4 pL de tampén B para elongasa, 1 yL de dNTPs a 5 mM cada uno, 15,5 yL de agua bidestilada. Las
condiciones de la reacciéon de PCR fueron: un ciclo inicial a 94°C durante 2 minutos seguido por 35 ciclos de 94° C
durante 30 segundos, 60° C durante 30 segundos y 68°C durante 4 minutos, seguido por un ciclo final de 68°C du-
rante 10 minutos. La reaccion PCR fue sometida a electroforesis en un gel de TBE con agarosa al 1,2%, que contie-
ne trazas de bromuro de etidio, a 4 V/cm durante 2 horas. Se vieron dos productos de la PCR. El producto mas
grande, de aproximadamente 1600 pb, fue cortado del gel y el DNA se purificé usando el kit de extracciéon en gel
QiaQuick (Qiagen) siguiendo los procedimientos del fabricante.

El producto de la PCR purificado fue clonado en un vector TOPO (Invitrogen) y transformado en E. coli quimicamen-
te competente TOP10 (Invitrogen) siguiendo los procedimientos estandar del fabricante. Una parte alicuota de la
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reaccion se cultivd en placa sobre agar LB estéril que contiene kanamicina, y las placas se cultivaron durante la
noche a 37°C. Las colonias fueron cribadas mediante PCR usando las condiciones anteriores para identificar los
clones que contenian el promotor. La secuencia se confirmé mas mediante secuenciacion.

El promotor ATC 085 se cort6 del vector TOPO como un fragmento Hindlll - BamHI y se cloné en el vector de trans-
formacion vegetal pBin 19 Plus basado en pGPTV-Kan (Becker et al, 1992) derivado de pBIN19 (Bevan et al, 1984)
frente a tres genes informadores diferentes, para dar las construcciones GUS (ATC vector pBNP085-0040-001),
GFP (ATC vector PBNPO85-0003-001), y Luciferasa (ATC vector pBNPO85-0017-001). El promotor fue también
clonado frente a un gen efector, la forma activa de la proteina antiviral S de la hierba carmesi de Phytolacca ameri-
cana (ATC vector pBNP0O85-0501-001). pBNP085-0501-001 ha sido depositado por Advanced Technologies (Cam-
bridge) Ltd, 210 Cambridge Science Park, Cambridge CB4 OWA bajo el Tratado de Budapest de reconocimiento
internacional del depdsito de microorganismos con la finalidad de procedimiento de patente (Budapest Treaty on the
International Recognition of the Deposit of Microorganisms for the purposes of Patent Procedure) en la National
Collection of Industrial, Marine and Food Bacteria (NCIMB) 23 St. Machar Street, Aberdeen Scotland, GB, el 20 de
septiembre de 2005 bajo el nimero de registro NCIMB 41343.

EJEMPLO 2

Aislamiento de la region promotora ATC 023 y produccién de la construcciéon de transformacién (no de
acuerdo con la invencion reivindicada).

El promotor ATC023 fue aislado por PCR de DNA gendmico de Arabidopsis thaliana (ecotipo Columbia) usando
PfuTurbo DNA Polimerasa (Stratagene), y los cebadores AT4G29190L (SEC ID N° 5) y AT4g29190R (SEC ID N° 6)
que contienen sitios de restriccion para Hindlll y BamHI respectivamente, a una temperatura de reasociacién de
63°C. Los sitios de restriccion fueron después usados para clonar el fragmento aislado en el vector de transforma-
cion de plantas vector pBIOI frente a un gen informador GUS para dar la construccién pBIOI 023-0101 -001. La cons-
truccion fue después transformada en E. coli DH5a.

EJEMPLO 3.

Produccién de plantas de tabaco transformadas.

Las construcciones producidas anteriormente fueron transferidas a la cepa de Agrobacterium tumefaciens LBA4404,
y se obtuvieron plantas de tabaco transgénico var. K326 mediante transformacion in vitro de discos de hojas usando
el método de co-cultivo de Horsch et al. (1985). Callo transformado y brotes regenerados fueron seleccionados en
medio MS Agar que contiene 100 ug/mL de kanamicina, y se cultivaron en presencia de Claforan para eliminar las
células de Agrobacterium. Las plantas se conservaron y se multiplicaron in vitro en medio sin Claforan para confor-
mar la ausencia de Agrobacterium.

Las plantas fueron transferidas a la tierra del invernadero para su caracterizacién. Las plantas mostraron unas carac-
terisitcas de crecimiento indistinguibles de la planta de tabaco de tipo silvestre en el invernadero. El analisis de PCR
se llevd a cabo para identificar las plantas transgénicas.

Para la produccidon de generaciones subsiguientes las plantas pueden ser fertilizadas y las semillas se recogen de
cabezas de semillas maduras y se almacenen a 6°C. Las relaciones de segregacién en la progenie a partir de plan-
tas transgénicas fertilizadas pueden usarse para seleccionar tandas de semillas que contienen sitios de insercién
unicos baséndose en una relacion 3:1. El numero de insertos en el genoma del tabaco puede ser también determi-
nado por hibridacién Southern. La insercién en el genoma del tabaco puede ser caracterizada mediante desplaza-
miento o paseo gendmico (genome walking).

EJEMPLO 4.

Produccién de plantas de Arabidosis trangénicas.

Las construcciones descritas antes fueron transferidas a las cepas LBA4404 y GV3103 de Agrobacterium tumefa-
ciens y usadas para transformar Arabidopsis thaliana por el método de inmersion floral de Clough y Bent (1998).
Después de recoger las semillas de las plantas sumergidas, los transformantes T1 fueron cribados usando la selec-
cién en 40 ug/mL de kanamicina en ATS/Phytagel™ o 50 ug/mL de kanamicina en medio MS/Agar. Los transforman-
tes independientes fueron aislados de esta forma y estos fueron transferidos a la tierra y desarrollados bajo condi-
ciones de dia largo.

Las plantas se dejaron autopolinizar para generar semilla T2. Aproximadamente 60 semillas T2 de las lineas inde-
pendientes se cribaron de nuevo para determinar si la relacion de segregacion observada era consistente con un
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sitio Unico de insercion del transgén (3 resistente: 1 sensible). Se identificaron mdltiples lineas independientes con
relaciones consistentes con un Unico sitio de insercion, y las lineas restantes se desecharon.

EJEMPLO 5.

Caracterizacion de la expresion de promotor ATC 085 — GUS en plantas de tabaco.

Sesenta plantas transformadas con el vector pBNP085-0040-001 fueron usadas para analisis de GUS. Después de
aproximadamente 6 a 8 semanas de crecimiento en el invernadero cuando la yema apical habia alcanzado la fase
de “boton floral”, las plantas fueron desmochadas usando un bisturi en el internado por encima de la 182 hoja (con-
tando desde la base), heridas cortando la mitad de los limbos de las hojas 16, 17 y 18, o bien se dejaron sin tratar. Al
cabo de 24 horas, se tomaron varias muestras de tejidos, incluyendo secciones del tallo en la base de las yemas
laterales 14, 15, 16, 17 y 18, secciones del tallo internodales, brotes de floracion apicales cuando estaban presentes,
limbos foliares y peciolos, y las raices primarias y secundarias. Todo el tejido recogido fue inmediatamente sumergi-
do en tampén de fosfato potasico 0,1 M pH 7,0 que contiene 0,1% de B-mercaptoetanol para prevenir el pardeamien-
to.

La solucién de tincidn se prepar6 de la forma siguiente: se disolvieron 300 mg de polvo X-gluc en 3 mL de DMSO en
un recipiente de vidrio y se llevaron a 1 L con tampén de fosfato potasico 0,1 M que contiene ferricianuro potasico
0,5 mM, ferrocianuro potasico 0,5 mM, EDTA 10 mM, 0,1% de Triton-X y 0,067% de Sarcosyl. Esta solucion se
guardé a 4°C en la oscuridad.

Para la tincion de las muestras de tejido, el tampén de fosfato potasico / B-mercaptoetanol fue reemplazado por
solucién de tincién fresca asegurandose de que el tejido estaba totalmente sumergido, y las muestras se incubaron
durante la noche a 37°C en la oscuridad. La solucién de tincion fue después reemplazada con etanol al 70%, y los
tejidos se guardaron en la oscuridad a temperatura ambiente hasta que se aclararon. A veces fue necesario cambiar
el etanol al menos una vez para el material foliar. Una vez aclarado el tejido, el etanol se reemplazé con glicerol
acidificado. Las muestras fueron observadas y fotografiadas bajo un microscopio.

La expresion de GUS fue detectada en las plantas después de los tres tratamientos (desmochada, lacerada o no
tratada) y esta fue localizada en la base de las yemas laterales y/o en el tallo préximo al punto de iniciacién de la
yema lateral en cada caso (Figura 3). Una gran proporcién de las plantas mostraron expresiéon en cada posicion de
la yema muestreada. La expresion en las yemas laterales fue detectada al margen del pre-tratamiento (desmoche,
laceracion o sin tratamiento). En la gran mayoria de las plantas, no se detecté expresion en ningun otro tejido, sola-
mente en una pocas plantas anémalas se observé algun otro sitio de expresion, predominantemente en los bordes
de corte de las hojas laceradas. Por tanto se demostré que el promotor ATC085 es un promotor que dirige la expre-
sion sustancialmente especifica en el punto de iniciaciéon de la yema lateral o alrededor de dicho punto.

EJEMPLO 6.

Caracterizacion de la expresion del promotor ATC 085 — GFP en plantas.

Plantas transformadas con el vector pBNP085-0003-001 fueron usadas para analisis de la expresion de GFP. Plan-
tas enteras, o parte de plantas, secciones de plantas o tejidos vegetales fueron irradiadas con luz azul e inspeccio-
nadas por fluorescencia verde bien sea a simple viste 0 mediante un microscopio.

EJEMPLO 7.

Caracterizacion de la expresion del promotor ATC 085 — luciferasa en plantas.

Plantas transformadas con el vector pPBNP085-0017-001 fueron usadas para analisis de la expresion de la luciferasa.
Plantas enteras, o partes de plantas o secciones de plantas o tejidos vegetales, fueron humedecidas o rociadas con
luciferina 1 mM (Sigma) e incubadas en la oscuridad durante 15 minutos. La expresién de la luciferasa pudo enton-
ces visualizarse, bien mediante autorradiografia sobre pelicula para rayos X, o bien mediante fotografia usando una
camara digital con un tiempo de exposicién largo, o usando un dispositivo de captura de fotones tal como un intensi-
ficador de imagen conectado a un sistema de camara.

EJEMPLO 8.

Caracterizacion de la expresion del promotor ATC 085 — PAP en plantas de tabaco.

Veintiuna plantas transgénicas y cinco plantas testigo no transformadas (no co-cultivadas o NCC) se desarrollaron
en el invernadero y, al cabo de 6 a 8 semanas, las plantas fueron desmochadas usando un bisturi en el internodo
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por encima de la hoja 182, para eliminar la inflorescencia apical y las hojas mas altas, como se describié antes. La
excrecencia de los brotes laterales desde las axilas de las hojas 162, 172 y 182 fue controlada diariamente durante 29
dias y puntuada en el siguiente sistema de clasificacion de tamarios:

0 = yema lateral colindando con el tallo principal

1 = yema lateral en el tallo lateral alargado (es decir 1 internodo)
2 = brote lateral con 2 internodos

3 = brote lateral con 3 internodos.

etc.

A partir de estos datos se calculé la excrecencia media de las tras posiciones de yemas laterales cada dia, para las
plantas transgénicas y no transformadas. Estos datos se representan graficamente en la Figura 4. Es evidente que
la expresion localizada de la proteina antiviral de la hierba carmesi dirigida por el promotor ATC085 ha causado un
importante retraso de la excrecencia de brotes laterales estimulada en el desmochado, y una reduccién de la canti-
dad de excrecencia el dia 29 si se compara con las plantas testigo. El efecto era particularmente acusado en las dos
yemas mas altas 17 y 18 (véase la Figura 4a). La yema lateral 16 mostré menos excrecencia (Figura 4b) en el des-
moche que las yemas 17 y 18, pero esto se redujo mas por la expresién de la construccion ATC 085-PAP.

La Figura 5 muestra la excrecencia reducida de los brotes laterales en plantas transgénicas ATC 085-PAP compara-
das con las plantas testigo.

EJEMPLO 9.

Caracterizacion de la expresion del promotor ATC 085 — GUS en plantas de Arabidopsis.

La construccion pBNP085-0040-001 fue usada para transformar plantas de Arabidopsis thaliana. Cuarenta plantas
T1 fueron usadas para analisis de GUS. Las plantas se desarrollaron en tierra bajo condiciones de dia largo durante
3 a 4 semanas hasta después de la transicién floral cuando el eje primario habia “desbocado” a una longitud entre
20 y 40 mm. Las plantas fueron después decapitadas eliminando el tallo principal en un punto a aproximadamente
10 mm de la parte superior de la roseta. Después se dejo que continuaran creciendo durante 24 horas antes de
sacarlas de la tierra, se lavaron intensamente en agua destilada, y se analizaron en cuanto a la actividad de GUS. La
tincion de GUS se realizd6 como se describié antes para las plantas de tabaco, excepto que se usaron plantas ente-
ras.

La expresion de GUS fue detectada en las plantas mediante la tincion muy intensa en la base de la planta en el sitio
de la formacién de la yema lateral y en el tallo cerca. Sin embargo, la expresién se vio también en otros tejidos en
algunas de las plantas, incluyendo los tejidos foliares y las venas, peciolos, tallo y raices primarias.

EJEMPLO 10 (no de acuerdo con la invencién reivindicada).

Caracterizacion de la expresion del promotor ATC 023 — GUS en plantas de tabaco.

Cuarenta y dos plantas de tabaco transformadas con la construccion pBI101 023-0101-001 fueron desarrolladas en
el invernadero y tratadas como se describié antes para el analisis de GUS.

La expresion de GUS fue detectada en las yemas laterales del 85% de las plantas, al margen del tratamiento (des-
mochadas, laceradas o no tratadas), y la mayor parte de las plantas mostraron expresién en cada posicion de yema
muestreada. En muchos casos se vio también expresion localizada en el tallo cerca del punto de iniciacion de la
yema lateral. También se detecté expresion en otros tejidos en algunas plantas, predominantemente en los tejidos
florales, pero en ocasiones en raiz, tallo, hoja o peciolos.

La localizacion especifica de la expresion en las yemas laterales y cerca del tallo fue observada en el 17% de las
plantas (Figura 6). Por ello el promotor ATC023 puede usarse solo para proporcionar expresion especifica del tejido.
También puede usarse en combinacion con otro promotor que expresa en la yema lateral, tal como ATC 085, para
proporcionar perfiles de expresion complementaria con un sitio de accién solapado en el tejido de la yema lateral.
EJEMPLO 11 (no de acuerdo con la invencién reivindicada).

Caracterizacion de la expresiéon del promotor ATC 023 — GUS en plantas de Arabidopsis.

Cinco lineas T2 transgénicas independientes que llevan insertos simples de la casette 023-0101-001 fueron desarro-
lladas en tierra, decapitadas y tefiidas para analisis de GUS como se describié antes.
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La expresion de GUS fue observada en las yemas axilares y tallo adyacente, y en tejidos florales (Figura 7). La ex-
presiéon asociada con las yemas mas pequefias fue la mas intensa, y disminuyd constantemente a medida que se
desarrollaban las yemas. Esto indica que el promotor ATC 023 esta asociado con la iniciacion de la yema lateral.
También se detectd algo de expresion en otros tejidos en algunas plantas, incluyendo los tejidos florales.

Todas la publicaciones mencionadas en la anterior memoria se incorporan en el presente texto como referencia.
Varias modificaciones y variaciones de los métodos y del sistema de la presente invencién descritos seran evidentes
para los expertos en la técnica, sin apartarse del alcance de la presente invenciéon. Aunque la presente invencién ha
sido descrita en conexién con realizaciones especificas preferidas, ha de entenderse que la invenciéon que se reivin-
dica no debe verse limitada de forma indebida a tales realizaciones especificas. En realidad, se entiende que varias
modificaciones de los modos de llevar a cabo la presente invencion que se han descrito, que son evidentes para los
expertos en bioquimica y en biotecnologia o en campos relacionados con ellas, estan dentro del alcance de las rei-
vindicaciones que siguen.
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<210>1

<211> 1566

<212> DNA

<213> Promotor de Nicotiana tabacum

<400> 1

gctatcaagc tttattaaag tgtccaataa gtgcaagcct

ttggtatcaa
tttaagttta
tccatttact
ttttaatttt
ttaaatatat
gtgaatttca
atacaacatg
ggacttcacc
gttaaaaata
atcttatcct
ggttgttigt
tattttttag
taagcagggg
tatttgtatt
agataaacta
ctggtgttaa
gttggagtca
tccteccaag
tgtggctggc
ccgcttecat

atttagggag
atttgttttt
cacaaaactt
caaatattat
gtttaactat
tactcatctt
tttatacgag
aaaaataatt
ttatacttga
ttcatcgata
ctctttatat
agctgaatta
ctgaggaaga
agaaaataca
tgagttcctg
ggtgtcccac
ctcggecacc
ttgatctagt
tatacgacat

tcgggtgtgce

ttatttatgc
tcaagtttca
Taactttttt
tttccaacat
gtattcattt
catgcaaaca
atcattacat
aaggaagtaa
ctcaagacac
gaagttagca
ggtcatagac
agtttaaaat
gcattagtcg
taaaatatgt
ataaattgaa
atttgttgag
aattatctat
tactgttctc
tgtttttgtt

atttgataac

tccegtttgg
agatttatga
ttttcaaata
aacttcaaaa
gtgcttatgt
cttatactat
tgtaagtgta
tgatatgcaa
attatgggga
atagcattat
tctcgagata
ttatttcttc
cgggttcgaa
ataaatatct
aatctataaa
ggatgggttg
atttggccca
atttataatc
tttrtttgga

taactcactg

28

attagttgaa
ccagatttcg
cagtttttga
aaatacatgt
actctrrrtt
tttatcatge
aaaagatata
ccttattatt
taaataaata
acacgwttct
tctcatatta
attcatattt
gttcgagegt
cgaactcagc
aattacgaac
caccaaatcc
ttatatggtc
ttgtttecca
caagttgata
aaatttctag
tgcaattgct

atgtcaaaag
gttactattt
gtgatatttt
acaaatacaa
caagtgttaa
attttcataa
ttattcctat
ggtaaatttt
aataaataaa
ttcacgatcc
gcggaattat
caagactagt
gcaagggtgt
ttaattctta
ataataacta
tagctagtct
ttgggcaaga
ttaaaacaat
ctatttgtca
gaaaccgtag

cgcaaatcac

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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acagaagata taaatcgcat taggcacgcc cggtacgact agggggagac tactggtgag

gagaatcgat ctcagatctC ccatatgata aaccactcac ccaactaact caatcaaccc

c€ggcggcggg ygtgacttca cagtaagtct ttgtgaaggc tttctttttg tcattttctc

ccttgtttag aacaagttgt tcttgcacga gaaactatta agtyatataa ataggggaga

racattgttt tcctttttac agcaaaaaat tgraactcca aatagctcat caaaggatcc

tactcg

<210> 2
<211> 36
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido de PCR S2CLOFWD

<400> 2
gctartcaagc tttattaaag tgtccaagct caagcec 36

<210> 3
<211> 39
<212> DNA
<213> Atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido de PCR S2CLOREV

<400> 3
cgagtaggat cctttgatga gctatttgga gtttcaatt 39

<210>4

<211> 1904

<212> DNA

<213> Promotor ATC 023 de Nicotiana tabacum

<400> 4

cgaagacatt
aattgcttct
gttagatcta
tcaacatgtt
tataagtttg
tgaaagaaaa
ttaggaggat
taaagtcttt
cttatcctct
gagaactatg

gtgtcgtaat cgtgtgtaat
tgaatcggat gagctacacg
ggaaacattg atttatagaa

aatatcgcca ccactcaaat

ataaacaatt gtcaaattta
gaaaagtgca aaaaagaaag
atggaattgc ttccaaattt
aaacgttatt ccaaatctgt
tctctaattt tttttgctaa
taagatattt tttttcttcc

ttcactatct
tttttagata
atatgtttct
atattgacca
taaaaattta
aacaaaggat
agcaaagaaa
tccaacatgt
aattaaatcg

aataacaaca

29

tccaaataaa

tttcgcaacc

attatttctc

tgtcaattgt
aaagagaaaa
aaatgagagg
cataaatgtt
cctctteatc
aaaattgaaa

aattaccaaa

gaaatataat
tgtcttctte
tattattcat
ttgattgaac
tacatttata
tcgattttgt
tttgccecta
cgacacattt
acgaattttt
caactttttg

1320
1380
1440
1500
1560
1566

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
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tcgttttgtt
acttagatat
tcttcgaate
tttttgtcgt
tttgttgtta
ggatcaaaat
atcatttttt
agtgaaacaa
aatagtaaac
ataacaaatt
ttgttttgac
ttatcagatc
tttrteetta
aaatcaaaat
atacatgcaa
aatgaaacta
cgacttcaac
acttcgtcaa
tcgtggataa
ctagtcctat
tgtttcaact

aaagaactct

actaaataag
aataatattc
atatcaaaaa
aagattattt
gataaatgat
gaaaattata
ccgataacaa
taaaatcatt
aacaaattat
attaaacaat
gatttagata
atatcaaaaa
ttgctagata
gacaataata
cgaataatta
aaactgtgga
gtatctaata
agtcattttg
gtctccagec
gctaatatct
acataagtag

ttcgtcgact
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tggtacaatg
daaattaaaat
ttaatttttt
tttcctgata
acaatgaatt
aacaaagtat
taaattatta
ttgacgaatt
cagatatttt
trrtttatag
caataatatt
taaaattatt
aatgatacaa
aacaataaat
aacaaacaaa
ttatctattt
atcctaaagt
ataaacgtcc
gctgtttcac
ttaaccatag
ctttgccggt
aatgtgattt

aaattataag
gacaacaata
tttttcgata
acaataaatt
catttcaaca
catatatctt
aacaactttt
agatataaca
ggtattaaaa
ttttgatgct
aggttcaaaa
tttttcgata
taacctcatt
tattatattg
ttaagtaata
tgtcgtcttt
aaccttacgc
acatcacgaa
atgcttatct
ttaaataatt
gtattacaaa

attgttcacc

<210>5
<211> 31
<212> DNA
<213> Artificia

<220>
<223> Oligonucledtido de PCR AT4G29190L

<400> 5
ggcaagcttc gaagacattg tgtcgtaatc g

<210>6
<211> 32
<212> DNA
<213> Artificia

<220>
<223> Oligonucledtido de PCR AT4G29190R

<400> 6
gcggatccgg tgaacaataa atcacattag tc

<210>7

<211> 1541

<212> DNA

<213> Promotor ATC 085 de Nicotiana tabacum

30

tgatacaata
cacaataaaa
acaataaatt
attaaataat
acttagatac
tgtatcatat
tgtcgttttg
atattaagat
ataagattat
aaataagtga
tgacaatact
acagcaaatt
cgatatatat
aatcatataa
aggcaatgga
cggagaatct
tcacagttcg
acggtccacg
cacagctttg
ttaaccaaac

caaacaacac

ggat

31

32

aaatcatttg
ttatgagaat
attaaacaac
tttcgatcgt
aacaatattt
caaaaacaag
ttgctagata
cacaatgaac
ttttccgata
tataatgaaa
aaacaacaaa
attaaacaac
aataatattc
aaaataagag
tagactaatt
aaacttcgac
gttactttaa
tacgtctatc
ttacgataac
cacggttaag

aaacaaaaaa

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1904



<400>7

tattaaagtg
ttagggagtt
ttgttttttc
caaaacttta
atattatttt
taactatgta
tcatcttcat
atacgagatc
aataattaag
tacttgactc
atcgatagaa
tttactatgg
ctgaattaag
gaggaagagc
aaaatacata
agttcctgat
tgtcccacat
cggccaccaa
gatctagtta
tacgacattg
ggtgtgcatt
atcgcattag
agatctccca
gacttcacag
aagttgttct
tttttacage

tccaataagt
atttatgctc
aagtttcaag
actttttttt
ccaacataac
ttcatttgtg
gcaaacactt
attacattgt
gaagtaatga
aagacacatt
gttagcaata
tcatagactc
tttaaaattt
attagtcgcg
aaatatgtat
aaattgaaaa
ttgttgaggg
ttatctatat
ctgttctcat
ttrttgttrt
tgataactaa
gcacgcccgg
tatgataaac
taagtctttg
tgcacgagaa

aaaaaattgg
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gcaagcctat
ccgtttggec
atttatgaca
tcaaataaaa
ttcaaaaact
cttatgtttt
atactataaa
aagtgtacct
tatgcaataa
atggggaaca
gcattattct
tcgagataat
atttcttcgt
ggttcgaacg
aaatatctaa
tctataaaca
atgggttgtt
ttggcccatt
ttataatcca
ttttggaaaa
ctcactgtgce
tacgactagg
cactcaccca
tgaaggcttt
actattaagt

aactccaaat

tagttgaaat
agatttcggt
gtttttgagt
tacatgtaca
cttttttcaa
atcatgcatt
agatatatta
tattattggt
ataaataaat
cgtttctttc
catattagcg
tcatatttca
tcgagegtge
aactcagctt
ttacgaacat
ccaaatccta
atatggtctt
gtttcccatt
agttgatact
tttctaggaa
aattgctcgc
gggagactac
actaactcaa
ctttttgtca
tatataaata

agctcatcaa

31

gtcaaaagtt
tactattttt
gatatttttc
aatacaattt
gtgttaatta
ttcataagtg
ttcctatata
aaattttgga
aaataaagtt
acgatccatc
gaattatggt
agactagtta
aaggggttta
aattcttata
aataactaag
gctagtctct
gggcaagagt
aaaacaattc
atttgtcatg
accgtagﬁcg
aaatcacaca
tggtgaggag
tcaacccegg
ttttctccct
ggggagaaac
a

ggtatcaaat
taagtttaat
catttactca
taattttcaa
aatatatgtt
aatttcatac
caacatgttt
cttcaccaaa
aaaaatatta
ttatcctttc
tgtttgtctc
ttttttagag
agcaggggct
tttgtattag

ataaactatg

ggtgttaagg
tggagtcact

ctcccaagtt
tggctggcta
cttccattcg
gaagatataa
aatcgatctc
c€ggcgggtgt
tgtttagaac
attgttttcc

. 60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
9200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1541
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REIVINDICACIONES

12. Un método para modificar la morfologia en una planta, que comprende introducir en una planta al menos un gen
quimérico que comprende una secuencia promotora asociada operativamente con una secuencia de acido nucleico,
siendo la secuencia promotora operativa para dirigir la expresion en células especificas de la planta, y la secuencia
de acidos nucleicos que codifica al menos un producto génico capaz de alterar el metabolismo de las células especi-
ficas y/o préximas, o de causar la muerte de las mismas, en donde la secuencia promotora es operativa para dirigir
la expresion de manera sustancialmente especifica en una yema lateral y/o un brote lateral, y en donde la secuencia
promotora comprende la secuencia que se muestra en SEC ID N° 1 o SEC ID N° 7, o una parte funcional de la mis-
ma que es operativa para dirigir la expresién de manera sustancialmente especifica en una yema lateral y/o un brote
lateral, o una secuencia que tiene al menos un 65% de identidad con la secuencia mostrada en la SEC ID N° 1 o la
SEC ID N° 7, que es operativa para dirigir la expresion de manera sustancialmente especifica en una yema lateral
y/o un brote lateral, en donde el porcentaje de identidad se determina sobre la totalidad de la longitud de las secuen-
cias a comparar, y en donde expresion sustancialmente especifica significa que el promotor dirige la expresion de la
secuencia de acidos nucleicos asociada con dicho promotor predominantemente en yemas laterales y/o brotes late-
rales, de forma tal que menos del 50% del nivel de expresion global de dicha secuencia de acidos nucleicos ocurre
en cualquier otro tejido o célula de la planta respectiva.

22 Un método segun la reivindicacion 12, en el que el producto génico de la secuencia de acidos nucleicos es una
molécula citotoxica.

32. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el producto génico de la secuencia
de acidos nucleicos es una proteina desactivadora del ribosoma (RIP) o una variante o una parte funcional de la
misma.

42 Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 12 o 22, en el que el producto génico de la secuencia de
acidos nucleicos es una proteina antiviral de la hierba carmesi o una variante o una parte funcional de la misma.

52. Un método segun la reivindicacion 42, en el que la proteina antiviral de la hierba carmesi (PAP) es proteina antivi-
ral de la hierba carmesi S (PAP-S) o una variante o parte funcional de la misma.

62. Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que se modifica la excrecencia de
una yema lateral y/o un brote lateral.

72. Un método segun la reivindicacion 62, en el que la excrecencia de una yema lateral y/o un brote lateral se reduce,
se evita o se retrasa.

82. Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones 22 a 72, en el que la excrecencia de una yema lateral y/o
un brote lateral se modifica interfiriendo el metabolismo o causando la muerte de células implicadas en el desarrollo
de la yema lateral.

92, Un acido nucleico que comprende una secuencia promotora, siendo dicha secuencia promotora la secuencia que
se muestra como SEC ID N° 1 o SEC ID N° 7,0 una parte de las mismas que es capaz de regular la expresion de un
gen en una yema lateral y/o un brote lateral, o una secuencia que tiene al menos un 65% de identidad con SEC ID
N° 1 0 SEC ID N° 7, y que es capaz de regular la expresion de un gen en una yema lateral y/o un brote lateral, en
donde el porcentaje de identidad se determina sobre la longitud completa de las secuencias a comparar.

102. Un acido nucleico segun la reivindicacion 92, en el que dicha secuencia tiene al menos un 70%, preferentemen-
te al menos un 85%, mas preferentemente al menos un 90%, mas preferentemente al menos un 97% de identidad
con SECIDN°10SECIDN°7.

112. Un acido nucleico segun la reivindicacién 92 o la reivindicacion 102, en el que el acido nucleico comprende ade-
mas una secuencia de acido nucleico que codifica una molécula citotoxica.

122, Un acido nucleico segun la reivindicacion 112, en el que la secuencia de acido nucleico codifica una proteina
desactivadora del ribosoma (RIP) o una variante citotéxica o parte funcional citotéxica de la misma.

132. Un acido nucleico segun la reivindicacion 112, en el que la secuencia de acido nucleico codifica una proteina
antiviral de la hierba carmesi o una variante citotéxica o parte funcional citotéxica de la misma.

142, Un acido nucleico segun la reivindicaciéon 132, en el que la proteina antiviral de la hierba carmesi (PAP) es pro-
teina S antiviral de la hierba carmesi o una variante citotdxica o parte funcional de la misma.
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152. Un gen quimérico que comprende una secuencia promotora asociada operativamente con una secuencia de
acido nucleico, comprendiendo la secuencia promotora la secuencia que se muestra en SEC ID N° 1, SEC ID N° 7,0
parte de las mismas que es capaz de regular la expresion de un gen en una yema lateral y/o un brote lateral, o una
secuencia que tiene al menos un 65% de identidad con SEC ID N° 1 o SEC ID N° 7, y que es capaz de regular la
expresion de un gen en una yema lateral y/o un brote lateral, en donde el porcentaje de identidad se determina so-
bre la longitud completa de las secuencias a comparar.

162. Un gen quimérico segun la reivindicacion 152, en el que la secuencia tiene al menos un 70%, preferentemente al
menos un 85%, preferentemente al menos un 90%, preferentemente al menos un 97% de identidad con SEC ID N° 1
0 SECIDN°7.

172. Un gen quimérico segun la reivindicacion 152 o la reivindicacion 162, en el que el acido nucleico comprende
ademas una secuencia de acidos nucleicos que codifica una molécula citotdxica.

182. Un gen quimérico segun la reivindicacion 172, en el que la secuencia de acidos nucleicos codifica una proteina
desactivadora del ribosoma (RIP) o una variante citotéxica o parte funcional citotéxica de la misma.

192. Un gen quimérico segun la reivindicacion 172, en el que la secuencia de acidos nucleicos codifica una proteina
antiviral de la hierba carmesi o una variante citotdxica o parte funcional citotéxica de la misma.

202. Un gen quimérico segun la reivindicacion 192, en el que la proteina antiviral de la hierba carmesi (PAP) es pro-
teina antiviral de la hierba carmesi S (PAP-S) o una variante citotdxica o parte funcional citotéxica de la misma.

212, Un DNA recombinante que comprende DNA vector y un acido nucleico segun una cualquiera de las reivindica-
ciones 92 a 142, o un gen quimérico segun una cualquiera de las reivindicaciones 152 a 202.

222, Una planta producida segun el método de una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 82.

232, Una planta que comprende el acido nucleico segin una cualquiera de las reivindicaciones 112 a 142, o un gen
quimérico segun una cualquiera de las reivindicaciones 172 a 202,

242, Una planta segun las reivindicaciones 222 o 232, en donde la planta es de la familia de las solanaceas.
252, Una planta segun la reivindicacion 242, en donde la planta es de la subfamilia de las cestroideas.

262. Una planta segun la reivindicacion 252, en donde dicha planta es del género Nicotiana.

272. Una planta segun la reivindicacion 252, en donde dicha planta es Nicotiana tabacum.

282. Una planta segun la reivindicacion 222 o la reivindicacién 232, en donde dicha planta se elige entre el grupo
consistente en tomate, pepino, Petunia, Dianthus, Picea, Eucaliptus, Pinus, Euacalyptus, Populus, patata, tabaco,
algodon, lechuga, berenjena, melén, calabaza, guisante, canola, soja, remolacha azucarera, girasol, trigo, cebada,
centeno, arroz y maiz.

292, Una célula vegetal que comprende el acido nucleico segun una cualquiera de las reivindicaciones 112 a 142, o
un gen quimérico segun una cualquiera de las reivindicaciones 172 a 20?, o un DNA recombinante segun la reivindi-
cacion 212,

302. Un método para regular la expresion de un gen en una planta, comprendiendo el método introducir en una plan-
ta un acido nucleico segun una cualquiera de las reivindicaciones 92 a 142 asociado operativamente con una se-
cuencia de codificacién de un gen cuya expresion se ha de regular.

312. Un método para modificar el metabolismo dentro de una célula de una planta transgénica, comprendiendo el
método introducir en una planta un acido nucleico segin una cualquiera de las reivindicaciones 92 a 142 o un gen
quimérico segun una cualquiera de las reivindicaciones 152 a 20°.

322, El uso de un acido nucleico que comprende una secuencia promotora que tiene una secuencia como se mues-
tra en SEC ID N° 1 o SEC ID N° 7, o una parte funcional de la misma que es operativa para dirigir la expresion de
manera sustancialmente especifica en una yema lateral y/o un brote lateral, o una secuencia que tiene al menos un
65% de identidad con la secuencia mostrada en la SEC ID N° 1 o la SEC ID N° 7, que es operativa para dirigir la
expresion de manera sustancialmente especifica en una yema lateral y/o un brote lateral, para modificar la morfolo-
gia de una planta, en donde el porcentaje de identidad se determina sobre la totalidad de la longitud de las secuen-
cias a comparar, y en donde expresion sustancialmente especifica significa que el promotor dirige la expresion de la
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secuencia de acidos nucleicos asociada con dicho promotor predominantemente en yemas laterales y/o brotes late-
rales, de forma tal que menos del 50% del nivel de expresion global de dicha secuencia de acidos nucleicos ocurre
en cualquier otro tejido o célula de la planta respectiva.

332, El uso de un gen quimérico segin una cualquiera de las reivindicaciones 152 a 202, o de un acido nucleico se-
gun una cualquiera de las reivindicaciones 92 a 142, para transformar una planta para modificar la morfologia de la
planta.

342, El uso de un acido nucleico que comprende una secuencia promotora que tiene una secuencia como se mues-
tra en SEC ID N° 1 o0 SEC ID N° 7, o una parte de la misma que es operativa para dirigir la expresién de manera
sustancialmente especifica en una yema lateral y/o un brote lateral, o una secuencia que tiene al menos un 65% de
identidad con la secuencia mostrada en la SEC ID N° 1 o la SEC ID N° 7, que es operativa para dirigir la expresion
de manera sustancialmente especifica en una yema lateral y/o un brote lateral, para alterar el metabolismo en una
planta, en donde el porcentaje de identidad se determina sobre la totalidad de la longitud de las secuencias a com-
parar, y en donde expresion sustancialmente especifica significa que el promotor dirige la expresién de la secuencia
de acidos nucleicos asociada con dicho promotor predominantemente en yemas laterales y/o brotes laterales, de
forma tal que menos del 50% del nivel de expresion global de dicha secuencia de acidos nucleicos ocurre en cual-
quier otro tejido o célula de la planta respectiva.

352. Un gen quimérico que se puede obtener a partir del clon pBNP 085-0501-001 (NCIMB 41343).

34



ES 2373318 T3

€101

80¢

vs6

374

568

881

9¢8

VET

LLL

9L

0cL

91

JeoRle13rea]326ee0113113030PeReED3]0Re1e0RR311321Rl -1 RERED]]

» e - TR RS T R R R R E E E R E T E R R a s sume - g aaseaw
L - " s e ae e * B G B A BN eSS ET TSt Y S PR eSS A -=a=aas “srrerae

LN INVY LIV LIDIOVYOILILLLOLOV YV Y Y OLLOVY LY ) VYO LLLIYLL Y IV Y OLL

15801 10PR0EORPRRO ) B e0S I ERPERRED] 111307100 )31 ~RRREDRIDD

- - w - . T E NN - e . e 2 m e am I R R E R E E R EEEEEE X -5 e ae e 'R -
. - » - - - 4w a8 R P e e s B RO RPITRET RS * s s v s ene -

LY LLLINY OV IV Y Y OV IOV OV LYYV LYV DL L L LI L LI LIV LLLOVY Y YOV OLD

e007311-~331336reer3eb632333320e6323]3e6138RERRIDDRI0REDI11IA0D

- - > 8 uw - - - RN T A B EEEEE] - - - e I FEEE R EREE]
- 3 LI - H - s e e IR R ) - - ‘e - R

VILLIYOOLLLLI VIV OLO YD LI IOV ¥ DLV LLLYD - ¥~ —~ - DL - LLOVY HLLLLILLO

aaeeell-6ees1i31leaoriobilyayebysesobbainboooanbeilielibelin

- - e e - .- [ N N N N - R T E R R R R R R R R R E E E T L E B
- - . . > a3 srenEns - R A AP FS I AP RPN TSR RSN

ILIVYLIIOVYLLLILLY L) VLLODILILVD ~ =¥ D0 0DLLID D00 LODLVLLIGLLIEDD

Baaa3eeeejesbbelbfeeedebieeebl nmmuuMuoummmumMUMMun ~-o-3e35eeb

- - wrw LR - *» - s B R E R R R R E E E R E R E T ) s w0 - - * s aa
- “ o s sew P33 -3 -k e s + FF R B s s EFPpPE SR RSB ESE -2 e w . - L

OYLLIVYYOLYLODELOVYYYILALYYYDLLIVELVLODOVEIDIOVELYYIOLOLONY Y

1aeaeeibeeegreeeoveivedolnihilvoribbebienbeiaeioibe3bynonbiyao

[R5 TN ..
e -4 LI

LIULIIDDVYDINLID -~ —— === === =—=== e L

556

6%¢C

968

68T

LES

GET

8LL

LL

TZL

LT

199

1o)ouioud gz -gaes

T °"ON dI Jds

lojowolid qz-gaes

T "oN aI O=Zs

1ojowoid qz+gres

T "ON aI J=S

10jowoid gz gres

T "oN dI Ods

10)owoiud gz gaes

T "o gI Oz=s

1ojoword gz - gaeg

T *oN aT DIs

I VdNoOId

35



ES 2373318 T3

9971

809

STTT

8v%

EETT

88%

02TT

8Zv%

TLOT

89¢€

......... L e St ST - LR bl PRt -SOOt PG S

- (]
- . e

DL LOLEDD LY LI VOO0 LIV IV OLILLY LY OOY LYV OOV LIOVYDY LYDDL Y LILD

-w - - . - - a [ . e - -
-5 » - - - - a - e - s - -

=8 s o Yo ) - SO Wk T, S L2110 LT ST, Y, W - 1 | - JRR ju RS, PR - NP

* . R - - - - . - - - = sw - - -
L3R - - - »n - * w wzw - - -

PDECLLIIY DOL YOO YD LG LOLIMOD YOV ODO I Y LEY DY OVO Y OLOVOLIOVL VLIV

nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn po T} - U P~ T v, U, P 1, WU

I = - - - - - - -
- .= = - - - . - -

A LA ORI A EAR LS AR ELCARAAARGL AR L WA AR GONA L ARIN A LTRLAAMA LG AA A 4841810

|||||| S R e T PR T, - IS - SRPRSMVHPRY ;) - o) =2 - UL - IR, P

. . - - - - - e - - T
- . - v - - - e n - -

OLEIYODLLLLY YL OO LLY LIV LLOOVIO IO YV IOLLY DY LIV DL YOO OV IV LILOL

-9-—0-3-3ej--3~el-ele--DeeRERlEloeleleleneeenbleslionelloeled

- - - - - . - - - L N N A N A IS AR R N R Y] -
. . . . e o - - I LI I R R B I ] " s e

VOVYORULY LY LODLLY. LIV IV LYV VY YLV LOVLYLLOVOVYYIOLVOLLOLY DLIYIVD

333vebabeelenqln-eoboenieilj-Hienabeloilieniaeabyeioeenyabie

RS RS A AR AR ss A BMas S EREESE - % e - B E T R E R SN E R R R ] - s um
ST PR EESLEFRES e . - T e e e s e - L I A ) - e N

LIV ALOYY LY OL LIV DIV DIV LILISLY LL DO IO LIV ILL YOIV IOV LLLOLY

981t

609

5¥TT

675

EETT

687%

geTtT

6Z%

cL0T

69¢

7101

60t

10owold gz gres

T *onN ai d=s

lojouwield ¢gz*gaes

T ‘oM aI OFs

10jowioud gz gxes

T "om aI JdFs

lojowoud gzgxes

T "ON dI 0ds

Jojowold ag-gaes

T *ON ar oFs

10)owoud qz*gxes

T *eN ai O=ES

36



ES 2373318 T3

ETPT

BZOT

BLET

896

el

806

8621

878

3T A

88L

8021

8ZL

ls)-1alelalal o) =d5] -k =ro Jal S Ted=ou boJa k- dn b b =% - v SRENENIN NI PSS PR Jeoo--HBo-30®

sasastesssasne w» .. - " e e * -
PererERRrRESTERE W " v e . - a e - -

IOVHDLIOTOVYODDDLLILODLVLYLIDLIHDDLYODOVALEDLLLY DY OOOLOLODYY

036Bb6Bq~~—BRE~~EBO] =~ —B0 =B m= =D} =~ B =~ =] BRD0RD-0-~-550-1008

- s e - - - .- - - - - - - - - - - -
. - - - . H - . - - L] . LI - - - »

EIDIDOLILOIDYIODYLOOLY Y YOV OV LY LD LY VT Y LIV L VDL OO LIOVDLYL

o--1bubb3beb-erah--66~-110306063000e3663 686~ e e e e BEEwby

- - - . u . -w aww = .o .e
- .. - - - - - "ve » -w » s =

LA AN ANO LA AR A AN IOL A (S AN AL APORN- AR L AR AFINA AL - AR (S0 ST A LA L M

~3833320r0003-~5630~0g~ e fbm-~6-1556-003 -~~~ 0000e0ees~-111656

T R R - - = * = - - - . » - - » - *as s ==
"B eE e @ .. " * e ¢ ¥ *« # » . - L s a -« *

VLOGLLY LY LE LIV YLV OISV YD OY VO OLLOODIDOLOYLLYODYDY¥DDYDLIOD

333600733366~ --06366~-371366033333003330--6333~ebojer~q——--1

- a s @nae . w e - & wp s 8 spgepa [N - = aa -
- “ae ses e e -  nr &5 as L - -8 -

DOYODVLLLOLDDOTEIDLO0IVOILLO DL LI LE Y L LY Y LL LD T LL Y DLODYOY

po B e e PR 51 SRR S AR R ba N 6 ) o R =B =) C I - T, - I, D, TR - RPN, b, PHE, PPV o

« e a - . . . - » - - - .
-w

» .- - -
- -

-
- e . a -8 .. * e H . - " -

LLLLLIVLIOVLOVOVYE O LL L LY DL LV YO YOOI DI Y OVLY OO LY LY LI OIS

6LET

696

evel

606

66¢T

678

9821

e8L

602T

6eL

¥8TT

699

l1oyowoud gz-gxes

T °*ON dI OZS

10)owoid 9qZ-gxes

T "ON 4aI 0Fs

1ojowiond qz-gaes

T ‘oM dI OFs

loyowoud gz - gxes

T ‘oN aI OuFs

10jowioud gz gaes

T *ON ai {FS

l1ojowiond gz -gxes

T *ON ar oEs

37



ES 2373318 T3

LO8T

SEVT

67LT

BLET

TE9T

B1ET

TE9T

98¢t

TLST
90¢T
cIST

8%TT

LOPT

88071

333e03533333003330606veb363303036vea6eee)al0ebab606a650667 0 -00~

- - I E AR EEEE] [ BB E S EEE RN I S AR EE R - - esewee - - wn .-
- = LI Y L I L I - " b=y - - s e

Ll = CILOILLELD ~ AL LIDDTEDLDELE~ DLV LOYOYILLOYOLOXDIDIDOIDDIDD

-elo3benyoerioresonboyoedieeebb51683e3703316680 30 8003 peb-~BER

- .= I E B EEEEEEEEEE] = asemw - w - ® ] - - - R - .o -
- - LRI B I b - + w - - - » L ] ke ww * .

VYOG YOIV LYY OO VILIVIIYYVILYDLEL Y IO LY OV LOLVAOLYYOVODY

pabenhioelbestedioebingoeeboebieiebonoroelbbeajenbojeeeieled

- = w - = [ EEREE RN - - - 3 e w - [ EE B - e N N R I R N N R
*sw i LB - - " - LR . .o e - R S A O T I O

DILOOLOYLOVDEOODDD~ YL -0~ - ~DI¥-19~~D00IDIYIODYLIYODDIVYY LY I YD

efeeoeorliveRdesInbeliejelbyneoyobonyeebbbhoesfob1666073000

t ll.t.lllll l!-. - - A R EE B EE] - - e w - - 4w [ AR E-E] - -
- - e " s - = aa - - - mewesnss . - - .- * s rerees . e

YWDYOYOYDLYYYIDILIDLLIYYIDLOLIVOLOVYLOYYLYOLLIYDOIOIODDOIIEID

ejoedafeifoooeerobelonjaberebtnynyialanybaiaiabageoeboe-el63

- - N EEEE X E] - n -] - w "W r e e - N RN B R I N I N A R ) ]
- . A e eeemacw - s n - en * . - h e s e TESEE R NE NS BT RS S e E .-

LLIDIDDELOD0 ~ YYD OVLIOLLLYY VYOOI ~ LLLLLLIOLLILIOLIY DVD IV IVIID

[cterelelambstot-rolnlSletate =] -tolstay =] ote et =3 -1 ~loToTah =1 -Fuy-Y -1 -1 FNINERIN 5T =15 PR Fu e Y < P

I E N E] 2 e as s aan - 4 h st ea - N e - - - + a - -
L v e e ®eanss - e - a2 ueasw - - - - - -

DIODDLAIYOLOLLEYLOVEYOLIO VYO LYY IV LL LY DL IO LIV LIOVIDIVOLIOTY

=2--0-~]-TRDRReRIILOIDIN1563e00066333e0r101633wenoe056603080

- - « s saess - R R RN BN B B RE R NP R * e - . s R EE AR EE NN RN
- - . ® M AL e E RS E S S S S DAY RS AT S e e o I I

VOO ILL OV ULV 0D DL LILLY IDOOOL LIV LY LOL Y LIVYDIYI0D9DLOYD

67L1

6LET

69T

6TET

(A% AN

L9zt

CLST

L0t

£ETST
6911
LoV

6801

PIPT

620T

10j)owoud gz - gaIESs

T "ON ar 03g

. 10)owoid gg-gxes

T "ON aI 0FS

Jojowold gz *gxes

T ‘oM ar O3S

10jowold qz-gaes

T "oN ar OEs

1oyowoud gz gaes
T oM oI {3s
10jowioid gz gaes

t *ON aI 0=Ss

1o0owoud gz - gaes

T "o ar Ous

38



ES 2373318 T3

7061

T8ST

¥y8T

S6¥%1T

LOBT ======m=mmm eeR 506T

89687 DOLOVEDILVODYYY ZGGT

233303030 0elegebojoreee]qReRRRRO6R0RD]17 1000333 eoeeeSedil GH8T

-a [ R - « o uwma [ EEEEEEE R [ AR - s . - .- s .- e
- » Res8ssss - * " e & & A h e wsEaE % & e a e - o wea - e

Ol— — = =YOLIDVIN YOOIV VLIV YV VY Y OO VOV L L LI LODLELEDLIYOYIYOVOD 96%T

Bbejerrlel——m e mm e Devm e 11---63136veobebenab63100030373 8081

T N N - - a R R R EE] -a o BB
s wessse e - . e RN -5 . " E e e bt E s

OOV LI Y AL DV LLY L OV Y Y OVOOVIDLLD LIDLLOVY OV EOYLLIDILLIDOLILE: 9EFT

10jowoud gz - gxes

T °"ON aI 0dS

lojowoud gz - gaes

T *oN ar O3s

10yowoud gz*gxes

T *on ar Ouas

39



ES 2373318 T3

5¢E
Q0656E7T

59¢
096%6E7T

80¢
02096€9T

S¥T
08036ETT

48
0FT96EPT

14
0029671

09¢296¢£7T

QZE96ETT

EEAAA A RN LA (N ATk ALk AN A AR AMMAWDIAA AL 0L AA SAMMAALALANANARS
YOO OV Y oY VY VO VY VO L VL VL L L Y OV L YV VOV DY YV VL LI YV VY C L VL LY

TYOLDELV YOV I VDLLLOVE LV L0V D LI YOLLLOLLY Y OLDLY DOV DILELY LYY YD
YYOLOLL Y VOV L VOOV L VLI Y VD LL VO LLLOLI VYILOLYIAIVILL BL R LYV YD

LYY I0DI LY LYY LIDL Y OYZOLL YOLIV LIV LI LD LLLVLEY LILL LD LIV YO
GICIDTIIDIL VLY ELLOL VIOV ML Y OLL VL E Cb IS OL L W E VO LLOL VL VY VOV

YLLLYDLLYOVY VDOV LILYDVLLODELDLLDLDED DV DDDE LIV LY D LILLLOOTOV
YL LEVOLLY VY VROVEOL VOVLLODLLOLLOLAL) OVY OO0 LLL VE VOV LLLLEOO VOV

LIOYOLYDOOIVYD I LLIDLEVY LYV LY LY VYOV VL VY YOO LLOLY DOV O LD YLD
LIOVELYODOLYYOLLOLL DL LYV IVY LRIV YV OYV VI VY VOILLOLVLOVIOLLL YLD

IOLODLYYLDDEOLDLLYIYOYVDD
LOEOOL YV LEDL oL LLY OV OV YOOV Y VY OL VDO VOLOVYLIDOVL VYL LLOILVLO VLY

VLOOVELOOOLODLLLLL CL VOV OLL YOOI VEODYOLOOVODVILDOLOOOVILLVYOVE

YOVVY YL LDl DL LI OLL DDA LD LI LYY Y OL VIS LLOOII VY VLG VL VL YODL VL

10jowoid £ZODLY
06T6eZhYIY

10j0wold €Z0DLY

0616CTHYLY

Jojowoud £Z0DLY

06T6CEYIY

10jowoid €Z0DI¥
06TE6ZEYIY

10jowold £zpoIv

06T6ZOFLY

10jowiold €ZODTY

06T6ZOFIY

06T6Z5PLY

06162ZB¥Iv

¢ vdnold

40



ES 2373318 T3

608
0ZHS6ETT

S¥L
08¥S6ETT

589
0PaS6LVT

529
00956ETT

§8g
09956EVT

S04
DELSEEYT

&¥¥
08L56C7T

g8t
0v8a6EVT

DOLLLLLLY LI YOV LOILOLLL L IOV OVYV LLY LYY Y L Y OV LV D DI L L L LI LI,
DOGLLLL LY LWL YOV IOOLI L L L LD VYOV VR L VL VYL YV O VYL YOO LI L L DL LT

LR LLIVE Y OLY LY O LY CODLLOLIVVOVD IV LI VIV L Y OOV LYY IYEOVDLY WYY

LYYV YV VOL YL VOL YOOI LD T OVIL VLI VY Rl VYO YO VL Y VO Y VIOVOL VYV

LLY Y OLER LV VIV Y OV EL OVOLLL VDIV VY LY VOV L VOOV LV LYV TOLYYD
Ik VY YOLLY VYL Y YL VI VOV LI O VOLLL YOI VY VY L VY OVL YO LOY VI VLI VY VAL YYD

VEODLDY LYY LOVLIOLLILO DL LELLOTY DV Y Y D DY L Y Y OV Y VY LY YD DL LD
Y LOOLOVY LYY UL OVLLOLEL IO LLLL L) Y DY Y Y OO VL Y VRO VYOV VI VY OOLED

LOLLLLLLY L OV L DL LIV YO YO LL L LAV YOOV YD DLV VY WO LYYV LLYYYYLOD
DL b L L UL YOV L O L VRO VYO VO LLL L VYO VY VP OLL YR Y VOO L VYR LE YV VLOD

LD LI LTV BT LI LD DL LLOLLL YOV DY MV O ELOLIDLOLY TV IO LIOLOL
LLaLal L LL VLD LO DL ILO DL W LALLE YO VIVOO DL YD LEO LD IOL VI VYO ILIDLIDL

YV OOLIY LID DV LLLOLOVE AL ¥ L0009 LILLIO LY VYL YOV Y YOV VOOV LLLYY
YYYOOLLVLLO OV YL LLILO VY VL VLD OO DOLLL LD L VYV L YOV VOV VOOV L VY

VOOLLOLIYYDOL VLY DD VOSVLILLOLLLIYDOIOO O TOLYT R L YOOV YT IV YOVY YD
YOOLLIDIL VYOOIV L VOOVOIVLLIOLLLL VDI IOV OVAI VYV I VOOV VIV YOV VYD

£T004N
06T6ZOTILY

£TODLY
06T6ZBYaY

ETODLY
06T6Z55LY

Joyowoud £Z00LY

06T6ZEYLY

10jowold £Z02LY

06 T6ZEVEIV

10jowoud £ZOILY

06T6ZOVIY

loyowoud €Z2003%

06T6Z6VIY

lojowoid £2QILY

06T6COYLY

Y



ES 2373318 T3

9821
0vev6eyl

et
000S6EVT

S9TIT
090G6EVT

SOTT
02156EPT

S¥0T
O08TS6ETYT

G86
0vZS6E71

5¢6
00ES6ETT

598
02€S6ETT

YV LYYV YOI YDA VDYOLY LIV YO VY OV Y YL OV Y VDY DIV VY Y OLIDOVLIVIY
Y VL PV VYO B YO YOV DLV L VY VOV OV VL O VLY YO YOI FY Y VOLIDO VLI VLY

YV YOV VOVIILVOOVOLIIIOLIVY YOI VY LY VDIOVYIVYVLIODIYOLLLIOVIVL
LYY OV YOI YO O VO L L LI L VY VL VL VL VO LO VR LYY RLOOL VOLLLLOVIV.E

LILLLLY YOV LI VL LY Y Y G L VODDLELL LY L LY OV Y LYY UV R LI YL ODLEL LY
T ILLLL Y YOV Y VL YL VY YOV L Y L YOO LL L L LI VOV VL Y Y Y Y VL L VIODLLLL Y

LYY LLY Y DV OV Y LOV LY Y OV D LY YOV DLV OVY LIV L Y VOV LY LYO VLI VYD
LYOVOL YL L Y YOV YOV YR IOV VYOV YOL Y YO YO L VO Y VLS B VYOV VL VL VOVLL YYD

GEYDLLLIYDLYY YLV DYV DL VLY OV L OOLIO LML LIOIL O LLLLL IV OV Y LI L
Q¥SLLLLYOL YUY vl Y YO VY vOL OV VL VOVIOSILOLL LD LOLLLLL OV OV L L Vil

LYY OV LY DO LLLL LY OLVOVY OV VY Y OV LY DL LD LI O LY LN EY DLV LY
LYV RLV VOV VLI VOO L LILLL VOL YOV VOV Y VY YOI VLY OLVEOLLIDL VI VL YOI VL DY

VOV LIV LLY Y VDL Y VY DA DL L LY L O Y OV LY OV LLO Y VOV O LLIVOLL YYD
YOV YL L LYY VYL Y Y VYL VOOLLL VL VY OV O VL YOVLLO VYOV YOLLL YOI VYD

IVYOYLYOLVY L VOVIADLIOLLLLO DI DO LI L Y LN LL VLI Y Y LY YOV LYDL
LY VO VL VDL Y VYL VOV LLOLLOLLLLODL VOO LLL LYV VYV LI VL L VYL VYO VI VDL

10jowoid £CTOLY
06T6TOYIY

1o0jowoud £Z0DIY
peTEZBYvIY

1ojowioud EZOOLY
06TEZPY IV

Jojowoid EEODLY
06166 LY

10jowoud ' £200LY
06TE6TETIY

10jowold £Z200LY
06T6TRVIY

1ojowiold £ZOILY
0eT6ZhYLY

10jowoid €ZODLY
06T6CRVIY

42



ES 2373318 T3

G9LT
0S¥¥F6EPT

S0LT
0CS76ETT

&v91
08G¥6ETT

g8sT
07976E%1

G¢sT
Q0LY6ETYT

S977T
09LV6ETT

SO¥%T
0E8YeEVT

SveT
08876LFT

VLG LOLYEY YLD VL ODLOVEDOY YL D0V LI OILLOOY YD LOL Y LLODLY IV OIL
DVULLL AL VL YRLIOL VLoD LSV EOOVRE VOO VELOLIDLIOVOVOIOE VLI DAL YIVILL

LOLIDIDOVIDLILOVELTDDLD DIILVLILISVLOOVODLODOV Y ¥OOWILYOYIILID
LOLIDIFOVIILOLOTCLYEDDLOOLILYLILDI VLSOV IOIDOOVY VOOV AL VIV IOLED

YL OLLLLY DLV OLD D IOV YL LL IV LLODILIOVIVILIOOVEL IOV IOVYY

YYVIVOLLLIYOIOVY Y L ODEL OV VL LL O VL LoD DLLOY IV IL IO OV L IOV VIOVYY

NESANA A AATSAT ARINLL AN POL LM S LA B ASL A A-ARSAR L1 4T DM MM PR EI AL A M A A
LOJETAL YLD LY LOOYYOLLOYOIOVODLLOYY VL IL Y Y IVIDOLLI DL O LOLILEL Vil

QLI YODLOLI VYL OV DLY YL VL) YOV VODL Y DOO VLY IO VY LLY YOV
GEVLL YOOI LYY OV VDL Y L L Y L O VORI VYOO L VY DOV VL VIOV LIV Y VO

OV L LY IV DOV )DL Y OV LY OV OV IV VYV I VIV DL YO L LIV L OV LY YL
VYOV YL L YL YOOV Y DO L VOV L VOVOV Y LYY Y Y YL VL VDL YV OL L VL VLD VL LYY VL

VYO LYY LYY O YD LYYV DIV VY O LY LY LY IV L LY LY DO LLY DL OV LYY OV L
VOV Y LYV v OO L VYYD VY VOLL VI VL VYL L VI R VOOLL VLD VY L VYOYL

LYY LY OV L OO LLY LI LL LI L OV OV Y LI L LY T OOV OV LV DO LLLELL LV L
VOLVY L VOV IO L VL L L LG L L LD VYOV VL L VLI VY YOOV O VYL YO OLLLLLLL LT

l1ojowoud €Z0DLY
06T6Z6vIY

lojowold £Z DIV
06T6257LY

lojowoud £2001%
0616zhvIY

Jojowoid £Z0DLY
06T6267IY

1ojowoid £Z0DIY
06 T6CEPIY

10j0woid £Z0DEY
061625%14Y

lojowolid €ZHILY
06T6TBYLY

lojowoud £ZODIY
06tezBrLY

43



ES 2373318 T3

098E6ETT

026E6EVT

086EEETT

0F0%6EFT

00TP6CFT

09TPeEVT

0ZZvecvl

7061
08ZF6L¥PT

6881
OFEPEETT

SZ8T
O00FPGETT

HBwaEBwBudwUBBBB@BGGB@UBUwBHBOﬂ@&&&ﬂb&Uﬂ@H@@ﬁﬂd@ﬁﬂU&Bwaawm

VIO LILLYOIDIEDLLIDDIVIDDLILIVLIED IV L OV YOOVOOIIVDYOYIOIDIDD -

LODYYYYYDYODIIILTILIDILODDLOLOVODOVDDLLYDLYILIVIDIIDDIOILIOD
LALIDEDOVILOVYYILLIVODVIOLYIOD D LLLYIOYDDOLY ALOVIL DL YOIINYID
YOLLYO00LODDLLVIIIY DD LY ILOYSD0IVDDD YOOV AL OLOODOLLIY Y

LODDYODLLDODDIDDLLLIDY VI LIODLY OO VIO LLVOV IO LOVL Y YOLYALDDIILIL

L ELLLOYDIDLOOVYOVLLOD VST ALESYLEN0DDDLYIILIICLYYYDLIOLIYIOD

LYDDOIVOLLOLIVLLLYD
I¥LIOVODYI0DLOVYVOVODDIVDLYDIYbeebeee11e168bb008513 613833365

LOLYELI VO OO LLIL VY Q¥ VY Y Y VY YO VY YO YO VYO Y VYOV VYOV EL YIOLODDD
3163Ee10®b060333010re6RERRRRRRRD PR RO RO R IV Y VIV Y IVLL VEOIO00D

DLLLOOVLOY VL VOV Y DL LIDL OV LLOO DY D OV OOV LIV LY IH LLOVL YD
OLLLISVEO VLY OVLOVYOLLLOL OV LL OO VOOV VYOO Y VL L LL Y VLYV ALLOVIL VD

06TEZEPLY

06T6Z8Yy LY

06T6ZTEYLY

06T6Z5FIVY

06T6ZBYILY

06T6ZETLY

06T6Z59IV

lojowoid £ZODLY

06T6E0V LY

10jowioud €Z20DLY

06T620pLY

lojowold €20

06T6ZEYIN

44



ES 2373318 T3

DFTEGERT

NOEEGERT

O3ET6ETT

DZEEGERT

OBEEELTFT

OFFERERT

DOSEREFT

O95ERETT

DZIEEETT

DHIEBEYT

OFLEGERT

DOBEEERT

33393333933 e3e03360638ey3ogebbbenbfefepeebbeenogioaeavtbanay
132663382303 6eeE013 393160095307 PRERTERSENVIDLYILIOLIOWELILYLE
ERALIR LAY LD O e DS D O L L L O DL WD OO DY DO OO L L O DT L DL Y
DL O DY O DD Lo O D D DO I DY D DO Y L IO OO D LODEOLEW DL LLE
L LD O O DL LD O O D O B0 L L O O Y LS S OO L L B DA B8 00
¥EO00WDION WY OV LA DOLOL LD L LSO ELI JLO0OLLOL YOOI Y DL DI0080L
DOS0LIN D0 LLLD LYY O Lo LD DL LY LY e Y L D00 L LN LLL O OV LLLYY
2O LLLOAL LI O LL O L O Y OO LY DO Ll O L L L S0 O L L Y SO L LY YD
P i P T P 0 L L Nl e N P P P R
L AT L S ER L T L L O DR L S ML D 0L O LD O L L L O O N L L L LI LW ER L 15
WO O T OO Y O L N I O LI L D O L L DO DL D0 0 0 DL IN DL O LL L W T LT

R o O T P P 1 3 i P P Y PR 0P 0 P 0 Y P

06TEZTEYIY

OBTEZEpIY

DETEETEPLY

DS TETEpIY

DETETERLY

06 TEZEPIY

06TETBYIY

OETEZEPLIY

06TEZEPIY

06 TEEEpIY

06TETOTLY

06 TECERIV

45



ES 2373318 T3

FREEGERT

096E6EVT

DZOEEEDT

0BOEGEPT

aaje3yeliveenble
mmuMmmuquuumMuUﬂu@hpuumuuﬂmumuuumuuumumuuauummmmuﬂuuuumunuum
PIRIERIIED Feaeeefiwiieeillabibelgoobabaebeyelban Bogebaeberad

131333e630066663333e663903%e] qeeferleelobiolelliieabololeelor

OETETERIY

0ETEEBPIN

DETETEFIY

D6T6TERIN

46



ES 2373318 T3

Figura 3
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Figura 5
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Figura 6
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Figura7
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