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DESCRIPCION

Una nueva secuencia de acido nucleico dirigida a plastos, una nueva secuencia B-amilasa, un promotor sensible a
estimulos y usos de los mismos.

Los mecanismos exactos mediante los cuales se sintetiza y se degrada el almidén en las plantas se desconocen, a
pesar del aislamiento y caracterizacién de diversas enzimas que se supone que estan implicadas en el proceso.

El almidén se acumula en los cloroplastos de las hojas durante el dia y se usa para proporcionar a las plantas las
necesidades de energia y biosintesis durante la noche. El modo mediante el cual este almidon, denominado
transitorio, se moviliza no se conoce del todo, pero debe implicar la regulacion coordinada de las actividades
sintéticas y degradativas de las enzimas. En los tejidos foliares se piensa que la ruta de degradacién principal esta
implicada en actividades fosforoliticas e hidroliticas, especialmente a-glucosidada (E.C. 3.2.1.3) (Nielson y Stitt,
1997).

El almidén también se acumula en los amiloplastos en los érganos de almacenamiento tales como semillas, frutos y
tubérculos. En este caso el almidén se almacena durante largos periodos de tiempo y la movilizacion del almidén
esta acompafada por la degeneracion de los tejidos de los 6rganos de almacenamiento y aumenta en actividades
amioliticas y fosforoliticas. Sin embargo, existen pruebas que sugieren que la renovacién del almidén también se
produce en los amiloplastos de los 6rganos de almacenamiento (Sweetlove et al, 1996). De nuevo esto requiere la
regulacion coordinada de las actividades sintéticas y degradativas de las enzimas.

Tanto los cloroplastos como los amiloplastos derivan de proplastos y por lo tanto tienen muchas caracteristicas en
comun ademas de ser el sitio de sintesis del almidon en las hojas y en los érganos de almacenamiento
respectivamente; los cloroplastos pueden transformarse en amiloplastos y en otros tipos de plastos (Thomson and
Whatley, 1980).

El almidén es una mezcla de dos polisacaridos: la amilosa que es una cadena lineal de unidades glucosilo unidas
por enlaces a-1,4-glucosidicos; y la amilopectina que esta constituida por muchas cadenas lineales de a-1,4-
poliglucanos que se unen entre si por enlaces a-1,6 glucosidicos.

Las enzimas implicadas en la sintesis del almidén son la enzima ADPG fosforilasa (E.C. 2.7.7.21), la almidon sintasa
(E.C. 2.4.1.21) y de ramificacién (E.C. 2.4.1.18). La ADPG fosforilasa es responsable de proporcionar el sustrato
ADPG, sirviendo esta molécula como donante de mondmeros de glucosa que estan unidos entre si por la accién
concertada de las enzimas almiddn sintasas (enlaces a-1,4) y de ramificacion (enlaces a-1,6).

Se piensa que la estructura insoluble, cristalina de los granos de almidén esta formada por la estrecha compactacion
de las moléculas de amilopectina ramificadas, prolongadas helicoidalmente, rellenando las moléculas de amilosa
todos los espacios.

Se ha descrito una serie de actividades enzimaticas degradativas de almidon que incluyen la enzima a-amilasa (E.C.
3.2.1.1), la isoamilasa (E.C. 3.2.1.68), la B-amilasa (E.C. 3.2.1.2), la a-glucosidasa (E.C. 3.2.1.3), la almidén
fosforilasa (E.C. 2.4.1.1) y la desproporcionante (E.C. 2.4.1.25). Muchas de estas actividades enzimaticas existen en
formas multiples en plantas y se piensa que algunas estan implicadas en la sintesis del almidon. Todas
probablemente participando, en cierta medida, en el proceso de movilizacion del almidén, sin embargo sus funciones
exactas y posibles interacciones aun no se han determinado. Las dificultades en cuanto a la atribucion de las
funciones para las diferentes enzimas se ilustran mejor por referencia a dos de las actividades enzimaticas que se
piensa que son las principales colaboradoras de la degradacion del almidon en las plantas: la almidén fosforilasa y la
amilasa.

La almidon fosforilasa cataliza la liberacion reversible de la glucosa-1-fosfato a partir de o-1,4-glucanos. En los
tejidos de las plantas se encuentran dos formas de almidon fosforilasa: la Pho1, o el tipo L, localizada dentro de los
plastos y que tiene una alta afinidad hacia las maltodextrinas; la Pho2, o el tipo H, que es citosodlica y tiene alta
afinidad a poliglucanos grandes, muy ramificados, tales como el glucégeno. Aunque la enzima plastidial Pho1 fuese
posiblemente una candidata implicada en la movilizacion del almidén, la inhibicidon antisentido de la actividad
enzimatica en hojas no tendria efecto sobre la acumulacién del almidén en hojas de plantas de patata transgénicas
(Sonnewald y col., 1995). En otro estudio, la inhibicion antisentido de la Pho2 citoplasmica tuvo una influencia sobre
el comportamiento germinativo de tubérculos de patatas transgénicas, pero no tuvo efecto sobre la acumulacion y
degradacion del almidén. (Duwenig y col., 1997).

Existen dos grupos principales de amilasa ambos de los cuales hidrolizan enlaces o-1,4-glucosidicos en la amilosa y
amilopectina: la a-amilasa actua al azar sobre enlaces no terminales, mientras que la B-amilasa actua para liberar
unidades de maltosa a partir del extremo no reductor de la cadena de poliglucano. Se piensa que la localizacion
subcelular de la a-amilasa en el espacio apoplastico de las células de las plantas refleja el hecho de que la enzima
se secreta normalmente. Sin embargo, en diversas plantas, tales como arroz (Chen, y col., 1994) y remolacha
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azucarera (Li, y col., 1992) la enzima también se localiza dentro de los cloroplastos y amiloplastos, a pesar del
hallazgo de que las secuencias de sefial en el extremo amino de una serie de proteinas o-amilasa son
caracteristicas para la translocacion de las proteinas a través de la membrana de RE en lugar de la membrana
plastidial (Chen y col, 1994). En un estudio en el que el promotor y la secuencia sefial de un gen a-amilasa del arroz
se fusionaron con el gen GUS bacteriano y se introdujeron en el arroz, tabaco y patata usando transformacion
mediada por Agrobacterium (Chan y col., 1994), se demostr6 que la proteina de fusion GUS expresada se
transportaba primero al reticulo endoplasmico y después se exportaba al medio de cultivo de cultivos en suspensién
constituidos a partir de células transgénicas. En diversos estudios, se ha observado que la a-amilasa degradara
moléculas de almidén nativas.

En cambio, en estudios realizados in vitro se ha observado que la B-amilasa no degradard granulos de almidon
nativos sin digestion previa de los granulos con otras enzimas. Mutantes de arroz (Daussant y col., 1981) y de soja
(Hildebrand e Hymowitz, 1981) que carecen de B-amilasa activa o que contienen solo trazas de actividad,
respectivamente, aparentemente muestran crecimiento y desarrollo normal. Ademas, plantas de Arabidopsis
transgénicas en las que los niveles de B-amilasa se han reducido enormemente, no muestran defectos de
crecimiento graves (Mita y col., 1997). Se han obstaculizado intentos para definir la funcién fisiolégica exacta de las
B-amilasas en plantas por datos poco concluyentes concernientes a la localizaciéon subcelular. Aunque un estudio
(Kakefuda y col., 1986) describi6 la presencia de dos B-amilasas en cloroplastos del guisante, la mayoria de los
estudios que implican especies tales como Vicia faba, cebada, trigo, soja, batata y guisante han llegado a la
conclusion de que la mayor, si no toda, actividad B-amilasa es extracloroplastica (Nakamura y col., 1991). Este punto
de vista se basa en el hecho de que todos los genes B-amilasa clonados hasta ahora codifican proteinas que
carecen de secuencias peptidicas transitorias cloroplasticas amino- terminales.

En cereales, se han descrito tres tipos de f-amilasa: una forma especifica del endospermo que se acumula durante
la maduracion de la cariopside; una forma que se sintetiza de novo en células de aleurona de arroz y maiz durante la
germinacion (Wang y col., 1996; 1997); y una B-amilasa que es ubicua en 6rganos vegetativos. En Arabidopsis, la
forma ubicua representa aproximadamente el 80% de la actividad degradativa del almidon de hojas de roseta. En
comun con todos los restantes genes B-amilasa clonados hasta ahora, el gen para la B-amilasa ubicua en
Arabidopsis no codifica ninguna proteina que tenga una sefial diana subcelular, por lo tanto, probablemente la
enzima se localiza en el citosol.

Los hallazgos, como resultado de diversos estudios realizados, en cuanto a que las actividades degradativas puede
eliminarse sin efectos adversos sobre la viabilidad de la planta, junto con la localizacién subcelular de las enzimas
degradativas del almidén fuera del plasto, son sorprendentes. La ausencia aparente de una actividad B-amilasa
localizada en plastos es especialmente sorprendentemente a la luz del hecho de que el producto final principal
esperado de la actividad B-amilasa, concretamente maltosa, se ha identificado con un producto de la degradacion
del almidén en cloroplastos aislados (Peavey y col.,, 1977). Mas recientemente, se ha observado que tanto la
glucosa como la maltosa se exportan desde amiloplastos de brotes de coliflor aislados durante el proceso de
movilizacién de almidén (Neuhaus y col., 1995).

La capacidad para manipular la cantidad de almidén en los plastos de hojas u 6rganos de almacenamiento seria de
gran beneficio en diversos procesos industriales que utilizan almidones de plantas. Por ejemplo, un intento para
aumentar el contenido de almidén de tubérculos de patata, se ha demostrado previamente que cuando g7gC76 de la
ADPG PPasa de E. coli se sobreexpresa en tubérculos de patata transgénica, hay un aumento en cuanto al flujo de
carbono en el almidén pero solo hay un pequefio aumento en cuanto a la acumulacién neta de almidon (Sweetlove y
col., 1997). Anadlisis de actividades enzimaticas, realizados en las lineas de sobreexpresiéon, demostraron que,
ademas de la modificacion en la ADPG PPasa, especificamente la B-amilasa, también se modifico la actividad de la
amilasa. Estos datos sugieren que la acumulacién del almidén en tubérculos que sobreexpresan la proteina g1gC16
se impide por la degradacion del almiddn recién sintetizado, es decir el almidon se esta renovando.

En otro ejemplo, la disponibilidad del almidén durante el proceso de malteado esta estrechamente correlacionada
con los tipos y cantidades de actividades enzimaticas degradativas en la planta, especificamente en los 6rganos de
almacenamiento. Un aumento en la capacidad degradativa del cultivo haria que el malteado del grano de los
cereales o la conversion del almidon de los tubérculos, u otros érganos de almacenamiento, en alcohol fuesen mas
eficaces y productivos.

El tipo de almidon presente en los érganos de almacenamiento depende de las formas y de las actividades de la
enzima ADPG fosforilasa, almidon sintasa, de ramificacion y de las enzimas degradativas presentes. Las
interacciones entre las diversas enzimas también seran importantes.

Existe un considerable interés en la creacién de nuevos almidones en plantas y esto reducira los costes de
procesamiento y modificacion del almidén antes del uso en una diversidad de industrias tales como la alimenticia,
del papel, farmacéutica, pegamentos, aceite y textiles. Los siguientes ejemplos muestran como puede ser importante
la actividad hidrolitica del almidon modificando la estructura del almidén in vivo.
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Se ha demostrado que, en granos de maiz, la mutacion sugary1 produce la ausencia de una enzima desramificante
que hidroliza enlaces a-1,6-glucosidicos del almidon (James et al., 1995). La mutacion da como resultado la
concentracion disminuida de amilopectina y la acumulacién de glucopolisacarido altamente ramificado, el
fitoglucégeno.

Se ha demostrado que, en el guisante, moléculas cortas de oligosacaridos, que comienzan con maltosa y afiaden
sucesivas unidades de glucosa hasta maltoheptosa, estimulan especificamente la actividad de la almidén sintasa |
unida a granulo (GBSSI) (Denyer et al., 1996) que generalmente se acepta que es la enzima principal responsable
de la sintesis de amilosa (por ejemplo van der Leij et al., 1991; Hylton et al., 1995; Ainsworth et al., 1993). La
manipulacion de la actividad de la GBSSI controlando el abastecimiento de malto-oligosacaridos es el objeto de una
patente reciente (WO 97/16554) y sugiere que un aumento en la concentracion de malto-oligosacaridos, y por tanto
un aumento en la proporcién de amilosa con respecto a amilopectina en el almidéon, puede producirse por la
introduccion de enzimas degradativas, concretamente a-amilasa, B-amilasa, enzima desproporcionante, enzima
desramificante y almidon fosforilasa. La patente WO 97/16554 también indica que se han clonado genes para
isoformas plastidiales de estas enzimas. Sin embargo, como se ha indicado anteriormente, genes no B-amilasa
aislados hasta ahora codifican una enzima B-amilasa con una secuencia de direccion proteica y, ademas, existen
dudas de que las a-amilasas se dirijan originalmente por plastos (Chen y col., 1994; Chan y col., 1994).
Posteriormente en el documento WO 97/16554, se hace referencia a la manipulacion por ingenieria genética de una
secuencia de ADNc de pB-amilasa para afiadir una secuencia de direccion plastidial.

Ademas de los usos industriales para el almidon en los érganos de almacenamiento, la cantidad de almidén en la
hoja tiene importancia significativa para la agronomia de un cultivo. El almidén se sintetiza en la hoja durante el dia a
partir del carbono fijado durante la fotosintesis. El almidén se almacena en el cloroplasto y se degrada por la noche
para convertirse en una fuente de energia y en productos intermedios para el metabolismo en la planta. Hasta el
momento se desconocen los mecanismos mediante los cuales se controla la relacién fuente-vertedero, sin embargo,
esta claro que la manipulacion de la cantidad y disponibilidad del almidon en plastos de hojas tendra una profunda
influencia sobre la productividad de las plantas (biomasa y produccion).

La cantidad de almidén en la hoja también sera importante para aquellos cultivos en los que la hoja es el articulo de
consumo principal de la planta, por ejemplo el cultivo de la planta del tabaco. Se sabe que el contenido del almidén
tiene una influencia sobre el sabor eventual del tabaco cuando se fuma. La provisién de un medio para manipular el
nivel de almidén en las hojas del tabaco seria de interés para la industria del tabaco.

En la presente memoria se describe, por primera vez, el aislamiento de un ADNc que codifica una nueva enzima f-
amilasa que esta dirigida a plastos (conocida en lo sucesivo en la presente memoria como B-amilasa (ct) dirigida a
cloroplastos) mediante una nueva secuencia de direccion. El aislamiento de esta secuencia codificante completa es
sorprendente, ya que generalmente se pensaba que la B-amilasa solo participaria en la hidrdlisis del almidén una
vez liberados los fragmentos de poliglucano mas pequeios, bien por translocacion o por degradacion de la
membrana, desde el plasto dentro del citoplasma. La localizacion de la enzima en los plastos ofrece la posibilidad
inesperada de que la B-amilasa ct estd implicada en la degradacion del almidén transitorio localizado en los
cloroplastos y almidén de almacenamiento localizado en los amiloplastos.

La similitud de las caracteristicas entre los cloroplastos y los amiloplastos (Thomson y Whatley, 1980) es de
importancia para la presente invencién, ya que ha demostrado que los péptidos transitorios de polipéptidos dirigidos
a cloroplastos pueden importar polipéptidos heterélogos dentro de amiloplastos y viceversa. Por ejemplo, cuando el
péptido transitorio de la enzima almidon sintasa unida a granulo del maiz se fusiona con la proteina B-glucuronidasa
(GUS) de E. coli importara la proteina GUS no solamente dentro de los amiloplastos sino también dentro de los
cloroplastos (Klosgen y Weil, 1991).

Ademas, los autores de la invencion demuestran que la expresion del gen ct-Bmy en Arabidopsis y la expresion de
fusiones promotor de Bmy ct : GUS en tabaco transgénico puede regularse independientemente mediante luz y
sacarosa. Esto es sorprendente considerando el fuerte acoplamiento en cuanto a las respuestas de induccion de luz
y azucar de la ATS-Amy de Arabidopsis (Mita et al, 1995).

La presente invencion proporciona una secuencia de acido nucleico, conocida, en la presente memoria, como SEC
ID N°: 1, que comprende de 1-294 nucleétidos y que codifica una secuencia capaz de dirigir una proteina a un plasto
de una planta, o secuencias que tienen una homologia de al menos un 65% o mas con la SEC ID N° 1y que se
hibridan con dicha SEC ID N° 1 en condiciones de medio rigurosas y que codifican una secuencia que tiene la
misma capacidad de direccion.

Preferentemente la secuencia de acido nucleico codifica aproximadamente 94 y mas preferentemente
aproximadamente 85 restos de aminoacidos.

La presente invencion también se refiere a una secuencia de acido nucleico conocida, en la presente memoria,
como SEC ID N° 2, que comprende de 1-1662 nucledtidos y que en su interior posee una secuencia capaz de
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codificar la -amilasa o secuencias que tienen una homologia de al menos un 65% o mas con la secuencia descrita
en la SEC ID N°: 2 y que tiene la misma capacidad de codificacion.

La presente invencidon también proporciona una secuencia de acido nucleico conocida, en la presente memoria,
como SEC ID N° 3, que comprende de 1-1953 nucledtidos y que codifica la B-amilasa dirigida a cloroplastos, o
secuencias que tienen una homologia de al menos un 65% o mas con la secuencia descrita en la SEC ID N°: 3 y
que comprende 1-294 nucleétidos de la SEC ID N°: 3 y que se hibrida con dicha SEC ID N°: 3 en condiciones de
medio rigurosas y que codifican una p-amilasa dirigida a cloroplastos.

Las secuencias homologas también incluyen aquellas secuencias que se hibridan con la SEC ID N°: 1 o SEC ID N°:
3 en condiciones de medio rigurosas (lavado a 2x SSC a 65 °C).

Preferentemente la secuencia de acido nucleico es una secuencia de ARNm o de ADNc, aunque puede ser ADN
genoémico.

La presente invencion también proporciona un método para aumentar o disminuir la actividad de la B-amilasa en una
planta, comprendiendo el método las etapas de incorporar, de manera estable, en un genoma de una planta, un gen
quimérico que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica una secuencia dirigida a plastos,
comprendiendo dicha secuencia de acido nucleico la secuencia conocida, en la presente memoria, como SEC ID N°:
1, que comprende de 1-294 nucleétidos y que codifica una secuencia capaz de dirigir una proteina a un plasto de
una planta o secuencias que tienen una homologia de al menos un 65% o méas con la SEC ID N° 1 y que se
hibridan con dicha SEC ID N°: 1 en condiciones de medio rigurosas y que codifica una secuencia que tiene la misma
capacidad de direccién y una secuencia codificante de B-amilasa y que regenera una planta que tiene un genoma
modificado. Dicha secuencia codificante puede ser la secuencia de acido nucleico de la SEC ID N°: 2 , que es una
secuencia codificante de B-amilasa.

La presente invencion también proporciona un método para aumentar o disminuir la actividad de la f-amilasa en una
planta, comprendiendo el método las etapas de incorporar, de manera estable, en un genoma de la planta, un gen
quimérico que comprende una secuencia de acido nucleico, comprendiendo dicha secuencia de acido nucleico la
secuencia conocida, en la presente memoria, como SEC ID N°: 3 y que comprende de 1-1953 nucleétidos y que
codifica una B-amilasa dirigida a cloroplastos, o secuencias que tienen una homologia de al menos un 65% o mas
con la SEC ID N°: 3 y que comprenden 1-294 nucleétidos de la SEC ID N°: 3 y que se hibridan con dicha SEC ID N°:
3 en condiciones de medio rigurosas y que codifican una B-amilasa dirigida a cloroplastos y que regenera una planta
que tiene un genoma modificado. Dicha enzima puede ser la B-amilasa no plastidial.

La presente invencién también proporciona un método para dirigir proteinas o enzimas a un plasto de una planta ,
comprendiendo el método las etapas de incorporar, de manera estable, en un genoma de una planta, un gen
quimérico que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica una secuencia dirigida a plastos y una
secuencia codificante de una proteina o una enzima y la regeneracion de una planta que tiene un genoma
modificado, estando una o mas de la proteina o enzima en la ruta de los siguientes grupos: sintesis de lipidos,
fotosintesis, metabolismo de aminoacidos, fijacion de nitrégeno, fijacion o sintesis de carbono de polimeros de
hidratos de carbono; o siendo capaz de otorgar una caracteristica a la planta, siendo la secuencia de acido nucleico
la secuencia de acido nucleico de la SEC ID N°: 1 o secuencias que tienen una homologia de al menos un 65% o
mas con la SEC ID N° 1y que se hibrida con dicha SEC ID N°: 1 en condiciones de medio rigurosas y que codifica
una secuencia que tiene la misma capacidad de direccidon. Las caracteristicas pueden seleccionarse de uno o mas
del siguiente grupo: resistencia a herbicidas y resistencia a plagas, incluyendo, por ejemplo, resistencia a hongos,
bacterias o virus.

La presente invencion también proporciona plantas que en su interior poseen un gen quimérico que comprende un
promotor, una secuencia de acido nucleico codificante que codifica la secuencia dirigida a plastos, siendo la
secuencia capaz de dirigir una secuencia codificante de una enzima en la ruta biosintética o degradativa del almidoén
a un plasto de una planta y un terminador.

Dicho gen quimérico puede comprender un promotor, siendo dicho promotor una secuencia de acido nucleico
conocida, en la presente memoria, como SEC ID N°: 8 o que en su interior tiene una homologia de al menos un 65%
y que tiene sustancialmente la misma funcion que esta y siendo dicha secuencia de acido nucleico sensible a
estimulos, siendo el nivel de expresion de dicho producto variable en respuesta al estimulo aplicado a dicha
secuencia de acido nucleico.

La descripcién también se refiere a un método para variar el nivel de expresién de un producto codificado por una
secuencia codificante unida operativamente a una secuencia de acido nucleico capaz de dirigir la expresion de dicho
producto en una planta, comprendiendo dicho método las etapas de incorporar, de manera estable, en un genoma
de una planta, un gen quimérico que comprende una secuencia de acido nucleico capaz de dirigir la expresion de un
producto codificado por una secuencia codificante que esta unida operativamente a la misma, teniendo dicha
secuencia de acido nucleico sustancialmente la secuencia de la SEC ID N°: 8 o teniendo una homologia de al menos
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un 65% con la misma y teniendo sustancialmente la misma funciéon que esta y siendo sensible a estimulos.
Preferentemente los estimulos se producen en presencia o ausencia de luz y/o de diversos niveles de azucar. Como
alternativa el estimulo es un estimulo que se controla evolutivamente.

Ventajosamente el azlicar es uno o mas de sacarosa o glucosa.
Preferentemente el azlcar es sacarosa.

Ventajosamente el promotor inducible, o la secuencia de acido nucleico capaz de dirigir la expresion de dicho
producto en una planta, es operativa en condiciones en las que no hay luz pero si azucar, o en las que no hay
azucar pero si luz. El tejido de una planta donde no hay luz pero si azUcar puede estar adecuadamente en 6rganos
subterrdneos u 6rganos vertedero. Los érganos subterraneos pueden ser, por ejemplo, tubérculos, rizomas o raices
mientras que los érganos vertedero pueden ser hojas jovenes o semillas.

El tejido de una planta en la que no hay azucar pero si luz puede ser hojas maduras (en las que no se transporta
azucar), partes de flores o semillas en germinacion.

Las construcciones y genes quiméricos que poseen las caracteristicas estructurales de ADN descritas anteriormente
también son aspectos de la invencion.

Son también un aspecto de esta invencion las células de las plantas que contienen un gen quimérico comprenden
una secuencia de acido nucleico que codifica una secuencia dirigida a plastos, descrita anteriormente en la presente
memoria, y una secuencia codificante de acido nucleico de una enzima en la ruta biosintética o degradativa del
almidén o un gen quimérico que comprende una secuencia de acido nucleico capaz de dirigir la expresién de una
secuencia codificante adicional o un gen quimérico que comprende una secuencia de acido nucleico descrita
anteriormente en la presente memoria, que es sensible a estimulos y una secuencia codificante, siendo variable el
nivel de expresion de dicha secuencia codificante en respuesta al estimulo aplicado a dicha secuencia de acido
nucleico, como lo es la semilla de la planta transformada que contiene uno o mas genes quiméricos de acuerdo con
la invencién.

Ventajosamente la secuencia dirigida a plastos es la SEC ID N°: 1.

En un primer aspecto de la presente invencion el método anterior puede usarse para modificar el metabolismo de
una hoja, de manera que el almidon se acumule en su interior o se movilice de ahi, en su conjunto, este proceso
modifica la relacién fuente-vertedero en la planta. Esto puede conseguirse proporcionando la secuencia de direccion
y una secuencia codificante de acido nucleico de una enzima en la ruta de la biosintesis o degradativa del almidén
bajo la direccién de un promotor adecuado. La seleccién del promotor adecuado daria como resultado en plantas un
aumento o disminucién de los niveles de almiddon en las hojas que podria ser util, por ejemplo, en la industria del
tabaco; o de manera alternativa daria como resultado cambios en la produccién del almidén en diversos tejidos de
plantas distintos tales como tubérculos, frutas y raices después de la modificacion de la relacion fuente-vertedero de
la planta.

En esta realizacion de la invencion un promotor adecuado dirigiria la expresion de la secuencia dirigida a plastos y la
secuencia codificante de una enzima en la ruta biosintética o degradativa del almidén a lo largo de toda la planta,
denominada expresién constitutiva, o especificamente en las hojas. Estos cambios tendran un efecto profundo de
manera que el contenido y/o la produccidon de almidén de los érganos de la planta se modificarian de manera
significativa.

Un promotor preferido capaz de dirigir la expresién a lo largo de todos los tejidos de la planta es el promotor extraido
del gen 35S del virus del mosaico de la coliflor. Para la expresion en hojas, los promotores preferidos pueden
extraerse del gen de la subunidad menor de la ribulosa bifosfato carboxilasa o del gen de plastocianina del guisante.
Un experto en la materia reconocera otros promotores adecuados tanto para la expresion constitutiva como para la
expresion en especifica en hojas, tales como el promotor de nopalina sintasa y el promotor de la proteina de unién a
clorofila a/b, respectivamente.

La secuencia codificante, o partes de la misma, para la enzima en la ruta biosintética o degradativa del almidon
puede disponerse en la direccion de marco de lectura normal, es decir, con sentido, o en la direccién de marco de
lectura inversa, es decir antisentido. La regulacion positiva o negativa de la actividad de la enzima en una planta
usando tecnologia con sentido, antisentido o cosupresora (siendo la ultima como se describe por DNAP en sus
patentes europeas Nos 0465572 y 0647715) puede usarse para conseguir la modificacion en el almidon de la planta.

En un segundo aspecto de la invencién el método de la misma también puede usarse para modificar el metabolismo
de almidén en organos de almacenamiento de manera que el contenido del almidén aumente y/o el almidon se
proporcione en una forma adecuada segun se requiera para los propositos de los procesos industriales particulares.
Dichos procesos incluyen la elaboracién de papel; fabricacion de productos farmacéuticos, textiles, colorantes y
productos de construccion; suministro de pan, productos lacteos y aperitivos; fabricacion de conservas, productos
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secos o instantaneos, malteado del grano y produccién de jarabes y alcohol.

En el primer o segundo aspecto del método la enzima seleccionada para usar en el gen quimérico de los métodos
puede ser una procedente de la ruta degradativa del almidon, es decir, una enzima degradativa de almidon.
Ventajosamente, el gen quimérico comprende una B-amilasa dirigida a cloroplastos (en lo sucesivo en la presente
memoria conocida como B-amilasa ct) y mas preferentemente comprende una B-amilasa ct derivada de Arabidopsis
thaliana (en lo sucesivo en la presente memoria conocida como B-amilasa ct At), véase la SEC ID N°: 3. También
pueden usarse secuencias homdlogas a la B-amilasa ct At que pueden derivar de otras fuentes de plantas tales
como patata, tabaco, trigo, maiz y cebada. Para aislar secuencias de dichos organismos, pueden usarse métodos
convencionales de clonacion por hibridaciéon o técnicas de reaccion en cadena de polimerasa (PCR): por ejemplo
técnicas de clonaciéon molecular, tales como las descritas por Sambrook et al. (1989) y las técnicas por PCR
descritas por Innes et al. (1990). Otras enzimas degradativas del almidén, cuya una o mas secuencias codificantes
serian adecuadas para usar con la secuencia dirigida a plastos, incluyen la enzima o-amilasa, la enzima
desproporcionante, la enzima desramificante, la almidén fosforilasa, la a-glucosidada y B-amilasa no plastidial.

En el segundo aspecto del método de la invencion, los promotores preferidos que dirigirian la expresién a los
organos de almacenamiento de las plantas podrian seleccionarse, por ejemplo, de los genes del siguiente listado: el
gen de glutenina de elevado peso molecular del endospermo del trigo; el gen de o,B-gliadina del endospermo del
trigo; el gen de hordeina del endospermo de la cebada o el gen de la patatina de tubérculos de patata. Los expertos
en la materia conocen otros promotores adecuados.

En cualquier aspecto de la presente invencién, la modificacion del metabolismo tisular o la modificacion de las
caracteristicas o del tipo de almidén puede hacerse sensible a estimulos, es decir inducible, en virtud del uso del
promotor inducible descrito en la presente memoria (SEC ID N°: 8). Por ejemplo, para manipular el conjunto de
semillas, podria usarse el aspecto de inducibilidad por luz del promotor inducible induciendo un gen, tal como
Barnasa, (como se ilustra en la patente WO 98/10081) para influir en el desarrollo del polen o para influir en genes
no sensibles a luz en procesos dependientes de luz de otra manera tales como maduracion de frutos o germinacion
de semillas. El promotor inducible por luz también podria usarse para activar genes que influyen en la produccién de
metabolitos secundarios en hojas, por ejemplo produccién de alcaloides. Los promotores inducibles por luz también
pueden usarse para manipular genes de enzimas biosintéticas de almidén en hojas u otros tejidos fotosintésicos o
por ejemplo en la activacion de genes después de la retirada de tubérculos, por ejemplo del almacenamiento en la
oscuridad. El aspecto de inducibilidad por aziucar del promotor inducible podria usarse para regular genes, por
ejemplo, en el desarrollo de tubérculos u otro tejido no fotosintético tal como genes de resistencia a plagas y/o genes
que podrian influir en la calidad del cultivo después de la cosecha. Para las patatas, los genes de resistencia a
podredumbre, pie negro y raiz seca podrian ser particularmente beneficiosos y podrian clonarse mas
ventajosamente en genes recombinantes con promotores inducibles por azucar. Como alternativa, el aspecto de
inducibilidad por azucar del promotor inducible podria usarse para conducir la expresion de genes para marcadores
de seleccion en el proceso de cultivo de tejidos.

Un experto en la materia puede disefiar facilimente el elemento sensible inducible por aztcar de la SEC ID N°: 8 y/o
el elemento sensible inducible por luz usando técnicas bien conocidas, tales como estudios de delecién. Pwee y
Gray (1993) describen dicho estudio de delecion dentro del gen de plastocianina del guisante usando un gen
marcador para determinar regiones operativas del mismo.

Los métodos descritos en la presente memoria o, por ejemplo, en manuales de laboratorio de Sambrook et al (1989)
y Gelvin y Stanton (1995) por clonacién de secuencias de genes e insertandolas en vehiculos apropiados (vectores
o plasmidos etc.) son técnicas bien conocidas por los expertos para poner en practica dichos conceptos. El gen (o
genes) quimérico, como se ha descrito anteriormente, puede introducirse en si mismo o acomparfiale uno o mas
genes quiméricos distintos, tal como uno o mas de los otros genes descritos anteriormente. En el caso de las
realizaciones descritas anteriormente, utilizando un primer gen quimérico que codifica una enzima de la ruta
degradativa del almidén, el segundo gen quimérico puede, por ejemplo, comprender una secuencia de acido
nucleico que codifique una enzima de la ruta biosintética del almidon también bajo la direccion de un promotor y un
terminador adecuados. El promotor y/o terminador del segundo gen quimérico puede ser el mismo o diferente del
promotor y/o terminador del primer gen quimérico. Las secuencias adecuadas que codifican enzimas de la ruta
biosintética del almidén son las secuencias de acido nucleico para la sacarosa sintasa, ADP fosforilasa, almidon
sintasa y pueden también incluir enzimas ramificadoras, o-amilasa, isoamilasa, B-amilasa no plastidial, a-
glucosidasa, almidon fosforilasa y enzima desproporcionante.

Se han descrito los procedimientos para la introducciéon de mas de un gen quimérico en una planta y comprenden la
construcciéon de un vector binario con los genes quiméricos unidos entre si en una molécula de acido nucleico; la
cotransformacion usando dos o mas células de Agrobacterium diferentes, por ejemplo, con diferentes vectores
binarios que contienen diferentes genes quiméricos en su interior; o la transformacion de una planta que ya tiene un
gen quimérico con un segundo gen quimeérico diferente, es decir, retransformacion. En el ultimo caso, el método de
seleccion de plantas transgénicas después de la introduccidon del segundo gen quimérico debe ser diferente del
método de seleccidn usado para la introduccion del primer gen quimérico. Los marcadores de seleccion adecuados
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podrian incluir los de resistencia a higromicina, a kanamicina, a sulfonamida y a Basta. También pueden usarse
métodos bioldgicos, tales como cruzamiento de dos plantas, en el que cada planta contiene un solo gen quimérico.

Para modificar el contenido en almidén de una planta ya transformada podria realizarse el uso de dos
construcciones de genes quiméricos que presenten un aumento significativo en una primera actividad enzimatica y
un cambio consecuente en la sintesis de almidon.

Por tanto, la presente invencién también proporciona un método para modificar, en una planta transgénica que ya
presenta un aumento o disminucién en una actividad enzimatica en la ruta biosintética de almidén como resultado de
transformacion genética, otra enzima para regular positiva o negativamente dicha otra enzima y por lo tanto
aumentar o disminuir la cantidad de almidén producida por la planta retransformada, siendo dicha otra enzima una -
amilasa dirigida a plastos que codifica una secuencia de acido nucleico que comprende la SEC ID N° 1 o
secuencias que tienen una homologia de al menos un 65% o mas con la SEC ID N°: 1 y que se hibridan con dicha
SEC ID N°: 1 en condiciones de medio rigurosas y que codifica una secuencia que tiene la misma capacidad de
direccion.

Dicha B-amilasa dirigida a plastos esta codificada por una secuencia de acido nucleico que comprende la SEC ID N°:
2.

Ventajosamente, la primera planta transformada es una planta que posee una actividad enzimatica aumentada en la
ruta biosintética del almidén. Un ejemplo de un intento para aumentar el contenido de almidén de una planta es una
planta de patata transgénica transformada con el gen de ADPD-PPasa, por ejemplo g7gC16 (véase por ejemplo, el
documento WO 91/19806). La cantidad de almidén que aumenté en dicha planta fue relativamente pequefia. Esta
primera planta transformada se volvi6 a transformar, ventajosamente, con un gen quimérico de una enzima
degradativa de almidon, que comprendia adecuadamente, por ejemplo, B-amilasa ct At. La proteina g1gC16 se
expreso en los primeros tubérculos transformados dando como resultado un aumento de la actividad ADPG-PPasa y
un aumento del flujo de carbono para almidon. Ventajosamente, la expresion del gen B-amilasa ct At quimérico, o
partes del mismo, en los tubérculos retransformados dieron como resultado la regulaciéon negativa de la actividad -
amilasa ct, es decir, cosupresion o tecnologia antisentido, proporcionando por tanto un aumento en la acumulacion
de almidon.

Preferiblemente la expresion de la segunda enzima se dirige a los tubérculos. Un promotor adecuado para dirigir la
expresion del gen quimérico de B-amilasa ct At en tubérculos es promotor del gen de la patatina.

La primera planta de patata transformada que expresa g7gC716 es resistente a kanamicina, por lo tanto la
construccidon de vector binario para el gen quimérico de B-amilasa ct At lleva un gen de resistencia diferente,
adecuadamente un gen de resistencia a sulfonamida, por ejemplo. La producciéon de almidéon aumentada en el
tubérculo de la patata podria ser beneficiosa, por ejemplo, para la fabricacion de patatas fritas ya que un aumento de
un 1% de materia seca de patata podria dar como resultado un aumento de un 4% en el producto.

La fabricacion de patatas fritas también sirve para ilustrar otro beneficio de la invencion. Cuando los tubérculos de la
patata se almacenan a temperaturas por debajo de 8 °C, se acumulan azucares reductores, glucosa y fructosa a
partir de la degradacion del almidon. Cuando las patatas se frien para obtener patatas fritas los azucares reductores
reaccionan con los aminoacidos en la reaccion Maillard para dar lugar al color marrén y a sabores en el producto. La
introduccion de un gen quimérico en plantas de patata que detuviese la degradaciéon del almidén y por tanto la
acumulacién de azucares reductores podria ser beneficiosa para la industria de aperitivos. Preferiblemente el gen
comprenderia la secuencia codificante, o una parte de la secuencia, de la B-amilasa ct en una construccion
cosupresora o antisentido, dirigido por un promotor y un terminador adecuados. Un promotor adecuado podria
extraerse del gen de patatina en tubérculos de patata. Ventajosamente, en lugar de la f-amilasa ct, también podrian
usarse cualquiera de las otras enzimas degradativas de almidén mencionadas anteriormente.

En la construcciéon también podria usarse el promotor inducible de la SEC ID N° :8 si fuera necesaria la expresion
coordinada en el desarrollo de la hoja y en el desarrollo del tubérculo, ya que el promotor de la patatina también es
inducible por sacarosa (Rocha-Sosa et al (1989). De manera similar, también podria usarse la secuencia para el
polipéptido dirigido a cloroplastos de la SEC ID N°: 1 con cualquier otro gen que careciese de su propia secuencia de
direccién y que fuera necesario para dirigirse a los plastos.

Los ejemplos anteriores sirven para ilustrar los posibles beneficios del uso de la presente invencion. Un experto en la
materia reconocera que la combinacion de genes y las plantas para las cuales puede aplicarse la invencion es
considerable.

Preferiblemente, las combinaciones de genes incluirdan B-amilasa ct con uno o mas de los genes de sacarosa
sintasa, ADPG fosforilasa, almidon sintasa, enzima ramificadora, a-amilasa, isoamilasa, B-amilasa no plastidial, a-
glucosidasa, almidén fosforilasa y enzima desproporcionante, cuyas secuencias conocen los expertos en la materia.
Como alternativa, la secuencia de direccién de la B-amilasa ct puede usarse con uno o mas de los genes anteriores.
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La lista de plantas que se transformarian incluye, preferentemente, patata, trigo, maiz, cebada, tomate, arroz,
guisante, soja, cacahuete, yuca, fiame, banana y tabaco.

La invencion se describira ahora, como ejemplo, con referencia a una realizacién para el aislamiento del ADNc de la
B-amilasa ct de Arabidopsis thaliana y para incorporar el ADNc en plantas de tabaco y patata. También se
proporcionan ejemplos sobre el promotor sensible a estimulos y su actividad en plantas transgénicas.

Seguidamente, para poder llevar a la practica facilmente la invencion se hara referencia, como ejemplo, a los
siguientes dibujos esquematicos en los que;

La Figura 1 muestra el resultado de productos de traduccion importados in vitro radiomarcados muestreados en gel
SDS-PAGE seguido de fluorografia. Leyenda: Marcadores de peso molecular (carril M); productos de traduccion
(carril Tr); cloroplastos reaislados y tratados con termolisina después de incubacién para importacion (carril C);
fraccion estromal (carril S); tilacoides lavados (carril T); tilacoides tratados con termolisina (carril tT), fraccion de
envoltura interna (carril 1); fraccién de envoltura externa (carril O). Supuesto precursor (P), formas intermedia () y
madura (M) de B-amilasa, respectivamente. Kilodaltons (K);

La Figura 2 muestra el efecto de la luz y el efecto de la luz y de los azlcares sobre la expresion del trascrito de -
amilasa ct en plantulas de Arabidopsis thaliana. La Figura 2a muestra un analisis de transferencia de Northern de los
ARN totales de plantas de Arabidopsis de 5 semanas de vida cultivadas en suelo y expuestas a 2 dias de luz
continua (L), 2 dias de oscuridad continua (D), 2 dias de oscuridad seguido de 3 dias de luz continua (LL) o 2 dias
de oscuridad seguido de 3 dias de luz continua (DL). La Figura 2b muestra un analisis de transferencia de Northern
de los ARN totales de plantas de Arabidopsis de 5 semanas de vida, cultivadas in vitro, transferidas a agua y
expuestas a 3 dias de luz continua (WL); o transferidas a sacarosa al 5% y expuestas a 3 dias de oscuridad (SD) o a
3 dias de luz continua (SL); o transferidas a glucosa al 5% y expuestas a 3 dias de oscuridad (GD) o a 3 dias de luz
continua (GL). Las transferencias de Northern se hibridaron con un inserto de ADNc de ct-Bmy radiomarcado y se
autorradiografié (paneles superiores). Los correspondientes geles de formaldehido-agarosa tefidos con bromuro de
etidio se muestran en los paneles inferiores;

La Figura 3 muestra la representacion esquematica del ADN-T de los genes quiméricos del promotor GUS de (-
amilasa ct construidos en el ejemplo 3 a continuacién, en el que NosP representa el promotor de nopalina sintasa;
NosT representa el terminador de nopalina sintasa; BR es la repeticion inversa del margen derecho y BL es la
repeticion inversa del margen izquierdo del ADN-T de pBI101; NPTII representa la secuencia codificante de
neomicina fosfotransferasa Il; GUS representa la secuencia codificante de la B-glucuronidasa. Los fragmentos del
promotor de B-amilasa ct se representan mediante rectangulos con entramado; los fragmentos comunicantes Xho |-
Bam HI amplificados por PCR se representan por rectangulos negros;

La Figura 4 muestra el efecto de la luz y la sacarosa sobre la actividad de GUS expresada a partir de un gen
quimérico GUS promotor de ct Bmy en plantulas de tabaco;

La Figura 5 muestra el mapa plasmidico del vector donante pDV35S (SK) V;
La Figura 6 muestra el mapa plasmidico del vector donante pDV02000;

La Figura 7 muestra el mapa plasmidico del plasmido binario pBNP10431 en el que 35Sp representa el promotor
35S del CaMV, ct bamy representa el ADNc de B-amilasa ct de longitud completa, 35St representa el terminador 35S
del CaMV, RB representa el margen derecho del vector binario pBinPlus, colElori representa el origen de replicacion
bacteriana co1E1, RKori representa el origen oriV de la replicacion del plasmido RK2, nptlll representa el gen de
neomicina fosfotransferasa de resistencia bacteriana a kanamicina, LB representa la secuencia del margen izquierdo
del vector binario y kan representa el gen recombinante de neomicina fosfotransferasa en plantas necesario para
resistencia a kanamicina en plantas;

La Figura 8 muestra el mapa plasmidico del plasmido binario pBNP10432 en el que las abreviaturas son como las
indicadas en la Figura 7;

La Figura 9 muestra el mapa plasmidico del plasmido binario pPBNP02331 en el que las abreviaturas son como las
indicadas en la Figura 7 salvo que patp representa el promotor de patatina de clase | del vector pDV02000 en la
Figura 6 y nost representa el terminador de nopalina sintasa y

La Figura 10 muestra el mapa plasmidico del plasmido binario pBNP02432 en las que las abreviaturas son como las
indicadas en la Figura 9.

En el listado de secuencias:

La SEC ID N° 1 es el acido nucleico capaz de dirigir una secuencia codificante a un plasto de una planta,
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particularmente a un cloroplasto;

La SEC ID Ne°: 2 es el acido nucleico que codifica la B-amilasa;

La SEC ID N°: 3 es la secuencia completa de la B-amilasa (ct) dirigida a cloroplastos;

Las SEC ID N°: 4 y 5 son cebadores usados en el proceso de amplificacion del Ejemplo 3;

La SEC ID N*%: 6 y 7 son cebadores usados en el proceso de amplificacion del Ejemplo 4; y

La SEC ID Ne°: 8 es el acido nucleico que es sensible a estimulos, particularmente a luz y/o a azucar.
Ejemplo 1

Aislamiento y caracterizacién de la B-amilasa dirigida a cloroplastos de Arabidopsis thaliana

Secuenciacion del inserto de ADNc en pBmy81

La exploracion con la base de datos BLASTN de la secuencia de nucleétidos de un fragmento de ADN del
cromosoma |V de Arabidopsis de 37 kb en el cosmido G16599 (Bevan et al., 1998) revel6 la presencia de un gen
que compartia una homologia significativa con la B-amilasa extracloroplastica de Arabidopsis, cebada, maiz, soja y
arroz. La exploracién también identifico diversas secuencias EST 3’ terminales, una de las cuales, la EST 81E10T7
(Newman et al.,, 1995), denominada en lo sucesivo en la presente memoria, pBmy81, era idéntica mas de
aproximadamente 300 nucledtidos. El Biological Resource Center (ABRC) DNA Stock Center (Universidad de Ohio,
Estados Unidos) proporcioné el clon EST 81E10T7 de Arabidopsis. Como moldes de ADN bicatenario en las
reacciones de secuenciacion de ciclos mediante PCR, se us6 un conjunto anidado de subclones de delecién de
Bal31, abarcando el inserto de ADNc en pBmy81, usando cebadores universales marcados con colorante
fluorescente. Las reacciones de secuenciacion se analizaron sobre un secuenciador automatizado de Applied
Biosystems modelo 373A. La secuencia de nucledtidos del inserto de ADNc en pBmy81 se muestra en la SEC ID N°:
3. Advanced Technologies (Cambridge) Limited of 210 Cambridge Science Park, Cambridge CB4 4WA, deposité la
construccion pBmy81, segun el tratado de Budapest, en el International Recognition of the Deposit of Micro-
Organisms para los propdsitos de procedimientos de patente en el National Collection of Industrial and Marine
Bacteria (NCIMB), 23 St. Machar Street, Aberdeen Scotland el 4 de agosto de 1998 con el numero de acceso
NCIMB 40964.

Identificacion de una supuesta seial dirigida a cloroplastos

El inserto de ADNc en pBmy81 comprende 36 nucledtidos no traducidos en el extreme 5’, un marco de lectura
abierto (ORF) que codifica una proteina de 548 aminoacidos y una region no traducida (UTR) de 232 pb. La proteina
codificada por el inserto de ADNc en pBmy81 tiene un peso molecular previsto de 61 kDa y comparte una alta
similitud de aminoacidos con las B-amilasas extracloroplasticas de plantas del maiz, arroz, cebada, soja y batata. Sin
embargo, la proteina codificada por pBmy81 se diferencia de las B-amilasas restantes, indicadas hasta ahora, en
que contiene una sola extension N-terminal que posee las caracteristicas de una sefal dirigida a cloroplastos, es
decir, un alto contenido de serina (16%), treonina (10%) y restos de aminoacidos cargados positivamente (15%)
(Baier y Dieta, 1997). En la secuencia sefial se identificaron tres dominios que son caracteristicas distintivas de
sefales dirigidas a cloroplastos (Schatz y Dobberstein, 1996): un dominio amino-terminal sin carga; un dominio
central rico en aminoacidos hidroxilados y un dominio carboxi-terminal con posibilidad de formar una cadena B
anfifila.

El inserto de ADNc en pBmy81 codifica una B-amilasa dirigida a cloroplastos

Se aislaron cloroplastos intactos de 50-60 g de brotes de guisante (Pisum sativum L. var Feltham First) usando
gradientes de progresion Percoll. ElI material vegetal se cultivd y los cloroplastos se aislaron de acuerdo con el
método de Mould y Gray (1997a).

Mediante digestion, con la enzima de restriccion Nofl, el plasmido pBmy81 se linealizé y se transcribio in vitro
usando la ARN polimerasa de T7. La proteina precursora radiomarcada se sintetizé en un sistema de traduccion de
germen de trigo, que incluia %S-metionina y ®3-cisteina de transcritos de ADNc en pBmy81 como describen
basicamente Mould y Gray (1997b).

La importacion de los productos de traduccién in vitro radiomarcados se realizé como describen Mould y Gray
(1997b). Después de la incubacién para la importacion, se trataron cloroplastos intactos con termolisina
(concentracion final 0,2 mg/ml en tampén de importacion) durante 30 minutos en hielo y después se detuvo la
reaccion de proteasa por la adicion de EDTA a 50 mM en tampdn de importacion. Los cloroplastos se volvieron a
aislar a través de un amortiguador de Percoll al 40% en tampon de importacion y después se lavaron en tampoén de

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2375034 T3

importacion (Mould y Gray, 1997b). Para el analisis se tomd una alicuota (1/10) de la muestra de cloroplasto tratada
con termolisina y el resto se fraccioné esencialmente como describen Schnell y Blobel (1993). Las muestras de los
cloroplastos tratados con termolisina, la fracciéon estromal, los tilacoides y los tilacoides tratados con termolisina, se
cuantificaron por SDS-PAGE seguido de tincion con azul de Coomassie y densitometria de barrido de las bandas de
proteina tefiidas (como patrones se usaron subunidades de ribulosa bisfosfato carboxilasa y proteinas complejas
captadoras de luz). Se recuperaron cantidades equivalentes de estas fracciones (aproximadamente igual a un 2% de
los cloroplastos recuperados del gradiente Percoll) y 505 de las fracciones de envoltura interna y externa, se
analizaron por electroforesis sobre un gel de poliacrilamida al 10% en presencia de SDS, seguido de fluorografia.
Los resultados (Figura 1) muestran que el producto principal de la traduccion (carril Tr) era de aproximadamente de
58 kDa. Cuando se aislaron, los cloroplastos de guisante intactos se incubaron con la proteina radiomarcada en
presencia de ATP, se generaron polipéptidos de aproximadamente 50 kDa y 48 kDa (carril C). La resistencia de
estos polipéptidos a la degradacion por termolisina afadida exdgenamente indica que son productos de importacion
de la proteina radiomarcada. El fraccionamiento en el estroma de los cloroplastos intactos tratados con termolisina,
tilacoides lavados, tilacoides tratados con termolisina, envolturas interna y externa, demostr6 que los dos
polipéptidos radiomarcados se localizaban en la fraccion estromal.

EJEMPLO 2

Induccion con sacarosa y luz del gen de B-amilasa ct de Arabidopsis thaliana

Para demostrar la induccidon por luz de la B-amilasa ct, en un invernadero a 18 °C, se cultivaron plantas de
Arabidopsis thaliana ecotipo Landsberg con un régimen de 18 horas de luz, 6 horas de oscuridad. Después de 5
semanas, dos bandejas de plantulas se transfirieron a oscuridad completa y dos bandejas de plantulas se cultivaron
con luz continua. Después de dos dias, una bandeja de plantulas adaptadas a la oscuridad y una bandeja de
plantulas cultivadas con luz se usaron para el aislamiento de los ARN totales y la segunda bandeja de cada una se
expusieron a 3 dias mas de luz continua.

Para los tratamientos combinados de sacarosa-luz-oscuridad, se esterilizé la superficie de las semillas del ecotipo
Landsberg, se colocaron en medio con agar MS que contenia sacarosa al 1% y se cultivaron en una sala de cultivo
con un régimen de 18 horas de luz y 6 horas de oscuridad. Plantulas de 5 semanas de edad se transfirieron sobre
agua destilada esterilizada o sobre una solucién de sacarosa al 5% o de glucosa en agua. Las plantulas se
mantuvieron con luz continua u oscuridad durante tres dias. Los ARN totales se prepararon a partir de las plantulas
de cada ensayo y se analizaron por analisis de transferencia de Northern como describen Eggermont et al. (1996).
Los analisis de transferencia Northern se exploraron con el inserto de ADNc en pBmy81, purificado en gel, después
de marcar al azar con *P-dCTP, como describen Feinberg y Vogelstein (1983) .

Los resultados mostrados en la Figura 2A indican que el trascrito del gen p-amilasa ct es inducible debido a la luz.

Los resultados mostrados en la Figura 2B indican que el transcrito del gen B-amilasa ct se induce en la oscuridad
con sacarosa al 5% y en menor medida con glucosa al 5%. Esta induccion se potencia adicionalmente en la luz en
presencia de los azucares. Estos resultados muestran que el efecto de la luz y de los azucares es independientes
entre si.

EJEMPLO 3

Construccion de fusiones del promotor GUS de la B-amilasa ct

Por digestion con enzimas de restriccion se aislaron fragmentos del promotor del gen de B-amilasa ct localizado en
el cosmido G16599 (Bevan et al., 1998). Los sitios de restriccion convenientes en el promotor fueron Hind lll, en la
posicion nucleotidica -1662 pb (comenzando en el pb 9.179 en la cadena negativa de la SEC ID N°: 8), Sall en la
posicion -1127 pb y Pst | en la posicion -371 pb y se usé un sitio Xho |, localizado en la posicion +21 pb aguas abajo
de la metionina de inicio de la B-amilasa ct para aislar tres longitudes diferentes de la secuencia peptidica transitoria
mas la promotora (a la A del codon ATG de la metionina de inicio de la traduccion se la asigna el numero +1).

Se amplificd un fragmento de 294 pb (SEC ID N°: 1) del gen de B-amilasa ct localizado en el césmido G16599
(Bevan et al., 1998) usando los cebadores oligonucleotidicos:

SEC ID N°: 4
P1:(5'- AAT TCC TCG AGT TCT CTT ATC-3’)y

SEC ID N°: 5
P2: (5’ - cgg gAT CCC TGA CAT TGT TAG - 3)).

En el cebador P1, las bases subrayadas se refieren al sitio Xho | localizado en la posicién +21 pb; en el cebador P2
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las bases en letras minusculas se refieren a los nucledtidos afiadidos para crear un sitio Bam Hl.

Se crearon genes quiméricos GUS promotores de B-amilasa ct por ligamiento triple del fragmento promotor; el
fragmento comunicante de la PCR digerido con Xho | y Bam HI; y el vector GUS pBI101 (Jefferson et. al., 1987)
digerido con Hind Ill-Bam HI, Sal 1-Bam HI o Pst |-Bam HI (Figura 3). Las construcciones se denominaron HEGUS,
SBGUS y PBGUS respectivamente.

Las construcciones de genes quiméricos se transfirieron a Agrobacterium tumefaciens LBA4404 por emparejamiento
triparental (Bevan, 1984) y se introdujeron en Nicotiana tabacum var Samsun mediante el método de transformacion
sobre discos foliares (Horsch et al., 1985).

EJEMPLO 3A

Induccién por sacarosa y luz del gen quimérico GUS promotor de la B-amilasa ct de Arabidopsis thaliana en
plantulas de tabaco

Para investigar la expresion inducible por luz y por sacarosa de los genes quiméricos, se usaron plantas que
contenian las construcciones HBGUS y PBGUS, que expresaban altos niveles de actividad GUS, y la progenie F1 de
las plantulas. Se esterilizo la superficie de las semillas de tabaco F1, se pusieron en un medio con agar MS que
contenia sacarosa al 1% y se cultivaron en una sala de cultivo con un régimen de 18 horas de luz, 6 horas de
oscuridad. Plantulas de dos a tres semanas de vida se transfirieron sobre una solucién de sacarosa al 5% o sobre
agua destilada y se mantuvieron con luz continua o a la oscuridad durante tres dias. Se analizaron extractos de
proteina total de grupos 10 a 14 plantulas para determinar la actividad de GUS usando el sustrato fluorogénico 4-
metilumbelliferil-glucuronido (4-MUG), como describen Jefferson et al. (1987). Con ambas construcciones, el nivel de
actividad de GUS en plantulas expuestas a luz continua, en ausencia de sacarosa, fue similar a los niveles de
actividad de GUS en plantulas expuestas a sacarosa en ausencia de luz (Figura 4). Sin embargo, la exposicion de
plantulas tanto a luz continua como a sacarosa, aumento los niveles de la actividad de GUS aproximadamente de
dos a tres veces. Estos resultados coinciden plenamente con los resultados de los experimentos realizados con el
propio gen de B-amilasa ct que mostraron que la inductividad por luz y la inductividad por sacarosa son procesos
independientes.

La tincién histoquimica de GUS mostré que la actividad se detectaba en los cotiledones de plantulas de dos
semanas de vida y una escasa o ninguna actividad en las primeras hojas verdaderas o en los tallos y raices. En
plantulas de cuatro semanas de vida, se mostré actividad GUS adicional en todas las primeras hojas verdaderas y
también en los tallos. La tincion de GUS se asocioé particularmente con células parenquimaticas ricas en cloroplastos
(clorénquima) localizadas entre los rayos del xilema y entre el xilema y los haces del floema que constituyen el
floema interno en los tallos.

EJEMPLO 4

Construccion de plasmidos de f-amilasa ct para su uso en la transformacién de hojas de tabaco y de patata

Para transformar el sitio Kpn I, localizado en la posicion 2302 pb del plasmido pBmy81, en un sitio Bam HI, se us6
mutagénesis dirigida.

Se disefiaron los cebadores oligonucleotidicos

SEC ID N°: 6

P3: (5 - GCT GGT ACG CCT GCA GGA TCC GGT CCG GAATTC CC-3")y

SECID N°: 7

P4: (5 - GGG AAT TCC GGA CCG GAT CCT GCA GGC GTACCAGC-3)

y se usaron con el kit Quick Change (Promega) de mutagénesis dirigida. El fabricante disefi6 el protocolo.

La secuencia codificante de B-amilasa ct de longitud completa se separ6 del plasmido pBmy81 mutado por escision
con Bam HI y después se purifico con GeneClean (BIO 101). El fragmento Bam HI se ligé en el sitio Bam HI de los
vectores donantes pDV35S(SK) V (véase Figura 5) y pDV02000 (véase Figura 6). El vector pDV35S(SK) V consta
de pBluescript (Stratagene) que lleva un terminador 35S - promotor 35S del CaMV, en la técnica se conocen
construcciones similares (por ejemplo Odell et al., 1985). El vector pDV02000 consta de pBluescript con un
terminador de nopalina sintasa - promotor de patatina de 1,4 kpb. Un experto en la materia podria realizar
construcciones similares a partir de secuencias conocidas (por ejemplo Liu et al., 1990). Se aislaron plasmidos con
la secuencia codificante, en orientacion sentido y antisentido, con respecto a los promotores y en el vector binario
pBinPlus se subclonaron los genes quiméricos de B-amilasa ct de los vectores donantes (van Engelen et al., 1995).
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Los mapas plasmidicos se muestran en las Figuras 7-10.

EJEMPLO 5

Transformacidn o Retransformacion de plantas

Se transformaron plantas de patata usando el método de cocultivo en discos foliares, como describe basicamente
Horsch (1985). Como se ha descrito anteriormente, los vectores binarios, se transfirieron a LBA4404 de
Agrobacterium tumefaciens usando el método de electroporacion y en la transformaciéon se usaron los cultivos de
dicha Agrobacteria, de manera que las plantas regeneradas llevan los genes quiméricos como se describe en el
Ejemplo 4.

Para transformar una planta de patata que ya lleva el gen quimérico g7gC16 de ADPG-Ppasa de E. coli por los
métodos de cocultivo en disco foliar, puede usarse el plasmido binario de gen quimérico terminador de nopalina
sintasa - promotor de B-amilasa ct de patatina.

EJEMPLO 6

Construccién de plasmidos con el péptido de direccion de la B-amilasa ct AT

La secuencia dirigida a plastos de la f-amilasa ct AT esta contenida dentro de un fragmento de 294 pb equivalente a
la SEC ID N° 1. La amplificacion por PCR o digestion con enzimas de restriccion puede usarse para aislar
fragmentos de ADN de los plasmidos descritos en el Ejemplo 3, es decir fragmentos constituidos por el promotor 35
S del CaMV mas la secuencia de direccion a plastos o por el promotor de patatina mas la secuencia dirigida a
plastos. Pueden construirse genes quiméricos por ligamiento de secuencias codificantes de proteinas o enzimas
como fusiones traduccionales con la secuencia peptidica transitoria. Las proteinas traducidas se transportarian a los
plastos para proporcionar nuevas actividades o para influir en las rutas metabdlicas.
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INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 1
CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA

(A) LONGITUD: 294 pbs

(B) TIPO: Nucleétido

(C) NUMERO DE CADENAS: Doble

(D) TOPOLOGIA: Lineal

TIPO DE MOLECULA: de ADNc a ARNm

FUENTE ORIGINAL:

: rabidopsis thaliana
A) ORGANISMO Arabidopsis thali

: cotipo Colombia
B) CEPA Ecotipo Colombi
(F) TIPO DE TEJIDO: Hoja

FUENTE INTERMEDIA:

(A) BIBLIOTECA: ABRCDNA Stock Centre
(B) CLON: EST 81E10T7

POSICION EN EL GENOMA:
(A) CROMOSOMA/SEGMENTO: Cromosoma IV
CARACTERISTICAS:

(A) NOMBRE: Péptido transitorio
(B) LOCALIZACION: 37-291 pb
DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 1

TCATTTCTCATCATAACAAAGAGAGAGAAAAAAACTATGGAATTGACACTGARTTCCTCG
M E L T L N § 85 8

AGTTCTCTTATCAAACGTAAAGATGCCAAGAGTTCTAGAAACCAAGAAAGTTCCTCCAAC
SSLIKRKDAKSSRNQESSSNZB

AACATGACCTTTGCGAAGATGAAGCCGCCARCATATCAGTTCCAAGCARRGAACTCGGTT
NMTFAKMKPPTYQFQAKNSV48

AAGGAAATGAAGTTCACTCACGAGAAGACCTTCACGCCAGAAGGTGAAACCCTTGAGAAA
K EM XK F THEZ KTV FTU®PETG GETLE KEé8

TGGGAGAAGCTCCACGTTCTCTCATACCCACACTCCAAGAACGACGCTAGCGTT
W E K L H VL 8 Y P H S K NDA SV 85
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INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 2
CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA

(A) LONGITUD: 1662 pbs

(B) TIPO: Nucleétido

(C) NUMERO DE CADENAS: Doble

(D) TOPOLOGIA: Lineal

TIPO DE MOLECULA: de ADNc a ARNm

FUENTE ORIGINAL:

: rabidopsis thaliana
A) ORGANISMO Arabidopsis thali

: cotipo Colombia
B) CEPA Ecotipo Colombi
(F) TIPO DE TEJIDO: Hoja

FUENTE INTERMEDIA:

(A) BIBLIOTECA: ABRCDNA Stock Centre
(B) CLON: EST 81E10T7

POSICION EN EL GENOMA:
(A) CROMOSOMA/SEGMENTO: Cromosoma IV
CARACTERISTICAS:

(A) NOMBRE: Secuencia codificante
(B) LOCALIZACION: 1-1393 pbs

(D) OTRA INFORMACION Péptido maduro
DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 2

GTTCCGGTGTTCGTCATGTTACCGCTCGACACAGTAACAATGTCAGGGCATTTGAACAAA
vV P V F VML PL DTV TMS G HULNK

CCACGAGCCATGAACGCTAGTTTGATGGCTCTGARAGGAGCTGGTGTGGAAGGTGTGATG
P R A MN AUSILMAL X GA GV E G V M

GTGGATGCTTGGTGGGGATTGGTGGAGAAAGATGGACCTATGAATTATAACTGGGRAGGC
vV D A WWSGUL V EXDGUPMNDNUYNWEG

TATGCCGAGCTTATACAGATGGTTCARAAGCACGGTCTCAAACTCCAGGTCGTTATGTCA
Y A E L I ¢ MYV Q K HGUL KL Q V Vv M S

TTCCATCAATGTGGAGGARACGTAGGAGACTCTTGCAGTATCCCCTTGCCTCCATGGETG
F H Q CGGNUVYVY GD S CS I PL P P WYV

CTTGAAGAGATCAGCAAGAACCCTGATCTTGTCTACACAGACAAATCTGGGAGAAGGAAC
L E E I 8 X N P DL VY TTD K S G RRN

CCTGAATATATCTCCTTGGGATGTGATTCTGTGCCTGTCCTARGAGGAAGAACACCTATC
P E Y I s L 6 ¢ b s VP VL RGRT?PI

CAGGTCTACTCAGATTTCATGAGGAGCTTCCGTGAACGATTTGAAGGCTACATAGGAGGA
Q VY S D FMRS P FREURTFETGYTIG G
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GTTATTGCGGARATTCARGTAGGARTGGGACCTTGTGGAGARTTGAGATACCCATCATAC
vV I A E I @ Ve M GP CGETULTRY P 8 Y

CCTGAAAGCAACGGGACCTGGAGATTCCCCGGAATTGGAGAGTTCCAGTGCTACGACAAG
P  E S NG T WU RV FP G I GEVF Q C Y DK

TATATGAAATCGTCACTTCAGGCATATGCTGAATCAATTGGGARAACTAACTGGGGAACA
Y M K §s 8 L Q A Y A E 8 ¥@ G K TN WG T

AGCGGACCTCATGATGCCGGCGAGTACAAGAACCTCCCAGAAGATACTGAATTTTTCAGG
S 6P HDAGEY KDNULU®PEDTEF F R

AGAGACGGAACATGGAATAGCGAGTATGGAAAGTTTTTCATGGAATGGTACTCCGGGAAG
R D G T WN S E Y G K F F M E W Y 8 G K

CTGCTAGAACATGGAGACCAACTCCTATCTTCAGCGAAAGGTATCTTTCAAGGAAGCGGA
L L EH 66D Q L L 8 8 A K G I F Q G 8 G

GCARAGCTATCAGGARAGGTAGCTGGAATTCACTGGCACTACARCACCAGGTCACACGCA
A KL 8 6 K vAaA G I HWMHYNTRSHA

GCTGAGCTAACCGCTGGATATTACAACACARGAAACCATGACGGGTATCTGCCAATAGCT
A E L T A G Y YNTWRNHKDGY L P I A

AAGATGTTCAACAAACATGGAGTTGTGCTCAACTTCACCTGCATGGAGATGAAAGACGGG
K M F N X HGV VL NV F TOCMEMMIEKDG

GAGCAACCTGAGCACGCGAATTGCTCACCAGAAGGTCTGGTCAAGCAAGTACAGAACGCG
E Q P E H A N C S P E 6 L V K Q V QO NRA

ACAAGGCAGGCCGGAACCGAACTAGCAGGGGAGAACGCGCTAGAACGATATGACTCGAGC
T R Q A G T EULA A GENA ALUEURYD S S

GCATTCGGACAAGTGGTAGCAACAAATAGGTCAGATTCTGGAAATGGEGTTAACCGCATTT
A F G Q V VAT NURSD S GG N G L T A F

ACTTACCTAAGAATGAACAAGCGGTTATTTGAGGGTCAARARATTGGCAGCAGTTAGTGGAG
T Y L R M N K R L F E G QN W Q O L V E

TTTGTTAAGAACATGAAGGAAGGTGGTCATGGGAGGAGACTCTCAAAAGAAGACACAACT
F V X N M K E G G E G RRUL S K EUDTT

GGAAGTGACCTTTATGTTGGATTTGTCAAAGGCARGATCGCTGAGAATGTGGAGGAGGCT
G S DL YV GG F V K G K I A ENV E E A

GCTTTAGTGTAATTTCCCACATAGGTACATACATATAGTGTGGTGTTTATTGTATTCCTG
A L VvV -

TCTGATAAATAACTAGAGAGATCAAACCAGTAAGAGTGTTAAAGCTATAGATTTGCACAA
TTCTGGGTCAGAGTCAGAGCAAAGAGAAGCAARATCAAGATGATGTACACTTAGATGTAT
CCTATGAGTTTTCCTTGTACATCATCTTCATACTCTTARTCTCARATACTATGCATTTTT

CTCCAAARAAAARAARAAAAGGGCGGCCGCTCTAGAGGATCC
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INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 3
CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA

(A) LONGITUD: 1953 pbs

(B) TIPO: Nucleétido

(C) NUMERO DE CADENAS: Doble

(D) TOPOLOGIA: Lineal

TIPO DE MOLECULA: de ADNc a ARNm

FUENTE ORIGINAL:

: rabidopsis thaliana
A) ORGANISMO Arabidopsis thali

: cotipo Colombia
B) CEPA Ecotipo Colombi
(F) TIPO DE TEJIDO: Hoja

FUENTE INTERMEDIA:

(A) BIBLIOTECA: ABRCDNA Stock Centre
(B) CLON: EST 81E10T7

POSICION EN EL GENOMA:

(A) CROMOSOMA/SEGMENTO: Cromosoma IV
CARACTERISTICAS:

(A) NOMBRE: CDS

(B) LOCALIZACION: 37-1683 pb

(C) OTRA INFORMACION dirigida a Cloroplastos
DESCRIPCION DE SECUENCIA: SECID N°: 3

TCATTTCTCATCATAACAAAGAGAGAGAAARAAACTATGGAATTGACACTGAATTCCTCG
M E L T L N S5 8

AGTTCTCTTATCAAACGTAARGATGCCAAGAGTTCTAGARACCAAGARAGTTCCTCCARC
S S L I XK R KD A K 8 8 R N QE S 8 8 N

AACATGACCTTTGCGAAGATGAAGCCGCCARCATATCAGTTCCAAGCARAGAACTCGGTT
N M T F A KM KUPUPTVY Q F Q A KN 8 V

AAGGAAATGAAGTTCACTCACGAGRAGACCTTCACGCCAGAAGGTCGAAACCCTTGAGAAA
K EM K F THEI KTV FTUPEGETULE K

TGGGAGAAGCTCCACGTTCTCTCATACCCACACTCCAARGRACGACGCTAGCGTTCCGGTG
W E KL H VL 8 Y P H S XK NUDA AS V PV

TTCETCATGTTACCGCTCGACACAGTAACAATGTCAGGGCATTTGAACARACCACGAGCC
F VMUL PLDTV TWM S GHTULNI KPR A

ATGAACGCTAGTTTGATGGCTCTGAAAGGAGCTGETGTGGAAGGTATGATGGTGGATGCT
M N A 8 L M AL X G A GV E GV MV D A

TGGTGGGGATTGGTGGAGAAAGATGGACCTATGAATTATAACTGGGAAGGCTATGCCGAG
WWGLVEK_DGPMNYNWEGYAE
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CTTATACAGATGGTTCAAAAGCACGGTCTCARACTCCAGGTCGTTATGTCATTCCATCAR
L T O MV Q KHGUL XKL QV VM S F H Q

TGTGGAGGAAACGTAGGAGACTCTTGCAGTATCCCCTTGCCTCCATGGGTGCTTGAAGAG
Cc G G NV GGD S CCS I PLPPWV L EE

ATCAGCAAGAACCCTGATCTTGTCTACACAGACAAATCTGGGAGAAGGAACCCTGAATAT
I S KN P DL V Y TD K S GRURN P E Y

ATCTCCTTGGGATGTGATTCTGTGCCTGTCCTARGAGGAAGAACACCTATCCAGGTCTAC
r s L ¢ ¢C D SV PVLRGRTU®PTIOQUVY

TCAGATTTCATGAGGAGCTTCCGTGAACGATTTGAAGGCTACATAGGAGGAGTTATTGCG
s D F MR S F REUZRVPFEGY I G G V I A

GAAATTCARGTAGGAATGGGACCTTGTGGAGAATTGAGATACCCATCATACCCTGARAGC
E I Q VGMGPOCGETULTRYU®PS Y P E S

ARCGGGACCTGGAGATTCCCCGGAATTGGAGAGTTCCAGTGCTACGACAAGTATATGARA
N G T WZRVPFDP G I GEVPF QCYDIKYMEK

TCGTCACTTCAGGCATATGCTGAATCAATTGGGAAARACTAACTGGGGAACAAGCGGACCT
S s L O A YAE S I G KTNWWOGET S G P

CATGATGCCGGCGAGTACAAGAACCTCCCAGAAGATACTGAATTTTTCAGGAGAGACGGA
H DAGE Y KN L P E D TEVF F R R D G

ACATGGAATAGCGAGTATGGAAAGTTTTTCATGGAATGGTACTCCGGGAAGCTGCTAGAA
T W N S E Y 6 K F FMEWY S G KL L E

CATGGAGACCAACQCCTATCTTCAGCGAAAGGTATCTTTCAAGGAAGCGGAGCAAAGC?A
H GDQIL L S 8 A KOG 1V F QG S8 G A KL

TCAGGAAAGGTAGCTGGAATTCACTGGCACTACAACACCAGGTCACACGCAGCTGAGCTA
S G K VA G I HWHYNTR®RSH®AWATETL

ACCGCTGGATATTACAACACAAGAAACCATGACGGGTATCTGCCAATAGCTAAGATGTTC
T A G Y Y NT R NHD G Y L P I A KMTF

AACAAACATGGAGTTGTGCTCAACTTCACCTGCATGGAGATGAAAGACGGGGAGCAACCT
N K H GV VLNV FTT CMEWMIE KDGE QP

GAGCACGCGAATTGCTCACCAGAAGGTCTGGTCAAGCAAGTACAGAACGCGACAAGGCAG
E H AN C S 'R ‘E 6L V X Q V. Q N A T R Q
GCCGGAACCGAACTAGCAGGGGAGAACGCGCTAGAACGATATGACTCGAGCGCATTCGGA

A G T ETULAGENA ALET RYDS S A F G

CAAGTGGTAGCAACAAATAGGTCAGATTCTGGAAATGGGTTAACCGCATTTACTTACCTA
Q V VA TDNUZ RSDS GNOGLTATFT Y L

AGAATGAACAAGCGGTTATTTGAGGGTCARAATTGGCAGCAGTTAGTGGAGTTTGTTAAG
R M N K R L FEG QUNWOQEQUL V EF VK

AACATGAAGGAAGGTGGTCATGGGAGGAGACTCTCAAAAGAAGACACAACTGGAAGTGAC
¥ M K E G G H G RRL S X EDTT G 8 D
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1621 CTTTATGTTGGATTTGTCAAAGGCAAGATCGCTGAGAATGTGGAGGAGGCTGCTTTAGTG
L. YV @GF V K GKXK I A ENUVETEA AH-BADTL v
1681 TAATTTCCCACATAGGTACATACATATAGTGTGGTGTTTATTGTATTCCTGTCTGATAAA
1741 TAACTAGAGAGATCAAACCAGTAAGAGTGTTAAAGCTATAGATTTGCACAATTCTGGGTC
1801 AGAGTCAGAGCAAAGAGAAGCAAAATCAAGATGATGTACACTTAGATGTATCCTATGAGT
1861 TTTCCTTGTACATCATCTTCATACTCTTAATCTCAAATACTATGCATTTTTCTCCARAAAA
1921 AAAARAAAAAAGGGCGGCCGCTCTAGAGGATCC
2 INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 4
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA
(A) LONGITUD: 21 pbs
(B) TII?O: Nucleotido
(C) NUMERO DE CADENAS: Monocatenaria
(D) TOPOLOGIA: Lineal
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SECID N°: 4
AATTCCTCGA GTTCTCTTATC

21

548

21
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INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 5
CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA

(A) LONGITUD: 21 pbs
(B) TIPO: Nucleétido
(C) NUMERO DE CADENAS: Monocatenaria
(D) TOPOLOGIA: Lineal
DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SECID N°: 5
GGGGATCCCT GACATTGTTAC 21
INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 6
CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA
(A) LONGITUD: 35 pbs
(B) TIPO: Nucleoétido
(C) TIPO DE CADENA: Monocatenaria
(D) TOPOLOGIA: Lineal
DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEC ID N°: 6
G
GCT GGTAC]‘ 'C CTGCAGGATC CGGTCCGGAA TTCCC 35
INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 7
CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA
(A) LONGITUD: 35 pbs
(B) TIPO: Nucleoétido
(C) NUMERO DE CADENAS: Monocatenaria
(D) TOPOLOGIA: Lineal
DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SECID N°: 7
GGGAATTCCG GACCGGATCC TGCAGGCGTA CCAGC 35

22
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INFORMACION DE SECUENCIA PARA LA SEC ID N°: 8

INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 8

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA

A) LONGITUD:

C) NUMERO DE CADENAS:
D) TOPOLOGIA:

TIPO DE MOLECULA:

(A)

(B) TIPO:
©)

(

FUENTE ORIGINAL:

(A) ORGANISMO:

(B) CEPA:

(F) TIPO DE TEJIDO:

FUENTE INTERMEDIA:

(A) BIBLIOTECA:

(B) CLON:

POSICION EN EL GENOMA:

(A) CROMOSOMA/SEGMENTO:
CARACTERISTICAS:

(A) NOMBRE:

(B) LOCALIZACION:

DESCRIPCION DE LA SECUENCIA:

AAGCTTGTGT

TATCATTGARA

TACTTAGCAA

TAGAGAATGA

TTTCTCTCTA

TTGAGTCAAT

CTGAATAARA

CAATTTCTAC

ACTACTTGTT

AGACCAAACC

GRGAGAGATT

CTATTTCAAA
AACAGAGCAA
GACATAACTA
GGAAGCTCAA
ACTGCAAAAA
GTCCAATGTC
GCACAAGCCA
CATTCAARAA
GAGGAAATAG
GTCACTTTCA

CTCTATAACA

1652 pbs
Nucleétido
Bicatenaria

Lineal

AND Gendmico

Arabidopsis thaliana
Ecotipo Colombia

Hoja

EU Arabidopsis Genome Project
Cdésmido G16599

Cromosoma IV

Promotor

17534-19185 pb de G16599
Cadena complementaria

TTCTTGACCG
CACAGGAAAC
TAGTCTTTGA
GATTTTATAC
CACCAATTAG
GTCCCCCCGC
ADATGAGAAG
ACTAATGGTG
CCARARGCGC
ATGAGTCAGC

TTTGAGTCGA

23

SEC ID N°: 8

TAGATGTCAC

CRAGCATATG

ATCAACATAG

TCAGTTTCTT

GATTTGAAGA

CTTCTACATT

GTGCCARAAGG

AGAATTAGARA

AATCTTCGTC

AAGAAARAGA

CATGGATTCT

AACATGCATA

TATCTAGATA

GGATTAATGA

ACAAAACBARL

GCGTACCTGT

TCTTAGCCTG

CGATAAGGAT

ACGAGAGARA

ACCTGAATAA

GAGAGAGAGA

AATGCATCAA
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601

€51

701

751

801

851

9201

951

1001

1051

1101

1151

1201

1251

1301

1351

1401

1451

1501

1551

1601

1651

AARGTCATCTC

AGATCAAAGC

GACACATGTT

CACACACAAC
AACATATTTC
ARGGTTGACA
TAATAACCAG
TAAAARAAAG
AGAAATTTTC
GATCTGTCAG
CCAAGAAAAA
ACAGAAATAA
AGAGRACTTA
GTGAGAAGCC
ACTAGATTTA
AATAATTCAC
CATGTARATG
GACATTTACA
ARGGTTAAAA
TGGGTCTCCA
ARRCAGCATC
AGCTCTATTC

CT

ES 2375034 T3

CAATAAACAA
CTTAAGTATT
CTTAAGTAAC
AAGGGCTTARA
ATTTACAARC
AAARARTATA
GCAAGAAARA
TCACAARAGAR
AAAGAARATA
CTGCTTAGTT
GAAAATAAGC
TTAAATCGTT
ATAATTTTCA
AAAATTAT&A
AGAGTTCTCT
CAACAGGARA
AGAATTTATT
ATTTTTCATT
TAAGCAACCT
AACCACAGCC
TTTCTCTCAA

TCTACCTCAT

ACACTTGARAA

AAGCATTACA

ATAGTATCAA

TGCATCAAAG

AGRAATGCAGC

ATCTTGTAAC

ARCAGAATAR

TGTGCCACAG

TTAGCATTGT

GGAAARCACA

ARAGTTAATA

GCACTTATCT

GCCACACGAA

GCTTATCTCC

GTAACTAAAA

ACARAACTCA

AACTAARMACA

TTGAGGTGTA

TTGTGATATT

ARTCARTATT

ACACAAACAT

TTCTCATCAT

24

CTCACATGGC
GRCACTACTG
TATCCGTGAA
TCCTGTTATT
ATTCAGGCAG
TCTACATATA
ACAGATCAAT
TGAACAAGAG
TAGAATTTIT
AATCTTACAG
GCCACCACRA
TCTTATTCAA
CCATGTGTTC
ATTAACAA&G
ACTGCAGGAG
ATTATCTATA
TCTTCCTTTG
AGAACCGTGT
TTCTCTCCAC
CTTTATAAAT
ATCTTCTATC

AACAAAGAGA

TAATAGARCA

GCTAACTTTT

TCACATCGAR

TCCATATAAC

TCCAAATGGA

TGGCAGARTG

GAGTATGATA

GGCCATGAGA

TGGGTCAATG

GAAGGAAAGT

GAAATTTCAT

ACTAAAATCA

AAAGCCAUAG

GAAARGCAAG

TGAGTAAGTA

GCTGAATACA

TAACTGATGT

GACRAGTGAA

TTTTTGAAAT

ACAAACACAC

ARACACCARC

GAGAARAARA
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REIVINDICACIONES

1. Un método para aumentar o disminuir la actividad de la B-amilasa en una planta, comprendiendo el método las
etapas de incorporar, de manera estable, en el genoma de una planta, un gen quimérico que comprende una
secuencia de acido nucleico que codifica una secuencia dirigida a plastos, comprendiendo dicha secuencia de acido
nucleico la secuencia conocida, en la presente memoria, como SEC ID N° 1 y que tiene 1-294 nucleétidos y que
codifica una secuencia capaz de dirigir una proteina a un plasto de una planta o secuencias que tienen una
homologia de al menos un 65% o méas con la SEC ID N°: 1 y que se hibridan con dicha SEC ID N°: 1 en condiciones
de medio rigurosas y que codifican una secuencia que tiene la misma capacidad de direccién y una secuencia
codificante de B-amilasa y que regenera una planta que tiene un genoma modificado.

2. Un método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicha secuencia codificante es la secuencia de acido
nucleico de la SEC ID N°: 2, que es una secuencia codificante de B-amilasa.

3. Un método para aumentar o disminuir la actividad de la B-amilasa en una planta, comprendiendo el método las
etapas de incorporar, de manera estable, en el genoma de una planta, un gen quimérico que comprende una
secuencia de acido nucleico, comprendiendo dicha secuencia de acido nucleico la secuencia conocida, en la
presente memoria, como SEC ID N° 3 y que tiene 1-1953 nucledtidos y que codifica una B-amilasa dirigida a
cloroplastos o secuencias que tienen una homologia de al menos un 65% o mas con la SEC ID N°: 3 y que se
hibridan con dicha SEC ID N° 3 en condiciones de medio rigurosas y que codifican una B-amilasa dirigida a
cloroplastos y que regenera una planta que tiene un genoma modificado.

4. Un método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicha enzima es la -amilasa no plastidial.

5. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dicho gen quimérico
comprende adicionalmente la secuencia codificante de una enzima del grupo que consiste en sacarosa sintasa,
ADPG pirofosforilasa, almidén sintasa, enzima ramificadora, a-amilasa, isoamilasa, p-amilasa no plastidial, o-
glucosidasa, almidon fosforilasa y enzima desproporcionante.

6. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que dicho gen quimérico comprende
adicionalmente un promotor, siendo dicho promotor una secuencia de acido nucleico conocida, en la presente
memoria, como SEC ID N° 8 o que tiene al menos una homologia de un 65% con la misma y que tiene
sustancialmente la misma funcién que esta y siendo dicha secuencia de acido nucleico sensible a estimulos, siendo
el nivel de expresién de dicho producto variable en respuesta al estimulo aplicado a dicha secuencia de acido
nucleico.

7. Un método para dirigir proteinas o enzimas a un plasto de una planta, comprendiendo el método las etapas de
incorporar, de manera estable, en el genoma de una planta, un gen quimérico que comprende una secuencia de
acido nucleico que codifica una secuencia dirigida a un plasto y una secuencia codificante de una proteina o una
enzima y que regenera una planta que tiene un genoma modificado, siendo la proteina o enzima una o mas en la
rutas del siguiente grupo: sintesis de lipidos, fotosintesis, metabolismo de aminoacidos, fijacion de nitrégeno, fijacion
de carbono o sintesis de polimeros de hidratos de carbono o que es capaz de conferir una caracteristica a la planta,
siendo la secuencia de acido nucleico la secuencia de &cido nucleico de la SEC ID N°: 1 o teniendo la secuencias
una homologia de al menos un 65% o mas con la SEC ID N° 1 y que se hibridan con dicha SEC ID N° 1 en
condiciones de medio rigurosas y que codifican una secuencia que tiene la misma capacidad de direccion.

8. Un método de acuerdo con la reivindicacion 7 en el que dicha caracteristica se selecciona de uno o mas de los
siguientes grupos: resistencia a herbicidas y resistencia a plagas.

9. Una secuencia de acido nucleico conocida, en la presente memoria, como SEC ID N° 1 y que tiene 1-294
nucledtidos y que codifica una secuencia capaz de dirigir una proteina a un plasto de una planta o secuencias que
tienen una homologia de al menos un 65% o0 mas con la SEC ID N° 1y que se hibrida con dicha SEC ID N°: 1 en
condiciones de medio rigurosas y que codifica una secuencia que tiene la misma capacidad de direccion.

10. Una secuencia de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 9, en la que dicha secuencia codifica 85 restos
de aminoacidos.

11. Una secuencia de acido nucleico conocida, en la presente memoria, como SEC ID N°: 3 y que tiene 1-1953
nucledtidos y que codifica una B-amilasa dirigida a cloroplastos o secuencias que tienen una homologia de al menos
un 65% o mas con la secuencia descrita en la SEC ID N° 3 y que se hibridan con dicha SEC ID N° 3 en
condiciones de medio rigurosas y que codifican una p-amilasa dirigida a cloroplastos.

12. Una secuencia de acido nucleico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 9-11, en la que dicha
secuencia de acido nucleico es una secuencia de ARNm, ADNc o ADN genémico.
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13. Un método de modificacion en una planta transgénica, cuya planta ya presenta un aumento o disminucion de
una actividad enzimatica en la ruta biosintética del almidéon como resultado de transformacion genética, una enzima
adicional para regular positiva o negativamente dicha enzima adicional y por lo tanto aumentar o disminuir la
cantidad de almidén producido por la planta retransformada, siendo dicha enzima adiciona una pB-amilasa dirigida a
plastos que se codifica por una secuencia de acido nucleico que comprende la SEC ID N°: 1 o secuencias que
tienen una homologia de al menos un 65% con la SEC ID N° 1 y que se hibridan con dicha SEC ID N° 1 en
condiciones de medio rigurosas y que codifican una secuencia que tiene la misma capacidad de direccion.

14. Un método de acuerdo con la reivindicacion 13, en el que la secuencia de acido nucleico que comprende la SEC
ID N°: 2 codifica dicha p-amilasa dirigida a plastos.

15. un método de acuerdo con la reivindicacion 13, en el que dicha primera planta transformada es una planta de
patata transgénica transformada con el gen de adenosina difosfoglucosa fosforilasa (ADPG-PPAsa).

16. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 3 6 7, en el que dicho gen quimérico
comprende adicionalmente un promotor seleccionado del grupo que consiste en el promotor 35S del virus del
mosaico de la coliflor (completo o truncado), el promotor de rubisco, el promotor de plastocianina del guisante, el
promotor de nopalina sintasa, el promotor de union a clorofila a/b, el promotor de glutenina de alto peso molecular, el
promotor de o,p-gliadina, el promotor de hordeina y el promotor de patatina.

17. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 3 6 7, en el que dicha secuencia codificante
de dicha enzima en dicho gen quimérico proporciona regulacion positiva o negativa de la actividad de dicha enzima.

18. Un gen quimérico que comprende una secuencia de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacién 9.

19. Un gen quimérico que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica una secuencia dirigida a plastos
de acuerdo con la reivindicacion 9 y un &cido nucleico que codifica la secuencia de una enzima en la ruta
degradativa del almiddn, codificandose la enzima por la secuencia de acuerdo con la SEC ID N°: 2.

20. Células vegetales que comprenden la secuencia de acido nucleico de la reivindicacion 9, 11 6 12.

21. Semilla de la planta transformada que contiene una o mas de la secuencias de acido nucleico de la
reivindicacion 9 o de la reivindicacion 11.

22. Plantas que comprenden células vegetales de acuerdo con la reivindicacién 20.

23. Plantas de acuerdo con la reivindicaciéon 22, en la que dichas plantas son una o mas del grupo que consiste en
patata, trigo, maiz, cebada, tomate, arroz, guisante, soja, cacahuete, yuca, iame, banana y tabaco.
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Fig.2(a). Fig.2(b).
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Fig.4.
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Fig.5.
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Fig.7.
EcoRI,3
14998, Sacl
14990,Not |
14774,BamHI
14760,Not]
14251,Xhol Pvull,107
1401 EG'P\;/%UIH Pvul,137
13983,Eco
13112,Nhel Bglll, 466
12883,Xhol
12877,EcoRlI
12810,Sall
12805,Smal
++12782,Pstl

12348, HindIl .

3
12154,Pvull~ Sacll,290

{NotI.2905

BNP10431
15001 pb

11406,Pvul
11284,Apal-

10455,Pvull—
10400,Pstl” \ i3
10100,Nhel ’7
10015,Sacll

9634,Pvull
9015,8gi1 7

\Pst1,5313
Pvull,5416

32



ES 2375034 T3

Fig.8.
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Fig.9.
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Fig.10.
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