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DESCRIPCION
Transformacion de plastos
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al campo de la transformacion de plastos. La invencién proporciona vectores y
métodos de transformacion para obtener plantas o algas transplastémicas que tienen un plasto transformado que
comprenden los pasos de introduccién en los plastos de una molécula o vector de acido nucleico recombinante, y
dos fases de seleccion, utilizando la primera fase de seleccién un compuesto no letal y utilizando una segunda fase
de seleccion un compuesto letal. Como alternativa, el método de seleccion dual se conduce simultdneamente, utili-
zando una concentracion menor del compuesto letal.

Antecedentes de la invencion

La mejora de variedades de plantas por transformacion ha adquirido una importancia creciente para la reproduccion
moderna de las plantas. Diversas tecnologias de transferencia de genes permiten la incorporacion de moléculas de
DNA extrafio en los genomas de las plantas. La expresion de genes codificados por tales moléculas de DNA extrafio
(transgenes, genes de interés) puede conferir en potencia nuevas caracteristicas beneficiosas a la planta como, por
ejemplo, calidad o rendimiento mejorados de la cosecha. La expresion de transgenes puede permitir también el uso
de las plantas como factorias bioorganicas.

La mayoria de los sistemas de transferencia de genes, tales como la transformacién mediada por Agrobacterium o el
bombardeo con particulas recubiertas de DNA, integran de manera estable genes heterélogos en el genoma nuclear
de la planta por medio de recombinacion no homadloga. La ingenieria de las plantas utilizando estos métodos presen-
ta varios inconvenientes. Estos métodos producen una poblacién de transformantes que varia en el nimero de co-
pias de su transgén y cuya expresion es a menudo impredecible debido a variaciones de efecto de posicion o
posible silenciacién de genes. La mayoria de las plantas transgénicas producidas por estos métodos contienen en
su genoma nuclear secuencias de vectores no deseadas asociadas con el gen de interés. Adicionalmente, la ame-
naza de contaminacion del transgén de plantas salvajes afines por la planta genéticamente modificada es un pro-
blema ambiental importante. El riesgo de escape de transgenes de cosechas alteradas genéticamente a sus afines
salvajes se origina predominantemente por diseminacion del polen.

La transformacion de genes de plastos es una alternativa importante para la expresion de genes heterélogos en
plantas (revisado por Bogorad, Trends Biotechnol, 18: 257-263, 2000 y Bock, J. Mol. Biol. 312: 425-438, 2001). Aun-
que los genomas de los plastos son de tamaiio relativamente pequefio, 120 a 160 kb, los mismos pueden acomodar
facilmente varias kilobases de DNA extrafio en su interior. La insercion de DNA extrafio en el genoma del plasto
ocurre principalmente por recombinacion homaéloga, y un transgén puede dirigirse de modo orientado a un locus
particular utilizando regiones flanqueantes homadlogas adecuadas. Una de las ventajas principales de la transforma-
cion de plastos es que es posible obtener una expresion muy alta del transgén. El genoma del plasto (plastoma) es
altamente poliploide, por lo que el transgén se expresa a partir de copias multiples del gen en el plasto. La poliploidia
del genoma de los plastos es tal que una célula de hoja madura puede contener mas de 10.000 copias del plastoma.
Como factor que contribuye también al alto nivel de la expresion del transgén en los plastos se encuentra la ausen-
cia de los efectos de posicién y silenciacion de genes. Otra ventaja importante es que los plastos de la mayoria de
las plantas de cosecha se heredan sélo por via materna y por consiguiente, el riesgo ecoldgico de escape de trans-
genes de plastos por cruzamiento exogamico mediado por el polen se minimiza.

Las técnicas basicas de suministro de DNA para transformacién de plastos son la via de bombardeo con particulas
de las hojas o la incorporacién de DNA mediada por polietilenglicol en protoplastos. La transformacion de plastos
por biolistica se realiz6 inicialmente en el alga verde unicelular Chlamydomonas reinhardtii (Boynton et al., Science
240: 1534-1537, 1988) y este método, utilizando seleccion para loci con accién cis de resistencia a los anti-biéticos
(resistencia a espectinomicina/estreptomicina) o complementacion de fenotipos mutantes no-fotosintéticos, se ex-
tendié a Nicotiana tabacum (Svab et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87: 8526-8530,1990), Arabidopsis (Sikdar et al.,
Plant Cell Reports 18:20-24, 1991), Brassica napus (WO 00/39313), patata (Sidorov et al., The Plant Journal
19(2):209-216, 1999), petunia (WO 00/28014), tomate (Ruf et al., Nature Biotechnology 19: 870-875, 2001), colza de
semilla oleaginosa (Hou et al., Transgenic Res. 12: 111-114, 2003) y Lesquerella fendleri (Skarjinskaia et al., Trans-
genic Res. 12: 115-122, 2003). La transformacion en plastos de protoplastos de tabaco y del musgo Physcomitrella
patens se ha conseguido utilizando incorporacion de DNA mediada por polietilenglicol (PEG) (O'Neill et al., Plant J.
3: 729-738, 1993; Koop et al., Planta 199: 193-201, 1996). Mas recientemente, la micro-inyeccién de DNA directa-
mente en plastos de células marginales mesdéfilas de plantas intactas de tabaco dio como resultado una expresién
transitoria (Knoblauch et al., Nature Biotechnology 17: 906-909, 1999) pero no se ha informado hasta ahora de
transformantes estables utilizando esta técnica. Se ha publicado también la transformacién estable de cloroplastos
por biolistica para la Euglenofita Eugena gracilis (Doetsch et al., Curr. Genet. 39: 49-60, 2001) y el alga roja unicelu-
lar Porphyridium sp (Lapidot et al., Plant Physiol. 129: 7-12, 2002), el marcador dominante seleccionable utilizado
para la ultima consiste en una forma mutante del gen codificante de acetohidroxiacido-sintasa que confiere toleran-
cia al herbicida sulfometurén-metilo. Como se ha mencionado anteriormente, la transformacién de cloroplastos con-
siste en la integracién de un DNA extrafio en una posiciéon precisa en el genoma del plasto por recombinacion
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homologa. Los vectores de transformacion de plastos estan constituidos por DNA del plasto clonado, homélogo a la
region diana, que flanquea un gen marcador seleccionable que esta enlazado a su vez a un gen o varios genes de
interés. Después de la transformacion, el o los transgenes y el marcador seleccionable se insertan juntos como un
bloque de secuencia heterdloga en el locus diana del genoma del plasto por recombinaciéon homdloga entre los
vectores secuencia del plasto y el locus diana. Para obtener plantas homoplasmicas transformadas de manera esta-
ble, es decir plantas que tengan el DNA extrafio insertado en cada copia del plastoma de la célula de la planta, se
requieren varias tandas de subcultivo en medios selectivos. Este proceso facilita la segregaciéon de plastos trans-
plastémicos y no transformados y da como resultado la seleccion de células homoplasmicas con uno o mas genes
de interés y el marcador seleccionable integrado de manera estable en el plastoma, dado que estos genes estan
enlazados unos a otros.

La mayoria de las transformaciones estables de plastos demostradas hasta la fecha se han basado en seleccién
utilizando el gen aadA de resistencia a antibiéticos (como se ha indicado arriba en las referencias anteriores) o
NPTII (Carrer et al., Mol Gen Genet 241: 49-56, 1993), para obtener plantas homoplasmicas. La eficiencia de trans-
formacion de la transformacion de plastos podria aumentarse sustancialmente por el empleo de un gen aadA quimé-
rico, que confiere resistencia contra Espectinomicina y Estreptomicina (Svab y Maliga, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
(1993) 90: 913-917). Estos marcadores seleccionables confieren un fenotipo de seleccidon especifico, la pigmenta-
cion verde (US 5.451.513), que permite distinguir visualmente las células transplastémicas pigmentadas en verde de
las células que tienen plastos de tipo salvaje que no se pigmentan en las condiciones seleccionadas.

La mayoria de los métodos de transformacién de plastos estan basados en el uso de un marcador seleccionable que
confiere una seleccion no letal. Estos marcadores seleccionables confieren también un fenotipo de seleccion especi-
fico, la pigmentacion verde (Patente U.S. No. 5.451.513) que permite distinguir visualmente las células transplasto-
micas pigmentadas en verde de las células que tienen plastos de tipo salvaje que no se pigmentan en las
condiciones seleccionadas. Por ejemplo, plantas transformadas con el gen bacteriano aadA que confiere resistencia
a espectinomicina y estreptomicina crecen normalmente en presencia de uno cualquiera de estos antibidticos, mien-
tras que las plantas no transformadas pierden su color. Las plantas transformadas pueden identificarse por tanto
facilmente utilizando clorofila como marcador visual. Existe un ndmero limitado de marcadores seleccionables dis-
ponibles para transformacion de plastos, y los mas fiables, tales como aadA o mutaciones puntuales en los genes
16S rDNA y rps12 de los plastos confieren resistencia a los mismos antibidticos, espectinomicina y/o estreptomicina.
Se demostré que marcadores seleccionables que confieren resistencia a otros antibiéticos tales como kanamicina
son mucho menos eficaces para transformacion de plastos.

Han surgido problemas acerca de los genes de resistencia a los antibidticos en cosechas genéticamente modifica-
das (GM) debido a los riesgos potenciales de transferencia horizontal de genes a microorganismos en el ambiente o
a microbios del tubo digestivo. Estos riesgos potenciales pueden plantear problemas ain mayores en el caso de las
plantas transplastomicas debido a las caracteristicas procariotas del genoma de los plastos y al nimero mucho
mayor de copias del transgén por célula. Por esta razén es sumamente deseable obtener plantas transplastomicas
sin genes de resistencia a los antibiéticos.

Otra alternativa son métodos en los cuales el gen de resistencia a los antibiéticos se elimina después de la transfor-
macion. Una vez que las plantas son homopldsmicas para el transgén, la presencia del gen marcador seleccionable
en el plastoma ya no es necesaria. La eliminaciéon del marcador seleccionable de una planta transplastomica se ha
logrado por dos métodos diferentes. El primer método, desarrollado inicialmente para reciclaje del marcador selec-
cionable de un plastoma transformado de C. reinhardtii (Fischer et al., Mol. Gen. Genet. 251: 373-80, 1996) y se ha
extendido recientemente a Nicotiana tabacum (lamtham y Day, Nat. Biotechnol. 18: 1172-1176, 2000), esta basada
en el sistema de recombinacién homéloga de los plastos para delecionar el gen marcador del genoma del plasto. La
recombinacién homoéloga entre secuencias repetidas directas que flanquean el marcador seleccionable da como
resultado la delecion del segmento de DNA. Este método requiere varias tandas de autocruzamiento o retrocruza-
miento antes que se obtengan las plantas transgénicas sin el marcador seleccionable. El segundo método utiliza el
sistema de recombinacion Cre/lox (Hajdukiewicz et al., The Plant J. 27: 161-170, 2001; Comeille et al., The
Plant J. 27: 171-179, 2001) para escindir el segmento de DNA. En este método, la proteina Cre media la escision de
un segmento de DNA localizado entre dos sitios lox en orientacion directa repetida. Para eliminar el marcador selec-
cionable, se introduce el gen Cre en los nucleos de las plantas transplastomicas sea por transformacion nuclear o
por cruzamiento. Una vez que se retira el gen marcador seleccionable, se elimina el gen Cre por cruzamiento gené-
tico. Aunque ha alcanzado éxito, la retirada del marcador seleccionable utilizando uno cualquiera de estos métodos
presenta ciertas desventajas. Ambos métodos son procesos laboriosos dado que puedan requerirse tandas de cru-
zamiento multiples, y ambos métodos dejan un segmento de DNA heterélogo residual indeseable en el genoma del
plasto que no sirve para propdsito alguno. Adicionalmente, se observé recombinacion inespecifica que causaba
deleciones de DNA con el sistema de recombinacion Cre/lox (Hajdukiewicz 2001), Asi pues, existe necesidad de
desarrollar otros métodos para obtener plantas transplastomicas sin la integracion estable de un marcador seleccio-
nable de antibidticos en el genoma del plasto.

La aplicacion de genes de resistencia a antibiéticos como el marcador seleccionable para transformacion de plastos
se ve limitada también por el requerimiento de la pigmentacion verde como el fenotipo de seleccion. Una seleccion
basada en pigmentacion verde precisa llevarse a cabo a la luz, lo que puede no ser la condicidén de cultivo 6ptima
para algunos cultivos de células de plantas. Adicionalmente, no todos los tipos de tejido exhiben el fenotipo de pig-
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mentacion verde en condiciones de cultivo normales, tales como la mayoria de los cultivos de células de cosechas
de cereales. Por tanto, es deseable desarrollar una estrategia de seleccion para transformacion de plastos en la cual
la seleccion no sea dependiente de la pigmentacion verde.

Ciertos genes no marcadores de resistencia a antibiéticos, tales como el gen de la protoporfirinogeno-oxidasa (US
6.084.155), los genes de 5-enolpiruvilshikimate-3-fosfato-sintasa (Daniell et al., Nature Biotech 16: 345-348, 1998;
Ye et al., The Plant Journal 25(3): 261-270, 2001), y el gen bar (Lutz et al., Plant Physiology 125: 1585-1590, 2001),
pueden expresarse eficazmente en plantas transplastémicas. Muy recientemente, se ha informado también que los
genes EPSPS y bar se han utilizado en un método de segregacion para obtener plantas transplastémicas resisten-
tes a herbicidas con exclusién de genes antibioticos (Ye et al., Plant Physiology 133: 402-410, 2003).

Otra alternativa consiste en la utilizaciéon de la betaina-aldehido-deshidrogenasa de espinaca como el marcador
seleccionable que confiere resistencia al compuesto letal betaina-aldehido (Daniell et al., Curr Genet 2001, 39: 109-
116, 2001). US 2002/0042934 describe un método de seleccion en dos fases para obtencion de plantas trans-
plastémicas por utilizacion de un marcador no letal y un marcador letal, en el cual los dos marcadores estan locali-
zados en plasmidos separados. Este método tiene la desventaja de una eficiencia bastante baja resultante de tasas
bajas de co-transformacion.

La presente invencion proporciona métodos para transformacion de plastos en una gran diversidad de especies de
plantas y algas. La misma aborda el problema de eliminacion del marcador de resistencia a antibiéticos que se su-
ministra a los plastos durante la transformacion y proporciona métodos de seleccion para plantas homoplasmicas
transplastomicas en los cuales la pigmentacién verde del fenotipo seleccionado no es un requisito previo.

Breve Descripcion de las Figuras

Figura 1: Mapa del vector de transformacion de plastos pEBPPOt (SEQ ID NO: 1). Las secuencias de direcciona-
miento a plastos pIDNA 16rDNA y rps12/7 se representan por lineas sombreadas. Los componentes del gen quimé-
rico ppo de A. thaliana son el promotor del gen de plastos del maiz 16S PEP-NEP rRNA fusionado al rbcL RBS de
plastos de N. tabacum (SEQ ID NO: 4; PmrrN), el gen ppo de A. thaliana (Atppo) y la 3'UTR rps16 de plastos de N.
tabacum (3' rps16). Los componentes del gen quimérico aadA son el promotor psbA de N. tabacum (PpsbA) fusio-
nado a aadA, la secuencia codificante aadA (aadA) y la 3'UTR de psbA de A. thaliana (3'psbA). La resistencia a
ampicilina en la secuencia vectora de la cadena principal (amp) esta codificada por el gen bla y se indica por una
flecha. Estan marcados los sitios de restriccion para Pstl, Ndel, EcoRI, EcoRV, BamHI y Scal.

Figura 2: Mapa del vector de transformacion de plastos pEB8 (SEQ ID NO: 2). Las secuencias de direccionamiento
de plastos pIDNA 16rDNA y rps12/7 se representan por lineas sombreadas. Los componentes del gen quimérico
ppo de A. thaliana son el promotor psbA de N. tabacum (PpsbA), el gen ppo de A. thaliana (Atppo) y la 3'UTR del
plasto rps16 de los plastos de N. tabacum (3' rps16). Los componentes del gen quimérico aadA son el promotor de
plastos clpP de N. tabacum (PclpP), la secuencia codificante aadA (aadA) y la 3'UTR rps16 de los plastos de N.
tabacum (3' rps16). El gen de resistencia a ampicilina en la secuencia vectora de la cadena principal (amp) esta
codificado por el gen bla y se indica por una flecha. Estan marcados los sitios de restriccion para: Pstl, Ndel,
EcoRI, EcoRV, BamHI y Scal.

Figura 3: Mapa del vector de transformacion de plastos pNY2C (SEQ ID NO: 3). Las secuencias de direccionamiento
a los plastos 1 (numero de acceso NC_001879 posicion 96811 a 97844), 2 (posicion 95356 a 96811) y 3 (posicién
93132 a 95351) para recombinacion homoéloga estan subrayadas. El gen quimérico aadA esta insertado dentro del
gen esencial ycf2 en la posicion 95351 del genoma de plastos del tabaco. El gen ppo quimérico de A. thaliana esta
insertado en la region intergénica entre los genes de los plastos ndhB y trnL en la posicién 96811 del genoma de
plastos del tabaco. Los componentes del gen ppo quimérico de A. thaliana son el promotor del gen 16S PEP-NEP
rRNA de plastos de maiz fusionado al RBS rbcL (PmrrN) de plastos de tabaco, el gen ppo de A. thaliana (Atppo) y la
3'UTR de rps16 del plasto rps16 de N. tabacum (3' rps16). Los componentes del gen quimérico aadA son el promo-
tor psbA de N. tabacum (PpsbA) fusionado a aadA, la secuencia codificante de aadA (aadA) y la 3'UTR de psbA de
A. thaliana (3' psbA). Estan marcados los sitios de restriccion para EcoRl, EcoRV, Mlul, Ncol, Ndel, Ngo-
MIV, Scal, SnaBl, Spel, Xbal y Xhol.

Figura 4: llustra un esquema para integracion del transgén PPO en un genoma de plasto. Después de la seleccion
inicial con espectinomicina el vector completo se integra en el genoma del plasto por dos eventos de recombinacion
posibles que ocurren entre los vectores rps12 de cloroplastos (1) o secuencias flanqueantes trnV-rrn16 (2) y el locus
direccionado del plasto. Estos eventos de entrecruzamiento simple crean una poblacién mixta de genomas transfor-
mados de plastos que tienen el vector insertado en diferente conformacion. Subsiguientemente, la seleccién con
butafenacil permite un segundo evento de recombinacién entre secuencias repetidas directas que da como resultado
la integracion estable del gen ppO en el genoma del plasto y la escision completa de aadA con la secuencia de la
cadena principal del vector. En el presente ejemplo se muestra solamente uno de dos posibles eventos de intra-
recombinacion. La continuacion de la seleccion con butafenacil permite la seleccion homoplasmica para genomas de
plastos que contienen el gen ppO.

Figura 5: Ejemplos de analisis por hibridaciéon Southern para identificar transformantes de plastos homoplasmicos.
A) Polimorfismos de longitud de BamHI esperados entre el locus de transformacion de tipo salvaje, los plastos PPO

4



10

15

20

25

ES 2 381 667 T3

transformados y la integracion completa del vector después de un evento de recombinacion por entrecruzamiento
simple entre las secuencias flanqueantes de rps12 (1) o las secuencias flanqueantes de trnV-rrn16 (2). B indica la
posicion de los sitios de restriccion con BamHI. B) Panel superior; hibridacion Southern de DNA total de tipo salvaje
digerido con BamHI (pista wt) y 10 transformantes (pistas marcadas 1 a 10) e hibridado con una sonda especifica
para el locus de insercién. La secuencia de los plastos de tipo salvaje se observa en 3,2 kb, las lineas homoplasmi-
cas transformadas con PPO (pistas 1-3, 5-7 y 10) se secuencian en 5,0 kb. La linea heteroplasmica (pistas 4 y 9)
contiene a la vez el inserto PPO y secuencias de tipo salvaje. Panel inferior; hibridacién Southern de DNA total de
tipo salvaje digerido con Spel (pista wt) y 10 transformantes (pistas marcadas 1 a 10) e hibridadas con la sonda
especifica del gen aadA. El gen aadA (0,9 kb) se observa Unicamente en las lineas heteroplasmicas (pistas 4 y 9).
Figura 6: llustra un esquema para integracion del transgén PPO en el genoma de los plastos. Después de seleccion
inicial con espectinomicina, los marcadores seleccionables integran el genoma del plasto por tres posibles eventos
de entrecruzamiento doble que ocurren entre el vector de transformacién de los plastos y el locus del plasto direc-
cionado. Creacién de una poblacion mixta de genomas transformados de plastos que tienen uno o ambos marcado-
res seleccionables. Subsiguientemente, la seleccién con butafenacil permite la seleccion homoplasmica para
genomas de plastos que contienen gen el PPO y escisién completa de aadA del gen esencial.

Figura 7: Mapa del vector de transformacion de plastos pEB10. Las secuencias de direccionamiento a los plastos
pIDNA 16rDNA y rps12/7 se representan por lineas sombreadas. Los componentes del gen quimérico ppo de A.
thaliana son las secuencias semejantes al promotor del bacteriéfago X2 de Staphylococcus aureus fusionadas a la
5'UTR del gen 10 del bacteriofago kvp1 (PX2k10), el gen ppo de A. thaliana (Atppo) y la 3'UTR del plasto rps16 de
N. tabacum (3' rps16). Los componentes del gen quimérico aadA y el promotor del plasto clpP de N. tabacum
(PclpP), la secuencia codificante aadA (aadA) y la 3'UTR rps16 de los plastos de N. tabacum (3' rps16). El vector del
gen de resistencia a ampicilina (amp) se indica por flechas. Se han marcado los sitios de restriccion para Pstl, Ndel,
EcoRI, EcoRV, BamHI y Scal.

Descripcion del Listado de Secuencias

SEQ ID NO: 1 Vector de transformacion de plastos pEBPPOt (Ejemplo 1 VII).

SEQ ID NO: 2 Vector de transformacion de plastos pEB8 (= pEB8a) (Ejemplo 2).

SEQID NO: 3 Vector de transformacion de plasto pNY2c (Ejemplo 4 11).

SEQ ID NO: 4 Secuencia de DNA del promotor del gen 16S PEP-NEP rRNA de plastos de maiz fusio-
nado al sitio de fijacidon de ribosoma (RBS) del plasto rbcL de N. tabacum.

SEQ ID NO: 5 Cebador superior para amplificacion del promotor del gen 16S PEP-NEP rRNA del DNA
de plastos de maiz, comprendiendo el cebador un sitio de restricciéon EcoRI (Ejemplo 1 1).

SEQ ID NO: 6 Cebador inferior que comprende un sitio de restriccion BspHI (Ejemplo 1 1).

SEQID NO: 7 Cebador superior para amplificacion del gen ppo de A. thaliana (Ejemplo 1 11).

SEQ ID NO: 8 Cebador inferior para amplificacion del gen ppo de A. thaliana, comprendiendo el cebador
un sitio de restriccion Spel (Ejemplo 1 II).

SEQ ID NO: 9 Cebador de la cadena superior para amplificacion del promotor del gen psbA de N. taba-
cum, comprendiendo el cebador un sitio de restriccion EcoRI (Ejemplo 1 111).

SEQ ID NO: 10 Cebador de la cadena inferior para amplificacion del promotor del gen psbA de N. taba-
cum, comprendiendo el cebador un sitio de restriccion Ncol (Ejemplo 1 1lI).

SEQ ID NO: 11 Cebador superior para amplificacién del promotor del gen clpP de A. thaliana, compren-
diendo el cebador un sitio de restriccion EcoRI (Ejemplo 1 V).

SEQ ID NO: 12 Cebador inferior para amplificacion del promotor del gen clpP de A. thaliana, compren-
diendo el cebador un sitio de restriccion BspHI (Ejemplo 1 V).

SEQ ID NO: 13 Cebador superior para amplificacion de un nuevo locus diana de DNA de plastos, com-
prendiendo el cebador un sitio de restriccion Xhol (Ejemplo 4 I).

SEQ ID NO: 14 Cebador inferior para amplificaciéon de un nuevo locus diana de DNA de plastos, com-
prendiendo el cebador un sitio de restriccion Xbal (Ejemplo 4 1).

SEQ ID NO: 15 Promotor del bacteriéfago X2 de Staphylococcus aureus

SEQ ID NO: 16 5'UTR del gen 10 del bacteriéfago kvp1 de Kluyvera

SEQ ID NO: 17 3'UTR del gen 9 del bacteriéfago T3

SEQ ID NO: 18 Secuencia de nucledtidos de la secuencia semejante al promotor quimérico del bacterid-
fago X2 de Staphylococcus fusionada a la 5'UTR del gen 10 del bacteriéfago kvp1.

SEQ ID NO: 19 Secuencia de nucledtidos del vector de transformacion de plastos pEB10

SEQ ID NO: 20 Cebador de la cadena superior para amplificar el promotor 16S NEP-PEP de maiz (sitio
EcoRl).

SEQ ID NO: 21 Cebador de la cadena inferior para amplificar el promotor 16S NEP-PEP de maiz (sitio
Xbal).

SEQ ID NO: 22 Cebador de la cadena superior para amplificar la 5'UTR del gen del bacteriéfago T3
(RTK36).

SEQ ID NO: 23 Cebador de la cadena inferior para amplificar la 5'UTR del gen del bacteriéfago T3
(RTK39).

SEQ ID NO: 24 Cebador de la cadena superior para amplificar 16S NEP-PEP de maiz (sitio Smal)
(RTK38).

SEQ ID NO: 25 Cebador de la cadena inferior para amplificar 16S NEP-PEP de maiz (sitio BspHI)
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(RTK37).

SEQ ID NO: 26 Cadena superior del fragmento EcoRI-Xbal de la secuencia semejante al promotor del
bacteriéfago X2.

SEQ ID NO: 27 Cadena inferior del fragmento EcoRI-Xbal de la secuencia semejante al promotor del
bacteriofago X2.

SEQ ID NO: 28 Cebador de la cadena superior para la 5'UTR del gen 10 de kpv1

SEQ ID NO: 29 Cebador de la cadena inferior para la 5'UTR del gen 10 de kpv1

Definiciones
Para claridad, ciertos términos utilizados en la memoria descriptiva se definen y presentan como sigue:

"Asociado con/enlazado operativamente" se refieren a dos secuencias de acido nucleico que estan relacionadas
fisica o funcionalmente. Por ejemplo, se dice que una secuencia de DNA promotora o reguladora esta "asociada
con" una secuencia de DNA que codifica un RNA o una proteina sin las dos secuencias estan enlazadas operativa-
mente, o situadas de tal manera que la secuencia de DNA reguladora afectara al nivel de expresion de la secuencia
de DNA codificante o estructural.

Un "constructo quimérico" o "gen quimérico" es una secuencia de acido nucleico recombinante en la cual una se-
cuencia de acido nucleico promotora o reguladora esta enlazada operativamente a, o asociada con, una secuencia
de acido nucleico que codifica un mMRNA o que se expresa como una proteina, de tal modo que la secuencia regula-
dora de acido nucleico es capaz de regular la transcripcidén o expresion de la secuencia de acido nucleico asociada.
La secuencia de acido nucleico reguladora del constructo quimérico no esta enlazada normalmente de modo opera-
tivo a la secuencia de acido nucleico asociada como se encuentra en la naturaleza.

Una "secuencia codificante" es una secuencia de acido nucleico que se transcribe en RNA tal como mRNA, rRNA,
tRNA, snRNA, RNA sentido o RNA antisentido. Preferiblemente, el RNA se traduce luego en un organismo para
producir una proteina.

"Casete de expresion", como se utiliza en esta memoria, significa una molécula de acido nucleico capaz de dirigir la
expresion de una secuencia particular de nucleétidos en una célula hospedadora o compartimiento de una célula
hospedadora apropiado(a), que comprende un promotor enlazado operativamente a la secuencia de nucledtidos de
interés que esta enlazada operativamente a sefales de terminacion. La misma comprende también tipicamente
secuencias requeridas para traduccion apropiada de la secuencia de nucledtidos. La region codificante codifica
usualmente una proteina de interés, pero puede codificar también un RNA funcional de interés, por ejemplo RNA
antisentido o un RNA no traducido, en la direccion sentido o antisentido. La casete de expresion que comprende la
secuencia de nucledtidos de interés puede ser quimérica, lo que significa que al menos uno de sus componentes es
heterélogo con respecto a al menos uno de sus otros componentes. La casete de expresion puede ser también una
que existe naturalmente pero se ha obtenido en forma recombinante util para expresidn heteréloga. Tipicamente, sin
embargo, la casete de expresion es heterdloga con respecto al hospedador, es decir, la secuencia de DNA particular
de la casete de expresion no existe naturalmente en la célula hospedadora y tiene que haber sido introducida en la
célula hospedadora o un ancestro de la célula hospedadora por un evento de transformacién. La expresién de la
secuencia de nucledtidos en la casete de expresion puede hallarse bajo el control de un promotor constitutivo o de
un promotor inducible que inicia la transcripcion unicamente cuando la célula hospedadora se expone a un cierto
estimulo externo particular. En el caso de un organismo multicelular, tal como una planta, el promotor puede ser
también especifico para un tejido u érgano o etapa de desarrollo particular.

Con respecto a la transformacion de plastos, la casete de expresion esta disefiada de tal manera que el promotor, el
terminador y otras secuencias reguladoras son funcionales en los plastos. El término "gen" se utiliza en sentido
amplio para hacer referencia a cualquier segmento de DNA asociado con una funcién biolégica. Asi, los genes inclu-
yen secuencias codificantes y/o las secuencias reguladoras requeridas para su expresion. Los genes incluyen tam-
bién segmentos de DNA no expresados que, por ejemplo, forman secuencias de reconocimiento para otras
proteinas. Los genes pueden obtenerse de una diversidad de fuentes, que incluyen clonacién a partir de una fuente
de interés o sintesis a partir de informacion de secuencia conocida o predicha, y pueden incluir secuencias disefia-
das que tienen parametros deseados.

Los términos "heterélogo” y "exdgeno” cuando se utilizan en esta memoria para hacer referencia a una secuencia de
acido nucleico (v.g., una secuencia de DNA) o un gen, se refieren a una secuencia que se origina a partir de una
fuente extrafia a la célula hospedadora particular o, si proceden de la misma fuente, esta modificada con respecto a
su forma original. Asi, un gen heterdlogo en una célula hospedadora incluye un gen que es enddgeno para la célula
hospedadora particular, pero que se ha modificado, por ejemplo, por el uso de desordenamiento del DNA. Los
términos incluyen también copias multiples no existentes naturalmente de una secuencia de DNA existente natural-
mente. Asi, los términos se refieren a un segmento de DNA que es extrafio o heterdlogo a la célula, u homdlogo a la
célula pero que se encuentra en una posicion en el acido nucleico de la célula hospedadora en la cual no se encuen-
tra ordinariamente el elemento. Los segmentos exdgenos de DNA se expresan para producir polipéptidos exégenos.
Una secuencia de acido nucleico (v.g., DNA) "homdloga" es una secuencia de acido nucleico (v.g. DNA) asociada
naturalmente con una célula hospedadora en la cual se introduce la misma.
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"Homoplasmico" se refiere a plastos, células de plantas y plantas que comprenden un solo tipo, uniforme, de copias
del plastoma, es decir se refiere a plastos que no comprenden copias de plastomas diferentes o a células de plantas
o plantas que no comprenden poblaciones de plastos mixtas. En el contexto de la presente invencion, una molécula
de DNA o enzima "aislada" es una molécula de DNA o enzima que, por acciéon humana, existe aparte de su ambien-
te natural y por consiguiente no es un producto de la naturaleza. Una molécula de DNA o enzima aislada puede
existir en forma purificada o puede existir en un ambiente no natural tal como, por ejemplo, en una célula hospeda-
dora transgénica.

"Enlazado con" se refiere a una primera secuencia de acido nucleico que esta enlazada con una segunda secuencia
de &cido nucleico cuando las secuencias estan dispuestas de tal modo que la primera secuencia de acido nucleico
afecta a la funcion de la segunda secuencia de acido nucleico. Preferiblemente, las dos secuencias forman parte de
una sola molécula contigua de acido nucleico y mas preferiblemente son adyacentes. Por ejemplo, un promotor esta
enlazado operativamente a un acido nucleico que codifica una proteina si el promotor regula o media la transcripcion
de la secuencia codificante en una célula. El término "acido nucleico" se refiere a desoxirribonucleétidos o ribonu-
cleétidos y polimeros de los mismos en forma mono- o bi-catenaria. A no ser que se limite especificamente, el térmi-
no abarca acidos nucleicos que contienen analogos conocidos de nucleétidos naturales que tienen propiedades de
ligacion similares al acido nucleico de referencia y se metabolizan de una manera similar a los nucleétidos existentes
naturalmente. A no ser que se indique otra cosa, una secuencia de acido nucleico particular abarca también implici-
tamente variantes de la misma modificadas de manera conservadora (v.g. sustituciones de codones degenerados) y
secuencias complementarias asi como la secuencia indicada explicitamente. De manera especifica, las sustitucio-
nes de codones degenerados pueden realizarse por generacion de secuencias en las cuales la tercera posicion de
uno o mas (o todos) los codones seleccionados esta sustituida con residuos de base mixta y/o residuos desoxiinosi-
na (Batzer et al., Nucleic Acid Res. 19: 5081 (1991); Ohtsuka et al., J. Biol. Chem. 260: 2605-2608 (1985); Rossolini
et al., Mol. Cell. Probes 8: 91-98 (1994)). Los términos "acido nucleico" o "secuencia de acido nucleico" pueden
utilizarse intercambiablemente con gen, cDNA, y mRNA codificado por un gen.

"ORF" significa marco de lectura abierto.

"Compuesto letal para los plastos" se refiere a cualquier compuesto que afecta a la viabilidad de un plasto de célula
vegetal de tipo salvaje. Los compuestos que afectan a la viabilidad de un plasto de célula vegetal de tipo salvaje
incluyen, pero sin caracter limitante, compuestos que degradan rapidamente las membranas de los plastos, inhiben
los caminos metabdlicos de los plastos (tales como la biosintesis de aminoacidos aromaticos, la fotosintesis, la bio-
sintesis de clorofila, la asimilacién de amonio, etc.), compuestos toxicos, proteasas, nucleasas, compuestos que
alteran el pH de la célula, etc. Preferiblemente, el compuesto letal para los plastos degrada las membranas interna y
externa de un plasto de célula vegetal de tipo salvaje. Ejemplos de tales compuestos incluyen cualquier herbicida,
que incluye pero sin caracter limitante, glifosato, butafenacil, fosfoinotricina, norfluorazona, atrizina, glufosinato,
bromoxinil, y acifluorfeno.

Un experto en la técnica reconocera que la capacidad de los compuestos letales para los plastos de afectar a la
viabilidad de los plastos depende de la concentracion del compuesto en el medio, la duracién de exposicion, y el tipo
y/o fuente del tejido vegetal.

"Compuesto no letal para los plastos" se refiere a compuestos que afectan al metabolismo del plasto de la célula
vegetal y por consiguiente ralentizan o inhiben el crecimiento del plasto o de la célula como un todo, pero no afectan
a la viabilidad del plasto o de la célula vegetal durante la fase inicial.

"Transformacion de plastos" se refiere a la transformacion genética de una célula vegetal o planta en la cual se
suministran secuencias de DNA extraiio a los plastos y se integran en el genoma del plasto (plastoma).

Dos acidos nucleicos estan "recombinados" cuando las secuencias de cada uno de los dos acidos nucleicos se
combinan en un acido nucleico de la progenie. Dos secuencias estan "recombinadas directamente" cuando ambos
acidos nucleicos son sustratos para recombinaciéon. Dos secuencias estan "recombinadas indirectamente" cuando
las secuencias se recombinan utilizando un intermediario tal como un oligonucleétido cruzado. Para recombinacion
indirecta, no mas de una de las secuencias es un sustrato real para la recombinacién, y en algunos casos, ninguna
de las secuencias es un sustrato para la recombinacion.

"Elementos reguladores” se refieren a secuencias implicadas en el control de la expresién de una secuencia de
nucledtidos. Los elementos reguladores comprenden un promotor enlazado operativamente a la secuencia de nu-
cledtidos de interés y las sefiales de terminacion. Los mismos abarcan también tipicamente secuencias requeridas
para traduccién apropiada de la secuencia de nucledtidos.

"Transformacion" es un proceso para introducir DNA heterdlogo en una célula de planta, tejido de planta, o planta.
Debe entenderse que las células de planta, tejido de planta, o plantas transformadas abarcan no sélo el producto
final de un proceso de transformacion, sino también la progenie transgénica del mismo.
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"Transformado”, "transgénico", y "recombinante" hacen referencia a un organismo hospedador tal como una bacteria
0 una planta en la cual se ha introducido una molécula de acido nucleico heteréloga. La molécula de acido nucleico
puede estar integrada de manera estable en el genoma del hospedador, o la molécula de acido nucleico puede estar
presente también como una molécula extracromosdmica. Una molécula extracromosdmica de este tipo puede ser
auto-replicante. Se entendera que las células, tejidos o plantas transformados(as) abarcan no soélo el producto final
de un proceso de transformacion, sino también la progenie transgénica del mismo. Un hospedador "no transforma-
do", "no transgénico" o "no recombinante" hace referencia a un organismo de tipo salvaje, v.g., una bacteria o una
planta, que no contiene la molécula de acido nucleico heterdloga.

"Transplastémico" se refiere a plastos, células de plantas y plantas que comprenden plastomas transformados.
Descripcion Detallada de la Invencion

Transformacion de plastos con integracién estable de un marcador letal seleccionable e integracién transitoria de un
marcador seleccionable no letal

La presente invencion proporciona métodos para producir plantas transgénicas que tienen genomas de plastos re-
combinantes sin la integracién estable de un marcador de resistencia a los antibiéticos.

Un aspecto de la presente invencion proporciona vectores de transformacion de plastos Utiles para obtener plastos
transformados. Los vectores comprenden una secuencia de acido nucleico marcadora seleccionable quimérica letal
que codifica una proteina que proporciona tolerancia a un compuesto letal para la célula y una secuencia de acido
nucleico marcadora seleccionable quimérica no letal que codifica una proteina que proporciona resistencia a un
compuesto selectivo no letal para el plasto. En un vector de acuerdo con la invencion, la secuencia de acido nucleico
marcadora letal seleccionable esta flanqueada por secuencias de direccionamiento del plasto, mientras que la se-
cuencia de acido nucleico marcadora seleccionable no letal esta localizada en la cadena principal del vector fuera de
las secuencias de direccionamiento del plasto.

La secuencia de acido nucleico marcadora seleccionable quimérica letal comprende una secuencia promotora fun-
cional en el plasto, una region reguladora 5' no traducida (5'UTR), una secuencia de DNA que codifica una proteina
que confiere tolerancia al compuesto letal para la célula y una regién 3' no traducida (3'UTR).

La secuencia de acido nucleico marcadora seleccionable quimérica no letal comprende una secuencia promotora
funcional en el plasto, una 5'UTR reguladora, una secuencia de DNA que codifica un marcador seleccionable no letal
que codifica una proteina que confiere resistencia a un compuesto no letal para los plastos, y una 3'UTR.

Otro aspecto de la presente invencion proporciona vectores de transformacion de plastos utiles para obtener plastos
transformados e integrar secuencias de DNA en el genoma del plasto. Tales secuencias de DNA pueden ser, por
ejemplo, genes, secuencias o moléculas de acido nucleico quiméricas, o casetes de expresion para la expresion de
un producto génico o productos génicos en los plastos transformados. Estos vectores de transformacion de plastos
contienen ademas de las caracteristicas descritas previamente al menos una secuencia de DNA de este tipo que
esta enlazada a la secuencia de acido nucleico marcadora seleccionable quimérica letal en las secuencias de direc-
cionamiento de los plastos. Una secuencia de DNA expresable comprende tipicamente una secuencia promotora
funcional en el plasto, una 5'UTR reguladora, al menos un segmento de DNA que codifica un producto génico de
interés y una 3'UTR. Alternativamente, la secuencia de DNA que codifica uno o varios productos génicos y el mar-
cador seleccionable quimérico letal puede ser expresada por un promotor simple en un gen policistronico semejante
a un operon.

Numerosos métodos conocidos por los expertos en la técnica se utilizan en la produccion de los constructos y vecto-
res de la presente invencion tales como, pero sin caracter limitante, ligacién, digestion con enzimas de restriccion,
reaccion en cadena de polimerasa (PCR), mutagénesis in vitro, adiciones de enlazadores y adaptadores, etc, y se
describen por ejemplo, en Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 edicion (1989). Por tanto,
pueden realizarse transiciones, transversiones, inserciones, y deleciones de nucleétidos en moléculas de acido
nucleico que se emplean en las regiones reguladoras, las secuencias de acido nucleico de interés para expresion en
los plastos.

La presente invencién proporciona también métodos para transformacién de plastos que utilizan un protocolo de
seleccion de dos pasos con compuestos no letales para los plastos y compuestos letales para la célula. Los trans-
formantes iniciales de los plastos se seleccionan en un medio que contiene un compuesto no letal para los plastos.
La seleccion se facilita por la expresion de un gen marcador seleccionable no letal integrado transitoriamente en el
genoma del plasto. Una vez que se ha acumulado un numero suficiente de plastos transformados por célula, el me-
dio del compuesto no letal se reemplaza por un medio que contiene un compuesto letal para la célula que selecciona
los genomas de los plastos que expresan la proteina que confiere tolerancia a este compuesto.

Alternativamente, se seleccionan transformantes iniciales en un medio que contiene a la vez un compuesto no letal
para los plastos y un compuesto letal para la célula. Una vez que se ha acumulado un numero suficiente de plastos
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transformados por célula, se contintia la seleccién en un medio que contiene Unicamente el compuesto letal para la
célula.

En una realizacion preferida de la invencion, el compuesto no letal para los plastos es un antibiético y el marcador
no letal es un gen de resistencia a antibidticos.

En otra realizacion preferida, el compuesto letal para la célula es un herbicida, preferentemente un herbicida del
grupo de los inhibidores de PPO.

Transformaciéon de plastos con integracion estable de ppo e integracion transitoria de aadA

En una realizacién preferida de la presente invencion, el gen marcador letal seleccionable es una protoporfirinégeno-
oxidasa (ppo) que confiere tolerancia al compuesto letal para la célula butafenacil, y el gen marcador seleccionable
no letal es aminoglicosido-adeniltransferasa (aadA) que confiere resistencia al compuesto no letal para los plastos
espectinomicina.

La presente invencion proporciona un método para producir una planta transgénica que posee genomas de plastos
recombinantes sin integracién estable de un marcador seleccionable de antibidticos tal como aadA. Los transforman-
tes iniciales de los plastos se seleccionan en medio que contiene espectinomicina basado en la expresion del gen
aadA que esta integrado transitoriamente en el genoma del plasto. Una vez que se ha acumulado un ndamero sufi-
ciente de plastos transformados por célula, se confiere a la célula tolerancia a butafenacil por la expresion del gen
ppo que esta integrado de manera estable en el plastoma. La eliminacion del gen resistente al antibiotico y la segre-
gacioén y seleccion de transformantes homoplasmicos se realiza por cambio de seleccidn con espectinomicina a
butafenacil.

Es util también un método para integrar establemente un transgén o transgenes de interés en el genoma de los
plastos por direccionamiento del mismo a una regiéon no esencial del genoma del plasto en donde el marcador se-
leccionable esta insertado de manera inestable en el genoma del plasto por direccionamiento del mismo al genoma
del plasto de tal manera que altera un gen esencial del plasto. Este método esta basado en el hecho de que la inte-
rrupcion direccionada de genes esenciales de los plastos es inestable debido a que los genes interrumpidos revier-
ten a su conformacién de tipo salvaje cuando se elimina la presion selectiva. Los genomas de los plastos poseen
varios genes (tales como ycf1, ycf2 y clpP) que son esenciales para la supervivencia de la célula. Los intentos pre-
vios para desactivar tales genes por interrupcién direccionada con genes marcadores seleccionables (Shikanai et
al., Plant Cell Physiol. 42:264-73, 2001; Drescher et al., Plant J. 22:97-104, 2000; Boudreau et al., Mol. Gen. Genet.
253:649-53, 1997; Huang et al., Mol. Gen. Genet. 244:151-9, 1994) pudieron producir unicamente poblaciones hete-
roplasmicas de plastos que comprendian a la vez los genes interrumpidos y los de tipo salvaje. La insercién del
marcador seleccionable en estos genes es inestable y la eliminacion de la presién selectiva da como resultado la
pérdida del marcador selectivo y la reversion a poblaciones de plastos homoplasmicas que tienen unicamente co-
pias de tipo salvaje del gen esencial (Drescher et al., Plant J. 22: 97-104, 2000; Fischer et al., Mol. Gen. Genet. 251:
373-80, 1996).

Se describen también vectores de transformacion de plastos Utiles para la obtencién de plastos transformados. El
vector de transformacion de plastos comprende un segmento de DNA homologo a un locus del plasto que contiene
al menos una parte de una secuencia del gen esencial del plasto y una secuencia adyacente no esencial del plasto,
tal como una regioén intergénica. Los vectores comprenden un gen marcador seleccionable quimérico no letal, que
codifica una proteina que proporciona resistencia a un compuesto no letal para los plastos, en donde el gen marca-
dor seleccionable no letal esta insertado en la secuencia del gen esencial del plasto. El vector comprende adicio-
nalmente un gen marcador quimérico letal seleccionable, que codifica una proteina que proporciona tolerancia a un
compuesto letal para la célula, en donde el gen marcador letal seleccionable esta insertado en la secuencia del
plasto no esencial de la secuencia. El gen marcador quimérico letal seleccionable comprende una secuencia promo-
tora funcional en el plasto, una 5'UTR reguladora, una secuencia de DNA que codifica una proteina que confiere
tolerancia a un compuesto letal para la célula, y una 3'UTR del plasto.

El gen marcador seleccionable quimérico no letal comprende una secuencia promotora funcional en el plasto, una
5'UTR reguladora, una secuencia de DNA que codifica una proteina que confiere resistencia a un compuesto no letal
para los plastos, y una 3'UTR. Ambas casetes marcadoras seleccionables letal y no letal estan flanqueadas por una
secuencia de DNA del plasto para insercion direccionada en el genoma del plasto por recombinacién homdloga. La
secuencia del DNA del plasto que enlaza los genes a insertar tiene que ser de longitud suficiente para permitir la
recombinaciéon de ambos genes enlazados y no enlazados con el genoma del plasto. Preferentemente, tales se-
cuencias de DNA enlazadoras del plasto tienen una longitud de al menos 200 pb.

Otro aspecto de la presente invencion proporciona vectores de transformacion de plastos Utiles para la obtencion de
plastos transformados y para la expresion de uno o mas productos génicos en los plastos transformados. Los vecto-
res de transformacion de plastos comprenden ademas de los segmentos previamente descritos de direccionamiento
de los plastos con genes marcadores seleccionables, al menos una secuencia de DNA expresable que esta enlaza-
da al gen marcador seleccionable quimérico letal en la secuencia no esencial. La secuencia de DNA expresable
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comprende una secuencia promotora funcional en el plasto, una 5'UTR reguladora, un segmento de DNA que codifi-
ca un producto génico y una 3'UTR plastidica.

Alternativamente, la secuencia de DNA que codifica uno o varios productos génicos y el marcador seleccionable
quimérico letal se expresan a partir de un promotor simple en un gen policistronico semejante a un operon.

La presente invencion proporciona también métodos para transformacion de plastos que utilizan un protocolo de
seleccion en dos pasos con compuestos no letales para el plasto y letales para la célula. Los transformantes ceba-
dores de los plastos se seleccionan en un medio que contiene un compuesto no letal para los plastos. La seleccién
se facilita por la expresion de un gen marcador seleccionable no letal integrado en el gen esencial del plasto direc-
cionado. Una vez que se ha acumulado un numero suficiente de plastos transformados por célula, se reemplaza el
medio del compuesto no letal por un medio que contiene un compuesto letal para la célula que selecciona los geno-
mas del plasto que expresan la proteina que confiere tolerancia a este compuesto. Después de varias tandas de
subcultivo del tejido en medios selectivos letales, los genomas de los plastos se vuelven homoplasmicos para el gen
marcador letal seleccionable o el marcador letal seleccionable con una o mas secuencias de DNA expresables, y de
tipo salvaje para el gen esencial direccionado.

Alternativamente, se seleccionan transformantes iniciales en un medio que contiene a la vez un compuesto no letal
para los plastos y un compuesto letal para la célula. Una vez que se ha acumulado un ndmero suficiente de plastos
transformados por célula, se continda la seleccién en un medio que contiene Unicamente un compuesto letal para la
célula.

Transformacion de plastos con integracion estable de ppo e integracion inestable de aadA

En una realizacién preferida de la presente invencion, el gen marcador letal seleccionable es protoporfirinogeno-
oxidasa (ppo) que confiere tolerancia al compuesto letal para la célula butafenacil, y el gen marcador seleccionable
no letal es aminoglicosido-adeniltransferasa (aadA) que confiere resistencia al compuesto no letal para el plasto
espectinomicina.

Se describe también un método para producir una planta transgénica que tiene genomas de plasto recombinantes
sin integracion estable de un marcador antibiético seleccionable tal como aadA. Se seleccionan transformantes
iniciales de plastos en medio que contiene espectinomicina basado en la expresion del gen aadA que esta integrado
de manera inestable en el genoma del plasto, interrumpiendo un gen esencial del plasto. Una vez que se ha acumu-
lado un numero suficiente de plastos transformados por célula, se confiere a la célula tolerancia a butafenacil por la
expresion del gen ppo que esta integrado de manera estable en el plastoma. La reversién del gen esencial del plasto
interrumpido al gen de tipo salvaje y la segregacion y seleccion de transformantes homoplasmicos se realizan por
cambio de seleccidn con espectinomicina a butafenacil.

Seccidn Il: Métodos para seleccion de plantas homoplasmicas transplastdémicas que expresan el gen ppo en sus
plastos

La invencién se refiere a métodos para seleccion de células de plantas homoplasmicas o plantas que comprenden
plastos transplastomicos que tienen el gen ppo integrado en su plastoma con la exclusion de cualquier gen de resis-
tencia a antibioticos.

Estos métodos emplean una casete de expresion de plastos ppo, que esta flanqueada por una secuencia homéloga
al DNA de plastos, una casete de expresion de plastos aadA, que esta separada de la secuencia flanqueante de la
casete ppo, y una cualquiera de las dos estrategias de seleccion de fase proporcionadas por la invencién, que com-
prenden utilizar el gen ppo como gen marcador seleccionable durante la fase de segregacion de poblaciones de
plastos heteroplasmicas y la seleccion de células vegetales homoplasmicas para obtener plantas transplastomicas
que tienen el gen ppo integrado en su plastoma con la exclusion del gen de resistencia a los antibiéticos aadA.

Un aspecto adicional de la invencion se refiere a la extension de métodos de transformacién de plastos a material
vegetal no pigmentado. La invencion proporciona estrategias de seleccion que comprenden utilizar un gen marcador
letal seleccionable para transformacion de plastos y un compuesto letal para la célula tal como Férmula XVII como
agente selectivo, en donde la pigmentacion verde no es esencial para el fenotipo transplastémico seleccionado.
Estas estrategias de seleccion tienen por consiguiente el potencial de ser aplicadas tanto a tejido verde como a
tejido no verde para transformacion de plastos.

El gen marcador letal seleccionable ppo y el gen de resistencia a los antibiéticos aadA se suministran conjuntamente
a las dianas de transformacion en los mismos constructos, en donde la casete ppo comprende su propia secuencia
flanqueante que es homodloga a un fragmento de DNA plastidico, mientras que la casete aadA esta separada de la
secuencia flanqueante de la casete ppo. La casete ppo comprende un promotor &', el gen ppo, y una 3'UTR, disefia-
da para expresion en el plasto, mientras que la casete aadA comprende un promotor 5', el gen aadA y una 3'UTR,
disefiada para expresion en el plasto.
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El procedimiento de seleccién se compone de dos fases. Durante la primera fase de la seleccion, se seleccionan
células que contienen plastos transplastomicos en un medio que comprende el compuesto selectivo no letal especti-
nomicina o estreptomicina. Alternativamente, el medio de seleccion utilizado durante la primera fase de seleccion
comprende espectinomicina o estreptomicina en combinacion con el herbicida Férmula XVII como un agente selecti-
vo letal para la célula.

La seleccion de la primera fase en un medio que contiene el compuesto no letal se lleva a cabo durante un periodo
de tiempo en el cual los eventos resistentes no son visualmente detectables todavia. Una persona experta en la
técnica conocera el modo de determinar este periodo de tiempo, basandose v.g., en parametros de cultivo de tejidos
que son especificos para la especie de planta a transformar. La primera fase de seleccion dura desde aproximada-
mente 5 dias a aproximadamente 8 semanas, de modo més especifico durante aproximadamente una semana a
aproximadamente 6 semanas. Preferentemente, la primera fase de seleccion tiene una duracion aproximada 2 a 4
semanas.

Alternativamente, la primera fase de seleccién puede extenderse hasta que los eventos resistentes se hacen vi-
sualmente detectables. Dependiendo de la especie de planta a trasformar y del tipo de explante utilizado, los even-
tos resistentes llegan a hacerse visibles al cabo de aproximadamente una semana hasta aproximadamente 15
semanas, de modo mas especifico después de aproximadamente 3 a aproximadamente 10 semanas. Cuando la
primera fase de seleccion se extiende hasta que los eventos resistentes son visualmente detectables, la primera
fase de seleccion tiene como valor tipico una duracion de aproximadamente 5 semanas.

La segunda fase de seleccion que sigue a la seleccion inicial sobre espectinomicina se lleva a cabo en un medio que
contiene el agente letal para la célula Férmula XVII como agente selectivo. El proceso de segregacion y seleccion
durante esta fase da como resultado la pérdida rapida del gen de resistencia a antibiéticos aadA y el establecimiento
de una poblacién homoplasmica de plastos que tiene el gen ppo integrado de manera estable en el plastoma. Las
células transplastomicas asi obtenidas se regeneran luego en plantas homopldsmicas que expresan gen ppo en sus
plastos y que transmiten los plastos transplastomicos a su progenie. Las plantas homoplasmicas que contienen el
transplastoma PPO dan como resultado una tolerancia a los herbicidas mucho mayor que las plantas nucleares
transformadas con el mismo gen. Adicionalmente, se obtiene una resistencia a los herbicidas mucho mayor con las
plantas transplastomicas homoplasmicas que expresan en el ppo en sus plastos que con los transformantes nuclea-
res que expresan ppo en el nucleo.

En la presente invencidon puede emplearse cualquier método conocido para transformacion de plastos en células
vegetales disponible que dé como resultado células de plantas que contengan una poblacion de plastos en los cua-
les se ha introducido un constructo de acido nucleico recombinante que tiene una secuencia de DNA que codifica
una proteina que proporciona tolerancia a un compuesto letal para los plastos o un compuesto no letal para los plas-
tos segun los casos. Métodos de transformacién de plastos incluyen, pero sin caracter limitante, bombardeo con
particulas, y transformacion mediada por PEG.

La transformacion estable de genomas de plastos de tabaco por bombardeo con particulas ha sido publicada (Svab
et al. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:8526-8530; Svab y Maliga (1993) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 90:913-917) y la transformacion de plastos mediada por PEG ha sido descrita por Koffer et al.
(1998) in Vitro Cell. Biol. Plant, 34: 303-309. Otros métodos para introducir constructos recombinantes en plastos de
células vegetales se conocen en la técnica, y se describen por ejemplo en Svab et al. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 87: 8526-8530, Sikdar et al. (1998) Plant Cell Reports 18: 20-24, publicacion PCT WO 97/2977, y Sidorov et al.
(1999) Plant J. 19(2): 209-216. Métodos adicionales para introducir dos constructos en un plasto de célula vegetal se
describen por ejemplo en Carrer et al. Biotechnology 13: 791-794 (1995). Los métodos descritos en las referencias
anteriores pueden emplearse para obtener células de plantas transformadas con los constructos de transformacion
de plastos descritos en esta memoria.

La regeneracion de plantas enteras a partir de una célula transformada contenida en el tejido utilizado en la trans-
formacion implica varias etapas de crecimiento. Tipicamente, un tejido, que ha sido escindido de una planta adulta o
planta joven germinada, se pone en un medio quimicamente definido en condiciones estériles. Por cultivo del ex-
plante en tales condiciones controladas durante cierto periodo de tiempo, puede formarse una masa indiferenciada
de células, a la que se hace referencia como un callo. Por cultivo de este callo en la serie de condiciones apropiada,
v.g. nutrientes, luz, temperatura, humedad, y proporcionando la combinacién y concentracién apropiada de regula-
dores del crecimiento de las plantas, los callos pueden ser inducidos a formar células diferenciadas y regenerar
brotes de plantas. Los brotes de plantas, a los que se hace referencia a veces como plantulas, que contienen tejido
de meristemo, se transfieren luego a un medio para la induccion de la produccion de raices.

Los medios selectivos utilizados y descritos en esta memoria pueden ser liquidos o sélidos, tales como la adicion de
un agente solidificante, tal como agar. Un medio selectivo liquido permite una mayor area superficial de contacto del
tejido de la planta con el medio selectivo que contiene hormonas particulares, agentes selectivos particulares y otras
sustancias necesarias para obtener la regeneracion.
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Las realizaciones arriba descritas son ilustrativas. Esta descripcion de la invencién colocara a un experto en la técni-
ca en posesion de muchas variaciones de la invencidn. La totalidad de dichas variaciones obvias y previsibles deben
considerarse abarcadas por las reivindicaciones adjuntas.

EJEMPLOS
Ejemplo 1: Preparacion del vector de transformacion de plastos para integracion transitoria de aadA.

I. Amplificacion del promotor del gen 16S PEP-NEP rRNA de plastos de maiz fusionado al sitio de fijacion de ribo-
soma (RBS) de plastos rbcL de N. tabacum

El promotor del gen 16S PRP-NEP rRNA del maiz (genoma de cloroplastos completo de Zea mays, numero de ac-
ceso X86563, posicion 94966 a 95115) se aisld por amplificacion PCR a partir de DNA 6N615 de maiz utilizando un
cebador de la cadena superior que comprendia un sitio de restriccion EcoRlI introducido en el extremo 5' de la region
promotora del gen 16S rRNA (SEQ ID NO: 5; 5-GCCAGAATTCACCACGATCGAACGGGAATGGATA-3, el sitio
EcoRI esta subrayado) y un cebador de la cadena inferior que se extiende hasta el promotor del gen rRNA 16S,
muta un ATG aguas abajo del sitio de comienzo de la transcripcién por cambio de posicion (T a G), fusiona el RBS
rbcL del tabaco (genoma de cloroplastos completo de N. tabacum, nimero de acceso NC_001879, posicién 577569
a 57585) como una extensién 5' hasta el extremo 3' de la 5'UTR del gen rRNA 16S e introduce un sitio BspHI en el
extremo 5' del RBS (SEQ ID NO: 6; 5'-
GCCGTCATGAATCCCTCCCTACAACTGATTCGGAATTGTCTTTCCTTCCAAGGATAACTTGTATCCAG
GCGCTTCAG-3!, el sitio de restriccion BspHI esta subrayado). La amplificacion PCR se llevé a cabo con el kit de
DNA-polimerasa Pfu Turbo (Stratagene, LaJolla, CA) en un Termociclador Perkin Elmer 480 de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante (Perkin Elmer/Roche, Branchburg, NJ) como sigue: 5 min 95°C, seguido por 5 ciclos
de 1 min 95°C/2 min 49°C/1 min 72°C, y después 25 ciclos de 1 min 95°C, 2 min 55°C/1 min 72°C.

La secuencia de DNA del promotor del gen 16S PEP-NEP rRNA de plastos del maiz fusionada al sitio de fijacion de
ribosoma (RBS) del plasto rbcL de N. tabacum se proporciona en SEQ ID NO: 4. En la representacion de SEQ ID
NO: 4 siguiente la secuencia promotora del gen rRNA 16S esta subrayada; el nucleétido mutado se indica en negri-
ta; el codon de iniciacion (ATG) se indica en versalitas:

1 GAATTCACCA CGATCGAACG GGAATGGATA AGAGGCTTGT GGGATTGACG
50 TGATAGGGTA GGGTTGGCTA TACTGCTGGT GGCGAACTCC AGGCTAATAA
100 TCTGAAGCGC CTGGATACAA GTTATCCITG GAAGGAAAGA CAATTCCGAA

150 TCAGTTGTAG GGAGGGATTC atg

II. Construccion de un promotor rRNA 16S de maiz fusionado al sitio de fijacion de ribosoma (RBS) del gen rbcL de
N. tabacum, el gen ppo de Arabidopsis thaliana y la casete 3'UTR rps16 de plastos de N. tabacum para seleccién
de plastos.

Se cred el gen quimérico ppo de A. thaliana por los pasos de clonacién siguientes. El plasmido pAT259 que contenia
la secuencia codificante ppo de Arabidopsis se cre6 por ligacion de una parte de 450 pb que comprendia EcoRI-Sful
del gen ppo de Arabidopsis que contiene las mutaciones puntuales pAraC-2Met y pAra305 Leu (descrita en US
6.084.155) a un fragmento de 4,1 kb EcoRI-Sful de pPH141 (descrito también en US 6.084.155). Se afiadié un sitio
de restriccion Spel en el extremo 3' del gen ppo por amplificacion PCR utilizando pAT259 como molde de DNA y el
cebador siguiente de la cadena superior (SEQ ID NO: 7; 5'-CCACGCACGCAAGGAGTTGA-3') y el cebador de la
cadena inferior (SEQ ID NO: 8; 5-CGGTACTAGTCTGGGAGATTTAATGTT-3', el sitio de restriccion Spel esta sub-
rayado).

Se formé el plasmido pAT260 por ligacion del vector pLITMUS28 de 2,8 pb digerido con Ncol-Spel con un fragmento
de 1,1 kb Ncol-EcoRI de pAT259 que contenia el extremo 5' de la secuencia codificante de ppo y un fragmento
amplificado por PCR de 337 pb EcoRI-Spel que contenia el extremo 3' del gen ppo.

Se obtuvo el plasmido pAT263 por ligacion de un fragmento de 1,5 kb Ncol-Spel de pAT260 que comprendia la
secuencia codificante ppo de Arabidopsis con un fragmento de 2,8 kb EcoRI-Spel de pAT229 (descrito en WO
00/20612) que comprendia la 3'UTR de plastos de tabaco rps16 integrada en el vector pUC19 (New England Bio-
labs) y la secuencia promotora de 145 pb EcoRI-Ncol del maiz rRNA 16S PEP-NEP-rbcL (RBS) amplificada por
PCR.

IIl. Amplificacion y clonacion del promotor psbA de plastos de N. tabacum

El promotor del gen psbA del tabaco (genoma de cloroplastos completo de N. fabacum, nimero de acceso
NC_001879, posicion 1596 a 1745) se aisl6 por amplificacion PCR de DNA aislado de la variedad cultivada de N.
tabacum 'Xanthi' utilizando un cebador de la cadena superior que comprendia un sitio de restriccion EcoRI introduci-
do en el extremo 5' de la region promotora del gen psbA (SEQ ID NO: 9; 5'-TTAAGAATTCGAATAGATCTACATA-3',
el sitio EcoRI esta subrayado) y un cebador de la cadena inferior que comprendia un sitio Ncol introducido en el
extremo de la 5'UTR psbA (SEQ ID NO: 10; 5'-CAGCCATGGTAAAATCTTGGTT-3/, el sitio de restriccién Ncol esta
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subrayado). La amplificacion por PCR se realizd con el kit de DNA-polimerasa Pfu Turbo (Stratagene, LaJolla CA)
en un Termociclador 480 Perkin Elmer de acuerdo con las recomendaciones del fabricante (Perkin Elmer/Roche,
Branchburg, NJ) como sigue: 1 min 94°C, seguido por 35 ciclos de 1 min 94°C/1 min 45°C/1 min 72°C, y después 10
min a 72°C. El producto de amplificacion de 161 pb predicho se digirié6 con EcoRI y Ncol y se ligd en los sitios de
respectivos de pLITMUS28 (New England Biolabs, Beverly, MA) para formar el plasmido pPB30.

IV. Preparacion del gen quimérico que contenia el promotor psbA de N. tabacum fusionado a aadA.

El plasmido pPB37 que comprendia el promotor psbA de tabaco aguas arriba de la secuencia codificante aadA, un
gen bacteriano codificante de la enzima aminoglicosido-adeniltransferasa que confiere resistencia a espectinomicina
y estreptomicina, se obtuvo por ligacion del vector pLITMUS28 de 2,8 kb digerido con EcoRI-Spel con el fragmento
promotor de 149 pb EcoRI-Ncol psbA de tabaco de pPB30 y un fragmento de 813 pb BspHI-Spel de pAT229 que
contiene la secuencia codificante aadA.

V. Construccién de un gen quimérico que contiene el promotor clpP de Arabidopsis thaliana fusionado a un gen
informador gus y la 3'UTR psbA de plastos de A. thaliana.

El plasmido pAT242 que comprendia un gen quimérico gus se obtuvo por la estrategia de clonacion siguiente. El
promotor clpP de A. thaliana se amplificé por PCR del plasmido pPH146b (descrito en US 6.362.398) utilizando un
cebador de la cadena superior que comprendia un sitio de restriccion EcoRlI introducido en el extremo 5' de la region
promotora del gen clpP (SEQ ID NO: 11; 5-GCGGAATTCATCATTCAGAAGCCCGTTCGT-3', el sitio EcoRI esta
subrayado) y un cebador de la cadena inferior que comprendia un sitio BsPHI introducido en el extremo 5' de la
5'UTR clpP (SEQ ID NO: 12; 5'-GCGTCATGAAATGAAAGAAAAAGAGAAT-3', el sitio BspHI esta subraya-
do). La amplificacion por PCR del fragmento de 250 pb se realizé con el kit de DNA-polimerasa Pfu Turbo (Stratage-
ne, LaJolla, CA) en un Termociclador 480 Perkin Elmer de acuerdo con las recomendaciones del fabricante (Perkin
Elmer/Roche, Branchburg, NJ) como sigue: 1 min 94°C, seguido por 35 ciclos de 1 min 94°C/1 min 45°C/1 min 72°C,
y después 10 min 72°C. Se cre6 pAT242 por ligacion del fragmento de 238 pb EcoRI-BspHI de la amplificacion PCR
del promotor clpP de A. thaliana a un fragmento de 2,1 kb Ncol-Hindlll de pAT221 que contenia el gen gus enlazado
ala 3'UTR psbA de plastos de A. thaliana (descrita en WO 00/20612) y al vector puC21 de 3,2 kb digerido con Hin-
dlll-EcoRlI.

VI. Insercién de los genes quiméricos ppo y aadA en un vector de transformacion de plastos de tabaco.

Se cred el plasmido pPB2 que tenia los genes quiméricos ppo y gus clonados en orientacion opuesta por ligacion de
un fragmento de 1,8 kb Hindlll-EcoRI de pAT263, que se corto totalmente con Hindlll pero cortado sélo parcialmente
con EcoRI, que contenia el gen quimérico de maiz rRNA 16S PEP-NEP-rbcL (RBS)::ppo::N. tabacum rps16 3'UTR,
un fragmento de 2,3 kb EcoRI-Pstl que contenia el gen quimérico A. thaliana clpP promotor::gus::A. thaliana psbA
3'UTR del plasmido pAT242 y el vector de 2,9 kb Bluescript SK+ de 2,9 kb digerido con Hindlll-Pstl (Stratagene,
LaJdolla, CA). Se obtuvo el vector de transformacion de plastos pPB6 flanqueando los genes quiméricos ppo y gus
con la secuencia de cloroplastos de tabaco. Un fragmento de 4,1 kb Pstl que comprendia ambos genes quiméricos
de pPB2 se ligd al plasmido pAT218 linealizado con Pstl (PCT WO 00/20612) que contenia la secuencia de direc-
cionamiento de plastos. Se obtuvo el vector de transformacion de plastos pPB97 por reemplazamiento de la secuen-
cia codificante gus pPB6 con el promotor clpP de A. thaliana por la casete N. tabacum psbA promotor::gen aadA del
plasmido pPB37. Un fragmento de 962 pb EcoRI-Spel de un plasmido pPB37 digerido totalmente con EcoRI pero
parcialmente con Spel se ligé a un fragmento de 6,7 kb EcoRI-Xbal de un plasmido pPB6 digerido totalmente con
Xbal pero parcialmente con EcoRI.

VII. Creacidn del vector de transformacion de plastos pEBPPOt.

Se cred el vector de transformacion de plastos de pEBPPOt (SEQ ID NO: 1) para integracién estable del gen ppo de
A. thaliana en el genoma del plasto pero insercion sélo transitoria del gen aadA utilizando la estrategia siguiente. El
gen quimérico N. tabacum psbA promotor::aadA::A. thaliana psbA 3'UTR se separd de pPB97 por digestion parcial
del plasmido con EcoRI y corte completo del mismo con Hindlll. Después de las digestiones de restriccion, los ex-
tremos de los fragmentos resultantes se hicieron romos con la DNA-polimerasa T4. Se aislé un fragmento de 6,5 kb
que comprendia el vector con el gen quimérico ppo, la secuencia de direccionamiento a los plastos y un fragmento
de 1,2 kb que contenia el gen quimérico aadA. El fragmento del vector de 6,5 kb se autoligd para producir pEBPPO.
Este plasmido se linealiz6 subsiguientemente con NgomlV, se hizo romo con DNA-polimerasa T4 y se ligé al frag-
mento 1,2 romo aadA, para producir pEBPPOt. Se obtuvieron plasmidos que tenian el gen quimérico aadA en cual-
quier orientacioén, pero se retuvo Unicamente el que tenia aadA orientado hacia el gen bla del vector (Figura 1).

Ejemplo 2: Preparacion de un vector de transformacion de plastos para integracion estable de DNA exdgeno enla-
zado al gen quimérico ppo bajo el control del promotor del gen de plastos de maiz 16S Pep-Nep rRNA e integracion
transitoria de un gen quimérico aadA bajo el control del promotor clpP de N. tabacum.

Se obtuvo el plasmido pPB96 por una ligacion de cuatro vias del promotor psbA de plastos de N. tabacum de 149 pb
EcoRI-Ncol de pPB30, un fragmento de 1,5 kb Ncol-Spel de pAT260 que contenia la secuencia codificante ppo de
A. thaliana, un fragmento de 4,0 kb BamHI-Spel de pPB67b que contenia la 3'UTR rps16 de plastos de N. tabacum
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ligada a la porcion 16S rDNA de N. tabacum de la secuencia de direccionamiento de plastos y el vector pBluescript
SK+, y un fragmento de 1,9 kb EcoRI-BamHI de pPB67b que contiene una porcién de la secuencia de direcciona-
miento de plastos rps7/12. Se obtuvo el vector de transformaciéon de plastos pEB8 por ligacién de un pldsmido
pPB96 NgomlV linealizado con extremos romos con un fragmento 1,2 romo que contenia un promotor de plastos
clpP de N. tabacum (descrito en US 6.084.155) fusionado al gen aadA y el gen quimérico de la 3'UTR rps16 de
plastos de N. tabacum, obteniéndose los plasmidos pEB8a y pEB8b, que difieren sélo en la orientaciéon del gen
quimérico aadA en el plasmido. Unicamente se retuvo para transformacion de plastos pEB8a (SEQ ID NO: 2, Figura
2) que tenia aadA dirigido hacia el gen bla del vector.

Ejemplo 3: Transformacién biolistica del genoma de plastos de tabaco con los vectores de transformacién de plastos
pEBPPOt y pEBS8 y seleccion (véase el Ejemplo 6 para una descripcion detallada de los métodos de transformacion
y seleccion).

Después de suministro de pEBPPOt (Figura 1, SEQ ID NO: 1) o pEB8 (Figura 2, SEQ ID NO: 2) en el plasto, el
vector entero se integra en el genoma del plasto en un primer evento de recombinacion. Los transformantes iniciales
de plastos se seleccionan por espectinomicina debido a la expresion del gen aadA integrado transitoriamente en el
genoma del plasto. Dado que las secuencias de cpDNA que flanquean el gen ppo en el vector proporcionan dos loci
de entrecruzamiento diferentes, la recombinacion entre el genoma de los plastos y el vector da como resultado una
poblaciéon mixta de genomas transformados que tienen el vector insertado en conformacion diferente (A y B). El
cambio a seleccién con butafenacil favorece la insercion estable del gen ppo y la escision del gen aadA junto con la
secuencia de la cadena principal del vector. La pérdida de la secuencia del vector esta mediada por un evento de
intra-recombinacion entre secuencias de DNA de repeticion directa que se crearon cuando se inserto el vector en el
genoma. Adicionalmente, la segregacion de la poblacién de plastos bajo seleccidon con butafenacil da como resulta-
do el enriquecimiento de genomas de plastos transformados con ppo sin el marcador aadA y conducira finalmente a
células homoplasmicas.

El andlisis PCR de las muestras de DNA a partir de eventos pEBPPOt y pEB8 seleccionados obtenidos por selec-
cion inicial con espectinomicina demostré que ambos, el gen aadA y el gen ppo, estan presentes en los transforman-
tes. Subsiguientemente, después de 2 a 3 tandas de subcultivo en medio que contenia butafenacil, el analisis PCR
de muestras de DNA de los mismos eventos confirmé la pérdida del gen aadA, mientras que el gen ppo se retenia
en los transformantes.

Se utilizé andlisis por transferencia Southern para demostrar que el gen ppo podia insertarse en el genoma de los
plastos por homoplasmicidad después de seleccion con butafenacil. EI DNA celular total de 10 transformantes
pEBPPOt que se sometieron a 3 6 4 tandas de subcultivo en condiciones selectivas de butafenacil se analizé por
hibridacion de transferencia Southern. EI DNA del tipo salvaje y de los transformantes se digiri6 con BamHI y se
hibridd con una sonda especifica de DNA de cloroplastos (cpDNA). Esta sonda se hibridaba con un fragmento de
3,3 kb de DNA de tipo salvaje, mientras que se hibridaba predominantemente con un fragmento de DNA de 5,1 kb
en 8 de los transformantes, lo que indicaba que el gen ppo de 1,8 kb se inserta a homoplasmicidad en la mayoria de
estos eventos. En las lineas 4 y 9, son detectables ambos fragmentos, lo que indica la existencia de una poblacién
heteroplasmica (mixta) de genomas de plastos de tipo salvaje y transformados con ppo. Se observan cuatro pobla-
ciones diferentes de genomas de plastos en estas lineas: un genoma de tipo salvaje (3,3 kb), un genoma transfor-
mado con ppo (5,1 kb) y genomas insertados con el vector en dos conformaciones diferentes (insercién de vector A
y B, 7,6 y 5,8 kb, respectivamente). La repeticion del sondado de la transferencia Southern BamHI con una sonda
especifica de aadA, confirmé que los transformantes homoplasmicos afiaden la pérdida del marcador antibidtico y
que el vector se insertaba en conformacion diferente (fragmentos BamHI de 7,6 y 5,8 kb) en los genomas de plastos
de las lineas heteroplasmicas 4 y 9. Una transferencia Southern de muestras de DNA digeridas con Spel sondadas
con la misma sonda aadA demostré también que solo las lineas heteroplasmicas 4 y 9 tienen el marcador antibiético
(0,9 kb) mientras que los otros transformantes lo han perdido.

Analisis de hibridacion Southern de DNA digerido con BamHI para la identificacion de transformantes de plastos
pEBPPOt homoplasmicos.

Se utiliz6 analisis por transferencia Southern para demostrar que el DNA exdgeno ligado al gen ppo del vector pEB8
podia insertarse en el genoma del plasto por homoplasmicidad después de seleccidén con butafenacil. EI DNA celular
total de 2 transformantes pEB8 que se sometieron a 4 tandas de subcultivo en condiciones selectivas con butafena-
cil se analiz6 por hibridacion de transferencia Southern. EI DNA de tipo salvaje y de los transformantes se digirié con
BamHI y se hibridé con una sonda especifica de DNA de cloroplastos (cpDNA). Esta sonda se hibridé con un frag-
mento de 3,3 kb de DNA de tipo salvaje, mientras que se hibridaba predominantemente con un fragmento de 6,1 kb
de DNA de los transformantes, indicando que la secuencia de 2,8 kb que contenia el DNA exdgeno ligado al gen
ppo se inserta a homoplasmicidad en estos eventos.

Ejemplo 4: Preparacion del vector de transformacién de plastos para integracion inestable de aadA
I. Clonacion de un nuevo locus diana de plastos

Un fragmento de 4,7 kb de DNA de plastos de tabaco (genoma de cloroplastos completo de N. tabacum, nimero de
acceso NC_001879, posicion 93132 a 97844 y 144782 a 149494) se aislo por amplificacion PCR de DNA aislado de
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la variedad cultivada de N. tabacum 'Xanthi' utilizando un cebador de la cadena superior que comprendia un sitio de
restriccion Xhol introducido (SEQ ID NO: 13; 5'-AGTTATCTCGAGTGAGAGAAAGAAGTGAGGAAT-3, el sitio Xhol
estd subrayado) y un cebador de la cadena inferior que comprendia un sitio Xbal (SEQ ID NO: 14; 5'-
TTCTCTAGAAGAAATACGGGG-3!, el sitio de restriccion Xbal esta subrayado). Se realizé la amplificaciéon PCR con
el kit de DNA-polimerasa Pfu-Turbo (Stratagene, LaJolla CA) en un Termociclador 480 Perkin EImer de acuerdo con
las recomendaciones del fabricante (Perkin EImer/Roche, Branchburg, NJ) como sigue: 1 ciclo a 95°C durante 5 min,
en el que se afadidé enzima 2 min antes del final del ciclo, seguido por 30 ciclos de 1 min 94°C/1 min 45°C/4 min
72°C, y luego 1 ciclo durante 10 min a 72°C. El producto de amplificacion de 4,7 kb predicho se digirié con Xhol y
Xbal y se ligé en los sitios respectivos de pLITMUS28 (New England Biolabs, Beverly MA) para el plasmido pEB-
NY2.

Il. Construccion del nuevo vector de trasformacion de plastos

El plasmido pEBNY2 se linealizd6 con la endonucleasa de restriccion Pstl. El gen quimérico aadA se elimind de
pPB97 por digestidn parcial del plasmido con EcoRlI y corte total del mismo con Hindlll. Después de las digestiones
de restriccion, los extremos del plasmido de 7,5 kb pEBNY2 linealizado con Pstl y del fragmento de 1,2 kb Hindlll-
EcoRI que contenia el gen quimérico aadA se hicieron romos con la DNA-polimerasa T4. Subsiguientemente, estos
fragmentos se ligaron uno a otro para producir el plasmido pEBNY2+ aadA. Se obtuvieron plasmidos que tenian el
gen quimérico aadA en cualquier orientacion, pero unicamente se retuvo el que tenia aadA orientado en direccion
opuesta del gen ycf2.

El plasmido pEBNY2+ aadA se linealizé con la endonucleasa de restriccion Ndel. El gen quimérico ppo se eliminé de
pEBPPO cortandolo con la endonucleasa de restriccion Pstl. Después de las digestiones de restriccion, los extremos
del plasmido de 8,6 kb pEBNY2+ aadA linealizado con Ndel y el fragmento de 1,8 kb Pstl que contenia el gen
quimérico ppo se hicieron romos con la DNA-polimerasa T4. Subsiguientemente, estos fragmentos se ligaron uno a
otro para producir el plasmido pNY2C (SEQ ID NO: 3, Figura 3). Se obtuvieron plasmidos que tenian el gen ppo
quimérico en cualquier orientacion, pero unicamente se retuvo el que tenia ppo orientado en la misma direccion que
el gen ycf2.

Ejemplo 5: Transformacion biolistica del genoma de plastos del tabaco con pNY2C y seleccién (véase el Ejemplo 6
para una descripcion detallada del método de transformacion y seleccion).

Después de suministro del DNA vector al plasto, se seleccionan transformantes para resistencia a espectinomicina,
que es conferida por el gen aadA integrado en el gen esencial ycf2. Las secuencias de plastos que flanquean ambos
genes marcadores seleccionables en el vector de transformacién de plastos proporcionan 3 loci de recombinacion
diferentes y las diferentes combinaciones de eventos de entrecruzamiento doble producirdn una poblacion mixta de
genomas plastidicos transformados que tienen uno 0 ambos marcadores seleccionables. El cambio a seleccion con
butafenacil dara como resultado la segregacién de la produccidon genémica de plastos mixta y la seleccion de plastos
homoplasmicos que expresan el gen ppo. La presién selectiva natural favorecera la copia de tipo salvaje del gen
esencial y dara como resultado por tanto la pérdida completa del gen aadA.

El andlisis PCR de muestras de DNA de eventos obtenidos por seleccién inicial con espectinomicina demostré que
ambos genes aadA y ppo estan presentes en los transformantes. Subsiguientemente, después de 2 a 3 tandas de
subcultivo en butafenacil, el analisis PCR de las muestras de DNA de los mismos eventos confirmé la pérdida del
gen aadA mientras que se retenia el gen ppo en los transformantes.

Se utilizdé analisis de transferencia Southern para demostrar que el gen ppo podia insertarse en el genoma de los
plastos y que se obtenian células homoplasmicas por seleccién con butafenacil. EI DNA celular total de 20 transfor-
mantes que se sometieron a 3 6 4 tandas de subcultivo en medio que contenia butafenacil se analizé por hibridacion
de transferencia Southern. EI DNA del tipo salvaje y de los transformantes se digirié6 con Ncol y se hibridé con una
sonda de DNA especifica para la secuencia de plastos de tabaco (NC_001879, posiciones 96811 a 97844). Esta
sonda, que reconoce normalmente un fragmento de 2,6 kb Ncol en el tipo salvaje, se hibridaba predominantemente
con un fragmento de DNA de 4,4 kb en todos los transformantes, lo que indicaba que el gen ppo de 1,8 kb se inserta
de manera estable en el plastoma y que se han seleccionado transformantes homoplasmicos en estos eventos.

El analisis de transferencia Southern reveld también que la insercién de aadA en el gen esencial ycf2 después de
seleccién con espectinomicina es inestable. El analisis Southern de muestras de DNA tomadas de dichos 20 trans-
formantes después de seleccion inicial en medio que contenia espectinomicina que se han descrito anteriormente
indicé que el gen quimérico aadA se insertaba en el gen esencial diana de los plastos, pero que las células perma-
necian en el estado heteroplasmico dado que se retenia una determinada porcién de copias de tipo salvaje. Una
sonda de DNA de plastos de tabaco (NC_001879, posicion 94408 a 95861) especifica para el locus aadA de direc-
cionamiento de los plastos se hibridaba tanto al fragmento de tipo salvaje de 1,4 kb como a un fragmento de 2,6 kb
que contenia la insercion aadA en todos los transformantes. Después de varias tandas de insercion en butafenacil,
la sonda reconocia Unicamente el fragmento de DNA de 1,4 kb de tipo salvaje, lo que indicaba que todos los geno-
mas revertian al tipo salvaje y que el gen aadA se perdia cuando se retiraba la presidon de seleccién con espectino-
micina. Adicionalmente, no se observé sefial de hibridaciéon alguna cuando la transferencia Southern se hibridé con
una sonda especifica de aadA.
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Ejemplo 6: Transformacién y seleccion de plastos
I. Germinacion de las semillas

Se esterilizan semillas de tabaco (Nicotiana tabacum) con etanol de 70% durante varios minutos, se lavan 3 a 5
veces con agua estéril, y se extienden luego en placas sobre medio de germinacién (Tabla 2, 3). Las placas de ger-
minacién se incuban a aproximadamente 25°C con fotoperiodo de 12-16 horas. El medio de germinacion (GM) es
como sigue: Macro-sales MS % x; Micro-sales MS 1 x; vitaminas GM (100 x) 10 ml/l; Na;EDTA 75 mg/l; FeCl3-6H,0
27 mgl/l; sacarosa 10 g/l; Phytagar 8 g/l; y pH ajustado a 5,5.

Las vitaminas GM (100 x) son mezclas como sigue: Inositol 10 g/l; Biotina 5 mg/l; Piridoxina 50 mg/l; Tiamina 50
mg/l; Acido Nicotinico 500 mg/l; Acido Folico 50 mg/l; y Glicina 200 mg/I.

Il. Preparacion de explantes y suministro de DNA

Hojas de plantas jévenes de tabaco de aproximadamente 2 semanas se colocan con la cara adaxial ("cara superior")
hacia arriba en el centro de placas que contienen medio de cultivo de tabaco (Tabla 4). Alternativamente, las vitami-
nas contenidas en este medio pueden reemplazarse por 100 mg/l de inositol y 1 mf/l de tiamina. El bombardeo con
particulas se realiza el mismo dia. El medio de cultivo de tabaco es como sigue: sales MS 1 x; vitaminas MS % x;
vitaminas B5 %2 x; BAP 1 mg/l; NAA 0,1 mg/l; sacarosa 30 g/I; y agar purificado Sigma 6 g/l, con el pH ajustado a 5,8.
La preparacion DNA-particulas se realiza como sigue: Se esterilizan 60 mg de particulas (wolframio u oro) con 0,5
ml de etanol de 70%, se lavan dos veces con 0,5 ml de agua bidestilada estéril, y se resuspenden luego en 1 ml de
glicerol al 50%. A una parte alicuota de 100pl de la suspension de particulas, se afiaden secuencialmente 10 g de
DNA, 100 ul de CaCl; 2,5 M, 50 pl de espermidina 0,1 M y se mezcla suavemente después de cada adicion. Las
particulas recubiertas de DNA se centrifugan brevemente, seguido por un solo lavado con 200 pl de etanol de 70% y
otro lavado con 200 pl de etanol 100%. Se resuspenden luego las mismas en 100 pl de etanol 100%. Para cada
bombardeo, se utilizan 5 a 10 yl de DNA-particulas.

El bombardeo se lleva a cabo utilizando la pistola de helio PDS 1000 (Bio-Rad, Richmond, CA), siguiendo una modi-
ficacién del protocolo descrito por el fabricante. Las placas con los explantes diana se colocan en el tercer estante
del fondo de la camara de vacio, se bombardean con discos de rotura a 650 p.s.i. con disparos simples o multiples
por placa.

Ill. Seleccion de plantas homoplasmicas transplastémicas que expresan el gen ppo en sus plastos.
a) Seleccion Inicial

La seleccion inicial se lleva a cabo con espectinomicina como el agente de seleccion, o con la combinacion de es-
pectinomicina y Férmula XVII en el caso de seleccion dual. Se afiade espectinomicina a 500 mg/l al medio de cultivo
de tabaco en cualquier caso, mientras que se afiade Férmula XVII al medio en concentraciones de aproximadamen-
te 2 nM a aproximadamente 10 nM, con preferencia aproximadamente 5 nM a aproximadamente 25 nM o, de modo
alternativo, aproximadamente 25 a aproximadamente 50 nM.

Una semana después del bombardeo, se transfieren los explantes a medio de cultivo de tabaco que contiene el o los
agentes de seleccion, con las caras bombardeadas directamente en contacto con el medio de seleccion. Cuando se
incluye Férmula XVII en el medio de seleccion, se prefiere cortar los explantes en pequefios trozos, para facilitar una
seleccidon mas eficiente. Después de aproximadamente 2 a 4 semanas de seleccién en medio que contiene especti-
nomicina, los explantes o, si son identificables, los transformantes resistentes, se llevan ulteriormente a la fase si-
guiente de la seleccion a fin de obtener plantas homoplasmicas que expresan el gen ppo en sus plastos.

El fenotipo de seleccion del sistema de seleccion dual es notablemente diferente del fenotipo obtenido con la selec-
cion con espectomicina sola. En el caso de la selecciéon con espectomicina sola, el fenotipo de seleccion esta pig-
mentado en verde, en cuyo caso los transformantes pigmentados en verde se identifican contra el tejido blanco no
transformado. En contraste, en el medio de seleccidon que contiene Formula XVII, los transformantes aparecen
siempre como callos blancos a amarillentos, sobre un fondo de tejido pardo no transformado.

El fenotipo de seleccidon con el compuesto letal de seleccién Férmula XVII es particularmente importante para la
seleccién de aquellos tipos de tejido que no cambiarian a color verde en las condiciones de cultivo utilizadas para la
seleccion. Es mas deseable y practicable seleccionar tejido blanco o amarillento contra el tejido pardo, como en el
caso con el compuesto letal Formula XVII, que selecciona tejido blanco o amarillento contra el tejido blanco.

b) Seleccion secundaria de eventos homoplasmicos que expresan el gen ppo en el plastoma.

Los explantes bombardeados o los transformantes primarios seleccionados se transfieren a medio de cultivo de
tabaco que contiene Unicamente Formula XVII como el agente de seleccidn en concentraciones que van desde
aproximadamente 25 nM a aproximadamente 50 nM o aproximadamente 50 nM a aproximadamente 250 nM para
segregacion y seleccion ulterior.
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Los tejidos se cortan en pequefias piezas durante el cultivo y posteriormente cada subcultivo, a fin de asegurar un
mejor contacto del tejido con el medio, y por tanto una seleccion mas eficiente. Después de varias tandas de selec-
cién, se recogen muestras de los transformantes y se analizan por Transferencia Southern. De 10 transformantes
independientes analizados, se confirmd que 8 eran transformantes homoplasmicos que tenian el gen ppo integrado
en su plastoma, pero no el gen aadA. Los otros dos eventos eran heteroplasmicos que contenian ambos genes
(Tabla 1).

IV. Regeneracion de plantas homoplasmicas y expresion del gen ppo en los plastos

Se regeneran eventos homoplasmicos ppo para formar brotes en medio de cultivo de tabaco que contiene el agente
de seleccion. La concentracién de citoquinina en el medio puede duplicarse para mejorar la regeneracion. Los brotes
obtenidos se enraizan individualmente en medio de cultivo de tabaco exento de hormonas, con o sin el agente de
seccion.

La homoplasmia de cada planta individual transferida al invernadero se confirmé por transferencia Southern o PCR.
Todas las plantas son fértiles y exhiben un fenotipo normal. La expresion del gen ppo en plantas homoplasmicas se
evalla por un ensayo ELISA. Los datos obtenidos se compararon con los de transformantes nucleares de tabaco
que expresaban el gen ppo en el nucleo. El ensayo ELISA demostré un aumento significativo de la concentracion de
proteina PPO en las plantas de plastos transplastémicas comparadas con los transformantes nucleares (Tabla 5).
Tabla 1. Cuantificacion de la proteina PPO en plantas transplastémicas homoplasmicas y en transformantes nuclea-
res que expresan el gen ppo

. . |Proteina PPO por proteina Proteina PPO por proteina
Numero de evento plasti- .

. total Numero de evento nuclear [total
dico

[ng / mg] [ng / mg]

814 127,12 2200 6,0
815 138,43 2203 2,4
816 147,72 2212 0,1
818 143,90 2213 2,6

Ejemplo 7: Transformacion de plastos de tomate

Se utilizé el genotipo de tomate ZTV840 de la elite Syngenta para transformacién de plastos. La esterilizacion de las
semillas, la germinacion y el bombardeo de las hojas se realizaron como se ha descrito previamente para la trans-
formacion de plastos de tabaco (Ejemplo 6).

Dos dias después del bombardeo, se transfirieron las hojas de tomate al medio de seleccion con 500 mg/l de espec-
tinomicina, y se cultivaron bajo luz débil. Una mes mas tarde, se cortaron las hojas en pequefas piezas y se subcul-
tivaron en el mismo medio de seleccion. Los eventos transplastdmicos comenzaron a aparecer después de dos
meses de la seleccidén. Se obtuvieron dos eventos con 10 placas bombardeadas con un constructo estable aadA-
PPO, y otros dos eventos de 11 placas bombardeadas con el constructo transitorio aadA: PPO estable (pPEBPPOY).

Cuando comenzaron a aparecer los cuatro eventos, los mismos estaban constituidos por callos blandos muy friables
con un ligero matiz de color verde. Estos eventos se transfirieron luego a medio que contenia 50 a 75 nM de Férmu-
la XVII para la segunda fase de seleccidn. Tres de los cuatro eventos sobrevivieron a la seleccion con Férmula XVII
y continuaron creciendo en el medio de seleccion durante mas de 6 meses.

Ejemplo 8: Nivel alto de tolerancia a los herbicidas obtenido con las plantas transplastémicas homoplasmicas PPO
Se obtienen niveles mucho mayores de tolerancia a los herbicidas con las plantas transplastémicas homoplasmicas
que expresan ppo en sus plastos que con transformantes nucleares que expresan ppo. Las plantas de tabaco PPO
transplastomicas sobrevivian muy bien con el tratamiento de Férmula XVII hasta la concentraciéon de 2000 nM, el
nivel maximo de herbicida testado, mientras que el mismo estudio los transformantes nucleares exhibian sensibili-
dad cuando se trataron con Férmula XVII a una concentracion superior a 100 nM.

Ejemplo 9: Expresion de transgenes en plastos utilizando el nuevo promotor
La siguiente invencién proporciona secuencias de acido nucleico de origen no plastidico utiles para la expresion de

genes transgénicos en plastos. Existen s6lo un numero limitado de elementos reguladores de genes tales como
promotores, region 5' no traducida (5'UTR) y region 3' no traducida (3'UTR) disponibles para expresiéon de transge-
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nes de plastos, y la mayoria de ellos son secuencias plastidicas. Dado que los genomas plastidicos son muy activos
en recombinacion homadloga, la insercidon de secuencias endégenas en el genoma como elemento regulador podria
producir reordenamientos gendémicos dando como resultado pérdida o desactivacion de la funcién transgénica. Con
objeto de evitar una transformacion genémica de este tipo, deberian utilizarse como elementos reguladores secuen-
cias extrafias que compartieran poca homologia con la secuencia de DNA gendmica de los plastos para la expresion
de los transgenes plastidicos.

Nuevo promotor

La secuencia semejante al promotor del bacteriéfago X2 de Staphylococcus aureus, que se confirmé era capaz de
promover la expresion génica en E. coli (Carbonelli et al., FEMS Micro. Letters 177: 75-82, 1999), se test6 respecto
a su capacidad para promover la expresion génica en plastos de tabaco. La secuencia X2 (SEQ 10) contiene carac-
teristicas promotoras de tipo bacteriano tales como la region del hexanucleétido canodnico -10 (TATAAT) y la region -
35 (TTGCTG) y una secuencia del promotor -16 (TRTG), que se observa también en muchos promotores de cloro-
plastos PEP. La secuencia X2 (posicién 141 a 219 de la secuencia publicada) se enlazé a la secuencia 5' no tradu-
cida funcional en plastos y se fusioné a un gen informador en un vector de transformacién de plastos de tabaco.
SEQ ID NO: 15 Promotor del bacteriéfago X2 de Staphylococcus aureus

GTTAAAGAAT GTAGCTGACT GCATACTTAA ACCACCCATA CTAGTTGCTG GGTGGTTTTT 60
ATGTTATAAT ATAAATGTG 79

Nueva region 5' no traducida con secuencia de tipo Shine-Dalgarno

En los plastos de plantas terrestres, las secuencias mRNA 5'UTR son esenciales para la estabilidad del mRNA y el
proceso de iniciacion de la traduccion. Las 5'UTRs de la mayoria de los genes de plastos fuertemente expresados
contienen una secuencia del tipo Shine-Dalgarno que es complementaria al extremo 3' de plastos rRNA 16S y se
cree que juega un papel predominante en la iniciacion de la traduccion. Es posible que secuencias extrafas que
contengan una secuencia del tipo Shine-Dalgarno puedan funcionar como elemento de traduccion de genes de
plastos. Se ha demostrado previamente que la secuencia 5'UTR del gen 10 del bacteriéfago T7, que contiene un
elemento SD, es muy eficiente en promover la traduccion en plastos (McBride et al., (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. 91:
7301-7305; Ye et al., (2001) Plant J. 25:261-270; Kuroda y Maliga (2001) Nucl. Acids Res. 29: 970-975). La secuen-
cia siguiente del gen 10 del bacteriéfago de Kluyvera y el gen 9 del bacteriéfago T3 se testaron respecto a su capa-
cidad para actuar como secuencias 5'UTR para la expresion de genes de plastos.

SEQ ID NO: 16: 5'UTR del gen 10 del bacteriéfago kvp1 de Kluyvera
tctagaGACA TTACGTTCTC CCCTTGAGTG ATACACAATG AGAACCAACT CGTTTCAAGT 60

AGTACCTCAC ATAACTTATC TTTTAAATCA ACAGAAGGAG ATTCAcCatg 1o

SEQ ID NO: 17 5'UTR del gen 9 del bacteriéfago T3
tetagAGGGA GACCTCATCT TTGAAATGAG CGATGACTAA AGGTTGGAGT CCTTTGGTTT 60

CCCTTTATCT TTAATAACTT AGGAGATTTA ATtcatg 97

La obtencion del vector de transformacion de plastos que contiene PPO tiene un marcador seleccionable que esta
bajo el control del promotor del bacteriéfago X2

Amplificacién de la 5'UTR del gen 10 del bacteriéfago kvp1

La 5'UTR del gen 10 de kvp1 se aislé por amplificacion PCR a partir de un plasmido que contenia el gen 10 de kvp1
utilizando un cebador de la cadena superior que comprendia un sitio de restriccion Xbal introducido en el extremo 5'
de la region 5'UTR (5' GTTCTAGAGACATTACGTTCTCCCCTTG 3' (el sitio Xbal esta subrayado) SEQ ID NO: 28) y
un cebador de la cadena inferior que comprendia un sitio de restriccién Ncol introducido que solapaba el codén de
iniciacion ATG (5' AGATATCCATGGTGAATCTCCTGTTGATT 3' (el sitio de restriccion Ncol esta subrayado) SEQ ID
NO: 29). La amplificacion PCR de un fragmento de 119 pb se realiz6 con el kit de DNA-polimerasa taq (QIAGEN,
Valencia CA) en un Termociclador 480 Perkin Elmer de acuerdo con las recomendaciones del fabricante (Perkin
Elmer/Roche, Branchburg, NJ) como sigue: 5 min 95°C, seguido por 5 ciclos de 1 min 95°C/1 min 40°C/15 s 72°C, y
luego 25 ciclos de 1 min 95°C/1 min 55°C/15 s 72°C.

Se creo el plasmido pEBPKVP-10 por ligacién del fragmento Xbal-Ncol de 105 pb del fragmento amplificado 5'UTR
del gen 10 de kvp1 con un fragmento Xbal-Ncol de 8,0 kb del vector pEBPaccD. Se creé el plasmido pEBPkvp10-
GFP por ligacion de un fragmento Ncol/BamHI de 5,2 kb de pEBPKVP10 con un fragmento 1,8 kb de pPB69b, que
contenia el gen de la proteina verde fluorescente (GFP) enlazado a la 3'UTR psbA de los plastos de A. thaliana.

Se amplificé el promotor 16S NEP-PEP de maiz por PCR a partir de pPB98 utilizando un cebador de la cadena
superior que comprendia una restriccion EcoRI introducida en el extremo 5' de la regién promotora del gen rRNA
16S (5' GCCAGAATTCACCACGATCGAACGGGAATGGATA 3' (el sitio EcoRlI esta subrayado)) (SEQ ID NO: 20) y
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un cebador de la cadena inferior que comprendia un sitio de restricciéon Xbal introducido en el extremo 3' de la regién
promotora del gen rRNA 16S (5' CTCTAGAGATTCGGAATTGTCTTTCCTT 3' (el sitio de restriccién Xbal esta sub-
rayado) SEQ ID NO: 21). La amplificacion PCR de un fragmento de 164 pb se realizé con el kit de DNA-polimerasa
Pfu Turbo (Stratagene, LaJolla CA) en un Termociclador 480 de Perkin Elmer de acuerdo con las recomendaciones
del fabricante (Perkin Elmer/Roche, Branchburg, NJ) como sigue: 5 min 95°C, seguido por 35 ciclos de 1 min 95°C/1
min 50°C/15 s 72°C.

La secuencia del promotor rRNA 16S amplificado se cortdé con Xbal y EcoRl, y el fragmento de 152 pb resultante se
ligé a un fragmento Xbal-EcoRI de 6,0 kb del vector de transformacion de plastos pB98. El plasmido resultante se
cortd subsiguientemente con Xbal y BamHI y un fragmento de 5,1 kb aislado del producto de digestion se ligé con
un fragmento Xbal-BamHI de 1,9 kb de pEBPKVP10-GFP, que contenia el gen 10 de kvp1 5'UTR::GFP::A. thaliana
psbA 3'UTR quimérico, para dar pEBZM16SKGFP.

Construccién del plasmido RTK7 que tiene

La 5'UTR del gen del bacteriéfago T3 de 116 pb se amplificé por PCR a partir de un plasmido utilizando un cebador
de la cadena superior (RTK36) que comprendia un sitio de restriccion Ncol introducido en el extremo 3' de la 5'UTR
del gen 9 de T3 (5' GAAGATGCCATGGATTAAATCTCCTAAGTTATTAAAG 3' (el sitio Ncol esta subrayado) SEQ ID
NO: 22) y un cebador de la cadena inferior (RTK39) que comprendia un sitio Smal introducido en el extremo &' de la
5'UTR (5' CGAATCTCTTCCCGGGTAGAGGGAGACCTCATCTTTG 3' (el sitio de restriccion Smal esta subrayado)
SEQ ID NO: 23). Un fragmento de 328 pb que contenia el promotor del gen 16S PEP-NEP rRNA de maiz y el pro-
motor del gen psbA de tabaco se amplificé por PCR a partir de pEBT3-9 GFP utilizando un cebador de la cadena
superior (RTK38) que comprendia un sitio de restriccion Smal introducido en el extremo 3' del promotor 16S PEP-
NEP de maiz (5' CTCCCTCTACCCGGGAAGAGATTCGGAATTGTCTTTCC 3' (el sitio Smal esta subrayado) SEQ
ID NO: 24) y un cebador de la cadena inferior (RTK37) que comprendia un sitio BspHI introducido en el extremo 3'
de la 5'UTR psbA (5' CGCTTAGTICATGATAAAATCTTGGTTTATTTAATCATC 3' (el sitio de restriccion BspHI esta
subrayado) SEQ ID NO: 25). Los productos PCR se purificaron, se mezclaron en ratio igual en moles con cebadores
RTK36 y RTK37 y la mixtura se utilizé para amplificar por PCR un fragmento de 421 pb. Las PCRs se realizaron con
el kit de DNA-polimerasa Pfu Turbo (Stratagene, LaJolla CA) en un Termociclador 480 Perkin EImer de acuerdo con
las recomendaciones del fabricante (Perkin EImer/Roche, Branchburg, NJ).

Para obtener el plasmido RTK7, se cre6 primeramente el plasmido RTK6 que tenia los genes ppo y gus clonados en
orientacion opuesta por ligaciéon de un fragmento HindllI-Ncol de 7,5 kb de pEB8a, el vector de transformacién con el
gen quimeérico rps16 ppo::N. tabacum3'UTR, con un fragmento Hindlll-Ncol de 2,1 kb que contenia el gen gus::A.
thaliana psbA 3'UTR del plasmido pEBPkvp10. Se obtuvo finalmente el plasmido RTK7 por ligaciéon de un RTK6 de
9,6 kb linealizado con Ncol con los promotores 16S y psbA de maiz Ncol-BspHI de 405 pb amplificados por PCR.
Unicamente se retuvo el plasmido que tenia el promotor psbA que activaba ppo y el promotor 16S PEP-NEP de
maiz que activaba gus.

Construcciéon de una secuencia semejante al promotor del bacteriéfago X2 fusionada al gen quimérico gen 10 de
kvp1 5'UTR::GFP::A. thaliana plasto psbA 3'UTR.

Se cred un fragmento EcoRI-Xbal de 85 pb constituido por la secuencia semejante al promotor del bacteriéfago X2
por reasociacion de un oligonucledétido de la cadena superior (5'

AATTCGTTAAAGAATGTAGCTGACTGCATACTTAAACCACCCATACTAGTTGCTG
GGTGGTTTTTATGTTATAATATAAATGTGT 3°) (SEQ ID NO:26) con el oligonuclestido

complementario siguiente de la cadena inferior: 5'

CTAGACACATTTATATTATAACATAAAAACCACCCAGCAACTAGTATGGGTGGTT

TAAGTATGCAGTCAGCTACATTCTTTAACG 3°)(SEQ ID NO:27). Se cred el nlasmido PEBX?2

por ligacion del fragmento EcoRI-Xbal de 85 pb creado con un fragmento EcoRI-Xbal de 6,8 kb del plasmido
pEBZM16SKGFP, que contenia el gen 10 de kvp1 5'UTR::GFP::A. thaliana psbA 3'UTR con el resto del vector de
transformacion de plastos.

Construccion del vector de transformacién de plastos pEB10

Se creo el plasmido pEB9 por ligacion de un fragmento Bglll-Ncol de 200 pb de pEBX2, que contenia la secuencia
semejante al promotor X2 fusionada a la 5'UTR del gen 10 de kvp1, y un fragmento Bglll-Ncol de 8,5 kb del vector
de transformacion de plastos pEB8a.
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1 AATTCGTTAA AGAATGTAGC TGACTGCATA CTTAAACCAC CCATACTAGT
50 TGCTGGGTGG TTTTTATGTT ATAATATAAA TGTGTCTAGA GACATTACGT
100 TCTCCCCTTG AGTGATACAC AATGAGAACC AACTCGTTTC AAGTAGTACC
150 TCACATAACT TATCTTTTAA ATCAACAGAA GGAGATTCAC Catg

Secuencia de DNA de la quimera de las secuencias semejantes al promotor del bacteriéfago X2 de Staphylococcus
aureus fusionada a la 5'UTR del gen 10 del bacteriéfago kvp1. La secuencia X2 esta subrayada; el codén de inicia-
cion (ATG) esta escrito en versalitas. SEQ ID NO: 18).

Se cred el vector pEB10 final de transformacion de plastos por ligacién de un fragmento Bglll-Hindlll de 7,8 kb de
pEB9 con un fragmento de 2,3 kb de pRTK7, que contenia el gen quimérico pMz16SNEP::T3-9 5'UTR::uidA::3'
psbA.

Ejemplo 10: Transformacion de plastos con pEB10

El gen informador quimérico resultante se introdujo de manera estable en el genoma de plastos de tabaco utilizando
el protocolo de seleccion dual de transformacion de plastos descrito en el caso de la Solicitud US 70149. De 6 plas-
tos bombardeados, se encontré un evento que era capaz de crecer en 50 nM de butafenacil después de dos tandas
de seleccion con espectinomicina. Después de tres tandas de seleccidon en butafenacil, el evento se confirmé por
analisis Southern, encontrandose que era homoplasmico para insercion en los genomas de cloroplastos de los ge-
nes PPO y gus. La actividad de GUS se visualizd por ensayos de GUS estandar.
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:gzgi Vector de transformacién de plastos pEBPPOt (Ejemplo 1 VII)

<400= 1

Ctttitgctct gcacggaaac taaaccatct ggagtctcat atgttaagtt gtatcctccg 60
ctctccagct tagtgatacc taagagcttc caagacaact taactttgct“acctaatctt 120
gcagatattg cttctggcaa cattcgaagt cccttcctga aagaaccaac tgtrtggccc 180
tgtggttttg gcaggcgcgg gtctcgttet gccttgggag cgtrtttect ctcctgaatt 240
gccttaaaag taccacctat tatgcttcca ccattttgct ctagtttcca aaccttceca 300
aacgctgcrt tcatgctcag ttttgaagga tcaccagcat dadcaccrtga acaaaacggt 360
tcaatcaggc gctcaaaaac ctcatcaccg aggttacgec gtacaaactc ctccacagat 420
tcttcacgac ctggaggtga cggtcgaatg Ccaagtgcac caaaaccagc tctaatcttc 480
ccaccaatac tcatcaaatc aaagaacggt aagtctgtta gcttcgatgg aaccggccte 540
aatttcccat tccacaacac daaccttggc gcagtaggat ctcccaacac Caaatcatcce 600
ttcaaaccac tatctaccac catagtgagc ataggatcag acggttgaaa actattggga 660
CCTTCttccc agagaaaacc attctcrtca cgagtgataa tgttgcctcc aacacgatcc 720
ttagcctcgg tcacaattaa attcggagca gcatcaggat gcttagtagc aagcgcctga 780
gcgatgcaaa gaccactaat acctccgecg acaatcacac aatccatgaa tccctcccta 840
caactgattc ggaattgtct ttccttccaa ggataacttg tatccaggcg cttcagatta 900
ttagcctgga gttcgccacc agcagtatag ccaaccctac cctatcacgt caatcccaca 960
agcctcttat ccatteccgt tcgatcgtgg tgaattagct tctgcagtcg cactattacg 1020
gatatgaaaa taatggtcaa aatcggattc aattgtcaac tgcccctatc ggaaatagga 1080



ttgactaccg
cgtttccacg
acaagattcg
aatttcatag
trgcctagea
agtccaacta
ctctcatggt
atgtaggact
aatctaatat
aactgtctrt
tcggattaga
agtacgaaag
ggataagctc
atcgggaagg
gtcgttttac
gcacatcccc
caacagttgc
gcggcgggtg
gctcctrtcg
catacacctt
cattttctat
accaagattt
tagttggcgt
ccgcagtgga
taaggcttga
cccctggaga
tcatrtcegtg
acattcttgc
caaaagcaag
cggttcctga
€gcccgactyg
gcgcagtaac
tgccggecca

aagatcgctt

attccgaagg
cccctttgag
tcactacaaa
taatagaaat
ggcaaagatt
cattgccaga
acactcctect
ggtgccaaca
aatagtctaa
tctgtatact
tagatatccc
ccaggatctt
acactaaccc
atttegtacc
aacgtcgtga
ctttcgccag
gcagcctgaa
tggtggttac
ctttcttcce
ggttgacacg
tttgatttgt
taccatgagg
catcgagcgc
tggcggectg
tgaaacaacg
gagcgagatt
gcgttatcca
aggtatcttc
agaacatagc
acaggatcta
ggctggcgat
cggcaaaatc
gtatcagccc

ggcctcgegc
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aactggagtt
accccgaaaa
aaggataatg
acatgtccta
taccrccgtg
atccatgttg
tcccgecgag
attcatcaga
tatarctaat
ttcccocggtt
ttcaacatag
tcagaaaacg
gtcaatttgg
caattcgccc
ctgggaaaac
ctggcgtaat
tggcgaatgg
gcgcagogrg
ttcctttctc
agtatataag
agaaaactag
gaagcggtga
catctcgaac
aagccacaca
cggcgagctt
ctccgogetg
gctaagegeg
gagccagcca
gttgcettgg
tttgaggcge
gagcgaaatg
gcgccgaagg
gtcatacttg

gcagatcagt

acatctcttt
atggacaaat
gtaaccctac
ccgagacaga
gaaaggatga

tatatttgaa

ccecctrtect

ctcactaagt
ataatagaaa
ccgrrgcetac
gtcatcgaaa
gattcctatt
gatccaaatt
tatagtgagt
cctggcgtta
agcgaagagg
cgcgacgcge
accgctacac
gccacgttcg
tcargrrata
tgtgcttqgqg
tcgccgaagt
cgacgtrtgcet
gtgatattga
tgatcaacga
tagaagtcac
aactgcaatt
cgatcgacat
taggtccage
taaatgaaac
tagtgcttac
atgtcgetge
aagctagaca

tggaagaatt

22

tccattcaag
tCCtTtictt
cattaactac
atrttggaact
ttcattcgga
agaggttgac
ccteggteca
cgggatcact
atactaatat
cgcgggettt
ggatctcgga
caaagagtgc
cgagatttrc
égtattacaa
cccaacttaa
€ccgcaccga
cctgtagegg
ttgccagegce
ccggaattcg
ctgttgaata
agtccctgat
atcgactcaa
ggccgtacat
tttgctggtt
ccttttggaa
cattgttgtg
tggagaatgg
tgatctggct
ggcggaggaa
Cttaacgcta
gttgtcccgce
cgactgggca
ggcrtatctt

tgtccactac

agttcttatg
aggaacacat
ttcatttatg
tgcratcctc
tcgacatgag
ctccrrgett
cagagacaaa
aactaatact
aatagaaaag
dcgcaatcga
gacccaccaa
ataaccgcat
cttgggaggt
ttcactggcc
tcgoccttgea
tcgcccttoc
cgcattaagc
cctagcecgecc
aatagatcta
acaagccttc
gattaaataa
ctatcagagg
ttgtacggct
acggtgaccg
acrrcggete
cacgacgaca
cagcgcaatg
atctrgctga
ctctrtgatc
tggaactcgce
atttggtaca
atggagcgcc
ggacaagaag

gtgaaaggcg

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520

2580
2640

2700

2760

2820

2880
2940

3000

3060
3120



agatcaccaa
tgttagtcta
gagggcttat
Ttttacttta
atattttrta
gggttccgat
tcacgtaqgtg
ttctttaata
tcttttgatt
taacaaaaat
cttttcggag
tgtatccgct
gtatgagtat
ctgtttttgc
cacgagtggg
cCgaagaacg
cccgtattga
tggttgagta
tatgcagrgc
tcggaggace
ttgatcgttg
Tgcctgtrage
cttcccggca
gctcggeect
ctcgcggtat
acacgacggg
cctcactgat
atttaaaact
tgaccaaaat
tcaaaggatc
aaccaccgct
aggtaactgg
taggccacca

taccagtggc

ggtagtcggc
aatctagttt
attactcgtt
tttattatratr
ttagaagctc
ttagtgcttt
ggccatcgcc
gtggactctt
tataagggﬁt
ttaacgcgaa
aaatgtgcgc
catgagacaa
tcaacatttc
tcacccagaa
ttacatcgaa
ttttccaatg
cgccgggcaa
ctcaccagtc
tgccataacc
gaaggagcta
ggaaccggag
aatggcaaca
acaattaata
tccggetgge
cattgcagca
gagtcaggca
taagcattgg
tcatttttaa
cccttaacgt
ttcttgagat
accagcggtg
cttcagcaga
cttcaagaac

tgctgccagt

ES 2 381 667 T3

aaataatgtc
agtaaaaaac
tttttctata
taataataaa
cggctttccc
acggcacctc
ctgatagacg
gttccaaact
tttgccgatt
ttttaacaaa
ggaaccccta
taaccctgat
cgtgtcgocce
acgctggtoa
ctggatctca
atgagcactt
gagcaactcg
acagaaaagc
atgagtgata
accgcttttt
ctgaatgaag
acgttgcgca
gacrggatgg
tggtttattg
ctggggccag
actatggatg
taactgtcag
tttaaaagga
gagttttcgt
CCTTrtrttc
gtttgtttgc
gcgcagatac
tctgtagcac
ggcgataagt

taacaattcg
gagcaatata
aaaatgagca
taataataat
cgtcaagctc
gaccccaaaa
grrrttcgee
ggaacaacac
tcggectatt
atattaacgt
Ttigtttatt
aaatgcttca
ttattccctt
aagtaaaaga
acagcggtaa
ttaaagttct
gtcgccgeat
atcttacgga
acactgcggc
tgcacaacat
ccataccaaa
aactattaac
aggcggataa
ctgataaatc
atggtaagcc
aacgaaatag
accaagttta
tctaggtgaa
tccactgagce
tgcgcgtaat
cggatcaaga
caaatactgt
cgcctacata

cgtgtcttac

23

ttcaaactag
agccttotet
aatttttata
aaataataaa
taaatcgggg
aacttgatta
ctrtgacgtt
tcaaccctat
ggttaaaaaa
trtacaatttc
tttctaaata
ataatattga
ttttgcggca
tgctgaagat
gatccttgag
gctatgtggc
acactattct
tggcatgaca
caacttactt
gggggatcat
cgacgagcgt
tggcgaacta
agttgcagga
tggagccggt
ctcccgtate
acagatcqgct
ctcatatata
gatccttttt
gtcagaccce
ctgctgcttg
gctaccaact
ccttctagtg

cctcgctctg

cgggttggac

aactagttag
aaataagaaa
gagtatcata
daattactat
gctcccttta
gggtgatggt
ggagtccacg
ctcggtetat
tgagctgatt
ccaggtggca
cattcaaata
aaaaggaaga
ttttgccttc
cagttgggtg
agttttcgece
gcggtattat
cagaatgact
gtaagagaat
ctgacaacga
gtaactcgcc
gacaccacga
cttactctag
ccacrrcrgce
gagcgtrgagt
gtagttatct
gagataggtg
Ctttagattg
gataatctca
gtagaaaaga
CddacCaaaaa
ctttrrccga
tagccgtagt
ctaatccrgr

tcaagacgat

3180
3240
3300
33e0
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260

4320

4380

4440

4500
4560
4620

4680

4740
4800

4860

4920
4980

5040

5100

5160



agttaccgga
tggagcgaac
cgcttccecga
agcgcacgag
gccacctctg
aaaacgccag
tgttcrttcc
ctgataccgc
aagagcgccc
ggcacgacag
agctcactca
gaattgtgag
tcgaaattaa
tccggataac
ttattcccca
cttctacctc
tgctgoctcc
ggaccagcta
cgagcccctc
gttrtccagct
actggaaaca
tgagccagga
gtagacaaag
tcatattcgc
ccacgagcct
actcacattg
acactctacc
ctaagtcaaa
tctrtctgca
aaatacaaaa
ttttgtattt
taatgtttta
tttcatatgc

aaaatagccc

taaggcgcag
gacctacacc
agggagaaag
ggagcttcca
acttgagegt
caacgcggcc
tgcgtratcc
tcgccgcago
aatacgcaaa
gtttcccgac
ttaggcacce
cggataacaa
ccctcactaa
gcttgecatcc
gataccgtca
cacgcggcat
cgtaggagtc
ctgatcatcg
ctcgggegga
gttgttccce
ccactrcccg
tcgaactctce
cggattcgga
ccggagttcg
cttatccatt
ggcrtraggga
gctgagttat
gggtcgagaa
gttcaatgga
aaatagaaga
ccttaattta
catttacttg
gccttctaca

ttcgtagccc
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cggtcggget
gaactgagat
gcggacaggt
gggggaaacg
cgatttttgt
ttrttacggt
ccrtgattctg
cgaacgaccg
ccgcctctece
tggaaagcgg
caggctttac
tttcacacag
agggaacaaa
tctgtattac
Ttgcrtcttc
tgctccgtca
tgggccgtgt
ccttggtaag
ttCcCctocttt
tcccaagggce
tccgacttge
catgagattc
attgtctttc
ctcccagaaa
ctcattgaac
taatcaggct
atccctteec
actcaacgcc
agcaatgata
gaaaagtcat
tttccttaat
taagcgtacc
caccggccta

gaagacgtta

gaacgggggg
acctacagcg
atccggtaag
cctggtatct
gatgctcgtc
tcctggectt
tggataaccg
agcgcagcga
ccgegegttg
gcagtgagcg
acrtrrargcr
gaaacagcta
agctggagct
cgcggcetget
tccgggaaaa
ggctttcgec
ctcagtccca
ctattgcctc
tgctcctcag
aggttcttac
atgtgttaag
atagttgcat
attccaaggc
tatagccatc
gacggcgggg
cgaactgatg
cgccccatcg
actaticttg
aaaaaataca
acaaagttat
tgaatticgg
gtgacatgaa
aggctacacc

gagatgattt

24

ttcgtgcaca
tgagctatga
cggcagggtc
ttatagtcct
49999949¢cgg
ttgctggect
tattaccgcc
gtcagtgagc
gccgattcat
caacgcaatt
TCccggetogr
tgaccatgat
ccaccgoecgo
ggcacagagt
gaagttcacg
cattgcggaa
gtgtggctga
accaactagc
ccracggggt
gcgttactca
catgccgecca
tactratagc
ataacttgta
cctgeccoct
gagcaaatce
acttccacca
agaaatagaa
aacaactrtgg
aatagaaaag
atacaaatga
ttgaactagt
gttgttgacc
agcgacgtaa

agccgtgtca

cagcccagcet
gaaagcgcca
ggaacaggag
gtcgggtttc
agcctatgga
tttgctcaca
tttgagtgag
gaggaagcgg
taatgcagct
aatgtgagtt
argttgtgtg
tacgccaagc
gcccaatcat
tagccgatgc
acccgtgggc
aattccccac
tcatcctctc
taatcagacqg
attagcagcc
ccegrecgec
gegticateco
trccrtgttc
tccatgeget
cacgtcaatc
aactagaaaa
cgtcaaggtg
ctgactaatc
agccgggcect
gaaagggagg
ctacccccct
ctgggagatt
tcaatcgcgg
ttgccaccca

aggatatcaa

5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200



agtgaccaac
gatcggtcga
actcaccttc
gcaaaattct
atgtttcaac
tcaaacattc
ggtaatatag

ttgcaacatg

<210= 2

<211> 8684

<212> DNA

tagaaactga
attaggctta
agacttggac
tccgggeggt
tccttgegtg
tgttcggatt
ttttgagagt

agatggcacc

ES 2 381 667 T3

ggaatggctt
attagcattt
agaattccgg
gcgcgatttg
cgtggatgca
gcttettteg
gcatttgcag

gtcattacaa

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Vector de transformacién de plastos

<400> 2
tttaactcga

taattaccat
gatttgaaga
tatccgaatg
aatttrtaatg
ttatgaccat
tcrtcacctt
cggagttcgce
ttatccattc
cgagtatata
gtagaaaact
attgtgtgat
agcatcctga
dcattatcac
cgtctgatcc
gagatcctac
agctaacaga
ttggtgcact
tacggcgtaa
tttatgctgg

tagagcaaaa

ttctatttac
cacctttgaa
aatcatgttg
ttgatactaa
ttaatttacc
ttacatcacc
ttgaagccat
tcccagaaat
tcattgaacg
agtcatgtta
agtgtgcttg
tgtcggcgga
tgctgetocg
tcgtgaagag
tatgctcact
tgcgocaagyg
cttaccgttc
tggcattcga
cctcggtgat
tgatccttca

tggtggaagc

taatgtatca
gaagattgtt
tttcatatga
tgttggccaa
atatgtagca
atctaattct
gaatccctcc
atagccatcc
acggcgaatt
tactgttgaa
ggagtccctg
ggtattagtg
aatrttaattyg
aatggttttc
atggtggtag
tttgtgttgt
tttgatttga
ccgtcacctc
gaggtttttg
aaactgagca

ataataggtg

gaggccatac
tcctcaaatce
tgtttgtaga
gaaagagtga
attgcccaaa
ggtacgagat
cagattcaga

ca

PEBS8

ccttcgaatt
ctttcttgta
tcaggatatc
ggtacaggta
tcaccttcac
actaagatag
ctacaactat
ctgccecectc
Ccgaatagatc
taacaagcct
atgattaaat
gtctttgcat
tgaccgaggce
tctgggaaga
atagtggttt
ggaatgggaa
tgagtattgg
caggtcgtga
agcgcctgat
tgaaagcagc
gtacttttaa

25

cctaactcct
tctgtcaact
cccgecaatc
ggagctgtag
accctttagt
agatactgct
aagagggcgc

aatttaagtg
gcttccacta
atgttcaaca
atagttccta
tcaccatcta
gcaactggtg

aagagaccgc

(= pEB8a) (Ejemplo 2).

ttacttcagc
cgtaaccttc
ttgcgaaaca
attraccrtgt
cttcacctga
gtactactcc
ccaggcgett
acgtcaatcc
tacatacacc
tccattttct
aaaccaagat
cgctcaggeg
taaggatcgt
aggtcccaat
gaaggatgat
attgaggccg
tgggaagatt
agaatcrgtg
tgaaccgttt
gtttgggaag
ggcaattcag

tcttgtttta
aggcattgct
ttgtactcca
tgtacagatg
tactgagaat
agtgaataat
cagattcgcc
cacgagcctc
ttggttgaca
attttgattt
tttaccatgg
cttgctacta
gttggaggca
agttttcaac
ttggtgttgg
gttccatcga
agagctggtt
gaggagtttg
tgttcaggtg
gtttggaaac

gagaggaaaa

7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7652

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260



acgctcccaa
ctttcaggaa
ttaagtrgtc
catatgagac
catctcatgt
caaaactata
gaacagaatg
aaggagttga
ccggaagaat
agtctgaagg
Ctaattcgac
ttctagttgg
acgaagggct
aaggcgcata
aaatgtaaaa
taaggaaata
tatttttttg
tgaactgcag
gaccctttga
tcagcggtag
aagcccaatg
ataagaggct
tccgggcgaa
atccgcotttg
ttcgatcctg
agtggtgttt
acaacagctg
€cgaggaggg
atcagtagct
ctacgggagg
gcgtggagot
gtatctgyggg
caagcgttat

gagggttaat

ggcagaacga
gggacttcga
ttggaagctc
tccagatggt:
tgcaagcggt
ttacccacca
tttgatagat
aacattagga
tttgctgttg
tgagttagtg
cgatccactt
tcactttgat
atttrrgggt
tgaaaccgcg
cattaaatcr
caaaaaqggg
tatttcctcc
aaagaaggcc
cttaggatta
agtgtcacct
tgagtttttc
cgtgggattg
tatgaagcgc
tctacgaaca
gctcaggatg
ccagtggecgg
gaaacggctg
gctcgegtct
ggtccgagag
cagcagtggg
agaaggccca
aataagcatc
ccggaatgat

ttcgagcttg

ES 2 381 667 T3

gacccgcgcc
atgttgccag
ttaggtatca
ttagtttccg
ctecttgegec
gttgcagcag
ggtgaactaa
actatctaca
aacatgattg
gaagcagttg
aaattaggag
atccttgaca
ggcaattacg
attgaggtca
cccagactag
ggtagtcatt
Cttrtcctttt
cggctccaag
gtcagttcta
tgacgtggtg
tagttggatt
acgtgagggg
atggatacaa
aggaagctat
aacgctggcg
acgggrgagt
ctaatacccc
gatrtagctag
gatgatcagc
gaattttccg
cgggtcgtga
ggctaactct
tgggcgcggc
gcgtaatcat

tgccaaaacc
aagcaatatc
ctaagctgga
tgcagagcaa
ctctttcrga
tatctatctc
agggttitgg
gctcctcact
gcgggtctac
acagagattt
ttagggtatg
cggctaaatc
tcgctggtgt
dcaacttcat
ttcaaccgaa
tgtatataac
ctatttgtat
ttgttcaaga
tttctcgatg
gaagtcatca
tgctececcg
gcagggatgg
gttatgccrt
aagtaatgca
gcatgcttaa
aacgcgtaag
gtaggctgag
ttggtgaggc
cacactggga
caatgggcga
dCTTCTLLLC
gtgccagcag
ggtggagctc
ggtcatagct

26

acagggccaa
tgcaagatta
gagcggagga
aagtgttgta
atctgctgea
gtacccgaaa
gcaattgcat
ctttccaaat
aaacaccgga
gaggaaaatg
gcctcaagec
atctctaacg
agccttaggc
gtcacggtac
attcaattaa
tttgtatgac
ttrtttatca
atagtggcgt
gggcggggaa
gttcgagccet
ccgtcgttea
ctatatttct
ggaatgaaag
actatgaatc
cacatgcaag
aacctgccct
gagcaaaagg
aatagcttac
ctgagacacg
aagcctgacyg
ccggagaaga
ccgcggtaat
cagctrrrgt

gtttcctgtg

acagttggte
ggtagcaaag
tacaacttaa

atgacggtgc

aatgcactct-

gaagcaatcc
ccacgcacgc
cgcgcaccge
attctgtcca
Ctaattaagc
attcctcage
tcttcggget
cggrgrgtag
gcttacaagt
ggaaataaat
Ttttctctte
ttgcttccat
tgagtttctc
gggatataac
gattatccct
atgagaatgg
gggagcgaac
acaattccga
tcatggagag
tcggacggga
tgggagggga
aggaatccgc
caaggcgatg
gcccagactc
gagcaatgcc
agcaatgacg
acagaggatg
tccctttagt

tgaaattgtt

1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300



atccgetcac
cctaatgagt
gaaacctgtc
gtattgggcg
ggcgagcggt
acgcaggaaa
cgttgctggce
caagtcagag
gcrecectegt
tcccttcggg
aggtcgttcg
ccttatccgg
cagcagccac
tgaagtggtg
tgaagccagt
ctggtagcgg
aagaagatcc
aagggatttt
aatgaagttt
gcttaatcag
gactcccegt
caatgatacc
ccggaagggc
attgttgceg
ccattgctac
gttcccaacg
ccttcggtece
tggcagcact
gtgagtactc
cggcgtcaat
gaaaacgttc
tgtaacccac
ggtgagcaaa
gttgaatact

aattccacac
gagctaactc
gtgccagctg
ctcttocgct
atcagctcac
gaacatgtga
gtttttccat
gtggcgaaac
gcgcrctect
dagcgtggcg
ctccaagctg
taactatcgt
tggtaacagg
gcctaactac
taccttcgga
tggtttrtet
tttgatcttt
ggtcatgaga
taaatcaatc
tgaggcacct
cgtgtagata
gcgagaccca
cgagcgcaga
ggaagctaga
aggcatcgtg
atcaaggcga
tccgategtt
gcataatict
aaccaagtca
acgggataat
ttcggggcega
tcgtgcaccc
aacaggaagg

catactcttc
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aacatacgag
acattaattg
cattaatgaa
tcctogetea
tcaaaggcgg
gcaaaaggcc
aggctccgec
ccgacaggac
gttccgaccc
Ctttctcata
ggctgtgtgc
cttgagtcca
attagcagag
ggctacacta
aaaagagttg
gtttgcaagc
tctacggggt
ttatcaaaaa
taaagtatat
atctcagcga
actracgatac
cgctcaccgg
agtggtecctg
gtaagtagtt
gtgtcacgct
gttacatgat
gtcagaagta
Cttactgtca
ttctgagaat
accgcgecac
aaactctcaa
aactgatcrt
caaaatgccg

Ctttttcaat

ccggaagcat
cgttgcgctce
tcggccaacg
ctgactecgee
taatacggtt
agcaaaaggc
cccctgacga
tataaagata
tgccgettac
gctcacgcetg
acgaaccccc
acccggqtaag
cgaggtatgt
gaaggacagt
gtagctcttg
agcagattac
crgacgctca
ggatcttcac
atgagtaaac
tctgtctatt
gggagggctt
ctccagattt
caactttatc
cgccagttaa
cgtcgtrtgg
ccceccatgrt
agttggccgce
tgccatccgt
agtgtatgcg
atagcagaac
ggatcttacc
cagcatcttt
caaaaaaggg

attattgaag

27

aaagtgtaaa
actgcceget
Cgcggggaga
gcgctcggtc
atccacagaa
caggaaccgt
gcatcacaaa
ccaggcgttt
cggatacctg
taggtatctc
cgttcagccc
acacgactta
aggcggtget
atrrggtatc
atccggcaaa
gcgcagaaaa
gtggaacgaa
Cctagatcctt
ttggtctgac
tcgrtcatcee
accatctggc
atcagcaata
cgcctecatce
tagtttgcge
tatggcttca
gtgcaaaaaa
agtgttatca
aagatgctrt
gcgaccgagt
tttaaaagtg
gctgttgaga
tactttcacc
aataagggcg
catttatcag

gcctgggatg
ttccagtcgg
ggcggtttge
gttcggctgce
tcaggggata
aaaaaggccg
aatcgacgct
ccccctggaa
tccgocttto
agttcggtgr
gaccgctgeg
tcgccactgg
acagagttct
tgcgctctge
caaaccaccg
daaggatctc
aactcacgtt
ttaaattaaa
agttaccaat
atagttgect
cccagtgetg
aaccagccag
cagtctatta
aacgttgttg
ttcagctocog
gcggttaget
ctcarggrta
tctgtgactg
tgctcttgec
ctcatcattg
tccagrtcega
agcgtttctg
acacggaaat

ggttattgtc

3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200

4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620

4680
4740

4800
4860

4920
4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340



tcatgagcgg
catttccecg
gttaaatttrt
ttataaatca
tccactatta
tggcccacta
actaaatcgg
aatggaagca
agaagagaaa
aatttatttc
tgccgactac
cgcgcgagge
cgggcrgata
cgattttgcc
catcgccagc
atagatcctg
cgctatgttc
cgaagatacc
ctggataacg
gaatctcgct
gcgrrgtttc
tcaggccgec
ggcgctcgat
ccctcatggt
dcaatttttt
atagattata
jtctttctaa
iagcgaaagg
zcacacccgce
rgcgcaactg
tagggggatg
jttgtaaaac

latccttecc

‘gtgagctta

atacatattt
aaaagtgcca
tgttaaatca
aaagaataga
aagaacgtgg
cgtgaaccat

aaccctaaag

-atgataaaaa

agtcatacaa
cttaattgaa
cttggtgatc
caagcgatct
ctgggccgge
ggttactgcg
ccagtcgggc
ttcaggaacc
tCcrTgetttt
tgcaagaatg
ccacggaatg
ctctrccaggg
atcaagcctt
atccactgcg
gacgccaact
aaatgaaaga
ttattgrett
aaaattcata
Ttgataaataa
4gcgggcgcet
cgcgcttaat
ttgggaaggg
tgctgcaagg
gacggccagt
gatacctccc

tecatgeggt

ES 2 381 667 T3

gaatgtrattt
cctgggaaat
gctcattttt
ccgagatagg
actccaacgt
caccctaatc
ggagcccccg
aatacaaata
agttatatac
rrrcggttga
tcgcctttca
tcttcttgte
aggcgcteca
ctgtaccaaa
ggcgagttcc
ggatcaaaga
gtcagcaaga
tcattgcgct
atgtcgtcgt
gaagccgaag
acggtcaccg
gagccgtaca
acctctgata
aagaactaaa
tataatattc
aagaaagaca
gtatgaattc
agggcgctgg
gcgcecgotac
cgatcggtgc
Ccgattaagtt
gaattgtaat
aaggaaaatc

tatgcactct

agaaaaataa
tgtaaacgtt
taaccaatag
grrgagtgtt
caaagggcga
aagttttttg
atttagagct
gaaaaggaaa
aaatgactac
actagtttga
cgtagtggac
caagataagc
ttgcccagtce
tgcgggacaa
atagcgttaa
grrcctecge
tagccagatc
gccattctec
gcacaacaat
tttccaaaaqg
taaccagcaa
aatgtacggc
gttgagtcga
tactatattt
atattggttt
gaatgaataa
cggcgaacgt
caagtgtagc
agggcgegtc
gggcctcttc
gggtaacgcc
acgactcact
tCgaatttgg

ttgaatagga

28

acaaataggg
aatattttgt
gccgaaatcg
gttccagttt
daaaccgtct
gggtcgaggt
tgacggggaa

gggaggaaat
CCCCCrrttt
acgaattgtt
aaattcttcc
ctgtctagct
ggcagcgaca
cgtaagcact
ggrrrcattt
cgctggacct
aatgrcgatc
aaattgcagt
ggtgacttct
gtcgttgatc
atcaatatca
cagcaacgtc
tacttcggeg
cactttgagq
ttatcgtatt
actcaaatta
ggcgagaaag
ggtcacgctg
gcgcecatteg
gctattacgc
agggtrttcc
atagggcgaa
atcccaaatt

atccgttttc

gttccgegea
taaaattcgc
gcaaaatccc
ggaacaagag
atcagggcga
gccgtaaagce
agccgggttc
acaaaaaaat
gtatttcctt
agacattatt
aactgatctg
tcaagtatga
tccttoggeg
acattrcgct
agcgcctcaa
dccaaggcaa

gtggctggcet

tcgegettag

acagcgcgga
aaagctcgec
ctgtgtggct
ggttcgagat
atcaccgctt
tggaaacgta
tattttatcc
ttacgaatag
9aagggaaga
cgcgtaacca
ccattcaggc
cagctggcga
cagtcacgac
ttgggtacga
gacgggttag
tgaaagatcc

5400
5460
5520
5580
3640
5700
5760
5820
3880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420

6480
6540

6600
6660
6720
6780

6840
6900
6960

7020
7080

7140

7200
7260
7320
7380



tggctttcgt
ctatctaatc
dgaaaagaca
attatattag
accagtccta
tgtaccatga
atgtagttgg
gcctgctagg
ttactatgaa
tgacgaatct
gggcgtggaa
aatcggtagt
ttattttcat
tttttattat
tctataaaaa
ttaaagaagg
acccttattt
ataataccat
agtaatgatt
gatctgctaa
taccatrtit

atttatgacc

<210= 3

actttggtgg
cgatcgattg
gUICTITTLCT
attagtatta
cattttgtct
gagaagcaag
actctcatgt
caagaggata
attcataaat
tgtatgtgtt
acgcataaga
caatcctatt
atccgtaata
ttattattat
tttgctcatt
cttatattgc
atataattca
atgatctctt
atcaggtaat
ttgtractgaa
ttgtttatca

taagatatta

ES 2 381 667 T3

gtctccgaga
cgtaaagccc
attatattag
gttagtgatc
ctgtggaccg
gaggtcaacc
cgatccgaat
gcaagttcca
gaagtagtta
cctaagaaaa
actcttgaat
tccgataggg
gtgcgactgc
tatttattat
tttatagaaa
tcgrrrrtta
tccataccat
ttttcattag
aatacaggac
ccgtcttega
gccatgatat

ccatcttetrt

tcctttcgat
gcggtagcaa
tattttctat
ccgacttagt
aggagaaaag
tctttcaaat
gaatcatcct
ddTTCTgTCT
atggtragggt
ggaatttgtc
ggaaaagaga
gcagttgaca
agaagcttct
taatataata
aaaacgagta
ctaaactaga
gtgtgatacc
gatcttrrga
catcaccgat
tattatgtct
atacattatg

tgaaatcgat

gacctatgtt
tggaaccggg
tatattagat
gagtctgatg
gggctcggeg
atacaacatg
ttccacggag
cggtaggaca
taccattatc
cattttrcgg
tgtaactcca
attgaatccg
aataaaaaat
aataaagtaa
atataagccc
tttagactaa
agcagctgtt
taaagctgat
aggtgtattt
gattttgaaa
tgaattataa

acct

gaagggatat
gaaagtatac
atattagact
aattgttggc
ggaagaggag
gattctggca
gtaaatcttt
tgtatttcra
ctrtttgtag
ggtctcaaag
gttccttegg
attttgacca
atatagtaat
aatatgatac
tctrtcttat
cactaactag
acaaattcta
tgrgtaccta
tgttgataat
tttactttga

ttatattcta

<211~ 10453
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Vector de transformacién de plastos pNY2C (Ejemplo 4 II)

<400> 3
ctcgagtgag

gttgcttttc
gatattcctt
cttagcatga
gcatattcgt
aatgatggat
acttttgctt

agaaagaagt
tttctgttac
tttatttctc
tattgggaaa
ccataggcca
atgcaagcat

gcattgtatt

gaggaatcct
ttcgaaagta
atcaaacgaa
tctcattgct
aatcggatat
gataacttat

atttggtcta

cttttcgact
gcrgcttcag
tggcatcttc
attactcaaa
gtaattattg
atgctogtrct

cgtaccggaa

29

ctgactctcc
cttcagccac
ttctggaaat
caagcatgaa
gaataattgt
atatctccat

ctgataacat

cactccagtc
tcgaattttc
cctagctatt
acgtatgctet
tggagactca
gaatctagga
tcgagattat

7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400

8460

8520

8580

8640

8684

60
120
180
240
300
360
420



gcaggattat
ctaggaggtc
tggcaggcag
tactattatc
cacgtgcgaa
attgtatgtg
gctcaggata
aactggaatc
gaacttataa
aggccggaat
atagatacta
gaaagggagg
ctacccecect
ctgggagatt
tcaatcgcgg
ttgccaccca
aggatatcaa
aatttaagtg
gcttccacta
atgttcaaca
atagttccta
tcaccatcta
gcaactggtg
aagagaccgc
actaaaccat
cctaagagct
aacattcgaa
gggrctcgtt
attatgcttc
agttttgaag
dCctcatcac
gacggtcgaa
tcaaagaacg

acaaaccttg

acacaaaaga
ttcctocact
gcctatattt
taaaaataat
attatagaag
tgatagcatc
gcctttttta
aaagaattag
tctgatgatc
agggttatat
tgtttacata
aaatacaaaa
ttttgtattt
taatgrrrta
ttrcatatgce
aaaatagccc
agtgaccaac
gatcggtcga
actcacctrc
gcaaaattct
atgtttcaac
tcaaacattc
ggtaatataqg
ttgcaacatg
ctggagtctc
tccaagacaa
gtcccttect
ctgccttggg
caccattttg
gatcaccagc
cgaggttacg
tgccaagtgc
gtaagtctgt
gcgcagtagg
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tCCTTITttg

agcaggtttt

cttggtttta

aaagttatta

atccccrtta
tactatacca
gcttctaggg
tagatctgrt
gagtcgattc
acattctcat
gttcaatgga
daaatagaaga
CcCcttaattta
catttacttg
gcctrctaca
trcgtagecce
tagaaactga
attaggcrta
agacttggac
tccgggoggt
tcctrgegtg
tgttcggatt
ttttgagagt
agatggcacc
atatgttaag
cttaactttg
gaaagaacca
agcgttrtrc
Ctctagtttc
ataaacacct
ccgtacaaac
accaaaacca
tagcttcgat

atctcccaac

gctctctcett
ttcggaaaac
ataggactcc

atgactggac

‘agatcaaaca

ggaatatcaa
tctatttctt
ccgcccaaaa
catgattata
tatgagaagg
agcaatgata
gaaaagtcat
tttccttaat
taagcgtacc
caccggccta
gaagacgtta
ggaatggctt
dttagcattt
agaattccgg
gcgcgatttg
cgtggatgca
gcttctttcg
gcatttgcag
gtcattacaa
ttgtatccte
ctacctaatc
actgtttggc
Ctctcctgaa
Caaaccttcc
gaacaaaacg
tccteocacag
gctctaatct
ggaaccggcc

acCaaatcat

30

tagccctatg
tctatttatt
ttacaagcgt
gaaaccaaga
attccatcga
tgaacccaat
agrtcaagat
tgggaatggg
agrrcattcc
ggtcattcgg
aaaaaataca
acaaagttat
tgaatttcgg
gtgacatgaa
aggctacacc
gagatgattt
gaggccatac
tcctcaaatc
tgtttgtaga
gaaagagtga
attgcccaaa
ggtacgagat
cagattcaga
cacttttgct
cgctctccag
ttgcagatat
cctgrggrtt
ttgccttaaa
caaacgctgc
gttcaatcag
attcttcacg
tcccaccaat
tcaatttccc

ccttcaaacc

tctctratce

ctggtgtgga

tgtttctatc
aataacccct
attgagtatg
tattgcaatt
ccctertact
ctagggttat
ataccggacc
gcctatctaa
aatagaaaag
datacaaatga
ttgaactagt
gttgttgace
agcgacgtaa
agccgtgtca
cctaactcct
tctgtcaact
cccgecaatc
ggagctgtag
accctttagt
agatactgct
d4agagggcgce
ctgcacggaa
cttagtgata
tgcttctggc
tggcaggcgc
dagtaccacct
tttcatgctc
gcgctcaaaa
acctggaggt
actcatcaaa
attccacaac

acratctacc

480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460



accatagtga
CCatTtCrctt
aaattcggag
ataccrccgce
CLTTCCTTICC
ccagcagtat
gttcgatcgt
aggaatacgc
ttgagtgaat
trctocggat
cgatcaatag
catggaatac
aaaatctecgt
gctcattgaa
ttcgatcecga
cttctctatc
gagtatatgc
gcccgtaacc
agtgactttg
acgcctgrtyg
tacttcttgg
agttcatacc
agtaacatat
actcraccac
cggctaagga
aaaagccatc
aggaacagat
ttagataatg
trtrcttgcg
gaagtaagaa
gagccagggg
acaccttggt
CTTCTattt

aagattttac

gcataggatc
cacgagtgat
cagcatcagg
cgacaatcac
aaggataact
agccaaccct
ggtgaattag
gtaatcggac
cgagaaatag
aattcaaatc
atccaccttt
gattcacttt
gctaaatagc
tgagcattct
gctcttggaa
taatgaatgg
ttcaacagga
cagcagataa
gcactggacg
gcattccagc
tcgtgaatat
atccatacat
tcttccatgg
ccagtcaatt
atgggaaatc
tttttctcaa
ttgataaata
dactgttggt
tattcttgat
gcccctttga
gctgatcttt
tgacacgagt
gatttgtaga
catgagggaa
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agacggttga
aatgttgect
atgcttagta
acaatccatg
tgtatccagg
aceccratcac
cttctatgga
ctgcttttta
gtttgattgt
gaagcaattg
gtcatatatt
caagatgcct
gtggaggttc
caataagaga
ttggaataaa
ggagtccgct
atcacacaag
agtacattac
ttcccaaaat
Cttccttcrc
ctgaactggt
agtgttttga
agctaaggtc
ctgttccact
tttctcctgt
caatgtcttt
ctgataactc
tctaagccat
aaaccagcgt
catctcttca
gaataggaaa
atataagtca
aaactagtgt

gcggtgatcg

aaactattgg
ccaacacgat
gcaagcgcct
aatccctcec
cgcttcagat
gtcaatccca
ttcctacatc
catatctcta
ccatcttttt
gatgtccaac
ccatacatca
tggtggtgaa
gagtectett
gctcggatcg
ttcggcageg
ttaaaatcgt
ggtagattag
atagtccagg
ggggactatc
ctttcagggc
tgtttgctgtr
tctaagattt
caaaatatgg
taarccctct
tacatgaatc
gtcatttgat
tcggatagag
ctctgacgat
ttatatatag
tctgcaaata
aagagtggat
tgttatactg
gcttgggagt
ccgaagtatc

31

gaccttcttc
ccttagcctc
gagcgatgca
tacaactgat
tattagcctg
caagcctctt
attacattcc
ttgggaccct
gatatatatc
tcgggcctat
cactagatag
atggtagaca
caaggcataa
datcggtatt
gatcgcgaaa
ccgccctgea
aaacctctgg
gattggcgac
gggtaaattc

'ctatccgaaa

tcaagaattc
caattcrtcc
aagaaacaag
ttcatggcca
caattttcat
ccaatagcgt
tattagaacg
taatcaacaa
atgtaggagg
attctcgatg
caattcgaat
ttgaataaca
ccctgatgat

gactcaacta

ccagagaaaa
ggtcacaatt
aagaccacta
tcggaattgt
gagttcgecca
atccattccc
atttaggatt
attcacctct
aggcatrgea
atgacatgac
atatcatatt
cgcgagactc
tattgagaat
gatataccga
tcttggtgat
cCccacccecc
taaaatgccc
ttacccattc
aatataatag
gagaatccag
ttgtttaggc
grgtttcage
cgtttccacg
catatctttc
ttcatccggg
tccgttagat
gaaagatcca
ttcgaagtgc
gtctgtttgg
tgaaaacaca
agatrctacat
agccttccat
taaataaacc

tcagaggtag

2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500



ttggcgtcat
cagtggatgg
ggcrtgatga
ctggagagag
ttccgtggeg
ttcttgcagg
aagcaagaga
ttcctgaaca
ccgactggge
cagtaaccgg
cggcccagta
atcgcttgge
tcaccaaggt
tagtctaaat
ggcttatatt
tactrtattt
ttttttatta
ggaagatcta
ctcttgaagc
atagggaaat
ccatattcta
ttctecocctec
gatagaacaa
caatgtcact
cagagcgect
ataagaagtg
cgatccggca
aagctcgaag
atagatagat
tcctatctga
ccaagtttgt
tgtaatacta
catggttatg
agtatatgaa

cgagcgccat
cggcctgaag
aacaacgcgg
cgagattctc
ttatccagcet
tatcttcgag
acatagcgtt
ggatctattt
tggcgatgag
caaaatcgcg
tcagccecgtc
ctcgcgocgca
agtcggcaaa
ctagtttagt
actcgttttr
attatattaa
gaagctgggt
tctcgtgtct
tcatcctert
cccaattcat
ggagcccaaa
ccttcttcaa
gagccgrrtt
cgatcattat
tctacttcta
atcccatttt
gaacaactca
taccatttgt
ataggatcta
tagaaaagga
ctatgaagag
atcgatagga
gacccgaatc

agagtgaaaa
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ctcgaaccga
ccacacagtg
cgagctttga
cgcgctgtag
aagcgcgaac
ccagccacga
gccttggtag
gaggcgctaa
cgaaatgtag
ccgaaggatg
atacttgaag
gatcagttgg
taatgtctaa
aaaaaacgag
ttctataaaa
taataaataa
cccaaatgaa
ggtactgcat
catcataaat
tgggcctttc
ctatgtgatt
actccgattc
gcatcatatc
caaactgact
ataggccatg
tttcatcggg
aaagataaag
acaaataaga
tggggcaatt
tcccatgatc
cggatctaat
cctcattggt
cgttagtatg
agtgcttteg

cgttgctggce
atattgattt
tcaacgacct
aagtcaccat
tgcaatttgy
tcgacattga
gtccagecggce
atgaaacctt
tgcttacgtt
tcgctgecga
ctagacaggc
aagaatttgt
caattcgttc
caatataagc
atgagcaaat
taataataaa
ttggcttatt
ggttccactc
gatccgcttg
gatacaatca
gaataaatcc
atatttttca
taagggattc
gcaatctttt
aactagatca
tccggataaa
aagtatcgtt
atcccocctteg
acttagaagt
ctgaaccgat
tgtattagtg
aagtgctaca
gaacattttc

ttgttgtgga

32

cgtacatttg
gctggttacg
tttggaaact
tgttgtgcac
agaatggcag
tctggctate
ggaggaactc
aacgctatgg
gtcccgeart
ctgggcaatg
ttatcttgga
ccactacgtg
aaactagaac
Ccttctttaaa
ttttatagag
taataaaaaa
Cgaaaaaggc
tgcaagaact
ccccgaaatg
aatagaaagc
tcctgegggt
tagagaaatc
ctcggttcgg
tctgtcegtg
gaatcattct
gaccaaagat
aatctcttca
ttacatgatt
dcattttgtg
Cttacctggg
tctataattg
agatctcgtg
ttttccaagt

dagaagaagcc

tacggctccg
gtgaccgtaa
tcggettece
gacgacatca
cgcaatgaca
ttgctrgacaa
tttgatccgg
dactcgcegc
tggtacagcg
gagcgcctgce
caagaagaag
aaaggcgaga
tagttagtgt
taagaaagag
tatcatattt
ttactatata
cttgttctrrt
ccgaatcatt
acctggacca
cccaagggcg
caagggctcc
tctgatcaag
gccgaagaag
aagatcccac
caacgagtcc
cttgagcgac
tgctcgttcc
tcttcttecat
ctacagccct
atcgcaaatc
atttcttctg
cattggaacc
gaaatccecct

ttcgtatett

4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540



aatgcacgta
agtcgaagca
gttcactaat
tggaatccat
aaatcggtct
cagctccgta
aatatcgtca
caggaacttg
gaccaaatag
taaggctaag
acacgaagtt
taaacaggat
tcgtaagtaa
acgatcacta
ggagaactga
ggattcratt
atagatctct
gatgggattt
agaacgtatt
ccgtatttct
gtcgtattac
ccaacttaat
ccgcaccgat
gtaataaagc
ggaaatgtgc
ctcatgagac
attcaacatt
gctcacccag
ggttacatcg
cgttctccaa
gacgccgggc
tactcaccag
gctgccataa
C€cgaaggagc

tttaatttat
ataacaagaa
agaccgaggg
attatgcaag
atttccggca
tcaaggtcac
ctatcatcaa
ttcagaaata
gatcgtccag
cggégcgaaa
tgtgaataag
ggattgaact
attgctcccg
tgagtcagac
accaagaatt
ttatcatcaa
ttacttgtat
ggtatgagat
gatttgaccc
tctagatacc
ggactggcecg
cgccttgecag
cgccctteec
ccgetteggce
gcggaacccc
aataaccctg
tccgtgtege
aaacgctggt
aactggatct
tgatgagcac
aagagcaact
tcacagaaaa
ccatgagtga
taaccgcttt
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tcggagctat
tatttctagt
ctaagtcatt
gagacattgc
tcatatccat
gatcgatatc
tatcgatctc
ccgtaatgaa
ttcctataga
agggttttcc
tgattgtctg
cataattcat
gttgttcaat
tcaatagaat
ctctttcttc
tccaatcccc
gacttagatg
cgatgatctc
cataagcggg
taggtgagct
tcgttttaca
cacatcccec
aacagttgcg
gggctttttt
tatttgttta
ataaatgctt
ccttatteccc
gaaagtaaaa
caacagcggt
ttttaaagtt
cggtcgccgc
gcatcttacg
taacactgcg

tttgcacaac

tagagcggga
agaacatctt
cgactcattc
ttttgctaat
agttagccca
gtcactagca
atcaagaaga
aggaacatag
acctatcact
atgagatggg
ataatgagca
tagatgcttt
catttgataa
ttgatcaatc
atcatcaatc
gttcacgttt
TCtcgtattt
gatgagattg
accaagcatg
ctggtaccct
acgtcgtgac
tttcgccage
cagcctgaat
ttgttaacta
tttttctaaa
Caataatatt
tTtttttgcgg
gatgctgaag
aagatccttg
ctgctatgtg
atacactatt
gatggcatga
gccaacttac

atgggggatc

33

tccacttttt
tcacaatccc
acatccagat
tcgaattgaa
ttcatcctag
tcaagattgt
aaaccttrag
gagtttgtcg
daaatacccc
daatgaaaac
aggaatatcc
ttatgaatgt
ccagagtcat
ctattttceg
gaatcactgt
tttctrtttc
ctcgaaaaag
atattccaat
ttgccgecag
ctagtcaagg
tgggaaaacc
tggcgtaata
ggcgaatggc
cgtcaggtag
tacattcaaa
gaaaaaggaa
cattttgcct
atcagttggg
agagttttcg
gcgcggtatt
ctcagaatga
cagtaagaga
ttctgacaac

atgtaactcg

ggggaatatg
tggagagatg
catgaatgtt
gggtgatata
ttagcagttt
cactatcatc
gcttgttatc
ctaggtattt
tagaggggga
tatttteccce
grctrtrctgc
caactaagta
tctttgataa
tcgttaaggt
tcgecgaceca
ttatcaatga
tgattcgatt
Ctticttctt
aagcagaacc
ccttaagtga
ctggcgttac
gcgaagaggc
gcrrcgottg
cacttttcgg
tatgtatccg
gagtatgagt
tcctgttttt
tgcacgagtg
ccccgaagaa
atcccgtgtt
cttggttgag
attatgcagt
gatcggagga
ccttgatcgt

6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620

7680
7740

7800

7860
7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340
8400
8460

8520
8580



tgggaaccgg
gcaatggcaa
caacaattaa
cttocggcetg
atcattgcag
g9ggagtcagg
attaagcatt
cggttgataa
taaacgttaa
accaataggc
tgagtgttgt
aagggcgaaa
gtrttttggg
ttagagcttg
gggcgctagg
gcttaatgcg
tcatgaccaa
agatcaaagg
aaaaaccacc
cgaaggtaac
agttaggcca
tgttaccagt
gatagttacc
gcttggagcg
ccacgcttee
gagagcgcac
ttcgeccacct
ggaaaaacgc
acatgtaatg
gctcgtatgt
catgattacg
gcgcaccgta

<210> 4
<211> 173

agctgaatga
caacgttgcg
tagactggat
gctggtttat
cactggggcc
caactatgga
ggtaactgtc
tcagaaaagc

tattttgtta

'cgaaatcggc

tccagtttgg
aaccgtctat
gtcgaggtgce
acggggaaag
gcgctggcaa
ccgctacagg
datcccttaa
atcttcttga
gctaccageqg
tggcttcage
ccacttcaag
ggctgctgee
ggataaggcg
aacgacctac
cgaagggaga
gagggagctt
ctgacttgag
cagcaacgcg
tgagttagct
tgtgtggaat
ccaagctacg

cgt
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agccatacca
caaactatta
ggaggcggat
tgctgataaa
agatggtaag
tgaacgaaat
agaccaagtt
cccaaaaaca
aaattcgegt
aaaatccctt
aacaagagtc
cagggcgatg
cgtaaagcac
cgaacgtggc
gtgtagcggt
gcgcgtaaaa
cgtgagtttt
gatccttttt
gtggtttgtt
agagcgcaga
aactctgtag
agtggcgata
cagcggtcgg
accgaactga
aaggcggaca
Ccagggggaa
cgtcgatttt
gcctttttac
cactcattag
tgtgagcgga
taatacqgact

aacgacgagc
actggcgaac
aaagttgcag
tCtggagccog
ccctcccgta
dgacagatcg
tactcatata
ggaagattgt
taaatttttg
dtaaatcaaa
cactattaaa
gcccactacg
taaatcggaa
gagaaaggaa
cacgctgegce
ggatctaggt
cgrtccactq
ttctgcgegt
tgccggatca
taccaaatac
caccgoctac
agtcgtgtct
gctgaacggg
gatacctaca
ggtatccggt
acgecctggta
tgtgatgctc
ggttcctgge
gcaccccagg
taacaatttc

cactagtggg

34

gtgacaccac
tacttactct
gaccacttct
gtgagcgtgg
tcgtagttat
ctgagatagg
tactttagat
ataagcaaat
ttaaatcagc
agaatagccce
gaacgtggac
tgaaccatca
ccctaaaggg
gggaagaaag
gtaaccacca
gaagatcctt
agcgtcagac
aatctgctge
agagctacca
tgttcttcta
atacctcget
taccgggttg
gggrtcgtgce
gcgtgagcta
2agcggcagg
tctttatagt
gtcaggaggg
cttttgctgg
ctttacactt
acacaggaaa

cagatcttcg

gatgcctgta
agcttccegg
gcgctcggece
gtctecgeggte
ctacacgacg
tgcctcactg
tgatttacce
atttaaattg
tcatttttta
gagatagggt
tccaacgtca
cccaaatcaa
agccecccgat
cgaaaggagc
cacccgccge
tttgataatc
cccgtagaaa
ttgcaaacaa
actcrrrtec
gtgtagccgt
ctgctaatcc
gactcaagac
acacagccca
tgagaaagcg
gtcggaacag
cctgtcgggt
cggagcctat
cctrttgcte
tatgcttccg
cagctatgac

datgcatcgc

8640
8700
8760
B320
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10453



<212>
<213>
<220>
<223>
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DNA
Secuencia Artificial

Secuencia de DNA del promotor del gen 16S PEP-NEP rRNA de plastos de
maiz fusionado al sitio de fijacién de ribosoma (RBS) del plasto rbcL
de N.tabacum

<400> 4
gaattcacca cgatcgaacg ggaatggata agaggcttgt gggattgacg tgatagggta 60

gggttggcta tactgctggt ggcgaactcC aggctaataa tctgaagcgc ctggatacaa 120

gttatccttg gaaggaaaga caattccgaa tcagttgtag ggagggattc atg 173

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

5

34

DNA

Secuencia Artificial

Cebador superior para amplificacién del promotor del gen 16S
PEP-NEP rRNA del DNA de plastos de maiz, comprendiendo el
cebador un sitio de restriccién EcoRI (Ejemplo 1 I).

te
it

<400> 5
gccagaattc accacgatcg aacgggaatg gata 34

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

6

77

DNA

Secuencia Artificial

Cebador inferior que comprende un sitio de restriccidédn BspHI
(Ejemplo 1 I).

<400> 6
gccgtcatga atccctocct acaactgatt cggaattgtc tttccttcca aggataactt 60

gtatccaggc gcttcag 77

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

<223>

7

20

DNA

Secuencia Artificial

Cebador superior para amplificacion del gen ppo de A. thaliana (Ejemplo 1 11).

<400> 7
ccacgcacgc aaggagttga 20

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

<223>

8

27

DNA

Secuencia Artificial

Cebador inferior para amplificacién del gen ppo de A. thaliana, comprendiendo el
cebador un sitio de restriccion Spel (Ejemplo 1 1I).

<400= 8
cggtactagt ctgggagatt taatgtt 27

35
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<210> 9
<211> 25
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Cebador de la cadena superior para amplificacion del promotor del gen psbA
de N. tabacum, comprendiendo el cebador un sitio de restriccion EcoRI (Ejemplo

11).

<400> 9
ttaagaattc gaatagatct acata © 25

<210> 10

<211> 22

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cebador de la cadena inferior para amplificacion del promotor del gen psbA
de N. tabacum, comprendiendo el cebador un sitio de restriccion Ncol (Ejemplo |
11D,

<400> 10
cagccatggt aaaatcttgg tt 22

<210> 11

<211> 30

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cebador superior para amplificacion del promotor del gen clpP de A. thaliana,

comprendiendo el cebador un sitio de restriccion EcoRI (Ejemplo 1 V). 2

<400> 11
gcggaattca tcattcagaa gcccgttegt 30

<210> 12

<211> 28

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cebador inferior para amplificacion del promotor del gen clpP de A. thaliana, com-

prendiendo el cebador un sitio de restriccion BspHI (Ejemplo 1 V).

<400> 12
gcgtcatgaa atgaaagaaa aagagaat 28

<210> 13

<211> 33

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cebador superior para amplificacion de un nuevo locus diana de DNA de plastos,

comprendiendo el cebador un sitio de restriccion Xhol (Ejemplo 4 1).

<400> 13
agttatctcg agtgagagaa agaagtgagg aat 33

36



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
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14

21

DNA

Secuencia Artificial

Cebador inferior para amplificacién de un nuevo locus diana de DNA de plastos,

comprendiendo el cebador un sitio de restriccion Xbal (Eiemplo 4 1).

<400> 14
ttctctagaa gaaatacggg g

<210> 15
<211> 79
<212> DNA

<213> Bacteridéfago X2 de Staphylococcus aureus

<400> 15
gttaaagaat gtagctgact gcatacttaa accacccata ctagttgctg ggtggttttt

atgrtataat ataaatgtg

<210> 16

<211> 110

<212> DNA

<213> Bacteridéfago kvpl de Kluyvera
<400> 16

tctagagaca ttacgttctc cccttgagtg atacacaatg agaaccaact cgtttcaagt

agtacctcac ataacttatc ttttaaatca acagaaggag attcaccatg

<210> 17

<211> 97

<212> DNA

<213> Bacteridéfago T3
<400> 17

tctagaggga gacctcatct ttgaaatgag cgatgactaa aggttggagt cctttggttt

ccctttatct ttaataactt aggagattta attcatg

<210> 18
<211> 194
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Promotor quimérico X2 y gen 10 de kvp1 5; UTP
<220>
<221> Caracteristica diversa
<222> (1)..(194)
<400> 18

aattcgttaa agaatgtagc tgactgcata cttaaaccac ccatactagt tgctgggtgg

tttttatgtt ataatataaa tgtgtctaga gacattacgt tctccccttg agtgatacac

aatgagaacc aactcgtttc aagtagtacc tcacataact tatcttttaa atcaacagaa

ggagattcac catg

37

21

60
79

110

60
97

60
120
180
194



<210> 19
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

DNA

<400> 19
agcttctaat

tataataaat
acgagtaata
aactagattt
tggtgcgeca
gttcatgcca
agtgaagatc
ggcgaaattc
catatccagc
cccggctaac
ccaggccaga
ataccatccg
gtgagcgtcg
cgtrgcttec
gttggcaata
aatcgcctgt
tttcggottyg
agtrtcatca
agggtaatgc
caccatcagce
gccagtaaag
ccggatgecg
cagttcatag
cccgetagtyg
gacatcacca
atgcgtcacc
gcgatggatc
ttcgtcggta
aacggtgata

10011

Plasmido pEB10

aaaaaatata
aaagtaaaat
taagccctct
agactaacac
ggagagttgt
gtccagegtt
cctttctrgt
catacctgtt
catgcacact
gtatccacgc
agrictrttr
taataacggt
cagaacatta
gccagtggeg
ctccacatca
aagtgcgctt
ttgcccgett
atcaccacga
gaggtacggt
acgttatcga
tagaacggtt
acgcgaagceg
agataacctt
ccttgtccag
ttggccacca
acggtgatat
ccggcatagt
atcaccattc

cgtacacttt
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Secuencia Artificial

tagtaatttt
atgatactct
ttcttattta
taactagttc
tgattcattg
tttgcagcag
taccgccaac
caccgacgac
gatactcttc
cgtattcggt
ccagtacctt
tcaggcacag
cattgacgca
cgaaatattc
ccacgcttgg
gctgagtttc
cgaaaccaat
tgccatgttc
aggagrrggc
atcctttgec
tgtggrtaat
ggtagatatc
cacccggttg
ttgcaaccac
cctgccagtc
cgtccaccca
taaagaaatc
ccggcgggat
tcccggcaat

ttattatrta
dtaaaaattt
aagaaggctt
tagagcaatt
trtgcctecc
aaaagccgcec
gcgcaatatg
ggcgctgacg
actccacatg
gatgataatc
Cctctgoccgtt
cacatcaaag
ggtgatcgga
ccgtgcacct
gtggtttttg
cccgttgact
gcctaaagag
atctgcccag
cccaatccag
acgcaagtcc
caggaactgt
acactctgtc
ccagaggtgc
ctgttgatcc
aacagacgcg
ggtgttcggc
dtggaagtaa
agtctgccag

aacatacggc

38

ttattattat
gctcattret
atattgctceg
cccgaggctg
tgctgcggtt
gacttcggtt
ccttgegagg
cgétcaa&ga
tcggtgtaca
ggctgatgca
tccaaatcge
agatcgctrga
cgcgtegggt
tgcggacggg
tcacgcgcta
goctettoge
aggttaaagc
tcgagcatct
tccattaatg
gcatcttcat
tcgcccttca
tggcttttgg
ggattcacca
gcatcacgca
tggttacagt
gtggtgtaga
gactgctttt
Ttcagtregt

gtgacatcgg

ttattattaa
atagaaaaaa
ttttttacta
tagccgacga
tttcaccgaa
tgcggtcgeg
tcgcaaaatc
cgcggtgata
ttgagtgcag
gtttctcctg
cgctttggac
tggtatcggt
cgagtttacg
tatccggttce
tcagctctet
tgtacagttc
cgacagcagc
cttcagcgta
cgtggtcgtg
gacgaccaaa
ctgccactga
ctgrtgacgca
cttgcaaagt
gttcaacgct
cttgcgecgac
gcattacgct
tcttgococgtt
tgttcacaca

Cttcaaatgg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740



cgtatagccg
agtgaccgca
ttcgcgctga
gttaaaactg
ctgatcaatt
gatttcacgg
agataaaggg
tcocctctace
gcgcttcaga
cgtcaatece
attcgaattc
ggtggtrtet
tacacaatga
cagaaggaga
cgctcaggcg
taaggatcgt
aggtcccaat
gaaggatgat
attgaggccg
tgggaagatt
agaatctgtg
Tgaaccgttt
gtttgggaag
ggcaattcag
acagggccaa
tgcaagatta
gagcggagga
aagtgttgta
atctgctgeca
gtacccgaaa
gcaattgcat
Ctttccaaat
aaacaccgga

gaggaaaatg

ccctgatget
tcgaaacgeca
taccagacgt
cctggcacag
ccacagtttt
grtggggrrt
aaaccaaagg
€gggaagaga
trattagcct
acaagcctct
gttaaagaat
atgttataat
gadaccaactc
ttcaccatgg
cttgctacta
grrggaggca
agttttcaac
ttggtgttgg
gttccatcga
agagctggtt
gaggagtttg
tgttcaggtg
gtttggaaac
gagaggaaaa
acagttggtt
ggtagcaaag
tacaacttaa
atgacggtgc
aatgcactct
gaagcaatcc
ccacgeacge
cgcgcaccgc
atrctgtecca

ctaattaagc

ES 2 381 667 T3

ccatcacttc
gcacgatacqg
tgcccgeata
caattgcccg
cgcgatccag
ctacaggacg
actccaacct
ttcggaattg
ggagttcgece
tatccattcc
gtagctgact
ataaatgtgt
gtttcaagta
attgtgtgat
agcatcctga
acattatcac
cgtctgatcc
gagatcctac
agctaacaga
ttggtgcact
tacggcgtaa
ttratgctgg
tagagcaaaa
acgctcccaa
ctttcaggaa
ttaagttgtc
catatgagac
catctcatgt
caaaactata
gaacégaatg
aaggagttga
ccggaagaat
agtctgaagg

ctaattcgac

ctgattattg
ctggcctgec
attacgaata
gcrtrcttgt
actgaatgcc
gaccatggat
ttagtcatcg
tctttcctte
accagcagta
cgttcgatcg
gcatacttaa
ctagagacat
gtacctcaca
tgtcggcgga
tgctgetccg
tcgtgaagag
tatgctcact
tgcgccaagg
cttaccgttc
tggcattcga
cctcggtgat
tgatccttca
tggtggaagc
ggcagaacga
gggactrtcga
ttggaagctc
tccagatggte
tgcaagcggt
ttacccacca
tttgatagat
aacattagga
trtgctgttyg
tgagttagtg

cgatccactt

39

acccacactt
caacctttcg
tctgcatcgg
aacgcgettt
cacaggcegt
taaatctect
ctcatttcaa
caaggataac
tagccaaccc
tggtgaattc
accacccata
tacgttctee
taacttatct
ggtattagtg
aarrtaattg
aatggttttc
atggtggtag
ttrgtgttgt
trrgatttga
ccgtcaccte
gaggtttttg
aaactgagca
ataatagqtg
gacccgegee
atgttgccag
ttaggtatca
ttagtttccg
ctcttgcgee
gttgcagcag
ggtgaactaa
actatctaca
aacatgattg
gaagcagttg

aaattaggag

tgccgtaatg
gtataaagac
cgaactgatc
€ccaccaacqg
Cgagrttrtt
aagttattaa
agatgaggtc
ttgtatccag
taccctatca
gaatagatct
ctagttgctg
ccrtgagtga
tttaaatcaa
gtctttgcat
tgaccgaggc
tctgggaaga
atagtggttt
ggaatgggaa
tgagtattgg
caggtcgtga
agcgcctgat
tgaaagcagc
gtacttttaa
tgccaaaacc
aagcaatatc
ctaagctgga
tgcagagcaa
ctctttctga
tatctatctc
agggttttgg
gctcctecact
gcgggtctac
acagagattt

ttagggtatg

1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780



gcctcaagec
atctctaacg
agccttagge
gtcacggtac
attcaattaa
trtgratgac
ttttttatca
atagtggcgt
gggcggggaa
gttcgagcct
ccgtcgttca
ctatatttct
ggaatgaaag
actatgaatc
cacatgcaag
aacctgecct
gagcaaaagg
aatagcttac
ctgégacacg
aagcctgacg
ccggagaaga
ccgcggtaat
cagcrttrgt
gtttcctgtg
aaagtgtaaa
actgcccgcet
<gcggggaga
gcgcteggtce
atccacagaa
caggaaccgt
gcatcacaaa
ccaggcgttt
cggatacctg
taggtatctc

attcctcagt
tcttoggget
cggtgtgtag
gcttacaagt
ggaaataaat
Ttttctecttc
ttgcttoccat
tgagtttctc
gggatataac
gattatccct
atgagaatgg
gggagcgaac
acaattccga
tcatggagag
tcggacggga
tgggagggga
aggaatccgc
caaggcgatqg
gcccagactc
gagcaatgcc
dagcaatgacg
acagaggatg
tccctttagt
tgaaattgtt
gcctggagtg
ttccagtcgg
ggcggtrtgce
gttcggctge
tcaggggata
aaaaaggccg
aatcgacgct
ccecctggaa
tccgoctttc

agttcggtgt
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ttctagttgg
acgaagggct
aaggcgcata
aaatgtaaaa
taaggaaata
tatttttttg
tgaactgcag
gaccctttga
tcagcggtag
aagcccaatg
ataagaggct
tccgggegaa
atccgctttg
ttcgatcctg
agrggrgrrt
acaacagctg
ccgaggaggg
atcagtagct
ctacgggagg
gcgrggaggt
gtatctgggg
caagcgttat
gagggttaat
atccgctcac
cctaatgagt
gaaacctgtc
gtattgggcg
ggcgagcggt
acgcaggaaa
cgttgctggc
caagtcagag
gctccectegt
tccettcggg

aggtcgttcg

tcactttgat
atttttgggt
tgaaaccgceg
cattaaatct
caaaaagggg
tatttcctcc
aaagaaggec
cttaggatta
agtgtcacct
tgagtttttc
cgtgggattg
tatgaagcgc
tctacgaaca
gctcaggatg
ccagtggcgg
gaaacggctg
gctocgegtct
ggtccgagag
cagcagtggg
agaaggccca
aataagcatc
ccggaatgat
ttcgagcttg
aattccacac
gagctaactc
gtgccagctg
ctcrtccget
atcagctcac
gaacatgtga
grrtttccat
gtggcgaaac
gcgctctect
aagcgtggcyg
ctccaagctg

40

atccttgaca
ggcaattacg
attgaggtca
cccagactag
ggragtcatt
ctttcctret
cggctccaag
gtcagttcta
tgacgtggty
tagttggatt
acgtgagggg
atggatacaa
aggaagctat
aacgcrggcg
acgggtgagt
ctaatacccc
gattagctag
gatgatcagc
gaattttccg
cgggtcgtga
ggctaactct
tgggcgeggce
gcgtaatcat
aacatacgag
acattaattg
cattaatgaa
tcctcgctea
tcaaaggegg
gcaaaaggcc
aggctccgec
ccgacaggac
gttccgacce

ctttctcata

ggctgtgtge

cggctaaatc
tcgotggtgt
acaacttcat
ttcaaccgaa
tgtatataac
ctatttgtat
ttgttcaaga
tttctcgatg
gaagtcatca
tgctccececeg
gcagggatgg
gtratgcctt
aagtaatgca
gcatgcttaa
aacgcgtaag
gtaggctgag
Ttggtgaggc
cacactggga
caatgggcga
acttcttttc
gtgccagcag
ggtggagctc
ggtcatagct
ccggaagecat
cgttgcgctc
tcggccaacyg
ctgactcgct
taatacggrt
agcaaaaggc
ccccrgacga
tataaagata
tgccgcttac
gctcacgctg

daCgaaccccc

3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820



cgttcagecc
acacgactta
aggcggtgct
atttggratc
atccggcaaa
gcgcagaaaa
gtggaacgaa
ctagatcctt
ttggtctgac
tcgttecatec
accatctggc
atcagcaata
cgcctccatc
tagrttgcgce
tatggcttca
gtgcaaaaaa
agtgttatca
aagatgcttt
gcgaccgagt
tttaaaagtg
gctgttgaga
tactttcacc
aataagggcyg
catttatcag
acaaataggg
aatattrrgt
gccgaaatcyg
gttccagttt
aaaaccgtct
gggtcgaggt
tgacggggaa
ggaggaaata
ccccrrtttyg

cgaattgtta

gaccgctgeg
tcgecactgg
acagagttct
tgcgctotge
caaaccaccg
aaaggatctc
aactcacgtt
ttaaattaaa
agttaccaat
atagttgcct
cccagtgelg
aaccagccag
cagtctatta
aacgttgtrtg
ttcagctccg
gcggtragct
ctcatggtta
tctgtgactg
tgctcttgcec
ctcatcattg
tccagttcga
agcgtttctg
acacggaaat
ggttattgtc
gttccgcgca
taaaattcgc
gcaaaatccc
ggaacaagag
atcagggcga
gccgtaaagc
agccggttca
caaaaaaata
tatttcctta

gacattattt
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ccttatccgg
cagcagccac
tgaagtggtg
tgaagccagt
ctggtagcgg
aagaagatcc
aagggatttt
aatgaagttt
gcttaatcag
gactccccgt
caatgatacc
ccggaagggc
attgttgccg
ccattgctac
gttcccaacy
ccttcggtoc
tggcagcact
gtgagtactc
cggcgtcaat
gaaaacgtrc
tgtaacccac
ggtgagcaaa
gttgaatact
tcatgagcqgg
catttcceceg
gttaaatttt
ttataaatca
tccactatta
tggcccacta
actaaatcgg
atggaagcaa
gaagagaaaa
atttatttcc

gccgactacc

taacratcgt
tggtaacagg
gcctaactac
taccttcgga
tggtrttttt
trtgatctet
ggtcatgaga
taaatcaatc
tgaggcacct
cgtgtagata
gcgagaccca
cgagcgcaga
ggaagctaga
aggcatcgtg
atcaaggcga
tccgatcgtt
gcataattct
aaccaagtca
acgggataat
ttcggggcga
tcgtgcacce
aacaggaagg
catactcttc
atacatattt
aaaagtgcca
tgttaaatca
aaagaataga
aagaacgtgg
cgtgaaccat
aaccctaaag
tgataaaaaa
gtcatacaaa
ttaattgaat

ttggtgatct

41

cttgagtcca
attagcagag
ggctacacta
aanagagttg
gtttgcaagce
tctacggggt
ttatcaaaaa
taaagtatat
atctcagcga
actacgatac
cgctcaccgg
agtggtcctg
gtaagtagtt
gtgtcacgct
gttacatgat
gtcagaﬁgta
cttactgtca
ttctgagaat
accgegecac
aaactctcaa
aactgatctt
caaaatgccg
ctttttcaat
gaatgtattt
cctgggaaat
gctcattrer
ccgagatagg
actccaacgt
caccctaatc
ggagcccceg
atacaaatag
gttatataca
ttcggttgaa

cgcctttcac

acccggtaag
cgaggtatgt
gaaggacagt
gtagricttg
agcagattac
ctgacgctea
ggatctteac
atgagtaaac
tctgtctatt
gggagggctt
ctccagartt
caactttatc
cgccagttaa
cgtcgtttagg
cccccatgtt
agttggccge
tgccatccgt
agtgtatgcg
atagcagaac
ggatcttacc
cagcatcttt
caaaaaaggg
attattgaaq
agaaaaataa
tgtaaacgtt
taaccaatag
gttgagtgtt
caaagggcga
aagttttttg
atttagagct
aaaaggaaag
aatgactacc
ctagtttgaa

gtagtggaca

5880
5940
6000
(ald
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080

7140
7200
7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680
7740

7800

7860



aattcrrcca
tgrctagett
gcagcgacat
gtaagcacta
grrtcattta
gctggaccta
atgtcgatcg
aattgcagtt
gtgacttcta
tcgttgatca
tcaatatcac
agcaacgtcg
acttcggcga
actttgaggt
tatcgtattt
ctcaaattat
cgagaaagga
tcacgctgcg
gccattcgec
tattacgcca
ggttttccca
agggcgaatt
ccCaaattga
ccgrrrtctg
cctatgttga
gaaccgggga
tattagatat
gtctgatgaa
gctcggcggg
acaacatgga
ccacggaggt
gtaggacatg
ccatrarccr

tttttcgyggg

actgatctgc
caagtatgac
cctteggege
catttcgectc
gcgectcaaa
ccaaggcaac
tggctggetc
cgcgcttage
cagcgcggag
aagctcgecg
tgtgtoggctt
gttcgagatg
tcaccgcttc
ggaaacgtaa
attttatcca
tacgaatagg
agggaagaaa
cgtaaccacc
dattcaggctg
gctggcgaaa
gtcacgacgt
gggtacgaaa
caggttagtg
aaagatcctg
agggatatct
aagtatacag
attagactat
ttgttggcac
aagaggagtg
ttctggcaat
aaatctttgc
tatttctatt
ttttgtagtg
tctcaaagqgyg
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gcgcgaggcc
gggctgatac
gattrtgceg
atcgeccagec
tagatcctgt
gcratgttct
gaagatacct
tggataacgc
aatctcgctc
cgttgrttca
caggccgeca
gcgctcgatg
cctcatggta
caatttttet
tagattataa
tctttctaat
gcgaaaggag
acacccgeceg
cgcaactgtt
gggggatgtg
tgtaaaacga
tccttcccga
tgagcttatc
gctttegtac
atctaatccg
aaaagacagt
tatattagat
cagtcctaca
taccatgaga
gtagttggac
ctgctaggea
actatgaaat
acgaatcttg

gcgtggaaac

aagcgatctt
tgggccggea
gttactgcgc
cagtcggacg
tcaggaaccg
cttgcttitg
gcaagaatgt
cacggaatga
tctccagggyg
tcaagcctta
tccactgegg
acgccaacta
aatgaaagaa
tattgtcttt
aaattcataa
gataaataag
cgggcgctag
cgcttaatgc
9gg9aagggceg
ctgcaaggcg
cggccagtga
tacctcccaa
catgcggtta
trtggtgggt
atcgattgceg
tcrrrrctat
tagtattagt
ttrtgtctct
gaagcaagga
tctcatgtcg
agaggatagc
tcataaatga
tatgtgttce

gcataagaac

42

ctrertgtec
ggcgctccat
tgtaccaaat
gcgagttcca
gatcaaagag
tcagcaagat
cattgcgctg
tgtcgtcgtg
aagccgaagt
cggtcaccgt
agccgtacaa
cctctgatag
agaactaaat
ataatattca
dagaaagacag
tatgaattcg
ggcgctggea
gccgcetacag
atcggtgcegg
attaagttgg
attgtaatac
ggaaaatctc
tgcactcttt
ctccgagatc
taaagcccge
tatattagta
tagtgatccc
gtggaccgag
ggtcaacctc
atccgaatga
aagttccaaa
agtagttaat
taagaaaagg

tcttgaatgg

aagataagcc
tgcccagtcg
gcgggacaac
tagcgttaag
trcoctecgec
agccagatca
ccattctcca
cacaacaatg
ttccaaaagg
aaccagcaaa
atgtracggcc
ttgagtcgat
actatatrtc
tattggtttt
adatgaataaa
gcgaacgtgg
agtgtagcgg
ggcgcgtcge
gcctcttege
gtaacgccag
gactcactat
gaatttggat
gaataggaat
ctttcgatga
ggtagcaacg
ttttctatta
gacrtagtga
gagaaaaggg
tttcaaatat
atcatccttt
ttctgtcteg
ggtagggtta
aatttgtcca

ddadgagatg

7920
7980
8040
&100
8160
8220
B280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9300
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taactccagt tccttcggaa tcggtagtca arcctattte cgataggggc agttgacaat 9960
tgaatccgat tttgaccatt attttcatat ccgtaatagt gcgactgcag a 10011

<210> 20

<211> 34

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador de la cadena superior

<220>
<221> Caracteristica diversa
<222> (1)..(34)

<400> 20
gccagaattc accacgatcg aacgggaatg gata 34

<210> 21

<211> 28

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador de la cadena inferior de 16S NEP-PEP de maiz

<220>
<221> Caracteristica diversa
<222> (1)..(28)

<400= 21
ctctagagat tcggaattgt ctttcctt

<210> 22

<211> 37

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

28

<220>

<223> Cebador de la cadena superior de la 5'UTR del gen del bacteriéfago T3
<220>

<221> Caracteristica diversa

<222> (1)..(37)

<400> 22
gaagatgcca tggattaaat ctcctaagtt attaaag

<210> 23

<211> 37

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

37

<220>

<223> Cebador de la cadena inferior de la 5'UTR del gen del bacteriéfago T3
<220>
<221> Caracteristica diversa

43
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<222> (1)..(37)

<400> 23
€gaatctctt cccgggtaga gggagacctc atctttg 37
<210> 24
<211> 38
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador de la cadena superior 16S NEP-PEP de maiz (RTK38)

<220>
<221> Caracteristica diversa
<222> (1)..(38)

<400= 24
ctccctctac ccgggaagag attcggaatt gtctttcce 38

<210> 25

<211> 38

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador de la cadena inferior (RTK37)

<220>
<221> Caracteristica diversa
<222> (1)..(38)

<400> 25
cgcttagtca tgataaaatc ttggtttatt taatcatc 38

<210> 26

<211> 85

<212> DNA

<213> Bacteridéfago X2

<400> 26
aattcgttaa agaatgtagc tgactgcata cttaaaccac ccatactagt tgctgggtgg 60

ttrttatgtt ataatataaa tgtgt 85

<210> 27

<211> 85

<212> DNA

<213> Bacteridéfago X2

<d400= 27
ctagacacat ttatattata dcataaaaac cacccagcaa ctagtatggg tggtttaagt 60

atgcagtcag ctacattctt taacg 85

<210> 28

<211> 28

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>

44



<223>

<220>
<221>
<222>
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Cebador de la cadena superior, 5'UTR del gen 10 de kpv1

Caracteristica diversa
(1) .. (28)

<400= 28
gttctagaga cattacgttc tcccocttg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>

29

29

DNA

Secuencia Artificial

Cebador de la cadena inferior , 5'UTR del gen 10 de kpv1

Caracteristica diversa
(1) .. (29)

<400> 29
agatatccat ggtgaatctc ctgttgatt

45
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REIVINDICACIONES
1. Un método para proteccién de una planta transplastémica que comprende los pasos de:

a) Introducir el un plasto de una célula vegetal un vector de transformacion de plastos que comprende dos construc-
tos marcadores seleccionables distintos, en donde el primer constructo comprende un promotor funcional en un
plasto de célula vegetal y una region de terminacién de la transcripcion funcional en un plasto de célula vegetal enla-
zada operativamente a un primer marcador seleccionable que confiere resistencia a un compuesto selectivo no letal,
y el segundo constructo comprende un promotor funcional en un plasto de célula vegetal y una region de terminacion
de la transcripcion funcional en un plasto de célula vegetal enlazada operativamente a un segundo marcador selec-
cionable que confiere tolerancia a un compuesto letal,

en donde el primer constructo marcador seleccionable esta presente en la secuencia de la cadena principal del vec-
tor, y el segundo constructo marcador seleccionable esta flanqueado por secuencias de acido nucleico que son
homdlogas a secuencias de acido nucleico diana de plastos no esenciales;

b) poner la célula vegetal en un primer medio de cultivo que comprende un compuesto no letal para el plasto al cual
confiere resistencia el primer marcador seleccionable, durante 1) un periodo de aproximadamente 2 semanas o 2)
hasta que aparecen brotes en un callo formado a partir de la célula vegetal; y

c) poner la célula vegetal en un segundo medio de cultivo que comprende un compuesto letal para el plasto al cual
confiere resistencia el segundo marcador seleccionable durante un periodo de tiempo suficiente para permitir que la
célula vegetal sea homoplasmica para el marcador letal; y

d) obtener una planta transplastémica que comprende Unicamente el segundo marcador, letal.

2. El método de la reivindicacion 1, en donde el vector de transformacion de plastos comprende adicionalmente
uno o0 mas constructos de productos génicos de interés expresables en plastos adyacentes al marcador letal.
3. El método de la reivindicacion 1, en donde el marcador letal y el constructo génico o constructos génicos

estan organizados como un gen policistrénico semejante a un operon.
4. El método de la reivindicacion 1, en donde el marcador no letal es un gen de resistencia a antibiéticos.

5. El método de la reivindicacién 4, en donde el gen de resistencia a antibiéticos es aadA y el compuesto selec-
tivo no letal es espectinomicina o estreptomicina.

6. El método de la reivindicacion 1, en donde el marcador letal es un gen de tolerancia a los herbicidas.
7. El método de la reivindicacion 6, en donde el gen de tolerancia a los herbicidas es una forma mutada de una
protoporfirindgeno-oxidasa y el compuesto selectivo letal es butafenacil o Formula XVII.

8. El método de la reivindicacion 1, en donde dicho vector de transformacion de plastos comprende SEQ ID NO:
1, SEQ ID NO: 2 0 SEQ ID NO: 19.

9. Un vector de transformacion de plastos que comprende un marcador no letal que esta presente en la secuen-
cia de la cadena principal del vector, y un marcador letal flanqueado por secuencias que son homdlogas a secuen-
cias de DNA de plastos no esenciales.

10. El vector de transformacion de plastos de la reivindicacion 9, que comprende SEQ ID NO: 1 cuando el mar-
cador no letal esta presente en la cadena principal del vector.

11. Un vector de transformacion de plastos que comprende un marcador no letal que esta presente en la secuen-
cia de la cadena principal del vector, y un marcador letal adyacente a uno o0 mas constructos de productos génicos
de interés expresables en plastos flanqueados por secuencias que son homélogas a secuencias de DNA de plastos
no esenciales, en donde el marcador letal y el constructo génico o constructos génicos tienen promotores diferentes
funcionales en plastos y se expresan independientemente, o en donde el marcador letal y el constructo génico o
constructos génicos estan organizados como un gen policistronico semejante a un operon.

12. El vector de transformacién de plastos de la reivindicacion 11, que comprende SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO:
19.
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Figura 6
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