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DESCRIPCION
Secuencias de control transcripcional de la oosfera vegetal
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere generalmente a secuencias de control transcripcional. Generalmente, la presente
invencion se refiere a secuencias control transcripcionales que especificamente o preferencialmente dirigen la
expresion de una secuencia de nucleotidos de interés en una oosfera vegetal.

Antecedentes de la invencion

El principal énfasis en la modificacion genética se ha dirigido a células procariotas y a células de mamiferos. Por una
diversidad de razones, las plantas han demostrado ser méas intransigentes que otras células eucariotas a
manipularse genéticamente. Sin embargo, en muchos casos, es deseable efectuar una transcripcién de una
secuencia de nucledtidos de interés bien especificamente o bien preferencialmente en una parte de planta particular
0 en una fase de desarrollo particular de la planta. De acuerdo con ello, hay un interés sustancial en identificar
secuencias de control transcripcional, tales como promotores o potenciadores, que especificamente o
preferencialmente dirigen transcripcion directa en 6rganos, tejidos o tipos celulares vegetales particulares, o en fases
de desarrollo particular de la planta.

La expresién de secuencias de ADN heterdlogo en una planta es dependiente de la presencia de una secuencia de
control transcripcional unida operativamente, tal como un promotor o potenciador, que sea funcional dentro de la
planta. La eleccidon de la secuencia de control transcripcional determinara cuando y dénde en del organismo se
expresa la secuencia de ADN heterdlogo. Por ejemplo, donde se desea expresion continua por todas las células de
una planta, se utilizan promotores constitutivos. Por el contrario, donde se desea la expresion génica en respuesta a
un estimulo, se puede usar un promotor inducible. Donde se desea la expresion en tejidos u 6rganos especificos, se
puede usar un promotor especifico de tejido.

Frecuentemente, es deseable efectuar expresion de una secuencia de ADN en células, tejidos u drganos
particulares de una planta. Por ejemplo, la esterilidad masculina y/o femenina en una planta puede llevarse a cabo
por manipulaciéon genética del genoma de la planta con un promotor especifico de gametos masculinos o femeninos
unido operativamente a una proteina toxica.

Alternativamente, puede ser deseable inhibir la expresion de una secuencia de ADN nativa en tejidos vegetales
particulares para lograr un fenotipo deseado. En este caso, tal inhibicidn podria lograrse por transformacion de la
planta con un promotor especifico de tejido unido operativamente a una secuencia de nucleétidos antisentido o a
una secuencia de nucleétidos de ARNi, de tal forma que la expresion de estas secuencias produce un transcrito de
ARN que interfiere con la traduccion del ARNm de la secuencia de ADN nativa.

El documento CA 2 383 375 A1 describe las secuencias de ADN de los promotores de tres genes especificos de
pistilos en petunia.

Las secuencias promotoras que pueden usarse para dirigir la expresion especifica de oosferas de interés en plantas
superiores no estan disponibles actualmente. Esto puede al menos en parte atribuirse a la dificultad en aislar
gametos femeninos a partir de plantas de semilla. Como una consecuencia de esta dificultad, los transcritos de
oosferas vegetales estan pobremente representados en las bases de datos actuales de marcas de secuencias
expresadas (EST), que se han generado principalmente por secuenciacion a partir de bibliotecas de ADNc
producidas a partir de tejidos complejos, por ejemplo 6rganos florales enteros. Sin embargo, mas de 1,5 millones de
EST de poaceas estaban presentes en la base de datos de EST publica (hasta marzo de 2004) el uso de tejidos
complejos dio como resultado subrepresentacién de genes expresados a niveles bajos y en s6lo uno 0 unos pocos
tipos celulares.

Sin embargo, el aislamiento y la caracterizacion de secuencias de control transcripcional de oosferas especificas
seria deseable para usar en la manipulacién genética de plantas.

Sumario de la invencion

La presente invencién se fundamenta, en parte, en la identificacion de las secuencias de control transcripcional
derivadas de genes de EC1 que, en realizaciones preferidas, dirigen la expresion preferencial en una oosfera de al
menos un taxén vegetal.

La presente invencion se caracteriza por las reivindicaciones independientes. En particular, la presente invencion
proporciona una construccion de acido nucleico aislado que comprende una secuencia de control transcripcional de
gametos femeninos de plantas, en la que la secuencia de control transcripcional comprende SEC ID N.°: 24,
conectada operativamente a una secuencia de nucleétidos de interés que es heterdloga con respecto a la secuencia

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 381 845 T3

de control transcripcional.

De acuerdo con ello, en un primer aspecto, la presente invencidon esta basada en un acido nucleico aislado que
comprende:

i) una secuencia de nucleétidos que define una secuencia de control transcripcional, en la que dicha secuencia de
control transcripcional se deriva de un gen que codifica un polipéptido EC1.

Se ha determinado una secuencia consenso para polipéptidos EC1. De acuerdo con ello, el acido nucleico aislado
del primer aspecto de la invencidon comprende una secuencia de control transcripcional derivada de un gen que
codifica un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos:

[Xn] CWXXXXX [LI] X [SH] C [TS] X [DE] [IL] [ILV] XFF [LIV] [Xn] [LI] XXXCCX [AS]
[ILV XXXXXXCW [Xn] [ILV] G [FL] TXXEXXXLXXXC [X]n] SEQ ID N°f1

en la que X es cualquier residuo de aminoacido; [Xn] es uno o mas residuos de aminoéacidos de cualquier tipo; [LI] o
[IL] es un residuo de leucina o isoleucina; [SH] es un residuo de serina o de histidina; [TS] es un residuo de treonina
o serina; [DE] es un residuo de acido aspartico o acido glutamico; [ILV] o [LIV] es un residuo de leucina, isoleucina o
valina; [AS] es un residuo de alanina o serina; y [FL] es un residuo de fenilalanina o leucina.

En realizaciones preferidas adicionales el acido nucleico aislado usado comprende uno o mas restos de secuencia
que comprenden la secuencia de nucleotidos expuesta en SEC ID N.°: 33 y/o en SEC ID N.°: 69.

En una forma preferida, las secuencias de control transcripcional de la presente invencién son secuencias de control
transcripcional especificas de oosferas vegetales o secuencias de control transcripcional preferenciales de oosferas
vegetales.

En un segundo aspecto, la presente invenciéon se basa en un acido nucleico que comprende la secuencia de
nucleotidos expuesta en SEC ID N.°: 24.

En un tercer aspecto, la presente invencion proporciona una construccién de acidos nucleicos que comprende el
acido nucleico aislado de los aspectos primero y/o segundo de la invencion.

En una realizacién preferida, el acido nucleico aislado usado comprende una secuencia de nucleétidos que define
una secuencia de control transcripcional que comprende SEC ID N.° 24 y comprende adicionalmente una secuencia
de nucleétidos de interés conectada operativamente a la secuencia de control transcripcional. Mas preferentemente,
la secuencia de nucleétidos de interés es heterdloga con respecto a dicha secuencia de control transcripcional.

En un cuarto aspecto, la presente invencion proporciona una célula que comprende:

(i) la construccion de acidos nucleicos del tercer aspecto de la invencion; y/o
(i) una forma genémicamente integrada de la construccién mencionada en (i).

En una realizacion particularmente preferida, la célula es una oosfera vegetal. Incluso mas preferentemente, el nivel,
la velocidad y/o el patron de expresion de al menos una secuencia de nucleotidos esta alterado en dicha oosfera
vegetal en relacion a una forma de tipo silvestre de dicha oosfera vegetal.

En un quinto aspecto, la presente invencion proporciona una estructura pluricelular que comprende una o mas
células del cuarto aspecto de la invencion. Preferentemente, las estructuras pluricelulares comprenden una planta o
una parte, érgano o tejido de la misma.

En un sexto aspecto, la presente invencién proporciona un procedimiento para expresar especificamente o
preferencialmente una secuencia de nucleétidos de interés en una oosfera vegetal, comprendiendo el procedimiento
efectuar transcripcion de la secuencia de nucleétidos de interés en una planta sometida al control transcripcional de
una secuencia de control transcripcional que comprende SEC ID N.°: 24.

En un séptimo aspecto, la presente invencion proporciona un procedimiento para fomentar esterilidad femenina en
una planta, comprendiendo el procedimiento expresar una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina
citotoxica o citostatica o un ARN no traducido citotoxico o citostatico, especificamente o preferencialmente en una
oosfera de la planta; en el que dicha secuencia de nucleétidos esta operativamente conectada a una secuencia de
control transcripcional que comprende SEC ID N.°: 24,

En un octavo aspecto, la presente invencion proporciona un procedimiento para modular el desarrollo de embriones
y/o el tamafio de embriones en una planta, comprendiendo el procedimiento expresar una secuencia de nucledétidos
que codifica un regulador transcripcional que actda durante el desarrollo de los embriones, especificamente o
preferencialmente en una oosfera de la planta; en el que dicha secuencia de nucledtidos que codifica un regulador
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transcripcional esta conectada operativamente a una secuencia de control transcripcional que comprende SEC ID
N.°: 24.

En un noveno aspecto, la presente invencién proporciona un procedimiento para fomentar apomixia en una planta,
comprendiendo el procedimiento expresar una secuencia de nucleétidos que promueve apomixia especificamente o
preferencialmente en una oosfera de la planta, en el que dicha secuencia de nucleétidos que promueve apomixia
esta conectada operativamente a una secuencia de control transcripcional que comprende SEC ID N.°: 24.

Por toda esta memoria descriptiva, a menos que el contexto requiera lo contrario, la palabra “comprende” o
variaciones tales como “comprenden” o “comprendiendo” debera entenderse que implican la inclusién de un
elemento o un numero entero o un grupo de elementos establecido pero no la exclusién de cualquier otro elemento o
grupo de elementos o numeros enteros.

Las secuencias de nucledtidos y de aminoacidos se refieren en el presente documento por un nimero identificador
de secuencia (SEC ID N.°:). Un resumen de los identificadores de secuencia se proporciona en la Tabla 1. Un listado
de secuencias se proporciona al final de la memoria descriptiva.

TABLA 1 - Resumen de los identificadores de secuencias

Identificador de secuencia Secuencia

SEC ID N.°: 1 Secuencia de aminoacidos consenso del polipéptido EC1
SECID N.°: 2 Secuencia de aminoacidos del polipéptido AtEC1.1

SECID N.°: 3 Secuencia de aminoacidos del polipéptido AtEC1.2a

SECID N.°: 4 Secuencia de aminoacidos del polipéptido AtEC1.2b
SECIDN.°: 5 Secuencia de aminoacidos del polipéptido Ate1.4

SECID N.°: 6 Secuencia de aminoacidos del polipéptido Ate1.5

SECID N.°: 7 Secuencia de aminoacidos del polipéptido MtEC1.1

SECIDN.°: 8 Secuencia de aminoacidos del polipéptido OseEC1.1
SECIDN.°: 9 Secuencia de aminoacidos del polipéptido OseC1.2

SECID N.°: 10 Secuencia de aminoacidos del polipéptido OsEC1.3

SEC ID N.°: 11 Secuencia de aminoacidos del polipéptido TaEC1

SEC ID N.°: 12 Secuencia de aminoacidos del polipéptido HVECA1

SEC ID N.°: 13 Secuencia de nucledtidos de fase de lectura abierta de AtEC1.1
SEC ID N.°: 14 Secuencia de nucleétidos de fase de lectura abierta de AtEC1.2a
SEC ID N.°: 15 Secuencia de nucleétidos de fase de lectura abierta de AtEC1.2b
SEC ID N.°: 16 Secuencia de nucleétidos de fase de lectura abierta de AtEC1.4
SEC ID N.°: 17 Secuencia de nucledtidos de fase de lectura abierta de AtEC1.5
SEC ID N.°: 18 Secuencia de nucledtidos de fase de lectura abierta de MtEC1.1
SECID N.°: 19 Secuencia de nucleétidos de fase de lectura abierta de OsEC1.1
SEC ID N.°: 20 Secuencia de nucleétidos de fase de lectura abierta de OseC1.2
SECID N.°: 21 Secuencia de nucleétidos de fase de lectura abierta de OseC1.3
SEC ID N.°: 22 Secuencia de nucledtidos de ADNc de TaEC1

SEC ID N.°: 23 Secuencia de nucledtidos de fase de lectura abierta de HYECA1
SEC ID N.°: 24 Secuencia de nucledtidos de pAtEC1.1

SEC ID N.°: 25 Secuencia de nucleétidos de pAtEC1.2a

SEC ID N.°: 26 Secuencia de nucleétidos de pAtEC1.2b

SEC ID N.°: 27 Secuencia de nucleédtidos de pAtEC1.4

SEC ID N.°: 28 Secuencia de nucledtidos de pAtEC1.5

SEC ID N.°: 29 Secuencia de nucleétidos de pMtEC1.1

SEC ID N.°: 30 Secuencia de nucleétidos de pOsEC1.1

SEC ID N.°: 31 Secuencia de nucleétidos de pOsEC1.2

SEC ID N.°: 32 Secuencia de nucleétidos de pOsEC1.3

SEC ID N.°: 33 Resto n.° 1 de la secuencia de nucleétidos del promotor de EC1
SEC ID N.°: 34 Cebador de TaGAP1

SEC ID N.°: 35 Cebador de TaGAP2

SEC ID N.°: 36 Cebador de TaEC1fw2

SEC ID N.°: 37 Cebador de TaEC1 rev2

SEC ID N.°: 38 Cebador de Act3fw

SEC ID N.°: 39 Cebador de Act3rev

SEC ID N.°: 40 Cebador de AtEC1.1fw

SEC ID N.° 41 Cebador de AtEC1.1rev

SEC ID N.°: 42 Cebador de AtEC1.2a/bfw

SEC ID N.°: 43 Cebador de AtEC1.2a/brev

SEC ID N.°: 44 Cebador de AtEC1.4fw

SEC ID N.°: 45 Cebador de AtEC1.4rev
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SEC ID N.°: 46 Cebador de AtEC1.5fw
SEC ID N.°: 47 Cebador de AtEC1.5rev
SEC ID N.°: 48 Cebador de pAtEC1.1
SEC ID N.°: 49 Cebador de AtEC1.1rev1
SEC ID N.°: 50 Cebador de pAtEC1.2a
SEC ID N.°: 51 Cebador de tAtEC1.2a
SEC ID N.°: 52 Cebador de AtEC1.1-Pstl
SEC ID N.°: 53 Cebador de AtEC1.2a-Bglll
SEC ID N.°: 54 Cebador de GUS start rev
SEC ID N.°: 55 Cebador de E1F

SEC ID N.°: 56 Cebador de E1R

SEC ID N.°: 57 Cebador de EC1-PF2
SEC ID N.°: 58 Cebador de EC1-R

SEC ID N.°: 59 Cebador de GFP-seq
SEC ID N.°: 60 Cebador de LH1

SEC ID N.°: 61 Cebador de GUS3

SEC ID N.°: 62 Cebador de GUS4

SEC ID N.°: 63 Cebador de bar-fw

SEC ID N.°: 64 Cebador de bar-rev

SEC ID N.°: 65 Cebador de 1-1fwXbal
SEC ID N.°: 66 Cebador de 1-1revXbal
SEC ID N.°: 67 Cebador de At2a-Bgllifw
SEC ID N.°: 68 Cebador de At2a-Salrev
SEC ID N.°: 69 Resto n.° 2 de la secuencia de nucledtidos del promotor de EC1

Descripcion de realizaciones preferidas

Se entendera que la siguiente descripcion es soélo para el propdsito de describir realizaciones particulares y no se
desea que sea limitante con respecto a la descripcion anterior.

Como se expone anteriormente, la presente invencion se fundamenta, en parte, en la identificacion de secuencias
de control transcripcional que se derivan de genes de EC1 que se expresan preferentemente en las oosferas de al
menos algunas plantas.

Como se usa en el presente documento, el término "secuencia de control transcripcional" deberia entenderse como
cualquier secuencia de nucledtidos que modula al menos la transcripcion de una secuencia de nucledtidos
conectada operativamente. Ademas, la secuencia de control transcripcional de la presente invencién puede
comprender una cualquiera o mas de, por ejemplo, una secuencia lider, promotora, potenciadora o activadora
anterior en la cadena.

Como se refiere en el presente documento, el término "secuencia de control transcripcional" incluye preferentemente
al menos un promotor.

Un “promotor" como se refiere en el presente documento, comprende cualquier acido nucleico que confiere, activa o
potencia expresion de una secuencia de nucleétidos conectada operativamente en una célula.

Como se usa en el presente documento, el término "conectada operativamente" se refiere a la conexiéon de una
secuencia de control transcripcional, tal como un promotor y una secuencia de nucleétidos de interés en un modo tal
como para llevar la secuencia nucleotidica de interés a someterse al control transcripcional de la secuencia de
control transcripcional. Por ejemplo, los promotores se posicionan generalmente 5' (anteriormente en la cadena) con
respecto a una secuencia de nucleétidos conectada operativamente al promotor. En la construccion de la secuencia
de control transcripcional heteréloga/secuencia de nucledtidos de combinaciones de interés, se prefiere
generalmente posicionar el promotor a una distancia desde el sitio de inicio de transcripcion que es
aproximadamente la misma que la distancia entre el promotor y el gen que él controla en su posicion natural, es
decir, el gen del que se deriva el promotor. Como se conoce en la técnica, se puede conseguir alguna variacion en
esta distancia sin perder la funcién del promotor.

De acuerdo con ello, en un primer aspecto, la presente invencion esta basada en un acido nucleico aislado que
comprende:

(i) una secuencia de nucleétidos que define una secuencia de control transcripcional, en la que dicha secuencia de
control transcripcional se deriva de un gen que codifica un polipéptido EC1.

En la presente invencion, "aislado" se refiere a material extraido de su entorno original (por ejemplo, el entorno
natural si se da en la naturaleza) y asi esta alterado "por la mano del hombre" a partir de su estado natural. Por

5




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 381 845 T3

ejemplo, un polinucledtido aislado podria ser parte de un vector o una composicion de materia, o podria estar
contenido dentro de una célula y aun estar aislado debido a que el vector, la composicion de materia, o la célula
particular no es el entorno original del polinucleétido. Deberia entenderse también que una molécula de acido
nucleico "aislada" incluye una molécula de acido nucleico sintética, incluyendo aquellas producidas por sintesis
quimica usando procedimientos conocidos en la técnica o por amplificacion in vitro (por ejemplo reaccién en cadena
de la polimerasa y similares).

El acido nucleico aislado usado en la presente invencién puede comprender cualquier polirribonucledtido o
polidesoxirribonucledtido, que puede ser ARN o ADN sin modificar o ARN o ADN modificado. Por ejemplo, los acidos
nucleicos aislados de la invencién pueden comprender ADN de cadena doble y de cadena simple, ADN que es una
mezcla de regiones de cadena simple y de cadena doble, ARN de cadena simple y de cadena doble y ARN que es
una mezcla de regiones de cadena simple y de cadena doble, moléculas hibridas que comprenden ADN y ARN que
pueden ser de cadena simple o, mas tipicamente, de cadena doble o una mezcla de regiones de cadena simple y de
cadena doble. Ademas, los &cidos nucleicos aislados pueden comprender regiones de cadena triple que
comprenden ARN o ADN o tanto ARN como ADN. Las moléculas de acido nucleico aisladas también pueden
contener una o mas bases modificadas o armazones de ADN o de ARN modificados para estabilidad o por otras
razones. Las bases "modificadas" incluyen, por ejemplo, bases tritiladas y bases inusuales tales como inosina. Se
puede hacer una diversidad de modificaciones a ADN y ARN; asi, “polinucleétido” abarca formas modificadas
quimicamente, enzimaticamente, o metabdlicamente.

Como se expone anteriormente, la presente invencién contempla, entre otras cosas, una secuencia de nucleétidos
que define una secuencia de control transcripcional, en la que dicha secuencia de control transcripcional se deriva
de un gen que codifica un polipéptido EC1. Como se refiere en el presente documento, un "polipéptido EC1" se
refiere a un polipéptido que se expresa sustancialmente especificamente en una oosfera de una planta.
Generalmente, los polipéptidos EC1 son pequefios (generalmente menos de aproximadamente 200 residuos de
aminoacidos) y tedricamente se secretan. En algunas realizaciones, los polipéptidos EC1 contemplados en el
presente documento comprenden adicionalmente aproximadamente seis residuos de cisteina conservados y pueden
comprender adicionalmente un péptido sefial para localizacion extracelular.

Los acidos nucleicos usados en la presente invencion comprenden la secuencia de nucledtidos que se "deriva de un
gen que codifica un polipéptido EC1". El término "derivado de", tal como se usa en el presente documento, hace
referencia a una fuente u origen para la secuencia de control transcripcional. Como tal, una secuencia de control
transcripcional "derivada de un gen que codifica un polipéptido EC1" se refiere a una secuencia de control
transcripcional que, en su estado nativo, ejerce al menos algun control transcripcional sobre un gen que codifica un
polipéptido EC1 en un organismo, preferentemente una planta.

Se ha determinado una secuencia polipeptidica de EC1 consenso. De acuerdo con ello, el acido nucleico aislado del
primer aspecto de la invencién comprende una secuencia de control transcripcional derivada de un gen que codifica
un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos:

[Xn] CWXXXXX [LI] X [SH] C [TS] X [DE] [IL] [ILV] XFF [LIV] [Xn] [|_|] XXXCCX [AS]
[ILV] XXXXXXCW [Xn] [ILV] G [FL] TXXEXXXLXXXC [Xn] SEQ ID N° 1

en la que X es cualquier residuo de aminoacidos; [Xn] es uno 0 mas residuos de aminoacido de cualquier tipo; [LI] o
[IL] es un residuo de leucina o isoleucina; [SH] es un residuo de serina o de histidina; [TS] es un residuo de treonina
o serina; [DE] es un residuo de acido aspartico o acido glutamico; [ILV] o [LIV] es un residuo de leucina, isoleucina o
valina; [AS] es un residuo de alanina o serina; y [FL] es un residuo de fenilalanina o leucina.

De acuerdo con ello, en una realizacion, la presente invencion se basa en un acido nucleico aislado que comprende:
(i) una secuencia de nucledtidos que define una secuencia de control transcripcional, en la que dicha secuencia de
control transcripcional se deriva de un gen que codifica un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos

expuesta en SEC ID N.°: 1.

La secuencia de control transcripcional de la presente invencion se deriva de un gen que codifica un polipéptido que
comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en SEC ID N.°: 2.

La secuencia de control transcripcional de la presente invencion se deriva de un gen que comprende una fase de
lectura abierta que comprende la secuencia de nucleétidos expuesta en SEC ID N.°: 13.

En realizaciones especificas, la presente invencién usa un nucleico aislado que comprende una secuencia de
nucledtidos que definen una secuencia de control transcripcional, en la que la secuencia de control transcripcional
comprende la secuencia de nucleétidos expuesta en SEC ID N.°: 24.

En audn realizaciones adicionales el acido nucleico aislado usado comprende uno o mas restos de secuencia que
comprenden la secuencia de nucledtidos expuesta en SEC ID N.°: 33 y/o la SEC ID N.°: 69.
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Se describe en el presente documento un acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que define
un fragmento funcionalmente activo o variante de la secuencia de control transcripcional que comprende la SEC ID
N.°: 24,

Como se refiere en el presente documento, un “fragmento o variante funcionalmente activo" se refiere a un
fragmento o variante que conserva la actividad de una secuencia de control transcripcional, funcional.

Los "fragmentos funcionalmente activos", como se contemplan en el presente documento, pueden ser de cualquier
longitud en la que el control transcripcional conserve la capacidad de afectar expresion de una secuencia de
nucleotidos conectados operativamente. El fragmento puede comprender, por ejemplo, al menos 50 nucleétidos (nt),
al menos 100 nt o al menos 200 nt. Por ejemplo, en realizaciones especificas, un fragmento de al menos 50 nt de
longitud comprende fragmentos que incluyen 50 o mas bases contiguas de, por ejemplo, la secuencia de nucleétidos
de SEC ID N.°: 24.

"Variantes funcionalmente activas" de la secuencia de control transcripcional de la invencién incluyen ortdlogos,
mutantes, variantes sintéticas, analogos y similares que conservan la capacidad para afectar expresion de una
secuencia de nucledtidos conectada operativamente. Por ejemplo, el término "variante" deberia considerarse que
incluye especificamente, por ejemplo, secuencias de control transcripcional ortélogas de otros organismos; mutantes
de la secuencia de control transcripcional; variantes de secuencia de control transcripcional en las que uno o mas de
los nucledtidos dentro de la secuencia se han sustituido, afiadido o eliminado; y analogos que contienen una o mas
bases modificadas o armazones de ADN o ARN modificados para estabilidad o por otras razones. Las bases
"modificadas” incluyen, por ejemplo, bases tritiladas y bases inusuales tales como inosina.

El fragmento o variante funcionalmente activo puede comprender, por ejemplo, al menos el 50 % de identidad de
secuencia, al menos el 65 % de identidad de secuencia, al menos el 80 % de identidad de secuencia o al menos el
95 % de identidad de secuencia con la secuencia de nucleétidos expuesta en SEC ID N.°: 24.

Cuando se comparan las secuencias de nucleotidos para calcular el porcentaje de identidad, las secuencias de
nucleétidos comparadas deberian compararse sobre una ventana de comparacion de al menos 50 residuos de
nucledtidos, al menos 100 residuos de nucleétidos, al menos 200 residuos de nucledtidos, al menos 500 residuos de
nucledtidos o sobre la longitud total de SEC ID N.°: 24. La ventana de comparacion puede comprender adiciones o
eliminaciones (es decir, huecos) de aproximadamente el 20 % 0 menos segun se compara con la secuencia de
referencia (que no comprende adiciones o eliminaciones) para alineamiento 6ptimo de las dos secuencias. La
alineacion optima de las secuencias para alinear una ventana de comparaciéon puede llevarse a cabo por
implementaciones computerizadas de algoritmos tales como la familia de programas de BLAST como, por ejemplo,
se describe por Altschul y cols. (Nucl. Acids Res. 25: 3389-3402, 1997). Se puede encontrar una discusion detallada
de analisis de secuencia en la Unidad 19.3 de Ausubel y cols. ("Current Protocols in Molecular Biology" John Wiley &
Sons Inc, 1994-1998, Capitulo 15, 1998).

En algunas realizaciones especificas, las secuencias de control transcripcional usadas por la presente invencion
comprenden secuencias de control transcripcional especificas de oosferas vegetales o preferenciales de oosferas
vegetales.

Como se usa en el presente documento, una secuencia de control transcripcional "especifica de oosferas vegetales”
se refiere a una secuencia de control transcripcional que dirige la expresion de una secuencia de nucleétidos
conectada operativamente de interés sustancialmente sélo en una oosfera de una planta. Una secuencia de control
transcripcional "preferencial de oosferas vegetales" se refiere a una secuencia de control transcripcional que dirige la
expresion de una secuencia de nucleétidos conectada operativamente a un nivel mas alto en una oosfera vegetal
que en uno o mas tejidos de la planta, por ejemplo, el tejido foliar o el tejido radicular. Generalmente, la expresion
preferencial en una oosfera incluye la expresion de una secuencia de nucleétidos de interés en una oosfera vegetal
a un nivel de al menos dos veces, al menos 5 veces o al menos 10 veces el nivel de expresion visto en al menos un
tejido distinto de una planta, por ejemplo, el tejido foliar o el tejido radicular.

Como se refiere en el presente documento, el término "oosfera vegetal" deberia entenderse para incluir una célula
que es un componente del gametofito femenino en una planta. Por ejemplo, en plantas angiospermas, el término
"oosfera vegetal" puede incluir un gameto femenino, un sinérgido, una célula central o una célula antipodal del
gametofito femenino (saco embrionario). En una realizacion especifica, el término "oosfera vegetal" deberia
entenderse para hacer referencia a un gameto femenino de una planta.

En un segundo aspecto, la presente invenciéon se basa en un acido nucleico que comprende la secuencia de
nucleotidos expuesta en SEC ID N.°: 24.

En otra realizacion, el acido nucleico aislado usado en la invencion comprende una secuencia de nucleétidos que

define una secuencia de control transcripcional o un complemento, complemento inverso o fragmento del mismo. En
aun ofra realizacion, el acido nucleico aislado del segundo aspecto de la invencion comprende una secuencia de
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nucleotidos que define una secuencia de control transcripcional especifica de oosferas o una secuencia de control
transcripcional preferencial de oosferas o un complemento, complemento inverso o fragmento de las mismas.

En el presente documento se describen acidos nucleicos aislados que hibridan con cualquiera de los acidos
nucleicos mencionados anteriormente. Como se usa en el presente documento, condiciones de hibridacion
"restrictivas" seran aquellas en las que la concentracién de sales es menos de aproximadamente concentracion de
ion Na 1,5 M, tipicamente concentracién de i6n Na de aproximadamente 0,01 a 1,0 M (u otras sales)apH 7 a 8,3y
la temperatura es al menos 30°C. Las condiciones restrictivas pueden lograrse también con la adicion de agentes
desestabilizantes tales como formamida. Las condiciones de hibridacion restrictivas pueden ser condiciones de
restrictividad baja, condiciones de restrictividad media o condiciones de restrictividad alta. Condiciones de
restrictividad baja ejemplares incluyen hibridacién con una solucién tampoén de formamida al 30 % al 35 %, NaCl 1
M, SDS (dodecilsulfato de sodio) al 1 % a 37 °C y un lavado en SSC 1x a 2x (20 x SSC = TaCl 3,0 M/citrato trisédico
0,3 M) a 50 a 55 °C. Condiciones de restrictividad moderadas ejemplares incluyen hibridaciéon en formamida al 40 %
al 45 %, NaCl 1,0 M, SDS al 1 % a 37 °C y un lavado en SSC 0,5x a 1x a 55 a 60 °C. Las condiciones de
restrictividad alta ejemplares incluyen hibridacion en formamida al 50 %, NaCl 1 M, SDS al 1 % a 37 °C y un lavado
en SSC 0,1x a 60 a 65 °C. Opcionalmente, los tampones de lavado pueden comprender SDS aproximadamente al
0,1 % a SDS aproximadamente al 1 %. La duracién de la hibridaciéon es generalmente menos de aproximadamente
24 horas, usualmente aproximadamente 4 a aproximadamente 12 horas.

La especificidad de hibridacién esta afectada también por lavados tras la hibridacion, con parametros que influencian
incluyendo la fuerza idnica y la temperatura de la solucion de lavado final. Para hibridos ADN-ADN, T, puede
aproximarse a partir de la ecuacion de Meinkoth y Wahl (Anal. Biochem. 138: 267-284, 1984), es decir T, = 81,5 °C
+ 16,6 (log M) + 0,41 (GC en %) - 0,61 (forma en %) - 500/l; donde M es la molaridad de cationes monovalentes, GC
en % es el porcentaje de los nucledtidos de guanosina y citosina en el ADN, forma en % es el porcentaje de
formamida en la solucidn de hibridacion y L es la longitud del hibrido en pares de bases. La T, es la temperatura (a
fuerza idnica y pH definidos) a la que el 50 % de una secuencia objetivo complementaria hibrida con una sonda
apareada perfectamente. Tr, se reduce en aproximadamente 1 °C por cada 1 % de error en apareamiento; asi, Trm,
hibridacion y/o condiciones de lavado pueden ajustarse para hibridar a secuencias de diferentes grados de
complementariedad. Por ejemplo, secuencias con identidad > 90 % pueden hibridarse disminuyendo la T, en
aproximadamente 10 °C. Generalmente, las condiciones restrictivas se seleccionan para ser aproximadamente 5 °C
mas bajas que el punto de fusion térmico (Tm) para la secuencia especifica y su complemento a una fuerza iénica y
pH definidos. Sin embargo, las condiciones de restrictividad altas pueden utilizar una hibridacién y/o un lavado a, por
ejemplo, 1, 2, 3, 0 4 °C mas bajos que el punto de fusién térmico (Tm); las condiciones de restrictividad media
pueden utilizar una hibridacion y/o un lavado a, por ejemplo, 6, 7, 8, 9, 10 °C mas bajos que el punto de fusion
térmico (Tm); las condiciones de restrictividad baja pueden utilizar una hibridacién y/o lavado a, por ejemplo, 11, 12,
13, 14, 15 6 20 °C mas bajos que el punto de fusién térmico (Tm). Usando la ecuacién, las composiciones de
hibridacion y lavado y el T, deseado, aquellos de habilidad ordinaria entenderdn que las variaciones en la
restrictividad de hibridaciéon y/o las soluciones de lavado se describen inherentemente. Si el grado deseado de
apareamiento errébneo da como resultado un T, de menos de 45 °C (soluciéon acuosa) o de 32 °C (solucién de
formamida), se prefiere incrementar la concentracién de SSC de tal modo que pueda usarse una temperatura
superior. Una guia extensiva para la hibridaciéon de acidos nucleicos se encuentra en Tijssen (Laboratory Techniques
in Biochemistry and Molecular Biology--Hybridization with Nucleic Acid Probes, Parte |, Capitulo 2, Elsevier, Nueva
York, 1993); Ausubel y cols., eds. (Current Protocols in Molecular Biology, Capitulo 2, Greene Publishing and Wiley-
Interscience, Nueva York, 1995) y Sambrook y cols. (Molecular Cloning: A Laboratory Manual (22 ed., Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Plainview, N.Y., 1989).

En el presente documento se describen también fragmentos de acidos nucleicos.

Los "fragmentos" de una secuencia de nucleétidos pueden ser, por ejemplo, al menos de 5 nucledtidos (nt), al
menos de 10 nt, al menos de 20 nt, al menos de 50, al menos de 100, al menos de 150, al menos de 200, al menos
de 250, al menos de 300, al menos de 350, al menos de 400, al menos de 450 o al menos de 500 nt en longitud.
Estos fragmentos tienen numerosos usos que serian evidentes para alguien de habilidad en la técnica e incluyen,
por ejemplo, sondas de diagnéstico y cebadores. Por supuesto, los fragmentos mas grandes, pueden ser Utiles
también, ya que son fragmentos que corresponden a la mayoria, si no a todas, de las secuencias de nucledtidos
expuestas en SEC ID N.° 24. Por ejemplo, un fragmento de al menos 5 nt en longitud puede referirse a un
fragmento que incluye 5 0 mas bases contiguas de, por ejemplo, la secuencia de nucledtidos de SEC ID N.°: 24.

Los acidos nucleicos aislados (o fragmentos o variantes de los mismos) pueden derivarse de cualquier fuente. Por
ejemplo, los acidos nucleicos pueden derivarse de un organismo, tal como una planta. Plantas adecuadas incluyen,
por ejemplo, angiospermas monocotiledoneas (monocots), angiospermas dicotiledéneas (dicots), gimnospermas y
similares.

Las dicots ejemplares incluyen, por ejemplo, Arabidopsis spp., Medicago spp., Nicotiana spp., soja, canola, colza de
semilla aceitosa, remolacha azucarera, mostaza, girasol, patata, alazor, mandioca, fiame, patata dulce, otras
brasicaceas tales como Thellungiella halophila, entre otras.
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En una realizacion, los acidos nucleicos aislados usados en la presente invencion pueden comprender una
secuencia de control transcripcional derivada de un gen que codifica un polipéptido EC1 en una planta de
Arabidopsis sp. Por ejemplo la secuencia de control transcripcional definida en el presente documento como
PAtEC1.1 (SEC ID N.°: 24) es derivable a partir de un gen que comprende la secuencia de nucledtidos de fase de
lectura abierta de AtEC1.1 (SEC ID N.°: 13) de Arabidopsis thaliana.

Se describe en el presente documento una secuencia de control transcripcional derivada de un gen que codifica un
polipéptido EC1 en una planta Medicago sp.

Se describe adicionalmente mas un acido nucleico que comprende una secuencia de control transcripcional derivada
de un gen que codifica un polipéptido de EC1 en una planta de Oryza sp.

En realizaciones adicionales, la presente invencién también contempla acidos nucleicos sintéticos.

En un tercer aspecto, la presente invencion proporciona una construccion de acido nucleico que comprende una
secuencia de control transcripcional especifica de gametos femeninos vegetales, en la que la secuencia de control
transcripcional comprende SEC ID N.°: 24 conectada operativamente a una secuencia de nucleétidos de interés que
es heterdloga con respecto a la secuencia de control transcripcional.

La construccién de acido nucleico de la presente invenciéon puede comprender cualquier polirribonucleétido o
polidesoxirribonucleétido, que puede ser ARN o ADN sin modificar o ARN o ADN modificado. Por ejemplo, la
construccion de acido nucleico de la invencion pueden comprender ADN de cadena doble y/o de cadena simple,
ADN que es una mezcla de regiones de cadena simple y de cadena doble, ARN de cadena simple y de cadena
doble y ARN que es una mezcla de regiones de cadena simple y de cadena doble, moléculas hibridas que
comprenden ADN y ARN que pueden ser de cadena simple o, mas tipicamente, de cadena doble o una mezcla de
regiones de cadena simple y de cadena doble. Ademas, la construccion de acido nucleico puede comprender
regiones de cadena triple que comprenden ARN o ADN o tanto ARN como ADN. La construccién de acido nucleico
también puede comprender una o mas bases modificadas o armazones de ADN o ARN modificados para estabilidad
o por otras razones. Las bases "modificadas" incluyen, por ejemplo, bases tritiladas y bases inusuales tales como
inosina. Se puede hacer una diversidad de modificaciones a ADN y ARN; asi el término “polinucledtido” abarca
formas modificadas quimicamente, enzimaticamente, o metabdlicamente.

En una realizacion, la construccion de acido nucleico comprende ADN. De acuerdo con ello, la construccion de acido
nucleico de la presente invencion puede comprender, por ejemplo, una molécula de ADN lineal, un plasmido, un
transposén, un cosmido, un cromosoma artificial y similares. Ademas, la construccion de acido nucleico de la
presente invencion puede ser una molécula de acido nucleico separada o puede ser una parte de una molécula de
acido nucleico mas grande.

En otra realizacion, el acido nucleico aislado comprende una secuencia de nucleétidos que define una secuencia de
control transcripcional que comprende la SEC ID N.°: 24 y comprende adicionalmente una secuencia de nucleétidos
de interés conectada operativamente a la secuencia de control transcripcional.

La secuencia de nucleotidos de interés es heterdloga con respecto a la secuencia de control transcripcional.

Como se usa en el presente documento, el término "heterélogo con respecto a la secuencia de control
transcripcional" hace referencia a la secuencia de nucleétidos de interés que es una secuencia de nucleétidos
distinta de aquella a la que la secuencia de control transcripcional esta operativamente conectada en su estado
natural.

Por ejemplo, en su estado natural, pAfEC1.1 (SEC ID N.°: 24) esta operativamente conectada a un gen que
comprende la fase de lectura abierta de AfEC1.1 (SEC ID N.°: 13). De acuerdo con ello, en este ejemplo, cualquier
secuencia de nucleétidos distinta de una secuencia de nucleétidos que comprenda una fase de lectura abierta que
consista en la secuencia de nucleétidos expuesta en la SEC ID N.°: 13 debe considerarse heteréloga con respecto a
la SEC ID N.°: 24.

De acuerdo con ello, una secuencia que es heteréloga con respecto a la secuencia de control transcripcional puede
incluir por lo tanto, por ejemplo, secuencias de EC1 ortélogas, genes indicadores, genes marcadores seleccionables,
secuencias de acidos nucleicos que codifican proteinas heterdlogas; secuencias de acidos nucleicos que codifican
ARN no traducido heterélogo y similares.

En una realizacion adicional, la construccion de acido nucleico puede comprender adicionalmente una secuencia de
nucledtidos que define un terminador de la transcripcion.

El término "terminador de transcripcion" o "terminador" se refiere a una secuencia de ADN al final de una unidad

transcripcional que sefiala la terminacién de transcripcion. Los terminadores son secuencias de ADN no traducidas
3' que contienen generalmente una sefial de poliadenilacién, que facilita la adicion de secuencias poliadenilato al
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extremo 3' de un transcrito primario. Como con las secuencias promotoras, el terminador puede ser cualquier
secuencia que sea operativa en las células, tejidos u dérganos en los que se desea que se use. Ejemplos de
secuencias terminadoras adecuadas que pueden ser utiles en células de plantas incluyen: el terminador de la
nopalina sintasa (nos), el terminador de CaMV 358, el terminador de la octopina sintasa (ocs), los terminadores del
gen inhibidor de la proteinasa de patata (pin), tales como los terminadores de pinll y pinlil y similares.

En una realizacion especifica, la construccién de acido nucleico del tercer aspecto de la invencion comprende una
casete de expresion que comprende la estructura:

([N]w -TCS - [N]x - Sol - [N]y -TT - [N]Z
en la que:
[N]w comprende uno o mas residuos nucleotidicos, o esta ausente;

TCS comprende el acido nucleico de la SEC ID N.°: 24, en la que el acido nucleico define una secuencia de control
transcripcional; [N]x comprende uno o mas residuos nucleotidicos, o esta ausente;

Sol comprende una secuencia de nucleétidos de interés que codifica un ARNm o un ARN no traducido, en el que la
secuencia de nucledtidos, Sol, esta operativamente conectada a TCS;

[N]y comprende uno o mas residuos nucleotidicos, o esta ausente;
TT comprende una secuencia de nucleétidos que define un terminador de transcripcion;
[N]. comprende uno o mas residuos nucleotidicos, o esta ausente.

Las construcciones de acido nucleico de la presente invencion pueden comprender adicionalmente secuencias de
nucledtidos tales como, un origen de replicacion para uno o mas huéspedes; un gen marcador seleccionable que
esta activo en uno o varios huéspedes y similares.

Como se usa en el presente documento, el término "gen marcador seleccionable" incluye cualquier gen que confiere
un fenotipo en una célula, en la que se expresa, para facilitar la identificacion y/o la seleccion de células que estan
transfectadas o transformadas con una construccion genética de la invencion.

"Genes marcadores seleccionables" incluyen cualesquiera de las secuencias de nucleétidos que, cuando se
expresan por una célula, confieren un fenotipo en la célula que facilita la identificacion y/o la seleccion de células
transformadas. Se conoce en la técnica un intervalo de secuencias de nucleétidos que codifican los marcadores
seleccionables adecuados. Secuencias de nucledtidos ejemplares que codifican marcadores seleccionables
incluyen: genes de resistencia a antibidticos tales como genes de resistencia a la ampicilina, genes de resistencia a
la tetraciclina, genes de resistencia a la kanamicina, el gen AURI-C que confiere resistencia al antibidtico
aureobasidina A, genes de neomicina fosfotransferasa (por ejemplo nptl y nptll) y genes de higromicina
fosfotransferasa (por ejemplo. hpt); genes de resistencia a herbicida incluyendo genes de resistencia a glufosinato,
fosfinotricina o bialafos tales como genes que codifican fosfinotricina acetiltransferasa (por ejemplo bar), genes de
resistencia a glifosato incluyendo genes que codifican shikimato 3-enoilpiruvil-5-fosfato sintasa (por ejemplo aroA),
genes de resistencia a bromoxinilo incluyendo genes que codifican nitrilasa de bromoxinilo, genes de resistencia a
sulfonamida incluyendo genes que codifican dihidropterato sintasa (por ejemplo sul) y genes de resistencia a
sulfonilurea incluyendo genes que codifican acetolactato sintasa, genes comunicadores que codifican enzimas tales
como genes que codifican GUS vy cloranfenicol acetil-transferasa (CAT); genes indicadores fluorescentes tales como
el gen que cadifica la proteina fluorescente verde; y genes indicadores basados en luminiscencia tales como el gen
de luciferasa, entre otros.

Las construcciones genéticas de la presente invencién pueden incluir secuencias de nucleétidos adicionales
deseadas para el mantenimiento y/o replicacion de la construccidon genética en procariotas o eucariotas y/o para la
integracién de la construccién genética o de una parte de la misma en el genoma de una célula procariota o
eucariota.

En una realizacion, la construccién de la invencion esta adaptada para transferirse al menos parcialmente dentro de
una célula vegetal por medio de transformacién mediada por Agrobacterium. De acuerdo con ello, en una realizacion
adicional, la construccién de acido nucleico de la presente invencién comprende secuencias limitrofes de T-ADN a la
izquierda y/o a la derecha.

Las secuencias limitrofes de T-ADN adecuadas se determinarian facilmente por alguien experto en la técnica. Sin
embargo, el término "secuencias limitrofes de T-ADN" se entenderia para abarcar cualesquiera secuencias de
nucledtidos sustancialmente homologas y sustancialmente directamente repetidas que delimitan una molécula de
acido nucleico que se transfiere desde una célula de Agrobacterium sp. dentro de una célula vegetal susceptible de
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transformacion mediada por Agrobacterium. A modo de ejemplo, se hace referencia al papel de Peralta y Ream
(Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU., 82 (15): 5112-5116, 1985) y a la revision de Gelvin (Microbiology and Molecular
Biology Reviews, 67 (1): 16-37, 2003).

La presente invencién también contempla cualesquiera modificaciones adecuadas a la construccion genética que
facilitan insercion mediada por bacterias dentro de una célula vegetal por medio de bacterias distintas de
Agrobacterium sp., por ejemplo, segun se describe en Broothaerts y cols. (Nature 433: 629-633, 2005).

Aquellos expertos en la técnica seran conscientes de como producir las construcciones descritas en el presente
documento y de los requerimientos para obtener la expresién de las mismas, cuando asi se desee, en una célula
especifica o en un tipo celular especifico segun las condiciones deseadas. En particular, se conocera por aquellos
expertos en la técnica que las manipulaciones genéticas requeridas para llevar a cabo la presente invencion pueden
requerir la propagacion de la construccion genética descrita en el presente documento o de un derivado de la misma
en una célula procariota tal como una célula de E. coli o en una célula vegetal o en una célula animal.
Procedimientos ejemplares para clonar moléculas de acidos nucleicos se describen en Sambrook y cols. (Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Nueva York, 2000).

En un cuarto aspecto, la presente invencion proporciona una célula que comprende:

(i) la construccion de acidos nucleicos del tercer aspecto de la invencion; y/o
(i) una forma integrada genémicamente de la construccion mencionada en (i).

La construccion de acidos nucleicos se puede mantener en la célula como una molécula de &cido nucleico, como un
elemento genético de replicacion auténoma (por ejemplo, un plasmido, césmido, cromosoma artificial o similar) o
puede estar integrada en el ADN gendmico de la célula.

Como se usa en el presente documento, el término "ADN gendémico" deberia entenderse en el contexto mas amplio
para incluir todos y cada uno de los ADN que constituyen el complemento genético de una célula. Como tal, el ADN
gendmico de una célula deberia entenderse que incluye cromosomas, ADN mitocondrial, ADN plastidico, ADN de
cloroplastos, ADN de plasmidos enddgenos y similares. Como tal, el término "genémicamente integrado” contempla
la integracion de los cromosomas, la integracion del ADN mitocondrial, la integracién del ADN plastidico, la
integracién del ADN de cloroplastos, la integracién de plasmido endégeno y similares.

Las células contempladas por el cuarto aspecto de la invencion incluyen cualquier célula procariota o eucariota, con
la condicién de que la célula no sea una célula madre embrionaria o una célula germinal humana.

En una realizacion, la célula es una célula vegetal. Como se usa en el presente documento, el término "planta”
incluye cualquier planta que comprenda una oosfera, incluyendo, por ejemplo, angiospermas dicotiledéneas o
monocotiledéneas y gimnospermas.

En otra realizacion, la célula vegetal es una célula vegetal dicotileddnea, por ejemplo, una célula Arabidopsis sp. En
aun otra realizacion la célula es una planta de monocotiledéneas y/o una célula de las plantas de cultivo cereales.

En una realizacion especifica, la célula es una oosfera vegetal. En una realizacion adicional, el nivel, la velocidad y/o
el patron de expresion de al menos una secuencia de nucleotidos esta alterado en la oosfera vegetal en relacion a
una forma de tipo silvestre de dicha oosfera vegetal.

En aun otra realizacion, la célula también puede comprender una célula procariota. Por ejemplo la célula procariota
puede incluir una célula de Agrobacterium sp. que lleva la construccion de acidos nucleicos y que puede, por
ejemplo, usarse para transformar una planta. En aun otra realizacion, la célula procariota puede incluir una célula de
E. coli, que puede, por ejemplo, usarse en la construccién o clonacion de una construccion de acido nucleico.

En un quinto aspecto, la presente invenciéon proporciona una estructura pluricelular que comprende una o mas
células del cuarto aspecto de la invencion.

En una realizacién, la estructura pluricelular comprende una planta o una parte, érgano o tejido de la misma.

Tal como se contempla en el presente documento, "una planta o una parte, 6rgano o tejido de la misma" deberia
entenderse que incluye especificamente una planta completa; un tejido vegetal; un 6rgano vegetal; una parte de
planta; material de reproduccion de plantas (que incluye, por ejemplo plantones, semillas, flores, polen y similares); y
el tejido vegetal de cultivo tal como los callos o cultivo en suspension.

La estructura pluricelular puede comprender una o mas oosferas vegetales. Por ejemplo, la estructura pluricelular
puede comprender una planta, una flor, un carpelo o pistilo, un ovario vegetal, un évulo o un gametofito femenino
(saco embrionario). En una realizacion, el nivel, la velocidad y/o el patron de expresiéon de al menos una secuencia
de nucledtidos esta alterado en dichas una o mas oosferas vegetales de la estructura pluricelular relativa a la forma
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de dicho tipo silvestre de dichas oosferas.

Tal como se expone anteriormente, la presente invencion se fundamenta, en parte, en llevar a cabo transcripcion de
la secuencia de nucledtidos de interés sometida al control transcripcional de una secuencia de control transcripcional
que comprende SEC ID N.°: 24.

De acuerdo con ello, en un sexto aspecto, la presente invencion proporciona un procedimiento para expresar
especificamente o preferencialmente una secuencia de nucledtidos de interés en una oosfera vegetal,
comprendiendo el procedimiento efectuar transcripcion de la secuencia de nucledtidos de interés en una planta
sometida al control transcripcional de una secuencia de control transcripcional que comprende SEC ID N.°: 24.

Generalmente, la expresion especifica o preferente de una secuencia de nucleétidos de interés se lleva a cabo
introduciendo dicho acido nucleico dentro de una célula vegetal de tal forma que la secuencia de nucleétidos de
interés esté conectada operativamente a una secuencia de control transcripcional de la presente invencion.

La presente invencion contempla cualquier procedimiento para llevar a cabo conexion operativa de una secuencia
de nucledtidos de interés a la secuencia de control transcripcional de la invencion. Por ejemplo, una secuencia de
nucledtidos de interés se puede incorporar dentro de la molécula de acido nucleico que comprende la secuencia de
control transcripcional y se puede conectar operativamente a ella. De este modo, la secuencia de nucleétidos de
interés y la secuencia de control transcripcional se introducen ambas en la planta. Alternativamente, la secuencia de
acidos nucleicos de la presente invencién se pueden insertar en el genoma vegetal de tal modo que se sitia en
conexion operativa con una secuencia de control transcripcional de EC1 enddgena. Como se reconoceria por
alguien de habilidad en la técnica, la insercion de la secuencia de control transcripcional dentro del genoma de la
planta puede ser bien por insercion no especifica de sitio o bien o por insercion especifica de sitio (para un ejemplo
de insercion especifica de sitio véase Terada y cols., Nat Biotechnol 20: 1030-1034, 2002).

El acido nucleico se puede introducir dentro de una planta por medio de cualquier procedimiento adecuado. Por
ejemplo, un explante o tejido vegetal cultivado puede transformarse con una molécula de acido nucleico y el
explante o tejido vegetal cultivado transformado puede regenerarse posteriormente en una planta madura que
produce semilla que incluye la molécula de acido nucleico; un acido nucleico puede transformarse dentro de una
planta directamente, bien de forma estable o bien de forma transitoria; un acido nucleico se puede introducir dentro
de una planta por medio de cultivo usando una planta parental que lleva la molécula de acido nucleico; y similares.

En una realizacién, la molécula de acido nucleico se introduce dentro de una célula vegetal por medio de
transformacion. Las células de plantas pueden transformarse usando cualquier procedimiento conocido en la técnica
que sea apropiado para las especies vegetales particulares. Procedimientos comunes incluyen transformacion
mediada por Agrobacterium, procedimientos de transformacién basados en bombardeo con microproyectiles y
procedimientos basados en captacion de ADN dirigida. Roa-Rodriguez y cols. (Agrobacterium-mediated
transformation of plants, 3% ed. CAMBIA Intellectual Property Resource, Canberra, Australia, 2003) revisa una amplia
coleccion de procedimientos de transformaciéon de plantas mediados por Agrobacterium adecuados para un amplio
intervalo de especies de plantas. El bombardeo con microproyectiles también se puede usar para transformar tejido
vegetal y para procedimientos para la transformacion de plantas, en particular plantas cereales y tales
procedimientos se revisan por Casas y cols. (Plant Breeding Rev. 13: 235-264, 1995). Los protocolos de
transformacion de captacion de ADN directa tales como transformacién de protoplastos y electroporacion se
describen en detalle en Galbraith y cols. (eds.), Methods in Cell Biology vol. 50, Academic Press, San Diego, 1995).
Ademas de los procedimientos anteriormente mencionados, también se puede usar una gama de otros protocolos
de transformacion. Estos incluyen infiltracion, electroporacion de células y tejidos, electroporaciéon de embriones,
microinyeccion, ruta del tubo polinico, transfomacion mediada por carburo de silicio y transformacion mediada por
liposomas. Procedimientos tales como éstos se revisan por Rakoczy-Trojanowska (Cell. Mol. Biol. Lett. 7: 849-858,
2002). Un intervalo de otros procedimientos de transformacion de plantas puede ser también evidente para aquellos
de habilidad en la técnica y de acuerdo con ello, la presente invencién no deberia considerarse en modo alguno
limitada a los procedimientos de transformacion de plantas particulares ejemplificados anteriormente.

La secuencia de nucledtidos de interés, que estd sometida al control regulador de la secuencia de control
transcripcional de la presente invencion, puede incluir cualquier secuencia de nucleétidos de interés. Las categorias
generales de secuencias de nucleétidos de interés pueden incluir, por ejemplo:

(i) genes de citotoxina como una barnasa, ARNasa o toxina diftérica que se pueden usar para inducir esterilidad
femenina y/o frutas sin embriones en una planta;

(ii) genes que codifican los reguladores transcripcionales actuando durante las Ultimas fases del desarrollo del
embrién tales como BBM o LEC1/LEC2, factores de transcripcion AP2 que pueden usarse para modificar el
desarrollo del embrion y/o el aumento de tamafio de los embriones;

(iii) genes que codifican reguladores del ciclo celular tales como RB o E2F, reguladores transcripcionales que
actuan durante las ultimas fases del desarrollo embrionario tales como BBM, LEC1/LEC2 o factores de remodelaciéon
de cromatina tales como ADN metiltransferasas, enzimas de modificacion de histonas y similares, que se pueden
usar para llevar a cabo desarrollo del embrién apomictico (por ejemplo partenogénesis, embriogénesis auténomas);

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 381 845 T3

(iv) genes indicadores, tales como aquellos que codifican GUS, GFP y similares;

v) genes implicados en metabolismo celular tales como proteinas de dedos de cinc, cinasas, proteinas de
choque térmico y similares;

(vi) genes implicados en rasgos agrondémicos tales como resistencia a enfermedad o plaga o resistencia a
herbicida;

(vii) genes implicados en caracteristicas de granos tales como biomasa de granos, valor nutricional,

caracteristicas tras cosechar y similares;

(viii) genes que codifican proteinas heterdlogas, tales como proteinas que codifican enzimas heterdlogas o
proteinas estructurales o proteinas implicadas en rutas heterélogas para productos heterélogos;

(ix) secuencias de nucledtidos que codifican ARN no traducidos, por ejemplo un ARNip, miARN, ARN antisentido y
similares.

Generalmente, la secuencia de nucledtidos de interés es heterdloga con respecto a la secuencia de control
transcripcional.

En un séptimo aspecto, la presente invencion proporciona un procedimiento para fomentar esterilidad femenina en
una planta, comprendiendo el procedimiento expresar una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina
citotoxica o citostatica o un ARN no traducido citotoxico o citostatico, especificamente o preferencialmente en una
oosfera de la planta; en la que dicha secuencia de nucleétidos esta operativamente conectada a una secuencia de
control transcripcional que comprende SEC ID N.°: 24,

Tal como se refiere en el presente documento, "proteina citotdxica o citostatica” o “ARN no traducidos citotéxicos o
citostaticos" se refieren a cualquier proteina o ARN no traducido que inhibe o impide el crecimiento, la divisién, la
funcién metabdlica o la fertilizacion de la oosfera. En algunas realizaciones, la secuencia nucleotidica codifica una
proteina citotéxica seleccionada de la lista constituida por una barnasa, una ARNasa o una toxina diftérica.

En un octavo aspecto, la presente invencion proporciona un procedimiento para modular el desarrollo de embriones
y/o el tamafio de embriones en una planta, comprendiendo el procedimiento expresar una secuencia de nucleétidos
que codifica un regulador transcripcional que actua durante el desarrollo de los embriones, especificamente o
preferencialmente en una oosfera de la planta; en el que dicha secuencia de nucleétidos que codifica un regulador
transcripcional esta conectada operativamente a una secuencia de control transcripcional que comprende la SEC ID
N.°: 24,

En una realizacion, la secuencia de nucleétidos que codifica un regulador transcripcional comprende un regulador
transcripcional que actua durante las ultimas fases del desarrollo del embrién, mas preferentemente el regulador
transcripcional comprende un BBM, LEC1/LEC2, AP2 u otro factor de transcripcion.

En un noveno aspecto, la presente invencién proporciona un procedimiento para fomentar apomixia en una planta,
comprendiendo el procedimiento expresar una secuencia de nucleétidos que promueve apomixia especificamente o
preferencialmente en una oosfera de la planta, en el que dicha secuencia de nucleétidos que promueve apomixia
esta conectada operativamente a una secuencia de control transcripcional que comprende SEC ID N.°: 24.

Como se usa en el presente documento, el término "secuencia de nucleétidos que promueve apomixia" incluye
cualquier secuencia de nucledtidos que promueve apomixisa cuando se expresa en una planta y mas
particularmente, cuando se expresa en una oosfera vegetal. La secuencia de nucleétidos que promueve la apomixia
puede incluir, por ejemplo, una secuencia de nucleétidos que codifica cualquiera de:

(i) un regulador del ciclo celular, tal como RB o E2F;
(i) un regulador transcripcional que actua durante las ultimas fases del desarrollo del embrion, tal como BBM,
LEC1/LECZ2;

(iii) un factor de remodelacion de cromatina tal como ADN metiltransferasa; o
(iv) una enzima que modifica las histonas.

Los procedimientos de los aspectos sexto, séptimo, octavo y noveno de la presente invencion se pueden llevar a
cabo usando cualquier planta adecuada. Sin embargo, en una realizacion preferida, la planta es una de las plantas
dicotiledéneas vy, en otra realizacion, una planta de Arabidopsis sp. En realizaciones adicionales, la planta puede ser
una planta monocotiledénea y/o una planta de cultivo cereal.

Finalmente, se hace referencia a libros de texto estandar de biologia molecular que contienen los procedimientos
para llevar a cabo técnicas basicas abarcadas por la presente invencion, incluyendo la restriccion y ligacion de ADN
para la generacién de las diversas construcciones genéticas descritas en el presente documento. Véanse, por
ejemplo, Maniatis y cols., Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press, Nueva
York, 1982) y Sambrook y cols. (2000, supra).

La presente invencion se describe adicionalmente por los siguientes ejemplos no limitantes:
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Breve descripcion de las figuras

La figura 1 muestra un perfil de expresion de los transcritos C06_3 (TaEC1) derivados originalmente de la biblioteca
de ADNCc de oosferas del trigo. La expresion de TaEC1 se examin6é mediante RT-PCR con ARN totales tratados con
ADNasa a partir de diferentes tejidos de trigo y cebadores especificos de genes C06_3. Como controles, se han
usado ADNc de oosferas, células centrales y pro-embriones de 2 células. La calidad y cantidad de ADNc generado
se verifico usando cebadores para la GAP-DH expresada ubicuamente. Carril 1: oosfera, 2: pro-embriones, 3: célula
central, 4: coleoptilo, 5: hoja primaria, 6: hoja madura, 7: tallo, 8: raiz sin punta, 9: punta de raiz, 10: antera, 11:
pistilo, 12: grano 12 dap (dias después de la polinizacion) 13: control negativo.

La figura 2 muestra un perfil de expresion de genes similares a AtEC7 en Arabidopsis. Se examind la expresion por
RT-PCR usando ARNm tratado con ADNasa a partir de diferentes tejidos de Arabidopsis y de cebadores especificos
de genes AfEC1.1, AtEC1.2alb, AtEC1.4 y AtEC1.5. Todos los cinco genes de Arabidopsis se expresan
exclusivamente en tejidos que contienen el gametofito femenino. La calidad y cantidad de ADNc generado se verifico
usando cebador para el gen de Actina 3 expresado ubicuamente. Carril 1: hoja, 2: tallo, 3: raiz, 4: capullo floral, 5:
flor madura, 6: flor 1-3 dap, 7: pistilo, 8: antera, 9: control negativo.

La figura 3 muestra la localizacion de transcritos de genes similares a AtEC7 en évulos de Arabidopsis. Se realizod
hibridacion in situ usando secciones incrustadas de pistilos maduros hibridados con una sonda antisentido de
AtEC1.2a (A) y con una sonda antisentido de AtEC1. 1 (B). Como control, se usaron sondas en sentido correcto de
AtEC1.1 (C) y de AfEC1.2a. Las flechas apuntan hacia oosfera, mostrando sefales especificas de oosferas en (A) y
(B). Las transcripciones de genes similares a AtEC1 no pudieron detectarse en otras células del saco embrionario no
fertilizado o en embriones jévenes, poco después de la fertilizacién (no mostrado).

La figura 4 muestra la actividad promotora de genes similares a AfEC1 en Arabidopsis. Se clonaron promotores
pAtEc1.1 de la presente invencion y pAtEc1.2 como fusiones traduccionales anteriormente en la cadena 5' del gen B-
glucuronidasa. Las construcciones clonadas se usaron para la transformacion estable de Arabidopsis. Las flechas
apuntan a las oosferas que muestran tincion de GUS en 6vulos pAtEc1.1:: GUS (A) y 6vulos pAtEc1.2a:: GUS antes
de fertilizacion (B) y en un cigoto después de fertilizacion (C). La actividad de GUS sélo se observé en oosferas de
ovulos no fertilizados. Después de la fertilizacion, la actividad de GUS todavia era visible en el cigoto (C); sin
embargo, esto se debid a la estabilidad alta de fglucoronidasa. Una representacion esquematica de un évulo de
Arabidopsisno fertilizado se muestra en (D) (Drews y Yadegari, Annu. Rev. Genet. 36: 99-124, 2002). Abreviaturas:
(ac) células antipodales; (cc) célula central; (ch) calaza, (ec) oosfera; (emb) embridn; (f) funiculo; (mp) micropilo; (sc)
sinérgido; (sn) nucleo secundario; (zyg) cigoto.

La figura 5 muestra la expresiéon de EGFP (proteina fluorescente verde potenciada) como una condensacién en
posicién C-terminal con respecto a la fase de lectura abierta de pAtEC1.1, sometida al control del promotor de
PAtEC1.1de la presente invencion. La construccidon se usa para la transformacién de Arabidopsis thaliana. Se
analizaron 6vulos de plantas transgénicas microscopicamente por fluorescencia verde usando DIC (A, C) y luz
ultravioleta (B, D) asi como luz ultravioleta por CLSM (microscopia confocal de barrido laser) (E-G). La fluorescencia
verde fue visible en el polo calazal de oosferas en 6vulos no fertilizados (flecha en B) antes de la fertilizacion.
Después de la fertilizacion, la proteina fluorescente segregada es visible entre el cigoto (zyg; flecha) y el
endospermo vecino (C y D). La proteina CLSM muestra la proteina dentro de vesiculas de las oosferas no
fertilizadas. (F) es una ampliaciéon de (E) y (G) muestra fluorescencia de EGFP de la oosfera. La fluorescencia roja
se elimind.

La figura 6 muestra una alineacion de ADNc de EC1 y las secuencias gendémicas predichas codifican fases de
lectura abiertas (ORF) derivadas de trigo (TaEC1), cebada (HVECA1), arroz (OsEC1) y Arabidopsis (AtEC1).

La figura 7 muestra una alineacion de ORF de ECT derivada de ADNc de cereales y de secuencias gendémicas
predichas.

La figura 8 muestra una alineacion de ORF predichas de EC7 derivadas de las secuencias gendémicas de
Arabidopsis thaliana.

La figura 9 muestra una alineacion de proteinas de proteinas EC1 de trigo (TaEC1), cebada (HVECA1), arroz
(OsEC1), Arabidopsis (AtEC1) y Medicago truncatula (MtEC1.1).

La figura 10 es una representacion grafica que muestra restos sobrerrepresentados novedosos en la regiéon anterior
en la cadena de genes expresados especificos de oosferas identificados por MotifSampler. El algoritmo de hallazgo
de restos usa muestreo de Gibbs para hallar la matriz de probabilidad de posicién que representa el resto.

Ejemplo 1

Identificacion de genes expresados explicitamente en oosferas vegetales
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Con el fin de identificar genes que se expresan especificamente en la oosfera, se microdiseccionaron inicialmente
gametofitos femeninos de trigo aislando oosferas. Usando el ARN mensajero de 12 oosferas, se construyd una
biblioteca de ADNc y se llevd a cabo una secuenciacion parcial de funcionamiento Unico de 960 clones de ADNc
seleccionados al azar. Después de que los datos de rastros de secuenciador de ADN se hicieron pasar por un
conducto de limpieza automatizado, se usaron para analisis bioinformatico un total de 735 EST. Las 735 EST
formaron 404 agrupaciones independientes que incluyen 310 singletones.

Las secuencias consenso de las agrupaciones se usaron para busquedas de BLASTN y BLASTX en la base de
datos no redundante (nr) de NCBI, en la base de datos de dbEST y en la base de datos SwissProt. Algunas de las
secuencias de ADNc dieron como resultado informacién de secuencia limitada de regiones no codificantes. Por lo
tanto, se llevaron a cabo busquedas en el indice de Genes de Trigo TIGR version 8.0, usando el algoritmo BLASTN.
Si se encontré un apareamiento con identidad de secuencia de > 95 % por encima de la longitud total de la
secuencia de consulta, la secuencia de apareamiento se recuperd y se uso en las subsiguientes busquedas de
BLASTX en lugar de la EST original. Las busquedas de BLASTN de la categoria de base de datos NCBI de EST no
de ratones y no de seres humanos dieron como resultado 629 EST de oosferas (333 agrupaciones) apareandose
significativamente con las EST comentadas generadas principalmente a partir de diferentes tejidos vegetativos de
trigo, cebada o arroz (dbEST de NCBI en poaceas). 106 EST de oosferas (71 agrupaciones) no se aparearon con
las EST comentadas y asi se consideran como transcritos "novedosos".

Se seleccionaron transcritos que no satisficieron a cualquier EST generada a partir de tejidos vegetales vegetativos
y que se aparearon con las asi llamadas proteinas "hipotéticas" (fases de lectura abiertas predecidas por
computadora de las secuencias del genoma de Arabidopsis y/o del genoma del arroz). Se considerd que los genes
correspondientes de algunos de estos transcritos podian expresarse especificamente en oosferas de plantas de
semilla.

Se identificaron similaridades significativas a proteinas "hipotéticas" de Arabidopsis y/o arroz para 98 agrupaciones
de oosferas. De éstos, 11 grupos no fueron similares a cualquier EST publicada, sino solo a genes "hipotéticos"
anotados detectados en genomas de Arabidopsis y/o de arroz y se concluyd que éstos podrian ser genes candidatos
que se expresan especifica o preferencialmente en los gametos femeninos o en el gametofito de Arabidopsis y/o de
arroz.

Usando esta estrategia se identificd una agrupacion muy grande de transcritos de la oosfera de trigo (TaEC1), que
no se aparearon con EST de cualesquiera tejidos vegetativos, pero que presentan similitud significativa con
proteinas hipotéticas de Arabidopsis, Medicago truncatula y arroz. En total, hay cinco genes hipotéticos similares a
TaEC1 en Arabidopsis, que se localizan en cromosomas 1, 2, 4 y 5. Estos se designaron como AtEC1.1 (SEC ID
N.°: 13), AtEC1.2a (SEC ID N.°: 14), AtEC1.2b (SEC ID N.°: 15), AtEC1.4 (SEC ID N.°: 16) y AtEC1.5 (SEC ID N.°:
17). Un gen similar a TaEC1 hipotético en Medicago truncatula se designé como MtEC1.1 (SEC ID N.°: 18) y tres
genes hipotéticos similares a TaEC1 en arroz se localizan en cromosomas 3, 11 y 12 y se designaron como
OsEC1.1 (SEC ID N.°: 19), OseC1.2 SEC ID N.°: 20) y OsEC1.3 (SEC ID N.°: 21).

La expresién especifica de TaECT se investigd por RT-PCR ARN total tratado con ADNasa a partir de tejidos
diferentes de trigo y cebadores especificos de genes para la agrupacion de ADNc de oosferas C06_3 (TaEC1: SEC
ID N.°: 22). La expresion de TaEC1 no se detectd en tejido vegetativo alguno de trigo, en anteras de trigo o en
cariopsis de desarrollo de 12 dias de edad de trigo. Los transcritos se encontraron soélo en el tejido que contiene la
oosfera no fertilizada (pistilo) y en oosferas aisladas. Después de la fertilizacion, TaEC- 1 se reguld hacia abajo
(véase Figura 1). Se observé un perfil de expresion similar para los genes similares a AtEC1 en Arabidopsis. Se
examino6 expresion por RT-PCR usando ARNm tratado con ADNasa a partir de diferentes tejidos de Arabidopsis y
cebadores especificos de genes para A{EC1.1, AtEC1.2a/b, AtEC1.4 y AtEC1.5. Todos los cinco genes de
Arabidopsis se expresan exclusivamente en tejidos que contienen el gametofito femenino (véase Figura 2).

Ejemplo 2

Confirmacion de expresion especifica de 6vulo para transcripciones similares a AtEC1

Se confirmé especificidad para oosferas de transcritos similares a AtEC por hibridacion in situ usando las secciones
incrustadas de pistilos de Arabidopsis maduros hibridadas con una sonda antisentido de AtEC1.2a y de AtEC1.1,
respectivamente. Como se muestra en la figura 3, no se pudo detectar nada de ARNm de genes similares a
AtEC1en otras células del saco embrionario no fertilizado o en embriones jovenes después de fertilizacion.

Ejemplo 3

Especificidad de promotores derivados de EC1

La especificidad del promotor de genes similares a AfECT se analizé clonando una regién anteriormente en la

cadena 5' con respecto a AfEC1.1 definida (pAtEC1.1: SEC ID N.°: 24 secuencia de control transcripcional de
acuerdo con la presente invencion) y una region anteriormente en la cadena 5' con respecto a AtEC1.2 definida
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(PAtEC1.2: SEC ID N.°: 25) anteriormente en la cadena con respecto al gen de B-glucuronidasa (GUS). Las
construcciones clonadas se usaron para la transformacion estable de Arabidopsis. Se detectd actividad de GUS en
oosferas de 6vulos no fertilizados. Después de la fertilizacion, sin embargo, la actividad GUS fue aun visible en el
cigoto, debido a la alta estabilidad de §-glucuronidasa (véase figura 4).

Ademas, EGFP (proteina de fluorescencia verde potenciada) se condensa en posicion C-terminal con respecto a la
fase de lectura abierta de AtEC1.7 (SEC ID N.°: 13), sometida al control del promotor de A{EC1.7 (SEC ID N.°: 24 de
la secuencia de control transcripcional de acuerdo con la presente invencién). La construccion se uso para la
transformacion de Arabidopsis. Los Ovulos de plantas transgénicas se analizaron microscopicamente por
fluorescencia verde sometidos a DIC y a luz ultravioleta. Ademas, se observaron sefiales de EGFP por Microscopia
Confocal de Barrido Laser (CLSM). Como se muestra en la figura 5, la fluorescencia verde fue visible
exclusivamente en oosferas de 6vulos no fertilizados. Poco después de la fertilizacion, algo de proteina fluorescente
era aun visible en el cigoto asi como secretada entre el cigoto y el endospermo vecino. No se pudo detectar nada de
EGFP en otras células del saco embrionario o en las ultimas fases del desarrollo del embrién.

Ejemplo 4

Materiales y procedimientos - Aislamiento de células del saco embrionario de trigo antes y después de
fertilizacion

Se emascularon espigas de Triticum aestivum variedad 'Florida' 2-4 dias antes de la antesis y se cubrieron con
bolsas evitando la fertilizacion. Se aislaron oosferas mecanicamente a partir de 6vulos microdiseccionados en
manitol estéril de 0,55 M usando agujas de vidrio de punta fina y un microscopio invertido, segun se define por
Kumlehn y cols. (Protoplasma 208: 156-162, 1999). Se transfirieron las células individuales a tubos de reaccion de
0,5 ml usando un capilar de vidrio que forma interfase con un sistema hidraulico a una microbomba. Las células
recogidas se congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido.

Ejemplo 5
Materiales y procedimientos - aislamiento de ARNm y sintesis de ADNc

Se aisl6 ARNm de 12 oosferas usando el kit Dynabeads® mRNA DIRECT® Micro kit (Dynal) siguiendo las
directrices del fabricante, pero reducida la escala a 50 pl. Se @isl ARNm fusionado usando un disp  ositivo de
transferencia de particulas magnéticas (PickPen®, Bio-Nobile). Subsiguientemente, el kit de sintesis de ADNc
SMART® PCR (BD Biosciences) se us6 para sintesis de ADNc. Se llevd a cabo PCR de larga distancia de ADNc de
primera hebra y determinacién de nimeros de ciclo 6ptimo generando una poblacion de ADNc representativos de
acuerdo con las directrices del fabricante, pero usando un fragmento marcado con digoxigenina-11-dUTP (Roche
Applied Science) de GAPDH de trigo como una sonda.

Ejemplo 6
Materiales y procedimientos - Construccion de bibliotecas y secuenciacién

Se usaron 150 uyl de ADNc puliendo, de acuerdo con las instrucciones del kit damtesis de ADNc SMART® PCR
(BD Biosciences). Subsiguientemente, se ligaron 3 ug de adaptadores EcoRI (Notl) a ADNc de extremos romos,
usando ligasa de T4 (New England Biolabs). Se eliminaron los adaptadores y fragmentos que quedaban por debajo
de 0,3 kb por electroforesis en agarosa de punto de fusion bajo al 0,8 % (Seaplaque GTG). Después, se extrajo
ADNc usando p-agarasa | (New England Biolabs). Después de la fosforilacién de extremos cohesivos de EcoRI (10
U/ul de cinasa de polinuclitido T4, New England Biolabs), se llevé a cabo una segunda etapa de purificacion
usando columnas Chromaspin® (BD Biosciences). EI ADNc se ligé después en vector ZAP® I|I/EcoRI/CIAP
(Stratagene) predigerido. La valoracion de la biblioteca no amplificada fue 1,43 x 10° ufp/ml. Después de la
amplificacion y la excision in vivo, los clones se eligieron al azar y se usaron generando EST. Los tamafios de
insertos variaron desde 300 hasta 3000 pb, con un promedio de 900 pb. La longitud de secuencia legible promedio
de EST fue de aproximadamente 500 pb. Los datos de rastros de secuenciador de ADN se hicieron pasar por un
conducto de limpieza automatizado que incluye PHRED llamando bases y asignando valores de calidad, seguidos
por APAREAMIENTO_CRUZADO alineando secuencias y eliminando las secuencias de vector.

Ejemplo 7

Materiales y procedimientos - Sistemas bioinformaticos

Las secuencias se agruparon usando el programa blastclust (NCBI) y se ensamblaron en coéntigos usando vector
NTI 8 (paquete de software de Invitrogen). La secuencia consenso de contigo o la mas representativa se usé para
busquedas en BLASTN en base de datos no redundante (nr) de NCBI y en la base de datos de la EST y para

busquedas de BLASTX en base de datos no redundante (nr) de NCBI y en SWISSPROT (marzo de 2004). Un
numero de ADNc dieron como resultado informacion de secuencia limitada (100 - 250 pb) a partir de las regiones no
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codificantes. Por lo tanto, se llevaron a cabo las busquedas de BLASTN en el indice de Genes de Trigo TIGR
version 8.0 (Quackenbush y cols., Nucleic Acids Res 29: 159-164, 2001), usando el algoritmo BLASTN. Si se
encontrd un apareamiento con identidad de secuencia > 95 % a lo largo de la longitud total de la secuencia de
consulta, la secuencia de apareamiento se recuperd y us6 en busquedas de BLASTX subsiguientes en lugar de la
EST original. Una secuencia fue considerada novedosa si no mostraba un apareamiento significativo con una
secuencia de las bases de datos de NCBI (nr, EST) o a las secuencias consenso de trigo ensambladas de TIGR
usando el algoritmo BLASTN (Altschul y cols., 1997, supra). El umbral de significancia usado para busquedas de
BLASTN fue: Registro > 115, Valor esperado < °.

Para busquedas de BLASTX, el limite para un apareamiento significativo para todas las secuencias menos las
cortas fue un e-valor de < e'° Puntuacion >= 80. Los apareamientos para secuencias de consulta cortas (por debajo
de 260 pb) se inspeccionaron y categorizaron manualmente. Las agrupaciones que codifican proteinas de funcion
conocida se categorizaron manualmente en grupos funcionales amplios usando la clasificaciéon de MIPS (Centro de
Informacién de Munich para Secuencias de Proteinas) como directriz.

Ejemplo 8
Materiales y procedimientos - Analisis de expresiéon por RT-PCR

El ARN de trigo se aisl6 a partir de tejidos vegetativos y generativos usando reactivo TRIzol® (Invitrogen), siguiendo
esencialmente el protocolo del fabricante. Los tejidos que contienen almidén tales como cariopsis se extrajeron dos
veces, usando 3 ml de reactivo de TRIzol® por 100 mg de tejido. La calidad de la preparacion de ARN total se
analizé por electroforesis en gel de agarosa desnaturalizante. Antes de la RT-PCR, 1 yg de ARN total se digird con
ADNasa (libre de ARNasa; Invitrogen) y subsiguientemente se uso para sintesis de ADNc de primera hebra usando
Oligo (dT)2s (Sigma) y transcriptasa inversa Superscript Il (Invitrogen), siguiendo el protocolo del fabricante, pero
afadiendo RNAseOUT ® (Invitrogen). La calidad y cantidad de los ADNc generados se analizé por PCR con los
siguientes cebadores de amplificacidn de los intrones dirigidos contra GAPDH de trigo:

TaGAP1 5'-AGGGTGGTGCCAAGAAGGTCA-3' (SEC ID N.°: 34)
5' TaGAP2 -TATCCCCACTCGTTGTCGTA-3' (SEC ID N.°: 35)
La expresion de TaEC1 se analizé usando el par de cebadores:

TaEC1fw2 5'-CCGAGCGGCTGCAGGGAGTGG-3' (SEC ID N.°: 36)
TaEC1rev2 5'-GCGTCGGAGTAGCCCTTGAGCA-3' (SEC ID N.°: 37)

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo durante 30 ciclos (GAPDH) y 38 ciclos (TaEC1) respectivamente, usando
2,5 pyl de ADNc como plantilla.

Se aisl6 ARNm de Arabidopsis a partir de hasta 5 mg de tejido usando el kit Dynabeads® mRNA DIRECT® Micro kit
(Dynal) siguiendo las directrices del fabricante. Se aisl6 ARNm fusionado usando un dispositivo de transferencia de
particulas magnéticas (PickPen®, Bio-Nobile). Antes de la RT-PCR, el ARNm fusionado se trat6 con ADNasa
(exenta de ARNasa; Invitrogen) en un volumen de 10 ul. Laistesis de ADNc de primera hebra se llevé a cabo
usando Oligo (dT)x (Invitrogen) y transcriptasa inversa Superscript Il (Invitrogen), siguiendo el protocolo del
fabricante pero afiadiendo RNAseOUT® (Invitrogen). La calidad y cantidad de ADNc generado se analizé por PCR
con los siguientes cebadores de amplificacion de los intrones dirigidos contra actina de Arabidopsis(At2g37620):

Act3fw 5'-GATTTGGCATCACACTTTCTACAATG-3' (SEC ID N.°: 38)
Act3rev 5'-GTTCCACCACTGAGCACAATG-3' (SEC ID N.°: 39)

Los ADNc similares a AtEC1 se amplificaron usando los siguientes pares de cebadores especificos de los genes
siguientes para cada uno de AtEC1.1, AtEC1.2alb, AtEC1.4y AtEC1.5:

AtEC1.1fw 5'-~ACAGTGACAGCTCGCCCTCTC-3' (SEC ID N.°: 40)
AtEC1.1rev 5'-AGTCATTGCCATCATAGTAACCTT-3' (SEC ID N.°: 41)
AtEC1.2a/bfw 5'-AGTTTCCTCTTTGCCACCATC-3' (SEC ID N.°: 42)
AtEC1.2a/brev 5'-CACCGTTGAGGAAGAAGAGAA-3' (SEC ID N.°: 43)
AtEC1.4fw 5'-CCAGCGGAGTCATCAACCAACATA-3' (SEC ID N.°: 44)
AtEC1.4rev 5-GGAGACGGAGCCGGAGAAGAGT-3' (SEC ID N.°: 45)
AtEC1.5fw 5'-GCGCCGGAAACTTGATGGACT-3' (SEC ID N.°: 46)
AtEC1.5rev 5-GGCGCCGGTGAAGGAGATAAT-3' (SEC ID N.°: 47).

2 pl de cDNA se usaron como plantilla para cada reaccion de PCR.
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Ejemplo 9
Materiales y Procedimientos - Clonaciéon de construcciones de condensacion de promotor-GUS

El ADN gendémico de A. thaliana (ecotipo Columbia-0) se aislé de acuerdo con Li y Chory, en Methods in Molecular
Biology (Vol. 82) eds. Martinez-Zapater y Salinas, paginas 55-60, 1997). Los fragmentos gendmicos de AtEC1.1 y
AtEC1.2a se amplificaron a partir de ADN gendmico por PCR, usando ADN polimerasa Taq "correctora" (MBI
Fermentas). El cebador de promotor para la secuencia de control transcripcional de acuerdo con la presente
invencion:

pPAtEC1.1 5-TGCCTTATGATTTCTTCGGTTTC-3' (SEC ID N.°: 48) y el cebador especifico de gen:

AtEC1.1rev1 5-TCAGAGTCATTGCCATCACAGTAACCTT-3' (SEC ID N.°: 49) se usaron para amplificaciéon de la
region promotora y de parte del gen AtEC1.1 (837 pb). Cebador de promotor:

pAtEC1.2a 5-AAGCATTTGCGTTTGGTTTATC-3' (SEC ID N.°: 50) y cebador de terminador:

tAtEC1.2a 5'-AATGCGGTTTTAGTCACACG-3' (SEC ID N.°: 51) se usaron para amplificacion de AtEC1.2a (1371
pb). Los productos de amplificacién genémica se clonaron en pCR®2.1-TOPO® (Invitrogen), después de afadir
adeninas 3' (TOPO-gAtEC1.1 y TOPO-gAtEC1.2a). Se llevaron a cabo adicion de adeninas 3', ligacion y
transformacion de células TOP10F’ competentes de acuerdo con las directrices del fabricante.

Cebadores especificos de genes que contienen los sitios de restriccion se disefiaron clonando los promotores
delante del gen de la P-glucuronidasa (uidA; Jefferson y col. EMBO J 6: 3901-3907, 1987). 457 pb 5' anteriormente
en la cadena del codon de iniciacién de AtEC1.1 se amplificaron a partir de TOPO-gAtEC1.1. usando los cebadores
M13rev (cebador de vector) y:

AtEC1.1-Pstl 5'-CCATTTCTCTGCAGATTGATAA-3' (SEC ID N.°: 52)
893 pb anteriormente en la cadena del codon de iniciacion de AfEC1.2a se amplifico a partir de TOPO-gAtEC1.2a
usando los cebadores M13rev (cebador de vector) y:

AtEC1.2a-Bglll 5'-CCATAGATCTTTCTTTTTGGGG-3' (SEC ID N.°: 53)

Después de la precipitacion de reacciones de PCR (1/10 vol. de NaAc 3 M, pH 5,2/1 vol. de isopropanol), los
fragmentos purificados se sometieron a digestion de restriccion con Pst/ (promotor de AtEC1.1) y BamHI/Bglll
(promotor de AtEC1.2a), respectivamente. Se usaron las mismas enzimas para restriccion del vector pMG2002 que
contiene GUS (Manfred Gahrtz, no publicado), retirando de este modo el promotor de ubiquitina de maiz delante del
gen GUS. Los fragmentos y vectores sometidos a digestion de restriccion se purificaron usando el kit de purificacién
de ADN "Easy Pure" (Biozym). Antes de la ligacion, plasmidos digeridos con Pstl y BamHI/Bglll se defosforilaron
usando CIAP (Fosfatasa Alcalina del Intestino de Ternera; MBI Fermentas), siguiendo las directrices del fabricante.
Los promotores se ligaron en vectores digeridos y defosforilados usando ligasa T4 (1 U/ul, Invitrogen), siguiendo el
protocolo del fabricante. Las reacciones fueron de ligacion transformando células Top10F * competentes (Invitrogen).
Los clones positivos se seleccionaron por PCR de colonias, usando cebadores especificos de genes:

GUS start rev 5 '-ATCCAGACTGAATGCCCACA-3' (SEC ID N.°: 54),
pAtEC1.1 de acuerdo con la presente invencion (SEC ID N.°: 48) y pAtEC1.2a (SEC ID N.°: 50).

Todas las preparaciones de plasmidos se llevaron a cabo bien usando el Kit de Miniprep. de Plasmidos de E.Z.N.A.
(Peqlab), o el Kit 100 de Midi de plasmido de QIAGEN (Qiagen). Todos los fragmentos y construcciones clonados se
verificaron por secuenciacion, usando bien cebadores flanqueantes M13fw y M13rev (TOPO-gAtEC1.1 y TOPO-
gAtEC1.2a), o bien los cebadores especificos de gen GUS Start rev (SEC ID N.°: 54), pAtEC1.1 (SEC ID N.°: 48) y
pAtEC1.2a (SEC ID N.°: 50).

Ejemplo 10

Materiales y procedimientos - Clonacién de proteina de fusion GFP

EGFP (proteina de fluorescencia de verde potenciada; Pang y col. Plant Physiol 112: 893-900, 1996) se condenso
en el extremo C-terminal de la fase de lectura abierta de AtEC1.1, sometida al control del promotor de AtEC1.1 de
acuerdo con la invencién actual. El promotor y el marco de lectura abierta de AtEC1.1 se amplificaron a partir de

ADN genomico usando ADN polimerasa Tagq "correctora” (MBI Fermentas) y los cebadores:

E1F 5-GCCTTATGATTTCTTCGGTT-3' (SEC ID N.°: 55)
E1R 5'-GCAGGAGTGTAAAGATGAAT-3' (SEC ID N.°: 56)

Una segunda amplificacion de AtEC1.1 se llevd a cabo usando los cebadores modificados:
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EC1-PF2 5-CCCCGAATTCCTTATGATTTCTTCGGT-3' (SEC ID N.°: 57)

EC1-R 5'-CTCGGATCCGGGTTAGAAGGAGAA-3 (SEC ID N.°: 58).

Después de restriccién con EcoRIl y BamHI, el fragmento se cloné dentro de los sitios EcoRI-BamHI del vector p7U-
GFP (DNA Cloning Service). La fusién C-terminal de EGFP y la secuencia del fragmento clonado se verificé por
secuenciacion usando los cebadores:

GFP-seq 5'-CCAGTTCCACCAGGATTG-3' (SEC ID N.°: 59)

LH1 5'-CCCAAGATCTGGCCCTT-3' (SEC ID N.°: 60).

Ejemplo 11
Materiales y procedimientos - Transformacion estable de Arabidopsis

Para la transformacion de plantas, se transfirieron vectores en la cepa GV3101 de Agrobacterium tumefaciens
(Koncz y Schell, Mol Gral Genet 204: 383-396, 1986). Las transformaciones se llevaron a cabo en el ecotipo
Columbia-0 por un procedimiento de "inmersion floral" de acuerdo con Clough y Bent (Plant J 16: 735-743, 1998).
Las semillas obtenidas de los transformantes TO se hicieron germinar en suelo después de un tratamiento de frio de
2 dias a 2° C. Tres dias después de la germinacion, los transgénicos se seleccionaron pulverizando BASTA® a 200
mg/l (Bayer Crop Science) suplementado con Tween al 0,1 %. El tratamiento con BASTA® se repitié dos veces
después de tres dias, cada vez. Las plantulas supervivientes se transfirieron a macetas individuales. Las plantas
resistentes a BASTA® de la generacién T1 y T2 se analizaron detectando la presencia del T-ADN por PCR usando
cebadores de GUS:

GUS3 5-GCGTGGTGATGTGGAGTATTG-3' (SEC ID N.°: 61)

GUS4 5'-TCACCGAAGTTCATGCCAGTC-3' (SEC ID N.°: 62) o cebadores:
bar-fw 5'-CCGTACCGAGCCGCAGGAAC-3' (SEC ID N.°: 63)

bar-rev 5'-CAGATCTCGGTGACGGGCAGGAC-3' (SEC ID N.°: 64)

Ejemplo 12
Materiales y procedimientos - Tincién de GUS

La actividad de D-glucuronidasa (GUS; Jefferson y cols., 1987, supra) se llevé a cabo de acuerdo con un protocolo
de Vielle-Calzada y cols. (Nature 404: 91-94, 2000). Inflorescencias, siliculas, hojas y tallos de plantas que crecen en
el suelo se transfirieron a pocillos de microvaloracion que contienen |@08e tampn de tincion de GUS. Se
abrieron siliculas y pistilos a lo largo con una aguja hipodérmica (0,4 x 20 mm, Braun) antes de transferir en tampon
de tincion de GUS. Las placas de microvaloracion se situaron a vacio durante 5 minutos. Después de la liberacion
de vacio, las placas se recubrieron con una tapa y se incubaron a 37 °C en la oscuridad durante 6 horas, o hasta
tres dias. Después, la solucion se elimind y los tejidos se aclararon en etanol al 70%. Se aislaron 6vulos sobre un
portaobjetos de vidrio diseccionando los pistilos con una jeringuilla en una gota de tampén de fosfato de sodio, pH
7,0. Los 6vulos se aclararon usando bien solucién de Hoyers (Liu y Meinke, Plant J 16: 21-31, 1998), o bien tampdn
aclarador de hidrato de cloral (80 g de hidrato de cloral, 20 ml de H>O, 10 ml de glicerol) y se analizaron en un
microscopio Zeiss Axioskop en instrumentos Opticos de contraste de interferencia diferencial (DIC). Las imagenes se
capturaron en una camara Axiocam (Zeiss) usando el programa de Axiovision AC Release 4.1 (Zeiss).

Ejemplo 13

Materiales y procedimientos - Tincién de GUS

Se diseccionaron Ovulos de plantas de Arabidopsis transgénicas en portaobjetos de vidrio en solucion salina
tamponada con fosfato, pH 7,4 (8 g de NaCl, 0,2 g de KCI, 1,44 g de Na;HPO4, 0,24 g de KH,PO,4). Se observd
fluorescencia usando un Microscopio Confocal de Barrido Laser (CLSM), como se describe por Knebel y cols. (Eur J
Cell Biol 52: 328-340, 1990).

Ejemplo 14

Materiales y procedimientos - Hibridacion in situ

La hibridacion in situ no radiactiva con sondas de ARN marcadas con DIG de AtEC1.1y AtEC1.2a se llevo a cabo
como se describe por Vielle-Calzada (Genes Dev 13: 2971-2982, 1999). Para generar sondas de ARN por
transcripcion in vitro, la fase de lectura abierta y 3'-UTR de AtEC1.1 y AtEC1.2a se amplificd a partir de ADN
gendmico por PCR y se clond subsiguientemente en pCR®II-TOPO® (Invitrogen).

Los cebadores usados para amplificacion de AtEC1.1 fueron:

1-1fwXbal 5'-ATCTGTCTAGAAATGGCTTC-3' (SEC ID N.°: 65)
1-1revXbal 5'-TTTATTCTAGAAAGTAATAACAG-3' (SEC ID N.°: 66)
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Los cebadores usados para amplificacion de AtEC1.2a fueron:

At2a-Bgllifw 5-AAAGAAAGATCTATGGCTTCTAAC-3' (SEC ID N.°: 67) At2a-Salrev 5-TCATTAGTCGACTTT-
GCATACATC-3' (SEC ID N.°: 68)

La ligacion de productos de PCR en pCR®II-TOPO® y la transformacion de células competentes se llevaron a cabo
de acuerdo con las directrices del fabricante.

Las colonias positivas se seleccionaron por PCR de colonias, usando los cebadores de vector M13-20 y M13rev. Los
plasmidos se prepararon usando el Kit 100 de Midi de plasmido de QIAGEN (Qiagen). Los fragmentos clonados se
verificaron por secuenciacion, usando los cebadores de vectores M13fw y M13rev. Los plasmidos se linealizaron
usando BamHI (sentido) y Xhol (antisentido) y se purificaron por dos veces de extracciones en fenol/cloroformo
seguidas por precipitacién. Se generaron los transcritos de eliminacion de los plasmidos linearizados (0,5 ug/pl en
agua tratada con DEPC) usando polimerasas T7 y SP6 para transcripcion in vitro. La hibridacion in situ de évulos de
Arabidopsis con sondas de sentido correcto y antisentido se llevaron a cabo usando secciones 8 uym de pistilos no
fertilizados y fertilizados maduros, siguiendo esencialmente un protocolo de Jackson, D. (en: Molecular Plant
Pathology, A Practical Approach. (Bowles, D.J., Gurr, S.J. y McPhereson, M., eds.), Oxford University Press, Reino
Unido, 163-174, 1991).

Las secuencias de ADN y proteinas se alinearon usando el software Clustaiw (Higgins y cols., Nucl. Acids Res. 22:
4673-4680, 1994) y alineaciones trazadas por GeneDoc version 2/6/02 (Nicholas y cols., Embnew. News 4: 14,
1997).

Ejemplo 15
Deteccion de restos conservados en secuencias de control transcripcional derivadas de EC1

Cada una de las secuencias de control transcripcional derivadas de EC1 definidas en el presente documento (es
decir SEC ID N.°: 24, de acuerdo con la presente invencion y SEC ID N.°: 25, SEC ID N.°: 26, SEC ID N.°: 27, SEC
ID N.°: 28, SEC ID N.°: 29, SEC ID N.°: 30, SEC ID N.°: 31, SEC ID N.°: 32) se inspeccion6 por elementos
reguladores en cis conocidos por PLACEdb 26.0 (http: //www.dna.affrc.go.jp/PLACE/), una base de datos de restos
encontrados en elementos reguladores de ADN que actuan en cis de plantas.

Se llevo a cabo identificacion de restos de secuencia novedosos computacionalmente usando el software de analisis
de secuencia Lasergene/MegAlign (DNASTAR, Inc., 1228 South Park Street, Madison, WI 53715, EE.UU.).

Todas las secuencias de control transcripcional se alinearon por pares unas con otras usando dos algoritmos,
Alineamiento de ADN de Martinez Needleman-Wunsch (Apareamiento Minimo: 9; Penalizacién De Hueco: 1,10;
Penalizacién de Longitud De Hueco: 0,33) y Alineamiento de ADN de Wilbur-Lipman (Ktuple: 3; Penalizacién De
Hueco: 3; Ventana: 20). Ademas, restos sobrerrepresentados en todas las regiones anteriormente en la cadena de
las secuencias de control transcripcional se analizaron por el algoritmo de hallazgo de restos MotifSampler (Thijs y
cols., Journal of Computational Biology, 9 (2), 447-464, 2002) en http://homes.esat.kuleuven.be/-
thijs/Work/MotifSampler.html (véase la figura 10).

Se identificaron dos restos en las regiones anteriormente en la cadena de SEC ID N.°: 24, de acuerdo con la
presente invencion y SEC ID N.°: 25, SEC ID N.°: 26, SEC ID N.°: 27, SEC ID N.°: 28, SEC ID N.°: 30 y SEC ID N.°:
31. Las secuencias consenso de dos restos de secuencia novedosos identificados fueron como sigue:

Resto n.° 1 de secuencia de nucledétidos de promotor de EC1: 5'-CCACTAAT-3' (SEC ID N.°: 33
Resto n.° 2 de secuencia de nucleétidos de promotor de EC1: 5'-kTAATTAmM-3' (SEC ID N.°: 69)

Como la expresion de genes objeto EC1 se regula de una manera similar, los restos identificados representan
elementos reguladores en cis tedricos para especificidad de oosferas de las secuencias control transcripcionales.

Aquellos expertos en la técnica apreciaran que la invencion descrita en el presente documento es susceptible a
variaciones y modificaciones distintas de aquellas especificamente descritas.

Ademas, debe destacarse que, como se usa en el presente documento, las formas del singular "un", "uno" y "el’
incluyen aspectos plurales a menos que el contexto ya establezca lo contrario. Asi, por ejemplo, la referencia a "una
secuencia de nucleétidos de interés" incluye una secuencia de nucledtidos individual asi como dos o mas
secuencias de nucledtidos; "una oosfera" incluye una oosfera individual asi como dos o mas oosferas; y asi
sucesivamente.
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Listado de secuencias
<110> Adelaide Research & Innovation Pty Ltd Grains Research & Development Corporation
<120> SECUENCIAS DE CONTROL TRANSCRIPCIONAL DE LA OOSFERA VEGETAL

<130> SECUENCIAS DE CONTROL TRANSCRIPCIONAL DE LA OOSFERA VEGETAL

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<160> 69
<170> Patentln version 3.5

<210> 1

<211> 52

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia consenso de polipéptido EC1

<220>

<221> misc_feature

<222> (3)..(7)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que se dé en la naturaleza

<220>

<221> VARIANTE

<222> (8)..(8)

<223> Leu puede reemplazarse con lle

<220>

<221> misc_feature

<222> (9)..(9)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que se dé en la naturaleza

<220>

<221> VARIANTE

<222> (10)..(10)

<223> Ser puede reemplazarse con His

<220>

<221> VARIANTE

<222> (12)..(12)

<223> Thr puede reemplazarse con Ser

<220>

<221> misc_feature

<222> (13)..(13)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que se dé en la naturaleza

<220>

<221> VARIANTE

<222> (14)..(14)

<223> Asp puede reemplazarse con Glu

<220>

<221> VARIANTE

<222> (15)..(15)

<223> lle puede reemplazarse con Leu

<220>

<221> VARIANTE

<222> (16)..(16)

<223> lle puede reemplazarse con Leu o Val

<220>
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<221> misc_feature
<222> (17)..(17)
<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que se dé en la naturaleza

<220>

<221> VARIANTE

<222> (20)..(20)

<223> Leu puede reemplazarse con lle o Val

<220>
<221> NON_CONS
<222> (20)..(21)

<220>

<221> VARIANTE

<222> (21)..(21)

<223> Leu puede reemplazarse con lle

<220>

<221> misc_feature

<222> (22)..(24)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que se dé en la naturaleza

<220>

<221> misc_feature

<222> (27)..(27)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que se dé en la naturaleza

<220>

<221> VARIANTE

<222> (28)..(28)

<223> Ala puede reemplazarse con Ser

<220>

<221> VARIANTE

<222> (29)..(29)

<223> lle puede reemplazarse con Leu o Val

<220>

<221> misc_feature

<222> (30)..(35)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que se dé en la naturaleza

<220>
<221> NON_CONS
<222> (37)..(38)

<220>

<221> VARIANTE

<222> (38)..(38)

<223> lle puede reemplazarse con Leu o Val

<220>

<221> VARIANTE

<222> (40)..(40)

<223> Phe puede reemplazarse con Leu

<220>

<221> misc_feature

<222> (42)..(43)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que se dé en la naturaleza

<220>

<221> misc_feature
<222> (45)..(47)
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<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que se dé en la naturaleza
<220>

<221> misc_feature

<222> (49)..(51)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que se dé en la naturaleza

<400> 1

Cys Trp Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Leu Xaa Ser
1 5 10
Xaa Phe Phe Leu Leu Xaa Xaa Xaa Cys Cys
20 25
Xaa Xaa ;ga Cys Trp Ile Gly P8e Thr xaa
4

Xaa Xaa Xaa Cys
50

<210> 2

<211> 158

<212> PRT

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 2

23

Cys Thr Xaa Asp Ile Ile
15
Xaa Ala Ile §Sa Xaa Xaa

Xaa Glu Xaa Xaa Xaa Leu
45



Met
Met
Pro
Lys
Gin
65

Tyr
cys
ASp

Glu

Lys
145

<210>3
<211> 125
<212> PRT

Ala

Leu

Ser

Leu

50

His

Ile

Trp

Met

Sser
Met
Met
35

ASp
Cys
Gly
Pro
Leu
115

His

Thr

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 3

Lys

val

20

Gly

Glu

ser

Pro

Thr

100

Gln

Ala

val

Thr

ASp

Gly

Gly

- 85

Met

Gly

Leu

val

ES 2 381 845 T3

ser Phe
Ser ser
Ser Ser
Thr Gly
55

Glu Leu
70

Cys Cys
Ite Gly

TYr Cys

Ala ser
135

158 >

Met
Thr
Pro
40

Tyr
Ile
sar

val

Ser

Ala
val
25

Thr
Cys
Leu
Ala
Leu
105
Gly

Thr

Ala

24

Thr

10

Thr

Thr

Trp

Phe

Ile

90

Gly

AsSn

lLeu

Ser

Phe

Ala

Ser

ASp

Phe

75

Arg

Phe

ASp

Pro

Pro
155

Asn

Arg

Leu

ser

60

Leu

Thr

Thr

ser

Leu

140

ser

Ile

Pro

val

45

Leu

Asn

Ile

Ala

ASp

Ser

Asn

val
Leu
30

Tyr

Met

Gly

Gly

GIn

110

Asn

val

Pro

Thr

15

Met

Arg

Gln

Glu

Arg

95

Glu

Asn

Asn

Leu

Lys

Leu

Leu

Thr

80

LyS

Gly

Gly

Phe



<210>4

Met

val

ASn

Ala

Leu

65

val

Thr

Ser

<211> 125
<212> PRT

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 4

Ala

Leu

Ile

Leu

50

Asn

Ile

Ser

Gly

ser

Asn

Ala

35

Tyr

Gly

Thr

Asp

Asn

Ile

20

Ala

Glu

Glu

Thr

Glu

100

Ser

Thr

ser

Arg

Leu

Thr

Asp

85

Thr

Ser
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Ser

Gly

Leu

Lys

Cys

Asn

Pro

Phe

Arg

Asn

ser

Leu

Trp

val

Ala

Leu

Thr

Gly

40

Cys

Gly

Pro

Leu

Pro
120

Phe

Leu

25

Gly

Thr

val

Ala

25

Ala
10

Pro
Gly
ASn
AsSp
Met
90

Gly

Ser

Thr

Glu

Ledy

Glu

Phe

val

Ile

Thr

Met

Ile

60

Cys

Thr

Cys

Lys

Ala

Glu

Glu

45

val

Gln

Ser

Gln

Leu
125

Ile

ASD

30

cys

Leu

Ala

Leu

ser
110

Leu
15

ser
Trp
Phe
val
Gly
95

Pro

Leu

Thr

ASn

Phe

Glu

80

Phe

Asn



Met
§a1
Asn
Ala
Leu

65

val

Thr Leu Glu Glu Thr Asn val Leu Ar

ser Gly Gly Ser Ser Pro Ala Leu Ser Pro val Lys
115 120

<210>5
<211>127
<212> PRT

Ala

Leu

Ile

Leu

50

Asn

Ile

Ser

Asn

Ala

35

TYr

Gly

Thr

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 5

Asn Thr
val Ser
20

Ala Arg
Glu Leu

Glu Thr

Thr Asp

85

100
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ser

Ser

Leu

Lys

Phe

Arg

Thr

Ser

55

Leu

Trp

Leu Phe val

10

Ala Leu Pro
25

Gly Gly Gly

40

Cys Thr Asn

Gly Tyr Gly

Pro Ala Met

26

90

10

Thr

Pro

Leu

Glu

Cys

Leu

val

val

Met

Ile

60

Cys

Thr

g Gly Phe Cys GIn

Thr Leu

Ala Asp
30

GIn Cys
45
val Leu

Asn Ala

Ser Leu

Leu
125

Ser
110

Leu

15

Ser

Trp

Phe

val

Gly

95

Leu

Thr

Asp

Phe

ASp

80

Phe

Pro Asn
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Met Ala Ser Asn Thr Thr Phe Leu Phe Ser Thr val Thr Leu Leu Ile

Ile Leu Leu Asn Thr Thr val Ser Gly Arg Asp teu Pro Ala Glu Ser
20 25 30

ser Thr ggn Ile Ala Ala Arg 58u GIn Sser Gly Gly hgu Met Glu Cys

Trp Asn Ala Leu Tyr Glu Egu Lys Ser Cys Thr 23n Glu Ile val Leu
50 .

Phe Phe Leu Asn Gly Glu Thr Lys Leu Gly val Ser Cys Cys Glu Ser
65 70 75 80

val Asp Ile Ile Thr Thr Asn Cys Trp Pro Ala Met Leu Thr Ser Leu
85 90 95

Gly phe Thr Pro Glu Glu Ala Asn val Leu Arg Gly Phe Cys Gln Asn
100 105 110

Pro Asn Ser Gly Asp Ser Ser Pro Ala Pro Ser Pro Lys Ile val
115 120 125

<210>6

<211> 155

<212> PRT

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 6

27
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Met Ala Thr Lys ?er Thr Ser Lys Pro ligu Leu Leud Ser Phe Leu Met
1

15

Met Ser Tyr lz.gu I1e ser Thr Phe His val Ile Thr val g(])a Glu Gly

25

Arg Thr ljgu Gin Phe Thr Lys r;flgt Ala Thr Asp His 2zsar Gly Ala Gly

<210>7
<211>133
<212> PRT

Asn

ASp

65

Pro

val

Thr

Lys

Pro
145

Leu

50

Glu

val

val

Met

Ser

130

val

Met

Ile

Lys

Lys

Glu

115

Glu

Glu

<213> Medicago truncatula

<400> 7

Asp

val

Gly

Leu

Ile

Cys

Lys

Gly

85

Ccys

ASn

Ser

Thr

Trp

Phe

70

Ile

Trp

Asn

Pro

AsSn

55

Phe

Asp

Ser

Leu

ser

135

Pro

Ala
Leu
Lys
val
Ar

12

Pro

Gly

28

Gly

ser

ASp

Met

105

Glu

Ala

Leu

Leu

Gln

Cys

90

Phe

Tyr

Pro

Asp

Glu

Thr

75

Cys

Thr

Cys

Glu

Tyr
155

Leu

60

Gly

Gly

ser

Glu

Thr
140

Lys

Thr

Ala

Leu

Phe

125

Leu

ser

ser

Ile

Gly

110

Gln

Ala

Cys
Glu
Gly
95

Leu

Leu

Thr

Pro

80

Leu.

Thr

Glu

Ser



Met Ala
val Thr
Glu Leu

Leu Glu
50

Gly Gln
65

Ala GIn
Glu Glu

ASn Asn

<210> 8

<211> 151

<212> PRT

<213> Oryza sativa

<400> 8

Phe

Ala

Phe

35

Leu

Thr

Glu

ala

Ser
115

Phe

Thr

20

Asp

Gln

His

Cys

Glu

100

Leu

Leu
5
ser
Gly
His
Leu
Trp
85

Ile

Leu
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LysS

Leu

ser

Cys

Gly

70

Gly

Leu

Pro

Leu

Ser

Gly

Thr

55

ser

AsSn

Arg

Ser

Pro

Phe

Ser

Pro

40

Gly

Gly

Leu

Gly

Ile
120

Ile
130

Ile

Thr

25

AsSn

Asp

Ccys

Leu

Phe

105

Thr

Ile

10

Lys

Asn

Ile

Cys

Thr

90

Cys

val

Asn Asn

29

Ile

Thr

Lys

val

Asn

75

ser

Ala

Asp

Tyr

ser

Leu

Cys

Thr

60

Ala

Leu

Arg

Ala

Leu

Ala

Trp

45

Phe

Leu

Gly

val

Pro
125

ser

Ser

30

Glu

Phe

Leu

Leu

Ala

110

Ser

Thr

15

Arg

Thr

Leu

Thr

Thr

95

ser

Pro

Ile

Leu

Met

Asn

Ile

80

val

val

Ala



Met

Leu

Ala

Glu

Phe

65

Arg

Ile

Ala

Gly

Ser
145

<210>9
<211> 139
<212> PRT

Ala

Ala

Gln

val

50

Ile

val

Gly

Gly

Tyr

130

Leu

Cys

Gly

Arg

35

Leu

Asn

Ile

Phe

Ala

<213> Oryza sativa

<400> 9

ser

Ala

20

Leu

Met

Gly

Glu

Thr

100

Glu

Ala

Leu

Gly
5
Ala
Ala
Glu
Glu
Gin
85
Pro
His
val

GIn

ser

val

Asp

Ile

Ala

70

Ser

Glu

LYS

Gly

His
150
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Phe

Ala

Gly

Tyr

Cys

Glu

Pro

Glu

135

Arg

Leu

Gly

val

40

Ser

Leu

Trp

Gly

ser

120

Asn

Pro

Gly

25

Gly

Cys

Gly

Ala

Pro

Ala

30

Ile

10

Ala

GIn

Thr

Pro

Thr

90

Met

Pro

Ala

Met

Pro

Gin

Gly

Gly

75

Asp

Leu

Pro

val

Leu

Pro

GlIn

Glu

60

cys

Ala

Lys

Ala

Pro
140

Leu

Gly

GlIn

45

Ile

cys

Met

Gly

Ser

125

Ala

Pro

Leu

30

Gln

Leu

Arg

Leu

Leu
15

Gly
Cys
Leu
Ala
ser
95

Cys

Ala

Arg

Leuw

Leu

Trp

Phe

Ile

80

val

Asp

val

Lys
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Tet Ala Ser Leu teu Ser val Ala val val Leu val val val Ser Ala
0

5

15

GIn Ala Leu g&a Ala val Ala val g;a Asp Ala Ala Arg val Asn Ala
30

Gly Ala g;a Ala phe Ser Pro Ala val Pro Leu Gly

<210> 10
<211> 144
<212> PRT

Gly

Arg

65

Thr

AsSp

Ala

Ala

Gly
50

ser
GIn

Cys

Asp

<213> Oryza sativa

<400> 10

Gly

Cys

Leu

Trp

val

115

Ser

Gly
Thr
Gly
Pro
100

Leu

Thr

Gly Leu

Asp Glu
70

Ala Gly

85

Ala Met

Arg Gly

Ser Pro

40
val Glu
S5
ITe val
Cys Cys
Leu Ala
Leu Cys

120

Ala Pro
135

31

Gly Arg Leu Asp
45

Cys Trp Ser gaa val Ala Glu Leu

Leu Phe Phe Leu Asn Gly Glu Thr
75 80

Arg SAa val Arg Ala Ala

Thr Arg
95

Ala val Gly phe Thr Ala Glu Glu

105

Asp Ala Glu Ala Ala Ala

ser Ala Ala

125

110

Ala Ala



Met Ala Leu
1

Ala

Leu

Gly

Ser

65

Leu

Trp

Ile

Ser

<210> 11
<211> 151
<212> PRT

Ala
Gly
Gly
50

Cys
Gly
Pro

Leu

Thr
130

Gly

Ala

35

Gly

Thr

Pro

Ala

<213> Triticum aestivum

<400> 11

Ala
Gly
20

Ala

Trp

ASD

ASp
Met
100

Gly

Ala

val

ser

Phe

Met

Glu

Cys

85

Leu

Phe

Ser
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Lys Leu
ser Thr
Asp Gly
Met Glu

55
Ile val
70 -
Cys val
Ala ser

Cys Asp

ser Ala

Ala
Thr
Y
cys
Leu
Ala
Ile
Ala

120

Ala

val

Thr

25

Ala

Trp

Phe

Ile

Pro

32

Leu

10

val

Ala

Ser

Phe

Arg

90

Phe

Leu

Ala

Leu Leu

Pro Pro

Ala Ala

Ala val

60

val Asn

75 -

Thr val

Thr Ala

Ala Ala

Pro Ala
140

Leu
Leu
e
Thr
sly
Thr
Gin
Pro

125

Pro

Ala

Glu

30

Gly

Lys

Glu

Arg

Glu

110

Pro

Ala

Ala

15

Glu

Gly

Leu

Ser

Arg

95

Ala

Pro

Ser

Ala

Arg

Gly

Gly

Tyr

80

Cys

ASp

Pro

Ala



<210> 12
<211> 174

Met

Leu

Ala

GlIn

Glu

65

Cys

Ala

Lys

Ala

<212> PRT
<213> Hordeum vulgare

<400> 12

Ala

Thr

Gly

Gin

50

Ile

Cys

Thr

Gly

Phe

130

Lys

ser
val
Ala
35

Gln
Ile
Arg
Leu

ASp

Gly

Ser

Ala

20

Pro

cys

Leu

Ala

Ser

100

cys

Gly

Leu

Gly

Ala

Pro

Trp

Phe

1le

85

val

Asp

val

Gly

ES 2 381 845 T3

Ser

Thr

Ala

Glu

Phe

70

Arg

Ile

Ala

Ala

Ala
150

Leu

Ala

Glu

Ile

55

Leu

Ala

Gly

Gly

ser

135

Pro

Leu
Ser
Leu
40

Leu
Asn
val
Phe
i3

Asp

Pro

Thr

25

Ala

Met

Gly

Glu

Thr

105

ser

Gly

33

Ala

10

Thr

Glu

ASp

Glu

Gln

90

Pro

Gly

Ala

Leu

Thr

Arg

Ile

Ala

75

His

Glu

Glu

val

leu

Thr

Leu

Arg

60

Tyr

Cys

Glu

Gly

Ala
140

val

Thr

GIn

45

ser

Leu

Trp

Gly

GlIn

125

Ala

Leu
Phe
30

Gly
cys
Gly
Ala
Asp
110

Gln

Ala

Leu

15

val

val

Thr

Pro

Ala

95

Met

Arg

Ala

Leu

Arg

Gly

Gly

Gly

80

Asp

Leu

Gly

Gly



Met

Ala

Thr

Glu

Ser
65

Leu

Trp

Gly

Asn

Ar

14
Ala
<210> 13

<211> 477
<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 13

Ala

Ala

Thr

Gly
50

Cys

Gly

Ala

ASp

Gly

Arg

Ala

ser

Ala

Ala

35

Ala

Thr

Pro

Ala

Met

115

Pro

Ala

Ala

Ser
Ala
20

Thr

val

Gly

Gly

ASp

100

Leu

Arg

Leu

Ala

Gly
Thr
Thr

Ser

Glu
3
Leu
Lys
His
Gly

Gly
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Pro

Ala

Phe

GlIn

Ite
70

Cys
Met
Gly
ser
Ala
150

Arg

Leu

ser

val

GIn

55

Ile

Arg

Leu

Tyr

Phe

135

ASp

Lys

Leu
Ala
Arg
40

Cys

Leu

Ala

Ser

Cys

120

Gly

Gly

Gly

Pro
Ala
25

Ala

Trp

Phe

Ile

val

105

ASp

Gly

val

Leu

34

Thr
10
Gly

Ala

Glu

Phe

Arg

90

Ile

Ala

ser

Ala

Gly

Leu

Ala

Asp

Thr

Leu

75

Ala

Gly

Gly

ser

Thr

155

Ala

Leu

Arg

Leu

Leu
60

Asn

Ile

Phe

AsSp

Pro

140

Gly

Pro

val
Pro
Ala
45

Leu

Gly

Glu

Thr

ASp

Ala

Ala

val

Leu
Ala
30

Asp

His

Glu

Gln

Pro

110

ASp

Pro

Gly

Gly

Leu
15
ser

Arg

Ile

Ala

Arg

95

Glu

Asn

Pro

Thr

Thr

Leu

Lys

Tyr

Cys

Glu

AsSn

Pro

val
160
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15

20
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atggcttcca aatctagttt catggctacc ttcaacatty tgactctcat

gcttccteca cagtgacage tcgccctcte atgaaaccat ccatggggac

accacaagcc ttgtgtacag gctcaagctt gatgaagata cagggtactg

ctgatgcagc tccaacactg ttctggagag ctgatcttgrt tcttcctcaa

tacattggcc ctgggtgttg cagtgctata agaaccattg gacgcaagtg

atgattggtg ttcttggttt tactgctcaa gaaggtgata tgctccaagg

ggcaatgact ctgacaacaa tggtgaagac catgctcttg cctectcaac

tccgtgaart tﬁaagactac cgttgttaga tcttctgctt ctccttctaa.

<210> 14

<211> 378

<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 14
atggcttcta acacaagttt cctctttgec accatcgcta tcctcctegt
tccggaagaa ctctcccgga gacggaagat tccacaaaca tagcggcaag
ggaggactaa tggagtgttg gaacgcactt tatgagctca aatcatgcac
gttctettct tcctcaacgg tgaaaccaaa crcggcegtcg attgetgtca
gtcatcagca ccgattgttg gccrgcgarg Crcacgrcte taggettrac
accaacgttc ttcgtggttt ctgrtcaatct ccaaattccg gtggrtcttc
tcctctgtga aactttga

<210> 15

<211> 378

<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 15

atggcttcta acacaagttt cctctttgtc accgtcactc ttctcctcgt

tccagcagag cacteccgec cgtggcggat tccaccaaca tageggcetag

ggaggactga tgcagtgttg ggatgcactc tacgagctga agtcatgtac

gttctcttct ttctcaacgg tgagaccaaa ctcggctacg gttgctgcaa

gtcattacca ctgattgttg gccggcgatg cttacttctc ttggctttac

accaatgtcc tccgtggttt ctgtcaatct ccgaactccg gcggttcttc

tcccctgtca aacttrga

<210> 16

<211> 384

<212> ADN

35

gctcatggty
gtcttctcct
ctgggactca
cggtgagact
ttggcctact
ttactgtgat
actgccrctc

cccttga

tctcaacatc
actcaacgga
caacgaaatc

agccgtcgag

ctctgatgaa

tccggegect

tctcaacgtc
actaaccgga
taatgagatc
cgccgttgat
actggaggaa
tccagetcett

60
120
180
240
300
360
420
477

60
120
180
240

300
360
378

60
120
180
240
300
360
378
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15

20

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 16

atggcttcga
accaccgtct
caaagtggag
gagatcgttc
gtagacatca
gaggaagcta

gctccgrctc

<210> 17
<211> 468
<212> ADN

acactacttt
ccggtagaga
gactgatgga
tcttcttect
tcaccaccaa
atgtccttcg

ccaaaatagt

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 17
atggctacta
atatcgacct
gctacggatc
aagtcatgea
ccggttaaag
tgttogtccg
gagtattgtg

aatctacttc
ttcatgtcat
attcecggege
ccgatgagat
gtggaattga
ttatgtttac

agtttcaagce

ES 2 381 845 T3

cctcttctec
tctcecageg
atgctggaac
caacggtgaa
ttgctggceg
tggcttttgt

ttga

gaagcctctt
cactgtcgece
cggaaacttg
tgtcaagttt
caaagattgt
ttcrttaggg
tgagaagtcg

accgtcacac
gagtcatcaa
gcattatacg
acaaaacttg
gcgatgctca

cagaatccaa

ctgctctcat
gagggaagga
atggactgtt
ttccttagtc
tgtggagcca
cttacgacta

gaattatctc

ttctcatcat
ccaacatagc
agctgaaatc
gtgttagttg
cttetctcgg

actccggcga

ttctaatgat
ctctccagtt
ggaacgegag
aaaccggtac
ttgagttggt
tggaagggaa
cttcaccggco

ttggctttgt ctccggttga gataacgtat cccggacttg attattga

<210> 18
<211> 402
<212> ADN

<213> Medicago truncatula

<400> 18

36

cctcctaaac
tgcgaggcetc
atgcaccaac
ttgcgaatec
atttacgect

ctcttctecg

gtcatatctc
cacgaagatg
gttggagctt
gagtgaaccyg
tgtgaaagat
taacttgaga

gccggaaact

60
120
180
240
300
360
384

120
180
240
300
360
420

468
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15

20

atggctttct
tcattgaget
aacaacaaat
tttttcctta
gctcaagaat
attctacgtg
actgttgatg

<210> 19
<211> 456
<212> ADN

ttttgaaact

caacaaaaac

gttgggagac
atggtcagac

gttggggaaa

getrttgtge

ccecttcacce

<213> Oryza sativa

<400> 19

atggcgtgct
gcggtggcgg
gggcagcage
atccrcctct
cgcgtcatcg
ccggaggagy
ccgeeecceg
gccggacgga

<210> 20
<211> 420
<212> ADN

cgggcagttt
gcggegeecce
agcagcagtg
tcttcatcaa
agcagagctg
gggacatgct
cctegeegyc
agagcctggce

<213> Oryza sativa

<400> 20
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gtttattatc
cctagcatca
aatgttggag
acatcttgoa
tttgcttace
tcgtgttgec

tgcacctatc

cctaccgata
gccggggett
ctgggaggtt
€ggcgaggcg
ctgggccace
caagggctac
cgtecggetac

gctgcagcac

atatccttgt
cgtttagaat
cttcaacatt
tctggttgtt
tcgttgggte
tctgttaaca

aacaattatt

atgctectge
gggctggcgc
ctgatggaga
tacctggggce
gacgceatgce
tgcgacgecg
gtcgcegteg
cgttag

cgacaatagt
tatttgatgg
gtactggtga
gtaatgctct
tcacggtaga
attctcttte
ga

cgctgctect
agcggcetggce
tcaagtcgtg
ccggcetgetg
tgtcegtcat
gcgacgagca

gagagaacgc

tacagcaacg
aagtggcece
tattgttaca
tcttactata
agaagctgaa

accatctatc

cgcecggegee
cgacggcgtg
€acgggyggag
ccgegecate
cgggttcace
caagccgtcg

cgccgtaceg

atggcgtect
gccgttgccg
gtaccccteg
gtggcggage
acgcagcteg
gccatgctcg

gacgccgagg

<210> 21
<211> 435
<212> ADN

tgctgagcgt
ttgccgacgc
gcggocgget
tccggtcgtg
gcgocgggtg
ccgcegtagg

ccgeccgocege

cgecgtegee
cgcgegegte
tgacggcgge
cacggacgag
ctgccgegee
gttcaccgee

cgccgecgac

ctcgtegtyg
aacgccggeg
ggcggagggc
atcgtgctct
gtgcgcgeceg
gaggaggcecy
tccacgtege

37

tcagcgectca
ccgeggectt
tggtggagtg
tcttcctcaa
cgacgcgega
acgtcctccg

cggcgecatc

ggccctcegec
ctcgectgca
ctggagcgeg
cggcgagacg
crgctggecg
cggcctctge

ggccgcgtag

60
120
180
240
300
360
402

60
120
180
240
300
360
420
456

60
120
180
240
300
360
420
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25

30

<213> Oryza sativa

<400> 21

atggcgctcg
agcagcacga

gcggcggcgg

ccgtgaagcet
cgaccgtgcec
cggagggagg
ggtcgtgeac

acgaagctgg
ctcggeccgg
ctcgecteca
gagctcgecg

ccggcgtccg cttag

<210> 22

<211>716

<212> ADN

<213> Triticum aestivum

<220>
<221> 5'UTR
<222> (1)..(40)

<220>
<221> 3'UTR
<222> (497)..(686)

<220>

<221> caracteristica miselanea
<222> (509)..(509)
<223>nesa,c,g,o0t

<220>
<221> sitio de poliadenilacion
<222> (687)..(716)

<400> 22

actgctgegt
tcggcttcac

CCCCgeecee
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cgcegtectce
gccgctggag
aggaggggga
gaacgagatc
cgccatccgce
cgcccaggag

gccctccacc

ctactacttg
gagaggctgg
gggrggatga
gtgctcttet
accgrcaccc
gccgacatce

aacgcctcct

38

ccgcggcagce
gcgcggegtt
tggagtgctg
tcgtcaacgg
gccgetgetg
tccgeggett

ccgecgeece

agctggagga
cgacgggatg
gagcgeggtg
cgagtcctac
gccggecatg
ctgcgacgece
cgcgeeggceg

60
120
180
240
300
360
420
435
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gacagccage acttgctaga gcctagagge gatcagtacc atggoettoct ccggoetcact 60
cctcocccgec ctectegtge tgctectget cacagtcgec gecaccgcgt cgacgactac 120
gacgaccttc gtccgggegg gogctcctec ggccgagctc gecgagegge tgcagggage 180
ggggcagcag cagtgctygg agatactgat ggacatcagg tcgtgcacgg gggagatcat 240
cctcttocttc ctcaacggcg aggogracct gggygcccggy tgctgecgcg ccatccgegc 300
cgtcgagcag cactgctggg ccgcggacgc cacgctgtcc gtcatcgggt tcaccccaga 360
ggagggggac atgctcaagg gctactgcga cgccggtgac agcggcgagg ggcagcageg 420
tggtgctttt gacggcgttg caagtgacgg cgccgtggec gecgctgecg gaaggaaggg 480
gctrggtgecc ccgtgaagcl gagagtctna agtgtgtgtc cacgtccacc tgtaggttct 540
cgtgaatcct gtgatgcettc atgagttcat gtaatctttg ttgcgaagct gggaggcgag 600
ttgtgttctc tgggttttgt tcgtgtaacc cgacccgagt tggctatcgce taaccccagc 660
aaggctcgaa taatagtttc tctgccaaaa aaaaaaaada aalaaaaaaa aaaaaa 716

<210> 23

<211> 525

<212> ADN

<213> Hordeum vulgare

<400> 23
atggcgrctt ccggecctet ccttcecacce ctictggtge tgctcgeecge cgecgecgea 60
accgegtegg cggcaggtge goggocggeg agtacgacga cggcgacgac gttcgtocgg 120
gccgecgace tcgcggaccg getggaggga gcggtgtcge agcagtgetg ggagacgetg 180
ctgcacatca agtcgtgcac gggggagatc atcctcttct tcoctcaacgg cgaggecgtac 240
ctggggccgg ggtgetgeeg cgecatcege gecatcgage agcgetgetg ggeegecgac 300
ctcatgctgt ccgtcatcgg gttcaccecg gaggaggggg acatgcetcaa gggctactgc 360
gacgccggeg acgacgacaa <aacaacggg cctcgccata gettcggegg atcgtecccy 420
gccccgecge ctcgtegege tcettggegec gacggcegttg caaccggage cggcaccgtg 480
gccgccgocgg cgggaaggaa agggctcggt gcgocggtag gotga 525

<210> 24

<211> 463

<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 24

39
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tgccttatga tttcttcggt ttcaagatga tcaaatagtt atagatttca tgctcacaca 60
tgctcattag atgtgtacat actttactta cccaaatcta ttttctcgca aagattttga 120
tggtaaagct gatttggttc tattgaacta aatcaaacga gtttcagact gagtgattct 180
aatccggccc attagcccct aaacagaccc actaattacg cagcttttaa tagagtaatt 240
acacctagtt tacccactaa accactaagc actaattatc tcacaatcta atgagettcc 300
ctcgtaatta cttgggcttt cactctacca tttatttgta acagtcaagt ctctactgtc 360
tctatataaa ctctctaaag ttaacacaca attctcatca caaacaaatc aaccaaagca 420
actictactc tttcttcttt cgaccttatc aatctgttga gaa 463

<210> 25

<211> 894

<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 25
aagcatttgc gtttggttta tcattgcgtt tatacaagga cagagatcca crgagctgga 60
atagcttaaa accattatca gaacaaaata aaccattttt tgttaagaat cagagcatag 120
taaacaacag aaacaaccta agagaggtaa ctrgrccaag aagatagcta attatatcta 180
ttttataaaa gttatcatag tttgtaagtc acaaaagatg caaﬁtaacag agaaactagg 240
agacttgaga atatacattc ttgtatattt gtrattcgaga ttgtgaaaat ttgaccataa 300
gtttaaattc ttaaaaagat atatctgatc tagatgatgg ttatagactg taattttacc 360
acatgtttaa tgatggatag tgacacacat gacacatcga caacactata gcatcttatt 420
tagattacaa catgaaattt ttctgtaata catgtcfttg tacataattt aaaagtaatt 480
cctaagaaat atatttatac aaggagttta aagaaaacat agcataaagt tcaatgagta 540
gtaaaaacca tatacagtat atagcataaa gttcaatgag tttattacaa aagcattggt 600
tcactttctg taacacgacg ttaaaccttc gtctccaata ggagcgctac tgattcaaca 660
tgccaatata tactraaatac gtttctacag tcaaatgctt taacgtttca tgattaagtg 720
actatttacc gtcaatcctt tcccattcct cccactaatc caacttttta attactctta 780
aatcaccact aagcttcgaa tccatccaaa accacaatat aaaaacagaa cictcgtaac 840
tcaatcatcg caaaacaaaa caadaacaaaa caaaaacccc aaaaagaaag aata 894

<210> 26

<211> 254

<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 26

40
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Caagtaacca
ctaagttaca
tg¢cactaaaa
ttataaatag

caaaagaaaa

<210> 27
<211> 217
<212> ADN
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ttgactcttic gcttgtatct ttccgttaag accacctatt caatcattct

tgatttaaga tttaagtaaa atcattaact ctctgccctc tcccacttee

accatcttta atcataatta aacctcaaaa atcctttcat aatcacagta

cagctcttac caaatcctct aaaccatcac acaatacaac acaaaatctt

caca

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 27

tttcgratgc
taatcattta
ccactaacac

tctaatcaca

<210> 28
<211>251
<212> ADN

attgrcrgtlr
ctttcactta
aacaaatcct

ctaaaattcc

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 28

jééfftcéit daagcccaat

aatttaataa agacacggta

cgatcactgt gataattact

atcttctact atatattcgt

aaaaagaagc a

<210> 29
<211>1000
<212> ADN

<213> Medicago truncatula

<400> 29

actcatcttc

tcectocccca

tccacaaaca

daacaaaaac

ttagttggcc
aatgcttaga
acaacattaa

cacatcacac

atcagaagcc ttaatcgceac catccaccac
ctaataaacC ttttaattac tctttaatat
cactataaat accaaaccat cacaagctag

cacacca

caatagcttg caaaactggg cgtaacggat
tagaggatta gagggtaatt aaattaacca
acgacaaaaa aacttttcgt ctccctgata

tcataatctc ttacaaaaaa tccataacac

41

60
120
180
240
254

60
120
130
217

60
120
180
240

251
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atcctcaaca tttctatcgc aaatagcetac gagtttctat cttccatcac cgccgecatct 60
tcgccgecge gatgoctota tgtaactcac aaagcgtctt catcggtgtc goccgttgagce 120
aacactattt tccttcagca tcaacttcct ctttgegacg gtggecggag caaaggectt 180
gacggaggag tagacatctt gcgactcttg ttcggaggta agtgtgacgg cggggtgctt 240
atgggtttgr gatgtgtgag ggaggaagct tatggtggtg gacgattgtt ctctctctct 300
ctctctcget atgttacagg cttttttatt ttattttaaa aacagatgtg ccacgtggca 360
cgttctgatt gactatgtca catgacatag cccgccttaa tgtcacggaa gtggaatccc 420
tcatatatca ccaaataagt ctccaattat gtgtaacaaa atggcagcaa tcgattcacc 480
ctttgaagtc aatattagcc gttatatttg taacaacaac aactcaattt gtaagtgaac 540
gtttttaatt agcaattaaa gattccatct gcataacgta catatacata cacaatatga 600
gatcatatat acaatcaaat attcaagtgt cattttattt tataaataaa ttaaaaaaaa 660
aacaagtttc attgcaataa aaatactaat aatccagcett cacactcict tatttaattt 720
aattttccac cagggtccct ttcagctcct gactttcaca gttacacttt tatatatcac 780
tcttaattta tttctttaat tocttaactg aaaaataacc gttggaaact ctatagacga 840
tagtcataca aattgggtat agtaaaagct ttatagaacc taatggccaa acatatgcta 900
tataaattat catcacccgt tectcatttt tcatcacatc aaataatctc tatccctcac 960
tcaaagtatc artcccatta tcactaaata atctccagcece 1000

<210> 30

<211> 700

<212> ADN

<213> Oryza sativa

<400> 30

42
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atgctctgtt ccttttcaag gaatggaatyg atggatgaat gttcacgtte ttgagttcct
aaatggtact aattttgcaa aaactttcta tatgtgtttt ttgttaagaa tgttgtttta
aacccatctt ttcactttat aatatttaat taaatcgttc gtaccctcga atagttattg
Caaattatac traactattc agtcattcag cacaaaagaa cagggccatg aaattgtaat
actagtacat trctgttctt ttcttttctt tttgaggttg tctgaaacac ctgtatctta
aactatcgca gactagccaa tgagtcgtac tcacctgaaa ctgaaaccaa gtgattaacce
aagctggttc gacagtaatt ccatccataa tgcagetecg gageccttca tatcgtgeat
gttactcaaa CaacarCcccc acctcoctcat trccictoce ctattgcatt gcataattge
agaagattaa gccgctaatg cataattaca cattatttgt gtccactaat tttccctttc
ccacacgcta cgaaactcaa aagccggect cctegoctce ttccctgaac gttactaatce
gcgtcatgta taaatacaga gcttgcccac gcaccggcac attgcatcgc actacgcaca
tctacacgat acccaagcag caaagctaga aagaaaaacc

<210> 31

<211>450

<212> ADN

<213> Oryza sativa

<400> 31

tcgagttacc tgactcctga ctgctgcaat tgcatatttg tcagtatcct gaaccatttg

ataagcaatc gatcatacat gcatgattca ttcttgtatg tgaatctaaa tttatagatg

catcataagt gttgccgtta crtcttrtgca atgtgcetaat actaattgaa gcgcactaat

caataattaa ctcataactc gttgaagttc cactactagt accagtacca ggagcatgtg

atctgctcat cttaattaac gatccgttaa tctaatccct ttgecctccac cgttctgcat

gcgcgecgtc agcetaatgat tcgattaatt acgtceccccg cgagettacg ttaccactaa

gtacgtactt aacatattat cctatataag tgtgagcaat tagcaggagt taatcgtgtc

cacttaacat acatcgcaca gcattcagea

<210> 32

<211>1095

<212> ADN

<213> Oryza sativa

<400> 32

43

60
120
180
240
300
360
420
480
340

600
660
700

60
120
180
240
300
360
420
450
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aagcttccaa
ccctggagaa
ctgcggaaga
actatatgat
cataaataat
gatgaatcat
attagcatta
gttttegtte
aactctgtaa
tatagggcag
tgattacttt
ctaggtgagc
gaaacttatt
tgttgcaaac
cctgtaagre

atcagtcgcc

atggacaaca
aggataaatc
attatgtaat
ttcttttcat
tgggttgtat
ccaaagtctt
actacacgta
gccataatat
tatagtaatt
cattttgctg
gcaatagttt
aattttgtta
trrertcett
aatgaatttt
acagaactga

gccattgatc
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tgcaacaata
aaacaatcca
aatatagtag
gtgtttatat
ggtgtatctt
aaaagaattg
gtggggatga
gaagagaaaa
ttgtgcggta
ggtaaatagg
gaagcaaaat
ccacgtccat
gccacaatat
accccaccat
agaaactctg

actaagctag

caaactacat
gatataacta
atatgagttc
attttttacc
ttggtggaaa
agttgatgtg
acttgataga
taatactatt
aggatatatt
attgaagcaa
accaaaaatt
gtgctgattt
aaagctaaaa
agctaaatta
taataataat

tgcagtgtaa

acatgagtgt
gatgtgtacc
taaaattttc
tttattaatt
gagatgcaat
gcttcacgac
tatatataga
tgtttattaa
atcagtcgct
aataggtgag
ttactettge
aaagteteet
tatttgtcat
actcatgatt
aattgatcac

tggcaatgga

tgagaccatc
ccgcgegttg
tttcaaacca
atccaaatgt
ttacactttt
agaagagaga
tataggattt
gcctgtaaga
gcagaaacgc
gaagccaaac
cattgacaca
ttttaaaaaa
taactgatcc
aataaataag
taagaatatg

cgccactacc

atrcaacaatg gcagcgatcc catccccttc cccttcoctcg cgocctatat aaccacaget

cgccggegat cgatcactge accatcagct c€ccacaaace cageraacca agtttaattg

ccaccaaget cacca

<210> 33
<211> 8
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> resto de secuencia de promotor de EC1

<400> 33

ccactaat 8
<210> 34

<211> 21

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico

<400> 34
agggtggtgc caagaaggtc a 21
<210> 35
<211> 20

<212> ADN
<213> Artificial

44

1020
1080
1095

60
120
180
240
300
360
420
480 -
540
600
660
720
780
840
9300
960
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<220>
<223> cebador oligonucleotidico

<400> 35
tatccccact cgttgtcgta 20

<210> 36
<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico

<400> 36

ccgagceggcet gcagggagtg g 21
<210> 37

<211> 22

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico

<400> 37

gcgtcggagt agcccttgag ca 22
<210> 38

<211> 26

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico

<400> 38

gatttggcat cacactttct acaatg 26
<210> 39

<211> 21

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico

<400> 39

gttccaccac tgagcacaat g 21
<210> 40

<211> 21

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico

<400> 40

45
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acagtgacag ctcgccctct ¢ 21

<210> 41
<211>24
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico

<400> 41
agtcattgcc atcatagtaa cctt 24
<210> 42
<211> 21

<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico

<400> 42

agtttcctct ttgccaccat ¢ 21
<210> 43

<211> 21

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico

<400> 43
caccgttgag gaagaagaga a 21
<210> 44
<211> 24

<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico

<400> 44

ccagcggagt catcaaccaa cata 24
<210> 45

<211> 22

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico

<400> 45
ggagacggag ccggagaaga gt 22
<210> 46
<211> 21

<212> ADN
<213> Atrtificial

46
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<220>
<223> cebador oligonucleotidico

<400> 46

gcgccggaaa cttgatggac t 21
<210> 47

<211> 21

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico

<400> 47

ggcgceeggtg aaggagataa t 21
<210> 48

<211> 23

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico

<400> 48

tgccttatga tttcttcggt ttc 23
<210> 49

<211> 28

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico

<400> 49

tcagagtcat tgccatcaca gtaacctt 28
<210> 50

<211> 22

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico

<400> 50

aagcatttgc gtttggttta tc 22
<210> 51

<211> 20

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico

<400> 51
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aatgcggttt tagtcacacg 20

<210> 52
<211> 22
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico

<400> 52
ccatttctct gcagattgat aa 22
<210> 53
<211> 22

<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico

<400> 53

ccatagatct ttctttttgg gg 22
<210> 54

<211> 20

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico

<400> 54
atccagactg aatgcccaca 20

<210> 55
<211> 20
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico

<400> 55

gccttatgat ttctteggtt 20
<210> 56

<211> 20

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico

<400> 56
gcaggagtgt aaagatgaat 20
<210> 57
<211> 27

<212> ADN
<213> Atrtificial
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<220>
<223> cebador oligonucleotidico

<400> 57
ccccgaattc cttatgattt cttcggt 27

<210> 58
<211> 24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico

<400> 58

ctcggatccg ggttagaagg agaa 24
<210> 59

<211> 18

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico

<400> 59
ccagttccac caggattg 18

<210> 60
<211> 17
<212> ADN
<213> Atificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico

<400> 60

cccaagatct ggccctt 17
<210>61

<211> 21

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico

<400> 61

gcgtggtgat gtggagtatt g 21
<210> 62

<211> 21

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico

<400> 62
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tcaccgaagt tcatgccagt ¢ 21

<210> 63
<211> 20
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico

<400> 63

ccgtaccgag ccgcaggaac 20
<210> 64

<211>23

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico

<400> 64

cagatctcgg tgacgggcag gac 23
<210> 65

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico

<400> 65
atctgtctag aaatggcttc 20

<210> 66
<211> 23
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico

<400> 66

tttattctag aaagtaataa cag 23
<210> 67

<211> 24

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico

<400> 67
aaagaaagat ctatggcttc taac 24
<210> 68
<211> 24

<212> ADN
<213> Atrtificial
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<220>
<223> cebador oligonucleotidico

<400> 68
tcattagtcg actttgcata catc 24

<210> 69
<211>8

<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> resto de secuencia de promotor de EC1

<220>

<221> variacioén
<222> (1)..(1)
<223>kesgot

<220>

<221> variacion
<222> (8)..(8)
<223>mesaoc
<400> 69

ktaattam 8
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REIVINDICACIONES

1. Construccién de acido nucleico aislado que comprende una secuencia de control transcripcional especifica de
gametos femeninos de plantas, en la que la secuencia de control transcripcional comprende SEC ID N.°: 24,
conectada operativamente a una secuencia de nucleétidos de interés que es heterdloga con respecto a la secuencia
de control transcripcional.

2. Célula que comprende una construccion de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacién 1; y/o una forma
integrada gendmicamente de dicha construccidn, con la condicién de que la célula no sea una célula madre
embrionaria humana o una célula germinal humana.

3. Célula de acuerdo con la reivindicacion 2 en la que la célula es una célula vegetal.

4. Célula de acuerdo con la reivindicacion 3 en la que la célula es una oosfera vegetal.

5. Célula de acuerdo con la reivindicacion 4 en la que el nivel, la velocidad y/o el patron de expresion de la
secuencia de nucleétidos de interés estan alterados en la oosfera vegetal en relaciéon con una forma de tipo silvestre

de la oosfera vegetal.

6. Estructura pluricelular que comprende una o mas células de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
2ab.

7. Estructura pluricelular de acuerdo con la reivindicacion 6 en la que la estructura pluricelular comprende una
planta o una parte, 6rgano o tejido de la misma.

8. Estructura pluricelular de acuerdo con la reivindicaciéon 7 en la que la estructura pluricelular comprende una
oosfera vegetal.

9. Procedimiento para expresar especificamente o preferencialmente una secuencia de nucleétidos de interés en
una oosfera vegetal, comprendiendo el procedimiento llevar a cabo transcripcion de la secuencia de nucleétidos de
interés en una planta sometida al control transcripcional de una secuencia de control transcripcional que comprende
SEC ID N.°: 24.
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FIGURA 1
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FIGURA 3

FIGURA 4
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FIGURA 5
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FIGURA 6
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FIGURA 7
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FIGURA 8
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FIGURA 9
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FIGURA 10
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