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DESCRIPCION
Produccion de semillas hibridas
La presente invencion se refiere a métodos para preparar semillas hibridas.

En particular, la presente invencion se refiere al control molecular de la esterilidad en plantas de cosechas. Tal
esterilidad masculina y femenina en plantas se puede usar en la preparacion de semillas hibridas a partir de
cosechas que son naturalmente autopolinizadoras.

La presente invencion también se refiere a casetes de expresion para la incorporacion en plantas, y al uso de tales
casetes de expresion en un sistema restaurador de la esterilidad masculina/femenina.

Las plantas hibridas que se hacen crecer a partir de semillas hibridas se benefician de los efectos heteréticos de
cruzar dos trasfondos genéticos distintos. La produccion de semillas hibridas depende de la capacidad para
controlar la autopolinizacién y asegurar la polinizacion cruzada de plantas progenitoras masculinas y femeninas.

Existe un numero de métodos para controlar la fertilidad del polen. Por ejemplo, en el caso de maiz, que tiene flores
masculinas y femeninas separadas, el control de la fertilidad del polen se logra retirando fisicamente la
inflorescencia o borla masculina, antes del desprendimiento del polen, evitando asi la autopolinizacién.

Sin embargo, la inmensa mayoria de las cosechas importantes tienen érganos reproductivos funcionales tanto
masculinos como femeninos en la misma flor. En este caso, la retirada de los érganos productores de polen es muy
laborioso y caro. El uso de productos quimicos (gametocidas), particularmente en trigo, maiz (maiz) y arroz, para
exterminar o bloquear la produccidon de polen produce esterilidad masculina transitoria, pero el uso de tales
productos quimicos es caro. También son un problema la fiabilidad de los productos quimicos y su duracién de
accion.

Existe un considerable interés en desarrollar sistemas de control del polen basandose en mecanismos genéticos que
produzcan esterilidad masculina. Hay dos tipos generales: a) esterilidad masculina nuclear, provocada por el fallo de
la produccion de polen debido a uno o mas genes nucleares, y b) esterilidad masculina citoplasmica (CMS), en la
que la produccion de polen se bloquea debido a un defecto en un gen en la mitocondria. Los ejemplos de sistemas
de esterilidad que usan mecanismos genéticos se describen en los documentos EP412006, W09627673,
EP412911, W0O96113588, W094125593 y EP344029.

Los sistemas nucleares actualmente disponibles se basan en la introduccion de un rasgo de esterilidad masculina en
una planta progenitora, seguido de la introduccion de un gen de la restauracion de la fertilidad como resultado de
polinizacién cruzada con otra planta para producir plantas hibridas fértiles. El sistema Paladin, que se describe en el
documento WO96/01799, es diferente, y se basa en una separacion durante la producciéon de genes de semillas
hibridas que, cuando se expresan juntos en otra planta, tienen un efecto citotoxico, conduciendo a la esterilidad
masculina.

El arroz y el trigo son plantas que se autopolinizan y tienen pequeias flores hermafroditas, y de esta manera el
enfoque de la eliminacién de la borla adoptado para la produccién de semillas hibridas en el maiz no es aplicable. La
retirada manual de las anteras es dificil y consume tiempo. Ademas, el polen del trigo es relativamente pesado y es
viable sélo durante un periodo de tiempo corto, raras veces permaneciendo viable durante mas de 30 minutos. Por lo
tanto, la técnica de plantacién usada en la produccion de maiz hibrido, es decir, plantar el progenitor masculino en
un bloque separado fisicamente del progenitor femenino (el estéril masculino) y permitir la polinizacién por el viento,
no funciona bien en el trigo o el arroz. Los progenitores masculinos y femeninos para estas cosechas han de ser
interplantados para asegurarse la polinizacion cruzada. Puesto que las semillas hibridas necesitan comprender mas
de 95% de hibridos, es necesario eliminar las semillas que se producen de la autopolinizaciéon del progenitor
masculino, o es necesario hacer que el progenitor masculino sea incapaz de autofertilizarse, y por lo tanto sea
incapaz de producir semillas no hibridas. Claramente, la interplantacion de las plantas progenitoras significa que la
primera opcion es dificil excepto que las plantas masculinas sean susceptibles a cierto tratamiento quimico al que el
progenitor femenino es tolerante, por ejemplo tratamiento con herbicidas.

Nuestra Solicitud de Patente Internacional n® PCT/GB90/00110 (WO90/08830) describe una cascada de secuencias
génicas que expresan una proteina que interrumpe la biosintesis de polen viable en una planta progenitora
femenina. En este caso, sin embargo, sélo una de las plantas progenitoras, es decir, el progenitor masculino, es
estéril, para minimizar la autopolinizacion de la planta femenina, y esta planta femenina se cruza con una planta
progenitora masculina fértil para producir semillas hibridas fértiles. Sin embargo, no hay ninguna descripcion en la
bibliografia de un método para producir semillas hibridas en el que ambas plantas progenitoras sean incapaces de
autopolinizarse.

La presente invencion se refiere a un método mediante el cual se pueden producir semillas hibridas que busca
superar los problemas asociados actualmente con la produccién de semillas hibridas, particularmente con la
produccién de semillas hibridas de trigo y arroz.
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Segun un primer aspecto de la presente invencion, se proporciona un casete de expresion que comprende:

(a) una primera secuencia promotora génica que es un promotor especifico de tapetum, de antera, de estambre
y/o de polen;

(b) un gen interruptor que codifica un producto capaz de interrumpir la fertilidad masculina, operablemente
enlazado al primer promotor génico;

(c) una segunda secuencia promotora génica que es un promotor especifico floral de ovario, de 6vulos, de
pistilo, de estilo, de estigma, de aparato transmisor y/o de placenta, opcionalmente enlazado operablemente a
una o mas secuencias potenciadoras de la traduccion o intrénicas;

(d) un gen restaurador que codifica un producto capaz de restaurar la fertilidad femenina, operablemente
enlazado a la segunda secuencia promotora génica;

(e) un tercer promotor génico que es inducible mediante la aplicacion de un inductor quimico exdgeno,
opcionalmente enlazado operablemente a una o mas secuencias potenciadoras de la traduccion o intrénicas; y

(f) un gen restaurador que codifica un producto capaz de restaurar la fertilidad masculina, operablemente
enlazado a la tercera secuencia promotora génica.

Segun un segundo aspecto de la presente invencion, se proporciona un casete de expresion que comprende:

(a) un primer promotor génico que es un promotor especifico floral de ovario, de 6vulos, de pistilo, de estilo, de
estigma, de aparato transmisor y/o de placenta,

(b) un gen interruptor que codifica un producto capaz de interrumpir la fertilidad femenina, enlazado operablemente
al primer promotor génico;

(c) un segundo promotor génico que es un promotor especifico del tapetum, de antera, de estambre y/o de polen,
opcionalmente enlazado operablemente a una o mas secuencias potenciadoras o intrénicas;

(d) un gen restaurador que codifica un producto capaz de restaurar la fertilidad masculina, enlazado operablemente
al segundo promotor génico;

(e) un tercer promotor génico que es inducible mediante la aplicacion de un inductor quimico exégeno,
opcionalmente enlazado operablemente a una o mas secuencias potenciadoras o intronicas; y

(f) un gen restaurador que codifica un producto capaz de restaurar la fertilidad femenina, enlazado operablemente al
tercer promotor génico.

Se proporciona un método para producir semillas hibridas, que comprende:

(a) incorporar un casete de expresion segun el primer aspecto de la presente invenciéon en una primera planta
para generar una planta progenitora femenina hemicigota, aplicar un inductor quimico exégeno a la planta
progenitora femenina, permitiendo de ese modo que la planta progenitora femenina se autopolinice,
obtener semillas de dicha planta progenitora femenina, y seleccionar una planta progenitora femenina,
que se hace crecer a partir de dichas semillas, que es homocigota para dicho casete de expresion.

(b) incorporar un casete de expresion segun un segundo aspecto de la presente invenciéon en una segunda
planta para generar una planta progenitora masculina hemicigota, aplicar un inductor quimico exégeno a
la planta progenitora masculina, permitiendo de ese modo que la planta progenitora masculina se
autopolinice, obtener semillas de dicha planta progenitora masculina, y seleccionar una planta progenitora
masculina, que se hace crecer a partir de dichas semillas, que es homocigota para dicho casete de
expresion;

(c) cruzar la planta masculina homocigota seleccionada de la parte (b) y la planta femenina homocigota de la
parte (a); y

(d) recoger las semillas hibridas producidas en el progenitor femenino.

Se proporciona tejido vegetal transformado con uno de los casetes de expresion como se define anteriormente, y
material derivado de dicho tejido vegetal transformado.

Se proporcionan plantas completas fértiles que comprenden el tejido o material como se define anteriormente.

Se proporciona la progenie de las plantas seleccionadas producidas, comprendiendo la progenie casetes de
expresion como se definen anteriormente, incorporados, preferiblemente incorporados de forma estable, en su
genoma, y las semillas de tales plantas y tal progenie.
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Segun un aspecto de la presente invencion, se proporciona una planta, cuyo genoma comprende el primer casete de
expresion segun el primer aspecto de la presente invencion.

Segun un aspecto de la presente invencion, se proporciona una planta, cuyo genoma comprende el segundo casete
de expresion segun el segundo aspecto de la presente invencion.

Se describen ademas semillas hibridas producidas cruzando estas dos plantas y obteniendo las semillas hibridas
resultantes producidas de ellas.

Se proporciona el uso de una planta segun la presente invencion para producir semillas hibridas.

Se describe ademas un método para transformar una planta que comprende incorporar en el genoma de la planta un
casete de expresion como se define anteriormente en el que el gen restaurador, que esta enlazado operablemente a
una tercera secuencia promotora génica, es expresado de forma inducible en el tejido diana, pero puede ser
expresado de forma constitutiva en uno o mas tejidos diferentes de manera que el gen interruptor sélo es eficaz en
el tejido diana. La tercera secuencia promotora se puede expresar constitutivamente en una etapa particular, por
ejemplo en tejido de callo.

Preferiblemente, el primer casete de expresion definido anteriormente y usado en el método comprende un gen
interruptor que codifica un producto que es capaz de interrumpir la produccion de polen.

Preferiblemente, el primer casete de expresion definido anteriormente comprende un gen interruptor que codifica un
producto que es capaz de ser expresado en las células tapetales de la planta.

Preferiblemente, la tercera secuencia promotora génica en el primer casete de expresion es la secuencia del
promotor Alc A o la secuencia del promotor GST-27.

Preferiblemente, el segundo casete de expresion definido anteriormente y usado en el método comprende un gen
restaurador que codifica un producto que es capaz de restaurar la produccién de polen.

Preferiblemente, el segundo casete de expresion definido anteriormente comprende un gen restaurador que es
capaz de superar la interrupcion de las células tapetales.

Preferiblemente, la tercera secuencia promotora génica en el segundo casete de expresion es la secuencia del
promotor Alc A o la secuencia del promotor GST-27.

Preferiblemente, las plantas masculinas en el método comprenden un gen dominante homocigoto que restaura la
fertilidad masculina.

Preferiblemente, las plantas femeninas en el método comprenden un gen dominante homocigoto que restaura la
fertilidad femenina.

Preferiblemente, las semillas hibridas F1 producidas dan lugar a plantas cuyas anteras producen aproximadamente
50% de polen viable, en las que la primera secuencia promotora génica del primer casete de expresién como se
define anteriormente es una secuencia promotora gametofitica.

Preferiblemente, las semillas hibridas F1 producidas dan lugar a plantas, todas las cuales son completamente
fértiles, en las que la primera secuencia promotora del primer casete de expresiéon como se define anteriormente es
una secuencia promotora esporofitica.

Preferiblemente, las semillas hibridas F2 dan lugar a plantas que se segregan para esterilidad, de las cuales un
numero significativo son estériles femeninas.

Preferiblemente, las plantas homocigotas masculinas y femeninas producidas mediante el método se multiplican y
se mantienen mediante la aplicacion a las plantas de un inductor quimico exégeno, permitiendo de ese modo que las
plantas se autopolinicen. A este respecto, se pueden producir generaciones adicionales de autopolinizacién de las
plantas homocigotas masculinas y femeninas seleccionadas, y, cuando se necesitan semillas hibridas, las plantas se
pueden cruzar para obtener semillas hibridas.

Preferiblemente, las plantas usadas en el método son trigo, cebada, arroz, maiz, remolacha, tomate, girasol, canola,
algoddn, haba de soja y otros vegetales.

Preferiblemente, el gen restaurador usado en el método para transformar una planta es expresado constitutivamente
en tejido de callo, a partir del cual se regeneran plantas transformadas.

Preferiblemente, el gen restaurador es expresado induciblemente en las estructuras florales masculinas o
femeninas.

Preferiblemente, la tercera secuencia promotora génica de los casetes de expresion usados en el proceso de
transformacion es la secuencia del promotor GST-27 o del promotor Alc A.
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Se describe adicionalmente un método para preparar semillas hibridas, que comprende interplantar una planta
progenitora masculina, que es fértil masculina y estéril femenina recesiva homocigota, y una planta progenitora
femenina, que es estéril masculina recesiva homocigota y fértil femenina, permitir la polinizacion cruzada y obtener
semillas producidas de ello, en el que el ADN genémico de cada planta progenitora tiene integrado en él un
constructo génico que comprende una secuencia promotora sensible a la presencia o ausencia de un inductor
quimico exdgeno, enlazada operablemente a un gen que restaura completamente la fertilidad de cada planta
progenitora, expresandose el gen mediante la aplicacién a la planta de un inductor quimico externo que permite de
ese modo que cada progenitor se autopolinice cuando se necesite para la multiplicacion de los lotes de semillas de
cada planta progenitora.

Se describe ademas un sistema de expresion, que comprende:
(a) una primera secuencia promotora génica que es una secuencia de promotor especifico de flor masculina;

(b) un gen interruptor que codifica un producto capaz de interrumpir la fertilidad masculina, enlazado
operablemente a la primera secuencia promotora génica;

(c) una segunda secuencia promotora génica que es una secuencia de promotor especifico de tejido
femenino, opcionalmente enlazada operablemente a una o mas secuencias potenciadoras de la
traduccion o intrénicas;

(d) un gen restaurador que codifica un producto capaz de restaurar la fertilidad femenina, enlazado
operablemente a la segunda secuencia promotora génica;

(e) una tercera secuencia promotora génica sensible a la presencia o ausencia de un inductor quimico
exogeno, enlazada operablemente a una o mas secuencias potenciadoras de la traduccion o intrénicas;

() un gen restaurador que codifica un producto capaz de restaurar la fertilidad masculina, enlazado
operablemente a la tercera secuencia promotora génica;

por medio de lo cual la presencia del inductor quimico exdgeno controla la fertilidad masculina, en el que el gen
capaz de interrumpir la esterilidad masculina es un gen interruptor que codifica un producto que es expresado en las
células tapetales de la planta.

Se describe ademas un sistema de expresion, que comprende:

(a) una primera secuencia promotora génica que es una secuencia de promotor especifico de tejido
femenino;

(b) un gen interruptor que codifica un producto capaz de interrumpir la fertilidad femenina;

(c) una segunda secuencia promotora génica que es una secuencia de promotor especifico de tejido
masculino, opcionalmente enlazada operablemente a una o mas secuencias potenciadoras de la
transcripcion o intrénicas.

(d) un gen restaurador que codifica un producto capaz de restaurar la fertilidad masculina, enlazado
operablemente a la segunda secuencia promotora génica;

(e) una tercera secuencia promotora génica sensible a la presencia o ausencia de un inductor quimico
exogeno, enlazada operablemente a una o mas secuencias potenciadoras de la traduccion o intronicas; y

() un gen restaurador que codifica un producto capaz de restaurar la fertilidad femenina, enlazado
operablemente a la tercera secuencia promotora génica;

por medio de lo cual la presencia del inductor quimico exégeno controla la fertilidad femenina, y en el que el gen
capaz de restaurar la fertilidad masculina es un gen que codifica un producto que restaura la produccion de polen en
las células tapetales.

Las secuencias de promotor especifico de flor masculina preferidas son las secuencias del promotor MSF14 y C5
(derivada de pectina metil esterasa) del maiz.

La expresion “material vegetal” incluye una cariépside en desarrollo, una caridpside en germinacién o grano, o un
plantén, una plantula o planta, o tejidos o células de los mismos, tales como las células de una caridpside en
desarrollo o los tejidos de un plantén en germinacion o grano en desarrollo o planta (por ejemplo en las raices, hojas
y tallo).

El término “casete”, que es sindnimo de términos tales como “constructo”, “hibrido” y “conjugado”, incluye un gen de
interés unido directa o indirectamente a una secuencia promotora génica. Un ejemplo de una union indirecta es la
provision de un grupo espaciador adecuado, tal como una secuencia intrénica o potenciadora, intermedia entre el
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promotor y el gen de interés. Tales constructos también incluyen plasmidos y fagos, que son adecuados para
transformar una célula de interés.

La expresion “gen interruptor” es un gen que actida de manera dominante, y, cuando se expresa en una etapa
adecuada del desarrollo vegetal, conducira a la imposibilidad de una planta para formar estructuras florales
femeninas que funcionen normalmente o estructuras florales masculinas que funcionen normalmente, de manera
que la planta es estéril femenina o estéril masculina. Tal gen puede ejercer su efecto interrumpiendo tejidos tales
como el tapetum y el endotelio. El gen se puede expresar especificamente en flores masculinas durante la formacion
del polen, provocando la muerte celular de las anteras y tejidos asociados, células madre de polen, polen y tejidos
asociados. También se puede expresar en el estigma o en el aparato transmisor del estilo, interfiiendo asi con el
proceso de adhesion del polen, hidratacion, germinacion del polen y crecimiento y guia del tubo del polen. El origen
de los genes interruptores puede ser de una variedad de fuentes de origen natural, por ejemplo células humanas,
células bacterianas, células de levadura, células vegetales, células fungicas, o pueden ser genes totalmente
sintéticos que pueden estar compuestos de secuencias de ADN, algunas de las cuales se pueden encontrar en la
naturaleza, algunas de las cuales no se encuentran normalmente en la naturaleza, o una mezcla de ambos. Estos
genes tendran preferiblemente un efecto sobre el metabolismo mitocondrial, puesto que es sabido que un requisito
absoluto para la produccion de polen fértil es un buen suministro de energia. Sin embargo, los genes interruptores
se pueden dirigir de forma efectiva a otras funciones bioquimicas esenciales, tales como el metabolismo del ADN y
ARN, la sintesis proteica, y otras rutas metabdlicas. El gen interruptor dominante preferido es barnasa.

La expresion “gen restaurador” es un gen que actua de manera dominante, y, cuando es expresado, invertira los
efectos del gen interruptor. El gen restaurador dominante preferido es barstar.

La expresion “flor femenina” pretende incluir todas las partes de los érganos reproductores femeninos, incluyendo,
pero sin limitarse a, ovario, 6vulos, pistilo, estilo, estigma, aparato transmisor, placenta.

La expresion “flor masculina” pretende incluir todas las partes de la flor masculina, incluyendo, pero sin limitarse a,
tapetum, anteras, estambres, polen.

El método de produccion de semillas hibridas es diferente de y tiene un nimero de ventajas con respecto a métodos
existentes por muchas razones. La utilizacién de esterilidad tanto masculina como femenina no se ha descrito
previamente. Esta caracteristica evita la autopolinizacion de cualquier progenitor, permitiendo asi la produccion de
semillas hibridas sin la necesidad de bloques de plantacion separados para progenitores masculinos y femeninos.
Esta interplantacion de plantas progenitoras masculinas y femeninas maximiza la oportunidad de polinizacion
cruzada en cosechas, tales como trigo y arroz, que son esencialmente autopolinizadoras. En los ejemplos de trigo y
arroz, en los que no se lleva a cabo la plantacién de blogues, este método permite la produccion de semillas hibridas
sin la necesidad de aplicar herbicida para apartar las plantas progenitoras masculinas después de la fertilizacion de
la progenitora femenina. Un sistema restaurador quimicamente inducible sélo es necesario para el mantenimiento de
lineas parentales homocigotas en lugar de para el proceso de produccién de semillas hibridas. Esto significa que se
aplican compuestos quimicos a extensiones limitadas de tierras, y entonces sdélo de forma poco frecuente. En la
presente invencién se puede usar un nimero de sistemas de interruptores-restauradores, o sistemas de operadores-
represores.

Las plantas que contienen los casetes de expresion de la presente invencion que controlan la fertilidad masculina y

femenina también se pueden usar separadamente para obtener hibridos F1 con otras lineas progenitoras, que no
contienen los casetes de expresion, si en la otra linea se usa un control alternativo adecuado de la fertilidad
masculina o femenina (tal como la retirada mecanica de las anteras u dvulos, o el uso de gametocidas quimicos). Si
la progenie de estos hibridos F1 se retrocruzan entonces durante un nimero apropiado de generaciones con los
otros progenitores hibridos, mientras se selecciona la presencia del casete de expresion con técnicas moleculares,
bioquimicas o de ensayo de progenie, el sistema para controlar la fertilidad masculina o femenina se puede transferir
o introgresar en nuevos trasfondos progenitores. Como alternativa, los hibridos F1 con otras lineas progenitoras se
pueden autopolinizar, mediante la aplicacion de un inductor quimico exdgeno para restaurar la fertilidad masculina o
femenina segun sea apropiado, para seleccionar nuevos progenitores hibridos que contienen los casetes de
expresion, a través del proceso normal de reproduccion vegetal. El uso de tal introgresion y reproduccion vegetal
permitira que los métodos de produccion de semillas hibridas de la presente invencién sean usados con una amplia
variedad de combinaciones parentales nuevas y ya existentes de hibridos F1.

Los promotores que son inducibles mediante aplicacién de compuestos quimicos exdgenos son conocidos en la
técnica. Los promotores inducibles adecuados son aquellos que son activados por aplicacién de un compuesto
quimico, tal como un protector de herbicidas. Los ejemplos de promotores inducibles incluyen el sistema comutador
Alc A/R descrito en la Publicaciéon Internacional n® WO. 93/21334, el sistema conmutador de GST descrito en las
Publicaciones Internacionales n® WO 90/08826 y WO 93/031294, o el conmutador de ecdisona descrito en la
Publicacion Internacional n® WO 96/37609. Tales sistemas de promotores se denominan aqui como “promotores
conmutadores”. Los compuestos quimicos conmutadores usados conjuntamente con los promotores conmutadores
son compuestos quimicos agricolamente aceptables que hacen a estos promotores particularmente utiles en los
métodos.
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Una de las ventajas de usar el promotor Alc A, que es un componente del sistema conmutador Alc A/R, en la
presente invencion es que el inductor quimico usado es etanol. Este compuesto quimico es ventajoso por cuanto se
puede aplicar como un empapamiento de raices, como una pulverizacién acuosa, o como un gas. Es eficaz a
concentraciones de 1%, y no es toxico para los operarios ni para el entorno.

La presente invencién se puede usar para cualquier planta mono- o dicotiledénea que el reproductor o el criador
desee producir como semillas F1 y para las cuales estan o se hacen disponibles técnicas de transformacion
adecuadas, particularmente cosechas de trigo y arroz. La presente invencion tiene la ventaja de reducir los costes
de manipulacién de las cosechas asociados con la produccién de semillas hibridas F1, facilita el control de la pureza
de las semillas hibridas, y mantiene lineas parentales.

En una aplicacion particular, la presente invencion se refiere a la produccion de plantas parentales masculinas y
femeninas, que se hacen estériles usando técnicas de ingenieria molecular. La esterilidad de estas plantas se puede
invertir usando una aplicacién quimica, que conduce a la restauracion de la fertilidad.

La antera es el sitio de los procesos reproductivos masculinos en plantas en floracion. Esta compuesta de varios
tejidos vy tipos celulares, y es responsable de producir granos de polen que contienen las células de esperma. El
tapetum es un tejido especializado que juega un papel critico en la formacion del polen. Rodea al saco de polen de
forma temprana en el desarrollo del polen, se degenera durante las ultimas etapas del desarrollo, y no esta presente
en una forma organizada en la antera madura. El tapetum produce un ndmero de compuestos que ayudan al
desarrollo del polen o se incorporan en la pared externa del polen, y se ha demostrado que muchas de las
mutaciones de esterilidad masculina naturales tienen una diferenciacion o funcién alterada del tapetum. Por lo tanto,
el tejido tapetal es critico para la formacion de granos de polen funcionales.

Se ha identificado y clonado un nimero de genes que son expresados especificamente en el tejido tapetal. Estos
incluyen Osg6B, Osg4B (Tsuchiya et al. 1994, Yokoi, S et al. 1997), pE1, pT72 (documento W09213957), pCA55 del
maiz (documento W092/13956), TA29, TA13 (Seurinck et al. 1990), RST2 del maiz (documento W09713401),
MS14,18,10 y A6, A9 de Brassica napus (Hird et al. 1993).

Se ha demostrado que un promotor especifico del tapetum, aislado del arroz, da lugar a plantas estériles masculinas
cuando se usa para dirigir la expresion de 1,3-glucanasa en tabaco (Tsuchiya et al.1995). El promotor especifico
del tapetum TA29 se ha usado para producir tabaco estéril masculino (Mariani et al. 1990), y pC55, pE1 y pT72 para
producir trigo estéril masculino (De Block et al. 1997) cuando se dirige la expresién de barnasa.

Se han obtenido clones especificos del polen a partir de un ndmero de especies, incluyendo maiz (Hanson et al.
1989, Hamilton et al. 1989,) y tomate (Twell et al. 1990, 1991).

Se han aislado clones especificos de anteras a partir de un nimero de especies Bp4A 'y C de Brassica napus (Albani
et al. 1990), chs de petunia (Koes et al. 1989), arroz (Xu et al. 1993, Zou et al. 1994), entre otros.

Se pueden obtener homologos de trigo de estos clones y de otros mediante métodos tales como PCR degenerada,
utilizando secuencias encontradas en la bibliografia, y la identificacion subsiguiente de genotecas de trigo y de otros,
y el andlisis de la especificidad tisular usando la expresion de genes informadores. Estos métodos estan bien
documentados en la bibliografia.

En plantas superiores, el érgano reproductor femenino esta representado por el pistilo, compuesto del ovario, estilo y
estigma. Se ha demostrado que el gineceo contiene hasta 10.000 ARNm diferentes no presentes en otros drganos
(Kamalay y Goldberg 1980). Estos incluyen genes reguladores responsables de controlar el desarrollo del pistilo, asi
como aquellos “aguas abajo” que codifican proteinas asociadas con tipos celulares diferenciados en el pistilo. Los
genes que gobiernan la autoincompatibilidad y sus homdlogos son una case de genes con patrones de expresion
predominante en el pistilo (Nasrallah etal. 1993). Otros genes clonados incluyen f glucanasa (Ori et al. 1990),
pectato liasa (Budelier et al. 1990) y quitinasa (Lotan etal. 1989), que son expresados en el tejido transmisor, y un
inhibidor de proteinasa (Atkinson et al. 1993) que es expresado en el estilo. Otros estan relacionados con la
patogénesis, o son homodlogos de genes implicados en la ruptura de los enlaces glucosidicos. Estas enzimas
pueden facilitar el crecimiento del tubo del polen mediante la digestién de proteinas en el tejido mediante el cual
crece el tubo del polen.

Se ha identificado un numero de mutantes estériles femeninos en Arabidopsis. Por ejemplo, sin1 (integumento corto)
(Robinson-Beers et al. 1992) y bel1 (bell) (Robinson-Beers et al. 1992) afectan al desarrollo del évulo. La mutacion
Aintegumenta bloquea la megasporogénesis en la etapa de tétrada (Elliot, R.C, et al. 1996, Klucher.K.M, 1996). Se
ha observado en el maiz pero no se ha clonado una mutacién de évulo 2 letal (Nelson et al. 1952). Se han clonado
endoquitinasas basicas especificas del pistilo a partir de un nimero de especies (Ficker et al. 1997, Dzelzkalns et al.
1993, Harikrishna et al. 1996, Wemmer et al. 1994), y se ha demostrado que los genes similares a extensina son
expresados en los estilos de Nicotiana alata (Chen C-G, et al. 1992).

Los siguientes son clones especificos del 6vulo: ZmOV23.13 (Greco R., et al. sin publicar), OsOsMAB3A (Kang
H.G., et al. 1995), ZmZmM2 (Theissen G., et al. 1995), y especificos del estigma: sitg1 (Goldman, M.H et al. 1994),
STGO08, STG4B12 (documento EP-412006-A). Goldman et al. usaron el promotor del gen de STIG1 para dirigir la
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expresion de barnasa en la zona secretora estigmatica. Esto conduce a flores que no tienen zona secretora en los
pistilos, y de este modo fueron estériles femeninas. Los granos de polen fueron capaces de germinar, pero fueron
incapaces de penetrar la superficie.

Se han aislado de la orquidea siete ADNc especificos del 6vulo (Nadeau et al. 1996). Nuevamente, los homdlogos
de trigo de estos y de muchos otros se pueden obtener mediante técnicas de biologia molecular estandar.

Se describe ademas la identificacion de genes que impactan sobre la esterilidad masculina y femenina. Tales genes
se pueden usar en una variedad de sistemas para controlar la fertilidad.

Se ha revisado el procedimiento para marcar genes de maiz con elementos transponibles (Doring, 1989). Uno de los
métodos que se puede usar es cruzar una linea de maiz que posee elementos transponibles activos y un alelo
dominante del gen diana con una cepa de maiz normal que no posee elementos transponibles. La progenie
procedente del cruzamiento se puede autopolinizar e identificar en busca de las mutaciones mas deseables, es
decir, aquellas que conduzcan a esterilidad. Las plantas estériles representan casos potenciales en los que un
elemento transponible se ha transpuesto a un locus que posee un gen esencial para la fertilidad. Los genes se
pueden recuperar entonces de muchas maneras. La patente US 5.478.369 describe el aislamiento, mediante este
método, de un gen descrito como MS45.

Se ha identificado un gen de fertilidad masculina en Arabidopsis thaliana usando el sistema marcador de transposon
EnSpm-I/dSpm para obtener un mutante de esterilidad masculina 2 (ms2) y el gen MS2 (Aarts et al. 1993). Se ha
demostrado que este gen MS2 esta implicado en la gametogénesis masculina, la sintesis de la pared celular no se
produce después de la meiosis de las células madre de las microsporas, y las microsporas se degradan
eventualmente. Se han identificado homdlogos de MS2 en Brassica napus, Zea Mays, y a un marco de lectura
abierto encontrado en ADN mitocondrial de trigo. Por lo tanto, el aislamiento de genes criticos para la fertilidad en
Arabidopsis puede conducir a la clonacion de homodlogos en otras especies. Este enfoque se ha tomado claramente
para aislar otros genes criticos para la fertilidad.

Ahora hay pruebas de la existencia de regiones amplias de colinealidad conservada entre especies de pastos a nivel
genético. Ahn y Tanksley (1993) demostraron la relacion entre arroz y maiz, y Kurata et al (1994) demostraron que el
genoma del trigo se podria alinear con el arroz, y Moore et al (1995) demostraron que los tres mapas se podrian
alinear. Esto abre la via al uso del cartografiado genémico comparativo como medio para aislar genes.

El enfoque de microsintenia para clonar genes se basa en la similitud emergente en el orden génico y de los
marcadores moleculares entre especies evolutivas relacionadas. Este enfoque es particularmente atractivo para
especies de cereales de grandes genomas de importancia agricola, como trigo, maiz y cebada, que pueden
aprovecharse de su pariente gendémico pequefo, el arroz. Kilian et al. (1997) informan del progreso sobre la
clonacién a base de mapas de los genes Rpgl y rpg4 de la cebada, usando arroz como vehiculo de cartografiado
intergenémico.

Puesto que el enfoque anterior esta limitado a genes diana que se han cartografiado genéticamente, se esta
desarrollando en el arroz, usando el sistema Ac/Ds del maiz, Izawa et al (1997), un método alternativo de
aislamiento génico, que es un sistema de marcaje de transposoén efectivo.

Se ha sugerido como util un numero de métodos para inactivar genes necesarios para la fertilidad, o para producir
compuestos citotdxicos en los tejidos para evitar el desarrollo normal de gametofitos.

La solicitud de patente internacional n°® W09942598 describe un método para inhibir la expresion génica en un tejido
vegetal diana usando un gen interruptor seleccionado de UU\NIT, tubulinas, T-urf, subunidades de ATP-asa, cdc25,
ROA, MOT.

Hay otros varios sistemas inactivadores conocidos. Por ejemplo, barnasa (Mariani et al. 1990), la cadena A de la
toxina de la difteria, pectato liasa. Dos ejemplos de la expresion de compuestos citotoxicos descritos previamente
son la expresion de avidina e lamH/lamS.

Se ha demostrado que la expresion de B1,3-glucanasa en células tapetales genera plantas estériles masculinas
(Worrall et al. 1992). El mecanismo antisentido se ha propuesto como un mecanismo mediante el cual se puede
reducir la expresion de genes criticos para el desarrollo de polen, y se ha demostrado (Van der Meer 1992) que la
inhibicién antisentido de la biosintesis de flavonoides conduce de hecho a la esterilidad masculina. Se ha
reivindicado que la reduccién de la expresién de flavanol en maiz da como resultado esterilidad masculina
(documento WO 9318171, Pioneer Hi-Bred International). También se han descrito otros mecanismos (Spena et al.
1992).

Baulcombe (1997) describe un método de silenciamiento génico en plantas transgénicas via el uso de vectores de
ARN virico replicable (Amplicons™), que también puede ser util como un medio para desactivar la expresion de
genes endogenos. Este método tiene la ventaja de que produce una mutacion dominante, es decir, es puntuable en
el estado heterocigoto y desactiva todas las copias de un gen seleccionado como diana, y también puede desactivar
las isoformas. Esto es una clara ventaja en el trigo, que es hexaploide. La fertilidad se podria restaurar entonces
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usando un promotor inducible para llevar a cabo la expresion de una copia funcional del gen desactivado.

Kempin et al. (1997) dan a conocer la interrupcion seleccionada de un gen funcional usando recombinacion
homologa. Sin embargo, este método produce normalmente una mutacion recesiva, es decir, es puntuable solo en el
homocigoto. Para ser detectable en el estado heterocigoto, tendria que ser directamente letal o, por ejemplo,
provocar un blogueo en una ruta de manera que hubiese una acumulacién de un compuesto citotdxico, que
conduzca a la letalidad. A fin de detectar una mutacion de esterilidad, seria necesario generar un homocigoto
recesivo por autopolinizacién, en el que uno de cuatro de la progenie seria estéril. El constructo conmutador que
permite la expresion del gen desactivado tendria que ser introducido en un heterocigoto obtenido mediante
retrocruzamiento del homocigoto. Este es un método potencialmente Util para generar los mutantes recesivos
necesarios para el método descrito mas tarde en el Ejemplo 1.

Las ribozimas son moléculas de ARN capaces de catalizar reacciones de ruptura endonucleolitica. Pueden catalizar
reacciones en trans, y se pueden dirigir a diferentes secuencias y por lo tanto son alternativas potenciales al
antisentido como medio para modular la expresion génica (Hasselhof y Gerlach). Wegener et al (1994) han
demostrado la generacion de una mutacién dominante en trans mediante expresién de un gen de ribozima en
plantas.

Se conocen varios métodos para alterar los sistemas de autoincompatibilidad de las plantas modificando la
expresion del gen S como medio para introducir la esterilidad masculina, en los que una planta se transforma con un
constructo que utiliza un gen S gametofitico que codifica una ribonucleasa, de tal manera que una planta
autoincompatible se convierte en autocompatible, o una planta autocompatible se convierte en autoincompatible,
evitando asi la autopolinizacion.

Los ejemplos de combinaciones de genes interruptores/restauradores incluyen barnasa y barstar, y TPP y TPS. Se
ha descrito el uso del sistema de barnasa/barstar para generar en primer lugar esterilidad y después restaurar la
fertilidad (Mariani et al. (1992)). La trehalosa fosfato fosfatasa (TPP), cuando se expresa en células tapetales de
tabaco usando el promotor especifico del tapetum Tap1 (Nacken et al 1991) de Antirrhinum, da como resultado
esterilidad masculina. Se piensa que es como resultado de cambiar la capacidad metabdlica y fotosintética de
hidratos de carbono de los tejidos en los que se expresa. Las anteras muestran signos de necrosis, y cualquier polen
producido esta muerto. El retrocruzamiento con tabaco de tipo salvaje da como resultado el desarrollo de semillas
normales. El analisis de la progenie muestra que la esterilidad se segrega con el transgén. TreC, trehalosa-6-fosfato
hidrolasa, es un segundo gen cuya expresion perturba los niveles de trehalosa-6-fosfato, y se ha demostrado que,
cuando se expresa usando el promotor constitutivo de plastocianina, el resultado es la escision del capullo antes de
la floracién. De este modo, si la expresién se limita al tapetum, se puede producir esterilidad masculina de la misma
manera como cuando se expresa TPP en el tapetum. También se ha demostrado que, después de la aplicaciéon de
GA, los capullos florales permanecen en la planta, y se produce algun polen, conduciendo en algunos casos a la
produccién de semillas.

También se ha demostrado que la expresion equimolar simultanea de trehalosa fosfato sintasa (TPS) y TPP no da
ningun efecto sobre la fisiologia vegetal, es decir, TPS contrarresta el efecto de TPP en la capacidad metabdlica y
fotosintética de los hidratos de carbono de tejidos en los que se expresan. También se ha demostrado que es
posible restaurar la fertilidad retransformando lineas de tabaco estériles con un constructo que expresa TPS en el
tapetum. Claramente, la expresion de TPS también se podria poner bajo control de un promotor inducible para
permitir que se restaurase la fertilidad cuando se desee, o la optimizacién de la aplicacién de GA podria ser un
medio alternativo para restaurar la fertilidad. El promotor procedente de un gen expresado especificamente en los
tejidos que rodean al 6vulo o en el évulo, tal como el gen FBP7 de la caja MADS, se podria usar para llevar a cabo
la expresion de TPP o TreC para obtener esterilidad femenina. Es probable que se requiera cierta optimizacion del
uso de codones para obtener el mismo efecto en una planta de cosecha de monocotiledéneas, tal como trigo o maiz
(Merlo y Folkerts), (Seed y Haas).

El uso de un numero de sistemas de operadores/represores se ha descrito como medio para controlar la expresion
génica en plantas. Wilde et al. demostraron el uso del sistema lac de E. coli para reprimir la expresion de GUS bajo
el control del promotor cab del maiz (expresién de /ac | dirigida por el promotor 35S CaMV). Se insertaron
secuencias operadoras en diversas posiciones en el promotor CAB, y se evalu6 el grado de represion. Dependiendo
de la posicién de las secuencias operadoras, se observé un intervalo de represién. Cuando la secuencia operadora
se incorpord mediante sustitucion entre la caja TATA y el comienzo de la transcripcion, se obtuvo una represion de
~90%. Esta represion se puede aliviar mediante la adicion de IPTG. Esto se demostré tanto en protoplastos del
tabaco como en transformantes estables.

Lehming et al. informan que se pueden lograr cambios drasticos en la afinidad de uniéon mediante la modificacion de
aminoacidos en la hélice de reconocimiento del represor lac, dando asi un control mas estricto de la expresién. Se
han descrito otros sistemas, e incluyen el sistema del promotor inducible por tetraciclina, desarrollado por Gatz et al.
(1991, 1992), en el que un promotor 35S CaMV modificado es reprimido en plantas que expresan niveles elevados
de la proteina represora de tetraciclina, pero se restaura cuando se afade tetraciclina.

La induccion de la actividad proteica mediante esteroides puede proporcionar un sistema de expresion inducible
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quimicamente, que no sufre de problemas de toxicidad quimica. Los dominios de unién a ligando de receptores de
esteroides de mamiferos y de insectos, tales como el receptor de glucocorticoides (GR), el receptor de estrégenos,
se pueden usar para regular la actividad de proteinas en células de mamiferos (Picard et al. 1993). Un dominio de
union a ligando fusionado a una proteina mantiene la proteina en un estado inactivo hasta que se introduce el
ligando. Lloyd et al. (1994) describen una fusion de un regulador transcripcional del maiz con GR. Simon et al.
(1996) describen una fusion de GR con un producto génico del tiempo de floracion de Arabidopsis responsable de la
induccion de la transcripcion, y Aoyama et al. (1995) describen una fusién de Gal4 o VP16 con una proteina
transactivadora vegetal, Athb-1, colocada bajo control de esteroides por medio del dominio de unién a ligandos de
GR. Se sabe que la capacidad de los activadores transcripcionales para unirse a ADN y para activar
simultaneamente la transcripcidon esta localizada en dominios definidos de tales factores de transcripcion. Se ha
demostrado, (Ptashne 1988) y Mitchell y Tijan (1989), que los factores activadores transcripcionales estan hechos de
modulos que funcionan independientemente. Ptashne y Gann (1980), y otros, han demostrado que es posible
combinar una porcién responsable de la activacion de la transcripcion de un factor con una porcién de unién a ADN
de otro factor, y que la proteina hibrida resultante es activa en células de levadura. Un sistema que incorpora estos
componentes se puede usar para aliviar la represion e inducir asi la expresion de genes de manera controlada.

También se ha descrito el uso de hormona juvenil o uno de sus agonistas como un ligando quimico para controlar la
expresion génica en plantas mediante transactivacion mediada por receptores.

Preferiblemente, el sistema conmutador usado para expresar de forma inducible el gen restaurador es el sistema
conmutador de AlcA/R. Se ha demostrado la expresion inducible de GUS en anteras y polen de tomate, y se han
introducido constructos similares en trigo para demostrar la expresion de GUS en tejido masculino y femenino
usando el sistema conmutador de AIcA/R. También se ha demostrado la expresion inducible de GUS en borlas,
barbas, embriones y endospermo de maiz usando el sistema conmutador de GST inducible por un protector (Jepson
et al. 1994). Por supuesto, en la presente invencion también pueden ser Utiles otros sistemas conmutadores.

La expresion de genes citotdxicos o interruptores durante la transformacion vegetal como resultado de expresion
“permeable” desde los promotores especificos de flores masculinas y femeninas a un nivel muy bajo en tejidos
distintos del tejido diana puede provocar la muerte celular y la falta de recuperacién de los transformantes. Los
promotores inducibles usados en la presente invencion para dirigir la expresion de los genes restauradores pueden
ofrecer cierta proteccion frente a esta posibilidad, por las siguientes razones.

En el caso del promotor GST-27, se ha observado la expresion constitutiva en callo. En el caso del promotor AlcA,
que es inducido con etanol, se ha observado la induccion de la expresion de GUS a concentraciones de 7 ng/100 ml
de aire. Esta concentracion de etanol se puede afiadir al medio de cultivo tisular para asegurar la expresion del gen
restaurador.

Los ejemplo de combinaciones de genes interruptores/restauradores incluyen barnasa y barstar, y TPP y TP.

En la presente invencion, se prefiere el uso de secuencias potenciadoras de la traduccién, en particular la secuencia
Q de TMV (Gallie et al.), para dar un incremento en los niveles de expresion a partir de los promotores especificos
de tejidos constitutivos y promotores inducibles, de manera que la expresion del gen restaurador, por ejemplo
barstar, excede sobradamente la que se necesita para inhibir el gen interruptor, por ejemplo barnasa, que se esta
produciendo. Gallie et al. demostraron que la traduccion de los ARNm procariotas y eucariotas esta potenciada
enormemente por un derivado contiguo de la secuencia lider de 5’, de 68 nucledtidos, de la cepa U1 del virus del
mosaico del tabaco, denominada Q. También se ha demostrado que otras varias secuencias lider viricas potencian
la expresion, tal como el virus del mosaico de la alfalfa (AIMV) y el virus del mosaico de la retama (BMV). En
protoplastos del mesofilo del tabaco, se observa una potenciacion de ~20 veces. También se pueden usar en la
presente invencion otras secuencias potenciadoras, por ejemplo el virus del grabado del tabaco.

Ademas, el uso de secuencias intronicas para potenciar los niveles de expresion esta muy bien documentado. Entre
aquellas estudiadas esta la secuencia del intron 1 del maiz adh1, que se ha demostrado que incrementa los niveles
de expresiéon 12-20 veces cuando se inserta en secuencias traducidas de 5’ en constructos quiméricos introducidos
en protoplastos del maiz (Mascarenhas et al. 1990), y el intron Sh 1, también del maiz. La inclusion de este intrén en
constructos en los que el promotor CaMV35S dirigié la expresion de CAT dio como resultado incrementos de entre
11 y 90 veces (Vasil et al 1989).

Los niveles de expresion de los genes restauradores e interruptores también se pueden balancear o modular de las
siguientes maneras. Se podria usar un promotor que da niveles elevados de expresion para llevar a cabo la
expresion del gen restaurador, mientras que se podria usar un promotor que da niveles mas bajos de expresion para
llevar a cabo la expresion del gen interruptor. Esto aseguraria que el producto del gen interruptor esta inundado por
el producto del gen restaurador, inactivando de ese modo todas las moléculas citotdxicas o interruptoras,
permitiendo la restauracién completa de la fertilidad. Una manera adicional de modular los niveles de expresién se
podria llevar a cabo usando mutagénesis para cambiar la secuencia alrededor del codén de iniciacion AG, de tal
manera que la expresion del gen interruptor no es dptima (Kozak (1989)), y por lo tanto esta disminuida.

Los sistemas de expresion se pueden introducir en una planta o célula vegetal via cualquiera de los métodos
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disponibles, tales como transformacion por Agrobacterium, electroporacion, microinyeccion de células vegetales y
protoplastos, bombardeo de microproyectiles, bombardeo bacteriano, particularmente el método de “fibra” o
“filamento”, dependiendo de la especie vegetal particular a transformar. Las células transformadas se pueden
regenerar entonces en casos adecuados en plantas completas, en las que el nuevo material nuclear se incorpora de
forma estable en el genoma. De esta manera se pueden obtener plantas transformadas tanto monocotiledoneas
como dicotileddneas. Para detalles completos de los métodos conocidos, se puede hacer referencia a la bibliografia.

Christou y Heie (1997) describen la transformacién de arroz usando metodologia de bombardeo y el progreso en la
trasformacion del arroz mediada por Agrobacterium tumefaciens.

Otros métodos publicados para transformar trigo incluyen Becker et al (1994), que describen el uso de bombardeo
de microproyectiles de tejido escutelar, y Vasil et al (1993), que describen la generacion rapida de trigo transgénico
tras el bombardeo directo de embriones inmaduros. La Figura 22 describe lineas cronolégicas para la transformacion
de trigo mediante bombardeo.

En el proceso de transformacion, es necesario el uso de marcador seleccionable para seleccionar transformantes
que poseen los constructos de esterilidad. Este podria ser un marcador seleccionable de antibiéticos, o un gen de
resistencia a herbicidas. El uso de un gen de resistencia a herbicidas u otro marcador no es esencial (pero se puede
considerar que es conveniente) para el procedimiento de la produccién de semillas hibridas. Las plantas hemicigotas
usadas en el método de la presente invencién se pueden tratar con un compuesto quimico para inducir la expresion
de los genes restauradores, que permiten que se produzca la autopolinizacion. La progenie de esta autopolinizacion
sera segregante, y se puede hacer crecer, se puede tratar con un compuesto quimico y se puede autopolinizar. La
progenie de lineas homocigotas no se segregaran para fertilidad. Entonces se puede llevar a cabo una repeticion del
procedimiento para engrosar la semilla estéril homocigota.

Los componentes individuales de los casetes de expresion de la presente invencidn se pueden proporcionar en uno
0 mas vectores individuales. Estos se pueden usar para transformar o cotransformar células vegetales para permitir
que tenga lugar la interaccion apropiada entre los elementos.

La presente descripcion se describira ahora mediante ejemplos, en los que se ha de hacer referencia a las Figuras
que se acompanan, en las que:

La Figura 1 muestra una representacion esquematica de casetes de expresion usados en un método de produccion
de semillas hibridas que usa un progenitor femenino estéril masculino recesivo homocigoto.

Las Figuras 2a y 2b muestran la generacién de semillas hibridas F1 a partir de un progenitor femenino estéril
masculino recesivo homocigoto y un progenitor masculino estéril femenino, y la segregacion en la generacion F2.

La Figura 3 muestra una representacion esquematica de casetes de expresion usados en un procedimiento de
produccién de semillas hibridas.

La Figura 4 muestra una representacion esquematica de un casete de expresion usado en la produccién de una
planta progenitora fértil femenina estéril masculina usando un promotor especifico de flor masculina y un promotor
especifico de tejido femenino.

La Figura 5 muestra una representacion esquematica de un casete de expresion usado en la producciéon de una
planta progenitora masculina estéril femenina usando un promotor especifico de flor masculina y un promotor
especifico de flor femenina.

Las Figuras 6a, 6b y 6c muestran la generacion de plantas hibridas F1 usando una planta progenitora femenina
estéril masculina y una planta progenitora masculina estéril femenina, ambas bajo el control de promotores
esporofiticos, y la generacion de las semillas hibridas F1 y la segregacion de la progenie F2.

Las Figuras 7a, 7b y 7c muestran la generaciéon de plantas hibridas F1 usando una planta progenitora femenina
estéril masculina y una planta progenitora masculina estéril femenina, estando la esterilidad masculina bajo el control
de un promotor gametofitico, y estando la esterilidad femenina bajo el control de un promotor esporofitico, y la
generacion de semillas hibridas F1 y la segregacion de la progenie F2.

La Figura 8 muestra el vector de transformacion vegetal binario pMOG1006.

La Figura 9 muestra el vector de transformacion vegetal binario pMOG1006-FSE.

La Figura 10 muestra el vector de clonaciéon pFSE4.

La Figura 11 muestra la expresion de GST en diversos tejidos de maiz mediante analisis northern.

La Figura 12 muestra la expresion inducible del gen informador GUS en hoja de tabaco mediante el promotor GST.

La Figura 13 muestra la expresion inducible del gen informador GUS en hoja de maiz mediante el promotor GST.
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La Figura 14 muestra la expresion inducible del gen informador GUS en borlas de maiz mediante el promotor GST.
La Figura 15 muestra la expresion inducible del gen informador GUS en el endospermo de maiz.

La Figura 16 muestra las estrategias de clonacion de pPUG y RMS-3.

La Figura 17 muestra el vector pGSTTAK.

La Figura 18 muestra el vector RMS-3.

La Figura 19 muestra el mapa de pSRN.AGS, un vector de expresion de GUS inducible para uso en especies
dicotileddneas.

La Figura 20 muestra la estrategia de clonacion para pSRN.AGS, un vector de expresion de GUS inducible para uso
en especies de dicotiledoneas.

La Figura 21 muestra el mapa de pUIRN.AGS, un vector de expresion de GUS inducible para uso en especies
monocotiledéneas.

La Figura 22 muestra las lineas cronolégicas para la transformacioén de trigo mediante bombardeo.
La Figura 23 muestra el mapa de pSRN.

La Figura 24 muestra el mapa de pAGS.

La Figura 25 muestra el mapa de pMOG1006-SRN.AGS, un vector de transformacion del arroz.
La Figura 26 muestra el mapa de pGUN.

La Figura 27 muestra el mapa de pdvh405.

La Figura 28 muestra Tap1AlcR-AlcAGIuGUSIntnos.

La Figura 29 muestra Stig1AlcR-AlcAGIuGUSIntnos.

La Figura 30 muestra el vector de transformacion del maiz Zm/RMS14.

La Figura 31 muestra pMOG1006-C5-GUS, un vector de transformacion del arroz.

La Figura 32 muestra el vector de clonacién pFSE.

La Figura 33 muestra pMOG1006-MFS14-GUS, un vector de transformacion del arroz.
La Figura 34 muestra el Casete A, MFS14-barnasa/barstar-nos.

La Figura 35 muestra el Casete B, C5-barnasa/barstar-nos.

La Figura 36 muestra el Casete C, CaMV 35S-AlcR-nos.

La Figura 37 muestra el Casete D, AlcA.Glu11-barstar-nos.

La Figura 38 muestra el Casete E, MFS14.Glu11-barstar-nos.

La Figura 39 muestra el Casete F, Stig1-barnasa/barstar-nos.

La Figura 40 muestra el Casete G, Stig1.Glu11-barstar-nos.

La Figura 41 muestra RMS30.

La Figura 42 muestra RMS32.

La Figura 43 muestra la expresion de GUS en callo de tabaco Alc-GUS transgénico y de tipo salvaje no inducido e
inducido por etanol.

La Figura 44 muestra la expresion de GUS en anteras de tabaco Alc-GUS transgénicas y de tipo salvaje inducidas
por vapor de etanol y no inducidas.

La Figura 45 es igual que antes, pero la induccion se realiza mediante empapamiento de las raices con agua y
etanol.

La Figura 46 muestra la expresion de GUS en pistilos no inducidos e inducidos a partir de capullos de flores de
tabaco de 9-10 mm.
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La Figura 47 muestra la expresion de GUS en pistilos no inducidos e inducidos a partir de capullos de flores de
tabaco de 17-22 mm.

La Figura 48 muestra la expresion de GUS en pistilos no inducidos e inducidos a partir de capullos de flores de
tabaco de 33-35 mm.

La Figura 49 muestra la expresion de GUS en flores de colza no inducidas e inducidas.
La Figura 50 muestra la flor de colza no inducida.

La Figura 51 muestra la expresién de GUS en pistilos de colza, dos dias después de la induccién por empapamiento
de las raices.

Las Figuras 52 a 55 muestran la expresion de GUS en el estigma y el estilo de flores de colza inducidas por etanol.
La Figura 56 muestra pistilos de colza de tipo salvaje y Alc-GUS inducidos por agua.

La Figura 57 muestra pistilos de colza Alc-GUS, dos dias después del empapamiento de las raices con etanol al 2%.
La Figura 58 muestra pistilos Alc-GUS tratados con agua y tratados con etanol al 5%.

La Figura 59 muestra la flor de colza tras la induccion.

La Figura 60a muestra la expresion de GUS en anteras de tomate, dirigida por el promotor Alc A, y la 60b muestra la
expresion de GUS en polen de tomate, dirigida por el promotor AlcA.

La Figura 61 muestra la secuencia de ADN que codifica la secuencia del promotor ZmC5 en el maiz.

La A subrayada es el punto de inicio transcripcional putativo, y el ATG en negrita y subrayado es el punto de inicio
traduccional.

EJEMPLO 1

En este ejemplo, la planta progenitora masculina es fértil masculina y estéril femenina homocigota como resultado
de una mutacién natural o manipulada. La planta progenitora femenina es estéril masculina recesiva homocigota y
fértil femenina. La esterilidad masculina se puede manipular genéticamente o se puede introducir mediante
cruzamiento, o podria ser debida a una mutacién natural. Por ejemplo, podria ser debida a una mutacién en un gen,
tal como MS45, que se ha demostrado que actia de manera recesiva, conduciendo solamente a esterilidad cuando
es homocigoto.

Las lineas parentales también contienen una secuencia de ADN que codifica un promotor inducible enlazado
operablemente a una copia funcional del gen de la esterilidad, restaurando asi la fertilidad con el fin de mantener las
lineas parentales femenina y masculina, respectivamente (véase la Figura 1).

El cruzamiento de estas dos plantas progenitoras genera hibridos F1 que son heterocigotos para los alelos recesivos
de esterilidad masculina y esterilidad femenina, y por lo tanto son completamente fértiles. Sin embargo, si el granjero
cosecha y hace crecer la semilla F1, la generacion F2 se segrega para esterilidad, conduciendo a una pérdida de
heterosis y produccién puesto que aproximadamente 25% de las plantas femeninas son estériles (véanse las
Figuras 2a, 2b y 2c).

Aunque se conocen mutaciones recesivas femeninas en el maiz, los genes todavia no se han clonado.
EJEMPLO 2

Se ha formulado un segundo método para producir semillas hibridas basandose en la esterilidad provocada
enteramente por manipulacion genética (véase la Figura 3).

PROGENITOR FEMENINO

El progenitor femenino es una linea estéril masculina, es decir, un gen inactivante es expresado por un promotor
esporofitico masculino, evitando de ese modo la produccion de polen funcional viable. Ademas, un gen restaurador
es expresado en los tejidos femeninos. La autofertilidad se puede restaurar por medio de un promotor inducible
enlazado a un gen restaurador. La transformacioén con tal casete de expresion (véase la Figura 4) conduce a plantas
hemicigotas MS R" R® --------- !

R® = fertilidad masculina y femenina quimicamente restaurable.
MS = esterilidad masculina dominante.

RM = restaurador de la fertilidad masculina dominante.
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FS = esterilidad femenina dominante.
RF = restaurador de la esterilidad femenina dominante.

Para obtener plantas homocigotas para uso en la produccion de semillas hibridas, la planta hemicigota debe ser
inducida con un inductor quimico exégeno, tal como etanol en el caso del conmutador génico Alc A/R, y se debe
dejar que se autopolinice.

Gametos | MSRR®®

MSR'R® MSR'R®
MS RF R® MS RFR®®
MSRFR®

Tres cuartos de las plantas producen polen 100% estéril, ya que el gen de la esterilidad tiene un efecto dominante;
solo la linea nula es fértil masculina. La planta homocigota se puede distinguir de las plantas heterocigotas haciendo
crecer la semilla que resulta de la autopolinizacion para repetir el procedimiento de induccién y autopolinizacion. La
progenie de éstas se segregara para esterilidad, y se puede puntuar facilmente, dependiendo del genotipo, como se
describe anteriormente. También se podria usar para la puntuacién un gen de resistencia a herbicidas u otro gen
marcador seleccionable. En el caso de la planta homocigota, toda la progenie sera estéril masculina y resistente a
herbicidas; en el caso de la heterocigota, la progenie continuara segregandose para esterilidad.

De este modo, la linea estéril masculina homocigota, fértil femenina homocigota se puede seleccionar de esta
manera.

PROGENITOR MASCULINO

La planta progenitora masculina es completamente fértii masculina, pero es estéril femenina, es decir, esteéril
femenina homocigota, fértil masculina. En este caso, la esterilidad femenina es provocada expresando, en érganos
florales femeninos, un gen inhibidor que es pernicioso para el desarrollo de érganos florales femeninos, como se
define anteriormente. Como alternativa, el tubo del polen se puede destruir, o se puede evitar de otro modo que la
planta desarrolle la semilla. Un gen restaurador también es expresado en los tejidos florales masculinos.

La planta progenitora masculina se obtiene de la misma manera que la planta progenitora femenina, pero usando el
constructo mostrado en la Figura 5. En este caso, las plantas hemicigotas tienen el genotipo:

y la plantas homocigotas tendran el genotipo
FSFSRYR"R® R*
EJEMPLO 3

En este ejemplo, el casete de expresion comprende un promotor gametofitico (por ejemplo, especifico de polen)
(véase la Figura 5). La planta progenitora masculina es como se describe en el Ejemplo 2 anterior. Los ejemplos de
promotores especificos del polen incluyen Zm13 (Hanson et al.) y C5, depositado en The National Collection of
Industrial and Marine Bacteria como NCIMB 40915 el 26 de enero de 1998. La secuencia promotora C5 se muestra
en la Figura 61. Una vez mas se debe obtener la linea estéril masculina homocigota, y las plantas hemicigotas se
tratan quimicamente y se autopolinizan.

Gametos | MSR'R®

MS R" R® MS R: R® MS R" R®
MSR'R*
MSRTR®*

En este caso, la linea homocigota, es decir, MS MS R RF R®™ R™ produce polen 100% estéril, que se puede
identificar mediante tincion con DAPI. Este se puede distinguir del polen procedente de la planta heterocigota, que
produce polen 50% estéril y 50% fértil, que también es identificable mediante tincién con DAPI.

De este modo, se puede seleccionar la linea MS MS R™ R" R® R,
Por lo tanto, se puede observar que ni la planta homocigota masculina ni la femenina se pueden autopolinizar.

La planta progenitora femenina en los Ejemplos 2 y 3 posee un casete de expresion que comprende un promotor
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especifico femenino que dirige la expresion de un gen restaurador, y la planta progenitora masculina posee un
casete de expresion que comprende un promotor especifico masculino que dirige la expresion de un gen
restaurador. En las plantas progenitoras, estos casetes de expresion no tienen ningun efecto sobre la fertilidad,
debido a la especificidad de los promotores.

Sin embargo, cuando estas dos lineas progenitoras se cruzan, el resultado depende de si se ha usado un promotor
gametofitico (por ejemplo, especifico del polen) o un promotor esporofitico (por ejemplo, especifico del tapetum),
para producir esterilidad masculina en el progenitor femenino. Cuando se usa un promotor esporofitico, se logra una
restauracion completa de la fertilidad, y la semilla F1 es completamente fértil, es decir, produce polen
aproximadamente 100% feértil (véanse las Figuras 6a, 6b). Sin embargo, si se retiene la semilla F1 y se hace crecer
por el granjero, la esterilidad se segrega como antes (véase la Figura 6c¢). Si se usa un promotor gametofitico para
obtener esterilidad masculina, no se logra la restauracién completa de la fertilidad, puesto que el polen es haploide, y
so6lo alrededor de 50% del polen heredara el alelo funcional que produce fertilidad del polen (véanse las Figuras 7a,
7b). La progenie F2 se segrega como se describe previamente (Figura 7c).

El mantenimiento de las lineas estériles homocigotas se logra, cuando se requiere, mediante el tercer componente
del sistema. Por lo tanto, cada linea parental comprende un promotor inducible, enlazado opcionalmente a una
secuencia potenciadora o una o mas secuencias intronicas, dirigiendo la expresion del restaurador en todos los
tejidos al aplicar el compuesto quimico inductor, permitiendo de este modo la producciéon de polen en el progenitor
femenino y el desarrollo normal del dévulo del tejido en el progenitor masculino. Entonces se puede producir la
autopolinizacion, permitiendo el engrosamiento de la semilla parental.

En todos los ejemplos, la aplicacion de compuestos quimicos en el campo es necesario solamente para producir
semillas de las lineas parentales, lo que se necesita hacer de forma poco frecuente y en una extension relativamente
pequeia de terreno.

En los Ejemplos descritos, es posible usar un promotor especifico del tapetum (Figuras 6a, 6b o 6¢) o un promotor
especifico del polen (Figuras 7a, 7b) para dirigir la expresién del gen inactivante. Se prefiere el uso de un promotor
especifico del tapetum, ya que se puede restaurar completamente la fertilidad. Sin embargo, puesto que el polen es
haploide, la restauracién completa de la fertilidad no es posible cuando se usa un promotor especifico del polen. Sin
embargo, puede haber ventajas a la hora de usar un promotor especifico del polen. Por ejemplo, los promotores
especificos del polen pueden tener una mayor especificidad por el tejido. El tratamiento quimico de las plantas sé6lo
es necesario para restaurar la fertilidad para permitir la autopolinizacion.

EJEMPLO 4
PREPARACION DE VECTORES DE CLONACION GENERALES

Todas las técnicas de biologia molecular se llevaron a cabo como se describe por Maniatis et al Molecular Cloning:
A Laboratory Manual, segunda edicion (1989), Cold Spring Harbour Laboratory Press: Vols | y Il (D.N. Glover ed
1985), o como recomiendan los fabricantes citados.

Preparacién de pMOG1006-Fse

pMOG1006 (Figura 8) es un vector binario que posee como marcador seleccionable un gen de resistencia a
higromicina, y se usa para la transformacion del arroz mediada por Agrobacterium. El vector modificado se preparo
digiriendo pMOG1006 con EcoRl e insertado un par hibridado de oligonucleétidos complementarios que tienen las
secuencias

Link1A  AAT TGA TCG GCC GGC CCT AG
Link1B AAT TCT AGG GCC GGC CGATC

que introduce un sitio Unico Fsel. Los clones que contienen la secuencia oligonucleotidica correcta se seleccionaron
mediante hibridacion con el oligonucleétido link1A marcado con ySZP, y los clones que contienen la secuencia en la
orientacion deseada se seleccionaron después de la caracterizacion mediante secuenciacion (Figura 9).

pVB6

pVB6 es analogo al vector binario descrito anteriormente por cuanto contiene un sitio Unico Fsel pero posee el
marcador seleccionable npt11, y se usa en transformacién de tabaco mediada por Agrobacterium.

Preparacion de pFse4 (Figura 10)

Este vector se construyé para permitir el ensamblaje de vectores que contienen un nimero de casetes de expresion.
Esto se logré usando sitios de reconocimiento de enzima de restriccion de 8 bases raros en la region del sitio de
clonacion multiple. EI ADN de pFSE (Fig 32) se digiri6 con Fsel, y se elimind la regiéon de clonacion mdltiple
existente. Se insertaron los oligonucledtidos complementarios que tienen las secuencias:
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DAA-1A:
5 CCGTTTAAACATTTAAATGGCGCGCCAAGCTTGCGGCCGCCGGGAATTCGGCCGG-3’
DAA-1S:
5 CCGAATTCCCGGCGGCCGCAAGCTTGGCGCGCCATTTAAATGTTTAAACGGCCGG-3

Esta secuencia introduce un sitio Unico EcoRI, Notl, Hindlll, Ascl, Swal y Pmel, flanqueado por los sitios Fsel. Los
casetes de expresion se ensamblaron en pSK+, y se insertaron ligadores para flanquear cada casete con sitios
Unicos como se describe mas abajo. Los casetes completos se insertaron entonces en pFSE4 segun se requiera.
Los casetes multiples se pudieron eliminar entonces como un fragmento Fsel para los vectores pMOG1006-Fsel y
VB6 descritos anteriormente.

EJEMPLO 5
CLONACION MEDIANTE PCR DEL PROMOTOR STIG1 DEL TABACO

Un fragmento de 1,6 kb se amplific6 mediante PCR a partir de 100 ng de ADN genémico de tabaco usando PfuTurbo
DNA polymerase de Stratagene y los oligonucleétidos ST1-L2 (5-ATTCGACCTCGCCCCCGAGCTGTATATG-3") y
ST1-R2 (5-GATGAGAATGAGAAGGTTGATAAAAGCC-3'). Las condiciones de termociclacion fueron las siguientes:

95°C durante 3 minutos, seguidos de 35 ciclos de 95°C durante 1 minuto, 50°C durante 1 minuto, 72°C durante 4
minutos, seguido de una incubacion final a 72°C durante 5 minutos. Un producto de amplificacién de 1,6 kb se
purificd en gel usando el kit de extraccion en gel QlAquick de QIAGEN, y se ligoé en el vector de Invitrogen pCR-
ZERO Blunt. Se determiné la secuencia de ADN del inserto, y mostré una identidad de 100% con la secuencia de
STIG1 publicada (Goldman et al 1994). El inserto se transfiri6 entonces, en un fragmento Sacl-Nofl, en pBluescript
SK+ para manipulacion posterior (pSK-STIG1).

EJEMPLO 6

PREPARACION DE VECTORES DE TRANSFORMACION VEGETAL PARA ENSAYAR LA EXPRESION A PARTIR
DE PROMOTORES QUIMICAMENTE INDUCIBLES

GST-GUS

La caracterizacion del ADNc de GST27 del maiz se ha dado a conocer previamente, y los experimentos han
demostrado que GST27 no es expresado constitutivamente en barbas, hoja, embridon o endospermo. Después de la
aplicacion del protector, la expresion se detectd en todos estos tejidos (véanse las Figuras 11 a 15). Los constructos
de transformacion vegetal que utilizan el promotor GST 27 para dirigir la expresion de GUS se pueden obtener como
se describe en la patente US n° 5.589.614 (Figura 16). Estos son pGSTTAK (Figura 17) para la transformacioén del
tabaco, y RMS-3 (Figura 18) para la transformacion del maiz. Estos vectores se pudieron usar para generar
transformantes estables de tabaco y de maiz. El protector formulado se puede aplicar como una pintura de hoja
(tabaco) o como un empapamiento de la raiz (maiz) como se describe en la patente mencionada anteriormente, y se
observo la expresion de GUS. Los resultados para la induccion de la expresion de GUS en hojas de tabaco se
muestran en la Figura 12; se produjo una induccion clara de la expresion hasta 100X. De forma similar, para el maiz,
ha habido una induccién de la expresién de GUS en la hoja después del tratamiento con el protector. También se
observo induccion de la expresion en borlas y en tejido de endospermo y embrién. También se usé RMS-3 para
transformar trigo, y se estudio la induccion de la expresion de GUS. Los vectores modificados que usan higromicina
como marcador seleccionable se pudieron introducir en el arroz.

GST-Barstar

El vector de transformacion del maiz Zm/RMS 14 (descrito mas arriba) posee un gen bastar fusionado al promotor
GST-27 inducido por protector. Se demostréo mediante PCR que WU25 contiene esta fusion génica. La inversion de
la esterilidad se demostré mediante aplicacion de un empapamiento de la raiz del protector R-29148 a plantas que
se hicieron crecer en invernadero. Las plantas tratadas mostraron un aumento del tamafio de la borla con relacién a
las plantas no tratadas. No hubo ningin efecto del protector sobre el tamafo o fertilidad de las borlas en plantas
fértiles no transgénicas. Correlacionado con el incremento del tamafio de la borla, se observé desarrollo de
microsporas en muestras de anteras tomadas de muestras empapadas en la raiz en el invernadero. Se observé un
efecto similar después de una aplicacion foliar a plantas que se hicieron crecer en el campo, pero no en plantas no
tratadas en ningun experimento. La reanudacion del desarrollo de las microsporas parece estar relacionado con la
inhibiciéon de barnasa por barstar, superando de ese modo la ablacion de las células tapetales. En plantas expuestas
a un tratamiento prolongado con protector, la microsporogénesis ha transcurrido dando como resultado anteras
llenas con polen postmitético inmaduro. Por el contrario, las anteras de plantas estériles se deshicieron.

pSRNAGS

Se construyo un vector de transformacion vegetal binario, pPSRNAGS (Figura 19), segun la estrategia descrita en la
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Figura 20. Este vector comprende el promotor quimérico 35S-Alc A, que dirige la expresion de GUS, y el promotor
35S CaMV, que dirige la expresion del gen Alc R.

pUIRN.AGS

Se prepardé un vector a base de pUC para uso en la transformacién de maiz y trigo, en el que se us6 el promotor de
ubiquitina enlazado al intron de ubiquitina para dirigir la expresion del gen AlcR (Figura 21). Las lineas cronolégicas
para obtener trigo transgénico se muestran en la Figura 22.

pMOG1006-SRNAGS (Arroz)

El pSRN plasmidico (Figura 23) se digirid con EcoRl e Hindlll para liberar un fragmento de 2,6 kb (AlcR-nos), que se
cloné como un fragmento EcoRI-Hindlll en pMOG1006. El fragmento del promotor 35S CaMV de 560 pb se clond
entonces en el sitio EcoRl para producir 35S-AlcR-nos, y se seleccionaron clones en la orientacion deseada
mediante analisis de secuencias (pSRN). El pAGS plasmidico (Figura 24) se digirié6 con Hindlll, y se clond un
fragmento de 2,5 kb (AlcA-GUS-nos) en el sitio Hindlll de pMOG1006-SRN para producir el constructo final
denominado pMOG1006-SRN-AGS (Figura 25). La orientacion del fragmento Hindlll se determind mediante analisis
de restriccion y de secuencias.

A fin de optimizar los niveles de expresion de AlcR en el tapetum, pistilo, polen y otros tejidos reproductivos, se
prepararon los siguientes vectores usando promotores especificos de tejidos para dirigir la expresion de AlcR.

AlcA-Glu11-GUSint-nos

Un sitio Sacl al final del gen GUS en pGUN (Fig 26) se cambié a un sitio Pstl usando el kit QUIckChange segun lo
habitual, y se us6 una digestiéon subsiguiente con Ncol-Sacl, que contiene el gen GUS (+ intrén), para sustituir el gen
barstar en el casete D (véase mas tarde) para producir un vector que contiene promotor AlcA-potenciador de
glucanasa-GUS-nos. Este se corté como un fragmento Pmel y se clon6 en pFSE4.

Tap1-AlcR-nos-Alc A-Glu11-GUSint-nos

El AlcA-Glu11-GUSint-nos (Glu11 es la regién no traducida de 5 de glucanasa) se cloné como un fragmento Pmel
en pFSE4 cortado con Pmel.

El promotor Tap1 especifico del tapetum, aislado originalmente de Antirrhinum y clonado ahora a partir de pvdh405
(Figura 27), se cloné como un fragmento EcoRI en pSK-AlcR-nos (generado clonando el fragmento EcoRI-Hindlll de
pSRN en pSK+), y el Tapl-AlcR-nos resultante se cloné como un fragmento Notl en pFSE4-AlcA-Glu11-GUSint-nos.
El inserto de Fsel resultante se insertd en pVB6 para generar el vector de transformacion de tabaco final (Figura 28).

Stig1-AlcR-nos-AlcA-Glu11-GUSint-nos

Este constructo se obtuvo como antes, excepto que el promotor Stig1 especifico del aparato transmisor del pistilo,
clonado a partir de tabaco (véase mas abajo), se cloné como un fragmento EcoRI-Ncol en pSK-AlcR-nos, y se
llevaron a cabo manipulaciones posteriores segun lo anterior (Figura 29).

EJEMPLO 7

CONSTRUCCION DE VECTORES PARA EVALUAR LA ESPECIFICIDAD TISULAR DE PROMOTORES
MASCULINOS

pMS14-GUS

El fragmento del promotor de 5,8 Kb procedente de MFS14 (Wright et al. 1993) se fusioné al gen informador GUS.
La expresion de GUS se detectd soélo en anteras en las etapas tempranas del desarrollo del capullo floral, pero no en
las hojas.

pMS14-Barnasa

El mismo fragmento de promotor se fusiono a barnasa para generar el vector de transformacion de maiz ZM/RMS14
(Figura 30). Esta fusién también contenia un gen barstar fuera del marco con un promotor bacteriano funcional para
proporcionar proteccién frente a barnasa durante las etapas de clonacion. Se obtuvieron plantas de maiz
transgénicas, y varias se hicieron progresar para analisis posterior. Se estudié en particular con cierto detalle WU25
vegetal, analizando la progenie derivada de cruzamientos con polen de una planta completamente fértil. Toda
progenie que hereda el transgén segun se evalia mediante PCR y se pinta en la hoja para detectar el gen pat fue
completamente estéril, mientras que la progenie que carece del transgén fue completamente fértil. Las borlas
estériles fueron generalmente mas pequefas que aquellas de las hermanas fértiles, y poseian anteras que carecian
de polen y no se extrajo de la borla. En todos los otros aspectos, las plantas estériles fueron indistinguibles de sus
hermanas no transgénicas fértiles.
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pC5-GUS

Se ha aislado un clon genémico de pectina metil esterasa de maiz (denominado C5 como se muestra en la Figura
61), y el promotor se ha usado en fusiones transcripcionales con GUS para permitir el estudio de la especificidad
tisular. El vector se introdujo en tabaco mediante transformacién con Agrobacterium, y los transformantes se
seleccionaron en kanamicina. Los granos de polen procedentes de anteras dehiscentes se cosecharon y se tifieron
para determinar la actividad de GUS. Dos plantas mostraron un polen con una tincién de azul de aproximadamente
50%. No se observo tincion en los controles no transgénicos. Se realizaron extractos a partir de un intervalo de
tejidos que incluyen etapas de anteras en desarrollo, y se analizaron fluorométricamente para determinar la
expresion de GUS. Sélo se observaron niveles muy bajos de expresion en tejidos distintos de anteras en desarrollo y
anteras dehiscentes. La tincién de las microsporas indica que el tiempo de la expresion coincide bastante bien con
los datos Northern, que muestran que, tanto en tabaco como en maiz transgénicos, su entorno nativo, el promotor
ZmC5 funciona tardiamente en el desarrollo del polen.

pMOG1006-C5-GUS (Arroz)

Se corté C5-GUS(bin) con EcoRl y BamHl para producir un fragmento BamHI-EcoRl de 2,1 kb (GUS-nos), que se
clon6 en pMOG1006 cortado con EcoRI-BamHl|, y un fragmento BamHl de 1,9 kb (promotor C5), que se clond
subsiguientemente en este pMOG1006-GUS-nos para producir el vector final, pMOG1006-C5-GUS, y la orientacion
del promotor se confirmé mediante secuenciacion (Figura 31).

pMOG1006-MFS14-GUS (Arroz)

El promotor MFS14 de 2,3 kb se aisl6 del vector RMS30 (Figura 41) usando BamHl, y se cloné en pFSE (Figura 32).
El casete del intron de GUS se clon6 entonces a partir de pPGUN como un fragmento Pstfl en el vector pFSE-MFS14.
El fragmento completo MFS14-GUSint-nos se cloné entonces como un fragmento Fsel en pMOG1006-Fse (Figura
33).

EJEMPLO 8
PREPARACION DE VECTORES PARA GENERAR ESTERILIDAD Y RESTAURAR LA FERTILIDAD
Preparacion del Casete A -MFS14-barnasa-nos- un casete de esterilidad masculina esporofitica dominante.

El terminador nos de RMS14 se aislé como un fragmento EcoRI-Hindlll y se cloné en pSK+ cortado con las mismas
dos enzimas. El plasmido resultante se digirié con Hindlll, y un par hibridado de oligonucleétidos complementarios
que tienen las secuencias:

Link2A AGCTTC TGG AAT TCG TCT
Link2B AGC TAG ACG AAT TCC AGA

es decir, que codifica AHindlll-EcoRI-Hindlll, se ligé con el vector cortado. Las colonias transformadas putativas se
extendieron en estrias sobre membranas de nailon y se sondaron de la manera habitual con el oligonucleétido
Link2A etiquetado con y*?P. Se analizé mediante secuenciacion un numero de colonias positivas, y se selecciono
para manipulacion posterior un clon que tiene la orientacion en la que el sitio Hindlll fue interno con relacién a los dos
sitios EcoRl. En este vector, cortado con Hindlll y tratado con fosfatasa alcalina de gamba para evitar la religacion
del vector, se ligd un fragmento Hindlll aislado de RMS14 que pose el promotor MFS14 y las secuencias codificantes
de barstar y barnasa. Los transformantes que contienen el fragmento Hindlll en la orientacion deseada se
identificaron mediante analisis de secuencias (Figura 34). Todo el fragmento que posee MFS14-barnasa/barstar-nos
se corté en un fragmento EcoRl y se insertd en pVB6 y pMOG1006-Fse via pFse4 para la introduccion en el arroz y
en el tabaco.

Preparacion de Casete B -C5-barnasa- un casete de esterilidad masculina gametocitico dominante.

El sitio unico Sall de pBluescipt SK+ (Stratagene) se sustituy por un sitio de reconocimiento Nofl mediante insercion
de un ligador oligonucleotidico MKLINK4 (5-TCGATTCGGCGGCCGCCGAA-3) en el sitio Sall digerido. Un
fragmento de 0,9 kb, BamHI-Hindlll, que posee la region codificante de barnasa seguida de una region codificante de
barstar dirigida por un promotor bacteriano, se inserté en el fragmento correspondiente del pBluescript modificado. El
terminador nos en un fragmento Hindlll-Notl se insertd en el fragmento correspondiente del vector resultante.
Entonces se elimin6é un sitio BamHI| indeseado usando el sistema QuickChange de Stratagene, siguiendo las
instrucciones del fabricante y usando los oligonucledtidos DAM-3A (5-
GGTCGACTCTAGAGGAACCCCGGGTACCAAGC-3) y DAM-3S (5-
GCTTGGTACCCGGGGTTCCTCTAGAGTCGACC-3'). El plasmido resultante (denominado pSK-BBN) se digirio
hasta su terminacion con BamHlI, se desfosforil6 con fosfatasa alcalina de gamba (37°C, 1 hora). En este se ligé un
fragmento BamHI de 1,9 kb de la regién flanqueante de 5 de C5, seguido de la digestion con BamHI| y Psfl para
comprobar la presencia y orientacion del inserto, respectivamente. El plasmido resultante se denominé pSK-C5-BBN
(Figura 35). Todo el casete se elimind entonces como un fragmento EcoRI-Notl hasta un vector de transformacion
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vegetal binario pVB6. El constructo se introdujo entonces en Agrobacterium tumefaciens mediante el método de
congelacion-descongelacion. Para introducir el ADN en el tabaco, se usaron técnicas estandar.

Preparacion del Casete C -35S-AlcR-nos

Se aislé un fragmento EcoRI-Hindlll del vector conocido como pUCS3; este fragmento contiene la secuencia
codificante de AlcR y el terminador nos. Este fragmento se cloné en pSK+ cortado con EcoRI-Hindlll. Se insert6 en el
sitio Hindlll un par hibridado de oligonucleétidos complementarios que tienen las secuencias:

Link5A AGC TAT TAG CGG CCG CTATGT TTAAACGCG T
Link5B AGC TAC GCG TTT AAA CAT AGC GGC CGC TAAT

que posee los sitios de restriccion para AHindllI-Nofli-Pmel-AHindlll, afiadiendo asi un sitio Pmel y Nofl y suprimiendo
el sitio Hindlll en el extremo 3’ del casete. El fragmento EcoRI de pUC3 que posee el promotor 35S CaMV se clond
en el sitio EcoRl y se orientd mediante analisis de restriccion y de secuencias (Figura 36). Todo el casete se puede
cortar como un fragmento Nofl para la manipulacién posterior, y contiene el sitio Pmel en el que se puede insertar el
casete AlcA-Glul11-barstar-nos.

Preparacion del Casete D AlcA-Glu11-barstar-nos

El vector pMJB1 se digiri6 con Xhol y Ncol para eliminar el potenciador omega de TMV. Se hibridaron segun es
costumbre dos oligonucledtidos que codifican 5 UTR de glucanasa 11 y flanqueados por los sitios Xhol y Ncol, que
tienen las secuencias:

Glu1 TCG AGA CAATTT CAG CTC AAGTGT TTC TTACTC TCT CAT TTC CAT TTT AGC
Glu1 1 CAT GGC TAA AAT GGT TTT GAG AGA GTA AGA AAC ACT TGA GCT GAAATT GTC

y se ligaron en el vector cortado. El vector secuenciado se digiri6 con Hindlll y Xhol para eliminar el promotor 35S
CaMV vy el promotor Alc A ligado en un fragmento Hindlll-Xhol. Mediante PCR a partir de RMS9 se obtuvo un
fragmento que codifica barstar que tiene extremos Ncol y BamHI. Esto se insertd entonces en el vector anterior
cortado con Ncol-BamHI para dar un casete completo que posee AlcA-Glu11-barstar-nos. A fin de facilitar la
manipulacion del casete, se afiadié en cada extremo un sitio Pmel mediante el uso de oligonucledtidos que codifican
AHindlll-Pmel-Hindlll y AEcoRI-Pmel-AEcoRI (Figura 37). Esto permite la insercion de este casete en el casete 35S-
AlcR-nos descrito anteriormente, permitiendo que ambos componentes del conmutador AlcA/R se muevan en
pFSE4 como un fragmento Notl.

Preparacion del Casete E MFS14-Glu11-barstar-nos - un casete restaurador de la fertilidad masculina.

Se cloné en pSK+ cortado con BamHI-Sacl un fragmento BamHI-Sacl de 320 pb que posee el extremo 3’ del
promotor MFS14. El sitio Hindlll se elimin6 usando el kit QuikChange de Qiagen, siguiendo procedimientos estandar.
Los oligonucledtidos usados para eliminar el sitio tuvieron las secuencias:

MKM1A CGG TAT CGA TAA GCT AGA TAT CGAATT CCT G
MKM1S CAG GAATTC GAT ATC TAG CTT ATC GATACC G

La supresion del sitio se confirmé mediante analisis de restriccion y mediante secuenciacion. Entonces se introdujo
un nuevo sitio Hindlll cerca del sitio Sacl mediante insercion de oligonucleodtidos hibridados que codifican los sitios
ASacl-Hindlll-Sacl.

SHSLINK1  CAT AAA GCT TAT ACA GCT
SHSLINK2 GTA TAA GCT TTATGA GCT

La presencia del nuevo sitio se confirmé mediante analisis de restriccion, y la orientacion correcta del ligador se
defini6 mediante secuenciacién. La orientacién deseada dio un sitio Hindlll hacia el exterior del sitio Sacl con
relacion al sitio BamHI. El sitio BamHI se elimin6 entonces y se introdujo un nuevo sitio Xhol de la misma manera
usando un oligonucleétido que codifica ABamHI- Xhol-ABamHI. Este tuvo la secuencia:

Link6 GAT CGT ATC TCG AGA TAC
La ausencia del sitio BamHlI y la introduccion del sitio Xhol se confirmé de la manera habitual.

Se digiri6 RMS14 con Hindlll y Sacl, y se aislo6 el fragmento de 5,5 kb que codifica el resto del promotor MFS14. Este
fragmento se insert6 entonces en el vector anterior cortado con Hindlll-Sacl, y la integridad del promotor se confirmé
mediante secuenciacion. Todo el promotor MFS14 se corté entonces como un casete Hindlll-Xhol, y se insert6 en el
Casete D sustituyendo el promotor AlcA en la etapa antes de la adicion de los ligadores a los extremos. Para este
casete, se usaron ligadores que introdujeron los sitios Swal en cada extremo (Figura 38).
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Preparacion del Casete F Stig 1-barnasa-nos - un casete de esterilidad esporofitica femenina

Se introdujo un sitio BamHI préximo al sitio de inicio de la traduccion del promotor STIG1 en el vector pSK-STIG1.
Esto se logré usando el kit QuickChange de Stratagene, con los oligonucleoétidos:

ST1-BA (5-GATAAAAGCCATAATTGGATCCTGGTGGTTTCTGC-3') y
ST1-BS (5-GCAGAAACCACCAGGATCCAATTATGGCTTTTATC-3’).

El promotor STIG1 de 1,6 kb se liberé entonces en un fragmento BamHI y se cloné en pSK-BBN digerido con
BamHI. La presencia y la orientacion correcta del promotor se determinaron mediante amplificacion por PCR entre
las secuencias del vector y del promotor. El casete STIG1-BBN se transfiri6 en un fragmento Nofl-EcoRI al vector
pFSE4, denominandose el plasmido resultante pFSE4-STIG1-BBN (Figura 39). Todo el casete se transfirié entonces
como un fragmento Fsel a VB6.

Preparacion del Casete G Stig1-Glu11-barstar-nos — un casete restaurador de la fertilidad femenina

El constructo pAlcA-Glu11-barstar-nos-pp se modificd para sustituir un sitio de restriccion Hindlll por un sitio EcoRl.
Esto se logré usando el kit QuickChange de Stratagene y los oligonucleétidos:

DAM-6A (5-CGGAACTATCCCGAATTCTGCACCGTTTAAACGC-3) y DAM-6S (5-
GCGTTTAAACGGTGCAGAATTCGGGATAGTTCCG-3)).

Se introdujo un sitio Xhol proximo al sitio de inicio de la traduccién del promotor STIG1 en el vector pSK-STIG1. Esto
se logré usando el kit QuickChange de Stratagene con los oligonucleétidos:

ST1-XA (5-GATAAAAGCCATAATTGGCTCGAGGTGGTTTCTGCTGAG-3') ST1-XS (5-
CTCAGCAGAAACCACCTCGAGCCAATTATGGCTTTTATC-3’).

Entonces se liberd el promotor STIG1 de 1,6 kb en un fragmento Xhol-EcoRI y se clon6 en el fragmento mas grande
producido mediante digestion de pAlcA-glull-barstar-nos-pp con Xhol y EcoRl, sustituyendo el promotor AlcA por el
promotor STIG1 (Fig 40). El casete completo se corté en un fragmento Pmel y se cloné en pVB6 y pMOG1006-Fse.

Preparacion de un vector de TPS commutable - AlcA-TPS-nos Tap1-AlcR-nos

Se ha descrito el casete Tap1-AlcR-nos. El gen GUS en pAGS se sustituy6é por TPS, y el nuevo casete se clono
como un casete Hindlll en pFSE4. El Tap1-AlcR-nos descrito previamente fue como un fragmento Notl en este
vector pFSE4-AlcA-TPS-nos. El fragmento Fsel completo se cortd y se cloné en un pVB6. Este vector se puede usar
ahora para retransformar tabaco hecho estéril mediante transformacién con un constructo que posee un casete de
expresion Tap1-TPP-nos.

EJEMPLO 9
PREPARACION DE VECTORES DE TRANSFORMACION VEGETAL

Se puede hacer cualquier combinacion de los casetes anteriores en pFSE4, y la transferencia subsiguiente del
fragmento Fsel resultante en pMOG1006-Fse o pVB6 permite la transformacion en tabaco o arroz.

Se han realizado las siguientes combinaciones de casetes como vectores de transformacion vegetal:

A+C+D = planta estéril masculina esporofitica, cuya fertilidad es restaurable mediante induccién quimica del gen
restaurador
E = planta restauradora de la fertilidad masculina esporofitica, que, cuando se poliniza de forma cruzada

mediante la planta anterior, restaura la fertilidad en la progenie

F+C+D = planta estéril femenina esporofitica, cuya fertilidad es restaurable mediante induccion quimica del gen
restaurador
G = planta restauradora de la fertilidad femenina esporofitica, que, cuando se poliniza de forma cruzada

mediante la planta anterior, produce progenie fértil femenina

B+d = planta estéril masculina gametofitica, cuya fertilidad se puede restaurar mediante induccion quimica del
gen restaurador

La generacion de los progenitores de las plantas hibridas F1 como se describen aqui se logra de la siguiente
manera:
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Progenitor masculino, es decir, estéril femenino

Casete F Stig1-barnasa Esterilidad femenina
Casete E MFS14-Glu11-barstar Restaurador masculino
Casete C 35S-AlcR-nos Componente conmutador
Casete D AlcA-Glu11-Barstar

Progenitor femenino, es decir, estéril masculino

Casete A MFS14-barnasa Esterilidad masculina
Casete G Stig1-Glu11-barstar Restaurador femenino
Casete C 35S-AlcR-nos Componente conmutador
Casete D AlcA-Glu11-barstar

EJEMPLO 10

CONSTRUCCION DE VECTORES PARA ENSAYAR NUEVO GEN PIG
RMS30 y RMS32 (Tabaco)

El gen de tubulina se cloné como un fragmento Hinfl a partir de ptubulina, y se clon6é en pFSE-MFS14 generado
anteriormente. El MFS14-tubulina-nos resultante se cloné en pVB6 como un fragmento FSE para producir RMS30
(Figura 41).

El promotor MFS14 + operador lac se cort6 a partir de RMS32 como un fragmento BamHI, y se clon6 en pFSE. Tras
la insercion del gen de tubulina, el fragmento Fsel de MFS14-op lac-tubulina-nos se cloné en pVB6 para producir
RMS32 (Figura 42).

RMS30 y RMS32 (Arroz)

Los fragmentos Fsel que contienen el promotor MFS14 (+/- op lac)-tubulina-nos se clonaron en pMOG1006-Fse para
generar los vectores de transformacion vegetal.

Optimizaciéon de trehalosa-fosfato fosfatasa (TPP) y trehalosa-6-fosfato hidrolasa (TreC) para uso para generar
esterilidad en Zea Mays

Se sintetizan versiones de regiones que codifican TPP y TreC optimizadas para la expresion en Zea Mays (que tiene
una preferencia por G o C en posiciones redundantes de cada codoén), mediante Operon Technologies Inc. Se
derivan secuencias nucleotidicas a partir de sus secuencias de aminoacidos usando los codones presentes in vivo
por encima de 1,0% y a frecuencias representativas de las relaciones que aparecen en la naturaleza (segun la
Genbank Codon Usage Database, Release 108). También se incluyen sitios de enzimas de restriccion utiles
proximos a los sitios de inicio de la traduccion, incluyendo BamHI y Ncol y un sitio Psfl en los extremos 3’, para
facilitar la clonacion.

Constructos para ensayar el uso de Zea Mays TPP y TreC de codones optimizados

Se elimind el sitio BamHI| en el extremo 5 del promotor MFS14 en el vector pFSE-MFS14 usando el sistema
QuikChange de Stratagene con los oligonucleétidos:

DAM-7A: 5-CGATGCTTTCGGAACCGGTACCGAATTCG-3
DAM-7S: 5-CGAATTCGGTACCGGTTCCGAAAGC ATCG-3’

Los genes TPP y TreC sintéticos se cortaron entonces en fragmentos BamHI — Pstl, y se clonaron entre el promotor
MFS14 y el terminador nos en el vector pFSE-MFS14 modificado. El intron adh1 se inserté entre el promotor y las
secuencias codificantes, para impulsar los niveles de expresion. El casete completo se transfirio entonces a un
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vector de clonacion a base de pUC que contiene el marcador de seleccion bacteriano IGPD y un casete génico de
resistencia a herbicidas para seleccion de plantas transgénicas.

EJEMPLO 11
PRODUCCION DE PLANTAS TRANSGENICAS

Se ha introducido pSRN.AGS en tabaco, colza y tomate (estas plantas se denominan aqui como plantas Alc-GUS).
pMOG1006-Fse-SRNAGS y pMOG1006-C5-GUS se han introducido en arroz via transformaciéon mediada por
Agrobacterium.

Los vectores de transformacion vegetal que contienen cada una de las combinaciones de casetes dadas
anteriormente se han introducido en tabaco y/o arroz mediante transformacion mediada por Agrobacterium. Los
explantes se analizaron mediante PCR, y aquellos que contienen insertos intactos se propagaron de forma clonal y
se transfirieron al invernadero, y se hicieron crecer hasta la floracion. RMS30 y 32 también se han introducido en
tabaco.

pUIRN.AGS se ha introducido en trigo y maiz via métodos de bombardeo con proyectiles, y se han recuperado
plantas transgénicas, por medio de cobombardeo con un plasmido que posee un marcador seleccionable. Otros
vectores para ensayar diversos componentes se transforman en maiz mediante bombardeo con microproyectiles.

EJEMPLO 12
ANALISIS DE PLANTAS TRANSGENICAS
Estudios de la expresion de GUS a partir del promotor AlcA en cultivo de tejidos

A fin de evaluar si las plantas, tras la transformaciéon con un constructo que contiene un promotor unido a un gen
citotdxico, tal como barnasa, serian recuperables, particularmente si el promotor tiene cierta expresion en la fase de
callo del proceso de transformacion, se estudié la expresion en callo de tabaco para determinar si la expresion fue o
no constitutiva como en el caso del promotor GST27, o si podria ser inducida mediante aplicacién de etanol.

Se usaron plantas de tabaco Alc-GUS (35S-AlcR-nos/AlcA-GUS-nos) de cuatro semanas, que se hicieron crecer en
condiciones de cultivo de tejidos estandar, para ensayar la expresion del promotor AlcA en callo, tanto con como sin
etanol. Se produjeron discos de hojas y se colocaron sobre medio MS suplementado con 3% (p/v) de sacarosa y
0,8% (p/v) de Bacto-agar, 1 pg/ml de 6-BAP y 100 ng/ml de hormonas NAA. Algunos de los discos se colocaron
sobre este medio que contiene 0,1% (v/v) de etanol. Después de 3 semanas cuando la produccion del callo habia
progresado, las muestras de callo se usaron para los ensayos fluorométricos de GUS, cuyo resultado se muestra en
la Figura 43.

Los niveles de GUS muestran que el promotor AlcA tiene fugas en callo, y los niveles se pueden incrementar con la
adicion de etanol al medio del cultivo tisular vegetal. Por lo tanto, se pueden recuperar transgénicos usando el
promotor AlcA que dirige un gen restaurador en el mismo constructo que un promotor que dirige un gen citotoxico.

En el invernadero

Se ha demostrado que el conmutador génico AlcA/R da buenos niveles de induccién del gen informador o de rasgo
en las hojas de tabaco al afiadir el inductor quimico etanol, ya sea mediante aplicacion como pulverizacion, vapor o
empapamiento de las raices (Caddick et al., Salter et al.). Para examinar la induccion génica en tejidos florales, se
usaron plantas transgénicas Alc-AGUS de tabaco, colza y tomate.

Tabaco

1) Se cerr6 herméticamente una bolsa de plastico alrededor de un tallo de flor de tabaco AIcA-GUS, y se coloco
dentro de la bolsa una pequeia cazuela que contiene 50 ml de etanol al 5%. Después de 3 dias, se cosecharon las
anteras de diferentes etapas del capullo de flor, y se evaluaron para determinar la expresion de GUS. Los resultados
se muestran en la Figura 44. Esta muestra los valores de GUS procedentes de cuatro capullos de flor
independientes de plantas de tipo salvaje, AIcA-GUS no inducidas y AlcA-GUS inducidas. Los capullos de flor se
midieron en nm, y cada barra presenta cinco anteras. La grafica muestra que, comparadas con plantas AlcA-GUS
que no recibieron el tratamiento de vapor de etanol, las anteras procedentes de la planta inducida contuvieron
mayores niveles de GUS en ellas.

2) Se cortaron tallos de flor de plantas de tabaco de tipo salvaje y Alc-GUS, y se colocaron en vasos de precipitados
que contienen 300 ml de agua, etanol al 1%, al 2% o al 5%, y se dejaron en el invernadero durante dos dias antes
de cosechar las anteras de los capullos de flor para los ensayos fluorométricos de GUS. La Figura 45 es una grafica
de barras que representa los datos de GUS de este experimento que muestra anteras procedentes de tallo de flor de
tipo salvaje, de Alc-GUS tratada con agua y tallos de flor Alc-GUS tratada con etanol al 1%, 2% o 5%. Este
experimento también demuestra que la expresion del gen informador ha sido inducida por etanol en las anteras a
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niveles por encima de los observados en las flores tratadas con agua. Los niveles de expresion de GUS procedentes
de las anteras AlcA-GUS inducidas estuvieron por encima de aquellos de una planta MFS14-GUS.

3) Se empaparon raices de plantas de tabaco AlcA-GUS maduras en el invernadero con 250 ml de agua, o etanol al
5%. Una planta de tipo salvaje y una planta 35S-GUS también se trataron con etanol. Dos dias después, los pistilos
procedentes de diversos tamarios de capullos de flor se disecaron y se tifieron para determinar la actividad de GUS.
La Figura 46 muestra pistilos procedentes de capullos de 9-10 mm de las plantas Alc-GUS tratadas con agua y
tratadas con etanol al 5%. La fotografia demuestra claramente que el tratamiento de etanol condujo a la induccion de
GUS en los pistilos. Las Figuras 47 y 48 muestran la region de estigmal/estilo de pistilos procedentes de capullos de
17-22 mm y 33-35 mm respectivamente, nuevamente procedentes de plantas Alc-GUS tratadas con agua y tratadas
con etanol. La tincién de GUS esta presente a lo largo de este area, en comparacion con la planta tratada con agua,
que es similar al tipo salvaje.

4) También se ensayaron plantas Alc-CAT (35S-AlcR-nos/AlcA-CAT-nos), y se mostré un incremento en los niveles
de gen informador en tejidos florales después de la induccién con etanol.

Colza

1) Se empaparon las raices de plantas AlcA-GUS de colza (OSR) con 250 ml de agua, etanol al 1% o etanol al 2%,
tanto en el dia 0 como en el dia 1. Se tomaron entonces muestras de flores de estas plantas dos dias después de la
primera induccién. Las muestras tomadas para el analisis fluorométrico de GUS fueron anteras de flores maduras
(madura indica que estaban completamente abiertas), estigmal/estilos de flores maduras, anteras de flores
inmaduras (capullos de flor con los pétalos sin abrir), estigma/estilos de flores inmaduras, y finalmente el resto de los
pistilos de flores que incluyen los ovarios.

La Figura 49 muestra los datos de GUS graficamente, y de izquierda a derecha muestra los resultados de plantas de
colaza Alc-GUS inducidas con agua, Alc-GUS inducidas con etanol al 1% y Alc-GUS inducidas con etanol al 2%. Las
dos primeras barras en cada seccion representan respectivamente los niveles de GUS de anteras sin inducir y
estigma/estilo sin inducir. Cada barra representa tres réplicas, conteniendo cada réplica anteras procedentes de tres
flores diferentes o estigmal/estilos procedentes de ocho flores diferentes u ovarios procedentes de seis flores
diferentes.

Los datos muestran claramente un incremento en los niveles de GUS en tejidos florales cuando se comparan
plantas de colza tratadas con agua con plantas inducidas con etanol. Todos los tejidos examinados en las plantas
tratadas con etanol al 2% muestran un incremento en GUS a partir tanto de niveles no inducidos como de la planta
de control tratada con agua.

2) Se sometieron flores Alc-GUS de colza a tincion de GUS tras la induccién con etanol. La Figura 50 es una
fotografia de una flor Alc-GUS antes de la induccion, y la Figura 51 es una fotografia de una flor procedente de la
misma planta, dos dias después del empapamiento de las raices con 250 ml de etanol al 5%. Esto muestra que el
tratamiento ha conducido a la induccion del gen informador en la region del estigma/estilo, asi como los filamentos.

La Figura 52 muestra capullos de flor inmaduros, sin sépalos ni flores. La planta tratada con etanol a la derecha
muestra expresion de GUS en la region del estigmalestilo, en comparacion con el control de la izquierda, tratado con
agua. Las Figuras 53-55 son ejemplos adicionales de esto. La Figura 56 muestra secciones de pistilo de plantas de
colza de tipo salvaje y plantas Alc-GUS de colza inducidas con agua. La Figura 57 muestra secciones de pistilo de
una raiz empapada de una planta con etanol al 2% dos dias después de que se tomaron las muestras de flores.
Esto muestra induccion de GUS a lo largo de la region del pistilo. La Figura 58 muestra pistilos de una planta tratada
con agua y una planta tratada con etanol al 5%. Nuevamente se muestra que la aplicacion del compuesto quimico
etanol ha conducido a la induccion de GUS en los tejidos femeninos.

La Figura 59 muestra una flor procedente de un experimento en el que se corté un tallo de flor y se colocé en un
vaso de precipitados con etanol al 5% y se dej6 durante dos dias antes de tefir la inflorescencia completa para
determinar la actividad de GUS. La tincion azul es manifiesta en los filamentos, sépalos, pétalos y las regiones de
estigmal/estilo de la flor.

Tomate

Flores de tomate Alc-GUS se indujeron usando vapor de etanol como se describe anteriormente para flores de
tabaco. Dos dias después de la induccion, las anteras y el polen se tifieron para detectar la expresion de GUS.
Como se puede observar en las Figuras 60a y 60b, se observo tincion de azul en ambos tejidos.

Arroz

Los experimentos previos para ensayar la capacidad de induccion del conmutador Alc en arroz incluyen un ensayo
hidropénico que implica discos de hojas expuestos a vapor de etanol durante dos dias antes de la evaluacion para
determinar la actividad de GUS. Una vez en el invernadero, a las plantas completas se les empapan las raices con
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etanol al 1-5%, antes y durante la formacion de paniculo/fase de floracion, para investigar la induccion de la
expresion de GUS en los tejidos florales.

Ensayos de GUS

Se molié material floral en 2-300 ul de tampo6n de extraccion (100 mM de tampoén de fosfato de sodio pH 7, 10 mM
de EDTA, 0,1% de Triton X-100, 1% de Sarcosyl, 10 mM de b-mercaptoetanol). Las muestras se hicieron girar en
una microcentrifugadora durante 15 minutos, y se usaron 5 ul del sobrenadante para los ensayos de proteina de
Bradford, con BSA como patrén. Se diluyeron 20 ul 1 en 5 con tampén de extraccion y 400 pl de tampon de ensayo
(igual que para el tampon de extraccion, excepto que contiene 1 mM de 4-MUG y metanol al 20%). Se tomaron 100
pl (muestra To) y se afiadieron a 900 pl de tampdn de parada (carbonato de sodio 0,2 M), y el resto se incubé a 37°C
durante dos horas antes de tomar otros 100 pl (muestras T») para ser afiadidos a 900 ul de tampon de parada.

La fluorescencia de las muestras se midié en un espectofotometro, y GUS se representé como nM 4M U por mg de
proteina por hora.

Trigo

Se bombarde6 tejido de escutelo con pUIRN, y el tejido se expuso a vapor de etanol. La tincion para la expresion de
GUS se lleva a cabo después de 2-3 dias, cuando se observan numerosos puntos azules que indican que el
promotor AlcA se ha inducido, conduciendo a la expresion de GUS.

Las plantas Alc-GUS transgénicas obtenidas se hacen crecer hasta madurez, y se cosechan las semillas, y la
expresion inducible de GUS se determina en las plantas de progenie de la misma manera como se describe
anteriormente para el arroz.

Histoquimica de GUS

Para la tincion de GUS se us6 el protocolo de Blume y Grierson (1997).
Investigacion de la esterilidad

1) Plantas estériles masculinas

a) Las plantas estériles masculinas esporofiticas generadas mediante transformacion con el casete A se identifican
mediante la falta de polen o por la presencia de polen muerto. La semilla se produce mediante retrocruzamiento con
tabaco de tipo salvaje como donante de polen.

b) Las plantas estériles gametofiticas generadas mediante transformacion con el casete B se identifican usando
tincion vital en el polen, el 50% del polen es estéril y el 50% fértil.

2) Plantas estériles femeninas

Las plantas estériles femeninas esporofiticas generadas mediante transformacién con el casete F se identifican por
su incapacidad para ser polinizadas de forma cruzada con polen de tipo salvaje.

Las plantas restauradoras en ambos casos generadas mediante transformacion con los casetes E y G se
autopolinizan, la progenie se hace crecer y las lineas homocigotas se seleccionan de la manera habitual mediante
seleccion en kanamicina de semilla T2.

Restauracion inducible de la fertilidad

Se espera que la progenie del cruce entre plantas esporofiticamente estériles y plantas de tipo salvaje se segreguen
1:1 para esterilidad con la presencia del transgén, y se seleccionan en una etapa de crecimiento temprano mediante
analisis de PCR. Se llevan a cabo experimentos de induccién para investigar la restauracion de la fertilidad, ya que
estas plantas estériles se pueden tratar con etanol via empapamiento de las raices o mediante aplicacion por
pulverizacion o de vapor para inducir la expresion de barstar en los tejidos pertinentes. Se espera que la induccion
en el tiempo apropiado permita la autopolinizacion y que se produzca después la produccion de semillas, lo que se
puede puntuar facilimente. Las plantas homocigotas se seleccionan de la progenie resultante por los medios
habituales y se usan para ensayar la restauracion constitutiva cruzandolas con plantas restauradoras homocigotas.

Sin embargo, el retrocruzamiento de plantas C5-barnasa.AlcA-barstar con plantas de tipo salvaje o que permiten que
se produzca la autopolinizacion da como resultado la recuperacion de una poblacion, de la cual el 50% son
completamente fértiles y el 50% productora de polen, el cual sélo es fértil el 50%. Estas plantas pueden ser
inducidas sin embargo con una pulverizacién de etanol, empapamiento de la raiz o tratamiento con vapor para
expresar barstar en el polen en desarrollo para permitir la autopolinizacion. En este caso, las plantas homocigotas
son 100% estériles, mientras que las plantas hemicigotas son 50% estériles. Las diferencias en los resultados
obtenidos mediante la tincién permite que se extraigan conclusiones sobre la eficiencia de la induccion y la
autopolinizacion.
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Restauracion constitutiva de la fertilidad mediante polinizacion cruzada

El cruzamiento de plantas estériles masculinas con la planta restauradora masculina se logra transfiriendo polen
desde la planta restauradora al pistilo de la planta estéril masculina (después de la eliminacion de cualesquiera
anteras que estén presentes, incluso aunque éstas contendran soélo polen muerto). El pistilo polinizado se embolsa
entonces para evitar la contaminacion mediante polen de tipo salvaje o de otro polen en el entorno. La semilla
producida se cosecha. La progenie se hace crecer, y se observa y se mide la produccion de polen. La restauracion
de la fertilidad de este modo conduce a la produccién de polen normal.

El cruzamiento de plantas estériles femeninas se logra transfiriendo polen desde estas plantas a los pistilos de las
plantas restauradoras de la fertilidad femenina, nuevamente después de la eliminacion de las anteras de estas
plantas. La flor se embolsa como antes. Se cosecha la semilla producida. La progenie se hace crecer, y las flores se
embolsan. Se observa la capacidad de estas plantas para autopolinizarse. La restauracion de la fertilidad de esta
manera permite que se produzca la autopolinizacion. De la misma manera, se analizan las plantas generadas
mediante transformacién con los casetes E y F, es decir, estériles femeninas y que poseen el gen restaurador
masculino, y con los casetes Ay G, es decir, estériles masculinas y que poseen el gen restaurador femenino.
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REIVINDICACIONES

1. Un casete de expresion que comprende:
(a) un primer promotor génico que es un promotor especifico de tapetum, de antera, de estambre y/o de polen;

(b) un gen interruptor que codifica un producto capaz de interrumpir la fertilidad masculina, operablemente
enlazado al primer promotor génico;

(c) un segundo promotor génico que es un promotor especifico floral de ovario, de 6vulos, de pistilo, de estilo, de
estigma, de aparato transmisor y/o de placenta, opcionalmente enlazado operablemente a una o mas
secuencias potenciadoras de la traduccién o intrénicas;

(d) un gen restaurador que codifica un producto capaz de restaurar la fertilidad femenina, operablemente
enlazado al segundo promotor génico;

(e) un tercer promotor génico que es inducible mediante la aplicacion de un inductor quimico exégeno,
opcionalmente enlazado operablemente a una o mas secuencias potenciadoras de la traduccion o intrénicas; y

(f) un gen restaurador que codifica un producto capaz de restaurar la fertilidad masculina, operablemente
enlazado al tercer promotor génico.

2. Un casete de expresién que comprende:

(a) un primer promotor génico que es un promotor especifico floral de ovario, de 6vulos, de pistilo, de estilo, de
estigma, de aparato transmisor y/o de placenta,

(b) un gen interruptor que codifica un producto capaz de interrumpir la fertilidad femenina, enlazado operablemente
al primer promotor génico;

(c) un segundo promotor génico que es un promotor especifico del tapetum, de antera, de estambre y/o de polen,
opcionalmente enlazado operablemente a una o mas secuencias potenciadoras o intrénicas;

(d) un gen restaurador que codifica un producto capaz de restaurar la fertilidad masculina, enlazado operablemente
al segundo promotor génico;

(e) un tercer promotor génico que es inducible mediante la aplicaciéon de un inductor quimico exégeno,
opcionalmente enlazado operablemente a una o mas secuencias potenciadoras o intrénicas; y

(f) un gen restaurador que codifica un producto capaz de restaurar la fertilidad femenina, enlazado operablemente al
tercer promotor génico.

3. Un casete de expresion segun la reivindicacion 1 o reivindicacion 2, en el que el gen interruptor codifica un
producto que es barnasa o trehalosa fosfato fosfatasa (TPP).

4. Un casete de expresion segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el tercer promotor génico es
el promotor Alc A o el promotor GST-27.

5. Tejido vegetal transformado que comprende uno o mas de los casetes de expresion de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4.

6. Una planta, cuyo genoma comprende el casete de expresion de la reivindicacion 1.
7. Una planta, cuyo genoma comprende el casete de expresion de la reivindicacion 2.

8. Una planta segun la reivindicacion 6 o la reivindicacion 7, en la que dicha planta se selecciona del grupo que
consiste en trigo, arroz, maiz, tomate, girasol, remolacha, canola, algodén, haba de soja y otros vegetales.

9. Una planta segun la reivindicacion 6, en la que dicha planta es homocigota para el casete de expresion de la
reivindicacion 1.

10. Una planta segun la reivindicacién 7, en la que dicha planta es homocigota para el casete de expresion de la
reivindicacion 2.
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Fig.1.

Planta Progenitora Masculina

Promotor Potenciador Copia funcional del gen
inducible ointrén de esterilidad femenina

g,
Sods

Planta Progenitora Femenina

ey
5

j..'
oa,
o

)
%
Promotor Potenciador Copia funcional del gen
inducible o intrén de esterilidad masculina

2w

Lineas ]
consanguineas

lllllllll

{ Promotor Gen
masculino interruptor femenino interruptor
- — Potenciador
Promotor Gen Promotor Gen
femenino restaurador mascullno restau rador
Promotor Gen Promotor Gen
conmutador restaurador conmutador restaurador

Tratar quimicamente para autopolinizar lineas para el mantenimiento

no O x O
\ ’/
COMPLETAMENTE FERTIL

F2 10 : 3 : 3
Fértil Estéril masculina Estéril femenina
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Fig.2A.

Progenitor masculino Progenitor femenino

fSRFCS """" % msRMCS =_===
fsRFCS  --=-mmm- sRMCS = ===
Gametos sRFCS - msRMCS = — — =
nota: R y RV son fertilidad
tsRFCS msRMCS g}t&;t;gﬁgfsd%n;u;a:ﬂ:e. msy ——
F1 son alélicos.

TODAS LAS PLANTAS F1 SON COMPLETAMENTE FERTILES

Fig.2B.

Polen ——» . fsSRFCS tsRFCS msRMCS ===

Célula de huevci o mSRMCS B
fsRFCS FS FS FF FF
isRFCS | Fs FS,MS MS FF
msRMCS | FF MS MS FF
=== FF FF FF FF

en el que MS = estéril masculino, =~ FS =estéril femenino, FF = completamente fértil

Segregaciones 3 MS, 3FS, 9FF, 1MS y FS
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Casete 1 F|g4

il

romotor de Gen interruptor
lor masculina

\

F’I‘O otor de Potenciador Gen restaurador
lor femenina

ES%W]%E%EM Potenciador Gen restaurador

Estos casetes pueden estar en el mismo vector de transformacién

Casete 4 F|95

\

‘E’ro otor de Gen interruptor
lor femenina
Casete 5
Pl ol
shad e
2atsd
Loy
foomotor de Potenciador Gen restaurador
Casete 6
)
Promoto& "Potenciador Gen restaurador
conmutador
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Progenitor femenino Flg -6b-

MSRFRCS - FSRMRCS  ##%xx

Progenitor masculino

MSRFRCS ~ ------ FSRMRCS  wxxsx

nota: MSRFRCS y FSRMRCS
son transgenes introducidos.

célula del huevo polen En la F1 son hemicigotos con
Gametos MSRFRCS------ FSRMRCS weawx 08 20 Ao ey
MSRFRCS -
F1
*hhhk FSRMRCS
TODAS LAS PLANTAS F1 PRODUCEN GAMETOS 100% FERTILES
MASCULINOS Y FEMENINOS
Fig.6cC.
Polen —» MgRFRCS ~ MSRFRCS ~ FSRMRCS ~ --eee-
Cﬁ'ﬁ‘é%g‘% ______ FSRMRCS Feked kK Kk ok
MSRFRCS MS FF FF MS
MSRFRCS
FF FF FF FF
FSRMRCS
*kkkk R
e MS FF FS FF

en el que MS = estéril masculino, FS = estéril femenino, FF = completamente fértil
Segregacion es 3M, 3 FS, 10FF
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Progenitor femenino Flg '7b' Progenitor masculino
MSRFRCS . FSRMRCS  #xx#x

MSRFRCS  ------ FSRMRCS  sx%*x

nota: MSRFRCSy FSRMRCS
son transgenes introducidos.

célula de huevo pOIeES Fn IaI FI1 son hemici%otos con
...... os alelos ausentes de tipo
Gametos MSRFRCS FSRMR edekodek salvaje, *+, y e resp'.J
MSRFRCS  ------
F1
Jedededek FSRMRCS
TODAS LAS PLANTAS F1 PRODUCEN POLEN 50% FERTILES
Fig.7c.
CI?:)IIend—I—’ MSRFRCS -MSRFRCS dededede dekdedkk
élula de
huevo § | ====e=- FSRMRCS FSRMRCS """
MSRFRCS
MSRFRCS Completamente estéril
FSRMRCS
*kkkhk
FSRMRCS
TODAS LAS DEMAS SE SEGREGAN PARA ESTERILIDAD
COMO RESULTADO DE 50% DE POLEN ESTERIL
raa— FF
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i EcoRl
F|98 Ncol (296)
)S(mal (”553) PROMOTOR DE CaMV
mal (11522) Clal (827)
‘ Xmal (832)
Smal (834)
NCOI (1 1 040) s Apa L] (1 1 30)
Ncol (10512) Pstl (1187)

BORDE D

pMOG1006
(11535 pb) BORDE | [

Fig.9.

Ncol (338)

Hind(11536)* PROMOTOR DE CaMV

Ncol (11082)—, __ Clal (869)
< Xmal (874)
Ncol (10554) Smal (876)

pMOG1006-FSE
(11555 pb) BORDE I

Pstl (7653)
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Fig.10.
Ascl (2692) Hindl (2699)
Swal (2686)| /Notl (2706)
Pmel (2678) EcoRI (2716)

Xmni (1864)
Scal (1745)
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Fig.11.
ANALISIS NORTHERN
8 7 6 4 3 2 1

Gel tefiido con
bromuro de etidio

Hibridacién Northern
con GST II-27

= Borla inducida

= Endospermo no inducido | 44 4.d

= Endospermo inducido -a-p-
= Embrion inducido

= Embrion no inducido

= embrion inducido

= Endospermo no inducido ) 24 d.d.p.
= Endospermo inducido

1
2
3
4
5
6
7
8
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EcoRI,239

Fig.17.

] 4
pGSTTAK 403

18084 pb

Sstl ,5834
EcoRI ,6084

EcoRI ,1

Fig.18.

BamHI ,1288
Hind3 ,1301

pZM/RMS-3

7750,Hind3—{pc o) 10388 pb

7462,BamHI
7209,BamHl

6892,BamHI

6329,Pstl

5895,Hind3
5845 ,EcoRl
5595,Sstl
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Fig.20.

Hindll
HindI Sall Bglll
Sall Bgll
— Alc cat | nos |— 358 v
pACN 35S gus ;
pJIT166 35S term

digerir con Sall/Bglll
Sustitayase cat/nos por gus/35S term

de pJIT166
'
Hindll o Bglll Hindl
—t alc A gus \
PAGS 35S )(erm
Cortese el fragmento alc A/gus/35S term con Hindlll y ciérrese en el
vector binario pSRN-ACN digerido con Hindlll
Hindll HindIl
. == 35S alcR |nos{nos| cat | alcA —
vector binario
pSRN-ACN
|
-— 35S aicR nos alcA gus N
pSRN-AGS vector binario pJR1RI,

(derivado bin19)

46



ES 2385307 T3

Fig.21.
EcoRI (9713)
Smal (9710)
Xmal (9708)
BamHI (9703)
Apall (9079) HindI (1)
Apall (8754) Apall (223)
Gen informador de Gus \ ,(P(BLA)
Smal (7803) i S Apall (720)
Xmal (7801) : APr
BamHI (7796) terminad_ori 358
arcia
Pstl (7788) P Apall (1966)
promotor AlcA/358
quimerico ORI|
HindII (7503) pUIRN-AGS ]
Nos (9948 pb) .
Pstl (7240) ) T—P(LAC)
BamHI (7218)
SP SﬂI ((76%14-9) promotor Ubi1
ma
Ncol (3681)*
Xmal (6844) Clal (3867)
Smal (6030) Apall (3939)
Xmal (6028) EcoRl (4031)
alcR Clal (4132)
Apall (5898) Clal (4356)

Pstl (5734)
BamH]I (5266)
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Fig.22.

Lineas cronologicas para la transformacion de trigo

Aislese material donante embriogénico
lprocedimiento de 1-2 dias

Bombardeo con microproyectiles

Induccion de callo

Ensayo transitorio <—l 3-5 semenas en la oscuridad

Seleccién con herbicidas
3 mg/l bialophos | 3 semanas

v

5 mg/l bialophos | 3 semanas

v

5 mg/l bialophos | 3 semanas

\J

Sin agente selectivo

3 semanas

\J

Transfiérase de las plantas al suelo

3-4 meses

Semillas maduras
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Fi9-23-~ P(LAC)  EcoRI (1)
orl 1%

gen informador
de GUS
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Flg . 25 terminador 35S parcial
EcoRI (17142) \ HindIl (1)
BORDE D

gen informador de GUS
promotor AlcA/35S quimérico 555

pMOG1006/SRN/AGS
17377 pb

EcoRl (12058)

CaMV35

EcoRlI (11494)
PROMOTOR DE CaMV

intrén de ST-LS1 de patata

Ncol (4291)

Pstl (4258) promotor de Ubi1

Ncol (3310)
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Apal
iSmal

Fig.27.

Pstl

q
LB
- Tnos oF .EcoRI
Y P35S
KanR 14000 |

\12000 20007

Tap1

pvdh403
14105 pbs
~10000 4000~

Pstl: -EcoRl

'BamHI
Sacl

8000 6000 byt “Kpnl
“Pstl
HindIl
Fig.28.
g nos
GUS-int Fsel (1)
intron de ST-LS1 de patata
Glucanasa
promotor AlcA/35S
quimérico ,
Nos 5% s\ —KkilA
NPTHI
alcR ' ) 1S1
pVB6-Tap1AlcR-AlcAgiuGuSint
19551 NPTHI
trfA

Promotor de AoPR1
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F|g29 nos

GUS-int
intron de ST-LS1 de patata

Glucanasa Dt ColE1 ori

promotor quimérico
AIcA/35S

No

AlcR

P \etA
Borde izquierdo

lacl
Promotor ApPR1  M13 ori

Fig.31. o pamHlO)

C5

BamHI (13685)
BORDE D g

EcoRI (2171)

romotor de CaMV

HPT11
pMOG1006/C5-GUS

15605 pb
NOS

BORDE |
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Fig.30.

 Hind3 ,1
BamHI ,600

10250,EcoRI

10246, Xbal _ | BamHI ,3000
9950, BamHI 2\ zqﬂéggasb-m
pbs
9600,BamHI Kpnl ,3500
9510 Xbal

8512, Xbal
8508,EcoRlI

8492,Notl
. 2?6261 %Kprlllll BamHI ,5800
am
L 6712,Kpnl Xbal ,6300
8200,Hind3 6706.BamHI
6700, Hind3

CLAVE PARA GENES

1 = promotor de MSF14 (fragmento de 5,8 kb) 6 = intrén Adh 1

2 = barnasa 7 = bar

3 =nos poly A 8 = resistencia a ampicilina
4 = promotor de CaMV 35S 9 = prom. de GST II-27 0,9 kb
5 = barstar
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Fig.33.
EcoRI (1)
PROMOTOR DE CaMV

BORDE |

MFS14
MFS14-GUS/pMOG 1006

15947 pb

HindII (11494)

BORDE D
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. BamHiI (1)
Fig.34.
Clal (6026) Pstl (471)
Smal (5838) HindIl (897)

MFS1

MFS14-barnasa-nos
(6694 pb)

Clal (4223)
BamHI (4210)
Pstl (4196)

HindIIl (4180)
BamHI (4174) Apall (3222)
EcoRI (4165)
Clal (4151) Clal (172)

Fig .395. Sacl (207)
| BamHI (216
Pst1 (23) ol (2(2 ) )

HindIl (5356) Sacl (253)

Ncol (5130)

pSK-C5-BBN
5985 pb

Xbal (3881)
Sall (3875)
Pstl (3867)

Hindll (3433)
Kpnl (3431)

Scal (2020)
Xmnl (2139)

erminador nos
|

Xbal (3412) \ Kpnl,(3109)
Sall (3406) i D1 (3120;
Pstl (3404) Not] (3136)
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Fig.36.

Clal (6183)"
Notl (6166)
Pmel (6157)*
ligador
Pstl (5882)
BamHI (5860)
Pstl (5659)
Smal (5488)
Xmal (5486)

Mos

Amp R

pSK-35S-AlcR-Nos-pn

Smal (4672) (6415 pb)

Xmal (4670) IcR

Pstl (4376)

CaMV35

BamHI (3908) Notl (2670)
BamHI (2689)
Xmal (2689)
EcoRl (3271) Smal (2697)
Pstl (3269) Pstl (2705)
Smal (3261) EcoRlI (2707)
Xmal (3259) Ncol (2713)*
BamHI (3253)
Smal (3250)

Xmal (3248)
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Fig.37.

Pmel (3613)

Smal (3320)*
Xmal (3318)*
BamHI (3313)*
Ncol (2998)*
Glucanasa
Xhol (2947)*
Pstl (2942)*

promotor quimérico
AIcA/35S

HindII (2657) pAlcA-giuc-barstar-nos-pp
Pmel (2647) (3619 pb)
Hindll (2636)—1 APr
P(LAC)
ORI
Fig.38

MFS14Glu11-barstar-nos
(9351 pb)

Xmal (6436)"
BamHIl (6431)*

barstar:
Ncol (6116)*
Xhol (6065)*

Glucanasa1l
Sacl (5814)

ANOS
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Fig.39. [Fool (12

Hindlll (4938) Agel (20)
Scal (4887)

P STIGH
Hindlll (4225)

pFSE4-STIG1-BBN

BamHI (3910) 5479 pb

Ncol (3901) BARNASA

Xbal (3462)

Sall (3456) BARSTAR

Ne

Pst1 (3448)
Hindl (3014) Agel (2668&)
Kpn! (3012) Fsel (2683)
Xbal (2993) Pmel (2689)
Sall (2987) Swal (2697)
Pst1 (2985) Ascl (2703)
HindII (2710)
NotI (2717)
HindIl (4586) Kpnl (380)

Glucanasa

Scal (3928)

HindII (3873)
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4898 pb

Xmnl (1462)
Scal (1581)

EcoRl (3331)
Pmel (3320)
HindII (3309)
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Flg . 41 ] Borde dérecho

BamHI (15019)

TUBULINA
BamHI (14146)

pVB6d/RMS30
15862

BamHI (11325)

BamHI (10337)
Promotor AoPR1

gen Nptll
Borde izquierdo

trfA

M13 ori
tetA

F|g 42 BamHI (15020) Borde derecho

TUBULINA
BamHI (14147)
oriv
MFS14-lacop kilA
NPT
BamHI (11661)
BamHI (11635)

BamHI (11325)
BamHI (10337)
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Fig.43.

Experimento para ensayar la capacidad de fuga e induccion del promotor AlcA
en callo de tabaco transgénico :

180
160

o

WT WT+0,1 %

Fig.44.

Analisis de GUS de anteras procedentes de plantas de tabaco
sin inducir e inducidas

I
o

-t ek N N W W
o O O 0 O ;M o O
T T T T T

Alc-GUS sin

Tipo salvaje

113 23 13 22 24 14 14 22 23
Tamariio del capullo (mm)
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Fig.45.

Analisis de GUS de anteras procedentes de tallos de tabaco

tratados con agua o etanol
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Capullos de tabaco de 9-10 mm
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Tratado con
5% de etanol

Tratado con
H20

Capullos de tabaco de 17-22 mm

Tratado cn Tratadb ch 5“%

de etanol

Capullos de tabaco de 33-35 mm
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ces con etanol al 5%

i

Imagen de flor de colza después de empapar las ra

Imagen de flor de colza después de empapar las raices con etanol al 5%
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Imagen de flor de colza después de empapar las raices con etanol al 5%

Fig.56.

Colza de tipo salvaje Colza Alc-GUS
inducida con agua
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tratada con H20 tratadas con etanol al 5%
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Flor de colza inducida dejando reposar el tallo de la flor
en etanol al 5%, tefiida después de dos dias
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5
535

Tinéiéh de G US én la expresion de anteras de toma
a partir del promotor AlcA

Tincidon de GUS en la expresion de polen de tomate a partir del promotor AlcA
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Fig.61.
GGATCCTGAAACATATCAGTTGTGTTTGTTTTTGTAAAT
CTTTTATACTACTAGGGGAGAAAATTAGCTTAGTTCAA
TCGCATCTCATATGTCTAATTACCAGGGGAGAAAATTA
GCTTAGTTCATTTTGTTGCTGCCATATGGGTGAAAAAA
TAATGAGACATCTAAATCAGTAAATTGGAAATATAGC
ATCTTAAACCTGCAGGTAGTTTCTTAAACCTGATTCTA
GCTACAACTTAGTACAACTACTGGTAGTTTTTTAAACC
TGATTCTAGCTACATGTTTTATATTGTGGCACAAGAAC
TTTTAAGAACATATGCTGATGCCCACTGTATTTAGTTA
CTACTTCAAGACCAACTGTATTTTAGTTACAAATGTGT
TTTCAAGATTGTAGAAATTTGTAGCTGAAATTATCCAC
ACCATATTTGTGAACTGACATCATTTCTAAGAATATTA
CTGATTAGAATCTTTCACTTTTATAATGCTTTGCAGGAG
TGGCCCCTCTGGAGTTGAATATGCAGTTATAACCAAAT
TTTACCCCTTTTATCCTAGAAGAGTTGCCAAGACACGG
TATAAGACCATGATAATAGACTAAGAGAGGATTTGGC
TCTAATTACTATATGTTTTATTTATGCAGTCCCATGAGA
ACTTTGAGTATTTGCAGATTGCTTTATTAATTTATTAAA
GTTAAAGATTGTATGTGTTGAGTATGTATCCACTCTTGT
TGGAAGTGTCTTGCAATTCCAATCCAAGGATGTATAAA
ATACTGCATGGGCTAAGTATGTGTTTITTCATGTATTTG
GAGTATATATACTTTTTGTTGCTTGAGAACATGTATGT
ACACTAGAAGCTTGTCAATTGTGTGAACTTGAGTTGAT
CCCTGTCTAACCTGAGTATATATATATATATATTTTGTT
GCTTGAGAACAAGTATGTACAATAGAGGCTTGACAAT
TGTGTGAACTTGAGTTGAACATGAATTTTGATAATCAC
AACTCACCATCCCTTTCAATATGCTTAGAATATAGCTT
TTTATAATTTTTCACCCTACAATACAAAATTGTTCTATG
AAGGCCATGGTACATCATCATATCCTGTATTATCAACC
TAGGATTTGTCTATTTCGATTAATAATGGCATTGAGTC
AAATTTTGGTTGTTTCAAATGATAGACTTCGATATTTGT
TATGATTTATGAGTTGATTCTTGATAGCATTACTAAAA
AATGACCTATGTATATACAAGTGTCTTCCGTTGCAACG
CACGGGCATATACCTAGTCAATCACTAAGACCCTAATT
TTGAAGTTGGGACTTAGACGTGTTCCACGTTTGTAAAG
GCGAGTATATAGGTGTATGTATATAAGAGCCGGTGTAT
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Fig.61 (Cont).
ACAACAATTTTTTATAAGAAAACTTGAACAAGTAGCCA
GGTGTTGAAATCTTCATATATGTGCCGACGCCATTCAA
CATCATATTTGGCTTCTGGCGAGGATCGTAGTATCAAG
CAACATAAAAGCAATGACAAACAGCGAAGCACAAAG
ATCTCCCAGGCTCGTCATAAACTAATCACAATGTTGTT
TGTCCTCCACAATTAGCACAACCCATTTTAGAAAAAGA
TGCCACGATCGATCGAGACGTTGGCCAGCTATCAAAC
AGATAAGAACTACCCAAATATTTCCTAAATCCAGAAC
GGAAGACCCATTGACTAGGTCCTTACCTCTCAAATAGA
CAGACTATTCTTCTCCACATCAAAATATAGGGACTCCC
GATGCAACAAACACGGGCCACCACACAACAATGGTGA
AATGACCATGCATGCATCCACGTCCGTACGCAGCCATT
TCGTCTATAAATTTGCTTCCCATCCGATTCAACTACAA
GCTTGCGGGCAAAAATGGCAAAGGCTC

La A subrayada es el punto de inicio transcripcional putativo,
y el ATG en negrita y subrayado es el punto de inicio traduccional.
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