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DESCRIPCION
Genes y usos para la mejora de plantas

Campo de lainvencién

En el presente documento se desvelan invenciones en el campo de la genética de las plantas y la biologia del
desarrollo. Mas especificamente, la presente invencién proporciona semillas transgénicas para cultivos, en las que el
genoma de dicha semilla comprende ADN recombinante, cuya expresion produce la produccion de plantas
transgénicas que tienen rasgo(s) mejorado(s).

Antecedentes de lainvenciéon

Las plantas transgénicas con rasgos mejorados tales como rendimiento mejorado, tolerancia al estrés
medioambiental, resistencia a plagas, tolerancia a herbicidas, composiciones de la semilla modificadas y similares
son deseadas tanto por agricultores como por consumidores. Aunque esfuerzos considerables en el cultivo de
plantas ha proporcionado beneficios significativos en rasgos deseados, la capacidad para introducir ADN especifico
en los genomas de la planta proporciona otras oportunidades para la generacion de plantas con rasgos mejorados
y/o Unicos. La capacidad para desarrollar plantas transgénicas con rasgos mejorados depende en parte de la
identificacion de genes que son utiles en construcciones de ADN recombinante para la producciéon de plantas
transformadas con propiedades mejoradas.

Resumen de lainvencidn

La presente invencién proporciona semillas transgénicas, plantas transgénicas y construcciones de ADN con ADN
recombinante que mejora rasgos de un gen u homélogo que se ha demostrado que mejora rasgos en una planta
modelo. Mas especificamente, tal ADN recombinante es de un gen identificado en un cribado de plantas modelo
como se desvela en el presente documento u homologos de tal gen, por ejemplo, de especies relacionadas o en
algunos casos de una amplia gama de especies sin relacionar. En aspectos particulares de la invencién, el ADN
recombinante expresard una proteina que tiene una secuencia de aminoacidos con al menos el 90% de identidad
con SEC ID N°: 408. En el presente documento se proporciona la Tabla 2 que identifica las secuencias de
homdlogos para proteinas codificadas por los genes que mejoran rasgos descritas arriba como apéndice. En
algunos casos de la mejora de rasgos, el ADN recombinante codifica una proteina; en otros casos, el ADN
recombinante suprime la expresién endégena de proteinas. En un amplio aspecto, la presente invencién proporciona
semilla transgénica para cultivar plantas de cultivo con rasgos mejorados, incluyendo tales plantas de cultivo con
rasgos mejorados y las partes de la planta semilla transgénica producida por tales plantas de cultivo. El rasgo
mejorado proporcionado por el ADN recombinante en la planta de cultivo transgénico de la presente invencion se
identifica por comparacion con una planta de control, es decir, una planta sin el ADN recombinante que mejora
rasgos. En un aspecto de la invencion, la planta de cultivo transgénico cultivada a partir de la semilla transgénica
tiene rendimiento mejorado, con respecto al rendimiento de una planta de control, por ejemplo, una planta sin el
ADN recombinante que produce el aumento de rendimiento. El aumento del rendimiento puede caracterizarse como
aumento del rendimiento de la planta bajo condiciones de no estrés, o por aumento del rendimiento de la planta bajo
una o mas condiciones de estrés medioambiental que incluyen, pero no se limitan a, estrés por falta de agua, estrés
por frio, estrés por calor, estrés por alta salinidad, estrés por sombra y estrés por baja disponibilidad de nitrogeno.
Otro aspecto adicional de la presente invencién también proporciona plantas transgénicas que tienen otros fenotipos
mejorados, tales como desarrollo de la planta, morfologia de la planta, fisiologia de la planta o composicion de la
semilla mejorados con respecto a un rasgo correspondiente de una planta de control. Los diversos aspectos de la
presente invencién son especialmente Utiles para semilla transgénica y plantas transgénicas que tienen rasgos
mejorados en cultivos de maiz, soja, algoddn, canola (colza), trigo, girasol, sorgo, alfalfa, cebada, mijo, arroz,
tabaco, frutas y verduras, y césped.

La invencién también comprende una construccion de ADN recombinante que comprende un promotor funcional en
una célula de planta operativamente ligado a ADN recombinante que mejora rasgos de un gen para una proteina
gue tiene una secuencia de aminoacidos con al menos el 90% de identidad con SEC ID N°: 408. En un aspecto tal,
construcciones de ADN recombinante Utiles para la semilla transgénica y plantas transgénicas de la presente
invencion comprenden un promotor funcional en una célula de planta operativamente ligado a un segmento de ADN
para expresar una proteina asociada a un rasgo en una planta modelo o un homdlogo. En otro aspecto, las
construcciones de ADN recombinante Utiles para la semilla transgénica y plantas transgénicas de la presente
invencién comprenden un promotor funcional en una célula de planta operativamente ligado a un segmento de ADN
para suprimir el nivel de una proteina de planta endégena que es un homoélogo a una proteina de la planta modelo,
estando la supresion asociada a un rasgo mejorado. La supresion puede efectuarse por cualquiera de una variedad
de procedimientos conocidos en la técnica, por ejemplo, supresion postranscripcional por antisentido, sentido,
ARNbc y similares, o por supresion transcripcional.

La presente invencién también proporciona una planta de cultivo transgénico o progenie de la misma que
comprende en su genoma la construccion de ADN recombinante que mejora rasgos como se ha definido
anteriormente y un procedimiento para preparar una planta de cultivo transgénico, que comprende introducir la
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construccion de ADN recombinante como se ha definido anteriormente en el genoma de una linea de planta diana.

Descripcidn detallada de la invencion

La presente invencion se refiere a semilla de planta transgénica, en la que el genoma de dicha semilla de planta
transgénica comprende un ADN recombinante que mejora rasgos como se proporciona en el presente documento, y
la planta transgénica cultivada a partir de tal semilla posee un rasgo mejorado con respecto al rasgo de una planta
de control. En un aspecto, la presente invencion se refiere a plantas transgénicas en las que el rasgo mejorado es
uno 0 mas rasgos que incluyen tolerancia al estrés por sequia mejorada, tolerancia al estrés por calor mejorada,
tolerancia al estrés por frio mejorada, tolerancia al estrés por alta salinidad mejorada, tolerancia al estrés por baja
disponibilidad de nitrdgeno mejorada, tolerancia al estrés por sombra mejorada, crecimiento y desarrollo de la planta
mejorados en los estados de imbibicion de semillas durante la fase vegetativa temprana, y crecimiento y desarrollo
de la planta mejorados en los estados de desarrollo de hojas, produccion de flores y madurez de la semilla. De
particular interés son las plantas transgénicas cultivadas a partir de semillas transgénicas proporcionadas en el
presente documento en las que el rasgo mejorado es el aumento del rendimiento de las semillas. Las construcciones
de ADN recombinante desveladas por la presente invencion comprenden polinucleétidos recombinantes que
proporcionan la produccion de ARNm para modular la expresion génica, confiriendo rasgos mejorados a las plantas.

Como se usa en el presente documento, “gen” se refiere a ADN cromosémico, ADN de plasmido, ADNc, ADN
sintético u otro ADN que codifica un péptido, polipéptido, proteina o molécula de ARN, y regiones que flanquean las
secuencias codificantes que participan en la regulacidn de la expresion.

Como se usa en el presente documento, “semilla transgénica” se refiere a una semilla de planta cuyo genoma ha
sido alterado por la incorporacion de ADN recombinante, por ejemplo, por transformacion como se describe en el
presente documento. El término “planta transgénica” se usa para referirse a la planta producida a partir de un evento
de transformacion original, o progenie de posteriores generaciones o cruces de una planta con una planta
transformada, mientras que la progenie contenga el ADN recombinante en su genoma. Como se usa en el presente
documento, “ADN recombinante” se refiere a un polinucleétido que tiene una modificacion genéticamente
manipulada introducida por combinacion de elementos enddgenos y/o exdgenos en una unidad de transcripcion,
manipulacion por mutagénesis, enzimas de restriccion y similares, o simplemente insertando mdltiples copias de una
unidad de transcripcion nativa. El ADN recombinante puede comprender segmentos de ADN obtenidos de diferentes
fuentes, o segmentos de ADN obtenidos de la misma fuente, que han sido manipulados para unir segmentos de
ADN que no existen naturalmente en la forma unida. Un polinucledtido recombinante puede existir fuera de la célula,
por ejemplo, como un fragmento de PCR, o integrarse en un genoma, tal como un genoma de planta.

Como se usa en el presente documento, “rasgo” se refiere a una caracteristica fisiolégica, morfolégica, bioquimica o
fisica de una planta o material o célula de planta particular. En algunos casos, esta caracteristica es visible para el
ojo humano, tal como tamafio de la semilla o planta, o puede medirse por técnicas bioquimicas, tales como
detectando el contenido de proteina, almidén o aceite de la semilla u hojas, o por observacién de un proceso
metabolico o fisioldgico, por ejemplo, midiendo la captacién de didxido de carbono, o por la observacion del nivel de
expresion de un gen o genes, por ejemplo, empleando analisis Northern, RT-PCR, ensayos de expresion génica de
micromatrices o sistemas de expresion de genes indicadores, o por observaciones agricolas tales como tolerancia al
estrés, rendimiento o tolerancia a patégenos.

Como se usa en el presente documento, “planta de control” es una planta sin ADN recombinante que mejora rasgos.
Una planta de control se usa para medir y comparar la mejora de los rasgos en una planta transgénica con tal ADN
recombinante que mejora rasgos. Una planta de control adecuada puede ser una planta no transgénica de la linea
parental usada para generar una planta transgénica en el presente documento. Alternativamente, la planta de control
puede ser una planta transgénica que comprende un vector vacio o gen marcador, pero no contiene el ADN
recombinante que produce la mejora de rasgos. Una planta de control también puede ser una progenie segregante
negativa de planta transgénica hemicig6tica. En ciertas demostraciones de mejora de rasgos, el uso de un nimero
limitado de plantas de control puede producir una amplia variacién en el conjunto de datos de control. Para minimizar
el efecto de la variacion dentro del conjunto de datos de control se usa una “referencia”. Como uso en el presente
documento, una “referencia” es una media recortada de todos los datos de tanto plantas transgénicas como de
control cultivadas bajo las mismas condiciones y en el mismo estado de desarrollo. La media recortada se calcula
eliminando un porcentaje especifico, es decir, el 20%, de la observacion mas pequefia y mas grande del conjunto de
datos y luego calculando el promedio de la observacién restante.

Como se usa en el presente documento, “mejora de rasgos” se refiere a una diferencia detectable y deseable en una
caracteristica en una planta transgénica con respecto a una planta de control o una referencia. En algunos casos, la
mejora de rasgos puede medirse cuantitativamente. Por ejemplo, la mejora de rasgos puede implicar al menos una
diferencia deseable del 2% en un rasgo observado, al menos una diferencia deseable del 5%, al menos
aproximadamente una diferencia deseable del 10%, al menos aproximadamente una diferencia deseable del 20%, al
menos aproximadamente una diferencia deseable del 30%, al menos aproximadamente una diferencia deseable del
50%, al menos aproximadamente una diferencia deseable del 70%, o al menos aproximadamente una diferencia del
100%, o una diferencia deseable incluso mayor. En otros casos, la mejora de rasgos soOlo es medida
cualitativamente. Se sabe que puede ser una variacion natural en un rasgo. Por tanto, la mejora de rasgos
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observada implica un cambio de la distribucion normal del rasgo en la planta transgénica en comparacion con la
distribucién de rasgos observada en una planta de control o una referencia, que se evalla por procedimientos
estadisticos proporcionados en el presente documento. La mejora de rasgos incluye, pero no se limita a, aumento
del rendimiento, que incluye aumento del rendimiento bajo condiciones de no estrés y aumento del rendimiento bajo
condiciones de estrés medioambiental. Las condiciones de estrés pueden incluir, por ejemplo, sequia, sombra,
enfermedad fungica, enfermedad virica, enfermedad bacteriana, infestacion por insectos, infestacion por nematodos,
exposicion a temperaturas bajas, exposicion al calor, estrés osmético, disponibilidad reducida de nutrientes de
nitrégeno, disponibilidad reducida de nutrientes de fésforo y alta densidad de plantas. Muchos rasgos agronémicos
pueden afectar el “rendimiento” que incluyen, sin limitacién, altura de la planta, nimero de vainas, posicion de las
vainas en la planta, nimero de entrenudos, incidencia de rotura de vainas, tamafio de grano, eficiencia de
nodulacion vy fijacién de nitrégeno, eficiencia de la asimilacién de nutrientes, resistencia a estrés biético y abidtico,
asimilacion de carbono, arquitectura de la planta, resistencia al encamado, porcentaje de germinacion de semillas,
vigor de los plantones y rasgos juveniles. Otros rasgos que pueden afectar el rendimiento incluyen eficiencia de
germinacion (incluyendo germinacion en condiciones de estrés), velocidad de crecimiento (incluyendo velocidad de
crecimiento en condiciones de estrés), nimero de espigas, numero de semillas por espiga, tamafio de la semilla,
composicion de la semilla (almidén, aceite, proteina) y caracteristicas del relleno de la semilla. También es de
interés la generacion de plantas transgénicas que demuestran propiedades fenotipicas deseables que pueden o
pueden no conferir un aumento en el rendimiento de la planta global. Tales propiedades incluyen morfologia de la
planta mejorada, fisiologia de la planta 0 componentes mejorados de la semilla madura recolectada de la planta
transgénica.

Como se usa en el presente documento, “medioambiente limitante del rendimiento” se refiere a la condicion bajo la
gue una planta tendria la limitacién del rendimiento que incluye condiciones de estrés medioambiental.

Como se usa en el presente documento, “condiciéon de estrés” se refiere a la condicion no favorable para una planta
gue afecta adversamente el metabolismo, crecimiento y/o desarrollo de la planta. Una planta bajo la condicion de
estrés normalmente muestra velocidad de germinacién reducida, crecimiento y desarrollo retardados, velocidad de
fotosintesis reducida y que conduce eventualmente a la reduccion en el rendimiento. Especificamente, el “estrés por
falta de agua” usado en el presente documento se refiere preferentemente a condiciones inferiores a las 6ptimas
para el agua y humedad necesarias para el crecimiento normal de plantas naturales. El contenido relativo de agua
(CRA) puede usarse como una medida fisiologica de la falta de agua de la planta. Mide el efecto del ajuste osmético
en el estado de agua de la planta cuando una planta esta bajo condiciones de estrés. Las condiciones que pueden
producir estrés por falta de agua incluyen estrés osmético inducido por calor, sequia, alta salinidad y PEG.

“Estrés por frio” usado en el presente documento se refiere preferentemente a la exposiciéon de una planta a una
temperatura por debajo (dos o mas grados Celsius por debajo) de la normal para una especie particular o cepa
particular de planta.

Como se usa en el presente documento, “condicion de crecimiento con nitrégeno suficiente” se refiere a la condicién
de crecimiento en la que la tierra o el medio de crecimiento contiene o recibe suficientes cantidades de nutriente de
nitrégeno para sostener un crecimiento de planta sano y/o para que una planta alcance su rendimiento tipico para
una especie de planta particular o una cepa particular. Como se usa en el presente documento, “nutriente de
nitrégeno” significa una cualquiera o cualquier mezcla de las sales de nitrato cominmente usadas como fertilizante
de nitrégeno para las plantas que incluyen, pero no se limitan a, nitrato de potasio, nitrato de calcio, nitrato de sodio,
nitrato de amonio. El término amonio como se usa en el presente documento significa una cualquiera o cualquier
mezcla de las sales de amonio comunmente usadas como fertilizante de nitrégeno para las plantas, por ejemplo,
nitrato de amonio, cloruro de amonio, sulfato de amonio, etc. Un experto en la materia reconoceria qué constituyen
tal tierra, medios y aportes de fertilizante para la mayoria de las especies de plantas. “Estrés por baja disponibilidad
de nitrobgeno” usado en el presente documento se refiere a una condicién de crecimiento de la planta que no
contiene suficiente nutriente de nitrégeno para mantener un crecimiento sano de la planta y/o para que una planta
alcance su rendimiento tipico bajo una condicién de crecimiento con nitrégeno suficiente, y preferentemente se
refiere a una condicion de crecimiento con 50% o menos de los aportes de nitrdgeno convencionales.

“Estrés por sombra” usado en el presente documento se refiere preferentemente a la disponibilidad limitada de luz
que desencadena la respuesta de evitacion de sombra en la planta. Las plantas estan sometidas a estrés por
sombra cuando estan localizadas en la parte inferior del follaje, o en estrecha proximidad de vegetacién vecina. El
estrés por sombra puede agravarse cuando la densidad de plantacidon supera la densidad reinante promedio para
una especie de planta particular. Las densidades reinantes promedio por acre de algunos otros ejemplos de plantas
de cultivo en EE.UUU. en el afio 2000 fueron: trigo 1.000.000-1.500.000; arroz 650.000-900.000; soja 150.000-
200.000, canola 260.000-350.000, girasol 17.000-23.000 y algodén 28.000-55.000 plantas por acre (Cheikh, y col.,
(2003), solicitud de patente de EE.UU. n® 20030101479).

Como se usa en el presente documento, el “aumento del rendimiento” de una planta transgénica de la presente
invencién puede evidenciarse y medirse de varias formas, que incluyen peso de prueba, nimero de semillas por
planta, peso de la semilla, nimero de semillas por unidad de area (es decir, semillas, o peso de semillas, por acre),
fanegas por acre, toneladas por acre, toneladas por acre, kilogramos por hectarea. Por ejemplo, el rendimiento del
maiz puede medirse como la produccion de granos de maiz envainado por unidad de area de produccion, por
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ejemplo, en fanegas por acre o toneladas métricas por hectarea, frecuentemente informadas en una base ajustada a
la humedad, por ejemplo, un 15,5% de humedad. El aumento del rendimiento puede resultar de la utilizacion
mejorada de compuestos bioquimicos clave tales como nitrégeno, fésforo e hidrato de carbono, o de respuestas
mejoradas a estreses medioambientales tales como frio, calor, sequia, sal y ataque por plagas o patdgenos. El ADN
recombinante que mejora rasgos también puede usarse para proporcionar plantas transgénicas que tienen
crecimiento y desarrollo mejorados y, por Gltimo lugar, aumento del rendimiento, como resultado de la expresion
modificada de reguladores del crecimiento de las plantas o modificacion del ciclo celular o rutas de fotosintesis.

Como se usa en el presente documento, “expresion” se refiere a la transcripcion de ADN para producir ARN. EI ARN
resultante puede ser, sin limitacion, ARNm que codifica una proteina, ARN antisentido que es complementario a un
ARNmM que codifica una proteina, o un transcrito de ARN que comprende una combinacién de regiones de genes
sentido y antisentido tales como para su uso en tecnologia de ARNi. La expresidbn como se usa en el presente
documento también puede referirse a la produccion de proteina codificada de ARNm.

Como se usa en el presente documento, “promotor” incluye referencia a una regién de ADN en la direccion 5' del
inicio de la transcripcion y que participa en el reconocimiento y la unién de ARN polimerasa y otras proteinas para
iniciar la transcripcion. Un “promotor de planta” es un promotor que puede iniciar la transcripcion en células de planta
tanto si su origen es como si no una célula de planta. Promotores de plantas a modo de ejemplo incluyen, pero no se
limitan a, aquellos que se obtienen de plantas, virus de plantas y bacterias que comprenden genes expresados en
células de planta tales como Agrobacterium o Rhizobium. Ejemplos de promotores bajo el control del desarrollo
incluyen promotores que inician preferencialmente la transcripcién en ciertos tejidos tales como hojas, raices o
semillas. Tales promotores se denominan “preferidos para tejido”. Los promotores que inician la transcripcién sélo en
ciertos tejidos se denominan “especificos para tejido”. Un promotor especifico para “tipo de célula” acciona
principalmente la expresion en ciertos tipos de células en uno o mas 6rganos, por ejemplo, células vasculares en
raices u hojas. Un promotor “inducible” o “represible” es un promotor que esta bajo el control medioambiental.
Ejemplos de condiciones medioambientales que pueden efectuar la transcripcién por promotores inducibles incluyen
condiciones anaerobias, o ciertos productos quimicos o la presencia de luz. Los promotores especificos para tejido,
preferidos para tejido, especificos para tipo de célula e inducibles constituyen la clase de promotores “no
constitutivos”. Un promotor “constitutivo” es un promotor que es activo bajo la mayoria de las condiciones. Como se
usa en el presente documento, la “orientacion antisentido” incluye referencia a una secuencia de polinucleétidos que
estd operativamente ligada a un promotor en una orientacion en la que se transcribe la hebra no codificante. La
hebra no codificante es suficientemente complementaria a un producto de transcripcién endégeno de forma que la
traduccion del producto de transcripcién endégeno se inhibe frecuentemente.

Como se usa en el presente documento, “operativamente ligado” se refiere a la asociacion de dos o mas fragmentos
de &cido nucleico en un Unico fragmento de acido nucleico de manera que la funcién del uno esté afectada por la del
otro. Por ejemplo, un promotor esti operativamente ligado a una secuencia codificante cuando puede afectar la
expresion de esa secuencia codificante (es decir, que la secuencia codificante esta bajo el control de la transcripcién
del promotor). Las secuencias codificantes pueden ligarse operativamente a secuencias reguladoras en orientacién
sentido o antisentido.

Como se usa en el presente documento, “secuencia consenso” se refiere a una secuencia de aminoacidos artificial
de partes conservadas de las proteinas codificadas por genes homélogos, por ejemplo, como se ha determinado por
un alineamiento CLUSTALW de secuencia de aminoacidos de proteinas homologas.

Como se usa en el presente documento, “homdlogo” se refiere a un gen relacionado con un segundo gen por
ascendencia de una secuencia de ADN ancestral comuan. El término homélogo puede aplicarse a la relacion entre
genes separados por el evento de especiacion (véase ortélogo) o a la relacién entre genes separados por el evento
de duplicacién genética (véase paralogo). Los homélogos pueden ser del mismo organismo o de un organismo
diferente que realiza la misma funcion bioldgica. “Ort6logos” se refieren a un conjunto de genes homdlogos en
diferentes especies que se desarrollaron de un gen ancestral comun por especificacion. Normalmente, los ortélogos
retienen la misma funcién en el curso de la evolucion; y “paralogos” se refiere a un conjunto de genes homdlogos en
las mismas especies que se han separado entre si como consecuencia de duplicacion genética.

El porcentaje de identidad se refiere al grado al que dos segmentos de ADN o proteina éptimamente alineados son
invariantes por toda una ventana de alineamiento de componentes, por ejemplo, secuencia de nucleétidos o
secuencia de aminoacidos. Una “fraccidon de identidad” para segmentos alineados de una secuencia de prueba y
una secuencia de referencia es el nimero de componentes idénticos que son compartidos por secuencias de los dos
segmentos alineados dividido entre el nimero total de componentes de secuencia en el segmento de referencia
durante una ventana de alineamiento que es la mas pequefia de la secuencia de prueba completa o la secuencia de
referencia completa. “Porcentaje de identidad” (“% de identidad”) es las veces de la fraccion de identidad. “100% de
identidad con una secuencia de aminoacidos consenso” es 100 veces la fracciéon de identidad en una ventana de
alineamiento de una secuencia de aminoacidos de una proteina de prueba dptimamente alineada con la secuencia
de aminoacidos consenso de la presente invencion.

Como se usa en el presente documento, “Arabidopsis” significa plantas de Arabidopsis thaliana.
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Construcciones de ADN recombinante

La presente invencidn proporciona construcciones de ADN recombinante que comprenden uno 0 mas
polinucledtidos desvelados en el presente documento para conferir uno 0 mas rasgos mejorados a la planta
transgénica. Tales construcciones también comprenden normalmente un promotor operativamente ligado a dicho
polinucledtido para proporcionar la expresion en una planta diana. Otros componentes de construccion pueden
incluir elementos reguladores adicionales tales como regiones sin traducir de 5 o 3' (tal como sitios de
poliadenilacién), regiones de intrones y péptidos de transito o sefial. Tales construcciones de ADN recombinante
pueden ensamblarse usando procedimientos conocidos para aquellos expertos en la materia.

En una realizacion preferida, un polinucleétido de la presente invencién est4 operativamente ligado en una
construccién de ADN recombinante a un promotor funcional en una planta para proporcionar la expresion del
polinucledtido en la orientaciéon sentido de forma que se produzca un polipéptido deseado. También se proporcionan
realizaciones en las que un polinucleétido estd operativamente ligado a un promotor funcional en una planta para
proporcionar la expresion del polinucledtido en la orientacion antisentido de forma que se produzca una copia
complementaria de al menos una parte de un ARNm nativo para el huésped de la planta diana.

Las construcciones recombinantes preparadas segun la presente invencion también pueden incluir generalmente
una regién de ADN sin traducir de 3' (UTR) que normalmente contiene una secuencia de poliadenilacion tras la
region codificante de polinucleétidos. Ejemplos de 3' UTR dutiles incluyen aquellas del gen nopalina sintasa de
Agrobacterium tumefaciens (nos), un gen que codifica la subunidad pequefia de una ribulosa-1,5-bisfosfato
carboxilasa-oxigenasa (rbcS), y el transcrito T7 de Agrobacterium tumefaciens.

Las construcciones y los vectores también pueden incluir un péptido de transito para elegir como diana un gen diana
para un organulo de la planta, particularmente para un cloroplasto, leucoplasto u otro organulo plastido. Para
descripciones del uso de péptidos de transito de cloroplastos véanse la patente de EE.UU. 5.188.642 y la patente de
EE.UU. n° 5.728.925.

La Tabla 1 proporciona una lista de genes que puede proporcionar ADN recombinante que se us6 en una planta
modelo para descubrir rasgos mejorados asociados y que puede usarse con homoélogos para definir una secuencia
de aminoacidos consenso para caracterizar ADN recombinante en las semillas transgénicas, plantas transgénicas,
construcciones de ADN y procedimientos de la presente invencion. “SEC NUC ID N°” se refiere a una SEC ID N°
para la secuencia de ADN particular en la lista de secuencias. “SEC PEP N°” se refiere a una SEC ID N° en la lista
de secuencias para la secuencia de aminoacidos de una proteina relacionada con un ADN particular,
“construccion_id” se refiere a un nimero arbitrario usado para identificar una construccién de ADN recombinante
particular que comprende el ADN particular.

“Gen” se refiere a un nombre arbitrario usado para identificar el ADN particular.

“Orientacién” se refiere a la orientacién del ADN particular en una construccién de ADN recombinante con respecto
al promotor.

“Especie” se refiere al organismo del que se derivé el ADN particular.

Tabla 1
SEC NUC ID | SEC PEP ID | construccion_id | Gen Orientacién Especie

1 240 19867 | CGPG4046 | Sentido Glycine max
2 241 74518 | CGPG6792 | Sentido Pseudomonas fluorescens PfO-1
3 242 15816 | CGPG2244 | Sentido Arabidopsis thaliana
4 243 17918 | CGPG2774 | Sentido Arabidopsis thaliana
5 244 15306 | CGPG1909 | Antisentido Arabidopsis thaliana
6 245 12038 | CGPG1087 | Sentido Arabidopsis thaliana
7 246 12046 | CGPG1106 | Sentido Arabidopsis thaliana
8 247 13432 | CGPG1525 | Sentido Arabidopsis thaliana
9 248 13711 | CGPG1114 | Sentido Arabidopsis thaliana

10 249 14809 | CGPG692 Sentido Arabidopsis thaliana
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(continuacién)

SEC NUC ID | SEC PEP ID | construccion_id | Gen Orientacién Especie
11 250 14951 | CGPG1636 | Sentido Arabidopsis thaliana
12 251 15632 | CGPG1469 | Sentido Arabidopsis thaliana
13 252 16147 | CGPG2088 | Sentido Arabidopsis thaliana
14 253 16158 | CGPG2169 | Sentido Arabidopsis thaliana
15 254 16170 | CGPG2192 | Sentido Arabidopsis thaliana
16 255 16171 | CGPG2194 | Sentido Arabidopsis thaliana
17 256 16175 | CGPG2204 | Sentido Arabidopsis thaliana
18 257 17430 | CGPG2478 | Sentido Arabidopsis thaliana
19 258 17819 | CGPG2587 | Sentido Arabidopsis thaliana
20 259 17921 | CGPG2878 | Sentido Arabidopsis thaliana
21 260 17928 | CGPG2739 | Sentido Arabidopsis thaliana
22 261 18637 | CGPG3450 | Sentido Arabidopsis thaliana
23 262 18816 | CGPG2406 | Sentido Arabidopsis thaliana
24 263 19227 | CGPG3025 | Sentido Arabidopsis thaliana
25 264 19429 | CGPG3486 | Sentido Arabidopsis thaliana
26 265 70235 | CGPG96 Sentido Arabidopsis thaliana
27 266 72634 | CGPG4855 | Sentido Arabidopsis thaliana
28 267 72752 | CGPG5532 | Sentido Saccharomyces cerevisiae
29 268 12007 | CGPG1089 | Antisentido Arabidopsis thaliana
30 269 12290 | CGPG977 | Antisentido Arabidopsis thaliana
31 270 12343 | CGPG581 | Antisentido Arabidopsis thaliana
32 271 14348 | CGPG1692 | Antisentido Arabidopsis thaliana
33 272 15708 | CGPG2167 | Antisentido Arabidopsis thaliana
34 273 17615 | CGPG2458 | Antisentido Arabidopsis thaliana
35 274 17622 | CGPG2454 | Antisentido Arabidopsis thaliana
36 275 70714 | CGPG1480 | Antisentido Arabidopsis thaliana
37 276 17925 | CGPG2883 | Sentido Arabidopsis thaliana
38 277 18541 | CGPG2971 | Sentido Arabidopsis thaliana
39 278 11425 | CGPG628 | Sentido Arabidopsis thaliana
40 279 12263 | CGPG799 | Sentido Arabidopsis thaliana
41 280 12288 | CGPG811 Sentido Arabidopsis thaliana
42 281 12910 | CGPG985 | Sentido Arabidopsis thaliana
43 282 14335 | CGPG1685 | Sentido Arabidopsis thaliana
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(continuacién)

SEC NUC ID | SEC PEP ID | construccion_id | Gen Orientacién Especie

44 283 17427 | CGPG2475 | Sentido Arabidopsis thaliana
45 284 19140 | CGPG1758 | Sentido Arabidopsis thaliana
46 285 19179 | CGPG740 Sentido Arabidopsis thaliana
a7 286 19251 | CGPG3118 | Sentido Arabidopsis thaliana
48 287 19443 | CGPG2834 | Sentido Arabidopsis thaliana
49 288 19607 | CGPG3397 | Sentido Arabidopsis thaliana
50 289 19915 | CGPG4072 | Sentido Glycine max

51 290 70222 | CGPG28 Sentido Arabidopsis thaliana
52 291 70464 | CGPG3773 | Sentido Arabidopsis thaliana
53 292 70474 | CGPG3806 | Sentido Arabidopsis thaliana
54 293 70484 | CGPG3853 | Sentido Arabidopsis thaliana
55 294 72474 | CGPG4667 | Sentido Glycine max

56 295 13047 | CGPG1324 | ANTISENTIDO | Arabidopsis thaliana
57 296 13304 | CGPG1282 | ANTISENTIDO | Arabidopsis thaliana
58 297 13474 | CGPG1600 | ANTISENTIDO | Arabidopsis thaliana
59 298 19252 | CGPG3121 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
60 299 12612 | CGPG1181 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
61 300 12926 | CGPG1299 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
62 301 13230 | CGPG1276 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
63 302 14235 | CGPG1665 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
64 303 17305 | CGPG2261 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
65 304 17470 | CGPG2606 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
66 305 17718 | CGPG1791 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
67 306 17904 | CGPG1912 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
68 307 18280 | CGPG3547 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
69 308 18287 | CGPG3563 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
70 309 18501 | CGPG2237 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
71 310 18877 | CGPG3097 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
72 311 19531 | CGPG3028 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
73 312 70405 | CGPG1672 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
74 313 72136 | CGPG5320 | SENTIDO Glycine max

75 314 72611 | CGPG4812 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
76 315 12627 | CGPG1003 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
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(continuacién)

SEC NUC ID | SEC PEP ID | construccion_id | Gen Orientacién Especie
77 316 12813 | CGPG825 SENTIDO Arabidopsis thaliana
78 317 14945 | CGPG1776 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
79 318 15345 | CGPG1504 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
80 319 15348 | CGPG1514 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
81 320 16325 | CGPG2195 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
82 321 16702 | CGPG531 SENTIDO Arabidopsis thaliana
83 322 16836 | CGPG2283 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
84 323 17002 | CGPG1926 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
85 324 17012 | CGPG2073 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
86 325 17017 | CGPG1722 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
87 326 17344 | CGPG2404 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
88 327 17426 | CGPG2474 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
89 328 17655 | CGPG2899 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
90 329 17656 | CGPG2714 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
91 330 17906 | CGPG2145 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
92 331 18278 | CGPG3544 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
93 332 18822 | CGPG2398 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
94 333 18881 | CGPG3126 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
95 334 192133 | CGPG3622 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
96 335 19239 | CGPG3197 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
97 336 192477 | CGPG3112 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
98 337 19460 | CGPG2824 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
99 338 19512 | CGPG2898 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
100 339 19533 | CGPG3032 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
101 340 19603 | CGPG3385 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
102 341 72126 | CGPG5310 | SENTIDO Glycine max
103 342 72437 | CGPG5068 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
104 343 72441 | CGPG5079 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
105 344 72639 | CGPG4861 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
106 345 14825 | CGPG1883 | Antisentido Arabidopsis thaliana
107 346 17931 | CGPG2890 | Sentido Arabidopsis thaliana
108 347 18854 | CGPG3524 | Sentido Arabidopsis thaliana
109 348 12237 | CGPG1206 | Sentido Arabidopsis thaliana
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(continuacién)

SEC NUC ID | SEC PEP ID | construccion_id | Gen Orientacién Especie

110 349 13414 | CGPG1246 | Sentido Arabidopsis thaliana
111 350 16160 | CGPG2172 | Sentido Arabidopsis thaliana
112 351 16226 | CGPG1980 | Sentido Arabidopsis thaliana
113 352 16803 | CGPG2179 | Sentido Arabidopsis thaliana
114 353 18260 | CGPG3373 | Sentido Arabidopsis thaliana
115 354 18642 | CGPG3230 | Sentido Arabidopsis thaliana
116 355 18721 | CGPG3618 | Sentido Arabidopsis thaliana
117 356 19254 | CGPG3123 | Sentido Arabidopsis thaliana
118 357 70247 | CGPG34 Sentido Arabidopsis thaliana
119 358 70650 | CGPG4337 | Sentido Arabidopsis thaliana
120 359 11787 | CGPG951 ANTISENTIDO | Arabidopsis thaliana
120 359 12635 | CGPG951 Sentido Arabidopsis thaliana
121 360 13641 | CGPG1211 | ANTISENTIDO | Arabidopsis thaliana
122 361 14515 | CGPG1115 | ANTISENTIDO | Arabidopsis thaliana
123 362 14920 | CGPG2027 | ANTISENTIDO | Arabidopsis thaliana
124 363 15204 | CGPG2000 | ANTISENTIDO | Arabidopsis thaliana
125 364 15216 | CGPG1906 | ANTISENTIDO | Arabidopsis thaliana
125 364 19058 | CGPG1906 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
126 365 15330 | CGPG1237 | ANTISENTIDO | Arabidopsis thaliana
127 366 19610 | CGPG3419 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
128 367 14338 | CGPG1706 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
129 368 17809 | CGPG2436 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
130 369 72471 | CGPG4648 | SENTIDO Glycine max

131 370 16403 | CGPG1983 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
132 371 17737 | CGPG2623 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
133 372 18395 | CGPG2994 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
134 373 72772 | CGPG2418 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
135 374 19441 | CGPG2783 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
136 375 11409 | CGPG136 SENTIDO Arabidopsis thaliana
137 376 10486 | CGPG137 SENTIDO Arabidopsis thaliana
138 377 12104 | CGPG693 SENTIDO Arabidopsis thaliana
139 378 12258 | CGPG836 SENTIDO Arabidopsis thaliana
140 379 12909 | CGPG1195 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
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(continuacién)

SEC NUC ID | SEC PEP ID | construccion_id | Gen Orientacién Especie

141 380 14310 | CGPG1037 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
142 381 14317 | CGPG1150 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
143 382 14709 | CGPG990 SENTIDO Arabidopsis thaliana
144 383 15123 | CGPG1730 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
145 384 16013 | CGPG978 SENTIDO Arabidopsis thaliana
146 385 16185 | CGPG2025 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
147 386 16719 | CGPG1817 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
148 387 17490 | CGPG2638 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
149 388 17905 | CGPG2101 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
150 389 18385 | CGPG3609 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
151 390 18392 | CGPG2989 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
153 392 18531 | CGPG3215 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
154 393 18603 | CGPG3423 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
155 394 19530 | CGPG3026 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
156 395 70202 | CGPG3949 | SENTIDO Glycine max

157 396 72009 | CGPG5273 | SENTIDO Saccharomyces cerevisiae
158 397 72119 | CGPG5332 | SENTIDO Glycine max

159 398 10188 | CGPG147 | Antisentido Arabidopsis thaliana
160 399 10404 | CGPG25 Antisentido Arabidopsis thaliana
161 400 11333 | CGPG583 | Antisentido Arabidopsis thaliana
162 401 11719 | CGPG710 | Antisentido Arabidopsis thaliana
163 402 13663 | CGPG1241 | Antisentido Arabidopsis thaliana
164 403 13958 | CGPG1711 | Antisentido Arabidopsis thaliana
165 404 15214 | CGPG1904 | Antisentido Arabidopsis thaliana
166 405 10483 | CGPG447 | Sentido Arabidopsis thaliana
167 406 11711 | CGPG466 Sentido Arabidopsis thaliana
168 407 11909 | CGPG471 Sentido Arabidopsis thaliana
169 408 12216 | CGPG1091 | Sentido Arabidopsis thaliana
170 409 12236 | CGPG1193 | Sentido Arabidopsis thaliana
171 410 12256 | CGPG824 | Sentido Arabidopsis thaliana
172 411 12806 | CGPG714 Sentido Arabidopsis thaliana
173 412 12904 | CGPG204 Sentido Arabidopsis thaliana
174 413 13212 | CGPG1384 | Sentido Arabidopsis thaliana
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(continuacién)

SEC NUC ID | SEC PEP ID | construccion_id | Gen Orientacién Especie

175 414 13232 | CGPG1281 | Sentido Arabidopsis thaliana
176 415 13912 | CGPG1283 | Sentido Arabidopsis thaliana
177 416 14327 | CGPG1606 | Sentido Arabidopsis thaliana
178 417 14704 | CGPG1066 | Sentido Arabidopsis thaliana
179 418 14714 | CGPG1431 | Sentido Arabidopsis thaliana
180 419 15142 | CGPG1917 | Sentido Arabidopsis thaliana
181 420 17450 | CGPG2684 | Sentido Arabidopsis thaliana
182 421 18607 | CGPG3496 | Sentido Arabidopsis thaliana
183 422 19409 | CGPG2691 | Sentido Arabidopsis thaliana
184 423 19412 | CGPG2727 | Sentido Arabidopsis thaliana
185 424 13005 | CGPG724 ANTISENTIDO | Arabidopsis thaliana
186 425 10203 | CGPG272 ANTISENTIDO | Arabidopsis thaliana
187 426 11327 | CGPG551 | ANTISENTIDO | Arabidopsis thaliana
188 427 11814 | CGPG1041 | ANTISENTIDO | Arabidopsis thaliana
188 427 12018 | CGPG1041 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
189 428 13003 | CGPG673 ANTISENTIDO | Arabidopsis thaliana
190 429 13949 | CGPG1686 | ANTISENTIDO | Arabidopsis thaliana
191 430 16416 | CGPG2258 | ANTISENTIDO | Arabidopsis thaliana
192 431 16438 | CGPG1847 | ANTISENTIDO | Arabidopsis thaliana
193 432 17124 | CGPG2432 | ANTISENTIDO | Arabidopsis thaliana
194 433 19132 | CGPG1755 | ANTISENTIDO | Arabidopsis thaliana
195 434 17922 | CGPG2880 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
196 435 19719 | CGPG4171 | SENTIDO Glycine max

197 436 17336 | CGPG1732 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
197 436 14274 | CGPG1732 | ANTISENTIDO | Arabidopsis thaliana
198 437 17735 | CGPG2423 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
199 438 19249 | CGPG3115 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
200 439 18513 | CGPG3485 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
201 440 11517 | CGPG224 SENTIDO Arabidopsis thaliana
202 441 12363 | CGPG981 SENTIDO Arabidopsis thaliana
203 442 12922 | CGPG1294 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
204 443 15360 | CGPG1719 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
205 444 16028 | CGPG2047 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
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SEC NUC ID | SEC PEP ID | construccion_id | Gen Orientacién Especie
206 445 16648 | CGPG2504 | SENTIDO Agrobacterium tumefaciens
207 446 16705 | CGPG1005 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
208 447 16715 | CGPG2273 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
209 448 17316 | CGPG2146 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
210 449 17331 | CGPG1708 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
211 450 17339 | CGPG2461 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
212 451 17420 | CGPG2465 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
213 452 17446 | CGPG2728 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
214 453 17487 | CGPG2633 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
215 454 17740 | CGPG2605 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
216 455 17752 | CGPG2831 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
217 456 18021 | CGPG685 SENTIDO Arabidopsis thaliana
218 457 18245 | CGPG3343 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
219 458 18617 | CGPG3521 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
220 459 18734 | CGPG3198 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
221 460 18823 | CGPG2830 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
222 461 19222 | CGPG3017 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
223 462 19430 | CGPG3487 | SENTIDO Arabidopsis thaliana
224 463 12332 | CGPG356 | Antisentido Arabidopsis thaliana
225 464 13649 | CGPG1544 | Antisentido Arabidopsis thaliana
226 465 16113 | CGPG2128 | Antisentido Arabidopsis thaliana
227 466 12069 | CGPG1188 | Sentido Arabidopsis thaliana
228 467 12906 | CGPG313 Sentido Arabidopsis thaliana
229 468 13443 | CGPG1233 | Sentido Arabidopsis thaliana
230 469 14707 | CGPG1141 | Sentido Arabidopsis thaliana
231 470 15116 | CGPG1509 | Sentido Arabidopsis thaliana
232 471 16117 | CGPG2234 | Sentido Arabidopsis thaliana
233 472 16136 | CGPG2144 | Sentido Arabidopsis thaliana
234 473 19077 | CGPG1808 | Sentido Arabidopsis thaliana
235 474 19178 | CGPG3683 | Sentido Saccharomyces cerevisiae
236 475 70752 | CGPG4465 | Sentido Arabidopsis thaliana
237 476 707533 | CGPG4469 | Sentido Arabidopsis thaliana
238 477 70809 | CGPG388 Sentido Arabidopsis thaliana
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(continuacién)

SEC NUC ID | SEC PEP ID | construccion_id | Gen Orientacién Especie

239 478 72091 | CGPG5264 | Sentido Saccharomyces cerevisiae

ADN recombinante

ADN a modo de ejemplo para su uso en la presente invencion para mejorar los rasgos en plantas se proporcionan
en el presente documento como SEC ID N°: 1 a SEC ID N°: 151 y SEC ID N°: 153 a SEC ID N°: 239. Un subconjunto
de ADN a modo de ejemplo incluye fragmentos de los polinucleétidos enteros desvelados que consisten en
oligonucleétidos de al menos 15, preferentemente al menos 16 6 17, mas preferentemente al menos 18 6 19, e
incluso mas preferentemente al menos 20 o mas nucleétidos consecutivos. Tales oligonucleétidos son fragmentos
de las moléculas mas grandes que tienen una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEC ID N°: 1 a
SEC ID N°: 151 y SEC ID Ne°: 153 a SEC ID N° 239 y se usan, por ejemplo, como sondas y cebadores para la
deteccion de los polinucledtidos de la presente invencion.

También son de interés en la presente invencion variantes del ADN proporcionado en el presente documento. Tales
variantes pueden producirse naturalmente, que incluyen ADN de genes homologos de la misma especie o de una
diferente, o pueden ser variantes no naturales, por ejemplo, ADN sintetizado usando procedimientos de sintesis
quimica, o generarse usando técnicas de ADN recombinante. La degeneracion del cédigo genético proporciona la
posibilidad de sustituir al menos una base de la secuencia codificante de proteinas de un gen con una base diferente
sin hacer que cambie la secuencia de aminoacidos del polipéptido producida a partir del gen. Por tanto, un ADN dtil
en la presente invencion puede tener cualquier secuencia de bases que haya sido cambiada de las secuencias
proporcionadas en el presente documento por sustitucion segun la degeneracion del codigo genético.

Los homologos de los genes que proporcionan ADN demostrado como util en mejorar los rasgos en plantas modelo
desveladas en el presente documento generalmente demostraran identidad significativa con el ADN proporcionado
en el presente documento. El ADN es sustancialmente idéntico a un ADN de referencia si, cuando las secuencias de
los polinucledtidos estan éptimamente alineadas, hay aproximadamente el 60% de equivalencia de nucle6tidos; mas
preferentemente el 70%; mas preferentemente el 80% de equivalencia; mas preferentemente el 85% de
equivalencia; mas preferentemente el 90%; mas preferentemente el 95%; y/o mas preferentemente el 98% o el 99%
de equivalencia con respecto a una ventana de comparacion. Una ventana de comparacion tiene preferentemente al
menos 50-100 nucledtidos, y mas preferentemente es la longitud entera del polinucledtido proporcionado en el
presente documento. El alineamiento 6ptimo de secuencias para alinear una ventana de comparacion puede
realizarse por algoritmos; preferentemente por implementaciones computerizadas de estos algoritmos (por ejemplo,
Wisconsin Genetics Software Package Release 7.0-10.0, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI).
El polinucledtido de referencia puede ser una molécula de longitud completa o una parte de una molécula mas larga.
Preferencialmente, la ventana de comparacion para determinar la identidad de polinucledtidos de secuencias
codificantes de proteinas es la region codificante entera.

ADN recombinante

Proteinas utiles para conferir rasgos mejorados son proteinas enteras o al menos una porcion suficiente de la
proteina entera para conferir la actividad biologica relevante de la proteina. El término “proteina” también incluye
moléculas que consisten en una o mas cadenas de polipéptidos. Por tanto, una proteina (til en la presente invencion
puede constituir una proteina entera que tiene la actividad bioldgica detectada, o puede constituir una parte de una
proteina oligomérica que tiene multiples cadenas de polipéptidos. Proteinas Utiles para la generacién de plantas
transgénicas que tienen rasgos mejorados incluyen proteinas con una secuencia de aminoacidos proporcionada en
el presente documento como SEC ID N°: 240 a SEC ID N° 390 y SEC ID N°: 392 a SEC ID N°: 478, ademas de
homoélogos de tales proteinas.

Los homologos de las proteinas Utiles en la presente invencion pueden identificarse por comparacion de la
secuencia de aminoacidos de la proteina con secuencias de aminoacidos de proteinas de la misma fuente de planta
o de fuentes de plantas diferentes, por ejemplo, manualmente o usando algoritmos de busqueda basados en
homologia conocidos tales como aquellos cominmente conocidos y denominados BLAST, FASTA y Smith-
Waterman. Como se usa en el presente documento, un homdlogo es una proteina del mismo organismo o de
organismos diferentes que realiza la misma funcion biol6gica que el polipéptido con el que se compara. Una relacién
ortéloga entre dos organismos no se manifiesta necesariamente como una correspondencia uno a uno entre dos
genes, debido a que un gen puede duplicarse o delecionarse después de la separacion filogenética del organismo,
tal como especiacion. Para una proteina dada puede no haber ortélogo o mas de un ortéloga. Otros factores de
implicacion incluyen transcritos alternativamente cortados y empalmados del mismo gen, identificacion de genes
limitada, copias redundantes del mismo gen con diferentes longitudes de secuencia o secuencia corregida. Puede
usarse un programa de alineamiento de secuencias local, por ejemplo BLAST, para buscar en una base de datos de
secuencias para encontrar secuencias similares y usarse el valor de esperanza (valor de E) resumen para medir la
similitud de bases de la secuencia. Como un éxito de proteina con el mejor valor de E para un organismo particular
puede no ser necesariamente un ortélogo o el Unico ortdlogo, en la presente invencién se usa una busqueda de
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BLAST reciproco para filtrar secuencias de éxito con valores de E significativos para identificacion ortéloga. El
BLAST reciproco implica la busqueda de los éxitos significativos contra una base de datos de secuencias de
aminoacidos del organismo base que son similares a la secuencia de la proteina de consulta. Un éxito es un
ortélogo probable cuando el mejor éxito de BLAST reciproco es la propia proteina de consulta o una proteina
codificada por un gen duplicado después de especiacion. Por tanto, homélogo se usa en el presente documento
para describir proteina que se asume que tiene similitud funcional por inferencia de la similitud de bases de
secuencia. La relacion de homologos con secuencias de aminoacidos de SEC ID N°: 479 a SEC ID N°: 12463 con
las proteinas con secuencias de aminoacidos de SEC ID N° 240 a SEC ID N°: 478 se encuentra en la Tabla 2
adjunta.

Otro aspecto de la invencion comprende proteinas homologas funcionales que se diferencian en uno o mas
aminoéacidos de aquellos de una proteina que mejora rasgos desvelada en el presente documento como resultado
de una o mas de las sustituciones de aminoacidos conservativas muy conocidas, por ejemplo, valina es un sustituto
conservativo para alanina y treonina es un sustituto conservativo para serina. Las sustituciones conservativas para
un aminoacido dentro de la secuencia nativa pueden seleccionarse de otros miembros de una clase a la que
pertenece el aminoacido que se produce naturalmente. Aminoacidos representativos dentro de estas diversas clases
incluyen, pero no se limitan a: (1) aminoacidos acidos (negativamente cargados) tales como acido aspartico y acido
glutamico; (2) aminoacidos bésicos (positivamente cargados) tales como arginina, histidina y lisina; (3) aminoacidos
polares neutros tales como glicina, serina, treonina, cisteina, tirosina, asparagina y glutamina; y (4) aminoacidos
(hidréfobos) no polares neutros tales como alanina, leucina, isoleucina, valina, prolina, fenilalanina, triptéfano y
metionina. Los sustitutos conservados para un aminoacido dentro de una secuencia de aminoacidos nativa pueden
seleccionarse de otros miembros del grupo al que pertenece el aminoacido que se produce naturalmente. Por
ejemplo, un grupo de aminoéacidos que tienen cadenas laterales alifaticas es glicina, alanina, valina, leucina e
isoleucina; un grupo de aminodacidos que tienen cadenas laterales de hidroxilo alifaticas es serina y treonina; un
grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales que contienen amida es asparagina y glutamina; un grupo de
aminoé&cidos que tienen cadenas laterales aromaticas es fenilalanina, tirosina y triptéfano; un grupo de aminoacidos
que tienen cadenas laterales bésicas es lisina, arginina e histidina; y un grupo de aminoacidos que tienen cadenas
laterales que contienen azufre es cisteina y metionina. Grupos de sustitucion de aminoacidos naturalmente
conservativos son: valina-leucina, valina-isoleucina, fenilalanina-tirosina, lisina-arginina, alanina-valina, acido
aspartico-acido glutdmico y asparagina-glutamina. Otro aspecto de la invencién comprende proteinas que se
diferencian en uno o mas aminoacidos de aquellos de una secuencia de proteinas descrita como resultado de
delecion o insercidon de uno 0 mas aminoacidos en una secuencia nativa.

Los homdlogos de las proteinas que mejoran rasgos desveladas proporcionadas en el presente documento
generalmente demostraran identidad de secuencias significativa. Son de particular interés proteinas que tienen al
menos el 90% de identidad de secuencias con una secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 408. Por supuesto,
proteinas Utiles también incluyen aquellas con mayor identidad, por ejemplo, del 90% al 99% de identidad. La
identidad de homélogos de proteinas se determina alineando 6ptimamente la secuencia de aminoacidos de un
homoélogo de proteina putativa con una secuencia de aminoacidos definida y calculando el porcentaje de
aminoacidos idénticos y conservativamente sustituidos sobre la ventana de comparacion. La ventana de
comparacion para determinar la identidad puede ser la secuencia de aminoacidos entera desvelada en el presente
documento, por ejemplo, la secuencia completa de SEC ID N°: 408.

Los genes que son homdlogos entre si pueden agruparse en familias e incluirse en mdltiples alineamientos de
secuencias. Entonces puede derivarse una secuencia consenso para cada grupo. Este andlisis permite la derivacion
de residuos o0 motivos conservados y especificos para clase (familia) que son funcionalmente importantes. Estos
residuos y motivos conservados pueden validarse adicionalmente con estructura de proteinas 3D, si esta disponible.
La secuencia consenso puede usarse para definir el alcance completo de la invencion, por ejemplo, para identificar
proteinas con una relacion homoéloga. Por tanto, la presente invencion contempla que los homdlogos de proteinas
incluyan proteinas con una secuencia de aminoacidos que tiene al menos el 90% de identidad con tales secuencias
de aminoacidos consenso.

Promotores

En la bibliografia se han descrito numerosos promotores que son activos en células vegetales. Estos incluyen
promotores presentes en genomas de la planta, ademas de promotores de otras fuentes, que incluyen promotor de
nopalina sintasa (NOS) y promotores de octopina sintasa (OCS) llevados sobre plasmidos inductores de tumor de
Agrobacterium tumefaciens, promotores de caulimovirus tales como promotores del virus del mosaico de la coliflor o
del virus del mosaico de la escrofularia. Por ejemplo, véanse las patentes de EE.UU. n° 5.858.742 y 5.322.938 que
desvelan versiones del promotor constitutivo derivado del virus del mosaico de la coliflor (CaMV35S), patente de
EE.UU. n° 5.378.619 que desvela un promotor 35S del virus del mosaico de la escrofularia (FMV), la patente de
EE.UU. 6.437.217 que desvela un promotor RS81 del maiz, la patente de EE.UU. 5.641.876 que desvela un
promotor de actina de arroz, la patente de EE.UU. 6.426.446 que desvela un promotor RS324 de maiz, la patente de
EE.UU. 6.429.362 que desvela un promotor PR-1 de maiz, la patente de EE.UU. 6.232.526 que desvela un promotor
A3 de maiz, la patente de EE.UU. 6.177.611 que desvela promotores de maiz constitutivos, la patente de EE.UU.
6.433.252 que desvela un promotor de oleosina L3 de maiz, la patente de EE.UU. 6.429.357 que desvela un
promotor e intrén de actina 2 de arroz, la patente de EE.UU. 5.837.848 que desvela un promotor especifico para la
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raiz, la patente de EE.UU. 6.084.089 que desvela promotores inducibles en frio, la patente de EE.UU. 6.294.714 que
desvela promotores inducibles ligeros, la patente de EE.UU. 6.140.078 que desvela promotores inducibles por sales,
la patente de EE.UU. 6.252.138 que desvela promotores inducibles por patégenos, la patente de EE.UU. 6.175.060
gue desvela promotores inducibles por deficiencia de fosforo, la publicacion de solicitud de patente de EE.UU.
2002/0192813A1 que desvela elementos de 5', 3' y de intron (tiles en el disefio de vectores de expresion de plantas
eficaces, la solicitud de patente de EE.UU. n°® de serie 09/078.972 que desvela un promotor de coixina, la solicitud de
patente de EE.UU. n° de serie 09/757.089 que desvela un promotor de aldolasa de cloroplastos del maiz y la patente
de EE.UU. solicitud n° de serie 10/739.565 que desvela promotores inducibles por falta de agua. Estos y numerosos
otros promotores que funcionan en células vegetales son conocidos para aquellos expertos en la materia y estan
disponibles para su uso en polinucleétidos recombinantes de la presente invencién para proporcionar la expresion
de genes deseados en células vegetales transgénicas.

Ademas, los promotores pueden alterarse para contener miltiples “secuencias potenciadoras” para ayudar a elevar
la expresion génica. Tales potenciadores se conocen en la técnica. Incluyendo una secuencia potenciadora con tales
construcciones, la expresion de la proteina seleccionada puede potenciarse. Estos potenciadores se encuentran
frecuentemente 5' con respecto al inicio de la transcripciéon en un promotor que funciona en células eucariotas, pero
frecuentemente pueden insertarse en la orientacién directa o inversa 5' o 3' con respecto a la secuencia codificante.
En algunos casos, estos elementos potenciadores de 5' son intrones. Se consideran que son particularmente Utiles
como potenciadores los intrones de 5' de los genes actina | de arroz y actina 2 de arroz. Ejemplos de otros
potenciadores que pueden usarse segun la invencion incluyen elementos del promotor 35S del CaMV, genes
octopina sintasa, el gen alcohol deshidrogenasa de maiz, el gen reducido 1 de maiz y promotores de plantas no
eucariotas.

En algunos aspectos de la invencion se prefiere que el elemento promotor en la construccion de ADN pueda
provocar expresion suficiente para producir la produccién de una cantidad eficaz de un polipéptido en condiciones de
falta de agua. Tales promotores pueden identificarse y aislarse de la region reguladora de genes que se expresan en
exceso en condiciones de falta de agua. Promotores inducibles por falta de agua especificos para su uso en la
presente invencion se derivan de la region reguladora de 5' de genes identificados como un gen de la proteina de
choque térmico 17.5 (HSP17.5), un gen HVA22 (HYA22), un gen Rabl7 y un gen &cido cinamico 4-hidroxilasa
(CA4H) (CA4H) de Zea maize. Tales promotores inducibles por falta de agua se desvelan en la solicitud de EE.UU.
n° de serie 10/739.565.

En otros aspectos de la invencion se desea expresion suficiente en tejidos de semilla de planta para efectuar
mejoras en la composicion de la semilla. Promotores a modo de ejemplo para su uso para la modificacion de la
composicién de la semilla incluyen promotores de genes de la semilla tales como napina (patente de EE.UU.
5.420.034), oleosina L3 de maiz (patente de EE.UU. 6.433.252), zeina Z27 (Russell y col. (1997) Transgenic Res.
6(2):157-166), globulina 1 (Belanger y col. (1991) Genetics 129:863-872), glutelina 1 (Russell (1997), arriba) y
antioxidante de peroxirredoxina (Perl) (Stacy y col. (1996) Plant Mol Biol. 31(6):1205-1216).

En todavia mas aspectos de la invencion se desea la expresion preferencial en tejidos verdes de la planta.
Promotores de interés para tales usos incluyen aquellos de genes tales como SSU (Fischhoff y col. (1992) Plant Mol
Biol. 20:81-93), aldolasa y piruvato ortofosfato dicinasa (PPDK) (Taniguchi y col. (2000) Plant Cell Physiol. 41(1):42-
48).

Expresién en exceso de genes

La “expresion en exceso de genes” usada en el presente documento en referencia a un polinucleétido o polipéptido
indica que el nivel de expresién de una proteina diana, en una planta transgénica o en una célula huésped de la
planta transgénica, supera niveles de expresion en una planta no transgénica. En una realizacion preferida de la
presente invencién, una construccion de ADN recombinante comprende el polinucleétido de interés en la orientacion
sentido con respecto al promotor para lograr la expresion en exceso de genes, que se identifica como tal en la Tabla
1.

Supresiéon de genes

La supresion de genes incluye cualquiera de los procedimientos muy conocidos para suprimir la transcripciéon de un
gen o la acumulacion del ARNm correspondiente a ese gen previniéndose asi la traduccion del transcrito en
proteina. La supresion de genes postraduccional estd mediada por la transcripcion de ADN recombinante integrado
para formar ARN bicatenario (ARNbc) que tiene homologia con un gen elegido como diana para supresion. Esta
formacion de ARNbc resulta lo mas comUnmente de la transcripcion de una repeticion invertida integrada del gen
diana, y es una caracteristica comun del procedimiento de supresion de genes conocido como supresion antisentido,
cosupresion y ARN interferente (ARNi). La supresion transcripcional puede mediarse por un ARNbc transcrito que
tiene homologia con una secuencia de ADN del promotor para efectuar lo que se llama supresion del promotor trans.

Mas particularmente, la supresion de genes postraduccionales insertando una construccion de ADN recombinante
con ADN en orientacion antisentido para regular la expresion génica en células vegetales se desvela en la patente
de EE.UU. 5.107.065 (Shewmaker y col.) y la patente de EE.UU. 5.759.829 (Shewmaker y col.). Plantas
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transgénicas transformadas usando tales construcciones de ADN en orientacion antisentido para la supresion de
genes pueden comprender ADN integrado dispuesto como repeticiones invertidas que resultan de la insercion de la
construccién de ADN en plantas por transformacion mediada por Agrobacterium como se desvela por Redenbaugh y
col. en “Safety Assessment of Genetically Engineered Flavr Savr™ Tomato”, CRC Press, Inc. (1992). Las
inserciones de repeticiones invertidas pueden comprender una parte o toda la construccién de T-ADN, por ejemplo,
una repeticion invertida de una unidad de transcripcién completa o una repeticion invertida de secuencia terminadora
de la transcripcion. El cribado para ADN insertado que comprende elementos de repeticion invertida puede mejorar
la eficiencia de identificaciéon de eventos de transformacién eficaces para el silenciamiento de genes si la
construccion de transformacion es una construccién de ADN antisentido simple que debe insertarse en multiples
copias o una construccién de ADN de repeticiones invertidas compleja (por ejemplo, una construccion de ARNi) que
puede insertarse como una unica copia.

La supresion de genes postraduccional insertando una construccion de ADN recombinante con ADN en orientacion
sentido para regular la expresion génica en plantas se desvela en la patente de EE.UU. 5.283.184 (Jorgensen y col.)
y la patente de EE.UU. 5.231.020 (Jorgensen y col.). El T-ADN insertado que proporciona la supresion de genes en
plantas transformadas con tales construcciones sentido por Agrobacterium esté organizado predominantemente en
estructuras de repeticion invertida, como se desvela por Jorgensen y col., Mol. Gen. Genet., 207:471-477 (1987).
Véase también Stam y col., “The Plant Journal” 12(1), 63-82 (1997) que usaron estudios de segregacion para
soportar el hallazgo de Jorgensen de que el silenciamiento de genes esta mediado por loci de T-ADN de transgén
multimérico en los que los T-ADN estan dispuestos en repeticiones invertidas. El cribado para ADN insertado que
comprende elementos de repeticion invertida puede mejorar la eficiencia del silenciamiento de genes cuando se
transforma con construcciones de ADN en orientacion sentido simples. La eficiencia del silenciamiento de genes
también puede mejorarse cribando para eventos de una Unica insercion cuando se transforma con una construccién
de ARNiI que contiene elementos de repeticiones invertidas.

Como se desvela por Redenbaugh y col., la supresiéon de genes puede conseguirse insertando en un genoma de
planta ADN recombinante que transcribe ARNbc. Un inserto de ADN tal puede transcribirse en un elemento de ARN
que tiene la region 3' como un ARN bicatenario. Las construcciones de ARNi también se desvelan en el documento
EP 0426195 Al (Goldbach y col. - 1991) en el que se construye ADN recombinante para la transcripcion en ARNbc
de horquilla para proporcionar plantas transgénicas con resistencia al virus del marchitamiento manchado del
tabaco. Los ARN bicatenarios también se desvelaron en el documento WO 94/01550 (Agrawal y col.) en el que el
ARN antisentido se estabiliz6 con un segmento 3' auto-complementario. Agrawal y col. se refirieron a la patente de
EE.UU. 5.107.065 para usar tales ARN antisentido auto-estabilizados para regular la expresion génica en células
vegetales; véase el documento WO 94/01550. Otros elementos formadores de horquillas bicatenarias en ARN
transcrito se desvelan en el documento WO 98/05770 (Werner y col.) en el que el ARN antisentido es estabilizado
por repeticiones formadoras de horquillas de nucleétidos poli(CG). Véase también la publicacién de solicitud de
patente de EE.UU. n° 2003/0175965 Al (Lowe y col.) que desvela la supresion de genes una construccién de ARNi
que comprende una secuencia codificante de genes precedida de las repeticiones invertidas de 5'UTR. Véase
también la publicacién de solicitud de patente de EE.UU. n°® 2002/0048814 Al (Oeller) en la que construcciones de
ARNi se transcriben en ARN sentido o antisentido que es estabilizado por un cola de poli(T)-poli(A). Véase también
la publicacion de solicitud de patente de EE.UU. n° 2003/0018993 Al (Gutterson y col.) en la que el ARN sentido o
antisentido es estabilizado por una repeticion invertida de la region sin traducir de 3' del gen NOS. Véase también la
publicaciéon de solicitud de patente de EE.UU. n® 2003/0036197 Al (Glassman y col.) en la que el ARN que tiene
homologia con una diana es estabilizado por dos regiones de ARN complementarias.

El silenciamiento de genes también puede efectuarse transcribiendo ARN de un ADN en orientacion tanto sentido
como antisentido, por ejemplo, como se desvela por Shewmaker y col. en la patente de EE.UU. 5.107.065 en la que
en el Ejemplo 1 un vector binario se prepard con genes aroA tanto sentido como antisentido. Véase también la
patente de EE.UU. 6.326.193 en la que el ADN que elige como diana el gen esta operativamente ligado a
promotores opuestos.

El silenciamiento de genes también puede afectarse transcribiendo a partir de ADN sentido y antisentido contiguo. A
este respecto véase Sijen y col., The Plant Cell, vol. 8, 2277-2294 (1996), que desvela el uso de construcciones que
llevan repeticiones invertidas de un gen del virus del mosaico de caupi en plantas transgénicas para mediar en la
resistencia al virus. Tales construcciones para supresion de genes postranscripcional en plantas por ARN
bicatenario también se desvelan en el documento WO 99/53050 (Waterhouse y col.), el documento WO 99/49029
(Graham vy col.), la solicitud de patente de EE.UU. n® 10/465.800 (Fillatti), la patente de EE.UU. 6.506.559 (Fire y
col.). Véase también la solicitud de EE.UU. n° de serie 10/393.347 (Shewmaker y col.) que desvela construcciones y
procedimientos para expresar simultdneamente uno o mas genes recombinantes mientras que a la vez se suprimen
simultaneamente uno 0 mas genes nativos en una planta transgénica. Véase también la patente de EE.UU.
6.448.473 (Mitsky y col.) que desvela vectores de supresion de multiples genes para su uso en plantas.

La supresion transcripcional tal como la supresion del promotor trans puede afectarse expresando una construccion
de ADN que comprende un promotor operativamente ligado a repeticiones invertidas del ADN de promotor para un
gen diana. Las construcciones utiles para tal supresion de genes mediada por la supresion del promotor trans se
desvelan por Mette y col., The EMBO Journal, vol. 18, n° 1, pag. 241-148, 1999 y por Mette y col., The EMBO
Journal, vol. 19, n° 19, pag. 5194-5201-148, 2000.
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La supresion también puede lograrse por insercion de mutaciones creadas por elementos transposables que
también pueden prevenir la funcién del gen. Por ejemplo, en muchas plantas dicotiledéneas, la transformacion con el
T-ADN de Agrobacterium puede lograrse facilmente y pueden obtenerse rapidamente grandes nimeros de
transformantes. Por tanto, algunas especies tienen lineas con elementos transposables activos que pueden usarse
eficientemente para la generacion de grandes numeros de mutaciones de insercion, mientras que algunas otras
especies carecen de tales opciones. Las plantas mutantes producidas por Agrobacterium o mutagénesis de
transposén y que tienen expresion alterada de un polipéptido de interés pueden identificarse usando los
polinucledtidos de la presente invencion. Por ejemplo, puede cribarse una gran poblacion de plantas mutadas con
polinucledtidos que codifican el polipéptido de interés para detectar plantas mutadas que tienen una insercion en el
gen que codifica el polipéptido de interés.

Apilamiento de genes

La presente invencion también contempla que el ADN recombinante que mejora rasgos proporcionado en el
presente documento pueda usarse en combinacion con otro ADN recombinante para crear plantas con multiples
rasgos deseados. Las combinaciones generadas pueden incluir multiples copias de una cualquiera o mas de las
construcciones de ADN recombinante.

Estas combinaciones apiladas pueden crearse mediante cualquier procedimiento que incluye, pero no se limita a,
hibridacion de plantas transgénicas, o mdltiples transformaciones genéticas.

Procedimientos de transformacion de plantas

En la técnica se conocen numerosos procedimientos para transformar células de planta con ADN recombinante y
pueden usarse en la presente invencién. Dos procedimientos cominmente usados para la transformacién de plantas
son transformacion mediada por Agrobacterium y bombardeo con microproyectiles. Los procedimientos de
bombardeo con microproyectiles se ilustran en las patentes de EE.UU. 5.015.580 (soja); 5.550.318 (maiz);
5.538.880 (maiz); 5.914.451 (soja); 6.160.208 (maiz); 6.399.861 (maiz) y 6.153.812 (trigo) y la transformacion
mediada por Agrobacterium se describe en las patentes de EE.UU. 5.159.135 (algodén); 5.824.877 (soja); 5.591.616
(maiz); y 6.384.301 (soja). Para el sistema de transformacion de plantas basado en Agrobacterium tumefaciens,
elementos adicionales presentes en las construcciones de transformacion incluiran secuencias de la frontera
izquierda y derecha del T-ADN para facilitar la incorporacion del polinucleétido recombinante en el genoma de la
planta.

En general se prefiere introducir ADN heterélogo al azar, es decir, en una localizacion no especifica, en el genoma
de una linea de planta diana. En casos especiales puede ser Util elegir como diana la insercion de ADN heterélogo
con el fin de lograr la integracion especifica para sitio, por ejemplo, para sustituir un gen existente en el genoma,
para usar un promotor existente en el genoma de la planta o para insertar un polinucledtido recombinante en un sitio
predeterminado conocido por ser activo para la expresion génica. Existen varios sistemas de recombinacion
especificos para sitio que son conocidos por funcionar en plantas incluyendo cre-lox como se desvela en la patente
de EE.UU. 4.959.317 y FLP-FRT como se desvela en la patente de EE.UU. 5.527.695.

Los procedimientos de transformacion de la presente invencién se ponen preferentemente en practica en cultivo de
tejido en medios y en un entorno controlado. “Medios” se refiere a las humerosas mezclas nutritivas que se usan
para cultivar células in vitro, es decir, fuera del organismo vivo intacto. Dianas de células receptoras incluyen, pero
no se limitan a, células de meristemo, callo, embriones inmaduros y células gaméticas tales como microesporas,
polen, esperma y évulos. Se contempla que cualquier célula a partir de la cual pueda regenerarse una planta fértil es
util como célula receptora. El callo puede iniciarse a partir de fuentes de tejido que incluyen, pero no se limitan a,
embriones inmaduros, meristemos apicales de plantones, microesporas y similares. Células que pueden proliferar
como callo también son células receptoras para transformacion genética. Los procedimientos de transformacion y
los materiales practicos para producir plantas transgénicas de la presente invencién, por ejemplo, diversos medios y
células receptoras diana, transformacion de embriones inmaduros y posterior regeneracion de plantas transgénicas
fértiles, se desvelan en las patentes de EE.UU. 6.194.636 y 6.232.526 y la solicitud de patente de EE.UU. n° de serie
09/757.089.

En la practica, el ADN se introduce en solo un pequefio porcentaje de células diana en un experimento cualquiera.
Se usan genes marcadores para proporcionar un sistema eficiente para la identificacion de aquellas células que son
establemente transformadas recibiendo e integrando una construccion de ADN transgénica en sus genomas. Genes
marcadores preferidos proporcionan marcadores selectivos que confieren resistencia a un agente selectivo tal como
un antibiético o herbicida. Células potencialmente transformadas se exponen al agente selectivo. En la poblacion de
células supervivientes seran aquellas en las que generalmente el gen que confiere resistencia se ha integrado y
expresado a niveles suficientes para permitir la supervivencia de la célula. Las células pueden probarse
adicionalmente para confirmar integracion estable del ADN exdgeno. Genes marcadores selectivos Utiles incluyen
aquellos que confieren resistencia a antibidticos tales como kanamicina (nptll), higromicina B (aph 1V) y gentamicina
(aac3 y aacC4) o resistencia a herbicidas tales como glufosinato (bar o pat) y glifosato (EPSPS). Ejemplos de tales
marcadores de seleccion se ilustran en las patentes de EE.UU. 5.550.318; 5.633.435; 5.780.708 y 6.118.047.
También pueden emplearse marcadores cribables que proporcionan una capacidad para identificar visualmente
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transformantes, por ejemplo, un gen que expresa una proteina coloreada o fluorescente tal como una luciferasa o
proteina verde fluorescente (GFP) o un gen que expresa un gen beta-glucuronidasa o uidA (GUS) para el que se
conocen diversos sustratos cromogénicos. También se contempla que combinaciones de marcadores cribables y de
seleccién seran (tiles para la identificacion de células transformadas. Véase el documento WO 99/61129 que
desvela el uso de una fusion de genes entre un gen marcador de seleccion y un gen marcador cribable, por ejemplo,
un gen NPTIl y un gen GFP.

Las células que sobreviven a la exposicion al agente selectivo, o células que han sido puntuadas positivas en un
ensayo de cribado, pueden cultivarse en medios de regeneracién y permitir que maduren en plantas. Las plantulas
en desarrollo pueden transferirse a mezcla de crecimiento de plantas sin tierra y aclimatarse, por ejemplo, en una
camara medioambientalmente controlada a aproximadamente el 85% de humedad relativa, 600 ppm de CO; y 25-
250 microeinstein m? s™ de luz antes de transferirse a un invernadero o camara de crecimiento para maduracion.
Las plantas maduran preferentemente tanto en una camara de crecimiento como en un invernadero. Las plantas se
regeneran de aproximadamente 6 semanas a 10 meses después de identificarse un transformante, dependiendo del
tejido inicial. Durante la regeneracion, las células crecen dando plantas sobre medios sélidos a aproximadamente 19
a 28°C. Después de que las plantas en regeneracion hayan alcanzado el estado de desarrollo de brotes y raices,
pueden transferirse a un invernadero para el crecimiento y pruebas adicionales. Las plantas pueden polinizarse
usando procedimientos de cultivo de plantas convencionales conocidos para aquellos expertos en la materia y
producir semilla.

Puede recuperarse progenie de las plantas transformadas y probarse para la expresién del polinucleétido
recombinante exdgeno. Ensayos utiles incluyen, por ejemplo, ensayos “biolégicos moleculares” tales como
transferencia Southern y Northern y PCR; ensayos “bioquimicos” tales como detectar la presencia de ARN, por
ejemplo, ARN bicatenario, o un producto de proteina, por ejemplo, por medios inmunolégicos (ELISA y
transferencias Western) o por funcién enzimatica; ensayos de partes de la planta tales como ensayos de hojas o
raices; y por tanto, analizar el fenotipo de la planta regenerada completa.

Descubrimiento de ADN recombinante que mejora rasgos

Para identificar ADN recombinante que confiere rasgos mejorados a las plantas, Arabidopsis thaliana se transformé
con una construccién de ADN recombinante candidata y se crib6 para un rasgo mejorado.

La Arabidopsis thaliana se usa como modelo para genética y metabolismo en plantas. La Arabidopsis tiene un
genoma pequefio y estan disponibles estudios bien documentados. Es facil de cultivar en grandes numeros y
también estan disponibles mutantes que definen mecanismos genéticamente controlados importantes, o pueden
obtenerse facilmente. Estan disponibles diversos procedimientos para introducir y expresar genes homélogos
aislados (véase Koncz, y col., eds. Methods in Arabidopsis Research. y col. (1992), World Scientific, New Jersey,
New Jersey, en “Prefacio”).

Se empled un procedimiento de cribado de dos etapas que comprendia dos pases de caracterizacion de rasgo para
garantizar que la modificacion del rasgo dependiera de la expresién del ADN recombinante, pero no debido a la
localizacién cromosomica de la integracion del transgén. Se establecieron doce lineas transgénicas independientes
para cada construccion de ADN recombinante y se ensayaron para los niveles de expresion transgénica. Se usaron
cinco lineas transgénicas con niveles transgénicos de alta expresion en el cribado de primer pase para evaluar la
funcion del transgén en plantas transgénicas T2. Posteriormente, se evaluaron adicionalmente tres eventos
transgénicos, que se habia mostrado que tenian uno o mas rasgos mejorados, en el cribado de segundo pase para
confirmar la capacidad del transgén para conferir un rasgo mejorado. La siguiente Tabla 3 resume los rasgos
mejorados que se han confirmado como se proporciona por una construccion de ADN recombinante.

En particular, la Tabla 3 informa

“SEC PEP ID N°” que es la secuencia de aminoécidos de la proteina relacionada con el ADN en la construccion de
ADN recombinante correspondiente a una secuencia de proteinas de una SEC ID N°. en la lista de secuencias;

“construccion_id” es un nombre arbitrario para el ADN recombinante, se describe mas particularmente en la Tabla 1;

“comentario” se refiere a una descripcion de la proteina diana principal obtenida de una consulta de secuencias de
aminoacidos de cada SEC PEP ID N° en la base de datos GenBank del Centro nacional de informacién
biotecnologica (ncbi). Mas particularmente, “gi” es el n® de ID de GenBank para el principal éxito de BLAST;

“descripcion” se refiere a la descripcién del principal éxito de BLAST;
“valor de e” proporciona el valor de esperanza para el éxito de BLAST;

“identidad” se refiere al porcentaje de residuos de aminoacidos idénticamente apareados a lo largo de la longitud de
la porcion de las secuencias que es alineada por BLAST entre la secuencia de interés proporcionada en el presente
documento y la secuencia éxito en GenBank;
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“rasgos” identifica por un cédigo de dos letras la mejora confirmada en una planta transgénica proporcionada por el
ADN recombinante. Los cédigos para rasgos mejorados son:

“CK” que indica mejora de la tolerancia al frio identificada bajo un cribado de tolerancia al choque al frio;
“CS” que indica mejora de la tolerancia al frio identificada por un cribado de tolerancia a la germinacion con frio;
“SD” que indica mejora de la tolerancia a la sequia identificada por un cribado de tolerancia al estrés por sequia;

“PEG” que indica mejora de la tolerancia al estrés osmético identificada por un cribado de tolerancia al estrés
osmoético inducido por PEG;

“HS” que indica mejora de la tolerancia al estrés por calor identificada por un cribado de la tolerancia al estrés por
calor;

“SS” que indica mejora de la tolerancia al estrés por alta salinidad identificada por un cribado de la tolerancia al
estrés por sal;

“LN” que indica mejora de la eficiencia del uso de nitrégeno identificada por un cribado de tolerancia a bajo
nitrégeno;

“LL" que indica respuesta de evitacion de la sombra atenuada identificada por un cribado de tolerancia a la sombra
bajo una condicion de luz tenue;

“PP” que indica crecimiento y desarrollo mejorados en fases tempranas identificados por un cribado de crecimiento y
desarrollo temprano de la planta;

“SP” que indica crecimiento y desarrollo mejorados en estados tardios identificados por un cribado de crecimiento y
desarrollo tardio de la planta proporcionado en el presente documento.
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Cribados de mejora de rasgos

SD - Mejora de la tolerancia a la sequia identificada por cribado de tolerancia al estrés por sequia de la tierra: la
sequia o las condiciones de falta de agua imponen principalmente estrés osmotico en plantas. Las plantas son
particularmente vulnerables a la sequia durante el estado de floracién. La condicion de sequia en el procedimiento
de cribado desvelado en el Ejemplo 1B empez6 en el momento de la floracion y se mantuvo hasta el final de la
cosecha. La presente invencion proporciona ADN recombinante que puede mejorar la tasa de supervivencia de la
planta bajo tal condicién de sequia sostenida. ARN recombinante a modo de ejemplo para conferir tal tolerancia a la
sequia se identifica como tal en la Tabla 3. Tal ARN recombinante puede encontrar uso particular en generar plantas
transgénicas que son tolerantes a la condicidon de sequia impuesta durante el momento de la floracién y en otros
estados del ciclo vital de la planta. Como se demuestra a partir del cribado de la planta modelo, en algunas
realizaciones de plantas transgénicas con ADN recombinante que mejora rasgos cultivadas bajo tal condicion de
sequia sostenida, también puede aumentarse el peso de semilla total por planta, ademas de aumentar la tasa de
supervivencia dentro de una poblacion transgénica, proporcionando un mayor potencial de rendimiento con respecto
a plantas de control.

PEG - Mejora de la tolerancia a la sequia identificada por cribado de tolerancia al estrés osmético inducido por PEG:
Diversos niveles de sequia pueden inducirse artificialmente usando diversas concentraciones de polietilenglicol
(PEG) para producir diferentes potenciales osmoticos (Pilon-Smits y col. (1995) Plant Physiol. 107:125-130). Se ha
informado que varias caracteristicas fisioldgicas son indicaciones fidedignas para la seleccion de plantas que poseen
tolerancia a la sequia. Estas caracteristicas incluyen la tasa de germinacién de semillas y crecimiento de plantones.
Los rasgos pueden ensayarse relativamente facilmente midiendo la tasa de crecimiento de plantones en disolucion
de PEG. Por tanto, un cribado de la tolerancia al estrés osmotico inducido por PEG es un sustituto Util para el
cribado de tolerancia a la sequia. Como se demuestra a partir del cribado de la planta modelo, realizaciones de
plantas transgénicas con ADN recombinante que mejoran rasgos identificadas en un cribado de tolerancia al estrés
osmoético inducido por PEG pueden sobrevivir mejor a las condiciones de sequia proporcionando un mayor potencial
de rendimiento con respecto a plantas de control.

SS - Mejora de la tolerancia a la sequia identificada por cribado de tolerancia al estrés por alta salinidad: Tres
factores diferentes son responsables de las lesiones por sal: (1) efectos osmoticos, (2) alteraciones en el proceso de
mineralizacion, (3) efectos tdxicos producidos por los iones salinos, por ejemplo, inactivacién de enzimas. Aunque el
primer factor de estrés por sales produce el marchitamiento de las plantas, que es similar al efecto de la sequia, el
aspecto ionico del estrés por sales es claramente distinto de la sequia. La presente invencién proporciona genes que
ayudan a las plantas a mantener la biomasa, crecimiento de las raices y/o desarrollo de la planta en condiciones de
alta salinidad que se identifican como tales en la Tabla 3. Como el efecto osmético es uno de los componentes
principales del estrés por sales, que es comun al estrés por sequia, el ADN recombinante que mejora rasgos
identificado en un cribado de tolerancia al estrés por alta salinidad puede proporcionar cultivos transgénicos con
tolerancia a la sequia mejorada.

HS - Mejora de la tolerancia a la sequia identificada por cribado de tolerancia al estrés por calor: El estrés por calor y
por sequia frecuentemente se producen simultaneamente, limitando el crecimiento de la planta. El estrés por calor
puede producir la reduccién en la velocidad de la fotosintesis, inhibicién del crecimiento de hojas y potencial
osmético en plantas. Por tanto, los genes identificados por la presente invencion como genes que confieren
tolerancia al estrés por calor también pueden conferir tolerancia a la sequia mejorada a las plantas.

CKy CS - Mejora de la tolerancia al estrés por frio: La baja temperatura puede producir inmediatamente limitaciones
mecénicas, cambios en actividades de macromoléculas y potencial osmético reducido. En la presente invencion se
establecieron dos condiciones de cribado, es decir, cribado de tolerancia al choque al frio (CK) y cribado de
tolerancia a la germinacién con frio (CS), para buscar plantas transgénicas que mostraran ventaja de crecimiento
visual a menor temperatura. En el cribado de tolerancia a la germinacion con frio, plantas de Arabidopsis
transgénicas se expusieron a una temperatura constante de 8°C desde la siembra hasta el dia 28 después de la
siembra. Los nucleétidos recombinantes identificados por tal cribado como genes que confieren tolerancia al estrés
por frio son particularmente Utiles para la produccion de planta transgénica que puede germinar mas fuertemente en
una temperatura fria con respecto a las plantas naturales. En el cribado de tolerancia al choque al frio, las plantas
transgénicas se cultivaron primero bajo la temperatura de crecimiento normal de 22°C hasta el dia 8 después de la
siembra, y posteriormente se colocaron bajo 8°C hasta el dia 28 después de la siembra. En algunas realizaciones
preferidas, las plantas transgénicas transformadas con las construcciones de ADN recombinante que comprenden
SEC ID N°: 1 o SEC ID N°: 2 muestran crecimiento mas fuerte en ambos cribados de tolerancia al frio.

Mejora de la tolerancia a miltiples estreses: Diferentes tipos de estreses conducen frecuentemente a reaccion
idéntica o similar en las plantas. Los genes que se activan o inactivan como una reaccion al estrés pueden tanto
actuar directamente de forma que el producto genético reduzca un estrés especifico como pueden actuar
indirectamente activando otros genes de estrés especificos. Manipulando la actividad de tales genes reguladores, es
decir, genes de tolerancia a multiples estreses, puede permitirse que la planta reaccione con diferentes tipos de
estreses. Por ejemplos, pueden usarse SEC ID N°: 37, SEC ID N° 38 y SEC ID N°: 128 para mejorar tanto la
tolerancia al estrés por calor como la tolerancia al estrés por frio en plantas. De particular interés, plantas
transformadas con SEC ID N°: 59 pueden resistir al estrés por calor, estrés por sales y estrés por frio. Ademas de
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estos genes de tolerancia a multiples estreses, los genes que confieren tolerancia al estrés proporcionados por la
presente invencion pueden usarse en combinaciones para generar plantas transgénicas que pueden resistir a
condiciones de mudltiples estreses.

PP - Mejora del crecimiento y desarrollo temprano de la planta.

Se sabe en la técnica que para minimizar el impacto de enfermedad en la rentabilidad del cultivo es importante
empezar la temporada con plantas vigorosas sanas. Esto significa evitar enfermedades de la semilla y plantones,
conduciendo al aumento de la captacién de nutrientes y al aumento del posible rendimiento. Tradicionalmente,
sembrar pronto y aplicar fertilizante son los procedimientos usados para promover el vigor temprano de los
plantones. En el estado de desarrollo temprano, los embriones de plantas sélo establecen el eje de raiz-brote
basico, 6rgano(s) de almacenamiento de cotiledones y poblaciones de citoblastos, llamadas los meristemos apicales
de raices y brotes, que continuamente generan nuevos 6rganos durante todo el desarrollo posembrionario.
“Crecimiento y desarrollo temprano” usado en el presente documento engloba los estados de imbibicién de semillas
durante la fase vegetativa temprana. La presente invencién proporciona genes que son Utiles para producir plantas
transgénicas que tienen ventajas en uno 0 mas procesos que incluyen, pero no se limitan a, germinacion, vigor de
los plantones, crecimiento de raices y morfologia de las raices bajo condiciones de no estrés. Las plantas
transgénicas que se originan a partir de un plantén mas fuerte son menos susceptibles a los patégenos fungicos y
bacterianos que se unen a semillas en germinacion y plantones. Ademas, los plantones con ventaja en el
crecimiento de raices son mas resistentes al estrés por sequia debido a la amplia arquitectura y méas profunda de las
raices. Por tanto, puede reconocerse por aquellos expertos en la materia que los genes que confieren la ventaja de
crecimiento en fases tempranas a plantas también pueden usarse para generar plantas transgénicas que son mas
resistentes a diversas condiciones de estrés debido al desarrollo de la planta temprano mejorado. La presente
invencion proporciona tales genes a modo de ejemplo que confieren tanto la tolerancia al estrés como las ventajas
de crecimiento a plantas, identificados como tales en la Tabla 3, por ejemplo, SEC ID N°: 128, que pueden mejorar el
crecimiento y desarrollo temprano de la planta y conferir tolerancia al calor y al frio a las plantas.

SP - Mejora del crecimiento y desarrollo tardio de la planta

“Crecimiento y desarrollo tardio” usado en el presente documento engloba los estados de desarrollo de hojas,
produccién de flores y madurez de la semilla. En ciertas realizaciones, las plantas transgénicas producidas usando
genes que confieren ventajas de crecimiento a plantas proporcionadas por la presente invencién, identificados como
tales en la Tabla 3, presentan al menos una caracteristica fenotipica que incluye, pero no se limita a, aumento del
radio de la roseta, aumento del peso seco de la roseta, peso seco de la semilla, peso seco de la silicua y longitud de
la silicua. Por una parte, el radio de la roseta y el peso seco de la roseta se usan como indices de la capacidad de
fotosintesis y, por tanto, la potencia de fuente de la planta y el potencial de rendimiento de una planta. Por otra parte,
el peso seco de la semilla, peso seco de la silicua y longitud de la silicua se usan como indices para la potencia de
sumidero de la planta, que se consideran los determinantes directos del rendimiento.

LL - Mejora de la tolerancia al estrés por sombra

Los efectos de la luz sobre el desarrollo de la planta son especialmente importantes en el estado de plantén. Bajo
condiciones de luz normal con luz directa libre, un plantdon se desarrolla segin un patrén fotomorfogénico
caracteristico, en el que las plantas tienen cotiledones abiertos y extendidos e hipocotilos cortos. Entonces, la
energia de la planta se dedica al cotiledén y al desarrollo de hojas mientras que se minimiza el crecimiento en la
extension longitudinal. Bajo condicién de luz tenue en el que la calidad e intensidad de la luz se reducen por sombra,
obstruccion o alta densidad de poblacion, un planton muestra un patron de evitacion de la sombra, en el que el
plantén muestra una expansién reducida de cotiledones y la extension de hipocotilos aumenta enormemente. Como
resultado, una planta bajo condicion de luz tenue aumenta significativamente su longitud de peciolo en la extension
del desarrollo de la hoja, semilla o fruto y érgano de almacenamiento, afectando asi adversamente el rendimiento.
La presente invencién proporciona nucle6tidos recombinantes que permiten que las plantas tengan una respuesta
de evitacion de la sombra atenuada de manera que la fuente de la planta pueda contribuir a un crecimiento
reproductor eficientemente, resultando mayor rendimiento con respecto a las plantas naturales. Un experto en la
materia puede reconocer que las plantas transgénicas generadas por la presente invencion pueden ser adecuadas
para una siembra de mayor densidad, resultando asi un aumento del rendimiento por unidad de area. En algunas
realizaciones preferidas, la presente invencion proporciona plantas transgénicas que tienen una respuesta a luz
tenue atenuada y ventaja en la formacion de capullos de flores.

LN - Mejora de la tolerancia al estrés por baja disponibilidad de nitrégeno

El nitrégeno es un factor clave en el crecimiento de la planta y el rendimiento del cultivo. El metabolismo, crecimiento
y desarrollo de las plantas estan profundamente afectados por su suministro de nitrégeno. El suministro de nitrégeno
limitado altera la relacion de brote con respecto a raiz, desarrollo de raices, actividad de enzimas del metabolismo
primario y la tasa de senescencia (muerte) de hojas viejas. Todos los cultivos de campo tienen una dependencia
fundamental de fertilizante nitrogenoso organico. Como el fertilizante es rapidamente consumido por la mayoria de
los tipos de tierra, debe suministrarse a cultivos en crecimiento dos o tres veces durante la temporada de
crecimiento. La eficiencia mejorada del uso de nitrégeno por las plantas debe permitir que los cultivos se cultiven
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bajo condicién de estrés por baja disponibilidad de nitrégeno como resultado del bajo aporte de fertilizante o la mala
calidad de la tierra.

Segun la presente invencion, las plantas transgénicas generadas usando los nucleétidos recombinantes, que
confieren eficiencia mejorada del uso de nitrogeno, identificados como tales en la Tabla 3, presentan uno o mas
rasgos deseables que incluyen, pero no se limitan a, aumento del peso de los plantones, aumento del nimero de
hojas verdes, aumento del nimero de hojas en la roseta, aumento de la longitud de las raices y formacién avanzada
de capullos de flores. Un experto en la materia puede reconocer que las plantas transgénicas con eficiencia
mejorada del uso de nitrdgeno, establecidas por la presente invencion, también pueden tener composiciones de
amino&cidos o de proteinas alteradas, aumento del rendimiento y/o mejor calidad de la semilla. Las plantas
transgénicas de la presente invencién pueden cultivarse productivamente bajo condiciones deficientes en nutrientes
de nitrégeno, es decir, tierras pobres en nitrégeno y aporte de fertilizantes con bajo contenido de nitrégeno, que
haria que cesara el crecimiento de las plantas naturales o disminuyera de manera que las plantas naturales fueran
practicamente indtiles. Las plantas transgénicas también pueden usarse ventajosamente para lograr maduracion
mas temprana, crecimiento mas rapido y/o cultivos de mayor rendimiento y/o producir alimentos y piensos para
animales mas nutritivos cuando se cultivan usando condiciones de crecimiento no limitantes de nitrégeno.

Rasgos apilados

La presente invenciéon también engloba plantas transgénicas con rasgos manipulados apilados, por ejemplo, un
cultivo que tiene un fenotipo mejorado resultante de la expresién de un ADN recombinante que mejora rasgos en
combinacién con rasgos de resistencia a herbicidas y/o plagas. Por ejemplo, los genes de la presente invencién
pueden apilarse con otros rasgos de interés agronémico, tales como un rasgo que proporciona resistencia a
herbicidas, por ejemplo, un rasgo de RoundUp Ready, o resistencia a insectos, tal como usando un gen de Bacillus
thuringiensis que proporciona resistencia contra lepidopteros, coledpteros, homodpteros, hemidpteros y otros
insectos. Los herbicidas para los que la resistencia es Gtil en una planta incluyen herbicidas de glifosato, herbicidas
de fosfinotricina, herbicidas de oxinilo, herbicidas de imidazolinona, herbicidas de dinitroanilina, herbicidas de
piridina, herbicidas de sulfonilurea, herbicidas de bialafos, herbicidas de sulfonamida y herbicidas de glufosinato.
Para ilustrar que la produccion de plantas transgénicas con resistencia a herbicidas es una capacidad de aquellos
expertos en la materia se hace referencia a las publicaciones de solicitud de patente de EE.UU. 2003/0106096A1 y
2002/0112260A1 y las patentes de EE.UU. 5.034.322; 5.776.760, 6.107.549 y 6.376.754. Para ilustrar que la
produccién de plantas transgénicas con resistencia a plagas es una capacidad de aquellos expertos en la materia se
hace referencia a las patentes de EE.UU. 5.250.515 y 5.880.275 que desvelan plantas que expresan una endotoxina
de la bacteria Bacillus thuringiensis, a la patente de EE.UU. 6.506.599 que desvela el control de invertebrados que
se alimentan de plantas transgénicas que expresan ARNbc para suprimir un gen diana en el invertebrado, a la
patente de EE.UU. 5.986.175 que desvela el control de plagas viricas por plantas transgénicas que expresan
replicasa virica y a la publicacion de solicitud de patente de EE.UU. 2003/0150017 Al que desvela el control de
plagas por una planta transgénica que expresa un ARNbc elegido como diana para suprimir un gen en la plaga.

Una vez se ha identificado un ADN recombinante que confiere un rasgo mejorado de interés en plantas de
Arabidopsis transgénicas, estan disponibles varios procedimientos para usar la secuencia de ese ADN recombinante
y el conocimiento sobre la proteina que codifica para identificar homélogos de esa secuencia de la misma planta o
diferentes especies de plantas u otros organismos, por ejemplo, bacterias y levadura. Por tanto, puede identificarse
un gen homdlogo con una secuencia de ADN homologa a cualquiera de SEC ID N°: 1 a SEC ID N°: 151 y SEC ID
N°: 153 a SEC ID N°: 239, o una proteina homdloga con una secuencia de aminoacidos homdéloga a SEC ID N°: 408.
Ademas, se proporcionan homologos para una secuencia enumerada como SEC ID N°: 408.

El ADN recombinante que mejora rasgos y los procedimientos de uso de tal ADN recombinante que mejora rasgos
para generar plantas transgénicas con rasgos mejorados proporcionadas por la presente invencion no se limitan a
cualquiera especie de planta particular. De hecho, las plantas segun la presente invencion pueden ser de cualquier
especie de planta, es decir, pueden ser monocotiledéneas o dicotileddneas. Preferentemente, seran plantas Utiles
agricolas, es decir, plantas cultivadas por el hombre para los fines de la produccion de alimentos o aplicaciones
técnicas, particularmente industriales. Son de particular interés en la presente invencién plantas de maiz y de soja.
Por la presente invencion se proporcionan construcciones de ADN recombinante optimizadas para la transformacion
de soja y la transformacion de maiz. Otras plantas de interés en la presente invencion para la produccion de plantas
transgénicas que tienen rasgos mejorados incluyen, sin limitacidn, algodén, canola, trigo, girasol, sorgo, alfalfa,
cebada, mijo, arroz, tabaco, cultivos de frutas y verduras, y césped.

En ciertas realizaciones, la presente invencidon contempla usar un gen ortélogo en la generacion de plantas
transgénicas con rasgos similarmente mejorados como el homoélogo de Arabidopsis transgénico. Las propiedades
fisiologicas mejoradas en plantas transgénicas de la presente invencion pueden confirmarse en respuestas a
condiciones de estrés, por ejemplo, en ensayos usando condiciones de estrés impuestas para detectar respuestas
mejoradas a estrés por sequia, deficiencia de nitrégeno, condiciones de crecimiento con frio o, alternativamente,
bajo condiciones de estrés naturalmente presentes, por ejemplo, bajo condiciones del campo. La medida de la
biomasa puede hacerse en plantas cultivadas en invernadero o en el campo y puede incluir mediciones tales como
la altura de la planta, diametro del tallo, pesos secos de la raiz y el brote y, para plantas de maiz, longitud y diametro
de la espiga.
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Los datos de rasgos de cambios morfoldgicos pueden recogerse por observacion visual durante el proceso de
regeneracion de la planta, ademas de en plantas regeneradas transferidas a la tierra. Tales datos de rasgos incluyen
caracteristicas tales como plantas normales, plantas pobladas, plantas mas altas, tallos mas gruesos, hojas
estrechas, hojas rayadas, fenotipo nodoso, clorosis, albino, produccién de antocianina, o0 madrofios, espigas o raices
alteradas. Otros rasgos mejorados pueden identificarse por mediciones tomadas bajo condiciones en el campo tales
como dias hasta la liberacion de polen, dias hasta la formacion de barbas, velocidad de extensiéon de las hojas,
contenido de clorofila, temperatura de la hoja, posicion, vigor de los plantones, longitud entrenudos, altura de la
planta, numero de hojas, area de la hoja, macollamiento, raices adventicias, capacidad para permanecer verde,
encamado de los tallos, encamado de las raices, salud de la planta, esterilidad/prolificidad, quebrado en verde y
resistencia a plagas. Ademas, puede confirmarse el rasgo caracteristico de grano recolectado, que incluye niumero
de granos por fila en la espiga, numero de filas de granos en la espiga, aborto de granos, peso de los granos,
tamafio de los granos, densidad de granos y calidad fisica de los granos.

Para confirmar el rendimiento de hibridos en plantas de maiz transgénico que expresan genes de la presente
invencion puede desearse probar hibridos durante multiples afios en mudltiples localizaciones en una localizacion
geografica en la que convencionalmente se cultiva maiz, por ejemplo, en lowa, lllinois, u otras localizaciones en la
region centro-oeste de Estados Unidos, bajo condiciones de campo “normales”, ademas de bajo condiciones de
estrés, por ejemplo, bajo estrés por sequia o por densidad de poblacion.

Las plantas transgénicas pueden usarse para proporcionar partes de la planta segun la invencién para la
regeneraciéon o cultivo de tejido de células o tejidos que contienen las construcciones descritas en el presente
documento. Partes de la planta para estos fines pueden incluir hojas, tallos, raices, flores, tejidos, epicotilo,
meristemos, hipocotilos, cotiledones, polen, ovarios, células y protoplastos, o cualquier otra porcion de la planta que
pueda usarse para regenerar plantas transgénicas, células, protoplastos o cultivo de tejido adicionales. Las semillas
de plantas transgénicas que se proporcionan por la presente invencion pueden usarse para propagar mas plantas
gue contienen las construcciones de ADN recombinante que mejoran rasgos de la presente invencion. Estos
descendientes pretenden incluirse en el alcance de la presente invencién si contienen una construccién de ADN
recombinante que mejora rasgos de la presente invencién, tanto si estas plantas estan autofecundadas o cruzadas
como si no con diferentes variedades de plantas.

Los diversos aspectos de la invencién se ilustran por medio de los siguientes ejemplos. Los ejemplos no cubiertos
por el alcance de las reivindicaciones son para fines ilustrativos.

Ejemplos
Ejemplo 1. Identificacion de ADN recombinante que confiere rasgo(s) mejorado(s) a plantas
A. Construcciones de expresion para la transformacién de plantas de Arabidopsis

Cada gen de interés se amplificd a partir de un ADNc gendémico o biblioteca de ADNc usando cebador especifico
para secuencias en la direccién 5' y en la direccion 3' de la region codificante. Los vectores de transformacion se
prepararon para transcribir constitutivamente ADN en orientacion tanto sentido (para potenciar la expresion de
proteinas) como en orientacion antisentido (para la supresion de genes enddgenos) bajo el control de un promotor
35S del virus del mosaico de la coliflor potenciado (patente de EE.UU. 5.359.142) directamente o indirectamente
(Moore y col. PNAS 95:376-381, 1998; Guyer y col. Genetics 149: 633-639, 1998; solicitud de patente internacional
n® PCT/EP98/07577). Los vectores de transformacion también contienen un gen bar como marcador de seleccion
para resistencia al herbicida glufosinato. La transformacion de plantas de Arabidopsis se llevé a cabo usando el
procedimiento de infiltracion de vacio conocido en la técnica (Bethtold y col. Methods Mol. Biol. 82:259-66, 1998).
Las semillas recogidas de las plantas, llamadas semillas T1, se cultivaron posteriormente en un medio selectivo que
contenia glufosinato para seleccionar plantas que en realidad se transformaron y produjeron semilla transgénica T2.
Para el cribado de primer pase, las semillas T2 semillas de cinco lineas transgénicas independientes de Arabidopsis
fueron

B. Cribado de tolerancia a la sequia de la tierra

Este ejemplo describe un cribado de tolerancia a la sequia de la tierra para identificar plantas de Arabidopsis
transformadas con ADN recombinante que se marchitardn menos rapidamente y/o produciran mayor rendimiento de
las semillas cuando se cultiven en tierra bajo condiciones de sequia.

Se sembraron semillas T2 en platos llanos llenos de Metro/Mix® 200 (The Scoits® Company, EE.UU.). Se afiadieron
bévedas de humedad a cada plato llano y los platos llanos se asignaron a localizaciones y se pusieron en camaras
de crecimiento de clima controlado. Las plantas se cultivaron bajo una pauta de temperatura de 22°C por el dia y
20°C por la noche, con un fotoperiodo de 16 horas e intensidad de luz promedio de 170 umol/mzls. Después de
aparecer las primeras hojas verdaderas se quitaron las bdvedas de humedad. Las plantas se pulverizaron con el
herbicida glufosinato y se pusieron de nuevo en la cdmara de crecimiento durante 3 dias adicionales. Los platos
planos se regaron durante 1 hora la semana siguiente al tratamiento con herbicida. El riego continué cada siete dias
hasta que fueron evidentes los primordios de capullos de flores, momento en el que las plantas se regaron por Ultima
vez.
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Para identificar plantas tolerantes a la sequia, las plantas se evaluaron para respuesta a marchitamiento y
rendimiento de las semillas. Empezando diez dias después del ultimo riego, las plantas se examinaron diariamente
hasta que se marchitaron 4 plantas/linea. En los préximos seis dias, las plantas se monitorizaron para la respuesta
de marchitamiento. Se asignaron cinco puntuaciones de sequia segun la inspeccion visual de los fenotipos: 1 para
sana, 2 para verde oscura, 3 para marchitamiento, 4 marchitamiento grave, y 5 para muerte. Una puntuacion de 3 o
superior se consider6 como marchitada.

Al final de este ensayo, el rendimiento de las semillas medido como peso de la semilla por planta bajo la condicién
de sequia se caracterizd para las plantas transgénicas y sus controles y se analiz6 como una respuesta cuantitativa
segun el Ejemplo 1M.

Se usaron dos enfoques para el analisis estadistico de la respuesta de marchitamiento. Primero se analiz6 la
puntuacién de riesgo para fenotipo de marchitamiento y se trat6 como una respuesta cualitativa segun el Ejemplo
1L. Alternativamente se llevé a cabo el analisis de supervivencia en el que las proporciones de plantas transgénicas
y de control marchitadas y no marchitadas se compararon con cada uno de los seis dias bajo puntuacion y se realizé
una prueba del orden logaritmico global para comparar las dos curvas de supervivencia usando el software
estadistico S-PLUS (S-PLUS 6, Guide to statistics, Insightful, Seattle, WA, EE.UU.). La Tabla 4 proporciona una lista
de construcciones de ADN recombinante que mejoran la tolerancia a la sequia en plantas transgénicas.

Tabla 4

SEC | Construccion_id Orientacion Puntuacion de riesgo de Peso de Analisis de supervivencia de

PEP larespuesta de semilla/planta larespuesta de

ID marchitamiento marchitamiento
Media RS | valor c | delta valor c | Diferenciade valor c

dep dep tiempo hastael | dep

marchitamiento

241 74518 | SENTIDO -0,131 0,985 | / 1,26 0|S 0 1/
290 70222 | SENTIDO -0,032 0,726 | / 0,461 0,001 | S -0,63 0,21 | /
307 18280 | SENTIDO -0,066 0,937 | / 0,402 | 0,004 | S 0 1|/
357 70247 | SENTIDO 0,11 0,169 | T | 0,336 | 0,006 | S -0,57 0,134 | /
369 72471 | SENTIDO 0,16 0,038 | S | -0,053 | 0,546 | / 0,16 | 0,226 | /
398 10188 | ANTISENTIDO 0,133 0,004 | S 0,68 0[S 0,24 | 0,297 |/
399 10404 | ANTISENTIDO 0,13 0,068 | T 0,2 0,271 | / 0,57 0,083 | T
400 11333 | ANTISENTIDO 0,266 0,007 | S| 0,291 | 0,293 |/ 077 | 0131 | T
401 11719 | ANTISENTIDO 0,56 0,006 | S | -0,088 0,751 | / 0 1|/
402 13663 | ANTISENTIDO 0,123 0,024 | S | -0,198 | 0,763 | / 0,04 | 0852 |/
403 13958 | ANTISENTIDO 0,526 0,001 | S| 0,518 008 | T 0 1|/
404 15214 | ANTISENTIDO 0,018 0,208 | / 0,19 0,243 | / 0,06 0,815 | /
405 10483 | SENTIDO 0,313 0,012 | S | -0,095 | 0,795 | / 0,28 | 0,358 |/
406 11711 | SENTIDO 0,346 0,005 | S 0,218 0,009 | S 0,3 0,371 | /
407 11909 | SENTIDO 0,094 0,021 | S| 0,002 | 0,493 |/ 0,26 | 0,767 | /
408 12216 | SENTIDO 0,623 0|S|-0195| 0,714 |/ 2,55 | 0,007 | S
409 12236 | SENTIDO 0,233 0,019 | S 0,32 | 0,026 | S 029 | 0124 | T
410 12256 | SENTIDO 0,254 0,001 | S| 0,133 | 0,245 |/ 0,09 | 0,869 |/
411 12806 | SENTIDO 0,198 0,016 | S 0,689 0,018 | S 0,16 0,696 | /
412 12904 | SENTIDO 0,292 0,033 | S| -1,195 | 0,992 | / 081 | 0023 |S
413 13212 | SENTIDO 0,24 0,006 | S | 0,676 001 | S 0,25 | 0,559 |/
414 13232 | SENTIDO 0,166 0,134 | T | -0,044 | 0,568 | / 081 | 0105 | T
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(continuacién)

SEC | Construccion_id Orientacion Puntuacion de riesgo de Peso de Analisis de supervivencia de

PEP larespuesta de semilla/planta larespuesta de

ID marchitamiento marchitamiento
Media RS | valor c | delta valor c | Diferenciade valor c

dep dep tiempo hastael | dep

marchitamiento

415 13912 | SENTIDO 0,3 0|S | -0084 0,74 | / 0,91 0,054 | T
416 14327 | SENTIDO 0,181 0,008 | S | -0,423 0,831 | / 0,75 0,021 | S
417 14704 | SENTIDO 0,174 0,01 | S 0,26 0,003 | S 0,92 0,538 | /
418 14714 | SENTIDO 0,313 0,007 | S | -0,283 0,987 | / 0,3 0,702 | /
419 15142 | SENTIDO 0,28 0| S| -0,498 0,871 | / 0,29 0,196 | T
420 17450 | SENTIDO 0,117 0,102 | T 0,238 0,079 | T -0,05 0,834 | /
421 18607 | SENTIDO 0,161 0,013 | S | -0,167 0,782 | / 0,64 0,034 | S
422 19409 | SENTIDO 0,177 0,032 | S 0,33 0,119 | T 0,36 0,298 | /
423 19412 | SENTIDO 0,501 0,001 | S | -0,006 0,515 | / 0,15 0,84 |/

S: representa que las plantas transgénicas mostraron mejora estadisticamente significativa del rasgo con respecto a la referencia
(p<0,05, valor de p, de la delta de una respuesta cuantitativa o de la puntuacién de riesgo de una respuesta cualitativa, es la
probabilidad de que la diferencia observada entre las plantas transgénicas y la referencia se produzca por casualidad)

T: representa que las plantas transgénicas mostraron una tendencia de mejora de rasgos con respecto a la referencia,
preferentemente con p<0,2 ,

/: representa que las plantas transgénicas no mostraron ninguna alteracién o tuvieron cambio desfavorable en los rasgos
examinados en comparacion con la referencia en el presente conjunto de datos

C. Cribado de tolerancia al estrés por calor

Bajo altas temperaturas, plantones de Arabidopsis se vuelven cloréticos y se inhibe el crecimiento de raices. Este
ejemplo expone el cribado de tolerancia al estrés por calor para identificar plantas de Arabidopsis transformadas con
el gen de interés que son mas resistentes al estrés por calor basandose principalmente en su peso de plantones y
crecimiento de raices bajo alta temperatura. Semillas T2 se sembraron en placas en 1/2 X sales MS, 1% de
Phytagel, con 10 pg/ml de glufosinato (7 por placa con 2 semillas de control; 9 semillas totales por placa). Las placas
se colocaron a 4°C durante 3 dias para estratificar las semillas. Entonces, las placas se incubaron a temperatura
ambiente durante 3 horas y luego se mantuvieron verticalmente durante 11 dias adicionales a temperatura de 34°C
por el dia y 20°C por la noche. El fotoperiodo fue 16 h. La intensidad de luz promedio fue ~ 140 umol/mzls. Después
de 14 dias de crecimiento, las plantas se puntuaron para resistencia a glufosinato, longitud de las raices, estado de
crecimiento final, color visual y peso fresco de los plantones. Se tomd una fotografia de la placa completa en el dia
14,

La evaluacion visual se llevo a cabo para evaluar la robustez del crecimiento basandose en el tamafio de las hojas y
el tamafio de las rosetas.

El peso de los plantones y la longitud de las raices se analizaron como respuestas cuantitativas segun el Ejemplo
1M. El estado de crecimiento final en el dia 14 se puntué como éxito si el 50% de las plantas habia alcanzado 3
hojas en la roseta y el tamafio de las hojas era superior a 1 mm (Boyes y col. (2001) The Plant Cell 13, 1499-1510).
Los datos del estado de crecimiento se analizaron como una respuesta cualitativa segun el Ejemplo 1L. La Tabla 5
proporciona una lista de construcciones de ADN recombinante que mejoran la tolerancia al calor en plantas
transgénicas.
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Tabla 5
SEC | Construccion_id Orientacién Peso de los Longitud de las Estado de
PEP plantones raices crecimiento
ID
delta | valor c | delta | valor c | media | valor c
dep dep RS dep
268 12007 | ANTISENTIDO 1,283 0S| 0,221 0,018 | S 0,844 0,044 | S
269 12290 | ANTISENTIDO 0,92 0,002 | S -0,09 0,683 | / 0,4 0,14 | T
270 12343 | ANTISENTIDO | 1,186 0|S | 0008 | 0478 |/ -0,066 | 0,818 | /
271 14348 | ANTISENTIDO 0,917 0S| 0,047 0,352 | / 0,034 0,314 | /
272 15708 | ANTISENTIDO 1,12 0S| 0,122 0,092 | T 0,467 0,016 | S
273 17615 | ANTISENTIDO 1,134 0S| 0,176 0,084 | T 0,541 0,102 | T
274 17622 | ANTISENTIDO 0,728 0|S - 0,874 | / 0,875 0,002 | S
0,142
275 70714 | ANTISENTIDO 1,029 0S| 0,032 0,355 | / -0,003 0,515
276 17925 | SENTIDO 0,969 0|S - 0,588 | / 0,22 0,215 | /
0,027
277 18541 | SENTIDO 0,977 0|S -| 0,559 |/ 0,982 | 0,028 | S
0,012
278 11425 | SENTIDO 1,255 0S| 0152 | 0,09 | T 0,516 | 0,005 | S
279 12263 | SENTIDO 0,869 0,003 | S - 0,552 |/ 0,481 0,113 | T
0,023
280 12288 | ANTISENTIDO 1,256 0|S | 0,086 0,314 | / 0,968 0,036 | S
281 12910 | SENTIDO 1,067 0,105 | T | 0,097 0,274 | / -0,417 11/
282 14335 | SENTIDO 1,107 0|S 0,16 0|S | -0,024| 0,804 |/
283 17427 | SENTIDO 0,837 0|S - 0,706 | / 0,569 0,087 | T
0,069
284 19140 | SENTIDO 0,894 0S| 0111 0,131 | T 1,794 0|S
285 19179 | SENTIDO 1,039 0|S -| 0,742 |/ 0,614 | 0,063 | T
0,095
286 19251 SENTIDO 0,77 0|S -| 0771 |/ 0543 | 0,027 | S
0,061
287 19443 SENTIDO | 1,115 0|S | 0,042 0,369 | / 0,537 0,078 | T
288 19607 SENTIDO | 0,939 0|S | 0,024 0,381 | / 0,095 0,215 | /
289 19915 SENTIDO | 1,336 | 0,057 | T 0,19 | 0,299 |/ 0,07 0
290 70222 SENTIDO | 0,778 | 0,004 | S -| 0677 |/ 1,153 | 0,015
0,078
291 70464 SENTIDO | 1,039 0|S | 0,026 0,411 |/ 0,806 0,04 | S
292 70474 SENTIDO | 1,026 0|S | 0,094 0,207 | / 1,145 0,03 | S
293 70484 SENTIDO | 1,511 0S| 0236 | 0,004 |S 0,688 | 0,016 | S
294 72474 SENTIDO | 0,816 0S| 009 | 0,229 |/ 1,149 001 |sS
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(continuacién)

SEC | Construccion_id Orientacién Peso de los Longitud de las Estado de

PEP plantones raices crecimiento
° delta | valor c | delta | valor c | media | valor c

dep dep RS dep
298 19252 SENTIDO | 0,571 0,111 | T 0,02 0,416 | / 1,27 0,022 | S
347 18854 SENTIDO | 0,854 0|S| -014| 0896 |/ 0595 | 0,148 | T
351 16226 SENTIDO | 1,372 0|S | 0244 | 0,009 | S 0,112 | 0,017 | S
357 70247 SENTIDO | 1,146 0|S | 0124 0,114 | T 0,953 0,029 | S
359 12635 SENTIDO | 0,702 0,109 | T | 0,587 0,001 | S 0,637 0,06 | T
367 14338 SENTIDO | 0,888 0|S | 0036 | 0326 |/ 0,17 | 0,077 | T
368 17809 SENTIDO | 0,838 | 0,002 | S | 0,033 | 0,308 |/ 0,619 0,04 | S
369 72471 SENTIDO | 1,051 | 0,001 | S | 0,067 | 0,227 | / 1,531 | 0,005 | S
373 72772 SENTIDO | 1,364 0S| 0,29 0,002 | S 0,648 0,045 | S
395 70202 SENTIDO | 1,159 0|S - 0,941 | / 0,339 0,159 | T
0,116

435 19719 SENTIDO | 1,184 0S| 0,032 0,411 |/ 1,433 0,018
473 19077 SENTIDO | 1,405 0|S | 0026 | 0,369 |/ 0,61 | 0,013
474 19178 SENTIDO | 1,381 0S| 0,267 0,008 | S 1,54 0,006 | S

S: representa las plantas transgénicas que mostraron mejora de rasgos estadisticamente significativa con respecto a
la referencia (p<0,05)

T: representa las plantas transgénicas que mostraron una tendencia de mejora de rasgos con respecto a la
referencia, preferentemente con p<0,2

[: representa las plantas transgénicas que no mostraron ninguna alteracién o tuvieron cambio desfavorable en los
rasgos examinados en comparacién con la referencia en el presente conjunto de datos

D. Cribado de tolerancia al estrés por sal

Este ejemplo expone el cribado de estrés por alta salinidad para identificar plantas de Arabidopsis transformadas
con el gen de interés que son tolerantes a altos niveles de sal basandose en su velocidad de desarrollo, crecimiento
de raices y acumulacion de clorofila bajo altas condiciones de sal.

Semillas T2 se sembraron en placas de seleccién de glufosinato que contenian NaCl 90 mM y se cultivaron bajo
condiciones de luz y temperatura convencionales. Todos los plantones usadas en el experimento se cultivaron a una
temperatura de 22°C por el dia y 20°C por la noche, un fotoperiodo de 16 horas, una intensidad de luz promedio de
aproximadamente 120 umol/mz. En el dia 11, las plantas se midieron para la longitud de raices primarias. Después
de 3 dias mas de crecimiento (dia 14), las plantas se puntuaron para estado transgénico, longitud de raices
primarias, estado de crecimiento, color visual y los plantones se reunieron para medicién del peso fresco. También
se tomo una fotografia de la placa completa en el dia 14.

La evaluacion visual se llevé a cabo para evaluar la robustez del crecimiento basandose en el tamafio de las hojas y
el tamafio de las rosetas.

El peso de los plantones y la longitud de las raices se analizaron como respuestas cuantitativas segun el Ejemplo
1M. El estado de crecimiento final en el dia 14 se puntud como éxito si el 50% de las plantas alcanzaron 3 hojas en
la roseta y el tamafio de las hojas era superior a 1 mm (Boyes, D.C. y col. (2001), The Plant Cell 13, 1499/1510). Los
datos del estado de crecimiento se analizaron como una respuesta cualitativa segin el Ejemplo 1L.
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E. Cribado de la tolerancia al estrés osmatico inducido por polietilenglicol (PEG)

Hay numerosos factores que pueden influir en la germinacién de semillas y el posterior crecimiento de plantones,
siendo uno la disponibilidad de agua. Los genes que pueden afectar directamente la tasa de éxito de la germinacién
y el crecimiento temprano de plantones son rasgos agrondmicos posiblemente Utiles para mejorar la germinacion y
el crecimiento de plantas de cultivo bajo estrés por sequia. En este ensayo se us6 PEG para inducir estrés osmotico
en lineas transgénicas en germinacion de semillas de Arabidopsis thaliana con el fin de cribar lineas de semillas
osméticamente resistentes.

Semillas T2 se sembraron en placas de seleccion de glufosinato que contenian 3% de PEG y se cultivaron bajo
condiciones de luz y temperatura convencionales. Las semillas se sembraron en cada placa que contenia 3% de
PEG, 1/2 X sales MS, 1% de Phytagel y 10 ug/ml de glufosinato. Las placas se colocaron a 4°C durante 3 dias para
estratificar las semillas. En el dia 11, las plantas se midieron para longitud de raices primarias. Después de 3 dias de
crecimiento mas, es decir, en el dia 14, las plantas se puntuaron para estado transgénico, longitud de raices
primarias, estado de crecimiento, color visual y los plantones se reunieron para medicion del peso fresco. Se tomd
una fotografia de la placa completa en el dia 14. La evaluacion visual se llevo a cabo para evaluar la robustez del
crecimiento basandose en el tamafio de las hojas y el tamafio de las rosetas.

El peso de los plantones y la longitud de las raices se analizaron como respuestas cuantitativas segin el Ejemplo
1M. El estado de crecimiento final en el dia 14 se puntué como éxito o fracaso basandose en si las plantas
alcanzaron 3 hojas en la roseta y el tamafio de las hojas era superior a 1 mm. Los datos del estado de crecimiento
se analizaron como una respuesta cualitativa segun el Ejemplo 1L.
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F. Cribado de tolerancia al choque al frio

Este ejemplo expone un cribado para identificar plantas de Arabidopsis transformadas con los genes de interés que
son mas tolerantes al estrés por frio sometidas durante el dia 8 al dia 28 después de la siembra de semillas. Durante
estas fases tempranas cruciales se midieron el crecimiento de plantones y el aumento del area de la hoja para
evaluar la tolerancia cuando plantones de Arabidopsis se expusieron a bajas temperaturas. Usando este cribado
pueden encontrarse alteraciones genéticas que permiten que las plantas germinen y crezcan mejor que las plantas
naturales bajo exposicion repentina a bajas temperaturas.

Se probaron semillas T2. Once plantones de cada linea mas una linea de control se plantaron juntos en una placa
que contenia % X sales de Gamborg con 0,8 Phytagel™, 1% de Phytagel y 0,3% de sacarosa. Entonces, las placas
se orientaron horizontalmente y se estratificaron durante tres dias a 4°C. En el dia tres, las placas se sacaron de la
estratificacion y se expusieron a condiciones convencionales (fotoperiodo de 16 h, 22°C por el dia y 20°C por la
noche) hasta el dia 8. En el dia ocho, las placas se sacaron de las condiciones convencionales y se expusieron a
condiciones de choque al frio (fotoperiodo de 24 h, 8°C tanto por el dia como por la noche) hasta el dia final del
ensayo, es decir, el dia 28. Las areas de las rosetas se midieron el dia 8 y el dia 28, que se analizaron como
respuestas cuantitativas segun el Ejemplo 1M.

Tabla 8: Una lista de nucledtidos recombinantes que mejoran la tolerancia al estrés por choque al frio en plantas

SEC Construccion_id | Orientacion | Areaen rosetaen | Areaen rosetaen Diferencia en el area
PEPID el dia 8 el dia 28 en roseta entre el dia
28y el dia 8
delta | valor c | delta | valor c | delta valorde | c
dep dep p

240 19867 | SENTIDO -| 0,603 |1 0,15 | 0,309 |/ 0,426 0,064 | T
0,032

241 74518 | SENTIDO 0,184 | 0,192 | T | 0,653 | 0,001 | S 0,796 oS

242 15816 | SENTIDO 0,366 | 0,027 | S | 0,592 | 0,002 | S 0,666 0,004 | S

243 17918 | SENTIDO 0,594 0|S | 0982 0|sS 1,325 o|s

276 17925 | SENTIDO 0,479 | 0,001 | S | 0,693 0|sS 0,872 oS

474 19178 | SENTIDO 0,23 | 0,083 |T | 0,435 | 0,026 | S 0,435 0,103 | T

S: representa las plantas transgénicas que mostraron mejora de rasgos estadisticamente significativa con respecto a
la referencia (p<0,05)

T: representa las plantas transgénicas que mostraron una tendencia de mejora de rasgos en comparacion con la
referencia, preferentemente con p<0,2

I: representa las plantas transgénicas que no mostraron ninguna alteracion o tuvieron cambio desfavorable en los
rasgos examinados en comparacion con la referencia en el presente conjunto de datos

G. Cribado de tolerancia a la germinacién con frio

Este ejemplo expone un cribado para identificar que plantas de Arabidopsis transformadas con los genes de interés
son resistentes al estrés por frio basandose en su tasa de desarrollo, crecimiento de raices y acumulacién de
clorofila bajo condiciones de baja temperatura.

Se sembraron semillas T2 y todos los plantones usados en el experimento se cultivaron a 8°C. Las semillas se
desinfectaron primero superficialmente usando gas cloro y luego se sembraron en placas de ensayo que contenian
una disolucién acuosa de 1/2 X de mezcla de sal basal B/5 de Gamborg (Sigma/Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA
G/5788), 1% de Phytagel™ (Sigma-Aldrich, P-8169) y 10 ug/ml de BASTA™ (Bayer Crop Science, Francfort,
Alemania), con el pH final ajustado a 5,8 usando KOH. Las placas de prueba de mantuvieron verticalmente durante
28 dias a una temperatura constante de 8°C, un fotoperiodo de 16 h e intensidad de luz promedio de
aproximadamente 100 umol/mzls. 28 dias después de la siembra se midi6 la longitud de las raices, se observé el
estado de crecimiento, se evallo el color visual y se tom6 una fotografia de la placa completa.

La evaluacion visual se llevo a cabo para evaluar la robustez del crecimiento basandose en el tamafio de las hojas y
el tamafio de las rosetas.

La longitud de las raices en el dia 28 se analiz6 como una respuesta cuantitativa segin el Ejemplo 1M. El estado de
crecimiento en el dia 7 se analiz6 como una respuesta cualitativa segin el Ejemplo 1L.
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Tabla 9: Una lista de nucleétidos recombinantes que mejoran la tolerancia al estrés por frio en plantas

SEC Construccion_id Orientacion Longitud de las raices en Estado de crecimiento en
PEP ID el dia 28 el dia 28
delta valor de p c Media valor de c
RAS p

240 19867 | SENTIDO 0,071 0,292 |/ 1,954 0,103 | T
241 74518 | SENTIDO 0,278 0,031 | S 4 0|S
244 15306 | ANTISENTIDO 0,176 0,142 | T 1,582 0,067 | T
245 12038 | SENTIDO 0,045 0,188 | T 2,271 0,022 | S
246 12046 | SENTIDO 0,177 0,125 | T 3,513 0|S
247 13432 | SENTIDO 0,182 0,015 | S 1,108 0,078 | T
248 13711 | SENTIDO 0,15 0,022 | S 2,357 0,012 | S
249 14809 | SENTIDO -0,034 0,631 |/ 1,95 0,047 | S
250 14951 | SENTIDO 0,237 0,053 | T 3,387 0,001 | S
251 15632 | SENTIDO 0,003 0,481 | / 0,49 0,275 | /
252 16147 | SENTIDO 0,176 0,016 | S 3,284 0,003 | S
253 16158 | SENTIDO 0,084 0,235 | / 1,432 0,138 | T
254 16170 | SENTIDO 0,066 0,354 | / 1,995 0,088 | T
255 16171 | SENTIDO -0,178 0,842 | / -0,671 0,732 | /
256 16175 | SENTIDO -0,054 0,7 |/ 1,231 0,184 | T
257 17430 | SENTIDO 0,254 0,135 | T 2,776 0,009 | S
258 17819 | SENTIDO 0,221 0,028 | S -0,475 0,922 | /
259 17921 | SENTIDO -0,151 0,912 | / 1,291 0,179 | T
260 17928 | SENTIDO 0,368 0,028 | S 2,599 0,003 | S
261 18637 | SENTIDO 0,158 0,225 | / 1,143 0,164 | T
262 18816 | SENTIDO 0,206 0,075 | T 13,038 0,002 | S
263 19227 | SENTIDO 0,198 0,058 | T 3,068 0,002 | S
264 19429 | SENTIDO 0,258 0,062 | T 12,582 0,006 | S
265 70235 | SENTIDO 0,175 0,065 | T 2,584 0,006 | S
266 72634 | SENTIDO 0,169 0,064 | T 2,835 0,001 | S
267 72752 | SENTIDO 0,292 0,019 | S 2,816 0,002 | S
273 17615 | ANTISENTIDO 0,317 0,006 | S 2,239 0,022 | S
277 18541 | SENTIDO 0,321 0,072 | T 2,631 0,014 | S
293 70484 | SENTIDO 0,2 0,018 | S 2,61 0,016 | S
298 19252 | SENTIDO 0,391 0,002 | S 1,041 0,084 | T
346 17931 | SENTIDO 0,096 0,059 | T 1,213 0,142 | T
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(continuacién)

SEC Construccion_id Orientacion Longitud de las raices en Estado de crecimiento en
PEP ID el dia 28 el dia 28
delta valor de p c Media valor de c
RAS p
357 70247 | SENTIDO 0,299 0,006 | S 2,607 0,005 | S
366 19610 | SENTIDO 0,33 0,079 | T 4 0|S
367 14338 | SENTIDO 0,223 0,071 | T 1,125 0,087 | T
376 11409 | SENTIDO 0,193 0|S 1,831 0,024 | S
434 17922 | SENTIDO 0,238 0,029 | S 3,109 0,002 | S

S: representa las plantas transgénicas que mostraron mejora de rasgos estadisticamente significativa con respecto a
la referencia (p<0,05)

T: representa las plantas transgénicas que mostraron una tendencia de mejora de rasgos con respecto a la
referencia, preferentemente con p<0,2

/: representa las plantas transgénicas que no mostraron ninguna alteracion o tuvieron cambio desfavorable en los
rasgos examinados en comparacion con la referencia en el presente conjunto de datos

H. Cribado de tolerancia a la sombra-luz tenue

Las plantas se someten a una respuesta morfoldgica caracteristica en sombra que incluye el alargamiento del
peciolo, un cambio en el dngulo de las hojas y una reduccion en el contenido de clorofila. Aunque estos cambios
pueden conferir una ventaja competitiva a individuos, en un monocultivo la respuesta de evitacién de la sombra se
cree que reduce la biomasa global de la poblacion. Por tanto, alteraciones genéticas que previenen la respuesta de
evitacion de la sombra pueden asociarse a mayor rendimiento. Los genes que favorecen en crecimiento bajo
condiciones de luz tenue también pueden promover el rendimiento, ya que niveles de luz inadecuados
frecuentemente limitan el rendimiento. Este protocolo describe un cribado para buscar plantas de Arabidopsis que
muestran una respuesta de evitacion de la sombra atenuada y/o crecen mejor que plantas de control bajo intensidad
de luz tenue. De particular interés, los inventores estuvieron buscando plantas que no extendieran su longitud de
peciolo, tuvieran un aumento en el peso de los plantones con respecto a la referencia y tuvieran hojas que fueran
mas proximas a paralelas a la superficie de la placa.

Se sembraron semillas T2 en placas de seleccidn de glufosinato con ¥2 de medio MS. Las semillas se sembraron en
1/2 X de sales MS, 1% de Phytagel, 10 ug/ml de BASTA. Las plantas se cultivaron en placas verticales a una
temperatura de 22°C por el dia, 20°C por la noche y bajo luz tenue (aproximadamente 30 uE/m?/s, relacién rojo/rojo
lejano (655/665/725/735) ~0,35 usando luces PLAQ con filtro de color GAM n° 680). Veintitrés dias después de
sembrarse los plantones se registraron mediciones que incluyeron estado de los plantones, nimero de hojas en la
roseta, estado de los capullos de flores, angulo del peciolo-hoja, longitud del peciolo y pesos frescos reunidos. Se
tomo una imagen digital de la placa completa en el dia de medicion. El peso de los plantones y la longitud del
peciolo se analizaron como respuestas cuantitativas segun el Ejemplo 1M. El nimero de hojas en la roseta,
formacion de capullos en floracion y el angulo de la hoja se analizaron como respuestas cualitativas segun el
Ejemplo 1L.
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I. Cribado de crecimiento y desarrollo temprano de la planta

Este ejemplo expone una plataforma de analisis fenotipico basado en placa para la rapida deteccién de fenotipos
gue son evidentes durante las dos primeras semanas de crecimiento. En este cribado los inventores buscaron genes
gue confirieran ventajas en los procesos de germinacion, vigor de los plantones, crecimiento de raices y morfologia
de las raices bajo condiciones de crecimiento no estresadas a las plantas. Las plantas transgénicas con ventajas en
el crecimiento y el desarrollo de plantones se determinaron por el peso de los plantones y la longitud de las raices en
el dial4 después de sembrar la semilla.

Se sembraron semillas T2 en placas de seleccion de glufosinato y se cultivaron bajo condiciones convencionales
(~100 uE/m?/s, fotoperiodo de 16 h, 22°C por el dia, 20°C por la noche). Las semillas se estratificaron durante 3 dias
a 4°C. Los plantones se cultivaron verticalmente (a una temperatura de 22°C por el dia, 20°C por la noche). Las
observaciones se tomaron en el dia 10 y el dia 14. Tanto el peso de los plantones como la longitud de las raices en
el dia 14 se analizaron como respuestas cuantitativas segun el Ejemplo 1M.

Tabla 11: Una lista nuclettidos recombinantes que mejoran el crecimiento y el desarrollo temprano de la planta

SEC Construccion_id Orientacién Longitud de las raices en Peso de los plantones en
PEP ID el dia 14 el dial4
delta valor de p C delta valor de p C
241 74518 | SENTIDO 0,216 0,01 | S 0,454 0,049 | S
245 12038 | SENTIDO 0,101 0,046 | S 0,629 0,003 | S
250 14951 | SENTIDO 0,15 0,072 | T 0,138 0,378 | /
260 17928 | SENTIDO 0,062 0,22 |/ 0,246 0,069 | T
265 70235 | SENTIDO 0,079 0,519 | / 0,414 0,026 | S
267 72752 | SENTIDO 0,301 0,001 | S 0,789 0,002 | S
285 19179 | SENTIDO 0,216 0,024 | S 0,603 0,01 | S
290 70222 | SENTIDO 0,047 0,468 | / 0,394 0,014 | S
293 70484 | SENTIDO 0,068 0,364 | / 0,444 0,024 | S
294 72474 | SENTIDO 0,241 0,051 | T 0,183 0,564 | /
298 19252 | SENTIDO 0,065 0,392 | / 0,316 0,054 | T
326 17344 | SENTIDO 0,042 0,565 | / 0,223 0,066 | T
330 17906 | SENTIDO 0,11 0,152 | T 0,419 0,011 | S
354 18642 | SENTIDO on 0,247 | / 0,257 0,043 | S
357 70247 | SENTIDO -0,04 0,842 | / 0,237 0,134 | T
358 70650 | SENTIDO 0,121 0,077 | T 0,135 0,442 | /
359 11787 | ANTISENTIDO -0,083 0,784 | / 0,167 0,365 | /
360 13641 | ANTISENTIDO 0,092 0,15 | T 0,336 0,053 | T
361 14515 | ANTISENTIDO 0,051 0,616 | / 0,351 0,038 | S
362 14920 | ANTISENTIDO 0,08 0,358 | / 0,101 0,739 | /
363 15204 | ANTISENTIDO 0,203 0,015 | S 0,076 0,811 | /
364 15216 | ANTISENTIDO 0,316 0,023 | S 0,632 0,073 | T
365 15330 | ANTISENTIDO 0,084 0,428 | / 0,435 0,002 | S
366 19610 | SENTIDO 0,192 0,011 | S 0,523 0,008 | S
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(continuacién)

SEC Construccion_id Orientacién Longitud de las raices en Peso de los plantones en
PEP ID el dia 14 el dial4
delta valor de p c delta valor de p c
367 14338 | SENTIDO 0,145 0,155 | T 0,589 0,072 | T
368 17809 | SENTIDO 0,014 0,928 | / -0,121 0,753 | /
369 72471 | SENTIDO 0,07 0,023 | S 0,407 0,048 | S
370 16403 | SENTIDO 0,199 0,027 | S 0,6 0,003 | S
371 17737 | SENTIDO 0,049 0,472 |/ 0,242 0,073 | T
372 18395 | SENTIDO 0,219 0,001 | S 0,58 0,002 | S
373 72772 | SENTIDO 0,224 0,023 | S 0,442 0,106 | T
374 19441 | SENTIDO 0,271 0|S 0,482 0,019 | S
375 10486 | SENTIDO 0,191 0,03 |S 0,343 0,052 | T
376 11409 | SENTIDO 0,258 0,034 | S 0,468 0,006 | S
377 12104 | SENTIDO 0,1 0,379 | / 0,489 0,009 | S
378 12258 | SENTIDO 0,16 005 |T 0,392 0137 | T
379 12909 | SENTIDO 0,139 0,267 | / 0,322 0,261 | /
380 14310 | SENTIDO 0,544 0|S 0,764 0,026 | S
381 14317 | SENTIDO 0,134 0,18 | T 0,117 0,64 |/
382 14709 | SENTIDO 0,206 0,009 | S 0,389 0,117 | T
383 15123 | SENTIDO 0,026 0,872 | / 0,27 0,348 | /
384 16013 | SENTIDO 0,046 0,622 | / 0,464 0,01 | S
385 16185 | SENTIDO 0,191 0,045 | S 0,145 0,596 | /
386 16719 | SENTIDO 0,019 0,872 | / 0,424 0,088 | T
387 17490 | SENTIDO 0,186 0,026 | S 0,272 0,102 | T
388 17905 | SENTIDO 0,239 0,004 | S 0,346 0,196 | T
389 18385 | SENTIDO 0,287 0,003 | S 0,687 0,003 | S
390 18392 | SENTIDO 0,088 0,338 | / 0,504 0,012 | S
392 18531 | SENTIDO 0,313 0,015 | S 0,627 0|S
393 18603 | SENTIDO 0,212 0|S 0,165 0,187 | T
394 19530 | SENTIDO 0,106 0137 | T 0,342 0,025 | S
395 70202 | SENTIDO 0,218 0,056 | T 0,279 0,223 | /
396 72009 | SENTIDO 0,191 0,054 | T 0,328 0,043 | S
397 72119 | SENTIDO 0,236 0|S 0,259 0,008 | S
438 19249 | SENTIDO 0,054 0,375 | / 0,222 0,048 | S
439 18513 | SENTIDO 0,204 0,044 | S 0,193 0,322 |/
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(continuacién)

SEC Construccion_id Orientacién Longitud de las raices en Peso de los plantones en
PEP ID el dia 14 el dial4
delta valor de p c delta valor de p c
461 19222 | SENTIDO 0,255 0,072 | T 0,622 0,034 | S
473 19077 | SENTIDO -0,049 0,669 |/ 0,2 0,227 | /
474 19178 | SENTIDO 0,303 0|S 0,592 0,001 | S
477 70809 | SENTIDO 0,128 0,093 | T 0,224 0,185 | T

Para otras respuestas:

S: representa las plantas transgénicas que mostraron mejora de rasgos estadisticamente significativa con respecto a
la referencia (p<0,05)

T: representa las plantas transgénicas que mostraron una tendencia de mejora de rasgos con respecto a la
referencia, preferentemente con p<0,2

[: representa las plantas transgénicas que no mostraron ninguna alteracién o tuvieron cambio desfavorable en los
rasgos examinados en comparacién con la referencia en el presente conjunto de datos

J. Cribado de crecimiento y desarrollo tardio de la planta

Este ejemplo expone una plataforma fenotipica basada en tierra para identificar genes que confieren ventajas en los
procesos de desarrollo de las hojas, produccion de flores y madurez de la semilla a las plantas.

Se cultivaron plantas de Arabidopsis en una mezcla para macetas comercial (Metro Mix 360, Scotts Co., Marysville,
OH) que consistia en 30-40% de vermiculita horticola de calidad media, 35-55% de musgo de turberas de esfagno,
10-20% de ceniza de corteza procesada, 1-15% de corteza de pino y una carga de nutriente iniciador. La tierra se
complement6 con fertilizante de liberacién controlada Osmocote a una tasa de 30 mg/fts. Se imbibieron semillas T2
en 1% de disolucién de agarosa durante 3 dias a 4°C y luego se sembraron a una densidad de ~5 por maceta de 2
14", Se ordenaron treinta y dos macetas en una rejilla de 4 por 8 en un terreno plano de invernadero convencional.
Las plantas se cultivaron en habitaciones medioambientalmente controladas bajo una duracion del dia de 16 h con
una intensidad de luz promedio de ~200 pmoles/mzls. Los valores de consigna de las temperaturas para el diay la
noche fueron 22°C y 20°C, respectivamente. La humedad se mantuvo al 65%. Las plantas se regaron por sub-
irrigacion cada dos dias en promedio hasta la semifloracion, momento en el que las plantas se regaron diariamente
hasta que se complet6 la floracion.

La aplicacién del herbicida glufosinato se realiz6 para seleccionar individuos T2 que contenian el transgén diana. Se
aplicé una Unica aplicacién de glufosinato cuando las primeras hojas reales fueron visibles. Cada maceta se dej6
menos densa para dejar un Unico planton resistente a glufosinato ~3 dias después de aplicarse la seleccion.

El radio de la roseta se midi6 en el dia 25. La longitud de la silicua se midi6 en el dia 40. Las partes de la planta se
recogieron en el dia 49 para mediciones de peso seco si se detuvo la produccién de flores. De otro modo, los pesos
secos de las rosetas y silicuas se llevaron a cabo en el dia 53. Las semillas se recogieron en el dia 58. Todas las
mediciones se analizaron como respuestas cuantitativas segun el Ejemplo 1M.

60




ES 2392332713

| | Ev¥'0 8T0°0 1| evT'o 600 / | 660 £ve'0- / | ¥€6°0 6¢1'0- S | T20'0 Ger'o 9€ELT 9EY
/| 8960 T8T'0- / | 8¥6°0 980°0- S | 6000 62v'0 1| /800 TET'0 /| TI¥'0 €00 |1 Z2X44% 9EY
/ | 8090 TE0'0- /| 920 ZT1'0 / | 8860 S6€'0- 1l ]8.T0 ¥,0'0 S | 9100 TOE'0 6T.6T SEV
/| €0 8200 /| .80 LT0'0- S | Lg0'0 TVS'0 /| 250 200°'0- S | 2100 902'0 2¢6.1 1434
/| ¥16°0 2ee'o- S | 6T0°0 86T'0 / | 9960 6¢¢'0- /] S0 0 1| €eT'o 6vT'0 CET6T E€ey
/ | 66°0 GS0'0- / | 2¢v6'0 6.v'0- S | 2100 20.'0 / | 8T90 220'0- / | 8680 922'0- | ¥2T.LT [43%4
/ | S06°0 T9%'0- /| 2v8'0 896'0- S | T20'0 €9'0 /| 60 915'0- / | 2080 TOS'0- | 8e¥9T TEY
L] €To €700 1 ]2/8T0 €00 / | 6660 ¥59°0- S | €00 6600 S | T00'0 96¢€'0 9Tv9T 0Ev
/| 9.¥'0 2000 / | S66°0 ¥12'0- S | 8000 6T.L'0 / | €560 60€'0- / | 8€S0 600'0- | 6V6ET 62V
/| ¥6°0 ¥92'0- / | 6€6°0 89T'0- S | €000 8.0 / | 6850 8T0'0- /| Lv'0 7000 €00€T 8¢y
/| 9€2°0 50'0 /| 16°0 ¥8T'0- S | 9T0'0 16€'0 / | 9980 G80'0- /| 6610 127'0- | ¥I8TT yX44
1| 2rT'o 6000 /| ¥6'0 60T'0- 1| 800 12€'0 1| 8€T'0 9500 IAAZA)) 9%0'0- | LCETT 1474
1| sTo 8700 /] 9820 6S0'0- /| 2260 LS.'0- /| 2850 €20°'0- S | 9800 20 €020T 144
/| 2290 TE0'0- 1| 90T0 6970 S | €T0'0 629'0 S | ¥T0'0 T60°0 / | ¥56°0 G/T'0- | SOOET 444
/| ¥.€0 ¥70°0 / | ¥86°0 880°0- S | 2000 ¥82°0 1] 9.0 ¥.0'0 /| Sv6°0 TT2'0- | 2VIST 6TV
/ | 1960 S¥0'0- 1] 9900 T90'0 S | 2000 6vE'0 S | €000 6vT'0 1| I€ET'0 8700 70621 [44%4
S|0 LET'O S|0 2650 1| 2200 8820 S | 2000 20g'0 /| 9v6'0 €20'0- | €810T 0]
1| 8ST0 6000 1| 2.T'0 260'0 S | T¥0'0 9vT'0 / | €980 6.2'0- /| 260 G90'0- | 8S6ET 1 20]4
/ | 6880 €22'0- / | EVED 2010 S | €000 6520 1| 8900 2200 /| 1620 ¥6T'0 [ARXAA €LE
/ | €980 2.LT'0- 1| 8€T'0 G9T'0 1| evto 120 S | 2000 20 S | 200 ¥€2'0 GT66T 68¢
d d d d
9| apiojen | eyep | 0| oapiJojen | eyap | 0 | dapiojen | elep | O | SpJofeA | eysp | o | apiofea | elep
enal|is e| ap pniiBuo | enoijise| ap 008S 0Sad | e||IWSS B] 8p 099S 0Sad ©19S0. B| 9p olpey B}9S0J B| 3P 008S 0S8d | PI~ UOIDINIISUOD n_m_n_n_wm_w

ejue(d e| ap ojpJe)] ojjoiresap A oluaIWIoaID 3 uelolaw anb sajUBUIGLIOIaI SOPNO3JoNU 3P BISI| BUN 2T elgeLl

61



ES 2392332713

/| ¥62'0 2200 S | ¥000 EVE‘0 / | GT6'0 6790~ /| €290 10T'0- S | T¥0'0 GE'0 ¢SLLT 114
S|0 S60'0 1| ST0 1800 1| 2S00 €9.°0 /| ¥I¥'0 9700 /| T¥9°0 9€0'0- | OV.L.T 14514
1| 2eTo ¥0'0 / | S66°0 602'0- S | G700 6.7'0 S | 9T0'0 ¥,0'0 /| 9960 TEE'0- | L8V.LT 13514
/ | 22S'0 T00'0- 1| 8TT'0 SYT'0 S | 9200 20€'0 /| €290 8€0°0- / | 6060 922'0- | 9vviT (4514
/ | 868°0 800°T- /| 180 T162°0- S | 100 8¢8'0 / | 9980 424 /| T€6'0 T/T'0- | 02V.T 15v
/ | 9G€'0 8000 / | 69€‘0 5600 S | 9€6'0 8€.'0- S | ¥20'0 2ST'0 S | 9200 90€‘0 6EELT 0Sv
1| 6900 €10'0 /| T9L0 TT'0- S | T00'0 /| 916°0 9ST'0- /| 660 TSY'0- | TEELT (9474
S | 8000 6220 /| Lvl'0 2.T'0- /| T6€0 60T'0 1 ]800 .¥0'0 /| 2180 L¥0'0- | 9TELT (5144
S | €00 8500 /| ¥2l'0 180°0- S | 200 G817'0 1| T9T0 6500 /| 2’0 TT00 ST/9T YA4%
/| 2€6'0 S70°0- / | 9660 822'0- S 2050 / | §86°0 89T'0- 1] 2,00 122'0 S0/L9T 14%
/| 822'0 8700 /|80 69T°0- S | G200 T.1'0 /| ¥.€0 €€0'0 / | 6860 67'0- 8179971 *14%
/ | ¥09°0 ST10°0- S | ¥€00 8T'0 / | €E0V'0 100 / | 8¥5'0 9€0'0- S | 2eo'o Tre0 82091 1444
1| 6600 6700 1] S0 200 /| Ss.'0 TvT'0- /]82L0 9¥0'0- S | 8T0°0 9g'0 09€ST (544
/ | 862°0 9000 1| 9600 ¥9T'0 1| vT'0 €517'0 / | 8260 GE0‘0- S | €000 2020 449" [4%4%
1] 9.T0 9€0'0 1| €50°0 88T'0 S | €100 8/G'0 /| 9260 1800~ 1| GET'0 ¥02'0 €9€¢T 4%4%
/| 290 9700~ /| LT2'0 SYT'0 /| G2'0 €ET'0 1| 2S00 €00 / | 9850 €€00- | LTISTT (014%
/ | 2080 2.0'0- /19290 €T'0- 1| 6ST0 8¥72'0 1| 2IT0 960'0 /| 2020 ¥6T'0 €1G8T 6EY
1 ]9200 €500 /1960 TOT'0- S | 9¥0'0 LEE'0 /]89.0 99T'0- /| 1160 ¥82'0- | 617261 8EV
/| 8¥9°0 ¥20°0- /| T GTE0- S | ¥20°0 €99'0 /| 2160 ¥6T 0~ / | G660 11€'0- | S€L.T LEV
d d d d
o | apJojen | elep | o | apJoen | eiep | o | depiojen | eyap | o | epiojen | eyep | o | oplojea | eysp
enoijis e ap pniibuo | enoljis e| ap 099S 0Sad | B||IWSS el 8p 098S 0Sad ©19S04 B| 9P OIpEY ©}9S0J B| 8P 008S 0S8d | PI” UQIDINIISUOD n_m_n_n_wm_w

(uoioenURUOY)

62



ES 2392332713

sorep ap ounluod ayuasalid |9
U elouUaJajal B| U0 UoIdeIedWwod Us sopeulwexa sobsel SO| Ud a|gelonRiSap Olquied uolaiAn] O ugidelale eunbulu uotensow ou anb sedlugbsuel; sejueld se| eluasaidal :/
Z2'0>d uod ayuswaiualaaid “eroualalal el uod ugeredwod us sobsel ap eiofow ap eIDUBPUS] BUN UoJeNSOW anb sedlughsuel sewue|d se| eluasaidal ;|
(50‘0>d) eiouaisjal B| € 0108dsal U0 eATRIIUBIS BlUBWednS|peIse sofsel ap eiolsw uosessow anb seojugbsuel) seyueld se| eluasaldal ;S

/ | 8¥80 T€2'0- /] 1820 9€0'0 / | /580 TS.'0- /1920 20'0- S | ¥20'0 29¢'0 0EV6T [4%14

/ | 8690 9/0'0- 1]T0 95T'0 /| 1920~ 8G¢'0- / | ¥OE0 S¥0'0 S | ¥T0'0 T6S'0 [444:)" 9%

/| ¥2'0 2€0'0 S | 8¥0'0 282'0 /| 21290 950'0- 1] 18T'0 690'0 1| ¥IT'0 622'0 €2881 09v

/ | 8190 ZT0'0- L] 9vT'o 6S0'0 /| 1860 656'0- 1 ]26T0 €€0'0 S | Ev0'0 8vc'o v€.8T %14

1| 2200 500 /| 1,60 8¢g'0- S | T00'0 1180 /| S6°0 €'0- / | G560 €6T'0- | 2T98T 841

/ | 1280 870'0- / | 8620 92T'0- S | TT0'0 444" / | 6290 T€0'0- / | 660 122'0- | S¥2st LSV

/| ¥9°0 8T0'0- / | G890 6v2'0- 1| 6200 1820 / | 9€8°0 TET'0- / | L¥6'0 2S2'0- | 1208t 9SY

d d d d
0| apJofen | eyep | o | apiojen | eyap | o | dopiojen | ®YSpP | O | Splofea | ®Sp | O | SpofeA | eYdp
enoljis e| ap pniBuo | enoijise| ap 008S 0Sad | e||IWSS ] 8p 099S 0Sad ©19S0. | 9p olpey ©}9S0J B| 9P 008S 0S8d | PI~ UQIDINIISUOD am_n_n_wm_w

(ugioenunuo?)

63



10

15

20

ES 2392332713

K. Cribado de tolerancia a bajo nitrégeno

Bajo condiciones de bajo nitrégeno, los plantones de Arabidopsis se vuelven cloréticos y tienen menos biomasa.
Este ejemplo expone el cribado de tolerancia a bajo nitrégeno para identificar plantas de Arabidopsis transformadas
con el gen de interés que estan alteradas en su capacidad para acumular biomasa y/o retener clorofila bajo
condicion de bajo nitrégeno.

Se sembraron semillas T2 en placas que contenian 0,5x medio Hoagland libre de N T NH4sNO3 0,1 mM T 0,1% de
sacarosa T 1% de Phytagel y se cultivaron bajo condiciones de luz y temperatura convencionales. A los 12 dias de
crecimiento, las plantas se puntuaron para el estado de los plantones (es decir, viables o no viables) y la longitud de
las raices. Después de 21 dias de crecimiento, las plantas se puntuaron para color visual, peso de los plantones,
namero de hojas verdes, nimero de hojas en la roseta, longitud de las raices y formacion de capullos en floracién.
También se tomé una fotografia de cada planta en este momento de tiempo.

El peso de los plantones y la longitud de las raices se analizaron como respuestas cuantitativas seguin el Ejemplo
1M. El nimero de hojas verdes, el nimero de hojas en la roseta y la formacién de capullos de flores se analizaron
como respuestas cualitativas segun el Ejemplo 1L. Los inventores consideraron que las plantas transgénicas
crecieron mejor bajo la condicion de bajo nitrégeno evidenciado porque tienen mas hojas verdes u hojas mas verdes
en comparacion con la referencia. Ademas, el cambio en la longitud de las raices en cualquier direccion, es decir,
tanto aumento como disminucidn, beneficiara el crecimiento de la planta. Las plantas transgénicas con aumento de
la longitud de las raices bajo una condicion de bajo nitrégeno permitiran que las plantas obtengan nutriente de una
distancia mas alejada, mientras que las plantas transgénicas con disminucion de la longitud de las raices, a la vez
gue mantiene un crecimiento sano evidenciado por las hojas verdes, pueden haber desarrollado un mecanismo
intrinseco de usar eficientemente fuente de nitrégeno .
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L. Analisis estadistico para respuestas cualitativas

Tabla 14: Una lista de respuestas analizadas como respuestas cualitativas

repuesta cribado categorias  (éxito frente a
fracaso)

puntuacién de riesgo de respuesta | cribado de tolerancia a la sequia marchitadas frente a no

de marchitamiento marchitadas

estado de crecimiento en el dia 14 cribado de tolerancia al estrés por | el 50% de plantas alcanza el
calor estado 1,03 frente a no

estado de crecimiento en el dia 14 cribado de tolerancia al estrés por | el 50% de plantas alcanza el
sales estado 1,03 frente a no

estado de crecimiento en el dia 14 cribado de tolerancia al estrés | el 50% de plantas alcanza el
osm@tico inducido por PEG estado 1,03 frente a no

estado de crecimiento en el dia 7 cribado de tolerancia al estrés por | el 50% de plantas alcanza el
germinacion con frio estado 0,5 frente a no

numero de hojas en la roseta en el | cribado de tolerancia a la sombra-luz | aparecieron 5 hojas frente a no

dia 23 tenue

formacion de capullos de flores en el | cribado de tolerancia a la sombra-luz | aparecieron capullos de flores

dia 23 tenue frente a no

angulo de la hoja en el dia 23 cribado de tolerancia a la sombra-luz | >60 grados frente a <60 grados
tenue

namero de hojas verdes en el dia 21 | cribado de tolerancia a bajo nitrdgeno | aparecieron 6 6 7 hojas frente a no

niamero de hojas en la roseta en el | cribado de tolerancia a bajo nitrégeno | aparecieron 6 6 7 hojas frente a no

dia 21

formacion de capullos de flores en el | cribado de tolerancia a bajo nitrogeno | aparecieron capullos de flores

dia 21 frente a no

Las plantas se agruparon en grupos transgénicos y de referencia y se puntuaron como éxito o fracaso segun la
Tabla 14. Primero se calcul6 el riesgo (R), que es la proporcién de plantas que se puntuaron como plantas de
fracaso dentro del grupo. Luego se calcul6 el riesgo relativo (RR) como la relacion de R (transgénicos) con respecto
a R (referencia). La puntuacion de riesgo (PR) se calcul6 como - IongR. Posteriormente, las puntuaciones de riesgo
de multiples eventos para cada transgén de interés se evaluaron para significancia estadistica por la prueba de la t
usando el software estadistico S-PLUS (S-PLUS 6, Guide to statistics, Insightful, Seattle, WA, EE.UU.). La PR con
un valor superior a 0 indica que las plantas transgénicas rinden mejor que la referencia. La PR con un valor inferior a
0 indica que las plantas transgénicas rinden peor que la referencia. La PR con un valor igual a 0 indica que el
rendimiento de las plantas transgénicas y la referencia no muestra ninguna diferencia.

M. Analisis estadistico para respuestas cuantitativas

Tabla 15: Una lista de respuestas analizadas como respuestas cuantitativas

respuesta

cribado

rendimiento de las semillas

cribado de tolerancia al estrés por sequia

peso de los plantones en el dia 14

cribado de tolerancia al estrés por calor

longitud de las raices en el dia 14

cribado de tolerancia al estrés por calor

peso de los plantones en el dia 14

cribado de tolerancia al estrés por sales

longitud de las raices en el dia 14

cribado de tolerancia

longitud de las raices en el dia 11

cribado de tolerancia al estrés por sales

peso de los plantones en el dia 14

cribado de tolerancia al estrés osmdético inducido por PEG
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(continuacién)

respuesta cribado

longitud de las raices en el dia 11 cribado de tolerancia al estrés osmdético inducido por PEG
longitud de las raices en el dia 14 cribado de tolerancia al estrés osmético inducido por PEG
area de la roseta en el dia 8 cribado de tolerancia al choque al frio

area de la roseta en el dia 28 cribado de tolerancia al choque al frio

diferencia en el area de la rosea del dia 8 al dia 28 cribado de tolerancia al choque al frio

longitud de las raices en el dia 28 cribado de tolerancia al estrés por frio

peso de los plantones en el dia 23 cribado de tolerancia a la sombra-luz tenue

longitud del peciolo en el dia 23 cribado de tolerancia a la sombra-luz tenue

longitud de las raices en el dia 14 cribado de crecimiento y desarrollo temprano de la planta
peso de los plantones en el dial4 cribado de crecimiento y desarrollo temprano de la planta
radio de la roseta en el dia 25 cribado de crecimiento y desarrollo tardio de la planta
peso seco de la semilla en el dia 58 cribado de crecimiento y desarrollo tardio de la planta
peso seco de la silicua en el dia 53 cribado de crecimiento y desarrollo tardio de la planta
longitud de la silicua en el dia 40 cribado de crecimiento y desarrollo tardio de la planta
peso de los plantones en el dia 21 cribado de tolerancia a bajo nitrégeno

longitud de las raices en el dia 21 cribado de tolerancia a bajo nitrégeno

Las mediciones (M) de cada planta se transformaron por célculo de log,. La delta se calcul6 como
logoM(transgénico)- log.M(referencia). Posteriormente, la delta media de miiltiples eventos del transgén de interés se
evalud para significancia estadistica por la prueba de la t usando el software estadistico S-PLUS (S-PLUS 6, Guide
to statistics, Insightful, Seattle, WA, EE.UU.). Delta con un valor superior a 0 indica que las plantas transgénicas
rinden mejor que la referencia. Delta con un valor inferior a 0 indica que las plantas transgénicas rinden peor que la
referencia. Delta con un valor igual a 0 indica que el rendimiento de las plantas transgénicas y la referencia no
muestra ninguna diferencia.

Ejemplo 2 Identificacion de Homodlogos

Se construyé una “Base de datos de todas las proteinas” que podia buscarse con BLAST a partir de secuencias de
proteinas conocidas usando una base de datos de secuencias patentada y la base de datos de aminoacidos no
redundantes (aa nr) del Centro nacional de informacion biotecnolégica (NCBI). Para cada organismo a partir del cual
se obtuvo una secuencia de ADN proporcionada en el presente documento se construyd una “Base de datos de
proteinas de organismos” de secuencias de proteinas conocidas del organismo; la Base de datos de proteinas de
organismos es un subconjunto de la Base de datos de todas las proteinas basado en la ID de taxonomia de NCBI
para el organismo.

La Base de datos de todas las proteinas se consulté usando la secuencia de amino&cidos de proteina relacionada
para el ADN de gen usado en el ADN recombinante que mejora rasgos, es decir, secuencias de SEC ID N°: 240 a
SEC ID N°: 478 usando “blastp” con corte del valor de e de 1e-8. Se mantuvieron hasta 1000 éxitos principales y se
separaron por nombres de organismos. Para cada organismo distinto del de la secuencia de consulta se mantuvo
una lista para éxitos del propio organismo de consulta con un valor de e méas significativo que el mejor éxito del
organismo. La lista contiene genes probablemente duplicados, y se denomina la Lista nacleo. Se mantuvo otra lista
para todos los éxitos de cada organismo, clasificada por valor de e, y denominada la Lista de éxitos.

La Base de datos de proteinas de organismos se consultdé usando secuencias de aminoacidos de SEC ID N°: 240 a
SEC ID N°: 478 usando “blastp” con corte del valor de e de 1e-4. Se mantuvieron hasta 1000 éxitos principales. Se
construyé una base de datos que podia buscarse con BLAST basandose en estos éxitos, y se denomina “SubDB”.
SubDB se consultdé con cada secuencia en la Lista de éxitos usando “blastp” con corte del valor de e de 1e-8. El
éxito con el mayor valor de e se compar6 con la Lista nicleo del organismo correspondiente. Se considera que el
éxito es un ortélogo probable si pertenece a la Lista nacleo, de otro modo no se considera que sea un ortdlogo
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probable y no hay mas busqueda de secuencias en la Lista de éxitos para el mismo organismo. Se identificaron
ortélogos probables de un gran nimero de organismos distintos y se informan por secuencias de aminoacidos de
SEC ID N° 479 a SEC ID N°: 12463. Estos ortdlogos se informan en las Tablas 2 como homologos a las proteinas
relacionadas con genes usados en ADN recombinante que mejora rasgos.

Ejemplo 3 Construccién de la secuencia consenso

Se selecciond el programa ClustalW para alineamientos de mdltiples secuencias de la secuencia de aminoacidos de
SEC ID N°: 439 y 25 homologos. Los tres factores principales que afectan espectacularmente los alineamientos de
secuencias son (1) matrices de peso de proteinas; (2) penalizaciéon por abertura de hueco; (3) penalizacién por
extension de hueco. Las matrices de peso de proteinas disponibles para el programa ClustalW incluyen las series
Blosum, Pam y Gonnet. Se probaron ampliamente aquellos parametros con penalizaciéon por abertura de hueco y
penalizacién por extension de hueco. Basandose en los resultados de prueba, la matriz de pesos de Blosum, la
penalizacion por abertura de hueco de 10 y la penalizaciéon por extension de hueco de 1 se eligieron para el
alineamiento de multiples secuencias. Se adjuntan las secuencias de SEC ID N°: 439, sus homélogos y la secuencia
consenso en el extremo. Los simbolos para la secuencia consenso son (1) letras en superindice para el 100% de
identidad en todas posiciones de la salida de alineamiento de mudltiples secuencias; (2) letras en subindice para
>=70% de identidad; simbolo; (3) “X” indic6 <70% de identidad; (4) los guiones “-" que significan que los huecos
estuvieron en >=70% de las secuencias.

SECIDN? ¢

5211 e e e
12100 e
6033 e
5630 T et
2801 e
11474 fmmm e e e e eeree e eeee—————— ————e-
12365 e
9090 D e L
439 e e
11419 e e e
11201 -
4683 e ettt LT
1624 E e
11490 R e S PR L L L L ST
9137 e e
10769 :MIGTRVLAHSRVDPATRWGVAARGRVVFAATRWGAAARGRVVFAAVRWGARARGTKREAG
2036 e
1472 e e L LR
2526 e
12153 R e e m———--
2333 e e e m e e e e e —em oo
8918 e
12149 T e ST
6330 T e
11407 e e
9050 e
CONSENnso L e e e
12464

------------------- MSCFACCGDEDTQ-VPDTRAQYPGHHPAR-——==-=-=—==
——————————————————— MSCFACCGDEDTQ-VPDTRAQYPGHHPAR-—~====~====
——————————————————— MSCFACCGDEDTQ-VPDTRAQYPGHHPAR-~~========~
------------------- MSCFACCGDEDTQ-VPDTRTQYPGHHPAR-~—~-=——-———
——————————————————— MSCFACCGDEDTQGVPDNRNPYPGNHPAR-—== === ===
------------------- MSCLACCGGEDTQRTPDNGGPYPGGY PPR-=======rm==
------------------- MSCLACCGGEDTQRTPDNGGPYPGGY PPR- == === mmmm e
——————————————————— MSCFVCCGDEDTQRAPDNRNQYXKAIQQG=========~==
------------------- MSCFGCCGEDDDMHKTADYGGRHNQAKHFPPG---—----~
——————————————————— MSCFSCCDDDDMHRATDNGPFMAHNSAGN-=-==== ===~
------------------- MSCFSCCDDDDMHRATDNGPFMAHNSAGN-~—-==-—=---=
------------------- MGCFSCCGADDVGKKKKRDDPYVPIPDPG-=G========~
------------------- MGFLCCSGKPSKRLESSSINENNSNTKRKDQTHVTSGSLKM
------------------- MGFLCFSGKSSKRSENSSTDENNSNIKRKDQTQLTSGSMKV
——————————————————— MGWI PCSGKS SGKTKKRSDSDENLSRNCSVSASERS~~===
QETSTSETKKTKRKWGRGFCGMASHEVEEPLTSETKKTKRKWGRGFCGMASHEAEEPLTS
------------------ MKILLGVGINGGLFGSCVSSRSKVDSSTSGISSHFEIKSTN-
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---------------------- MAAADTSRVFLILIIALVMVIVVLLGICWRELGPGIMR
——————————————————— EARAXKX KR XA RARKA KKK X KKK K AR KKK =K ——=mm ==

__________________ ADAYRPSDQPPKGPQPVKMQPIAVPAIPVDEIREVTKGFGDE
------------------ ADAYRPSDQPPKGPQPVKMOPIAVPATPVDEIREVTKGEGDE
------------------ ADAYRPSDQPPKGPQPVKMQPIAVPAIPVDEIREVTKGFGDE
------------------ ADAYRPADQPPKGSQPVKMOPIAVPAIPVDELREVTKGFGDE
------------------ SDAYRTADPTPRGPQPVKVQPIAVPIIPVDEIREVTKNEGDE
------------------ DDAYRTADPTPRGRQPLKMQPITVPTIPVEEIREVIVAFGDE
------------------ DDAYRTADPTPRGAQPLKMOPITVPTIPVEEIREVIVAFGDE
------------------ NDAYRTADPTPKGPQPVKVQPIAVPTIPMDEIREKNCTGGDE
________________ NDARHHQASETAQKGPEVVKLQPIEVPIIPFSELKEATDDFGSN
------------------ NGGQRATESAQRETQTVNIQPIAVPSIAVDELKDITONEGSK
__________________ NGGQRATESAQRETQTVNIQPIAVPSIAVDELKDI TDNFGSK
________________ NYGRSKPGPPAPSRSPPTSRNLPIAVPAIPLDEIKGI TENFSSD
KPYVNNLSKEGESKDDQLSLDVKSLNMKDE I SKDRRSNGKQAQTFTFEELAARTSNFRSD
KPYVNDSREEGASKDDQOLSLDVKSLNLKDE ISKDIRNNGNPAQTFTFEELVAATDNFRSD
_______________________ KAKSSVSESRSRGSONIVAQTFTFSELATATRNFRKE
ETKKKRKNVAASSEFPDKKRWFKNK IWKKKKAKNEQLATLVKE ISLATKLNSAMHVNINLS
----------- NVSKDQPTTSNSEHNLPTLTPEDELKVASRLRKFGFNDLKMATRNFRFE
________________ MGSKYSKATNSINDALNSSYLVPFESYRFPLVDLEEATNNFD~~
________________ MGSKYSKATNSINDALSSSYLVPFESYRVPLVDLEEATNNFDDK
________________ MGSKYSKATNSISDASNSRYGVPFENYRVPLVDLEEATNNFDDN
---------------- MGSKYSKATNSINDASNSSYRVPFESLRVPFVDLQEATNNFDDK
_______________________________ LNSSYRVPFESFRVPFVDLOEATNNEFDEK
—---LNSSYRVPFESFRVPFVDLOEATNNFDEK
________________________ ====LNSSYRVPFESFRVPFVDLQEATNNFDEK
__________________ MRSKDSKETTYISDTTSYRFPVESSQIPFAALQEATNNFNCN
_______________ RLLRPRRCPSEVEEYPSGNMSGNLRT ITY FDYVTLKKATKDFHQK
________________ KAXAKEKAXARKARR KX KN KR KPRAREAXRARX XXX K LXK E XX

ALIGEGSFGRVYLGVLRNG-——=====—— RSAAVKKLDS-NKQPDQEFLA-QVSMVSRLK
ALIGEGSFGRVYLGVLRNGX~===r———— GVAAVKKLDS-NKQPDQEFLSXOVSMVSRLK
ALIGEGSFGRVYLGVLRNG=======-==- RSAAVKKLDS-NKOPDQEFLA-QVSMVSRLK
ALIGEGSFGRVYLGVLRNGR==—=====" SAXRVKKLDS~NKQFDQEFLXAQVSMVSRLEK
ALIGEGSFGRVYFGVLRNG————-——-——— RSAAVKKLDS -SKQPDOEFLA-QVSMVSRLK
ALIGEGSFGRVYEFGVLKNG-=====—r—- RSAAIKKLDS-SKQPEQEFLA-QVSMVSRLK
ALIGEGSFGRVYEGVLKNG RSAAIKKLDS - SKQPEQEFLA-QVSMVSRLK
ALIGEGSFGRVYFGTLRNG=-~ --RGAAIKKLDS-SKQPDQELLA-QVSMVSRLK
SLIGEGSYGRVYYGVLNND LPSATKKLDS-NKQPDNEFLA-QVSMVSRLK

ALIGEGSYGRVYHGVLKSG===—r—=-——— RARATKKLDS -SKQPDREFLA-QVSMVSRLK

ALIGEGSYGRVYHGVLKSG—— ~RAAAIKKLDS-SKQPDREFLA-QVSMVSRLK
ALIGEGSYARVFFGVLRDG- ——~RRSAVKKLDS-SKQPDQEFLV-QVSAVSRLK
CFLGEGGFGRVYKGYLDK-- -INQAVAIKQLDR-NGVGGIREFVVEVVTLSLAD
CFLGEGGFGKVYKGYLEK-———====~ INQVVAIKQOLDO-NGLOGIREFVVEVLTLSLAD
CLIGEGGFGRVYKGYLAS==w=—==—= TGQTAARIKQLDH -NGLOGNREFLVEVLMLSLLH
MNICPTQTYEEHSGTYLR-———=~--- NLAVIAVKQLDK-DGLOGNREFLVEVLMLSLLH
SLLGEGGFGCVFKGWIEENGTAPVKPGTGLIVAVKTLNH- DGL.OCGHKEWLAEVNFLGDLG
===GKGGFGKVYRGVLRDG-~—===~~—~ TKVALKRHNR-DSGQSIEPFRTEIEILSRRS
FFIGAGVFGKVYKGVLRDG-——=====-== TKVALKRRKP-ESSQGIEEFETEIEILSFCS
FFIAEGGFGKVYRGVLRDG--———=~~—~ TKVALKRHNC-DSQOSIEEFRTEIEILSRRS
FLIGWGVFGKVYMGVLRNG-- ——TKVALKKHMP-ESSQGIEEFRTEIEILSLCS
FRIGLGGFGKVYRGVLRDG===————=~== TKVALKRCKR-ESSQGIEEFRTEIEILSFCS
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FHIGLGGFGKVYRGVLRDG~==m—=— -~ TKVALKRCKR-ESSQGIEEFRTEIEILSFCS
FHIGLGGFGKVYRGVLRDG—————=~=~- TKVALKRCKR-ESSQGIEEFQTEIEILSFCS
SLIGLGGFGTVYRGVLCDG-====~~--—~ TKVALKRCKL~ESSQGIEEFQTEIEMLSHFR
NOLGRGGFGPVYLGKLDDG———————==~ RKVAVKQLSVGKSGQGESEFFMEVNMITSIQ
XXIGXGXEGRVYXGVIXXg- === ===~ XXXAXKAXX X = XXXXXXEXXKKAXXKXEXKX

HENVVELLGYCADGTLRVLAYEFATMGSLEDMLHGRKGVKG-RQPGPVLSWSQRVKIAVG
HENXVELLGYCXDGTLRVLAYEFATMGSLHDMLHGRKGVKG-AQPGPVLXWSQRXKIAVG
HENVVELLGYCADGTLRVLAYEFATMGSLEDMLHGRKGVKG-RAQPGPVLSWSORVKIAVC
HENVVELLGYCADGTLRVLAYEFATMGSLADMLHGRKGVKG-AQPGFVLSWLORVKIAVG
HERVVELLGYCVDGNLRVLAYEFATMGSLEDMLHGRKGVKG-AGPGPVLSWAQRVKIAVG
HGNVVELLGYCVDGNTRILAYEFATMGSLEDMLHGRRKGVKG-BRGPGPVLSWTQRVKIAVG
HGNVVELLGYCVDGNTRILAYEFATMGSLEDMLHGRKGVKG-AQPGPVLSWIQRVKIAVG
HENVVELLGYCLDGNTRVLAYEFATMGSLHDMLHGRKGVKG-AQPGPVLSWIQRVKIAVG
HONFVQLLGYCVDGNSRILSYEFANNGSLHEDILHGRKGVKG~AQPGPVLSWYQRVKIAVG
DENVVELLGYCVDGGFRVLAYEYAPNGSLHDILHGRKGVKG-AQPGPYLSWAQRVKIAVG
DENVVELLGYCVDGGFRVLAYEYAPNGSLEDILHGRKGVKG-AQPGPVLSWAQRVKIAVG
HENITIQLIGYCAGGSIRVLAYEYAPRGSLEDILHGKKGVKG-AQPGPALSWMORVKIALS

HPNLVKLIGFCAEGDQRLLVYEYMPLGSLENHLHDI P~~~——— PNROPLDWNTRMKIAAG
NPNLVKLIGFCAEGDQRLLVYEYMPLGSLENHLEDIP===--- PNRQPLOWNARMKIAAG
HPNLVNLIGYCADGDQRLLVYEYMPLGSLEDHLHDIS-— - === PSKOPLDWNTRMKIAAG
HENLVTLLGYCTECDQKILVYEYMPLGSLODHLLDLT-—-——- PKSQPLSWHTRMKIAVD
NPNLVKLIGYCIEDDQRLLVYEFLPRGSLENHLFRR=====—~=— SLPLPWSIRMKIALG
HPHLVSLIGFCDERNEMILIYDYMENGNLKSHLYG===-—~-- SDLPTMSWEQRLEICIG
HPBLVSLIGFCDERNEMILI Y KYMENGNLKSHLYG--—=—-~-- SDLPSMSWEQRLEICIG
HPHLVSLIGYCDGRNEMILIYDYMENGNLKSHLYG--===—-- SDLPSMSWEQRLEICIG
HPHLVSLIGYCDERNEMILIYEYMENGNLRSHLYG--~----—- SDLPAMSWEQRLEICIG
HPHELVSLIGYCDETNEMILVYDYIENGNLRSHLYG--—-——-—- PDLPTMSWEQRLEICIG
HPHLVSLIGYCDETNVMILVYDYIENGNLRSHLYG-==-——=- PDLPTMSWEQGLEICIG
HPHLVSLIGYCDERNEMILVYDYTENGNLRSHLYG-——— ===~ SDLPSMSWEQRLEICIG
HPYLVSLIGYCDENNVTILIFKYMENGSLSSHLYG-—====—= SYLPTMTWEQRLEICIG

HEKNLVRLVGCCSEGTERLLVYEYMKNKSLDKILFARADAPAPASAPPFLNWRTRHOITIIG
hXXXVXLAGYCX XX XAXALX Y X AXKGSLXXXLXGK KK XXX - XX KAPRASWRQraxIxxg

AAKGLEYLHEKAQPHITHRDIKSSNVLLFDDDVAKIADFDLSNQ-APDMAARLHSTRVLG
BAKGLEYLHEKAQPHITHRDIKSSNVLSFDDDVAKIADFDLSNQXAPDMAARLHESTRVLG
AAKGLEYLHEKAQPHIIHRDIKSSNVLLFDDDVAKIADFDLSNQ-APDMAARLHSTRVLG
AAKGLEYLHEKAQPHIMHRDIKSSNVLLFDDDVAKIADF DLSNQ-APDMAARLHSTRVLG
AAMKGLEYLHEKAQPHIIHRDIKSSNVLLFDDDVAKIADF DLSNQ-APDMARRLHSTRVLG
AAKGLEYLHEKAQPHITHRDIKSSNVLLFDDDVSKIADFDLSNQ-APDMAARLHSTRVLG
AAKGLEYLHEKAQPHIIHRDIKSSNVLLFDDDVSKIADFDLSNQ-APDMAARLESTRVLG
ARKGLEY LHEKAQPHVIHRDIKSSNVLLEYDDDVAKIADFDLSNQ-APDMAARLHSTRVLG
AARGLEYLHEKANPHITHRDIKSSNVLLEEDDVAKIADEDLSNQ-APDMAARRLESTRVLG
AAKGLEYLHEKAQPHIIHRDIKSSNILLFDDODVAKTADFDLSNQ-APDMARRLHSTRVLG
ARKGLEYLHEKAQPHIITHRDIKSSNILLEDDDVAKIADFDLSNQ-AFDMAARLHESTRVLG
AAKGLEFLHEKAEPRVVHRDIKSSNIMLEDNDVAKVGDFDVSNQ-SPDMAARRLHESTRVLG
AAKGLEYLHNEMKPPVIYRDLKCSNILLGEGYHPKLSDFGLAKV-GESGDKTHVSTRVMG
AAKGLEYLHNEMAPPVIYRDLKCSNILLGEGYHPKLSDFGLAKV-CPSGDHTHVSTRVMG
AAKGLEYLHDKTMPPVIYRDLKCSNILLGDDYFPKLSDEGLAKL-GPVGDKSHVSTRVMG
AARGLEYLHEVANPPVVYRDLKASNILLDGNFSAKLADFGLAKL-GPVGDKTHVTTRVMG
ARKGLAFLHEEAKRPVIYRDFKTSNILLDAEYNAKLSDFGLAKD-GPEGDKTHISTRVMG
ARRGLHYLHTS--~-AVIHRDVKSTNILLDENFVAKITDFGISKK~GTELDQTHVSTOVKG
ARRGLYYLHTR---AVIHRDVKSINILLDENFVPKITDFGI SKK~GTELDQTHLSTVVQG
AARGLHYLHTN-~--GVMHRDVKSSNILLDENFVPKITDFGLSKT-RPQLYQTHVSTDVKG
AARRGLEYLHTS---AVIHRDVKSINILLDDNFVPKITDFGLSKT-GTELDQTHVSTAVKG
ARRGLHYLHTS---AVIHRDVKSINILLDENFVAKITDFGISKK-GTELDQTELSTLVQG
AARGLHYLHTS---AVIHRDVKSINILLDENFVAKITDFGISKK~GTELDQTHLSTLVQG
AARRGLHYLHTS---AVIHRDVKSINMLLDENFVAKITDFGLSKK-GTELDQTHLSTLVOG
AARGLYYLHKN---BEVIHRDVKSANILLCENFVAKTTDFGVSKT-RTELDQTHVSTVVKG
IGRGLOGYLHEESNLRIVHRDIKASNILLODKFQPKISDFGLAR—-FFPEDQTYLSTAFAG
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aaxGLxyLHxxxX XXX i hRDXKs sNX1IXXXXVXKIXDEX 18 XX- X XXX XXX XXSTXVXG

TEGYHAPEYAMTGQLSSKSDVY SFGVVLLELLTGREXPVDHTLEPRGOQSLVTWATPRLSED
TEGYHAPEYAMTGQLSSKSDVY SEGVVLLELLTGREKPVOHTLPRGOQSLVTWATPXLSED
TFGYHAPEYAMTGQLSSKSDVY SFGVVLLELLTGRKPVDHT LPRGQQSLVTWATFRLSED
TFGYHAPEYAMTGQLSSKSDVY SFGVVLLELLTGRXPVDHTLPRGRQSLVTHWATPRLSED
TEGYHAPEYAMTGOLSSKSDVY SFGVVLLELLTGRKPVDHTLPRGQQSLVTWATPRLSED
TFGYHAPEY AMTGOLSSKSOVYSFGVVLLELLTGREKPVDHTLPRGQUSLVTWATPRLCED
TFGYHAPEYAMTGQLSSKSOVYSFGVVLLELLTGRKPVDHTLPRGQOOSIVTIWATPRLCED
TFGYHRAPEYAMTGQLSSKSOVYSFGVVLLELLTGRKPVOHTLPRGOQSLVTIWATPRLSED
TPGYHAPEY AMTGOLNAKSDVY SFGVVLLELLTGRKPVIHRLERGQOSLVIWATPKLSED
TFGYHAPEYAMTIGQOLSSKSOVY SFGVVLLELLTGRKPVDHTLPRGOQOSLVIWAT PRLSED
TFGYHAPEYAMTGQLSSKSDVYSFGVVLLELLTGRKPVOHTLPRGNR-VCYLGNARLSED
TFGYHAPEYAMTGQLSTKSOVY SFGVVLLELLTGREKPVOHTLPRGROQSLVIWATPRLSED
TYGYCAPDYRMIGQLTEKSDIYSEGVVLLELITGRKAI DQRKERGEQNLYAWARPMFKCR
TYGYCAPDYAMTGQLTFKSDVYSFGVVLLELITGRKAIDQTKERSEQNLVAWARPMFKDR
TYGYCAPEYAMTGQLTLKSDVYSFGVVLLEI ITGRKAI DNSRCTGEQNLVAWARPLFKDR
TYGYCAPEYAMSGKLTKMSDIYCFGVVLLELITGRRAIDTTKPTREQI LVEWARPLFKDK
TYGYRAPEYVMTGHLSSKSDVYSFGVVLLEMLTGRRSMDKKRPNGEENLVEWARPHLGER
TFGYLDPEYFIKGRLTEKSDVYSFGVVLFEVLCARSAIVQSLPREMYNLAEWAVESENNG
TLGYLDPEYFIKGRLTEKSDVYSFGVVLFEVLCARSAIVQSLPREMVNLAEWAVESHNNG
TFGYIDPEYFIKGRLTEKSDVYSFGVVLFEVLCARSAIVQSLPSEMVNLAEWAVESHNNG
TVGYLOPEYFIRGQLTEKSDVYSFGVVLFEVLCARPAIAHSH SREMISLAEWAVESHNNG
TIGYLDPEYFIRGOLTEKSDVYSFGVVLFEVLCARPATIVOSLPREMVNLAEWAVDSHNKG
TIGYLDPEYFLRGQLTEKSDVYSFGVVLFEVLFARPAIVQSLPREMVSLAEWAVDSHNKG
TIGYLDPEYFIRGQLTEKSDVY SFGVVLFEVLCARPAIVQSLPREMVNLAEWAVDSHNKG
TLGYLDPEYVIRGKLTEKSDVYSFGVVLFKVLCARSAIVHY I SKGLVT LAAWAMDSHKKG
TLGYTAPEYAIRGELTVKADTYSFGVLVLEI ISSRKNTDLNLPNEMQYLPEHAWRLYEQS
TRCYXHPeYxXXGYLXXRSDVYSFGVVIXeX L X XRAXX XXX IDT X AR R I XX WX XXX XXX

K-VRQCVDSRLGGD-~Y PPKAVAKFAAVAALCVQYEADFRPNMSIVVKALQPLLNAHAR-
K-VRQCVDSRLGGD--YPPKAVAKFAAVAATCVOYEADFRPNMSIVVKALGPLLNARCRG
K-VRQCVDSRLGGD-—YPPKAVAKFAAVAALCVQYEADFRPNMSIVVKALQPLLNAHAR-
K-VRQCVDSRLGGD- - YPPKAVAKFARVARLCVQYEADFRPNMSIVVKALQPLLNAHARA
K-VRQCVDSRLGGD~~YPPKAVAKFAAVARLCVQYEADFRPNMSIVVKALOPLLNARATN
K-VRQCVDSRLGVE--YPPKSVAKFAAVARLCVQYEADFRPNMSIVVKALQPLLNARASN
K-VRQCVDSRLGVE==YPPKSVAKFAAVARLCVQYEADFRPNMSIVVKALOPLLNARASN
K-VRQUCVDSRLGGD--YPPKAVAKFAAVAALCVQYEADFRPNMSIVVKALQPLLNARAAH
K-VKQCVDARLGGD--YPPKAVAKLAAVART CVQYEADFRPNMSIVVKALQPLLNARAVA
K-VKQCVDARLNTD~-YPPKATAKMAAVAATCVQYEADFRPNMSIVVKALQPLLPRPVPS
K-VKQCVDARLNTD--YPPKATAKMAAVAALCVQYEADFRPNMSIVVKLFSLCCLDLYQV
K-VKQCVDPRLEGD--YPPKAVAKMAAVARLCVOYEADFRPNMSTVVKALNPLLNSRPNN
RNFSCMVDPLLOGQ--YPIRGLYQALAIAAMCVQEQPNMRPAVSOLVMALNY LASHKYDP
RNFSGMVIDPFLOGO--YPIKGLYQALATAAMCVOEQPNMRPAVSDVVLALNY LASHKYDP
RKFSOMADPMIQGQ-—-YPPRGLYQALAVARMCVQEQPNLRPVIADVVTALTYLASORFDP
KKFTKMADPLLDSK—-YPLKGLYQALAISSMCLQEEAISRPLISDVVTALTFLADPNYDP
RRFYRLIDPRLEGH--FSIKGAQKARQLASRCLSRDPKARPLMSEVVDCLKPLPALKDMA
O~LEQIVDPNLADK--IRPESLRKFGDTAVKCLALSSEDRPSMGDVLWKLEYALRLOESV
O-LEQIIDPNLADK--ITPESLRKFGETAVKCLALSSEDRPSMGDVLWKLEYALRLOESV
O=LEQIIDPNLAAK--IRPESLRKFGETAVKCLALSSEDRPSMGDVLWKLEYALRLQESV
O-LEQIIAPNIAAK--IRPESLKKFGETVVKCLALSSEDRPSMGDVLWKLEYRLRLOESV
H-LEQIIDPDLAAK--IRPESLRKFGETAVKCLALSSEDRPSMGDVL-~———======——
Q-LEQIVDPDLAAK--IRPESLRKFGETAVKCLALSSEDRPSMGDVL-————====—-———
Q«LEQI IDLNLARK-~IRPESLRKFGETAVKCLALSSGDRPSMGDVL-———~~=mm———m
Q-LEQIVDPNLASK--IRPKYLNKFGETAVKCLADSGVDRPSVGDVL-—~———=———===—~
K-ILELVDGRVQGGEGFEEKEVMLVCQIALLCVQPYPNSRPAMSEVVRMLTMKTCOSIPA
HK=AXFERARK LXK~ KADRAXX KRR KK AXKCHKXR AR X XRPRMEKVAR KL XAK KN KKK RX

ATNPGEHAGS
RENPGEHAGS
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RHQACEFSPY PCLYVMR ———— = = o — - m - oot stmm mmm e mmm e
RPASETDAGERSE L = == = = = = — e e o o e e
~=-QVHSVQDSRRSPSRPGLDKDRGQ- ~===—== === === === m == mm oo
———QIHPFKDPRRRPSHPGLDKDNGRT = === == = mmm = == = m m oo
~ - MSQPVOGS LEGPGTPPREKRVV = = mm — o m oo — m m e e o
-—-PDDIEPLPISVPNYDKG ISLRERE [SLSGFEEKQVEDS= - == === === comeommeom
GPSYYLOTVQPERAGSS PDPNRTRVGS FSRNGSQHPRTLS IPNAS PRHNQF LODSPNPNGKQ

T o e ——

PAKPAF LDRKNLNGDRDAASSDTATMEMMRSPAGYWMMT PSPMLEVDRPYDMSFGK=-= ===~
KERA AR R KA KH K ——— ————— — —— = e e e —————

Ejemplo 4 Construccién de transformacion de maiz

Los vectores de destino GATEWAY™ (disponibles de Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA) se construyeron
para insercion de ADN que mejora rasgos para la transformacion de maiz. Los elementos de cada vector de destino
se resumen en la Tabla 16 mas adelante e incluyen una regién de transcripcion del marcador de seleccién y una
region de transcripcion de la insercion de ADN. La region de transcripcion del marcador de seleccion comprende un
promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor operativamente ligado a un gen que codifica neomicina
fosfotransferasa Il (nptll), seguido de tanto la region de 3' del gen nopalina sintasa de Agrobacterium tumefaciens
(nos) como de la regidon 3' del gen inhibidor Il de proteinasa de patata (pinll). La region de transcripcion de la
insercion de ADN comprende un promotor de actina 1 de arroz, un potenciador 1 del intrén 1 del exén 1 de actina de
arroz, un sitio de insercion flanqueado por att y la region 3' del gen pinll de patata. Siguiendo procedimientos
convencionales proporcionados por Invitrogen, la region de insercion flanqueada por att se sustituye por
recombinacion con ADN que mejora rasgos, en una orientacion sentido para la expresion de un proteina que mejora
rasgos y en una orientacion de supresion de genes (es decir, orientacion tanto antisentido como en una orientacion
sentido y antisentido) para una supresién que mejora rasgos de una proteina. Aunque el vector con ADN que mejora
rasgos insertado en la regién de insercion flanqueada por att es util para la transformacion de plantas por
administracion de ADN directo, tal como bombardeo con microproyectiles, es preferible bombardear tejido de planta
diana con unidades de transcripcién en tandem que se han cortado del vector. Para transformacién mediada por
Agrobacterium de plantas, el vector también comprende fronteras de T-ADN de Agrobacterium que flanquean las
unidades de transcripcion.

Los vectores para transformacién mediada por Agrobacterium se preparan con cada uno de los genes que mejoran
rasgos que tienen una secuencia de SEC ID N°: 1 a SEC ID N°: 151 y SEC ID N°: 153 a SEC ID N°: 239 con el ADN
Unicamente en orientacién sentido para la expresion de la proteina que mejora rasgos relacionada y en una
orientacion de supresion de genes para supresion de la proteina relacionada. Cada vector se transforma en callo de
maiz que se propaga en una planta que se cultiva para producir semilla transgénica. Las plantas de la progenie son
autopolinizadas para producir semilla que se selecciona para semilla homocigética. La semilla homocigoética se usa
para producir plantas endogamicas, para la introgresion del rasgo en lineas de élite y para cruzar para producir
semilla hibrida. Las plantas transgénicas de progenie que comprenden el ADN que mejora rasgos con una
secuencia de SEC ID N°: 1 a SEC ID N° 151 y SEC ID N°: 153 a SEC ID N°: 239 tienen uno 0 mas rasgos
mejorados que incluyen, pero no se limitan a, aumento del rendimiento y los desvelados en la Tabla 3. El maiz
transgénico que incluye endogamico e hibridos también se producen con ADN a partir de cada uno de los
homdlogos identificados y proporcionan semillas para plantas con el rasgo mejorado del ADN relacionado de SEC ID
N°: 1 a SEC ID N° 151 y SEC ID N°: 153 a SEC ID N°: 239. También se producen plantas de maiz transgénico
cuando el ADN que mejora rasgos es transcrito por cada uno de los promotores del grupo seleccionado de un
promotor de globulina 1 de maiz, un promotor de oleosina de maiz, un promotor de glutelina 1, un promotor de
aldolasa, un promotor Z27 de zeina, un promotor de piruvato ortofosfato dicinasa (PPDK), un promotor alfa 7S de
soja, un promotor del antioxidante peroxirredoxina (Perl) y un promotor 35S de CaMV.

La semilla producida por las plantas se proporciona a los agricultores para permitir la produccién de cultivos de maiz
con rasgos mejorados asociados al ADN que mejora rasgos.
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Tabla 16: Elementos de un vector de transformacion de maiz a modo de ejemplo

FUNCION ELEMENTO REFERENCIA

region de transcripcion de la insercion de | Promotor de actina 1 de arroz | Patente de EE.UU. 5.641.876
ADN

Potenciador 1 del intréon 1 del | Patente de EE.UU. 5.641.876
exén 1 de actina de arroz

region de transcripcion de la insercion de | AttR1 Manual de instrucciones de
ADN (region de insercion flanqueada por att) GATEWAY™ Cloning Technology
gen CmR Manual de instrucciones de

GATEWAY™ Cloning Technology

genes ccdA, ccdB Manual de instrucciones de
GATEWAY™ Cloning Technology

attR2 Manual de instrucciones de
GATEWAY™ Cloning Technology

regién de transcripcidon de la insercion de | Region 3' de pinll de patata An y col. (1989) Plant Cell 1:115-
ADN 122
region de transcripcion del marcador de | Promotor 35S de CaMV Patente de EE.UU. 5.858.742
seleccién
Marcador de seleccion nptll Patente de EE.UU. 5.858.742
Regidn 3' de nos Patente de EE.UU. 5.858.742
Regién 3' de Pinll An y col. (1989) Plant Cell 1:115-
122
region de mantenimiento de E. coli Origen de replicacién ColE1

Origen de replicacién F1

Resistencia a ampicilina Bla

Ejemplo 5 Construccion de transformacion de soja

Las construcciones para su uso en la transformacion de soja pueden prepararse por clonacion basada en enzima de
restriccion en un vector de expresion comun. Elementos de un vector de expresién comin a modo de ejemplo se
muestran en la Tabla 17 mas adelante e incluyen un casete de expresion del marcador de seleccion y un gen del
casete de expresion de interés. El casete de expresion del marcador de seleccién comprende el promotor del gen
act 7 de Arabidopsis (AtAct7) con intrén y 5'UTR, el péptido de transito de Arabidopsis EPSPS, la region codificante
CP4 sintética con uso de codén preferido dicotiledéneo y una 3' UTR del gen nopalina sintasa. El gen del casete de
expresion de interés comprende un promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor operativamente ligado a un gen
gue mejora rasgos en una orientacidon sentido para la expresion de una proteina que mejora rasgos y en una
orientacion de supresion de genes (es decir, orientacion tanto antisentido como en una orientacion sentido y
antisentido) para una supresion que mejora rasgos de una proteina.

Pueden construirse vectores similares a los descritos anteriormente para su uso en sistemas de transformacion de
soja mediados por Agrobacterium, teniendo cada ADN que mejora rasgos una secuencia de SEC ID N°: 1 a SEC ID
N°: 151 y SEC ID N°: 153 a SEC ID N°: 239 con el ADN Unicamente en orientacion sentido para la expresion de la
proteina relacionada y en una orientacion de supresion de genes para la supresion de la proteina relacionada. Las
plantas de soja transgénica que se producen que comprenden el ADN que mejora rasgos con una secuencia de
SEC ID N°: 1 a SEC ID N° 151 y SEC ID N° 153 a SEC ID N°: 239 tienen uno 0 mas rasgos mejorados que
incluyen, pero no se limitan a, los desvelados en la Tabla 3 y el aumento del rendimiento. Las plantas de soja
transgénica también se producen con ADN de cada uno de los homélogos identificados y proporcionan semillas para
plantas con rasgo mejorado del ADN relacionado de SEC ID N°: 1 a SEC ID N°: 151 y SEC ID N°: 153 a SEC ID Ne°:
239. También se producen plantas de soja transgénica en la que el ADN que mejora rasgos es transcrito por un
promotor deseable que incluye, pero no se limita a, el promotor 35S potenciado, promotor de napina y promotor SSU
de Arabidopsis.

La semilla producida por las plantas se proporciona a los agricultores para permitir la produccién de cultivos de soja
con rasgos mejorados asociados al ADN que mejora rasgos.
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TABLA 17: Elementos de una construccion de transformacion de soja a modo de ejemplo

Funcion

Elemento

Referencia

Transformacion por Agro

Frontera derecha de B-ARGtu.

Depicker, A. y col. (1982) Mol
Appl Genet 1:561-573

Resistencia a antibiéticos

CR-Ec.aadA-SPC/STR

Represor de cebadores del

plasmido ColE1

CR-Ec.rop

Origen de replicacién

OR-Ec.oriV-RK2

Transformacion por Agro

Frontera izquierda de B-ARGtu.

Barker, R.F. y col. (1983)
Plant Mol Biol 2:335-350

Casete de expresion del marcador
de seleccién de planta

Promotor del gen act 7 de Arabidopsis (AtAct7)
con intrén y 5'UTR

5'UTR del gen act 7 de Arabidopsis

Intrén en 5'UTR de AtAct7

McDowell y col. (1996) Plant
Physiol. 111:699-711.

Region de péptido de transito de Arabidopsis
EPSPS

Klee, H.J. y col. (1987) MGG
210:437-442

Region codificante CP4 sintética con uso de
codon preferido dicotiledéneo

Una 3'UTR del gen nopalina sintasa del
plasmido Ti de Agrobacterium tumefaciens

Patente de EE.UU. 5.858.742

Gen de la planta del casete de
expresion de interés

Promotor para ARN 35S de CaMV que
contiene una duplicacion de la regién -90 a -
350

Patente de EE.UU. 5.322.938

Gen del sitio de insercion de interés

Extremo 3' de E6 de algoddn

Acceso de GenBank U30508
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REIVINDICACIONES

1. Una semilla transgénica para un cultivo, en la que el genoma de dicha semilla transgénica comprende ADN
recombinante que mejora rasgos de un gen para una proteina que tiene una secuencia de aminoacidos con al
menos el 90% de identidad con SEC ID N°: 408.

2. La semilla transgénica segun la reivindicacion 1, en la que dicha proteina tiene la secuencia de aminoacidos de
SEC ID N°: 408.

3. La semilla transgénica segun la reivindicacion 1, en la que dicho ADN recombinante se usa para producir dicha
proteina.

4. La semilla transgénica segun la reivindicacién 1, en la que

(a) dicha proteina tiene la funcién de una proteina especifica que se ha demostrado en una planta modelo con
eficacia para un rasgo mejorado en comparacion con una planta sin dicho ADN recombinante en la que dicho
rasgo es tolerancia al estrés por sequia; y

(b) plantas transgénicas cultivadas a partir de dicha semilla transgénica presentan tolerancia al estrés por
sequia.

5. La semilla transgénica segun la reivindicacién 1, en la que

(a) dicho cultivo es susceptible a un entorno de estrés por sequia; y
(b) plantas transgénicas cultivadas a partir de dicha semilla transgénica prosperan en dicho entorno de estrés
por sequia.

6. La semilla transgénica segun la reivindicacién 1, en la que plantas transgénicas cultivadas a partir de dicha
semilla presentan tolerancia al estrés por sequia en comparacion con plantas similares sin el ADN recombinante
cuando dichas plantas se cultivan en un entorno de estrés por sequia y dicha proteina tiene la funcién de la proteina
con una secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 408.

7. Una construccion de ADN recombinante que comprende un promotor funcional en una célula de planta
operativamente ligado un ADN recombinante que mejora rasgos de un gen para una proteina que tiene una
secuencia de aminoacidos con al menos el 90% de identidad con SEC ID N°: 408.

8. La construccion de ADN recombinante segun la reivindicacion 7, en la que dicha proteina tiene la secuencia de
aminoacidos de SEC ID N°: 408.

9. La construccion de ADN recombinante segun la reivindicacién 7, en la que dicho ADN recombinante se usa para
producir dicha proteina.

10. Una planta de cultivo transgénico o progenie de la misma que comprende en su genoma la construccion de ADN
recombinante que mejora rasgos como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9.

11. Un procedimiento para preparar una planta de cultivo transgénico que comprende introducir la construccion de
ADN recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9 en el genoma de una linea de planta diana.
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