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DESCRIPCION
Transgenes de supresion de genes dominantes y métodos para usar los mismos
Campo de la invencion

La invencién se refiere al control de la expresiéon de una variante alélica de un gen de interés en una planta o célula de
planta.

Antecedentes de la invencién

WO 2005/059121 describe composiciones y métodos para la supresion de genes dominantes. Cigan et al. (2005) Plant
Journal 43: 929-940 describe el silenciamiento transcripcional de genes como una herramienta para descubrir la funcion
génica en el maiz.

Descripcion breve de las figuras

La Figura 1 proporciona la identificacion de informacion respecto a los genes y/o promotores MS45, MS26, 5126 y BS7
de Zea mays, Oryza sativa y Arabidopsis thaliana.

La Figura 2 representa el mantenimiento de la mutacion homocigota recesiva en plantas androestériles para la
produccién de hibridos.

La Figura 3 muestra que pIR de MS45 de arroz es eficaz en la supresion del promotor correspondiente de arroz pero no
de maiz.

La Figura 4 es un esquema de un vector genérico de complementacion/supresion.

La Figura 5 es un esquema de un ejemplo de un vector de complementacion/supresion de MS45.

La Figura 6 es un esquema que muestra el disefio de un vector para el mantenimiento de genes letales recesivos.
Resumen de la invencion

La invencion proporciona un método para controlar la expresiéon de una variante alélica de un gen de interés en una
plana o célula de planta, que comprende:

(a) silenciar dicho gen de interés usando una construccion pIR dirigida al promotor que dirige la expresién de dicho gen
de interés; y

(b) expresar recombinantemente dicha variante alélica unida operativamente a un segundo promotor;
preferiblemente en el que dicho gen de interés es un gen enddgeno.

La invencion también proporciona una pareja de plantas en el que la primera planta comprende:

(a) un primer promotor unido operativamente a un gen de interés;

(b) una construccion pIR dirigida a dicho primer promotor;

(c) una construccidon que comprende un segundo promotor unido operativamente a una variante alélica del gen de
interés; y

la segunda planta comprende una construccion pIR dirigida al segundo promotor.

La notacion ARNhp tal y como se usa en la presente memoria se refiere a una molécula de ARN en horquilla de
promotor y puede usarse indistintamente con la notacion "pIR" para repeticién invertida de promotor.

Un método de la invencion puede llevarse a la practica usando células Unicas que contienen el gen de interés, o puede
llevarse a la practica usando un organismo que contiene la célula. El organismo puede ser cualquier organismo de
interés en el que se expresa el gen de interés. En una realizacion, la célula es una célula de planta, que puede ser una
célula de planta in vitro o puede ser una o mas células de una planta in situ. En una realizacién, el organismo es una
planta transgénica, que contiene la primera molécula de acido nucleico exdgena integrada de manera estable en su
genoma. En un aspecto de esta realizacion, la planta transgénica contiene ademas, integrada en su genoma, una
segunda molécula de acido nucleico exdgena (que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido
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codificado por el gen de interés) unida operativamente a un segundo promotor heterélogo, en el que, después de la
expresion de la segunda molécula de acido nucleico exégena a partir del segundo promotor heterélogo, se restaura el
fenotipo salvaje.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Como se ha discutido anteriormente, la invencion se refiere a un método para controlar la expresién de una variante
alélica de un gen de interés en una planta o célula de planta y para una pareja de plantas como se ha definido
anteriormente.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "enddgeno”, cuando se usa en referencia a un gen, significa un
gen que esta presente normalmente en el genoma de las células de un organismo especificado y esta presente en su
estado normal en las células (es decir, esta presente en el genoma en el estado en el que esta presente normalmente en
la naturaleza). El término "exdgeno” se usa en la presente memoria para referirse a cualquier material que se introduce
en una célula. El término "molécula de &cido nucleico exdégena" o " transgén" se refiere a cualquier molécula de acido
nucleico que no esta presente normalmente en el genoma de una célula o se introduce en una célula. Dichas moléculas
de acido nucleico exdégenas son generalmente moléculas de acido nucleico recombinantes, que se generan usando
métodos de ADN recombinante como se describe en la presente memoria o conocidos de otra manera en la técnica. En
varias realizaciones, un organismo no humano transgénico como se describe en la presente memoria, puede contener,
por ejemplo, un primer transgén y un segundo transgén. Dichos primer y segundo transgenes pueden introducirse en
una célula, por ejemplo, una célula progenitora de un organismo transgénico, bien como moléculas de acido nucleico
individuales o como una Unica unidad (por ejemplo, contenidas en diferentes vectores o contenidas en un Unico vector,
respectivamente). En cualquier caso, puede confirmarse que una célula de la que se va a obtener el organismo
transgénico contiene ambos transgenes usando métodos rutinarios y muy conocidos tales como expresion de genes
marcadores o hibridacién de &cido nucleico o analisis por PCR. Alternativamente, o adicionalmente, la confirmacién de la
presencia de transgenes puede ocurrir més tarde, por ejemplo, después de la regeneracion de una planta a partir de una
célula potencialmente transformada.

Como ejemplo, la inactivacion de los genes de fertilidad endégenos puede efectuarse por la expresion de moléculas de
ARN en horquilla (ARNhp) en células de los érganos reproductores de una planta (por ejemplo, células del estambre en
las que los genes de la fertilidad endégenos que se van a inactivar son genes de la fertilidad masculina). El estambre,
que comprende el érgano reproductor masculino de las plantas, incluye varios tipos de células, incluyendo, por ejemplo,
el filamento, antera, tapete y polen. Los ARNhp (tiles para los propdsitos de la presente invencion se disefian para incluir
repeticiones invertidas de un promotor del gen endégeno que se va a inactivar; se han descrito ARNhp que tienen la
capacidad de suprimir la expresion de un gen (véase, por ejemplo, Matzke, et al., (2001) Curr. Opin. Genet. Devel. 11:
221-227; Scheid, et al., (2002) Proc. Natl. Acad. Sci.,, USA 99: 13659-13662; Waterhouse y Helliwell (2003) Nature
Reviews Genetics 4: 29-38; Aufsaftz, et al., (2002) Proc. Natl. Acad. Sci. 99(4): 16499-16506; Sijen, et al., (2001) Curr.
Biol. 11: 436-440). Como se describe en la presente memoria, el uso de promotores especificos del estambre o
preferidos del estambre, incluyendo promotores especificos de la antera, promotores especificos del polen, promotores
especificos del tapete y semejantes, permite la expresion de ARNhp en plantas (particularmente en células
reproductoras masculinas de la planta), en el que el ARNhp suprime la expresién de un gen de fertilidad endégeno,
inactivando de esta manera la expresion del gen de fertilidad endégeno. Como tal, la supresion usando un ARNhp
especifico de un promotor que dirige la expresion de un gen de fertilidad proporciona un medio para inactivar un gen de
fertilidad endégeno.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "molécula de &cido nucleico" o "polinucleétido” o "secuencia de
nucledtidos" se refiere ampliamente a una secuencia de dos o mas desoxirribonucleétidos o ribonucledtidos que estan
unidos entre si por un enlace fosfodiéster. Como tal, los términos incluyen ARN y ADN, que pueden ser un gen o una
parte de éste, un ADNc, una secuencia de &cido polidesoxirribonucleico sintética, o semejantes, y puede ser
monocatenario o bicatenario, asi como un hibrido ADN/ARN. Ademas, los términos se usan en la presente memoria para
incluir moléculas de acido nucleico naturales, que pueden aislarse de una célula, asi como moléculas sintéticas, que
pueden prepararse, por ejemplo, por métodos de sintesis quimica o por métodos enzimaticos tales como por la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR). El término "recombinante” se usa en la presente memoria para hacer referencia a
una molécula de acido nucleico que se manipula fuera de una célula, incluyendo dos o mas secuencias de nucleétidos
heterélogas unidas. El término "heterélogo" se usa en la presente memoria para hacer referencia a secuencias de
nucleétidos que normalmente no estan unidas en la naturaleza o, si estan unidas, estan unidas de una manera diferente
a la descrita. Por ejemplo, la referencia a un transgén que comprende una secuencia codificadora unida operativamente
a un promotor heterélogo significa que el promotor es uno que normalmente no dirige la expresion de la secuencia de
nucledtidos en una célula especificada en la naturaleza.

En general, los nucle6tidos que comprenden una molécula de &cido nucleico exdégena (transgén) son
desoxirribonucle6tidos naturales, tales como adenina, citosina, guanina o timidina unidos a 2'-desoxirribosa o
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ribonucledtidos tales como adenina, citosina, guanina o uracilo unidos a ribosa. Sin embargo, una molécula de &cido
nucleico o secuencia de nucleétidos también puede contener analogos de nucleétidos, incluyendo nucleétidos sintéticos
no naturales o nucleétidos naturales modificados. Dichos anélogos de nucledtidos son muy conocidos en la técnica y
estan disponibles comercialmente, como lo estan los polinucleétidos que contienen dichos anélogos de nucleétidos (Lin,
et al., Nucl. Acids Res. 22: 5220-5234, 1994; Jellinek, et al., (1995) Biochemistry 34: 11363-11372; Pagratis, et al.,
(1997) Nature Biotechnol. 15: 68-73). De manera similar, la unién por enlace covalente de los nucleétidos de una
secuencia de nucleétidos generalmente es un enlace fosfodiéster, pero también puede ser, por ejemplo, un enlace
tiodiéster, un enlace fésforotioato, un enlace semejante a peptidico o cualquier otro enlace conocido para los expertos en
la técnica como (til para unir nucleétidos para producir polinucleétidos sintéticos (véase, por ejemplo, Tam, et al., (1994)
Nucl. Acids Res. 22: 977-986; Ecker y Crooke, (1995) BioTechnology 13: 351-360). La incorporacion de analogos de
nucledtidos o enlaces no naturales para unir los nucledtidos o analogos puede ser particularmente util cuando la
molécula de acido nucleico se va a exponer a un entorno que puede contener una actividad nucleolitica, incluyendo, por
ejemplo, un medio de cultivo de tejido vegetal o en una célula de planta, ya que las moléculas modificadas pueden ser
menos susceptibles a la degradacion.

Una secuencia de nucleétidos que contiene nucledtidos y enlaces fosfodiéster no naturales puede sintetizarse
guimicamente o puede producirse usando métodos de ADN recombinante, usando un polinucleétido apropiado como
molde. En comparacion, una secuencia de nucleétidos que contiene analogos de nucleétidos o enlaces covalentes
distintos de enlaces fosfodiéster generalmente se sintetiza quimicamente, aunque una enzima tal como polimerasa T7
puede incorporar determinados tipos de anélogos de nucleétidos en un polinucleétido y, por lo tanto, puede usarse para
producir dicho polinucleétido recombinantemente a partir de un molde apropiado (Jellinek, et al., supra, 1995).

Una molécula de acido nucleico exégena puede comprender secuencias de nucle6tidos unidas operativamente tal como
un promotor unido operativamente a una secuencia de nucleétidos que codifica un ARNhp o un promotor unido a una
secuencia de nucleétidos que codifica un producto génico de fertilidad masculina. El término "unido operativamente" se
usa en la presente memoria para hacer referencia a dos 0 mas moléculas que, cuando estan unidas entre si, generan
una molécula que comparte caracteristicas que son caracteristicas de cada una de las moléculas individuales. Por
ejemplo, cuando se usa en referencia a un promotor (u otro elemento regulador) y una segunda secuencia de
nucleétidos que codifica un producto génico, el término "unido operativamente” significa que el elemento regulador esta
situado respecto a la segunda secuencia de nucleétidos de manera tal que la transcripcion o traduccién de la secuencia
de nucledtidos aislada esta bajo la influencia del elemento regulador. Cuando se usa en referencia a una proteina de
fusion que comprende un primer polipéptido y uno o mas polipéptidos adicionales, el término "unido operativamente"
significa que cada componente polipeptidico de la proteina de fusién (quimérica) presenta parte o toda una funcién que
es caracteristica del componente polipeptidico (por ejemplo, un dominio de localizacion en un compartimento celular y
una actividad enzimatica). En otro ejemplo, dos secuencias de nucleétidos unidas operativamente, cada una de las
cuales codifica un polipéptido, puede ser tal que las secuencias codificadoras estan en marco y, por lo tanto, después de
la transcripcién y la traduccion, resulta en la produccién de dos polipéptidos, que pueden ser dos polipéptidos separados
0 una proteina de fusion.

Cuando una molécula de acido nucleico exdgena incluye un promotor unido operativamente a una secuencia de
nucleétidos que codifica un ARN o polipéptido de interés, la molécula de acido nucleico exdgena puede referirse como
una molécula de acido nucleico exdgena expresable (o transgén). El término "expresable" se usa en la presente
memoria porque, aunque dicha secuencia de nucleétidos puede expresarse a partir del promotor, no es necesario que
realmente se exprese en un punto particular de tiempo. Por ejemplo, cuando un promotor de un transgén expresable es
un promotor inducible que carece de actividad basal, una secuencia de nucledtidos unida operativamente que codifica un
ARN o polipéptido de interés se expresa sélo después de la exposicion a un agente inductor apropiado.

Los promotores transcripcionales actian generalmente de manera dependiente de la posicion y orientacion y
habitualmente estan situados a o en el intervalo de aproximadamente cinco nucleétidos a aproximadamente cincuenta
nucledtidos 5' (en direccién 5Y) del sitio de inicio de la transcripcidon de un gen en la naturaleza. En comparacion, los
potenciadores pueden actuar de una manera relativamente dependiente de la posicion u orientacion y pueden estar
situados varios cientos o miles de nucleétidos en 5' 0 3' de un sitio de inicio de la transcripcion o en un intrén en la regién
codificadora de un gen, y estar aun asi unidos operativamente a la region codificadora para potenciar la transcripcion.
Las posiciones y orientaciones relativas de varios elementos reguladores ademas de un promotor, incluyendo la posicion
de una secuencia reguladora transcrita tal como un sitio de entrada de ribosomas interno, o un elemento regulador
traducido tal como un dominio de compartimentalizacion celular en un marco de lectura apropiado, son muy conocidas, y
los métodos para unir operativamente dichos elementos son rutinarios en la técnica (véase, por ejemplo, Sambrook, et
al., "Molecular Cloning: A laboratory manual" (Cold Spring Harbor Laboratory Press 1989); Ausubel, et al., "Current
Protocols in Molecular Biology" (John Wiley and Sons, Baltimore MD 1987 y suplementos hasta 1995)).

Los promotores Utiles para expresar una molécula de acido nucleico de interés pueden ser cualquiera de un rango de
promotores naturales conocidos por ser operativos en plantas o animales, segin se desee. Los promotores que dirigen
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la expresion en células de érganos reproductores masculinos o femeninos de una planta son utiles para generar una
planta transgénica o pareja de plantas reproductoras de la invencion. Los promotores Utiles en la presente invencion
pueden incluir promotores constitutivos, que generalmente son activos en la mayor parte o todos los tejidos de una
planta; promotores inducibles, que generalmente son inactivos o presentan un nivel basal bajo de expresion, y pueden
inducirse a una actividad relativamente alta después del contacto de las células con un agente inductor apropiado;
promotores especificos de tejido (o preferidos de tejido), que generalmente se expresan sélo en uno o muy pocos tipos
celulares particulares (por ejemplo, células de la antera de plantas); y promotores especificos de desarrollo o estado, que
son activos solo durante un periodo definido durante el crecimiento o desarrollo de una planta. Frecuentemente, los
promotores pueden modificarse, si es necesario, para variar el nivel de expresién. Determinadas realizaciones
comprenden promotores exdgenos a las especies que se estan manipulando. Por ejemplo, el gen Ms45 introducido en el
germoplasma ms45ms45 de maiz puede estar dirigido por un promotor aislado de otra especie de planta; una
construccion en horquilla puede disefarse entonces para estar dirigida al promotor exégeno de la planta, reduciendo la
posibilidad de interaccion de la horquilla con promotores de maiz endégenos que no son diana.

Los promotores constitutivos ejemplares incluyen el promotor del virus del mosaico de la coliflor (CaMV) 35S (Odell, et
al., (1985) Nature 313: 810-812), el promotor de la ubiquitina de maiz (Christensen, et al., (1989) Plant Mol. Biol. 12: 619-
632 y Christensen, et al., (1992) Plant Mol. Biol. 18: 675-689); el promotor central del promotor Rsyn7 y otros promotores
constitutivos descritos en WO 99/43838 y Patente U.S. No. 6.072.050; actina de arroz (McElroy, et al., (1990) Plant Cell
2: 163-171); pEMU (Last, et al., (1991) Theor. Appl. Genet. 81: 581-588); MAS (Velten, et al., (1984) EMBO J. 3: 2723-
2730); promotor ALS (Patente U.S. No. 5.659.026); promotor de la actina de arroz (Pat. U.S. No. 5.641.876; WO
00/70067), promotor de la histona de maiz (Brignon, et al., (1993) Plant Mol Bio 22(6): 1007-1015; Rasco-Gaunt, et al.,
(2003) Plant Cell Rep. 21(6): 569-576) y semejantes. Otros promotores constitutivos incluyen, por ejemplo, los descritos
en las Patentes U.S. Nimeros 5.608.144 y 6.177.611 y la publicacién PCT WO 03/102198.

Los elementos reguladores especificos de tejido, preferidos de tejido o especificos de estado incluyen ademas, por
ejemplo, el elemento regulador AGL8I FRUITFULL, que se activa después de la induccién floral (Hempel, et al., (1997)
Development 124: 3845-3853); elementos reguladores especificos de raices tales como los elementos reguladores del
gen RCP1y el gen LRP1 (Tsugeki y Fedoroff, (1999) Proc. Natl. Acad., USA 96: 12941-12946, Smith y Fedoroff, (1995)
Plant Cell 7: 735-745); elementos reguladores especificos de flores tales como los elementos reguladores del gen
LEAFY o el gen APETALAL (Blazquez, et al., (1997) Development 124: 3855-3844; Hempel, et al., supra, 1997);
elementos reguladores especificos de semilla tales como el elemento regulador del gen de oleosina (Plant et al., (1994)
Plant Mol. Biol. 25: 193-205) y el elemento regulador especifico de la zona de dehiscencia. Los elementos reguladores
adicionales especificos de tejido o especificos de estado incluyen el promotor Zn13, que es un promotor especifico del
polen (Hamilton, et al., (1992) Plant Mol. Biol. 18: 211-218); el promotor de ORGANOS FLORALES INUSUALES (UFO),
gue es activo en el meristemo apical del brote; el promotor activo en meristemos de brotes (Atanassova, et al., (1992)
Plant J. 2: 291), el promotor cdc2 y el promotor cyc07 (véase, por ejemplo, Ito, et al., (1994) Plant Mol. Biol. 24: 863-878;
Martinez, et al., (1992) Proc. Natl. Acad. Sci., USA 89: 7360); los promotores preferidos meristematicos meri-5 y H3
(Medford, et al., (1991) Plant Cell 3: 359; Terada, et al., (1993) Plant J. 3: 241); los promotores preferidos meristematicos
y de floema de los genes relacionados con Myb en cebada (Wissenbach, et al., (1993) Plant J. 4: 411);cyc3aAt y cyclAt
de Arabidopsis (Shaul, et al., (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. 93: 4868-4872); las ciclinas CYS y CYM de C. roseus (lto, et
al., (1997) Plant J. 11: 983-992); y CiclinaB1 de Nicotiana (Trehin, et al., (1997) Plant Mol. Biol. 35: 667-672); el promotor
del gen APETALAS, que es activo en los meristemos florales (Jack, et al., (1994) Cell 76: 703; Hempel, et al., supra,
1997); un promotor de un miembro de la familia semejante a agamous (AGL), por ejemplo, AGL8, que es activo en el
meristemo del brote después de la transicion a floracion (Hempel, et al., supra, 1997); los promotores de la zona de
abscision floral; los promotores especificos L1; el promotor de la poligalacturonasa de tomate potenciado por maduracién
(Nicholass, et al., (1995) Plant Mol. Biol. 28: 423-435), el promotor E8 (Deikman, et al., (1992) Plant Physiol. 100: 2013-
2017) y el promotor especifico de fruto 2A1, los promotores de ARNsn U2 y U5 de maiz, el promotor Z4 de un gen que
codifica la proteina zeina Z4 de 22 kD, el promotor Z10 de un gen que codifica una proteina zeina de 10 kD, un promotor
Z27 de un gen que codifica una proteina zeina de 27 kD, el promotor A20 del gen que codifica una proteina zeina de 19
kD, y semejantes. Los promotores especificos de tejido adicionales pueden aislarse usando métodos muy conocidos
(véase, por ejemplo, la Patente U.S Numero 5.589.379). Los promotores preferidos del brote incluyen promotores
preferidos de meristemo del brote tales como los promotores descritos en Weigel, et al., (1992) Cell 69: 843-859 (No. de
Registro M91208); No. de Registro AJ131822; No. de Registro Z71981; No. de Registro AF049870 y los promotores
preferidos de brote descritos en McAvoy, et al., (2003) Acta Hort. (ISHS) 625: 379-385. Los promotores preferidos de
inflorescencia incluyen el promotor de la chalcona sintasa (Van der Meer, et al., (1992) Plant J. 2(4): 525-535), LAT52
especifico de antera (Twell, et al., (1989) Mol. Gen. Genet. 217: 240-245), Bp4 especifico de polen (Albani, et al., (1990)
Plant Mol. Biol. 15: 605, gen especifico de polen de maiz Zm13 (Hamilton, et al., (1992) Plant Mol. Biol. 18: 211-218;
Guerrero, et al., (1993) Mol. Gen. Genet. 224: 161-168), promotores especificos de microspora tales como el promotor
del gen apg (Twell, et al., (1993) Sex. Plant Reprod. 6: 217-224) y los promotores especificos de tapete tales como el
promotor del gen TA29 (Mariani, et al., (1990) Nature 347: 737; Patente U.S. Numero 6.372.967), y otros promotores
especificos de estambre tales como el promotor del gen MS45, el promotor del gen 5126, promotor del gen BS7,
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promotor del gen PG47 (US 5.412.085; US 5.545.546; Plant J 3(2): 261-271 (1993)), promotor del gen SGB6 (US
5.470.359), promotor del gen G9 (5.8937.850; 5.589.610), promotor del gen SB200 (WO 02/26789) o semejantes (véase,
el Ejemplo 1). Los promotores preferidos de tejido de interés incluyen ademas un gen expresado en polen de girasol SF3
(Baltz, et al., (1992) The Plant Journal 2: 713-721), los genes especificos de polen de B. napus (Arnoldo, et al., (1992) J.
Cell. Biochem, Resumen No. Y101204). Los promotores preferidos de tejido incluyen ademas los publicados por
Yamamoto, et al., (1997) Plant J. 12(2): 255-265 (psaDb); Kawamata, et al., (1997) Plant Cell Physiol. 38(7): 792-803
(PsPAL1); Hansen, et al., (1997) Mol. Gen Genet. 254(3): 337-343 (ORF13); Russell, et al., (1997) Transgenic Res. 6(2):
157-168 (waxy o ZmGBS; zeina de 27 kD, ZmZ27; 0sAGP; 0sGT1); Rinehart, et al., (1996) Plant Physiol. 112(3): 1331-
1341 (Fbl2A de algodén); Van Camp, et al., (1996) Plant Physiol. 112(2): 525-535 (SodAl y SodA2 de Nicotiana);
Canevascini, et al., (1996) Plant Physiol. 112(2): 513-524 (Itp1 de Nicotiana); Yamamoto, et al., (1994) Plant Cell Physiol.
35(5): 773-778 (promotor cab-6 de Pinus); Lam (1994) Results Probl. Cell Differ. 20: 181-196; Orozco, et al., (1993) Plant
Mol. Biol. 23(6): 1129-1138 (rubisco activasa de espinaca (Rca)); Matsuoka, et al., (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
90(20): 9586-9590 (promotor PPDK); y Guevara-Garcia, et al., (1993) Plant J. 4(3): 495-505 (promotor pmas de
Agrobacterium). Un promotor especifico de tejido que es activo en las células de los 6érganos reproductores masculino o
femenino puede ser particularmente (til en determinados aspectos de la presente invencion.

Los promotores "preferidos de semilla”" incluyen los promotores "especificos de semilla" (aquellos promotores activos
durante el desarrollo de la semilla tales como los promotores de las proteinas de almacenamiento de la semilla) asi
como los promotores "de germinacion de la semilla" (aquellos promotores activos durante la germinacion de la semilla).
Véase, por ejemplo, Thompson, et al., (1989) BioEssays 10: 108. Dichos promotores preferidos de semilla incluyen, pero
no estan limitados a, Cim1 (mensaje inducido por citoquinina), cZ19B1 (zeina de 19 kDa de maiz), milps (mio-inositol-1-
fosfato sintasa); véase WO 00/11177 y La Patente U.S. Nimero 6.225.529. La zeina gamma es un promotor especifico
del endospermo. Globulina-1 (Glob-1) es un promotor especifico de embrion representativo. Para las dicotileddneas, los
promotores especificos de semilla incluyen, pero no estan limitados a, p-faseolina de judia, napina, p-conglicinina, lectina
de soja, cruciferina y semejantes. Para las monocotileddneas, los promotores especificos de semilla incluyen, pero no
estan limitados a, zeina de 15 kDa de maiz, zeina de 22 kDa, zeina de 27 kDa, gamma-zeina, waxy, shrunken-1,
shrunken-2, globulina 1, etc. Véase, también, WO 00/12733 y Patente US 6.528.704, en la que se describen promotores
preferidos de semilla de los genes endl y end2. Los promotores especificos de embrién adicionales se describen en
Sato, et al., (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. 93: 8117-8122 (homeodominio de arroz, OSH1); y Postma-Haarsma, et al.,
(1999) Plant Mol. Biol. 39: 257-71 (genes de arroz KNOX). Los promotores especificos de endospermo adicionales se
describen en Albani, et al., (1984) EMBO 3: 1405-15; Albani, et al., (1999) Theor. Appl. Gen. 98: 1253-62; Albani, et al.,
(1993) Plant J. 4: 343-55; Mena, et al., (1998) The Plant Journal 116: 53-62 (DOF de cebada); Opsahl-Ferstad, et al.,
(1997) Plant J 12: 235-46 (Esr de maiz); y Wu, et al., (1998) Plant Cell Physiology 39: 885-889 (GIuA-3, GluB-1, NRP33,
RAG-1, de arroz).

Un elemento regulador inducible es uno que es capaz de activar directamente o indirectamente la transcripcion de una o
mas secuencias de ADN o genes en respuesta a un inductor. El inductor puede ser un agente quimico tal como una
proteina, metabolito, regulador del crecimiento, herbicida o compuesto fendlico; o un estrés fisiolégico, tal como el
impuesto directamente por calor, frio, sal o elementos téxicos o indirectamente a través de la accion de un patégeno o
agente patoldgico tal como un virus; u otro agente biolégico o fisico o condicion medioambiental. Una célula de planta
gue contiene un elemento regulador inducible puede exponerse a un inductor por la aplicacion externa del inductor a la
célula o planta tal como por pulverizacion, riego, calentamiento o métodos similares. Un agente inductor til para inducir
la expresion a partir de un promotor inducible se selecciona tomando como base el elemento regulador inducible
particular. En respuesta a la exposicion a un agente inductor, la transcripcién a partir del elemento regulador inducible se
inicia generalmente de novo o se incrementa por encima de un nivel basal o constitutivo de expresion. Tipicamente, el
factor proteico que se une especificamente a un elemento regulador inducible para activar la transcripcion esta presente
en una forma inactiva a partir de la cual es convertido directamente o indirectamente a la forma activa por el inductor.
Cualquier promotor inducible puede usarse en la presente invencion (Véase, Ward, et al., (1993) Plant Mol. Biol. 22: 361-
366).

Los ejemplos de elementos reguladores inducibles incluyen un elemento regulador de metalotioneina, un elemento
regulador inducible por cobre o un elemento regulador inducible por tetraciclina, la transcripcion a partir de los cuales
puede efectuarse en respuesta a iones metalicos divalentes, cobre o tetraciclina, respectivamente (Furst, et al., (1988)
Cell 55: 705-717; Mett, et al., (1993) Proc. Natl. Acad. Sci., USA 90: 4567-4571; Gatz, et al., (1992) Plant J. 2: 397-404;
Roder, et al., (1994) Mol. Gen. Genet. 243: 32-38). Los elementos reguladores inducibles también incluyen un elemento
regulador de ecdisona o un elemento regulador de glucocorticoides, la transcripcién a partir de los cuales puede
efectuarse en respuesta a ecdisona u otro esteroide (Christopherson, et al., (1992) Proc. Natl. Acad. Sci., USA 89: 6314-
6318; Schena, et al., (1991) Proc. Natl. Acad. Sci., USA 88: 10421-10425; Patente U.S. Numero 6.504.082); un elemento
regulador de respuesta al frio o un elemento regulador de choque térmico, la transcripcién a partir de los cuales puede
efectuarse en respuesta al frio o el calor, respectivamente (Takahashi, et al., (1992) Plant Physiol. 99: 383-390); el
promotor del gen de la alcohol deshidrogenasa (Gerlach, et al., (1982) PNAS USA 79: 2981-2985; Walker, et al., (1987)
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PNAS 84(19): 6624-6628), inducible por condiciones anaerébicas; y el promotor inducible por la luz derivado del gen de
guisante rbcS o el gen de guisante psaDb (Yamamoto, et al., (1997) Plant J.12(2): 255-265); un elemento regulador
inducible por la luz (Feinbaum, et al., (1991) Mol. Gen. Genet. 226: 449; Lam y Chua, (1990) Science 248: 471;
Matsuoka, et al., (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90(20): 9586-9590; Orozco, et al., (1993) Plant Mol. Biol. 23(6): 1129-
1138), un elemento regulador inducible por hormonas de plantas (Yamaguchi-Schinozaki, et al., (1990) Plant Mol. Biol.
15: 905; Kares, et al., (1990) Plant Mol. Biol. 15: 225), y semejantes. Un elemento regulador inducible también puede ser
el promotor del gen de maiz In2-1 o In2-2, que responde a protectores frente a herbicidas bencenosulfonamida (Hershey,
et al.,, (1991) Mol. Gen. Gene. 227: 229-237; Gatz, et al., (1994) Mol. Gen. Genet. 243: 32-38) y el represor Tet del
transposén Tn10 (Gatz, et al., (1991) Mol. Gen. Genet. 227: 229-237). Los promotores inducibles por estrés incluyen los
promotores inducibles por estrés de sal/agua tales como P5CS (Zang, et al., (1997) Plant Sciences 129: 81-89);
promotores inducibles por el frio, tales como, corl5a (Hajela, et al., (1990) Plant Physiol. 93: 1246-1252), corl5b
(Wilhem, et al., (1993) Plant Mol Biol 23: 1073-1077), wsc120 (Ouellet, et al., (1998) FEBS Lett. 423: 324-328), ci7 (Kirch,
et al., (1997) Plant Mol Biol. 33: 897-909), ci21A (Schneider, et al., (1997) Plant Physiol. 113: 335-45); promotores
inducibles por la sequia, tales como, Trg-31 (Chaudhary, et al., (1996) Plant Mol. Biol. 30: 1247-57), rd29 (Kasuga, et al.,
(1999) Nature Biotecnology 18: 287-291); promotores inducibles por 6smosis, tales como, Rab17 (Vilardell, et al., (1991)
Plant Mol. Biol. 17: 985-93) y osmotina (Raghothama, et al., (1993) Plant Mol Biol 23: 1117-28); y promotores inducibles
por calor, tales como las proteinas de choque térmico (Barros, et al., (1992) Plant Mol. 19: 665-75; Marrs, et al., (1993)
Dev. Genet. 14: 27-41), smHSP (Waters, et al., (1996) J. Experimental Botany 47: 325-338) y el elemento inducible por
choque térmico del promotor de ubiquitina de perejil (WO 03/102198). Otros promotores inducibles por estrés incluyen
rip2 (Patente U.S. No. 5.332.808 y Publicacion U.S. No. 2003/0217393) y rd29a (Yamaguchi-Schinozaki, et al., (1993)
Mol. Gen. Genetics 236: 331-340). Determinados promotores son inducibles por lesion, incluyendo el promotor pmas de
Agrobacterium (Guevara-Garcia, et al., (1993) Plant J. 4(3): 495-505) y el promotor ORF13 de Agrobacterium (Hansen,
et al., (1997) Mol. Gen. Genet. 254(3): 337-343).

Los elementos reguladores adicionales activos en células de plantas y Gtiles en los métodos o composiciones de la
invencion incluyen, por ejemplo, el elemento regulador del gen de la nitrito reductasa de espinaca (Back, et al., Plant Mol.
Biol. 17: 9, 1991); un promotor de zeina gamma, un promotor de oleosina olel6, un promotor de globulina I, un promotor
de actina I, un promotor de actina cl, un promotor de sacarosa sintetasa, un promotor de INOPS, un promotor de EXMS5,
un promotor de globulina2, un promotor de b-32, ADPG-pirofosforilasa, un promotor de Ltpl, un promotor de Ltp2, un
promotor de oleosina olel7, un promotor de oleosina olel8, un promotor de actina 2, un promotor de proteinas
especificas de polen, un promotor del gen de la pectato liasa especifico de polen o un promotor del gen PG47, un
promotor del gen RTS2 especifico de antera, promotor del gen SGB6 o promotor del gen G9, un promotor del gen
RAB24 especifico de tapete, un promotor de la subunidad alfa de la antranilato sintasa, un promotor de zeina alfa, un
promotor de la subunidad beta de la antranilato sintasa, un promotor de dihidrodipicolinato sintasa, un promotor de Thi I,
un promotor de la alcohol deshidrogenasa, un promotor de de la proteina de uniéon cab, un promotor de H3C4, un
promotor de la enzima de ramificacion del almidon RUBISCO SS, un promotor de actina3, un promotor de actina7, un
promotor de la proteina reguladora GF14-12, un promotor de la proteina ribosomal L9, un promotor de enzimas
biosintéticas de la celulosa, un promotor de la S-adenosil-L-homocisteina hidrolasa, un promotor de la superéxido
dismutasa, un promotor de del receptor C-quinasa, un promotor de la fosfoglicerato mutasa, un promotor del ARNm de
RCc3 especifico de raiz, un promotor de la glucosa-6-fosfato isomerasa, un promotor de la pirofosfato-fructosa-6-fosfato-
I-fosfotransferasa, un promotor de la beta-cetoacil-ACP sintasa, un promotor del fotosistema 11 de 33 kDa, un promotor
de la proteina productora de oxigeno, un promotor de la subunidad de ATPasa vacuolar de 69 kDa, un promotor de la
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, un promotor de la proteina semejante inducible por ABA y maduracion, un
promotor de la fenilalanina amoniaco liasa, un promotor de la adenosina trifosfatasa S-adenosil-L-homocisteina
hidrolasa, un promotor de la chalcona sintasa, un promotor de zeina, un promotor de globulina-1, un promotor de la
proteina de unién a auxina, un promotor del gen de la UDP glucosa flavonoide glicosil-transferasa, un promotor de NTI,
un promotor de actina y un promotor de opaque 2.

Una molécula de acido nucleico exdgena puede introducirse en una célula como una molécula de ADN desnuda, puede
incorporarse en una matriz tal como un liposoma o una particula tal como una particula viral, o puede incorporarse en un
vector. La incorporacion del polinucleétido en un vector puede facilitar la manipulacién del polinucleétido o la introduccion
del polinucledtido en una célula de planta. De acuerdo con esto, el vector puede obtenerse a partir de un plasmido o
puede ser un vector viral tal como un vector T-ADN (Horsch, et al., (1985) Science 227: 1229-1231). Si se desea, el
vector puede incluir componentes de un elementos transponible de una planta, por ejemplo, un transpos6n Ds (Bancroft
y Dean, (1993) Genetics 134: 1221-1229) o un transposon Spm (Aarts, et al., (1995) Mol. Gen. Genet. 247: 555-564).
Ademds de contener el transgén de interés, el vector también puede contener varias secuencias de nucleétidos que
facilitan, por ejemplo, el rescate del vector de una célula de planta transformada; el paso del vector a una célula
huésped, que puede ser una célula huésped de planta, animal, bacteriana o de insecto; o la expresién de una secuencia
de nucledtidos codificadora en el vector, incluyendo toda o una parte de una region codificadora rescatada. Como tal, un
vector puede contener cualquier nimero de elementos de transcripcion y traduccion adicionales, incluyendo promotores
constitutivos e inducibles, potenciadores y semejantes (véase, por ejemplo, Bitter, et al., (1987) Meth. Enzymol. 153:
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516-544). Por ejemplo, un vector puede contener elementos Utiles para el paso, crecimiento o expresion en un sistema
bacteriano, incluyendo un origen de replicacién bacteriano; un promotor, que puede ser un promotor inducible; y
semejantes. Un vector también puede contener uno o mas sitios de reconocimiento y escision de endonucleasa de
restriccion, incluyendo, por ejemplo, una secuencia policonectora, para facilitar la insercién o eliminaciéon de un transgén.

En determinadas realizaciones, el vector de expresion contiene un gen que codifica un marcador de seleccion que esta
unido funcionalmente a un promotor que controla el inicio de la transcripcion. Para una descripcion general de vectores
de expresion y genes informadores de plantas, véase, Gruber, et al., "Vectors for Plant Transformation" en Methods of
Plant Molecular Biology and Biotechnology 89-119 (CRC Press, 1993). Cuando se usa el término, se quiere incluir todos
los tipos de marcadores de seleccién, ya sean valorables o selectivos. La expresién de dicha secuencia de nucleétidos
puede proporcionar un medio para seleccionar una célula que contiene la construccién, por ejemplo, confiriendo un
fenotipo deseable a una célula de planta que contiene la secuencia de nucleétidos. Por ejemplo, la secuencia de
nucleétidos adicional puede ser, o codificar, un marcador seleccionable, que, cuando esta presente o0 se expresa en una
célula de planta, proporciona un medio para identificar la célula de planta que contiene el marcador.

Un marcador seleccionable proporciona un medio para cribar una poblacion de organismos o células de un organismo
(por ejemplo, plantas o células de plantas) para identificar aquellas que tienen el marcador y, por lo tanto, el transgén de
interés. Un marcador seleccionable confiere generalmente una ventaja selectiva a la célula, o0 a un organismo (por
ejemplo, una planta) que contiene la célula, por ejemplo, la capacidad de crecer en presencia de un agente selectivo
negativo tal como un antibiético o, para una planta, un herbicida. Una ventaja selectiva también puede deberse, por
ejemplo, a una capacidad aumentada o0 nueva para utilizar un compuesto afiadido como un nutriente, factor de
crecimiento o fuente de energia. Una ventaja selectiva puede ser conferida por un Gnico polinucle6tido, o su producto de
expresion, o por una combinacién de polinucledtidos cuya expresion en una célula de planta proporciona a la célula una
ventaja selectiva positiva, una ventaja selectiva negativa, 0 ambas. Debe admitirse que la expresion del transgén de
interés (por ejemplo, que codifica un ARNhp) también proporciona un medio para seleccionar células que contienen la
secuencia de nucledtidos codificadora. Sin embargo, el uso de un marcador seleccionable adicional, que, por ejemplo,
permite a una célula de planta sobrevivir bajo condiciones de otra manera téxicas, proporciona un medio para enriquecer
con células de planta transformadas que contienen el transgén deseado. Los ejemplos de genes valorables o de
seleccion adecuados conocidos en la técnica pueden encontrarse, por ejemplo, en Jefferson, et al., (1991) en Plant
Molecular Biology Manual, ed. Gelvin, et al., (Kluwer Academic Publishers), p. 1-33; DeWet, et al., (1987) Mol. Cell. Biol.
7: 725-737; Goff, et al., (1990) EMBO J. 9: 2517-2522; Kain, et al., (1995) BioTechniques 19: 650-655; y Chiu, et al.,
(1996) Curr. Biol. 6: 325-330.

Los ejemplos de marcadores seleccionables incluyen aquellos que confieren resistencia a antimetabolitos tales como
herbicidas o antibiéticos, por ejemplo, dihidrofolato reductasa, que confiere resistencia a metotrexato (Reiss, Plant
Physiol. (Life Sci. Adv.) 13: 143-149, 1994, véase, también, Herrera Estrella, et al., (1983) Nature 303: 209-213; Meijer,
et al., (1991) Plant Mol. Biol. 16: 807-820); neomicina fosfotransferasa, que confiere resistencia a los aminoglicésidos
neomicina, kanamicina y paromicina (Herrera-Estrella, (1983) EMBO J. 2: 987-995) e higro, que confiere resistencia a
higromicina (Marsch, (1984) Gene 32: 481-485; véase también, Waldron, et al., (1985) Plant Mol. Biol. 5: 103-108;
Zhijian, et al., (1995) Plant Science 108: 219-227); trpB, que permite a las células utilizar indol en lugar de triptofano;
hisD, que permite a las células utilizar histinol en lugar de histidina (Hartman, (1988) Proc. Natl. Acad. Sci., USA 85:
8047); manosa-6-fosfato isomerasa que permite a las células utilizar manosa (WO 94/20627); ornitina descarboxilasa,
que confiere resistencia al inhibidor de la ornitina descarboxilasa, 2-(difluorometil)-DL-ornitina (DFMO; McConlogue,
1987, En: Current Communications in Molecular Biology, Cold Spring Harbor Laboratory, ed.); y desaminasa de
Aspergillus terreus, que confiere resistencia a Blasticidina S (Tamura, (1995) Biosci. Biotechnol. Biochem. 59: 2336-
2338). Los marcadores seleccionables adicionales incluyen, por ejemplo, una EPSPV-sintasa mutante, que confiere
resistencia a glifosato (Hinchee, et al., (1998) BioTechnology 91: 915-922), una acetolactato sintasa mutante, que
confiere resistencia a imidazolinona o sulfonilurea (Lee, et al., (1988) EMBO J. 7: 1241-1248), una psbA mutante, que
confiere resistencia a atrazina (Smeda, et al., (1993) Plant Physiol. 103: 911-917) o una protoporfirinégeno oxidasa
mutante (véase la Patente U.S. Numero 5.767.373) u otros marcadores que confieren resistencia a un herbicida tal como
glufosinato. Los ejemplos de genes de marcadores seleccionables adecuados incluyen, pero no estan limitados a, los
genes que codifican resistencia a cloranfenicol (Herrera Estrella, et al., (1983) EMBO J. 2: 987-991); estreptomicina
(Jones, et al., (1987) Mol. Gen. Genet. 210: 86-91); espectinomicina (Bretagne-Sagnard, et al., (1996) Transgenic Res. 5:
131-137); bleomicina (Hille. et al., (1990) Plant Mol. Biol. 7: 171-176); sulfonamida (Guerineau, et al., (1990) Plant Mol.
Biol. 15: 127-136); bromoxinilo (Stalker, et al., (1988) Science 242: 419-423); glifosato (Shaw, et al., (1986) Science 233:
478-481); fosfinotricina (DeBlock, et al., EMBO J. (1987) 6: 2513-2518) y semejantes. Una opcidn para usar un gen
selectivo es un ADN que codifica resistencia a glufosinato y en una realizacion puede ser la fosfinotricina acetil
transferasa ("PAT"), gen de PAT optimizado de maiz o gen bar bajo el control de los promotores CaMV 35S o de
ubiquitina. Los genes que confieren resistencia a bialafos. Véase, Gordon-Kamm, et al., Plant Cell (1990) 2: 603;
Uchimiya, et al., (1993) BioTechnology 11: 835; White, et al., (1990) Nucl. Acids Res. 18: 1062; Spencer, et al., (1990)
Theor. Appl. Genet. 79: 625-631; y Anzai, et al., (1989) Mol. Gen. Gen. 219: 492). Una version del gen PAT es el gen
PAT optimizado de maiz, descrito en la Patente U.S. Namero 6.096.947.
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Ademas, los marcadores que facilitan la identificacion de una célula de planta que contiene el polinucleétido que codifica
el marcador incluyen, por ejemplo, luciferasa (Giacomin, (1996) Plant Sci. 116: 59-72; Scikantha, (1996) J. Bacteriol. 178:
121), proteina verde fluorescente (Gerdes, (1996) FEBS Lett. 389: 44-47; Chalfie, et al., (1994) Science 263: 802) y otras
variantes proteicas fluorescentes o B-glucuronidasa (Jefferson, (1987) Plant Mol. Biol. Rep. 5: 387; Jefferson, et al.,
(1987) EMBO J. 6: 3901-3907; Jefferson, (1989) Nature 342(6251): 837-838); los genes de maiz que regulan la
produccion de pigmentos (Ludwig, et al., (1990) Science 247: 449; Grotewold, et al., (1991) PNAS 88: 4587-4591;
Cocciolone, et al., (2001) Plant J 27(5): 467-478; Grotewold, et al., (1998) Plant Cell 10: 721-740); B-galactosidasa (Teeri,
et al., (1989) EMBO J. 8: 343-350); luciferasa (Ow, et al., (1986) Science 234: 856-859); cloranfenicol acetiltransferasa
(CAT) (Lindsey y Jones, (1987) Plant Mol. Biol. 10: 43-52); y varios adicionales como se describe en la presente
memoria 0 se conocen de otra forma en la técnica. Dichos marcadores también pueden usarse como moléculas
informadoras. Muchas variaciones en los promotores, marcadores seleccionables y otros componentes de la
construccion estan disponibles para un experto en la técnica.

El término "planta” se usa ampliamente en la presente memoria para incluir a cualquier planta en cualquier estado del
desarrollo, 0 a parte de una planta, incluyendo un esqueje de planta, una célula de planta, un cultivo de células de
planta, un érgano de planta, una semilla de planta, y una plantula. Una célula de planta es la unidad estructural y
fisiolégica de la planta, que comprende un protoplasto y una pared celular. Una célula de planta puede estar en la forma
de una Unica célula aislada o agregado de células tales como un callo friable, o una célula cultivada, o puede ser parte
de una unidad organizada superior, por ejemplo, una tejido de planta, érgano de planta o planta. Asi, una célula de
planta puede ser un protoplasto, una célula productora de gametos, o una célula o coleccion de células que pueden
regenerar una planta completa. Como tal, una semilla, que comprende mudltiples células de planta y que es capaz de
regenerar una planta completa, se considera una célula de planta para los propésitos de esta descripcién. Un tejido de
planta u 6rgano de planta puede ser una semilla, protoplasto, callo, o cualesquiera otros grupos de células de planta que
estan organizados en una unidad estructural o funcional. Las partes particularmente Utiles de una planta incluyen partes
cosechables y partes (tiles para la propagacion de las plantas de la progenie. Una parte cosechable de una planta
puede ser cualquier parte util de una planta, por ejemplo, flores, polen, plantulas, tubérculos, hojas, tallos, fruto, semillas,
raices y semejantes. Una parte de una planta util para la propagacién incluye, por ejemplo, semillas, frutos, esquejes,
plantulas, tubérculos, rizomas y semejantes.

Una planta transgénica puede regenerarse a partir de una célula de planta genéticamente modificada, es decir, una
planta completa puede regenerarse a partir de una célula de planta; un grupo de células de planta; un protoplasto; una
semilla; o una parte de una planta tal como una hoja, un cotiledén o un esqueje. La regeneracion a partir de protoplastos
varia entre las especies de plantas. Por ejemplo, una suspensién de protoplastos puede prepararse y, en determinadas
especies, la formacién del embrion puede inducirse a partir de la suspension de protoplastos, al estado de maduracién y
germinacion. El medio de cultivo contiene generalmente varios componentes necesarios para el crecimiento y
regeneracion, incluyendo, por ejemplo, hormonas tales como auxinas y citoquininas; y aminoacidos tales como acido
glutamico y prolina, dependiendo de la especie de planta particular. La regeneracion eficaz dependera, en parte, del
medio, el genotipo y la historia del cultivo y es reproducible si estas variables se controlan.

La regeneracién puede ocurrir a partir del callo, explantes, 6rganos de la planta o partes de la planta. La transformacion
puede realizarse en el contexto de la regeneracién de érganos o parte de la planta. (véase Meth. Enzymol. Vol. 118;
Klee, et al., (1987) Ann. Rev. Plant Physiol. 38: 467). Utilizando el método de la regeneracién-transformacion de discos
de la hoja, por ejemplo, los discos se cultivan en medio selectivo, seguido de formacion de brote en aproximadamente
dos a cuatro semanas (véase, Horsch, et al., supra, 1985). Los brotes que se desarrollan se escinden de los callos y se
transplantan en medio selectivo inductor de raices apropiado. Las plantulas con raices se transplantan en tierra tan
pronto como es posible después de la aparicion de las raices. Las plantulas pueden cambiarse de maceta segln se
requiera, hasta alcanzar la madurez. Esta es la generacién TO.

En los cultivos propagados por semillas, las plantas TO maduras pueden auto-polinizarse. Las semillas resultantes
pueden crecerse y las plantas de la progenie ensayarse para la presencia del transgén, frecuentemente por cribado de la
expresion de un gen marcador unido. Estas plantas transgénicas representan la generacion T1. Pueden producirse
multiples generaciones (T2, T3, etc.) para asegurar que la expresion de la caracteristica fenotipica deseada se mantiene
de manera estable y se hereda y las semillas pueden recogerse. De esta manera, la presente invencién proporciona una
semilla transformada (también referida como una "semilla transgénica") que tiene un polinucleétido de la invencién, por
ejemplo, un casete de expresion de la invencion, incorporado de manera estable en su genoma. Los métodos para auto-
polinizacién, seleccion y cultivo cruzado adicionales de las plantas que tienen las caracteristicas deseables u otras
caracteristicas de interés incluyen los descritos en la presente memoria y otros muy conocidos para los cultivadores de
plantas. La progenie, variantes y mutantes de las plantas regeneradas también se incluyen en el alcance de la invencion,
siempre que comprendan los polinucleétidos introducidos.

En varios aspectos de la presente invencién, uno o mas transgenes se introducen en las células. Cuando se usa en
referencia a un transgén, el término "introducir” significa transferir la molécula de acido nucleico exdgena en una célula.
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Una molécula de acido nucleico puede introducirse en una célula de planta por una variedad de métodos. Por ejemplo, el
transgén puede estar contenido en un vector, puede introducirse en una célula de planta usando un método de
transferencia génica directa tal como electroporacién o transformacion mediada por microproyectiles o usando
transformacion mediada por Agrobacterium. Tal y como se usa en la presente memoria, el término "transformada" se
refiere a una célula de planta que contiene una molécula de acido nucleico introducida exégenamente.

Una o mas moléculas de acido nucleico exdégenas pueden introducirse en células de plantas usando cualquiera de los
numerosos métodos muy conocidos y rutinarios para la transformaciéon de plantas, incluyendo protocolos de
transformacion de plantas biol6gicos vy fisicos (véase, por ejemplo, Miki, et al., "Procedures for Introducing Foreign DNA
into Plants"; En Methods in Plant Molecular Biology and Biotechnology, Glick y Thompson, Eds. (CRC Press, Inc., Boca
Raton, 1993) paginas 67-88). Ademas, los vectores de expresion y los métodos de cultivo in vitro para la transformacion
de una célula o tejido de planta y la regeneracion de plantas son rutinarios y muy conocidos (véase, por ejemplo, Gruber,
et al., "Vectors for Plant Transformation”; Id. en las paginas 89-119).

Los métodos adecuados para transformar células de plantas incluyen microinyeccién, Crossway, et al., (1986)
Biotechniques 4: 320-334; electroporacién, Riggs, et al., (1986) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83: 5602-5606;
transformacién mediada por Agrobacterium, véase por ejemplo, Townsend, et al., Patente U.S. Nimero 5.563.055;
transferencia génica directa, Paszkowski, et al., (1984) EMBO J. 3: 2717-2722; y aceleracion de particulas balisticas,
véase por ejemplo, Sanford, et al., Patente U.S. NUmero 4.945.050; Tomes, et al., (1995) en Plant Cell, Tissue and
Organ Culture: Fundamental Methods, ed. Gamborg y Phillips (Springer-Verlag, Berlin); y McCabe, et al., (1988)
Biotechnology 6: 923-926. Véase, también, Weissinger, et al., (1988) Annual Rev. Genet. 22: 421-477; Sanford, et al.,
(1987) Particulate Science and Technology 5: 27-37 (cebolla); Christou, et al., (1988) Plant Physiol. 87: 671-674 (soja);
McCabe, et al., (1988) BiolTechnology 6: 923-926 (soja); Datta, et al., (1990) Biotechnology 8: 736-740 (arroz); Klein, et
al., (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 4305-4309 (maiz); Klein, et al., (1988) Biotechnology 6: 559-563 (maiz); Klein,
et al., (1988) Plant Physiol. 91: 440-444 (maiz); Fromm, et al., (1990) Biotechnology 8: 833-839; Hooydaas-Van
Slogteren, et al., (1984) Nature (Londres) 311: 763-764; Bytebier, et al., (1987) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84: 5345-5349
(Liliaceae); De Wet, et al., (1985) en The Experimental Manipulation of Ovule Tissues, ed. G.P. Chapman, et al.,
(Longman, Nueva York), p. 197-209 (polen); Kaeppler, et al., (1990) Plant Cell Reports 9: 415-418; y Kaeppler, et al.,
(1992) Theor. Appl. Genet. 84: 560-566 (transformacion mediada por fibra); D. Halluin, et al., (1992) Plant Cell 4: 1495-
1505 (electroporacion); Li, et al., (1993) Plant Cell Reports 12: 250-255 y Christou, et al., (1995) Annals of Botany 75:
407-413 (arroz); Osjoda, et al., (1996) Nature Biotechnology 14: 745-750 (maiz a través de Agrobacterium tumefaciens).

La transformacién mediada por Agrobacterium proporciona un método Util para introducir un transgén en las plantas
(Horsch, et al., (1985) Science 227: 1229). A. tumefaciens y A. rhizogenes son bacterias del suelo patégenas de plantas
que transforman genéticamente las células de plantas. Los plasmidos Ti y Ri de A. tumefaciens y A. rhizogenes,
respectivamente, portan genes responsables de la transformacion genética de la planta (véase, por ejemplo, Kado,
(1991) Crit. Rev. Plant Sci. 10: 1; véase, también, Moloney, et al., (1989) Plant Cell Reports 8: 238; Patente U.S. Nimero
5.591.616; WO 99/47552; Weissbach y Weissbach, "Methods for Plant Molecular Biology" (Academic Press, NY 1988),
seccion VIII, paginas 421-463; Grierson y Corey, "Plant Molecular Biology" 22 Ed. (Blackie, Londres 1988), Capitulos 7-9;
véase, también, Horsch, et al., supra, 1985).

Respecto a A. tumefaciens, la forma de tipo salvaje contiene un plasmido Ti, que dirige la produccion del crecimiento
tumorogénico de agallas del tallo en las plantas huésped. La transferencia de la region T-ADN inductora de tumores del
plasmido Ti al genoma de la planta requiere los genes de virulencia codificados por el plasmido Ti asi como los extremos
de T-ADN, que son un conjunto de repeticiones directas de ADN que delinean la regién que se va a transferir. Un vector
basado en Agrobacterium es una forma modificada de un plasmido Ti, en el que las funciones inductoras de tumores se
reemplazan por una secuencia de nucleétidos de interés que se quiere introducir en la planta huésped. Los métodos
para usar la transformacién mediada por Agrobacterium incluyen el cocultivo de Agrobacterium con protoplastos aislados
cultivados; transformacion de células o tejidos de la planta con Agrobacterium; y transformacion de las semillas, apices o
meristemos con Agrobacterium. Ademas, en las plantas la transformacion con Agrobacterium puede realizarse usando
infiltracion en vacio de una suspension de células de Agrobacterium (Bechtold, et al., (1993) C.R. Acad. Sci. Paris 316:
1194).

La transformacion mediada por Agrobacterium puede emplear vectores cointegrados o sistemas de vectores binarios, en
los que los componentes del plasmido Ti se dividen entre un vector auxiliar, que reside permanentemente en el huésped
Agrobacterium y porta los genes de virulencia, y un vector lanzadera, que contiene el gen de interés unido por
secuencias T-ADN. Los vectores binarios son muy conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, De Framond, (1983)
BioTechnology 1: 262; Hoekema, et al., (1983) Nature 303: 179) y estan disponibles comercialmente (Clontech; Palo Alto
CA). Para la transformacién, Agrobacterium puede cocultivarse, por ejemplo, con células de planta o tejido dafiado tal
como tejido de la hoja, explantes de raiz, hipocotilos, cotiledones, partes del tallo o tubérculos (véase, por ejemplo, Glick
y Thompson, "Methods in Plant Molecular Biology and Biotechnology" (Boca Raton FL, CRC Press 1993)). Las células
dafiadas en el tejido de la planta que se han infectado con Agrobacterium pueden desarrollar érganos de novo cuando

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2396 104 T3

se cultivan bajo las condiciones apropiadas; los brotes transgénicos resultantes dan lugar eventualmente plantas
transgénicas que contienen el polinucleétido introducido.

La transformacion mediada por Agrobacterium se ha usado para producir una variedad de plantas transgénicas,
incluyendo, por ejemplo, plantas cruciferas transgénicas tales como Arabidopsis, mostaza, semilla de colza y lino;
plantas leguminosas transgénicas tales como alfalfa, guisante, soja, trébol y trébol blanco; y plantas solanaceas
transgénicas tales como berenjena, petunia, patata, tabaco y tomate (véase, por ejemplo, Wang, et al., "Transformation
of Plants and Soil Microorganisms" (Cambridge, University Press 1995)). Ademas, la transformacién mediada por
Agrobacterium puede usarse para introducir una molécula de &cido nucleico exégena en manzano, alamo temblén,
belladona, grosella negra, zanahoria, apio, algodén, pepino, uva, rabano, lechuga, corregiiela, melén, nim, alamo, fresa,
remolacha, girasol, nogal, esparrago, arroz, trigo, sorgo, cebada, maiz y otras plantas (véase, por ejemplo, Glick y
Thompson, supra, 1993; Hiei, et al., (1994) Plant J. 6: 271-282; Shimamoto, (1995) Science 270: 1771-1773).

Las cepas de A. tumefaciens y los vectores adecuados asi como la transformacién de Agrobacteria y los medios de
crecimiento y de seleccién apropiados son muy conocidos en la técnica (GV3101, pMK90RK), Koncz, (1986) Mol. Gen.
Genet. 204: 383-396; (C58C1, pGV3850kan), Deblaere, (1985) Nucl. Acid Res. 13: 4777; Bevan, (1984) Nucleic Acid
Res. 12: 8711; Koncz, (1986) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 8467-8471; Koncz, (1992) Plant Mol. Biol. 20: 963-976;
Koncz, Specialized vectors for gene tagging and expression studies. En: Plant Molecular Biology Manual Vol. 2, Gelvin y
Schilperoort (Eds.), Dordrecht, Holanda: Kluwer Academic Publ. (1994), 1-22; Patente Europea A-1 20 516; Hoekema:
The Binary Plant Vector System, Offsetdrukkerij Kanters B.V., Alblasserdam (1985), Capitulo V; Fraley, Crit. Rev. Plant
Sci., 4: 1-46; An, (1985) EMBO J. 4: 277-287).

Los métodos de transferencia génica directa también pueden usarse para introducir el transgén (o transgenes) deseado
en las células, incluyendo células de planta que son refractarias a la transformacion mediada por Agrobacterium (véase,
por ejemplo, Hiei, et al., (1994) Plant J. 6: 271-282; Patente U.S. Numero 5.591.616). Dichos métodos incluyen la
transferencia génica directa (véase, la Patente Europea A 164 575), inyeccion, electroporacion, métodos biolisticos tales
como bombardeo de particulas, transformacion mediada por polen, transformacion mediada por ARN de virus de
plantas, transformacién mediada por liposomas, transformacién usando embriones inmaduros dafiados o degradados
con enzimas o callo embriogénico dafiado o degradado con enzimas y semejantes. Los métodos de transferencia génica
directa incluyen métodos de transformacién mediados por microproyectiles (biolisticos), en los que el transgén se porta
en la superficie de microproyectiles que miden 1 a 4 mm. Un vector, particularmente un vector de expresion que contiene
el transgén o transgenes de interés, se introduce en los tejidos de la planta con un dispositivo biolistico que acelera los
microproyectiles hasta velocidades de 300 a 600 m/s, suficiente para penetrar las paredes celulares y membranas de la
planta (véase, por ejemplo, Sanford, et al., (1987) Part. Sci. Technol. 5: 27; Sanford, (1988) Trends Biotech. 6: 299,
Klein, et al., (1988) BioTechnology 6: 559-563; Klein, et al., (1992) BioTechnology 10: 268). En el maiz, por ejemplo,
varios tejidos diana pueden bombardearse con microproyectiles recubiertos con ADN con el fin de producir plantas
transgénicas, incluyendo, por ejemplo, callos (Tipo | o Tipo Il), embriones inmaduros y tejido de meristemo.

Otros métodos para la administracion fisica de un transgén en plantas utiliza la sonicacion de las células diana (Zhang,
et al., (1991) BioTechnology 9: 996); liposomas o fusion de esferoplastos (Deshayes, et al., (1985) EMBO J: 4: 2731,
Christou, et al., (1987) Proc. Natl. Acad. Sci., USA 84: 3962); precipitacién con CaCl, o incubacién con alcohol polivinilico
0 poli-L-ornitina (Hain, et al., (1985) Mol. Gen. Genet. 199: 61; Draper, et al., (1982) Plant Cell Physiol. 23: 451); y
electroporacion de protoplastos y células y tejidos completos (Donn, et al., (1990) En "Abstracts of VIlith International
Congress on Plant Cell and Tissue Culture" IAPTC, A2-38, p. 53; D'Halluin, et al., (1992) Plant Cell 4: 1495-1505;
Spencer, et al., (1994) Plant Mol. Biol. 24: 51-61).

Un método de transferencia génica directa tal como electroporacién puede ser particularmente Util para introducir
moléculas de acido nucleico exégenas en una célula tal como una célula de planta. Por ejemplo, los protoplastos de
planta pueden electroporarse en presencia de una molécula de &acido nucleico recombinante, que puede estar en un
vector (Fromm, et al., (1985) Proc. Natl. Acad. Sci., USA 82: 5824). Los impulsos eléctricos de alta fuerza de campo
permeabilizan reversiblemente las membranas permitiendo la introduccién del acido nucleico. Los protoplastos de planta
electroporados vuelven a formar la pared celular, se dividen y forman un callo de planta. La microinyeccién puede
realizarse como se describe en Potrykus y Spangenberg (eds.), Gene Transfer To Plants, Springer Verlag, Berlin, NY
(1995). Una célula de planta transformada que contiene la molécula de acido nucleico recombinante introducida puede
identificarse debido a la presencia de un marcador seleccionable incluido en la construccion.

Como se ha mencionado anteriormente, la transformaciéon mediada por microproyectiles también proporciona un método
Gtil para introducir moléculas de acido nucleico exdgenas en una célula de planta (Klein, et al., (1987) Nature 327: 70-
73). Este método utiliza microproyectiles tales como oro o tungsteno, que estan recubiertos con la molécula de acido
nucleico deseada por precipitacion con cloruro de calcio, espermidina o polietilen glicol. Las particulas del microproyectil
se aceleran a alta velocidad en un tejido de planta usando un dispositivo tal como la pistola de particulas BIOLISTIC PD-
1000 (BioRad; Hercules CA). La administracion mediada por microproyectiles ("bombardeo de particulas") es
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especialmente Util para transformar células de planta que son dificiles de transformar o regenerar usando otros métodos.
Los métodos para la transformaciéon usando métodos biolisticos son muy conocidos (Wan, (1984) Plant Physiol. 104: 37-
48; Vasil, (1993) BioTechnology 11: 1553-1558; Christou, (1996) Trends in Plant Science 1: 423-431). La transformacion
mediada por microproyectiles se ha usado, por ejemplo, para generar una variedad de especies de plantas transgénicas,
incluyendo algodén, tabaco, maiz, trigo, avena, cebada, sorgo, arroz, alamo hibrido y papaya (véase, Glick y Thompson,
supra, 1993; Duan, et al., (1996) Nature Biotech. 14: 494-498; Shimamoto, (1994) Curr. Opin. Biotech. 5: 158-162).

Un sistema de transformacién regeneracion rapido para la produccion de plantas transgénicas tal como un sistema que
produce trigo transgénico en dos a tres meses (véase, la Patente Europea Numero EP 0709462A2) también puede ser
atil para producir una planta transgénica segin un método de la invencion, permitiendo asi una identificacion mas rapida
de funciones génicas. La transformaciéon de la mayor parte de las plantas dicotiledéneas es posible con los métodos
descritos anteriormente. La transformacion de plantas monocotiledéneas también pueden transformarse usando, por
ejemplo, métodos biolisticos como se ha descrito anteriormente, transformacién de protoplastos, electroporacién de
células parcialmente permeabilizadas introduccion de ADN usando fibras de vidrio, transformacion mediada por
Agrobacterium y semejantes.

La transformacion de plastidos también puede usarse para introducir una molécula de acido nucleico en una célula de
planta (Patentes U.S. Numeros 5.451.513, 5.545.817 y 5.545.818; WO 95/16783; McBride, et al., (1994) Proc. Natl.
Acad. Sci., USA 91: 7301-7305). La transformacién de cloroplastos implica la introduccién de regiones de ADN de
plastido clonadas flanqueando una secuencia de nucleétidos deseada, por ejemplo, un marcador seleccionable junto con
el polinucledtido de interés, en un tejido diana adecuado, usando, por ejemplo, un método de transformacion biolistico o
de protoplastos (por ejemplo, transformacion mediada por cloruro de calcio o PEG). Las regiones flanqueantes de una a
1,5 kb ("secuencias de direccionamiento") facilitan la recombinacién homdéloga con el genoma del plastido, y permiten el
reemplazo o modificacién de regiones especificas del plastoma. Usando este método, mutaciones puntuales en el ARNr
16S y los genes rps 12 del cloroplasto, que confieren resistencia a espectinomicina y estreptomicina y que pueden
utilizarse como marcadores seleccionables para la transformacién (Svab, et al., (1990) Proc. Natl. Acad. Sci., USA 87:
8526-8530; Staub y Maliga, (1992) Plant Cell 4: 39-45), result6 en transformantes homoplasmicos estables, a una
frecuencia de aproximadamente uno por 100 bombardeos de las hojas diana. La presencia de sitios de clonacion entre
estos marcadores permitié la creacién de un vector de direccionamiento de plastido para la introduccién de genes
extrafios (Staub y Maliga, (1993) EMBO J. 12: 601-606). Se obtienen incrementos sustanciales en la frecuencia de la
transformacién por el reemplazo del ARNr recesivo o los genes de la r-proteina de resistencia a antibitico por un
marcador seleccionable dominante, el gen bacteriano aadA que codifica la enzima de destoxificacion de espetinomicina
aminoglicosidasa-3'-adeniltransferasa (Svab y Maliga, (1993) Proc. Natl. Acad. Sci., USA 90: 913-917). Generalmente,
se requieren aproximadamente 15 a 20 ciclos de division celular después de la transformacion para alcanzar un estado
homoplastidico. La expresion de los plastidos, en los que los genes se insertan por recombinacion homéloga en todos
los varios miles de copias del genoma circular del plastido presentes en cada célula de la planta, se aprovecha de la
ventaja del enorme nimero de copias sobre los genes expresados en el nlcleo para permitir niveles de expresion que
pueden superar facilmente el 10% de la proteina soluble total de la planta.

Las células que se han transformado pueden convertirse en plantas segun los medios convencionales. Véase, por
ejemplo, McCormick, et al., (1986) Plant Cell Reports 5: 81-84. Estas plantas pueden crecerse y polinizarse con la misma
cepa transformada o diferentes cepas y las plantas resultantes que tienen la expresién de la caracteristica fenotipica
deseada pueden identificarse. Dos 0 mas generaciones pueden crecerse para asegurar que la expresion de la
caracteristica fenotipica deseada se mantiene de manera estable y se hereda.

Una "planta objeto” o "célula de planta objeto" es una en la que la alteracién genética, tal como transformacion, se ha
efectuado respecto a un gen de interés, o es una planta o célula de planta que desciende de una planta o célula de
planta asi alterada y que comprende la alteracion. Un "control" o "planta control" o "célula de planta control" proporciona
un punto de referencia para medir cambios en la planta o célula de planta objeto.

Una planta control o célula de planta control puede comprender, por ejemplo: (a) una planta o célula de planta de tipo
salvaje, es decir, del mismo genotipo que el material de partida para la alteracion genética que resultd en la planta objeto
o célula de planta objeto; (b) una planta o célula de planta del mismo genotipo que el material de partida pero que se ha
transformado con una construccion nula (es decir, con una construccion que no tiene ningun efecto conocido en el rasgo
de interés, tal como una construccidon que comprende un gen marcador); (c) una planta o célula de planta que es un
segregante no transformado entre la progenie de una planta objeto o célula de planta objeto; (d) una planta o célula de
planta genéticamente idéntica a la planta objeto o célula de planta objeto pero que no estéa expuesta a las condiciones o
estimulos que inducirian la expresion del gen de interés; o (e) la planta objeto o célula de planta objeto en si misma, bajo
condiciones en las que el gen de interés no se expresa.

En determinadas especies, tal como maiz, las plantas control y referencia pueden representar dos hibridos, en los que el
primer hibrido se produce a partir de dos lineas parentales endogamicas y el segundo hibrido se produce a partir de las
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mismas dos lineas parentales endogamicas excepto que una de las lineas parentales endogamicas contiene una
construccion de ADN recombinante. El rendimiento del segundo hibrido se mediria tipicamente respecto al primer
hibrido.

Ademas, cuando una planta que comprende una construccion de ADN recombinante se evalla o mide respecto a una
planta control que no comprende el ADN recombinante pero que de otra manera tiene un contenido genético comparable
a la planta, la planta control y referencia pueden compartir al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99% 6 100% de identidad de secuencia del material genético nuclear. Existen muchas técnicas basadas en laboratorio
disponibles para el andlisis, comparacion y caracterizacion de contenidos genéticos de plantas; entre éstas estan la
electroforesis de isozimas, Polimorfismos de Longitud de Fragmentos de Restriccion (RFLP), ADN Polimorficos
Amplificados Aleatoriamente (RAPD), Reaccion en Cadena de la Polimerasa Cebada Arbitrariamente (AP-PCR),
Amplificaciéon de Huellas de ADN (DAF), Amplificacion de Regiones de Secuencia Caracterizada (SCAR), Polimorfismos
de Longitud de Fragmentos Amplificados (AFLP) y Secuencias Simples Repetidas (SSR) que también se refieren como
microsatélites.

Las plantas adecuadas para los propésitos de la presente invencién pueden ser monocotileddéneas o dicotiledéneas e
incluyen, pero no estan limitadas a, maiz, trigo, cebada, heno, batata, judias, guisante, achicoria, lechuga, col, coliflor,
brécoli, nabo, rdbano, espinaca, esparrago, cebolla, ajo, pimiento, puerro, calabacin amarillo, calabaza, cafiamo,
calabacin, manzana, pera, membrillo, meldn, ciruela, cereza, melocotdn, nectarina, albaricoque, fresa, uva, frambuesa,
grosella negra, pifia, aguacate, papaya, mango, platano, soja, tomate, sorgo, cafia de azlcar, remolacha, girasol, semilla
de colza, trébol, tabaco, zanahoria, algodén, alfalfa, arroz, patata, berenjena, pepino, Arabidopsis thaliana y plantas
lefiosas tales como coniferas y &rboles caducos. Asi, una planta transgénica o célula de planta genéticamente
modificada de la invencion puede ser una angiosperma o gimnosperma.

Las angiospermas se dividen en dos clases amplias tomando como base el numero de cotiledones, que son cotiledones
gue generalmente almacenan o absorben alimento; una angiosperma monocotileddnea tiene un Unico cotiledén, y una
angiosperma dicotiledonea tiene dos cotiledones. Las angiospermas producen una variedad de productos Utiles
incluyendo materiales tales como madera, caucho y papel; fibras tales como algodén y lino; hierbas y medicinas tales
como quinina y vinblastina; flores ornamentales tales como rosas y, cuando se incluyen en el alcance de la presente
invencién, orquideas; y productos alimenticios tales como granos, aceites, frutos y hortalizas. Las angiospermas
engloban una variedad de plantas con flor, incluyendo, por ejemplo, plantas de cereales, plantas leguminosas, plantas
oleaginosas, arboles de madera dura, plantas que presentan frutos y flores ornamentales, clases generales que no son
necesariamente excluyentes. Las plantas de cereales, que producen un grano comestible, incluyen, por ejemplo, maiz,
arroz, trigo, cebada, avena, heno, dactilo, hierba de guinea y sorgo. Las plantas leguminosas incluyen miembros de la
familia del guisante (Fabaceae) y producen un fruto caracteristico conocido como legumbre. Los ejemplos de plantas
leguminosas incluyen, por ejemplo, soja, guisante, garbanzo, marechal, habas, alubia rifién, alubia lima, lenteja, caupi,
alubia seca y cacahuete asi como alfalfa, cuernecillo, trébol y esparceta. Las plantas oleaginosas, que tienen semillas
que son utiles como una fuente de aceite, incluyen soja, girasol, semilla de soja (canola) y semilla de algodén. Las
angiospermas también incluyen arboles de madera dura, que son plantas lefiosas perennes que generalmente tienen un
Unico tallo (tronco). Los ejemplos de dichos &rboles incluyen aliso, fresno, alamo temblon, tilo (tilo), haya, abedul, cerezo,
chopo, olmo, eucalipto, nogal americano, algarrobo, arce, roble, caqui, alamo, sicémoro, nogal, sequoia y sauce. Los
arboles son Utiles, por ejemplo, como una fuente de pulpa, papel, material estructural y combustible.

Las angiospermas producen semillas contenidas en un ovario maduro, madurado. Un fruto de angiosperma puede ser
adecuado para el consumo humano o animal o para la recoleccion de semillas para propagar la especie. Por ejemplo,
los ldpulos son un miembro de la familia de las moreras, que se valoran por su sabor en el licor de malta. Las
angiospermas que presentan frutos también incluyen los arboles vid, naranjo, limonero, pomelo, aguacate, datil,
melocotonero, cerezo, olivo, ciruelo, cocotero, manzano y peral y las plantas grosella negra, ardndano, frambuesa, fresa,
pifia, tomate, pepino y berenjena. Una flor ornamental es una angiosperma cultivada por su flor decorativa. Los ejemplos
de flores ornamentales comercialmente importantes incluyen rosa, lila, tulipan y crisantemo, boca de dragén, camelia,
clavel y petunia y pueden incluir orquideas. Se reconocera que la presente invencion también puede llevarse a la
practica usando gimnospermas, que no producen semillas en un fruto.

La invencion contempla el uso de promotores que proporcionan expresién preferida de tejido, incluyendo los promotores
que se expresan preferentemente en el tejido de gametos, masculinos o femeninos, de la planta. La invencién no
requiere que ningun promotor preferido de tejido de gameto particular se use en el proceso, y puede emplearse
cualquiera de muchos de dichos promotores conocidos para un experto en la técnica. Como ejemplo, pero no limitacién,
uno de dichos promotores es el promotor 5126, que dirige preferentemente la expresion del gen al que esta unido en el
tejido masculino de las plantas, como se describe en las Patentes U.S. NUmeros 5.837.851 y 5.689.051. Otros ejemplos
incluyen el promotor MS45 descrito en la Patente U.S. Numero 6.037.523; el promotor SF3 descrito en la Patente U.S.
NuUmero 6.452.069; el promotor BS92-7 o BS7 descrito en WO 02/063021; el promotor SBMu200 descrito en WO
02/26789; un elemento regulador SGB6 descrito en la Patente U.S. Numero 5.470.359, y TA39 (Koltunow, et al., (1990)
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"Different temporal and spatial gene expression patterns occur during anther development”. Plant Cell 2: 1201-1224;
Goldberg, et al., (1993) Anther development basic principles and practical applications. Plant Cell 5: 1217-1229; y
Patente U.S. Nimero 6.399.856. Véase, también, Nadeau, et al., (1996) Plant Cell 8(2): 213-39; y Lu, et al., (1996) Plant
Cell 8(12): 2155-68.

Los métodos y construcciones de la presente invencion pueden usarse para la transformacion de cualquier especie de
planta, incluyendo, pero no limitado a, monocotiledéneas y dicotiledéneas. Los ejemplos de especies de plantas de
interés incluyen, pero no estan limitados a, maiz (Zea mays), Brassica sp. (por ejemplo, B. napus, B. rapa, B. juncea),
particularmente aquellas especies de Brassica Utiles como fuentes de aceite de semilla, alfalfa (Medicago sativa), arroz
(Oryza sativa), heno (Secale cereale), sorgo (Sorghum bicolor, Sorghum vulgare), millet (por ejemplo, mijo perla)
(Pennisetum glaucum), mijo comun (Panicum miliaceum), mijo cola de zorra (Setaria italica), mijo dedo (Eleusine
coracana), girasol (Helianthus annuus), alazor (Carthamus tinctoris), trigo (Triticum aestivum), soja (Glycine max), tabaco
(Nicotiana tabacum), patata (Solanum tuberosum), cacahuetes (Arachis hypogaea), algodén (Gossypium barbadense,
Gossypium hirsutum), batata (Ipomoea batatus), mandioca (Manihot esculenta), café (Coffea sp.), coco (Cocos nucifera),
pifia (Ananas comosus), arboles citricos (Citrus sp.), cacao (Theobroma cacao), té (Camelia sinensis), platano (Musa
sp.), aguacate (Persea americana), ficus (Ficus casica), guayaba (Psidium guajava), mango (Mangifera indica), olivo
(Olea europaea), papaya (Carica papaya), anacardo (Anacardium occidentale), macadamia (Macadamia integrifolia),
almendro (Prunus amygdalus), remolachas (Beta vulgaris), cafia de azlUcar (Saccharum sp.), avenas, cebada, hortalizas,
ornamentales, hierbas y coniferas.

Las hortalizas incluyen tomates (Lycopersicon esculentum), lechuga (por ejemplo, Lactuca sativa), judias verdes
(Phaseolus vulgaris), alubia lima (Phaseolus limensis), guisantes (Lathyrus sp.) y miembros del género Cucumis tales
como pepino (C. sativus), cantalupo (C. cantalupensis) y melon (C. melo). Las ornamentales incluyen azalea
(Rhododendron sp.), hortensia (Macrophylla hydrangea), hibisco (Hibiscus rosasanensis), rosas (Rosa sp.), tulipanes
(Tulipa sp.), narcisos (Narcisus sp.), petunias (Petunia hybrida), clavel (Dianthus caryophyllus), flor de pascua (Euphorbia
pulcherrima) y crisantemo.

En realizaciones especificas, las plantas de la presente invencion son plantas cultivadas (por ejemplo, maiz (maiz),
alfalfa, girasol, Brassica, soja, algodon, alazor, cacahuete, sorgo, trigo, mijo, tabaco, etc.). En determinadas
realizaciones, las plantas de maiz y de soja son Optimas y en determinadas realizaciones las plantas se maiz son
Optimas.

Otras plantas de interés incluyen plantas de grano que proporcionan semillas de interés, plantas con semillas
oleaginosas y plantas leguminosas. Las semillas de interés incluyen semillas de grano, tales como maiz, trigo, cebada,
arroz, sorgo, heno, etc. Las plantas con semillas oleaginosas incluyen algodén, soja, alazor, girasol, Brassica, maiz,
alfalfa, palma, coco, etc. Las plantas leguminosas incluyen judias y guisantes. Las judias incluyen guar, judia de
algarrobo, fenogreco, soja, judias de jardin, caupi, frijol mungo, haba lima, haba, lentejas, garbanzo, etc.

El promotor P67 mostrado en SEQ ID NO: 1 tiene una longitud de 1.112 nucleétidos. Este promotor se aislé de un clon
gendmico correspondiente a una secuencia EST de maiz. La secuencia mostré una homologia limitada con la pectina
metilesterasa putativa.

La especificidad de polen de la expresién de P67 se ha confirmado por RT-PCR y analisis por transferencia Northern de
muestras de ARN de diferentes tejidos incluyendo hoja, raiz, granos de polen de la antera/maduros, panoja en el estado
de vacuola, espiguilla, mazorca, chala, seda y embrion. Los resultados indican un alto nivel de especificidad para la
expresion en polen en desarrollo, particularmente en el estado uninucleado medio.

El promotor P95 mostrado en SEQ ID NO: 2 tiene una longitud de 1.092 nucleétidos. Este promotor se aislé de un clon
gendémico correspondiente a una secuencia EST de maiz. La secuencia mostré una homologia limitada con la L-
ascorbato oxidasa putativa.

La especificidad de polen de la expresion de P95 se ha confirmado por RT-PCR y analisis por transferencia Northern de
muestras de ARN de diferentes tejidos incluyendo hoja, raiz, granos de polen de la antera/maduros, panoja en el estado
de vacuola, espiguilla, mazorca, chala, seda y embrion. Los resultados indican un alto nivel de especificidad para la
expresion en polen en desarrollo, particularmente en el estado uninucleado medio.

Se conocen muchas secuencias de nucledtidos que inhiben la formacién o funcién o dispersion del polen, y cualquiera
de las secuencias que logran esta inhibicidon servira. Una discusion de los genes que pueden influir en el desarrollo o
funcion apropiada se incluye en la Patente U.S. Numero 6.399.856 e incluye genes dominantes negativos tales como
genes de citotoxina, genes de metilasa y genes de inhibicién del crecimiento. Los genes dominantes negativos incluyen
el gen de la cadena A de la toxina de la difteria (Czako y An (1991) Plant Physiol. 95: 687-692); mutantes de la division
del ciclo celular tales como CDC en maiz (Colasanti, et al., (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 3377-3381); el gen WT
(Farmer, et al., (1994) Hum. Mol. Genet. 3: 723-728); y P68 (Chen, et al., (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. 88: 315-319). Un
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gen adecuado también puede codificar una proteina implicada en la inhibiciéon del desarrollo del pistilo, interacciones
polen estigma, crecimiento o fertilizacion del tubo polinico, o una combinacién de éstos. Ademas, los genes que
interfieren con la acumulacion normal del almidén en el polen o influyen en el equilibrio osmoético en el polen también
pueden ser adecuados. Estos pueden incluir, por ejemplo, el gen de la alfa-amilasa de maiz, gen de la beta- amilasa de
maiz, enzimas desramificantes tales como Sugaryl y pululanasa, glucanasa y SacB.

En una realizacion ilustrativa, se usa el gen de la metilasa DAM, cuyo producto de expresion cataliza la metilacion de
residuos de adenina en el ADN de la planta. Las adeninas metiladas no influiran en la viabilidad celular y se encontraran
s6lo en los tejidos en los que se expresa el gen de la metilasa DAM, porque dichos residuos metilados no se encuentran
endoégenamente en el ADN de la planta. Los ejemplos de los denominados genes "citotdxicos" se discuten supra y
pueden incluir, pero no estan limitados a, gen de pectato liasa pelE, de Erwinia chrysanthermi (Kenn, et al., (1986) J.
Bacteriol. 168: 595); gen de la cadena A de la toxina de la difteria (Greenfield, et al., (1983) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
80: 6853, Palmiter, et al., (1987) Cell 50: 435); gen T-urf13 de los genomas mitocondriales cms-T de maiz (Braun, et al.,
(1990) Plant Cell 2: 153; Dewey, et al., (1987) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84: 5374); gen de la toxina CytA de Bacillus
thuringiensis Israeliensis que causa la disrupcién de la membrana celular (McLean, et al., (1987) J. Bacteriol. 169: 1017,
Patente U.S. Numero 4.918.006); ADNasas, ARNasas (Patente U.S. Numero 5.633.441); proteasas 0 genes que
expresan ARN antisentido.

Esta invencion tiene utilidad para una variedad de genes, no limitados a los que influyen en la capacidad reproductora.
Las categorias generales de genes de interés incluyen, por ejemplo, los genes implicados en informacién, tales como
dedos de cinc, los implicados en comunicacion, tales como quinasas y los implicados en mantenimiento, tales como
proteinas de choque térmico. Las categorias mas especificas de transgenes, por ejemplo, incluyen genes que codifican
rasgos importantes para agronomia, arquitectura de la planta, programa temporal del desarrollo e inicio del crecimiento
reproductor, resistencia a insectos, resistencia a enfermedades, resistencia a herbicidas, esterilidad, caracteristicas del
grano y productos comerciales. Los genes de interés incluyen, generalmente, los implicados en el metabolismo del
aceite, almidén, carbohidratos o nutrientes asi como los que influyen en el tamafio de la semilla, carga de sacarosa y
semejantes. Los rasgos agrondémicamente importantes tales como contenido en aceite, almidon y proteinas pueden
alterarse genéticamente ademdas de usar métodos de cultivo tradicionales. Las modificaciones incluyen contenido
incrementado de acido oleico, aceites saturados e insaturados, niveles incrementados de lisina y azufre, proporcionar
aminoacidos esenciales y también modificacion del almidon. Las modificaciones de la proteina hordotionina se describen
en las Patentes U.S. Nimeros 5.703.049, 5.885.801, 5.885.802 y 5.990.389. Otro ejemplo es proteina de la semilla rica
en lisina y/o azufre codificada por la albimina 2S de soja descrita en la Patente U.S. Niumero 5.850.016 y el inhibidor de
quimiotripsina de cebada, descrito en Williamson, et al., (1987) Eur. J. Biochem. 165: 99-106. Otros genes importantes
codifican factores de crecimiento y factores de transcripcion.

Los rasgos agrondmicos pueden mejorarse alterando la expresion de genes que: influyen en el crecimiento y desarrollo,
especialmente durante estrés medioambiental. Estos incluyen, por ejemplo, genes que codifican enzimas de la
biosintesis de citoquininas, tales como isopentenil transferasa; genes que codifican enzimas catabdlicas de citoquininas,
tales como citoquinin oxidasa; genes que codifican polipéptidos implicados en la regulacion del ciclo celular, tales como
CiclinaD o cdc25; genes que codifican receptores o sensores de citoquininas, tales como CRE1, CKI1 y CKI2, histidina
fosfo-transmisora o reguladores de la respuesta de citoquininas.

Los ejemplos adicionales incluyen resistencia a enfermedades o herbicidas (por ejemplo, genes de destoxificacion de
fumonisina (Patente U.S. No. 5.792.931); genes de avirulencia y resistencia a enfermedades (Jones et al. (1994) Science
266: 789; Martin et al. (1993) Science 262: 1432; Mindrinos et al. (1994) Cell 78: 1089); mutantes de acetolactato sintasa
(ALS) que dan lugar a resistencia a herbicidas tales como las mutaciones S4 y/o Hra; inhibidores de la glutamina sintasa
tales como fosfinotricina o basta (por ejemplo, el gen bar); y resistencia a glifosato (gen EPSPS)); fijacién del carbono,
tales como fosfoenolpiruvato carboxilasa (PepC) o ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa/oxigenasa (Activasa Rubisco, RCA);
rasgos deseables para el procesamiento o productos procesados tales como aceite alto (por ejemplo, Patente U.S. No.
6.232.529); aceites modificados (por ejemplo, genes de &cido graso desaturasa (Patente U.S. No. 5.952.544; WO
94/11516)); almidones modificados (por ejemplo, ADPG pirofosforilasas (AGPasa), almidon sintasas (SS), enzimas
ramificantes del almidén (SBE) y enzimas desramificantes del almidén (SDBE)); y polimeros o bioplasticos (por ejemplo,
Patente U.S. No. 5.602.321; beta-cetotiolasa, polihidroxibutirato sintasa y acetoacetil-CoA reductasa (Schubert et al.
(1988) J. Bacteriol. 170: 5837-5847) facilitan la expresién de polihidroxialcanoatos (PHA)). Los métodos de la presente
invencién también podrian combinarse con métodos para tecnologia de transformacion, tales como regulacion del ciclo
celular o direccionamiento de genes (por ejemplo, WO 99/61619, WO 00/17364 y WO 99/25821).

Los genes de resistencia a insectos pueden codificar resistencia a plagas que tienen un gran impacto negativo en el
rendimiento tales como gusano de la raiz, gusano cortador, Barrenador Europeo del Maiz y semejantes. Dichos genes
incluyen, por ejemplo: genes de la endotoxina de Bacillus thuringiensis, Patentes U.S. Nimeros 5.366.892; 5.747.450;
5.737.514; 5.723.756; 5.593.881; Geiser, et al., (1986) Gene 48: 109; lectinas, Van Damme, et al., (1994) Plant Mol. Biol.
24: 825; y semejantes.
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Los genes que codifican rasgos de resistencia a enfermedades incluyen: genes de destoxificacion, tales como frente a
fumonisina (WO 9606175 presentada el 7 de junio, 1995); genes de avirulencia (avr) y de resistencia a enfermedades
(R), Jones, et al., (1994) Science 266: 789; Martin, et al., (1993) Science 262: 1432; Mindrinos, et al., (1994) Cell 78:
1089; y semejantes.

Los rasgos comerciales también pueden estar codificados por un gen o genes que podrian alterarse o incrementarse,
por ejemplo, almiddn para la produccion de papel, textiles y etanol, o proporcionar expresion de proteinas con otros usos
comerciales. Otro uso comercial importante de las plantas transformadas es la produccion de polimeros y bioplasticos
tales como los descritos en la Patente U.S. Niumero 5.602.321 presentada el 11 de febrero, 1997. Los genes tales como
B-Cetotiolasa, PHBasa (polihidroxibutirato sintasa) y acetoacetil-CoA reductasa (véase, Schubert, et al., (1988) J.
Bacteriol 170(12): 5837-5847) facilitan la expresion de polihidroxialcanoatos (PHA).

Los productos exégenos incluyen enzimas y productos de planta asi como aquellos de otras fuentes incluyendo
procariotas y otros eucariotas. Dichos productos incluyen enzimas, cofactores, hormonas y semejantes. El nivel de
proteinas en la semilla, particularmente proteinas de semilla modificadas que tienen una distribucion mejorada de
aminoécidos para mejorar el valor nutritivo de la semilla puede incrementarse. Esto se consigue por la expresion de
dichas proteinas que tienen un contenido aumentado de aminoéacidos.

Los casetes de expresiéon de la invencion, que comprenden un promotor y una secuencia de nucle6tidos aislada de
interés, también pueden incluir, en el extremo 3' de la secuencia de nucleétidos aislada de interés, una regién de
terminacion de la transcripcion y la traduccion funcional en plantas. La region de terminacion puede ser nativa con la
secuencia de nucleétidos promotora del casete, puede ser nativa con la secuencia de ADN de interés o puede obtenerse
de otra fuente.

Otras regiones de terminacién convenientes estan disponibles a partir del plasmido Ti de A. tumefaciens, tales como las
regiones de terminacion de la octopina sintasa y la nopalina sintasa. Véase, también, Guerineau, et al., (1991) Mol. Gen.
Genet. 262: 141-144; Proudfoot (1991) Cell 64: 671-674; Sanfacon, et al., (1991) Genes Dev. 5: 141-149; Mogen, et al.,
(1990) Plant Cell 2: 1261-1272; Munroe, et al., (1990) Gene 91: 151-158; Ballas, et al., 1989) Nucleic Acids Res. 17:
7891-7903; Joshi, et al., (1987) Nucleic Acid Res. 15: 9627-9639.

Los casetes de expresion pueden contener adicionalmente secuencias lider 5'. Dichas secuencias lider pueden actuar
para aumentar la traduccion. Los lideres de traduccién son conocidos en la técnica e incluyen: lideres de picornavirus,
por ejemplo: lider EMCV (region no codificadora 5' de encefalomiocarditis), Elroy-Stein, et al., (1989) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 86: 6126-6130; lideres de potivirus, por ejemplo, lider TEV (Virus del Grabado del Tabaco), Allison, et al.,
(1986); lider MDMV (Virus del Mosaico de Maiz Enano), Virology 154: 9-20; proteina de unién de la cadena pesada de
inmunoglobulina humana (BiP), Macejak, et al., (1991) Nature 353: 90-94; lider no traducido del ARNm de la proteina de
la cubierta del virus del mosaico de alfalfa (AMV ARN 4), Jobling, et al., (1987) Nature 325: 622-625); lider del virus del
mosaico del tabaco (TMV), Gallie, et al., (1989) Molecular Biology of RNA, paginas 237-256; y lider del virus del moteado
clorético del maiz (MCMV) Lommel, et al., (1991) Virology 81: 382-385. Véase, también, Della-Cioppa, et al., (1987)
Plant Physiology 84: 965-968. El casete también puede contener secuencias que aumentan la traduccion y/o estabilidad
del ARNm tales como intrones.

En aquellos casos en los que es deseable tener el producto expresado de la secuencia de nucleétidos aislada dirigido a
un orgénulo particular, particularmente el plastido, amiloplasto o el reticulo endoplasmico, o secretado en la superficie
celular o extracelularmente, el casete de expresion puede comprender ademés una secuencia codificadora para un
péptido de transito. Dichos péptidos de transito son muy conocidos en la técnica e incluyen, pero no estan limitados a: el
péptido de transito para la proteina transportadora de acilo, la subunidad pequefia de RUBISCO, EPSP sintasa de
plantas y semejantes.

En la preparacion del casete de expresion, los distintos fragmentos de ADN pueden manipularse, de manera que se
proporcionen las secuencias de ADN en la orientacion apropiada y, seguin sea apropiado, en el marco de lectura
apropiado. Con este fin, pueden emplearse adaptadores o conectores para unir los fragmentos de ADN o pueden estar
implicadas otras manipulaciones para proporcionar sitios de restriccién convenientes, eliminacién de ADN superfluo,
eliminacion de sitios de restriccion o semejantes. Para este propdsito, pueden estar implicadas mutagénesis in vitro,
reparacion de cebadores, digestiones de restricciéon, hibridacién y resustituciones tales como transiciones y
transversiones.

Pueden producirse grandes cantidades de los acidos nucleicos de la presente invencion por replicacion en una célula
huésped adecuada. Los fragmentos de acido nucleico naturales o sintéticos que codifican un fragmento deseado se
incorporaran en construcciones de acido nucleico recombinante, habitualmente construcciones de ADN, capaces de
introducirse en y replicarse en una célula procariota o eucariota. Habitualmente, las construcciones de acido nucleico
serdn adecuadas para replicacion en un huésped unicelular, tal como levadura o bacteria, pero también pueden
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pretenderse para la introduccion en (con o sin la integracién en el genoma) lineas celulares cultivadas de mamiferos o
plantas o de otros eucariotas. La purificacion de los acidos nucleicos producidos por los métodos de la presente
invencién se describe, por ejemplo, en Sambrook, et al., Molecular Cloning. A Laboratory Manual, 22 Ed. (Cold Spring
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989) o Ausubel, et al., Current Protocols in Molecular Biology, J. Wiley
and Sons, NY (1992).

Las construcciones de acido nucleico preparadas para la introduccion en un huésped procariota o eucariota pueden
comprender un sistema de replicacién reconocido por el huésped, incluyendo el fragmento de acido nucleico pretendido
gue codifica la proteina deseada, y también incluira preferiblemente secuencias reguladoras del inicio de la transcripcién
y traduccién unidas operativamente al segmento que codifica la proteina. Los vectores de expresion pueden incluir, por
ejemplo, un origen de replicaciéon o secuencia de replicacion auténoma (ARS) y secuencia de control de la expresion, un
promotor, un potenciador y sitios necesarios para procesar la informacion, tales como sitios de unién de ribosomas, sitios
de corte y empalme de ARN, sitios de poliadenilacién, secuencias terminadoras de la transcripcion y secuencias
estabilizadoras del ARNm. También pueden incluirse sefiales de secrecién cuando sea apropiado. Dichos vectores
pueden prepararse por medio de técnicas recombinantes estandar muy conocidas en la técnica y que se discuten, por
ejemplo, en Sambrook, et al., Molecular Cloning. A Laboratory Manual, 22 Ed. (Cold Spring Harbor Laboratory, Cold
Spring Harbor, N.Y. (1989) o Ausubel, et al., Current Protocols in Molecular Biology, J. Wiley and Sons, NY (1992).

Los vectores para la introduccién de genes tanto para recombinacion como mantenimiento extracromosémico se
conocen en la técnica y puede usarse cualquier vector adecuado. Los métodos para introducir ADN en células tales
como electroporacién, co-precipitacion con fosfato de calcio y transduccién viral son conocidos en la técnica y la eleccién
del método esta dentro de la competencia de un experto en la técnica (Robbins, Ed., Gene Therapy Protocols, Human
Press, NJ (1997)).

Los sistemas de transferencia génica conocidos en la técnica pueden ser Utiles en la practica de la presente invencion.
Estos incluyen métodos de transferencia virales y no virales. Se han usado varios virus como vectores de transferencia
génica, incluyendo polioma, es decir, SV40 (Madzak, et al., (1992) J. Gen. Virol., 73: 1533-1536), adenovirus (Berkner, et
al., (1992) Curr. Top. Microbiol. Immunol., 158: 39-61; Berkner, et al., (1988) Bio Techniques, 6: 616-629; Gorziglia, et al.,
(1992) J. Virol., 66: 4407-4412; Quantin, et al., (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89: 2581-2584; Rosenfeld, et al.,
(1992) Cell, 68: 143-155; Wilkinson, et al., (1992) Nucl. Acids Res. 20: 2233-2239; Stratford-Perricaudet, et al., (1990)
Hum. Gene Ther. 1: 241-256), virus vaccinia (Mackett, et al., (1992) Biotechnology 24: 495-499), virus adeno-asociado
(Muzyczka, (1992) Curr. Top. Microbiol. Immunol. 158: 91-123; Ohi, et al., (1990) Gene 89: 279-282), virus del herpes
incluyendo HSV y EBV (Margolskee, (1992) Curr. Top. Microbiol. Immunol. 158: 67-90; Johnson, et al., (1992) J. Virol.,
66: 2952-2965; Fink, et al., (1992) Hum. Gene Ther. 3: 11-19; Breakfield, et al., (1987) Mol. Neurobiol. 1: 337-371,
Fresse, et al., (1990) Biochem. Pharmacol. 40: 2189-2199) y retrovirus de origen aviar (Brandyopadhyay, et al., (1984)
Mol. Cell. Biol. 4: 749-754; Petropouplos, et al., (1992) J. Virol. 66: 3391-3397), murino (Miller, (1992) Curr. Top.
Microbiol. Immunol. 158: 1-24; Miller, et al., (1985) Mol. Cell. Biol. 5: 431-437; Sorge, et al., (1984) Mol. Cell. Biol. 4:
1730-1737; Mann, et al., (1985) J. Virol. 54: 401-407) y humano (Page, et al., (1990) J. Virol. 64: 5370-5276;
Buchschalcher, et al., (1992) J. Virol. 66: 2731-2739).

Los métodos de transferencia génica no virales conocidos en la técnica incluyen técnicas quimicas tales como
coprecipitacion con fosfato de calcio (Graham, et al., (1973) Virology 52: 456-467; Pellicer, et al., (1980) Science 209:
1414-1422), técnicas mecénicas, por ejemplo microinyeccion (Anderson, et al., (1980) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:
5399-5403; Gordon, et al., (1980) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77: 7380-7384; Brinster, et al., (1981) Cell 27: 223-231,
Constantini, et al., (1981) Nature 294: 92-94), transferencia mediada por fusiébn de membranas mediante liposomas
(Felgner, et al., (1987) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84: 7413-7417; Wang, et al., (1989) Biochemistry, 28: 9508-9514;
Kaneda, et al., (1989) J. Biol. Chem. 264: 12126-12129; Stewart, et al., (1992) Hum. Gene Ther. 3: 267-275; Nabel, et
al.,, (1990) Science 249: 1285-1288; Lim, et al., (1992) Circulation 83: 2007-2011) y captacién de ADN directa y
transferencia de ADN mediada por receptor (Wolff, et al.,, (1990) Science 247: 1465-1468; Wu, et al., (1991)
BioTechniques 11: 474-485; Zenke, et al., (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87: 3655-3659; Wu, et al., (1989) J. Biol.
Chem. 264: 16985-16987; Wolff, et al., (1991) BioTechniques 11: 474-485; Wagner, et al., (1990); Wagner, et al., (1991)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 4255-4259; Cotton, et al., (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87: 4033-4037; Curiel, et al.,
(1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 8850-8854; Curiel, et al., (1991) Hum. Gene Ther. 3: 147-154).

Un experto en la técnica aprecia facilmente que los métodos descritos en la presente memoria son aplicables a otras
especies no ejemplificadas especificamente, incluyendo tanto plantas como otros organismos no humanos. Se pretende
que los ejemplos siguientes ilustren pero no limiten la invencion.

Ejemplo (Referencia) 1

La expresion del ARN en horquilla de promotores afecta a la fertilidad de las plantas
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Este ejemplo demuestra que la fertilidad o potencial de fertilidad de las plantas puede alterarse por la expresion de
moléculas de ARN en horquilla (ARNhp) especificas para los promotores de genes que codifican proteinas implicadas en
las rutas de fertilidad masculina.

Las construcciones de ARNhp de promotor se generaron uniendo un promotor de ubiquitina a una repeticion invertida del
promotor deseado, incluyendo un segmento de promotor NOS entre las secuencias repetidas invertidas. La expresion de
cada construccion gener6 un ARNhp especifico para uno de los promotores siguientes: MS45, 5126, BS7, SB200 y
PGA47. Las moléculas de acido nucleico y los métodos para preparar las construcciones y transformar maiz fueron como
se ha descrito previamente (Cigan, et al., (2001) Sex Plant Reprod. 14: 135-142). Se analizé la progenie (generacion T1)
de plantas transformadas (TO0).

De los 32 eventos de transformacion que comprenden ARNhp especifico para el promotor del gen MS45, 29 produjeron
plantas TO que eran androestériles.

De los 32 eventos de transformacién que comprenden ARNhp especifico para el promotor del gen 5126, 29 produjeron
plantas TO que eran androestériles.

De los 32 eventos de transformacion que comprenden ARNhp especifico para el promotor del gen BS7, 23 produjeron
plantas TO que produjeron una pequefia cantidad de polen no viable (fenotipo "rompedor") o eran androfértiles pero
produjeron sélo una pequefia cantidad de polen viable (fenotipo "portador”).

De los 31 eventos de transformacion que comprenden ARNhp especifico para el promotor del gen SB200, 13 produjeron
plantas TO del fenotipo rompedor o portador.

De los 24 eventos de transformacién que comprenden ARNhp especifico para el promotor del gen PG47 unido a una
construccion para resistencia a herbicidas, 15 revelaron ausencia de transmision de la resistencia a herbicidas a la
plantula T1 cuando se usa polen de los transformantes primarios. Esto es consistente con la expresion post-meittica
esperada de PG47.

El ARN de antera de plantas que expresan los diferentes ARNhp se analiz6 por transferencia northern. Para cada diana,
se analizaron seis eventos independientes en la generacién T1 para determinar si la expresion del ARNhp reducia los
niveles de ARN en el estado estacionario de los genes diana. Las anteras se organizaron en la liberacion de tétrada al
estado uninucleado temprano de desarrollo de microsporas. El ARN poli A+ se aisld, se separ6 por electroforesis, se
transfiri6 a membranas y se hibridé secuencialmente con sondas especificas para MS45, 5126, BS7, SB200, NOS y
actina (control de la carga de ARN). No se detectaron transcritos de MS45, 5126 o BS7 en las plantas que expresan
ARNhp especifico para estos promotores endogenos. Soélo se observé una pequefia reducciéon del ARN de SB200 en las
plantas que expresan ARNhp de SB200.

0092También se realizaron analisis de inmunotransferencia de proteinas de antera esencialmente como se ha descrito
previamente (Cigan, et al., (2001) Sex Plant Reprod. 14: 135-142). Para cada diana, se analizaron seis eventos
independientes en la generacion T1 para determinar si la expresion del ARNhp del promotor reducia los niveles en el
estado estacionario de las proteinas de los genes diana. Las anteras se organizaron como anteriormente, se molieron en
tampon Laemelli, se separaron por electroforesis y se hicieron reaccionar secuencialmente con anticuerpos especificos
para la proteina MS45, BS7, SB200 6 5126. De manera similar a los resultados de las transferencias northern, no se
detectaron las proteinas MS45, 5126 o BS7 en las plantas que expresan ARNhp especifico para estos promotores
enddgenos y solo se observo una pequefia reduccion de la proteina SB200 para los eventos que comprenden hpSB200.

Estos resultados demuestran que la expresiéon del ARNhp de promotores puede suprimir selectivamente la expresion de
genes enddgenos en las células de plantas. Ademas, los resultados demuestran que la supresion de diferentes genes
implicados en la esterilidad masculina de las plantas puede afectar de forma diversa el fenotipo de la planta, incluyendo
el grado de fertilidad masculina.

Ejemplo (Referencia) 2
La expresion del producto génico MS45 exdgeno restaura la fertilidad

Este ejemplo demuestra que las plantas convertidas en androestériles por la expresion de una construcciéon en horquilla
de un promotor MS45 pueden recuperar la fertilidad por la expresiéon de una construccién génica de MS45 exdgena.

Se prepararon construcciones que contienen la secuencia codificadora de MS45 unida operativamente a un promotor
heterélogo de ubiquitina (UBI), 5126, SB200 o BS7; estas construcciones se introdujeron en células de planta
ms45ms45. Las plantas regeneradas y su progenie fueron fértiles, lo que demuestra que el promotor nativo de MS45

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2396 104 T3

puede reemplazarse por un promotor constitutivo o preferido de antera para conferir un fenotipo androfértii a maiz
mutante ms45. (Véase, también, Cigan, et al., (2001) Sex Plant Reprod. 14: 135-142).

Ademads, las plantas que contienen la construccion UBI:MS45 6 5126:MS45 se cruzaron con plantas que eran
androestériles debido a la expresion de un ARNhp del promotor del gen MS45. La progenie se ensayé por PCR para la
presencia de la construccion hp y UBI-MS45 6 5126:MS45. Se realizaron analisis de hibridacion de ARN y se valoraron
los fenotipos de fertilidad.

El andlisis por transferencia northern del ARN obtenido de las hojas de las plantas de la progenie revel6 que MS45 se
expresaba a partir del promotor de ubiquitina en 7 de 12 progenie que contiene hp obtenida del cruce UBI-MS45.
Ademas, la expresion de MS45 a partir del promotor UBI se correlacionaba con la fertilidad observada en las plantas de
la progenie. Estos resultados indican que MS45 se expresa a partir del promotor de ubiquitina constitutivo y que la
expresion constitutiva del producto génico MS45 confiere fertilidad masculina a las plantas de la progenie.

Ademas, se analizé el ARN de las anteras de estas plantas de maiz MS45hp que contienen 5126:MS45, BS7:MS45 o
UBI:MS45. Las anteras se organizaron en la liberacion de tétrada al estado uninucleado temprano del desarrollo de
microsporas y el ARN poli A+ se recogio, se sometié a electroforesis y se hibridé secuencialmente con sondas para
MS45, SB200 y BS7. MS45 se expreso6 en las anteras de las plantas de la progenie con androfértiles ya sea dirigido por
el promotor UBI constitutivo o por los promotores especificos de antera 5126 o BS7, afectando probablemente el
momento de recogida de las anteras la intensidad de la sefial. No se observd6 ARN de MS45 en las plantas
androestériles que contienen solo horquilla. Estos resultados demuestran que la supresion de la expresion de MS45
debida al ARNhp de MS45 puede superarse por la expresién de MS45 a partir de un promotor heterélogo que dirige la
expresion al menos en las células de la antera.

El promotor que expresa el gen MS45 puede obtenerse de una fuente distinta del maiz, y puede ser, por ejemplo,
cualquier promotor de planta capaz de transcribir MS45 de manera que la expresion de la unidad de transcripcion
convierte a las plantas en androfértiles. Por ejemplo, los homologos de arroz y Arabidopsis de los genes MS45, 5126,
BS7 y MS26 de maiz se han aislado e identificado. Véase la Figura 1 para las coordenadas cromosémicas que
proporcionan informacién de secuencia para MS45, MS26 y 5126 en arroz y Arabidopsis y BS7 en Arabidopsis. Para
BS7 en arroz, véase SEQ ID NO: 3. Globalmente, existe una similitud significativa en la secuencia codificadora entre las
especies, con conservacion de las regiones intrénicas. De forma importante, los promotores correspondientes de arroz y
maiz son aproximadamente 50 a 60% idénticos globalmente, con regiones hasta 85% idénticas, lo que sugiere que estos
promotores pueden funcionar suficientemente en el tapete de maiz para transcribir el gen MS45.

Para ensayar esto, cada uno de los promotores MS45 de arroz, 5126 de arroz, BS7 de arroz, MS26 de arroz y MS45 de
Arabidopsis, 5126 de Arabidopsis y BS7 de Arabidopsis se fusion6 con la regién codificadora de MS45 de maiz y se
ensayo para la capacidad de la construccion de conferir fertilidad cuando se transforma en mutantes ms45ms45. Usando
este sistema de ensayo, se observé una alta frecuencia de plantas androfértiles para las cuatro construcciones.

En determinados aspectos, es ventajoso usar promotores que no son de maiz para expresar el gen MS45. Por ejemplo,
cuando los ARNhp de promotor de la misma especie reducen la funcion del gen diana de manera que la planta no es
viable 0 no es reproductora, puede usarse un promotor de una especie diferente para expresar transcripcionalmente la
funcién génica complementaria (por ejemplo, MS45), superando asi este problema potencial. Ademas, puede generarse
una construccion de ARNhp para dirigir el promotor que no es de maiz usado en el casete de expresion MS45, para
suprimir la expresién génica MS45 como un medio para reducir o suprimir la funciéon y convertir a la planta en
androestéril. Por ejemplo, una planta homocigota recesiva ms45 puede transformarse con un homologo del promotor
MS45 de arroz que dirige la expresion del gen MS45 (MS45r::MS45), convirtiendo a la planta en androfértil. Para
suprimir la expresion de este casete MS45r::MS45, puede generarse una segunda planta de maiz que es heterocigota
para la mutacién MS45 de maiz y que expresa un ARNhp de promotor de MS45r. Como no hay secuencias diana
promotoras enddgenas de MS45 de arroz equivalentes en esta planta de maiz, esta planta serd androfértil. Esta
segunda planta puede cruzarse con la planta homocigota ms45 que contiene la construccién MS45r::MS45 y la progenie
homocigota recesiva ms45 cribarse para las construcciones de ARNhp MS45r::MS45 y MS45r. En esta situacion, la
funcién génica MS45r::MS45 se suprime por la presencia y expresion del ARNhp de MS45r, lo que resulta en una planta
androesteéril.

El uso de dichas construcciones se ve apoyado por el descubrimiento de que la expresion del hp de promotor de 5126
de arroz en maiz no resulta en plantas androestériles. Esto contrasta con los resultados obtenidos usando un hp de
promotor de 5126 de maiz (véase, el Ejemplo 1) y sugiere que la expresion de la horquilla del promotor de 5126 de arroz
es incapaz de suprimir el gen 5126 endégeno de maiz.
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Ejemplo (Referencia) 3

El ARN en horquilla especifico de promotores suprime la transmision de resistencia a herbicida mediada por
transgén

Este ejemplo demuestra que el polen de plantas hemicigotas para una construccion en horquilla UBI:PG47 no es viable
segun se determina por la ausencia de transmision de resistencia a herbicida a las fertilizaciones cruzadas T1 cuando un
gen de resistencia a herbicida se une a la construccién en horquilla de PG47.

Un ARNhp especifico para el promotor del gen PG47 que comprende una repeticién invertida del promotor del gen PG47
dirigida por un promotor de ubiquitina (UBI:PG47hp), unido a una construccién 35S:PAT, se introdujo en células de
planta. El polen de las plantas que expresan el transgén, que representa 24 eventos de transformacion de bajas copias o
copia Unica, se llevo a mazorcas de plantas de maiz de tipo salvaje. El asentamiento de la semilla en las mazorcas fue
muy bueno y comparable con el observado cuando se us6 el polen de tipo salvaje. Para cada evento, se plantaron 32
semillas en la tierra y las plantulas se pulverizaron 5 dias después de la germinacién con herbicida 2X LIBERTY™ para
detectar la transmision de UBI:PG47hp unido a 35S:PAT.

Se esperaba que si el ARNhp especifico de PG47 funcionaba en la divisiébn post-meiética de las microsporas, la
viabilidad seria normal y el 50% del polen portaria el transgén, proporcionando resistencia a herbicida al 50% de la
progenie. Sin embargo, si se requiere la funcién de PG47 para la viabilidad del polen y la construccién en horquilla puede
suprimir la expresion del producto génico PG47, entonces el 50% de los granos de polen no seria viable; todo el polen
viable careceria del transgén y seria incapaz de transmitir la resistencia a herbicida. Las construcciones UBI:PG47hp no
funcionales serian detectables por la presencia de plantas resistentes a herbicida.

Quince de 24 eventos ensayados fueron sensibles a herbicida. Este resultado demuestra que las construcciones
UBI:PG47hp suprimen la expresion génica de PG47 en el polen, convirtiendo al 50% del polen en no viable y evitando la
transmision de la resistencia a herbicida unida operativamente a la construccion de supresion.

Ejemplo (Referencia) 4

Las plantas que contienen multiples ARN en horquilla especificos de promotores suprimen multiples
promotores diana

Las plantas que contienen 5126HP (es decir, un transgén que codifica un ARNhp de promotor 5126) se usan como
receptores de polen para polen de plantas que expresan BS7HP. En las plantas que contienen tanto 5126HP como
BS7HP, la expresion endégena de 5126 y BS7 esta suprimida, dando lugar a un fenotipo de esterilidad mas fuerte que el
observado con cualquiera de las construcciones sola. Se seleccionan las plantas que contienen bien 5126HP o BS7HP o
ambos y progresan a madurez, y se determinan los fenotipos de fertilidad de estas plantas resultantes.

Alternativamente o ademas de cruzar como un medio para combinar construcciones en horquilla, una de dichas
construcciones, por ejemplo 5126HP, puede ponerse bajo el control transcripcional de un promotor inducible. En
ausencia de induccién, estas plantas que contienen BS7HP son capaces de producir suficiente polen para auto-
polinizarse. Sin embargo, después de la inducciéon de 5126HP, estas plantas son androestériles y pueden usarse como
hembras durante la produccién de hibridos. Este proceso depende de la expresion combinada de las construcciones en
horquilla (HP) para convertir a una planta en infértil, mientras que la expresién de sé6lo uno de los HP no confiere
esterilidad.

En determinadas realizaciones, la expresion de ambos ARNhp puede ponerse bajo el control transcripcional de un Gnico
promotor. Por ejemplo, la regidon promotora de 5126 puede yuxtaponerse con la regién promotora de BS7 y ambas se
ponen bajo el control transcripcional de un Unico promotor de ubiquitina u otro promotor constitutivo, preferido de
desarrollo o tejido, lo que resulta en la expresion de un ARN que contiene una horquilla hibrida 5126 y BS7 que dirige la
supresion de los dos genes enddgenos 5126 y BS7. Cualquier combinacion y nimero de varios promotores dirigidos a
multiples y diferentes promotores puede usarse en el esquema. Por ejemplo, un promotor que regula los genes de altura
de la planta y un promotor importante para un proceso reproductor pueden combinarse, lo que resulta en plantas
estériles que tienen poca estatura.

Ejemplo (Referencia) 5

Mantenimiento endogamico y produccién de hibridos de plantas que contienen ARN en horquilla especificos de
promotores que suprimen promotores diana y construcciones de complementacion

Este ejemplo demuestra cémo una planta endogamica que contiene dos construcciones, una construccién de ARN en
horquilla (ARNhp) dominante especifica para un promotor y un gen MS45 expresado a partir de un promotor, tal como un
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promotor especifico de tejido o constitutivo, puede mantenerse y usarse en la producciéon de hembras androestériles
para la produccion de hibridos.

Las plantas endogédmicas Al y A2 son ambas homocigotas recesivas ms45ms45. La fertilidad se restaura en las plantas
endogamicas Al por la introduccién de un transgén que expresa la region codificadora de MS45 unida operativamente al
promotor de 5126. Las plantas endogamicas Al también contienen una construccion que expresa BS7HP. Estas plantas
pueden auto-polinizarse y la linea A1, homocigota para los insertos del transgén, se mantiene independientemente de A2
endogémica. En las plantas endogamicas A2, la fertilidad se restaura por la expresion de la region codificadora de MS45
unida operativamente al promotor de BS7. Las plantas endogdmicas A2 también contienen una construccion que
expresa 5126HP. Estas plantas pueden auto-polinizarse y la linea A2, homocigota para los insertos del transgén, se
mantiene independientemente de las plantas endogamicas Al.

En algunas realizaciones comprendidas por este ejemplo, se usan los promotores de los ortélogos de arroz (Oryza
sativa) de los genes de maiz 5126, BS7 y/o MS45. Véase la Tabla 1 para ejemplos. Si no se indica especie, se asume
maiz.

Tabla 1.
Planta A1 (ms45ms45) Planta A2 (ms45ms45)
Construccion de restauracion arroz5126::MS45 arrozBS7::MS45
Construccion en horquilla UBI::arrozBS7pIR UBI::arroz5126pIR
0]
Construccion de restauracion arroz5126::MS45 arrozMS45::MS45
Construccion en horquilla UBI::arrozMS45pIR UBI::arroz5126pIR

Para generar semillas para endogamias femeninas para la produccion de hibridos, A1 endogamicas (que contienen
insertos del transgén homocigotos) se despanojaron y fertilizaron con polen de A2 endogamicas (que contienen insertos
del transgén homocigoto). La semilla que resulta de este cruce se planta; todas las plantas de la progenie son
androestériles debido a la presencia de los alelos ms45 homocigotos y los pIR que suprimen la construccion MS45
correspondiente (por ejemplo arrozMS45pIR suprime arrozMS45::MS45 y arroz5126pIR suprime arroz5126::MS45).
Véase la Figura 2. Estas plantas se usan como hembras en la produccion de hibridos y se polinizan con plantas
homocigotas para el gen MS45 de tipo salvaje, lo que resulta en semilla hibrida F1. Todas las plantas derivadas de esta
semilla son heterocigotas para el gen MS45 y, por lo tanto, son androfértiles.

Este ejemplo demuestra que las plantas que contienen tanto construcciones dominantes de supresion como de
restauraciéon pueden mantenerse y usarse en una estrategia de produccion de semillas hibridas para generar
endogamias femeninas estériles y plantas hibridas fértiles.

Ejemplo (Referencia) 6

Utilidad de plantas que contienen ARN en horquilla especificos de promotores que suprimen promotores diana
especificos de polen y construcciones de complementacion MS45 para la produccién de hibridos y
mantenimiento endogamico

Este ejemplo demuestra como un método que comprende el uso de dos construcciones, una construccién dominante de
ARN en horquilla (ARNhp) especifica para un promotor especifico de polen y un transgén de restauracion, permite la
propagacion de una planta que tiene un rasgo reproductor homocigoto recesivo sin perder la condicién homocigota
recesiva en la progenie resultante, para uso en la produccién de plantas estériles para la produccion de hibridos. Esto se
consigue introduciendo en una planta al menos una construccion de transgén de restauracion, unida operativamente a
una primera secuencia de nucledtidos que comprende una copia funcional de un gen que complementa el rasgo
fenotipico mutante producido por la condicién homocigota recesiva con una segunda secuencia de nucleétidos funcional
que interfiere con la formacion, funcién o dispersién de los gametos masculinos de la planta. Esta construcciéon se
mantiene en el estado hemicigoto y una planta que contiene dicha construccion se refiere como un mantenedor. La
interferencia con la formacién, funcion o dispersion del gameto masculino puede conseguirse uniendo las secuencias
que interfieren con la formacion, funciéon o dispersion del gameto masculino con un promotor preferido de tejido de
gameto. Como el transgén esta en el estado hemicigoto, solo la mitad de los granos de polen producidos contienen la
construccion del transgén de restauracion y ninguno de éstos es viable debido a la accién del segundo gen unido que
evita la formacién de polen viable. Por lo tanto, cuando la planta mantenedora que contiene dicha construccion unida se
usa como donante de polen para fertilizar la planta homocigota recesiva, los Unicos gametos masculinos viables
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proporcionados a la planta homocigota recesiva son aquellos que contienen el alelo recesivo, pero que no contienen
ningun componente de la construccién de transgén. La progenie que resulta de dicho cruce sexual no es transgénica
respecto a esta construccion de transgén.

Aunque ningln polen viable producido por el mantenedor contiene la construccién de transgén de restauracion, el 50%
de los évulos (el gameto femenino) contendra la construccién de transgén de restauracion. Por lo tanto, el mantenedor
puede propagarse por auto-fertilizacion, segregandose la construccién de transgén de restauracion de manera que
estara contenida en el 50% de las semillas de un mantenedor auto-fertilizado. Mediante la unién de la construccién de
transgén de restauraciéon con un marcador seleccionable, el 50% de las semillas que contienen el transgén puede
aislarse para propagar la poblacion del mantenedor, que permanece homocigota para el gen recesivo y hemicigota para
la construccién de transgén de restauracion. En este escenario, puede mantenerse una Unica endogamia.

La Al endogamica es homocigota recesiva para el gen de fertilidad ms45. Las plantas A1 endogamicas contienen una
construccion en la que la fertilidad masculina se restaura por la expresion de la regiéon codificadora de MS45 usando un
promotor especifico de tejido, por ejemplo el promotor de MS45 nativo. Las plantas A1 endogamicas también contienen
una construccion en horquilla dirigida para suprimir un promotor expresado en el polen, en este ejemplo, una
construccion que expresa PG47HP unida operativamente a la construccion de restauracion MS45; y un marcador
seleccionable o cribable, por ejemplo, un marcador que confiere resistencia a herbicidas y/o una construccion que
funcione como un marcador visual o detectable para el cribado de las plantas y/o semillas. Estas plantas son fértiles y
pueden auto-polinizarse y mantenerse. La semilla en estas plantas se segregara 50:50 para el transgén porgue solo es
viable el polen no transgénico y capaz de efectuar la fertilizacién de un 6vulo, el 50% de los cuales contiene la
construccion.

Para generar semillas para endogamias femeninas para la produccion de hibridos, en una fila, s6lo se mantienen las
plantas no transgénicas de Al endogamicas; estas plantas son homocigotas recesivas ms45 y androestériles. En una fila
adyacente, se crecen tanto las plantas transgénicas como no transgénicas de Al endogémicas. La fertilidad en esta fila
se segrega uno a uno (fértil a estéril); las plantas fértiles se usan para polinizar las plantas estériles en la fila adyacente.
La semilla de este cruce es no transgénica para el restaurador unido operativamente, el ARNhp y las construcciones de
marcador cribable, y toda la progenie son androestériles debido a la presencia del alelo homocigoto ms45. Estas plantas
se usan como hembras en la produccién de hibridos y se polinizan con plantas homocigotas para el gen MS45 de tipo
salvaje lo que resulta en semilla hibrida F1. Todas las plantas derivadas de esta semilla son heterocigotas para el gen
MS45 vy, por lo tanto, androfértiles.

Este ejemplo demuestra que las plantas que contienen una construccion en horquilla de supresion de polen dominante y
una construccion de restauracién de la fertilidad pueden mantenerse como endogamicas y usarse en una estrategia de
produccién de semillas hibridas para generar endogamias femeninas estériles y plantas hibridas fértiles.

Ejemplo (Referencia) 7
Combinaciones

Dos o0 mas componentes de la construccidn descritos en la presente memoria pueden combinarse de varias maneras
para crear sistemas para controlar la expresién génica. Dichas combinaciones pueden hacerse uniendo dichos
componentes en un Unico vector, usando multiples vectores en transformaciones simultaneas o secuenciales y/o
cultivando las plantas que comprenden uno o mas componentes. Los componentes posibles se describen a continuacion
en la Tabla 2. La Tabla 3 proporciona representaciones de combinaciones ilustrativas, pero no exhaustivas, Utiles para
controlar la fertilidad masculina.

Por ejemplo, los componentes pueden incluir promotores o regiones codificadoras distintas de las listadas, y el orden de
los componentes en las construcciones puede ser diferente de los mostrados. Ademas, una construccion podria
comprender combinaciones individuales de promotor/secuencia codificadora o un promotor que dirige la transcripciéon de
multiples componentes de secuencia codificadora. Como un ejemplo de lo Ultimo, una construccion podria comprender
un promotor constitutivo que dirija la transcripcion de una secuencia codificadora de MS45 asi como un polinucleétido
que codifica un producto génico implicado en la produccién o regulacion de un marcador cribable (por ejemplo,
pigmento) para crear un producto de fusion. Esto permitiria el cribado de transformantes usando cualquier tejido de la
planta, mientras que la expresion de la secuencia codificadora de MS45 resulta en fertilidad masculina.

En cualquiera de las construcciones, podrian incluirse uno o mas componentes en horquilla de promotor, por ejemplo, en
un intrén de cualquiera de los genes codificados, o en una regidn no codificadora 5' 6 3' 0 como una extension inicial o
terminal. Una horquilla puede estar dirigida a un Gnico promotor, o a dos 0 mas promotores, en un Unico ARN transcrito.
Las configuraciones en horquilla de promotor de polen, y/o los polinucleétidos que codifican polipéptidos que alteran el
polen, pueden servir para evitar la transmision del transgén a través de los gametos masculinos.
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Los promotores preferidos de polen o especificos de polen ("Poll-P") incluyen, por ejemplo, PG47, P95 (comienzo entre
los estados uninucleados medio y tardio; véase, SEQ ID NO: 2) y P67 (perfil similar a P95, mas altamente expresado en
el estado uninucleado medio; véase, SEQ ID NO: 1).

Los promotores especificos de tapete ("Tisp-P") o preferidos de tapete ("Tap-P") incluyen, por ejemplo, MS45 (Patente
U.S. NUimero 6.037.523); 5126 (Patente U.S. Nimero 5.837.851); Bs7 (WO 02/063021); y SB200 (WO 02/26789).

Otros promotores especificos de tejido o preferidos de tejido Gtiles en la invencion incluyen, por ejemplo, Br2 (Science
302(5642): 71-1, 2003), CesA8 y LPT2 (Plant J 6: 849-860, 1994).

Los promotores constitutivos ("ConstP") incluyen, por ejemplo, el promotor CaMV 35S (WO 91/04036 y WO 84/02913); y
el promotor de ubiquitina de maiz.

Los genes de fertilidad masculina ("MF") Gtiles en la invencion incluyen, por ejemplo, MS45 (Cigan, et al., (2001) Sex.
Plant Repro. 14: 135-142; Patente U.S. NUmero 5.478.369) y MS26 (Publicacién de Patente U.S. 20030182689,
presentada el 19 de diciembre, 2006 como U.S. 7.151.205).

Los genes de ablacién de polen ("Citotox") ttiles en la invencién incluyen DAM (GenBank J01600, Nucleic Acids Res. 11:
837-851 (1983); alfa-amilasa (GenBank L25805, Plant Physiol. 105(2): 759-760 (1994)); D8 (Physiol. Plant. 100(3): 550-
560 (1997)); SacB (Plant Physiol. 110(2): 355-363 (1996)), lipasas y ribonucleasas. A este respecto, se contempla un
Unico polipéptido, o una fusion de dos o mas polipéptidos para generar un producto de fusion. Los sistemas de
marcadores seleccionables Utiles en la practica de la invencién incluyen, por ejemplo, resistencia a herbicida conferida
por PAT o MoPAT.

Los sistemas de marcadores cribables (tiles en la practica de la invencidon, por ejemplo para identificar semillas
transgénicas entre la progenie de una linea mantenedora auto-polinizable, incluyen GFP (Gerdes (1996) FEBS Lett. 389:
44-47; Chalfie, et al., (1994) Science 263: 802), RFP, DSred (Dietrich, et al., (2002) Biotechniques 2(2): 286-293), KN1
(Smith, et al., (1995) Dev. Genetics 16(4): 344-348), CRC, P, (Bruce, et al., (2000) Plant Cell 12(1): 65-79 y Sugaryl
(Rahman, et al., (1998) Plant Physiol. 117: 425-435; James, et al., (1995) Plant Cell 7: 417-429; U18908).

Las configuraciones en horquilla pueden comprender, por ejemplo, PG47hp, P95hp o P67 hp. Una horquilla puede estar
dirigida a un anico promotor o puede estar dirigida a dos 0 mas promotores mediante un Unico ARN transcrito. La
horquilla podria estar localizada en cualquier posicién apropiada en la construccion, tal como en un intrén de cualquiera
de los genes codificados o en regiones no codificadoras 5' 6 3'.

Tabla 2
Simbolo Descripcion Ejemplo
Poll-P Promotor de Polen PGA47, P95, P67
Tisp-P Promotor Especifico de Tejido Br2, CesA8, LTP2
Tap-P Promotor de Tapete Ms45, 5126, Bs7, Sb200
ConstP Promotor Constitutivo 35S, Ubi
MF Gen de Fertilidad Ms45, Ms26
Citotox Gen Citotoxico DAM, Alfa-Amilasa, D8, SacB
Herb R Resistencia a Herbicida PAT, MoPAT
Cribado Marcador Seleccionable RFP, GFP, KN1, CRC, Sul
HP Horquilla PG47hp, P95hp, P67hp
Tabla 3
Descripcion Componentes
Citotox Unico + Seleccion Poll-P:Citotox/Tap-P:MF/ConstP:Herb R
Citotox Unico + Seleccion + Cribado Poll-P:Citotox/Tap-P:MF/ConstP:HerbR/Tisp-P:Cribado
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Descripcion Componentes
Citotox Doble + Seleccién Poll-P:Citotox/Poll-P:Citotox/Tap-P:MF/ConstP:Herb R
Citotox Unico + Cribado Poll-P:Citotox/Tap-P:MF/Tisp-P:Cribado
Citotox doble + Cribado Poll-P:Citotox/Poll-P:Citotox/Tap-P:MF/Tisp-P:Cribado
Horquilla + Citotox Unico + Seleccién ConstP:HP/Poll-P:Citotox/Tap-P:MF/ConstP:Herb R
Horquilla + Citotox Unico + Cribado ConstP:HP/Poll-P:Citotox/Tap-P:MF/Tisp-P:Cribado
Horquilla + Seleccién ConstP:HP/Tap-P:MF/ConstP:Herb R
Horquilla + Cribado ConstP:HP/Tap-P:MF/Tisp-P:Cribado
Horquilla/Fusién de fertilidad masculina + Cribado ConstP:HP + MF/Tisp-P:Cribado
Horquilla/Fusién de fertilidad masculina + Seleccion ConstP:HP + MF/ConstP:Herb R
Horquilla con Citotox Unico Incluido/Cribado Poll-P:Citotox/Tap-P:MF/ConstP:HP Incluida en Cribado
Fertilidad Constitutiva/Cribado con Horquilla Incluida | ConstP:(MF + Cribado) HP Incluida Tap-P:Citotox/ConstP:(MF
+ Cribado) HP Incluida

Ejemplo (Referencia) 8
Seleccion basada en marcadores visuales

Los experimentos descritos a continuacion se disefiaron para preguntar si el gen de maiz pl, cuando se expresa a partir
de varios promotores no pl, podria usarse como un marcador visual para las semillas que portan un transgén unido.
Como parte del disefio experimental, la coloracion de las semillas de la planta transformada, asi como la coloracion de
las semillas generadas por la polinizaciéon cruzada de polen de la planta transformada, se ensay6 para examinar la
herencia materna y paterna de la expresion del gen p1.

El gen p1l de maiz es un activador transcripcional relacionado con Myb que se ha demostrado que regula los genes aly
c2 para producir 3-desoxi flavonoides, tales como C-glicosil flavonas, 3-desoxiantocianinas, flavan-4-oles y flobafenos
(Grotewold, et al., (1991) PNAS 88: 4587-4591). La sintesis de estos compuestos y compuestos relacionados resulta en
la coloracién de los érganos florales incluyendo pericarpo, mazorca, sedas, chalas y glumas de panoja (Cocciolone, et
al., (2001) Plant J 27(5): 467-478). Tipicamente, la expresidon de este gen es materna; esto es, la polinizacién cruzada
del gen pl no confiere coloracién a las partes reproductoras hasta que crece la siguiente generaciéon a partir de la
semilla. Como se ha mostrado que el gen pl confiere color a los tejidos no reproductores del maiz por la expresién
constitutiva en células BMS (Dulce Negro Mejicano) (Grotewold, et al., (1998) PI Cell), se investigo la expresion del gen
pl poniendo el gen pl bajo el control transcripcional de los promotores preferidos de semilla de maiz END2 y LPT2. Los
promotores constitutivos de Actina de arroz y Ubiquitina de maiz también se usaron para regular transcripcionalmente el
gen pl. Estos vectores ensayaran si la expresion del gen pl conferira diferencias en el color suficientes para usarse
como un marcador visual.

Los vectores siguientes se introdujeron en el maiz por transformacién con Agrobacterium y se ensayaron para el color de
las semillas de las plantas transformadas y de mazorcas polinizadas con polen de las plantas transformadas.

23030 End2:P1-UbimoPAT

23066 Actina:P1-UBImoPat

23069 LPT2:P1-UBImoPat
23528 End2:P1-35SPAT
23535 LPT2:P1-35S:PAT
23537 UBI:P1-35S:PAT

La transformacion con PHP23030 y PHP23069 produjo plantas que demuestran semillas coloreadas segregadas tanto
en mazorcas de las plantas primarias transformadas como en mazorcas polinizadas con polen de estas plantas
transformadas. Para PHP23030, 12 de los 14 eventos independientes usados para la polinizacion cruzada demostraron
granos de color marron que se segregan entre los granos amarillos a una proporcion de segregacion de cerca de 1:1.
Las mazorcas en los transformantes primarios se polinizaron con polen de plantas no transformadas y los granos de
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estas mazorcas también segregaron granos marrones:amarillos a una proporcién de cerca de 1:1. Se observaron
resultados idénticos con tres de los cuatro eventos generados con PHP23069.

Las semillas marrones y amarillas de 5 eventos de Unica copia de PHP23030 se separaron y plantaron para ensayar la
germinacién de la semilla marrén y la co-segregacion del marcador de resistencia a herbicida ligado, 35SPAT, con los
granos coloreados. En este pequefio ensayo, la mayoria (>95%) de las semillas marrones produjeron plantas resistentes
a herbicida, mientras que 39 de las 40 plantulas germinadas a partir de semillas amarillas fueron sensibles a herbicida.

El examen cuidadoso de las semillas marrones de PHP23030 revel6 que la capa aleurona tuvo fluorescencia verde,
mientras el endospermo de las semillas marrones de PHP23069 mostr6 una fluorescencia verde intensa cuando se
comparo con las semillas segregantes amarillas derivadas de la misma mazorca. Esto es consistente con la observacion
de la fluorescencia verde observada en las células BMS bombardeadas con 35S:P1 (Grotewold, et al., (1998) Plant Cell
10(5): 721-740). Ademas, el examen de los callos transformados con PHP23528 (End2:P1-35SPAT) y PHP23535
(LPT2:P1-35S-PAT) reveld, a diferencia de los callos no transformados GS3, que los callos que contienen PHP23528 y
PHP23535 tenian fluorescencia verde. La observacion de fluorescencia verde en estos callos transformados y la co-
segregacion de los granos marrones con el marcador seleccionable de herbicida en las plantas transformadas indica que
la expresion de pl a partir de al menos promotores preferidos de semilla puede usarse como un marcador visual para
identificar los tejidos de maiz transformados.

Ejemplo (Referencia) 9
Alternativas a la citotoxicidad del polen

Como se muestra en las Tablas 2 y 3, la disrupcién de la funciéon del polen puede conseguirse por cualquiera de
numerosos métodos, incluyendo degradacion dirigida del almidén en el grano de polen o interferencia con la
acumulacion de almidon en el polen en desarrollo. Por ejemplo, una construccién que comprende la region codificadora
de la alfa-amilasa se une operativamente a un promotor especifico de polen. La region del péptido sefial secretora nativa
puede estar presente; puede eliminarse; o puede reemplazarse por un péptido sefial dirigido a amiloplastido. En otras
realizaciones, una construccion puede comprender un promotor especifico de polen unido operativamente a una region
codificadora de beta-amilasa; o de una enzima desramificante tal como Sugaryl (Rahman, et al., (1998) Plant Physiol.
117: 425-435; James, et al., (1995) Plant Cell 7: 417-429; U18908) o pululanasa (Dinges, et al., (2003) Plant Cell 15(3):
666-680; Wu, et al., (2002) Archives Biochem. Biophys 406(1): 21-32).

Ejemplo (Referencia) 10
Sustitucion de promotores ortélogos

Los promotores ortélogos de arroz y Arabidopsis (véase, la Figura 1) se aislaron y ensayaron para (1) su capacidad de
regular la transcripcion del gen restaurador de maiz MS45, como se describe en el Ejemplo 2; (2) el efecto de un pIR
basado en ortélogo en la expresién génica endégena; y (3) si un pIR para un promotor ortélogo podria silenciar
eficazmente el transgén MS45 unido operativamente a dicho promotor ortélogo.

Las secuencias de ADN aisladas de arroz y Arabidopsis se modificaron por PCR para acomodar la construccién de
vectores de complementacion de MS45 y de repeticiones invertidas. Tipicamente, se introdujeron sitios de restriccion
Hindlll y Ncol en los extremos 5' y 3', respectivamente, para los vectores de complementacion. Para los vectores con
repeticiones invertidas de promotor, se generaron extremos Notl-Ncol y Hindlll-EcoRI por PCR y se subclonaron en
vectores de expresion como se describe en Cigan, et al., (2005) Plant Journal 43, 929-940.

(1) Capacidad para dirigir el gen restaurador de maiz MS45

Se construyeron casetes de expresion, comprendiendo cada uno un promotor del gen MS45 de arroz, 5126 de arroz,
BS7 de arroz, MS26 de arroz, MS45 de Arabidopsis, 5126 de Arabidopsis o0 BS7 de Arabidopsis, unidos operativamente
a la region codificadora de MS45 de maiz. Las células de homocigotas recesivas ms45ms45 de maiz se transformaron y
se regeneraron plantas, segin los métodos conocidos para los expertos en la técnica. Tipicamente, se evaluaron plantas
Unicas de seis a diez transformantes TO de copia Unica para fertilidad masculina. En cada caso, una alta frecuencia
(>90%) de las plantas de inserciones TADN independientes demostré la restauracion de la fertilidad por el promotor
ortélogo que dirige MS45. Ademas, la restauracion de la fertilidad se mantuvo cuando las plantas de estos eventos
fértiles se analizaron en generaciones posteriores, (T1, 3 plantas por evento y T2, 3 a 5 plantas por evento).

(2) Efecto de un pIR basado en ortdlogo en la expresidn génica enddgena.

Se crearon construcciones que comprenden el promotor de Ubiquitina unido operativamente a un pIR basado en cada
uno de los promotores MS45 de arroz, 5126 de arroz, BS7 de arroz, 5126 de Arabidopsis y BS7 de Arabidopsis. Las
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células de maiz de tipo salvaje se transformaron y se regeneraron las plantas. Tipicamente, se evaluaron plantas Unicas
de seis a diez transformantes TO de copia Unica para defectos en el desarrollo de la planta o la fertilidad masculina. En
cada caso, las plantas se desarrollaron normalmente y no se observaron defectos en la fertilidad lo que indica que el pIR
ortélogo no afectaba la expresion del gen diana end6geno.

(3) Efecto de un pIR basado en ortélogo en la expresién de dicho promotor ortélogo que dirige MS45.

Se usaron plantas androfértiles homocigotas recesivas ms45 que contienen las construcciones descritas en (1)
anteriormente para fertilizar plantas androfértiles heterocigotas Ms45/ms45 que contienen el promotor pIR
correspondiente descrito en (2) anteriormente. Las plantas de la progenie recesivas ms45 que contienen tanto un
promotor ortélogo unido operativamente a MS45 como el pIR correspondiente se evaluaron para fertilidad masculina.
Cada pIR silenci6 la expresién de su promotor correspondiente que dirige MS45 y resulté en plantas androestériles
debido a la naturaleza recesiva de ms45 y a la incapacidad del promotor unido operativamente a la copia transgénica de
MS45 de dirigir la transcripcion de este gen; por ejemplo, un pIR para MS45 de arroz silencié arrozMS45::MS45. Se
obtuvieron resultados similares usando los promotores 5126 de arroz y 5126 de Arabidopsis y BS7 de Arabidopsis.
Véase, la Figura 3.

Ejemplo 11
Ensayo de alelos y utilizacion

Este ejemplo proporciona un método para evaluar la funcionalidad de alelos variantes de un gen de interés. Usando un
pIR apropiado, se suprime el gen de interés enddgeno. Un alelo variante del gen de interés se expresa bajo el control de
un promotor no dirigido. Los elementos de complementacion y supresién pueden combinarse en un Unico vector. Véase
la Figura 4. En una realizacién del método, el alelo variante se produce por transposicion génica. Las estrategias para
dicha transposicién de ADN se conocen en la técnica. Véase, por ejemplo, Stemmer (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
91: 10747-10751; Stemmer (1994) Nature 370: 389-391; Crameri, et al., (1997) Nature Biotech. 15: 436-438; Moore, et
al., (1997) J. Mol. Biol. 272: 336-347; Zhang, et al., (1997) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94: 4504-4509; Crameri, et al.,
(1998) Nature 391: 288-291; y Patentes U.S. Nimeros 5.605.793 y 5.837.458.

En realizaciones adicionales, una célula de planta se transforma con un casete de expresion que comprende un alelo
variante seleccionado unido operativamente a un promotor apropiado y se regenera una planta transformada. La planta
regenerada puede presentar un cambio fenotipico. En determinadas realizaciones, el cambio fenotipico es mensurable
s6lo cuando la planta o célula que comprende el alelo variante o su producto génico también comprende un segundo gen
o producto génico, tal como una molécula o cofactor informador.

La Figura 5 presenta una realizacién del método como se aplica al gen de fertilidad masculina MS45; sin embargo, los
métodos de la invencion pueden emplearse respecto a un gen de interés seleccionado de una amplio rango de genes
que codifican un polipéptido implicado en una ruta metabdlica que afecta a cualquiera de una variedad de rasgos
fenotipicos, incluyendo aquellos listados en otra parte de la presente memoria. En realizaciones adicionales, los métodos
de este ejemplo se usan en combinacién con otros métodos descritos en la presente memoria. Por ejemplo, el
silenciamiento de un gen endégeno y la transformacién con un alelo variante seleccionado podria combinarse con un
método descrito en el Ejemplo 5, de manera que el alelo variante seleccionado se une operativamente a un promotor en
una primera planta; y una segunda planta comprende un pIR dirigido a dicho promotor, de manera que la expresion del
alelo variante seleccionado puede controlarse a través del cruzamiento.

Ejemplo (Referencia) 12
Mantenimiento de los letales recesivos

En una realizacion adicional de los métodos de complementacion que incorporan pIR, se emplea un promotor ort6logo
para complementar la expresion de un mutante. De esta manera, las plantas que comprenden mutantes letales recesivos
pueden auto-polinizarse. El cruzamiento de plantas que comprenden las construcciones de transgén correspondientes
(como se muestra en la Figura 6) resulta en el silenciamiento del promotor de complementacién, exponiendo de esta
manera la mutacion recesiva.

Los métodos usados en la presente memoria, tales como para la construccion de casetes de expresion, transformacion,
regeneracion de plantas, aislamiento y analisis de acidos nucleicos y valoracion de la fertilidad masculina, son conocidos
para los expertos en la técnica; véase, por ejemplo, Cigan, et al., (2005) Plant J 43: 929-940 y las referencias citadas en
esta publicacion, incluyendo Cigan, et al., (2001) Sex. Plant Repro. 14: 135-142; y Unger, et al., (2001) Transgenic Res.
10: 409-422.
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Aunque la invencién se ha descrito con referencia al ejemplo anterior, se entendera que las modificaciones y variaciones
estan englobadas en el espiritu y alcance de la invencion. De acuerdo con esto, la invencién solo esta limitada por las
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reivindicaciones

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Pioneer Hi-Bred International, Inc.

<120> Transgenes de supresion de genes dominantes y métodos para usar los mismos

<130> 1554R-PCT

<150> 60/530,478 <151> 2003-12-16

<150> 60/591,975 <151> 2004-07-29

<150> 11/014,071 <151> 2004-12-16

<160> 3

<170> FastSEQ for Windows Version 4.0

<210>1

<211> 1112
<212> ADN
<213> Zea mays

<220>
<221> promotor

<222> (1)...(1112)

<223> P67
<400> 1

gacgcgactg
ttatetgegt
gagatcatgt
gtttttgaga
gaccctgeta
tataatgcag
ggttacatgt
cctacgtegt
tgtagagatg
attttactge
tcaccaaaaa
tgattctgge
cgaaacgtga
ccgaacaaac
tecggctccaa
tgtagcgcag
acatagagtg
actcagacta
aaattggaca

<210> 2

<211> 1092
<212> ADN
<213> Zea mays

<220>

ctgacaacce
tgtecgatgta
ctectggaaac
agcgtattca
gcttccacgt
ttcatctgtt
taggtaacag
ctctcacage
tgaggtaaag
tccatttgtg
tatgactact
tgggccagge
gagcctggcea
gctacaccag
cgcecaatgea
tataaaaaat
tcgactttte
catatactgt
tctaggecegt

tagctagaaa
gttttettta
tgttgtette
catgactact
tgtcattcag
atggtagaag
acaccgagat
cacaggtgtc
cagcetttgeca
ggctacgcecct
ttgaagttct
tacgtgagge
aacttttcta
tgacecgcegt
caaccgtccee
cgtctcgatg
tattggtgtg

gtttgtgtgt
gcgtaccctg

caccctgaac
tctegagcecac
gagatcctgt
cacgttttece
tatgttcgat
tgtgtcgcat
tatetetgta
tgaatcatga
cgagaacgcc
gttgtttccg
ggtagcagag
cttettatta
gaaaaaaaaa
ccgtegtegt
tcttegecat
ctecttgcectceg
attgggggca
tgtaagccgt
cg

27

actagttagg
cgatgtgecat
attaggagaa
ttgccatcga
cgcatcatct
tcttataatt
caccattgtt
cecctettttt
aatctcgegt
ccacggatgt
tgggcccaga
gatcatttee
attcgcaaac
tgettggete
gtcccagttt
gtactccaat
ctaaatacct

aagcgtgtgt

ttttectetg
ctgtgategg
ggaaaataag
ccacgtegtce
gatctaatct
agcatgttag
gectteattg
aggagtagtc
gtttccgagt
cggctgctca
cgccgttget
gctgaaagge
aaaatttttt
tcecctttact
tgacgctgcee
tcacaccaaa
accacattge
gagcttgege

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1112
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<221> promotor

<222> (1)...(1092)

<223> P95
<400> 2

gcgacgtcga
cagttcaaat
gatcccatta
gtcgtegttg
tcatctcega
ttgectgace
agatcaccag
aacattatgt
tagtactggt
ttccacggaa
atttcatggg
tgtgaattct
cccaaataca
ggacgcgcga
acccagcatg
cggcgteccee
acccgggacg
cctcattaca
aacaacgaga

<210>3
<211> 597
<212> ADN

gatcacgaga
ctcttaattce
tttccaacac
tcactttete
cagacgacga
ccgtctectt
atcaatatcc
ttgcttcttt
tttttacgag
tttcaatttt
aaaatgcggt
cgtcaaaggg
gatctgttaa
acaatccgcec
cgtegtecta
ttgtcaattce
tcttecaggg
tcctttagga

ga

<213> Oryza sativa

<220>
<221> promoter

<222> (1)...(597)

ES 2396 104 T3

ggctcgtacg
ttgtecctect
cacttgaace
gacgtgegtt
gtttagcaaa
cccgatggee
gaaaagatac
tattcatata
cttacttaat
cctaaggaaa
tcccaaacta
actcagtcca
ttaatttteca
cgeecegegeg
aacgacgagce
gaagecttcee
tctectegta
gaggctgatec

<223> Regi6n promotora BS7 de arroz.

<400> 3

agettgtttt
ctgttaaagt
cgagctacte
tttgtttctt
gtgtatcttt
aagaattccg
ttgcaatgtce
ttctaactga
atgaggtgat
atatgagcag

tggttcaaac
tgatgaactt
gttgaaacgt
acttggagtt
atcatttteca
tggattacat
aagcagaacg
atctacccte
gtacaacatt
gttgatttge

aaaagcagca
gcaaagaagg
tagctgetge
cgcctggtta
gttetcectt
ggaacctgat
cattgctaat
aaccaacctg
tecttggtect
ttcagagttce

gggacaacgc
tctcagtceca

aatctgctct
gtegtecgac
ccagcgageg
ctacactteg
acatagttta
gttttcttag
tttattaggg
attagttaat
geccttagect
cttcacagca
gagggtcagg
cgegacctge
accgccegtt
cggttaccece
gtagaatage
gattggtaga

gcagcagcaa
aagagcccaa
tattagggtt
ctctggcage
aataattcta
actatttgcet
gtactcaacec
cttectecate
cctectctag
aacatcatca

28

gctaggtcte
gttcttacat
gatgccecgt
cctgaccect
ttgattctet
agaagatcac
gattcagtca
catgaaattt
ctaatttggt
tttegettgg
tataggtttt
ggtgaggtgg
acgcggtege
cacttcggge
ggcgctataa
tteggectee
tctatctcac
tacgtactcg

agaaccagag
gttccaagca
aaaagttttg
tgtaaatgat
gttattgtct
tgaccatatg
aactccctac
agttaattat
gatatttctt
cttccagttt

ttagtcagat
ctatctgtcet
tcctgatgtt
tctecgatgec
gccgaaaagqg
cacttcgaga
gcaaaaagcet
aaattctata
aaccacattt
gaaaatagaa
ttttageccca
tttttgaatg
ccgaacggge
catggccage
agccccgect
acctatcace
cgcaacaact

ggtggagcag

aaggctectce
ttttctggga
gaatcaatca
tggtagcaat
tgctaattaa
tggagttttc
ctagagaaga
gatcacaaaa
tgctgtgett
gagaaac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
102¢
108C
1092

60

12¢
18¢
244
300
36Q
420
480
540
597
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REIVINDICACIONES

1. Un método para controlar la expresién de una variante alélica de un gen de interés en una planta o célula de planta,
gque comprende:

(a) silenciar dicho gen de interés usando una construccion pIR dirigida al promotor que dirige la expresion de dicho gen
de interés; y

(b) expresar recombinantemente dicha variante alélica unida operativamente a un segundo promotor.
2. El método de la reivindicacion 1 en el que dicho gen de interés es un gen endégeno.
3. Una pareja de plantas en la que la primera planta comprende:

(a) un primer promotor unido operativamente a un gen de interés;

(b) una construccion pIR dirigida a dicho primer promotor;

(c) una construcciéon que comprende un segundo promotor unido operativamente a una variante alélica del gen de
interés; y la segunda planta comprende una construccién pIR dirigida al segundo promotor.

29
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