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DESCRIPCION
Elementos de control de la expresion de la familia de Lemnaceae
Campo de la invencion
La presente invencion se refiere a composiciones y métodos para intensificar la expresion génica en plantas.
Antecedentes de la invencién

Las lentejas de agua son los Unicos miembros de la familia de monocotiledéneas Lemnaceae. Los cinco géneros y
38 especies son todas plantas de agua dulce, que flotan libremente, pequefias cuyo dmbito geografico abarca todo
el mundo (Landolt (1986) Biosystematic Investigation on the Family of Duckweeds: The Family of Lemnaceae - A
Monograph Study (Geobatanischen Institut ETH, Stiftung Rubel, Zurich)). Aunque son las plantas morfolégicamente
mas reducidas conocidas, la mayor parte de las lentejas de agua tienen todos los tejidos y 6rganos de plantas
mucho mas grandes, incluyendo raices, tallos, flores, semillas y frondas. Las especies de lentejas de agua se han
estudiado exhaustivamente y existe una bibliografia sustancial que detalla su ecologia, sistematica, ciclo de vida,
metabolismo, susceptibilidad a enfermedades y plagas, su biologia reproductiva, estructura genética, y biologia
celular (Hillman (1961) Bot. Review 27:221; Landolt (1986) Biosystematic Investigation on the Family of Duckweeds:
The Family of Lemnaceae - A Monograph Study (Geobatanischen Institut ETH, Stiftung Rubel, Zurich)).

El habito de crecimiento de las lentejas de agua es ideal para los métodos de cultivo microbiano. La planta proliferan
rapidamente a través de brotacién vegetativa de nuevas frondas, de una manera macroscopica analoga a la
propagacion asexual en levadura. Esta proliferaciéon se produce por medio de brotacion vegetativa de células
meristematicas. La region meristematica es pequefia y se encuentra sobre la superficie ventral de la fronda. Las
células meristematicas se encuentran en dos bolsillos, uno a cada lado del nervio central de la fronda. La pequefia
regiéon del nervio central también es el lugar a partir del cual se origina la raiz y surge el tallo que conecta cada
fronda con su fronda madre. El bolsillo meristematico esta protegido por una solapa de tejido. Las frondas brotan
alternativamente de estos bolsillos. El tiempo de duplicacion varia entre especies y es tan breve como 20-24 horas
(Landolt (1957) Ber. Schweiz. Bot. Ges. 67:271; Chang et al. (1977) Bull. Inst. Chem. Acad. Sin. 24:19; Datko y
Mudd (1970) Plant. Physiol. 65:16; Venkataraman et al. (1970) Z. Pflanzenphysiol. 62: 316).

El cultivo intensivo de la lenteja de agua da como resultado las mayores tasas de acumulacién de biomasa por
unidad de tiempo (Landolt y Kandeler (1987) The Family of Lemnaceae - A Monographic Study Vol. 2:
Phytochemistry, Physiology, Application, Bibliography (Veroffentlichungen des Geobotanischen Institutes ETH,
Stiftung Rubel, Zurich)), oscilando la acumulacién de peso seco de 6 a 15% del peso humedo (Tillberg et al. (1979)
Physiol. Plant. 46:5; Landolt (1957) Ben. Schweiz. Bot. Ges. 67:271; Stomp, datos no publicados). Se ha informado
de que el contenido de proteina de numerosas especies de lenteja de agua desarrolladas en condiciones variables
oscila de 15 a 45% de peso seco (Chang et al. (1977) Bull. Inst. Chem. Acad. Sin. 24:19; Chang y Chui (1978) Z.
Pflanzenphysiol. 89:91; Porath et al. (1979) Aquatic Botany 7:272; Appenroth et al. (1982) Biochem. Physiol. Pflanz.
177:251). Utilizando estos valores, el nivel de produccion de proteina por litro de medio en la lentaje de agua es del
mismo orden de magnitud que los sistemas de expresion génica de levaduras.

Los cultivos de plantas de lenteja de agua de o nédulos de lenteja de agua se pueden transformar eficazmente con
una casete de expresién que contiene una secuencia de nucleétidos de interés por medio de cualquiera de los
numerosos métodos incluyendo la transferencia génica mediada por Agrobacterium, el bombardeo balistico, o la
electroporacion. Los transformantes de lenteja de agua estables se pueden aislar transformando las células de la
lenteja de agua tanto con la secuencia de nucledtidos de interés como con un gen que confiere resistencia a un
agente de seleccién, seguido de cultivo de las células transformadas en un medio que contiene el agente de
seleccién. Véase la Patente de los Estados Unidos Num. 6.040.498 de Stomp et al.

El analisis por delecion del promotor rbcS de lenteja de agua fue descrito por Rolfe et al. (1991) en Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 88:2683.

Un sistema de expresion génica de lenteja de agua proporciona la tecnologia esencial que seria util para numerosas
aplicaciones de investigacion y comerciales. Para la investigacién sobre la biologia molecular vegetal en conjunto,
un sistema vegetal diferenciado que se puede manipular con la facilidad de la levadura en el laboratorio proporciona
un sistema muy rapido en el cual analizar los papeles evolutivos y fisiologicos de genes aislados. Para la produccion
comercial de polipéptidos valiosos, un sistema basado en la lenteja de agua tiene numerosas ventajas sobre los
sistemas de cultivo microbianos o celulares existentes. Las plantas demuestran un procesamiento post-traduccional
que es similar al de las células de mamiferos, superando un problema principal asociado con la produccion en
células microbianas de polipéptidos de mamifero biolégicamente activos, y ha sido demostrado por otros que los
sistemas vegetales tienen la capacidad de ensamblar proteinas de multiples subunidades, una capacidad de la que
a menudo carecen los sistemas microbianos (Hiatt (1990) Nature 334:469). El aumento a escala de la biomasa de
lenteja de agua a los niveles necesarios para la produccion comercial de proteinas recombinantes es mas rapido y
tiene un coste mas eficaz que el aumento a escala similar de las células de mamifero, y a diferencia de otros
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sistemas de produccion vegetal sugeridos, por ejemplo, soja y tabaco, la lenteja de agua se puede desarrollar en
recipientes de produccion de biomasa completamente integrados y controlados, haciendo bastante mas facil la
integracion del sistema en la infraestructura industrial de produccion de proteinas existente.

Por consiguiente, sigue existiendo la necesidad de composiciones y métodos optimizados para expresar proteinas
de interés en lenteja de agua.

Breve resumen de la invencion

Se proporcionan composiciones y métodos para la regulacion de la expresidon génica en una planta. Las
composiciones incluyen secuencias de nucledtidos novedosas para elementos de control de la expresion (p. €j.,
promotores e intrones) aislados del gen de ubicuitina de Lemnaceae. Los elementos para el control de la expresion
de la invencion inician la transcripcion de las secuencias de nucleétidos heterélogas conectadas operablemente en
plantas. Mas concretamente, las composiciones de la invencién incluyen el elemento para el control de la expresion
mostrado en el SEQ ID NO: 1, y las variantes y fragmentos del mismo.

También se proporciona un péptido sefial de quitinasa de Lemnaceae novedoso mostrado en el SEQ ID NO: 16,
codificado por una secuencia mostrada en el SEQ ID NO: 15, y las variantes y fragmentos del mismo. La secuencia
que codifica el péptido sefal se pueden conectar operablemente a una secuencia codificante para un polipéptido de
interés para dirigir la secrecion extracelular del polipéptido codificado.

Se proporcionan constructos de expresion (p. €j., casetes y vectores) que comprenden un elemento de control de la
expresion de la invencién conectado operablemente a una secuencia de nucledtidos heterdloga de interés. Se
proporcionan adicionalmente plantas, células vegetales y ndédulos transformados establemente que tienen un
constructo de expresion de la invencion.

Las composiciones de la invencion encuentran uso en los métodos dirigidos a la expresion de secuencias de
nucledtidos de interés en una planta o célula o nddulo vegetal. Los métodos de la invencion incluyen la introduccion
en una planta o célula o nédulo vegetal de un constructo de expresion que tiene un elemento de control de la
expresion de ubicuitina de Lemnaceae (p. €j., como se muestra en el SEQ ID NO: 1), o una variante o fragmento del
mismo, conectado operablemente a una secuencia de nucleotidos de interés.

Los métodos incluyen la introducciéon en una planta o célula o nédulo vegetal de un constructo de expresion que
tiene una secuencia que codifica un péptido sefial de quitinasa de Lemnaceae (p. ej., como se muestra en el SEQ
ID NO: 15), o una variante o fragmento del mismo, conectado operablemente a la secuencia codificante de un
polipéptido de interés.

En algunas realizaciones, los métodos de la invencién estan dirigidos a la produccion de un polipéptido codificado
por una secuencia de nucledtidos de interés en un sistema de expresion vegetal (p. ej., un sistema de expresion de
lenteja de agua). El sistema de expresion vegetal de la presente invenciéon se optimiza para producir elevados
niveles de la secuencia de polipéptidos de interés. De este modo, la invencion incluye métodos para la expresion de
una secuencia de nucledtidos de interés en plantas que estan transformadas con constructos de expresion para la
expresion de la secuencia de nucleédtidos de interés, donde estas secuencias de nucleétidos se modifican para
intensificar su expresién en plantas.

Estos y otros aspectos de la invencion se describen con mas detalle en la descripcion de la invencién dada més
abajo.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion proporciona composiciones y métodos dirigidos a acidos nucleicos novedosos para elementos
de control de la expresion en plantas que regulan la transcripcion de secuencias de nucledtidos heterdlogas en
plantas. Especificamente, las composiciones de la invencion comprenden elementos de control de la expresion
aislados del gen de la ubicuitina de Lemnaceae, incluyendo el elemento para el control de la expresién mostrado en
el SEQ ID NO: 1, y las variantes y fragmentos del mismo, que se definen mas abajo en la presente memoria. La
secuencia del promotor individual (SEQ ID NO: 4) en este elemento para el control de la expresion también
encuentra uso en la regulacién de la transcripcion en plantas. Asimismo se proporciona un péptido sefal de
quitinasa de L. minor novedoso (SEQ ID NO: 16) y la correspondiente secuencia codificante (SEQ ID NO: 15), y las
variantes y fragmentos de la misma.

Segun se utiliza en la presente memoria, "acido nucleico" incluye la referencia a un polimero desoxirribonucleotidico
o ribonucleotidico en forma de hebra sencilla o doble, y a menos que se limite de otro modo, incluye analogos
conocidos (p. €j., acidos péptido nucleicos) que tienen la naturaleza esencial de los nucledtidos naturales ya que
hibridan con acidos nucleicos de hebra sencilla de una manera similar a los nucleétidos de origen natural.

La invencion incluye composiciones de acidos nucleicos aisladas o sustancialmente purificadas. Una molécula de
acido nucleico "aislada" o "purificada" estd sustancialmente o esencialmente libre de los componentes que
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normalmente lo acompafian o que interaccionan con la molécula de acido nucleico o la proteina encontrada en su
entorno natural. De este modo, una molécula de acido nucleico aislada o purificada esta sustancialmente libre de
otro material celular, o medio de cultivo cuando es producido mediante técnicas recombinantes, o sustancialmente
libre de precursores quimicos u otros agentes quimicos cuando es sintetizada quimicamente. Preferiblemente, un
acido nucleico "aislado" esta libre de secuencias (preferiblemente secuencias que codifican proteinas) que
naturalmente flanquean el &cido nucleico (esto es, secuencias localizadas en los extremos 5'y 3' del acido nucleico)
en el ADN gendmico del organismo del cual deriva el acido nucleico. Por ejemplo, en diferentes realizaciones, la
molécula de acido nucleico aislada puede contener menos de aproximadamente 5 kb, 4 kb, 3kb, 2 kb, 1 kb, 0,5 kb, o
0,1 kb de secuencias de nucleotidos que flanquean naturalmente la molécula de acido nucleico en el ADN genémico
de la célula de la cual deriva el acido nucleico.

Las composiciones de la invencion incluyen moléculas de acido nucleico aisladas que comprenden secuencias de
nucleétidos del elemento de control de la expresién mostrado en el SEQ ID NO: 1, y las variantes y fragmentos del
mismo, que se definen en la presente memoria mas abajo. Por "elemento de control de la expresion" se entiende
una region reguladora de ADN que comprende normalmente una caja TATA capaz de dirigir la ARN polimerasa Il
para iniciar la sintesis de ARN en el sitio de inicio de la transcripcion apropiado para una secuencia codificante
concreta. Un elemento de control de la expresion puede comprender adicionalmente otras secuencias de
reconocimiento generalmente situadas aguas arriba o 5' con respecto a la caja TATA, que influyen (p. e€j.,
intensifican) en la velocidad de inicio de la transcripcion. Ademas, un elemento de control de la expresiéon puede
comprender adicionalmente secuencias situadas generalmente aguas abajo o 3' con respecto a la caja TATA, que
influyen (p. €j., intensifican) en la velocidad de inicio de la transcripcion.

Se reconoce que al haber identificado las secuencias de nucleétidos para las regiones de los elementos de control
de la expresién descritas en la presente memoria, esta dentro del estado de la técnica aislar e identificar elementos
reguladores adicionales en la regiéon no traducida 5' (UTR) aguas arriba de las regiones de los elementos de control
de la expresion concretas identificadas en la presente memoria. De este modo, por ejemplo, las regiones de los
elementos de control de la expresion descritas en la presente memoria pueden comprender adicionalmente
elementos reguladores adicionales tales como los responsables de la expresion en tejidos y temporal de la
secuencia codificante, intensificadores, y similares. Véanse concretamente la Patente Australiana Num. AU-A-
77751/94 y las Patentes de los Estados Unidos Nums. 5.466.785 y 5.635.618.

Los elementos de control de la expresion fueron aislados de los genes de ubicuitina, r-histona y quitinasa para varios
miembros de la familia Lemnaceae, y de ese modo son referidos como "elementos de control de la expresiéon de
Lemnaceae". El SEQ ID NO: 1 muestra el elemento de control de la expresion de ubicuitina de Lemna minor
completo, incluyendo tanto el promotor plus 5' UTR (nucleétidos 1-1625) como el intrén (nucledétidos 1626-2160). El
SEQ ID NO: 2 muestra el elemento de control de la expresion de ubicuitina de Spirodella polyrrhiza completo,
incluyendo tanto el promotor plus 5' UTR (nucleétidos 1-1041) como el intron (nucledétidos 1042-2021). EI SEQ 1D
NO: 3 muestra el elemento de control de la expresién de ubicuitina de Lemna aequinoctialis completo, incluyendo
tanto el promotor plus 5' UTR (nucledtidos 1-964) como el intron (nucledtidos 965-2068). EI SEQ ID NO: 4 muestra la
porcién plus 5' UTR del promotor del elemento de control de la expresién de ubicuitina de L. minor. EI SEQ ID NO: 5
muestra la porcion plus 5' UTR del promotor del elemento de control de la expresion de ubicuitina de S. polyrrhiza. El
SEQ ID NO: 6 muestra la porcion plus 5' UTR del promotor del elemento de control de la expresién de ubicuitina de
L. aequinoctialis. EI SEQ ID NO: 7 muestra la porcion del intron del elemento de control de la expresion de ubicuitina
de L. minor. EI SEQ ID NO: 8 muestra la porcion del intrén del elemento de control de la expresion de ubicuitina de
S. polyrrhiza. EI SEQ ID NO: 9 muestra la porcién del intron del elemento de control de la expresion de ubicuitina de
L. aequinoctialis.

ElI SEQ ID NO: 13 muestra el elemento de control de la expresion de r-histona de Lemna minor completo, incluyendo
el promotor plus 5' UTR. EI SEQ ID NO: 14 muestra el elemento de control de la expresion de quitinasa de Lemna
minor completo, incluyendo el promotor plus 5' UTR. El SEQ ID NO: 15 muestra la secuencia codificante del péptido
sefal de quitinasa de L. minor. EI SEQ ID NO: 16 muestra el péptido sefial de quitinasa de L. minor.

Se considera que las secuencias del promotor plus 5' UTR individuales mostradas en los SEQ ID NO: 4-6, 13y 14,y
las variantes y fragmentos bioldgicamente activos de las mismas, se pueden utilizar para regular la transcripcion de
secuencias de nucledtidos de interés conectadas operablemente en plantas. De un modo similar, una o mas
secuencias de intrones mostradas en los SEQ ID NO: 7-9, y los fragmentos o variantes biolégicamente activos de
las mismas, pueden ser conectados operablemente a un promotor de interés, incluyendo un promotor mostrado en
los SEQ ID NO: 4, 5, 6, 13, o 14 con el fin de intensificar la expresion de una secuencia de nucleétidos que esta
conectada operablemente a ese promotor.

También se describen los fragmentos y variantes de los elemento de control de la expresion descritos, la secuencia
codificante del péptido sefial, y el péptido sefial codificado. Por "fragmento" en el contexto de un elemento de control
de la expresion se entiende una porcion del elemento de control de la expresidon completo, tal como una porcion de
uno cualquiera de los elementos de control de la expresion mostrados en los SEQ ID NO: 1-3, 13 y 14. Los
fragmentos de un elemento de control de la expresion conservan la actividad biolégica y por lo tanto incluyen
fragmentos capaces de iniciar o intensificar la expresién de una secuencia de nucleétidos conectada operablemente.

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2398 142 T3

De este modo, por ejemplo, se puede utilizar menos de un elemento de control de la expresion completo descrito en
la presente memoria para conducir la expresion de una secuencia de nucledtidos de interés conectada
operablemente, tal como una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina heteréloga. Los ejemplos no
limitantes, especificos de tales fragmentos de un elemento de control de la expresion incluyen: (i) las secuencias de
nucleétidos mostradas en uno cualquiera de los SEQ ID NO: 4-9 (como se describe en la presente memoria mas
arriba); (ii) truncamientos 5' del elemento de control de la expresién de ubicuitina de L. minor (SEQ ID NO: 1), tales
como los nucleédtidos 1288-2160 del SEQ ID NO: 1 (promotor truncado LmUbg Num. 1, como el que se encuentra en
el constructo Egs22 descrito mas adelante en la presente memoria) y los nucledtidos 1132-2160 del SEQ ID NO: 1
(promotor truncado LmUbg Num. 2, como el que se encuentra en el constructo Egs23 descrito mas adelante en la
presente memoria); (iii) truncamientos 5' del elemento de control de la expresion de r-histona de L. minor (SEQ ID
NO: 13), tales como los nucleétidos 461-1808 del SEQ ID NO: 13 (LmHIS (461-1808), como el que se encuentra en
el constructo Egs19 descrito mas adelante en la presente memoria) y los nucleétidos 805-1808 del SEQ ID NO: 13
(LmHIS (805-1808), como el que se encuentra en el constructo Egs20 descrito mas adelante en la presente
memoria); y (iv) truncamientos 5' del elemento de control de la expresion de quitinasa de L. minor (SEQ ID NO: 14),
tales como los nucledtidos 51-1338 del SEQ ID NO: 14 (LmCHT (51-1338), como el que se encuentra en los
constructos Egs24 y Egs25 descritos mas adelante en la presente memoria).

Segun se utiliza en la presente memoria, "secuencia completa" en referencia a una secuencia de nucledtidos
especificada significa que tiene la secuencia de acido nucleico entera de una secuencia nativa. Por "secuencia
nativa" se entiende una secuencia enddgena, esto es, una secuencia no disefiada encontrada en el genoma de un
organismo.

De este modo, un fragmento de un elemento de control de la expresién de Lemnaceae puede funcionar como una
porcién biolégicamente activa del elemento de control de la expresion. Una porcién biolégicamente activa de un
elemento de control de la expresion se puede preparar aislando una porcion de uno de los elementos de control de
la expresién de la invencién y evaluando la actividad (p. ej., la capacidad para iniciar o intensificar la transcripcion)
de esa porcion del elemento de control de la expresion. Las moléculas de acido nucleico que son fragmentos de un
elemento de control de la expresion comprenden al menos 350, 375, 400, 425, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 800,
900, 1200, 1500, 1800, o 2000 nucleodtidos contiguos, o hasta el nimero de nucleétidos presente en los elementos
de control de la expresion completos descritos en la presente memoria (esto es, 2160 nucledtidos para el SEQ ID
NO: 1, 2021 nucleétidos para el SEQ ID NO: 2, 2068 nucledtidos para el SEQ ID NO: 3, 1808 nucledtidos para el
SEQ ID NO: 13, y 1338 nucledtidos para el SEQ ID NO: 14).

Los nucleétidos de tales fragmentos comprenderan normalmente la secuencia de reconocimiento TATA del
elemento de control de la expresion concreto. Tales fragmentos se pueden obtener por medio del uso de enzimas de
restriccion para escindir los elementos de control de la expresion de origen natural descritos en la presente memoria;
sintetizando una secuencia de nucledtidos a partir de la secuencia de origen natural de la secuencia de ADN del
elemento de control de la expresion; o se pueden obtener por medio del uso de la tecnologia de la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR). Véase concretamente, Mullis et al. (1987) Methods Enzymol. 155:335-350, y Erlich,
ed. (1989) PCR Technology (Stockton Press, Nueva York). Las variantes de estos fragmentos de los elementos de
control de la expresion, tales como aquellas resultantes de la mutagénesis dirigida al sitio, también estan recogidos
en las composiciones de la presente invencion.

Se pretende que "fragmento" en el contexto de una secuencia que codifica un péptido sefial y un péptido sefal
codificado represente una porcion de la secuencia codificante o una porcion del péptido sefal codificado de ese
modo. Con respecto a las secuencias codificantes, los fragmentos de una secuencia de nucleétidos pueden codificar
fragmentos de polipéptidos que conservan la actividad bioldgica del polipéptido nativo, en este caso, el péptido sefial
de quitinasa de L. minor nativo. De este modo, un fragmento funcional del péptido sefal de quitinasa de L. minor
dirige el movimiento de una proteina madura de interés a través de la ruta secretora de una célula vegetal. Los
fragmentos de una secuencia de nucledtidos codificante pueden oscilar de al menos aproximadamente 20
nucledtidos, aproximadamente 25 nucleétidos, aproximadamente 50 nucleétidos, aproximadamente 75 nucledétidos,
y hasta la secuencia de nucleétidos entera que codifica el péptido sefial de quitinasa de L. minor (esto es, hasta 84
nucledtidos del SEQ ID NO: 15).

Por "variantes" se entienden las secuencias que tienen una similitud sustancial con un elemento de control de la
expresion descrito en la presente memoria (p. €j., los SEQ ID NO: 1-3, 13 y 14) o un fragmento de las mismas (p. €j.,
las secuencias mostradas en los SEQ ID NO: 4-9), o con una secuencia codificante de un péptido sefial (p. ej., SEQ
ID NO: 15) o un péptido sefial (p. ej., SEQ ID NO: 16) o un fragmento del mismo. Para las secuencias de
nucledtidos, las variantes de origen natural tales como estas se pueden identificar con el uso de mecanismos de la
biologia molecular bien conocidos, como, por ejemplo, los mecanismos de PCR y de hibridacion como los
esbozados mas abajo. Las secuencias de nucledtidos variantes también incluyen secuencias de nucleétidos
derivadas sintéticamente, tales como las generadas, por ejemplo, mediante el uso de la mutagénesis dirigida al sitio.
Generalmente, las variantes de una secuencia de nucleétidos concreta de la invencion, incluyendo las variantes de
cualquiera de los SEQ ID NO: 1, 4 y 15, tendran una identidad de secuencia de al menos 95%, 96%, 97%, y mas
preferiblemente aproximadamente 98%, 99% o mas con esa secuencia de nucleotidos concreta como se determina
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mediante los programas de alineamiento de secuencias descritos en la presente memoria mas adelante utilizando
los parametros por defecto. Las variantes biolégicamente activas también estan incluidas en la presente invencion.
Las variantes biolégicamente activas incluyen, por ejemplo, los elementos de control de la expresién nativos, o la
secuencia que codifica el péptido sefial nativo, de la invencién que tienen una o mas sustituciones, deleciones o
inserciones de nucledtidos.

Segun se utiliza en la presente memoria, "identidad de secuencia" o "identidad" en el contexto de dos secuencias de
acido nucleico o dos secuencias de polipéptidos hace referencia a los residuos de las dos secuencias que son
iguales cuando son alineados para una correspondencia maxima a lo largo de una ventana de comparacion
especificada. Por "ventana de comparacion” se entiende un segmento contiguo y especificado de una secuencia de
polinucledtidos/polipéptidos, donde la secuencia de polinucleétidos/polipéptidos en la ventana de comparacion
puede comprender adiciones o deleciones (esto es, espacios) en comparacion con la secuencia de referencia (que
no comprende adiciones o deleciones) para el alineamiento 6ptimo de las dos secuencias. Generalmente, la ventana
de comparacion tiene al menos 20 nucleétidos/aminoacidos contiguos de longitud, y opcionalmente puede tener 30,
40, 50, 100 nucleétidos/aminoacidos, o mas.

Los métodos de alineamiento de secuencias para su comparacién son bien conocidos en la técnica. De este modo,
la determinacion del porcentaje de identidad de secuencia entre dos secuencias cualesquiera se puede completar
utilizando un algoritmo matematico. Los ejemplos no limitantes de tales algoritmos matematicos son el algoritmo de
Myers y Miller (1988) CABIOS 4:11-17; el algoritmo de alineamiento local de Smith et al. (1981) Adv. Appl. Math.
2:482; el algoritmo de alineamiento global de Needleman y Wunsch (1970) J. Mol. Biol. 48:443-453; el método de
busqueda del alineamiento local de Pearson y Lipman (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. 85:2444-2448; el algoritmo de
Karlin y Altschul (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:2264, modificado como en Karlin and Altschul (1993) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 90:5873-5877.

Se pueden utilizar implementaciones por ordenador de estos algoritmos matematicos para la comparacion de
secuencias para determinar la identidad de secuencia. Tales implementaciones incluyen, pero no estan limitadas a:
CLUSTAL en el programa PC/Gene (asequible de Intelligenetics, Mountain View, California); el programa ALIGN
(Version 2.0) y GAP, BESTFIT, BLAST, FASTA, y TFASTA del GCG Wisconsin Genetics Software Package, Version
10 (asequible de Accelrys Inc., 9685 Scranton Road, San Diego, California, EEUU). Los alineamientos que utilizan
estos programas se pueden realizar empleando los parametros por defecto.

El programa CLUSTAL esta bien descrito por Higgins et al. (1988) Gene 73:237-244 (1988); Higgins et al. (1989)
CABIOS 5:151-153; Corpet et al. (1988) Nucleic Acids Res. 16:10881-90; Huang et al. (1992) CABIOS 8:155-65; y
Pearson et al. (1994) Meth. Mol. Biol. 24:307-331. El programa ALIGN se basa en el algoritmo de Myers y Miller
(1988) CABIOS 4:11-17. Se pueden utilizar una tabla de residuos en peso PAM120, una penalizacion de la longitud
del espacio de 12, y una penalizacion del espacio de 4 con el programa ALIGN cuando se comparan secuencias de
aminoacidos. Los programas BLAST de Altschul et al (1990) J. Mol. Biol. 215:403 se basan en el algoritmo de Karlin
y Altschul (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:2264. Las busquedas de nucleétidos BLAST se pueden llevar a cabo
con el programa BLASTN, puntuaciéon = 100, longitud de palabra = 12, para obtener secuencias de nucleotidos
homdlogas a una secuencia de nucleétidos de la invencién. Las busquedas de proteinas BLAST se pueden llevar a
cabo con el programa BLASTX, puntuacion = 50, longitud de palabra = 3, para obtener secuencias de aminoacidos
homologas a una proteina o polipéptido de la invencién. Para obtener alineamientos con espacios con fines
comparativos, se puede utilizar Gapped BLAST (en BLAST 2.0) como describen Altschul et al. (1997) Nucleic Acids
Res. 25:3389. Alternativamente, se puede utilizar PSI-BLAST (en BLAST 2.0) para llevar a cabo una busqueda
repetida que detecte las relaciones lejanas entre moléculas. Véase Altschul et al. (1997) Nucleic Acids Res. 25:3389.
Cuando se utilizan BLAST, Gapped BLAST, PSI-BLAST, se pueden emplear los parametros por defecto de los
respectivos programas (p. ej., BLASTN para las secuencias de nucleétidos y BLASTX para las proteinas).

GAP utiliza el algoritmo de Needleman y Wunsch (1970) J. Mol. Biol. 48:443-453, para encontrar el alineamiento de
dos secuencias completas que maximiza el numero de emparejamientos y minimiza el numero de espacios. GAP
considera todos los posibles alineamientos y posiciones de espacios y crea el alineamiento con el mayor nimero de
bases emparejadas y los minimos espacios. Esto permite la provisién de una penalizacidn por creaciéon de espacios
y una penalizacién por prolongacion del espacio en las unidades de bases emparejadas. GAP debe sacar provecho
del numero de penalizaciones por creacion de espacios de los emparejamientos para cada espacio que inserta. Si
se selecciona una penalizacion por prolongacion del espacio mayor de cero, GAP debe, ademas, sacar provecho
para cada espacio insertado de la longitud de las veces el espacio con respecto a la penalizacion por extensién del
espacio. Los valores de penalizacidon por creacion de espacios y los valores de penalizacion por prolongacion del
espacio por defecto en la Version 10 del GCG Wisconsin Genetics Software Package para las secuencias de
proteinas son de 8 y 2, respectivamente. Para las secuencias de nucledtidos la penalizacién por creacion de
espacios por defecto es de 50 mientras la penalizacion por prolongacion del espacio por defecto es de 3. Las
penalizaciones por creacion de espacios y por prolongacion de espacios se pueden expresar como un numero
entero seleccionado del grupo de numeros enteros que consiste en 0 a 200. De este modo, por ejemplo, las
penalizaciones por creacion de espacios y por prolongacion de espacios puedenser0, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 15,
20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65 o mayores.
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GAP representa un miembro de la familia de mejores alineamientos. Puede haber muchos miembros de esta familia,
pero ningln otro miembro tiene una calidad mejor. GAP presenta cuatro cifras de mérito para los alineamientos:
Calidad, Razén, Identidad, y Similitud. La calidad es la medida maximizada con el fin de alinear las secuencias. La
razén es la calidad dividida por el numero de bases del segmento mas corto. El Porcentaje de Identidad es el
porcentaje de los simbolos que realmente coinciden. Porcentaje de Similitud es el porcentaje de simbolos que son
similares. Los simbolos que estan al otro lado de los espacios se ignoran. Una similitud se puntia cuando el valor de
la matriz de puntuacién para un par de simbolos es mayor o igual a 0,50, el umbral de similitud. La matriz de
puntuacion utilizada en la Version 10 del GCG Wisconsin Genetics Software Package es BLOSUM62 (véase
Henikoff y Henikoff (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10915). El alineamiento también se puede realizar
manualmente mediante inspeccion.

Un indicio alternativo de que dos moléculas de acido nucleico estan intimamente relacionadas es que las dos
moléculas hibridan entre si en condiciones restrictivas. Las condiciones restrictivas dependen de la secuencia y son
diferentes bajo diferentes parametros medioambientales. Generalmente, las condiciones restrictivas se seleccionan
para que sean aproximadamente 5°C a 20°C mas bajas que el punto de fusién térmico (Tm) para la secuencia
especifica a una fuerza iénica y un pH definidos. La Tm es la temperatura (a una fuerza iénica y un pH definidos) a
la cual 50% de la secuencia diana hibrida con una sonda perfectamente emparejada. Las condiciones para la
hibridacion de acidos nucleicos y el calculo de las restricciones se pueden encontrar, por ejemplo, en Sambrook et
al. (2001) Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY) y
Tijssen (1993) Hybridization With Nucleic Acid Probes, Parte |: Theory and Nucleic Acid Preparation (Laboratory
Techniques in Biochemistry and Molecular Biology, Elsevier Science Ltd., NY, NY).

Para los fines de la presente invencién, "las condiciones restrictivas" incluyen condiciones en las cuales la
hibridacion solamente se producira si hay menos de 25% de emparejamientos erréneos entre la molécula de
hibridacion y la secuencia diana. Las "condiciones restrictivas" se pueden interrumpir a niveles concretos de
restriccion para una definicion mas precisa. De este modo, segun se utiliza en la presente memoria, las condiciones
"restrictivas moderadas" son aquellas en las cuales las moléculas con mas de 25% de emparejamientos erréneos no
hibridaran; las condiciones "restrictivas medias" son aquellas en las cuales las moléculas con mas de 15% de
emparejamientos erréneos no hibridaran, y las condiciones "altamente restrictivas" son aquellas en las cuales las
secuencias con mas de 10% de emparejamientos erroneos no hibridaran. Las condiciones "muy altamente
restrictivas" son aquellas en las cuales las secuencias con mas de 6% de emparejamientos erréneos no hibridaran.

La actividad del elemento de control de la expresion para cualquiera de los elementos de control de la expresion de
Lemnaceae, o fragmentos o variantes de los mismos, se puede analizar utilizando una variedad de mecanismos bien
conocidos por los expertos en la técnica, incluyendo, por ejemplo, el analisis por transferencia Northern, las
mediciones de la actividad del informador tomadas de fusiones transcripcionales, y similares. Véase, por ejemplo,
Sambrook et al. (2001) Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, NY). Alternativamente, los analisis del elemento de control de la expresiéon se pueden basar en la medicion
de los niveles de un gen informador tal como B-glucuronidasa (GUS), proteina fluorescente verde (GFP), o similares
producidos bajo el control de un elemento de control de la expresién, o un fragmento o variante del mismo. Véase,
por ejemplo, la Patente de los Estados Unidos Num. 6.072.050, incorporada en la presente memoria como
referencia. La actividad del péptido sefial de quitinasa de L. minor, o los fragmentos o variantes del mismo, se
pueden analizar de un modo similar utilizando una variedad de mecanismos bien conocidos por los expertos en la
técnica, incluyendo aquellos que detectan la actividad del péptido sefal de quitinasa, o un fragmento o variante del
mismo, para dirigir la secrecion extracelular de un polipéptido de interés.

Los métodos para la mutagénesis y las alteraciones de las secuencia de nucleétidos son bien conocidos en la
técnica. Véanse, por ejemplo, Kunkel (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:488-492; Kunkel et. al. (1987) Methods in
Enzymol. 154:367-382; Patente de los Estados Unidos Num. 4.873.192 Walker y Gaastra, eds. (1983) Techniques in
Molecular Biology (MacMillan Publishing Company, NY) y las referencias alli citadas.

Los elementos de control de la expresion de Lemnaceae de la presente invencion, y las variantes o fragmentos de
los mismos, cuando se ensamblan en un constructo nucleotidico de manera que el elemento de control de la
expresion esta conectado operablemente a una secuencia de nucleétidos de interés, permiten la expresion de la
secuencia de nucleotidos conectada operablemente en una planta o célula o nédulo vegetal (p. €j., una planta de
lenteja de agua o una célula o un nédulo de una planta de lenteja de agua, por ejemplo del género Spirodela, del
género Wolffia, del género Wolfiella, del género Landoltia, o del género Lemna). Por "conectado operablemente" se
entiende que la transcripciéon o la traduccion de la secuencia de nucleédtidos de interés esta bajo la influencia del
elemento de control de la expresion. De esta manera, las secuencias de nucleétidos para los elementos de control
de la expresion de la invencién se proporcionan en casetes o vectores de expresion junto con la secuencia de
nucleétidos de interés, tipicamente una secuencia de nucledtidos heterdloga, para su expresion en la planta o la
célula o nédulo vegetal. Por "secuencia de nucleétidos heteréloga" se entiende una secuencia que no esta
conectada operablemente de forma natural al elemento de control de la expresion. Si bien esta secuencia de
nucleotidos es heteréloga con respecto al elemento de control de la expresién, puede ser homdloga, o nativa, o
heterdloga, o foranea, con respecto al anfitrién vegetal.
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Se admite que se pueden utilizar los elementos de control de la expresién de la invencién, o las variantes o
fragmentos de los mismos, para dirigir la expresion de la respectiva secuencia codificante nativa. Tales constructos
pueden cambiar los niveles de expresion del polipéptido nativo en una planta o célula vegetal. De este modo, se
puede alterar el fenotipo de la planta o la célula vegetal.

Segun se utiliza en la presente memoria, "vector" hace referencia a una molécula de ADN tal como un plasmido,
césmido o bacteriéfago para introducir un constructo nucleotidico, por ejemplo, una casete de expresién, en una
célula anfitriona. Los vectores de clonacién contienen tipicamente uno o un pequefio numero de sitios de
reconocimiento para endonucleasas de restriccion en los cuales se pueden insertar secuencias de ADN foraneas de
una manera definible sin pérdida de la funcién biolégica esencial del vector, asi como un gen marcador, como se
describe mas adelante en la presente memoria, que sea adecuado para su uso en la identificacidn y seleccién de las
células transformadas con el vector de clonacion.

Segun se utiliza en la presente memoria, el término "vegetal" incluye la referencia a plantas completas, érganos de
plantas (p. €j., hojas, tallos, raices, etc.), semillas, células vegetales, y progenie de las mismas. Se debe entender
que las partes de las plantas transgénicas estan dentro del alcance de la invenciéon al comprender, por ejemplo,
células vegetales, protoplastos, tejidos, callos, embriones asi como flores, dvulos, tallos, frutos, hojas, raices, puntas
radiculares, y similares que se originan en plantas transgénicas o su progenie previamente transformadas con una
molécula de ADN de la invencién y que por lo tanto consisten, al menos en parte, en células transgénicas. Segun se
utiliza en la presente memoria, el término "célula vegetal" incluye, sin limitacion, células de semillas, embriones,
regiones meristematicas, tejido de callo, hojas, raices, brotes, gametofitos, esporofitos, polen, y microsporas. La
clase de plantas que se puede utilizar en los métodos de la invencién es generalmente tan amplia como la clase de
plantas superiores susceptible de técnicas de transformacion, incluyendo plantas tanto monocotileddneas como
dicotiledéneas. Tales plantas incluyen, por ejemplo, la lenteja de agua.

El término "lenteja de agua" hace referencia a miembros de la familia Lemnaceae. Esta familia estd dividida
actualmente en cinco géneros y 38 especies de lenteja de agua como sigue: género Lemna (L. aequinoctialis, L.
disperma. L. ecuadoriensis, L. gibba, L. japonica, L. minor, L. miniscule, L. obscura, L. perpusilla, L. tener-u, L.
trisulca, L. turionifera, L. valdiviana); género Spirodela (S. intermedia, S. polirrhiza, S. punctata); género Wolffia (Wa.
angusta, Wa. arrhiza, Wa. australina, Wa. borealis, Wa. brasiliensis, Wa. columbiana, Wa. elongata, Wa. globosa,
Wa. microscopica, Wa. neglecta); género Wolfiella (WI. caudata, WI. denticulata, WI. gladiata, WI. hyalina, WI.
lingulata, WI. repunda, WI. rotunda, y WI. neotropica) y género Landoltia (L. punctata). Cualquier otro género o
especie de Lemnaceae, si existiera, también seria un aspecto de la presente invencién. La especie Lemna se puede
clasificar utilizando el esquema taxondmico descrito por Landolt (1986) en Biosystematic Investigation on the Family,
of Duckweeds: The family of Lemnaceae - A Monograph Study (Geobatanischen Institut ETH, Stiftung Rubel,
Zurich).

El término "nddulo de lenteja de agua" segun se utiliza en la presente memoria hace referencia a tejido de lenteja de
agua que comprende células de lenteja de agua donde al menos aproximadamente 50%, 55%, 60%, 65%, 70%,
75%, 80%, 85%, 90%, 95%, o 100% de las células son células diferenciadas. Una "célula diferenciada", segin se
utiliza en la presente memoria, es una célula con al menos una caracteristica fenotipica (p. €j., una morfologia
celular distintiva o la expresién de un acido nucleico o proteina marcadores) que la distingue de las células no
diferenciadas o de las células encontradas en otros tipos de tejidos. Las células diferenciadas de cultivo de nédulos
de lenteja de agua descrito en la presente memoria forman una superficie lisa en mosaico de células
interconectadas fusionadas en sus paredes celulares adyacentes, con nédulos que han empezado a organizarse en
primordios de frondas dispersados por todo el tejido. La superficie del tejido del cultivo de nddulos tiene células
epidérmicas conectadas entre si a través de plasmodesmos.

En algunas realizaciones, se proporcionan casetes o vectores de expresion que comprenden un elemento de control
de la expresion de Lemnaceae, o una variante o fragmento del mismo, conectado operablemente a una secuencia
de nucledtidos de interés para la expresion del polipéptido codificado por la secuencia de nucleétidos de interés en
una planta o célula o nédulo vegetal. La secuencia de nucleétidos de interés conectada operablemente puede ser
cualquier secuencia cuya expresion en una planta o célula o nddulo vegetal sea deseable. La secuencia de
nucleédtidos de interés sera tipicamente una secuencia de nucledtidos heterdloga, como se define en la presente
memoria. Las secuencias de nucledtidos heterdlogas ilustrativas de interés incluyen, pero no estan limitadas a,
secuencias que codifican polipéptidos de mamifero, tales como insulina, hormona de crecimiento, intedgron
interferén (3, B-glucocerebrosidasa, B-glucoronidasa, proteina de retinoblastoma, proteina p53, angiostatina, leptina,
eritropoyetina, factor estimulador de colonias de granulocitos macréfagos, plasmindégeno, anticuerpos monoclonales,
fragmentos Fab, anticuerpos de cadena sencilla, citoquinas, receptores, vacunas humanas, vacunas animales,
péptidos, y albumina de suero.

Los términos "polipéptido", "péptido", y "proteina" se utilizan indistintamente en la presente memoria para hacer
referencia a un polimero de residuos de aminoacido. Los términos se aplican a polimeros de aminoacidos en los
cuales uno o mas residuos de aminoacido son analogos quimicos artificiales de los correspondientes aminoacidos
de origen natural, asi como a polimeros de aminoacidos de origen natural. Segun se utilizan en la presente memoria,
los términos "que codifica" o "codificado" cuando se utilizan en el contexto de un acido nucleico especificado
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significan que el acido nucleico comprende la informacion requisito para dirigir la traduccion de la secuencia de
nucledtidos a una proteina especificada. La informacion por medio de la cual una proteina es codificada viene
especificada por el uso de codones. Un acido nucleico que codifica una proteina puede comprender secuencias no
traducidas (p. €j., intrones) dentro de regiones traducidas del acido nucleico o pueden carecer de tales secuencias
no traducidas intermedias (p. ej., como en el ADNc).

En un ejemplo especifico, no limitante, se obtiene lenteja de agua transformada mediante transformacion con una
casete de expresion que comprende un elemento de control de la expresién de ubicuitina de Lemnaceae (p. €j.,
como se muestra en el SEQ ID NO: 1H), un fragmento del mismo (p. ej., como se muestra en el SEQ ID NO: 4), o
una variante de estas secuencias conectado operablemente a una secuencia de nucledtidos heterdloga de interés.

Se proporciona una casete de expresion de la invencion con una pluralidad de sitios de restriccion para la insercion
de la secuencia de nucledtidos que codifica la proteina de interés para que esté bajo la regulacion transcripcional del
elemento de control de la expresion. La casete de expresion puede codificar un Unico gen de interés.
Alternativamente, la casete de expresion puede codificar dos 0 mas genes de interés.

Las casetes de expresion descritas en la presente memoria incluyen en la direccion 5'-3' de la transcripcion, una
regién de inicio de la transcripcion y la traduccion (p. €j., un elemento de control de la expresion de la invencién o
una variante o fragmento biolégicamente activo del mismo), una secuencia de nucleétidos de interés, y una region
de terminacion de la transcripcion y la traduccién funcional en plantas. Se puede utilizar cualquier secuencia de
terminacion adecuada conocida en la técnica de acuerdo con la presente invencion. La region de terminacién puede
ser nativa con la region de inicio de la transcripcion, puede ser nativa con la secuencia de nucleétidos de interés, o
puede derivar de otra fuente. Las regiones de terminacién convenientes se encuentran disponibles del plasmido Ti
de A. tumefaciens, tales como las regiones de terminaciéon de la octopina sintetasa y de la nopalina sintetasa.
Véanse también Guerineau et al. (1991) Mol. Gen. Genet. 262:141; Proudfoot (1991) Cell 64:671; Sanfacon et al.
(1991) Genes Dev. 5:141; Mogen et al. (1990) Plant Cell 2:1261; Munroe et al. (1990) Gene 91:151; Ballas et al.
(1989) Nucleic Acids Res. 17:7891; y Joshi et al. (1987) Nucleic Acids Res. 15:9627. Son secuencias de terminacion
ilustrativas adicionales la secuencia de terminacion de la subunidad pequefia de RubP carboxilasa de guisante, la
secuencia de terminacion de 35S del Virus del Mosaico de la coliflor, y el terminador de ubicuitina de muchas
especies de plantas. Otras secuencias de terminacion adecuadas seran evidentes para los expertos en la técnica.

Generalmente, la casete de expresion comprendera un gen marcador seleccionable para la seleccion de células o
tejidos transformados. Los genes marcadores seleccionables incluyen genes que codifican resistencia a antibiéticos,
tales como aquellos que codifican la neomicina fosfotransferasa 1l (NEO), la neomicina fosfotransferasa Ill y la
higromicina fosfotransferasa (HPT), asi como genes que confieren resistencia a compuestos herbicidas. Los genes
de resistencia a herbicidas generalmente codifican una proteina diana modificada insensible al herbicida o una
enzima que degrada o destoxifica el herbicida en la planta antes de que actue. Véanse, DeBlock et al. (1987) EMBO
J. 6:2513; DeBlock et al. (1989) Plant Physiol. 91:691; Fromm et al. (1990) BioTechnology 8:833; Gordon-Kamm et
al. (1990) Plant Cell 2:603; y Frisch et al. (1995) Plant Mol. Biol. 27:405-9. Por ejemplo, se ha obtenido resistencia a
herbicidas de glifosato o sulfonilurea utilizando genes que codifican las enzimas diana mutantes, 5-
enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS) y acetolactato sintasa (ALS). La resistencia a glufosinato amonico,
boromoxinilo, y 2,4-diclorofenoxiacetato (2,4-D) se ha obtenido utilizando genes bacterianos que codifican
fosfinotricina acetiltransferasa, una nitrilasa, o una 2,4-diclorofenoxiacetato monooxigenasa, que destoxifican los
respectivos herbicidas.

Para los fines de la presente invencion, los genes marcadores seleccionables incluyen, pero no estan limitados a,
genes que codifican la neomicina fosfotransferasa Il (Fraley et al. (1986) CRC Critical Reviews in Plant Science 4:1),
la neomicina fosfotransferasa Il (Frisch et al. (1995) Plant Mol. Biol. 27:405-9), la cianamida hidratasa (Maier-
Greiner et al. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:4250); la aspartato quinasa; la dihidrodipicolinato sintasa (Perl et
al. (1993) BioTechnoloy 11:715); el gen bar (Toki et al. (1992) Plant Physiol. 100:1503; Meagher et al. (1996) Crop
Sci. 36:1367); la triptofano descarboxilasa (Goddijn et al. (1993) Plant Mol. Biol. 22:907); la neomicina
fosfotransferasa (NEO; Southern et al. (1982) J. Mol. Appl. Gen. 1:327); la higromicina fosfotransferasa (HPT o HYG;
Shimizu et al. (1986) Mol Cell. Biol. 6:1074); la dihidrofolato reductasa (DHFR; Kwok et al. (1986) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 83:4552); la fosfinotricina acetiltransferasa (DeBlock et al. (1987) EMBO J. 6:2513); la acido 2,2-
dicloropropionico deshalogenasa (Buchanan-Wollatron et al. (1989) J. Cell. Biochem. 13D:330); la acetohidroxiacido
sintasa (Patente de los Estados Unidos Num. 4.761.373 de Anderson et al.; Haughn et al. (1988) Mol. Gen. Genet.
221:266); la 5-enolpiruvil-shikimato-fosfato sintasa (aroA; Comai et al. (1985) Nature 317:741); la haloarilnitrilasa
(documento WO 87/04181 de Stalker et al.); la acetil-coenzima A carboxilasa (Parker et al. (1990) Plant Physiol.
92:1220); la dihidropteroato sintasa (sull; Guerineau et al. (1990) Plant Mol. Biol. 15:127); y el polipéptido del
fotosistema Il de 32 kDa (psbA; Hirschberg et al. (1983) Science 222:1346 (1983).

También estan incluidos los genes que codifican la resistencia a gentamicina (p. ej., aacCl, Wohlleben et al. (1989)
Mol. Gen. Genet. 217:202-208); cloramfenicol (Herrera-Estrella et al. (1983) EMBO J. 2:987); metotrexato (Herrera-
Estrella et al. (1983) Nature 303:209; Meijer et al. (1991) Plant Mol. Biol. 16:807); higromicina (Waldron et al. (1985)
Plant Mol. Biol. 5:103; Zhijian et al. (1995) Plant Science 108:219; Meijer et al. (1991) Plant Mol. Bio. 16:807);
estreptomicina (Jones et al. (1987) Mol. Gen. Genet. 210:86); espectinomicina (Bretagne-Sagnard et al. (1996)
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Transgenic Res. 5:131); bleomicina (Hille et al. (1986) Plant Mol. Biol. 7:171); sulfonamida (Guerineau et al. (1990)
Plant Mol. Bio. 15:127); bromoxinilo (Stalker et al. (1988) Science 242:419); 2,4-D (Streber et al. (1989)
BioTechnology 7:811); fosfinotricina (DeBlock et al. (1987) EMBO J. 6:2513); espectinomicina (Bretagne-Sagnard y
Chupeau, Transgenic Research 5:13).

El gen bar confiere resistencia a herbicidas para los herbicidas de tipo glufosinato, tales como fosfinotricina (PPT) o
bialafos, y similares. Otros marcadores seleccionables que se podrian utilizar en los constructos de expresion
incluyen, pero no estan limitados a, el gen PAT, también para la resistencia a bialafos y fosfinotricina, el gen ALS
para la resistencia a imidazolinona, el gen HPH o HYG para la resistencia a higromicina, el gen de EPSP sintasa
para la resistencia a glifosato, el gen Hml para la resistencia a la toxina Hc, y otros agentes selectivos utilizados
rutinariamente y conocidos por los expertos en la técnica. Véanse Yarranton (1992) Curr. Opin. Biotech. 3:506;
Chistopherson et al. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:6314; Yao et al. (1992) Cell 71:63; Reznikoff (1992) Mol.
Microbiol. 6:2419; Barkley et al. (1980) The Operon 177-220; Hu et al. (1987) Cell 48:555; Brown et al. (1987) Cell
49:603; Figge et al. (1988) Cell 52:713; Deuschle et al. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:5400; Fuerst et al.
(1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:2549; Deuschle et al. (1990) Science 248:480; Labow et al. (1990) Mol. Cell.
Biol. 10:3343; Zambretti et al. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:3952; Baim et. al. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 88:5072; Wyborski et. al. (1991) Nuc. Acids Res. 19:4647; Hillenand-Wissman (1989) Topics in Mol. And Struc.
Biol. 10:143; Degenkolb et al. (1991) Antimicrob. Agents Chemother. 35:1591; Kleinschnidt et al. (1988) Biochemistry
27:1094; Gatz et al. (1992) Plant J. 2:397; Gossen et al. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:5547; Oliva et al.
(1992) Antimicrob. Agents Chemother. 36:913; Hlavka et al. (1985) Handbook of Experimental Pharmacology 78; y
Gill et. al. (1988) Nature 334:721.

La lista anterior de genes marcadores seleccionables no pretende ser limitante. En la presente invencién se puede
utilizar cualquier gen marcador seleccionable letal o no letal.

En algunas realizaciones, la presente invenciéon proporciona la modificacion de la secuencia de nucledtidos
expresada de interés para intensificar su expresién en la planta de interés. Los métodos se encuentran disponibles
en la técnica para sintetizar secuencias de nucleétidos con codones preferidos por las plantas. Véanse, por ejemplo,
las Patentes de los Estados Unidos Nums. 5.380.831 y 5.436.391 Perlak et al. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
15:3324; lannacome et al. (1997) Plant Mol. Biol. 34:485; y Murray et al. (1989) Nucleic Acids. Res. 17:477.

Por ejemplo, cuando la planta de interés es la lenteja de agua, una de tales modificaciones es la sintesis de la
secuencia de nucledtidos de interés utilizando los codones preferidos por la lenteja de agua. Los codones preferidos
se pueden determinar a partir de los codones de maxima frecuencia en las proteinas expresadas en la lenteja de
agua. De este modo, la frecuencia de uso de un coddn concreto de lenteja de agua se puede determinar analizando
el uso de codones en un grupo de secuencias codificantes de lenteja de agua. Numerosas secuencias codificantes
de lenteja de agua son conocidas por los expertos en la técnica; véanse por ejemplo, las secuencias contenidas en
la base de datos GenBank®, a la que se puede acceder a través del sitio de la red para el Centro Nacional para
Informacién de Biotecnologia, una divisién de la Biblioteca Nacional de Medicina, que esta localizada en Bethesda,
Maryland. Las tablas que muestran la frecuencia de uso de codones basadas en las secuencias contenidas en la
publicacién mas reciente de GenBank® se pueden encontrar en el sitio de la red para Kazusa DNA Research
Institute en Chiba, Japdn. Esta base de datos es descrita por Nakamura et. al. (2000) en Nucleic Acids Res. 28:292.

Se admite que los genes que han sido optimizados para determinar la expresion en lenteja de agua y otras
monocotiledoneas o dicotileddneas pueden ser utlizados en los métodos de la invencion. Véanse, p. ej., las Patentes
Europeas EP 0 359 472, EP 0 385 962, el documento WO 91/16432; Perlak et al. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
88:3324; lannacome et al. (1997) Plant Mol. Biol. 34:485; Murray et al. (1989) Nucleic Acids Res. 17:477; y similares.
Adicionalmente se admite que toda o cualquier parte de la secuencia génica puede ser optimizada o sintética. En
otras palabras, también se pueden utilizar secuencias totalmente optimizadas o parcialmente optimizadas. Por
ejemplo, 70%, 75%, 80%, 85%, 87%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 49%, o 100% de los
codones pueden ser codones preferidos por la planta, por ejemplo, codones preferidos por la lenteja de agua. De
este modo, en algunas realizaciones, la secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido de interés comprende
entre 70-100% de codones preferidos por la lenteja de agua. En una realizacién, entre 90 y 96% de los codones son
codones preferidos por la lenteja de agua. La secuencia codificante de la secuencia de nucleétidos de interés puede
comprender codones utilizados con una frecuencia de al menos 17% en la lenteja de agua. El uso de codones en
Lemna gibba (Tabla 1) y Lemna minor (Tabla 2) se muestra mas abajo. En algunas realizaciones, se utilizan la Tabla
1 o la Tabla 2 para seleccionar los codones preferidos por la lenteja de agua.
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Tabla 1: Uso de codones en Lemna gibba de la Publicacion 139* de GenBank®

Aminoacido Codon Numero /1000  |Fraccion
Gly GGG 57,00 28,89 (0,35
Gly GGA 8,00 4,05 0,05
Gly GGT 3,00 1,52 0,02
Gly GGC 93,00 47,14 0,58
Glu GAG 123,00 62,34 (0,95
Glu GAA 6,00 3,04 0,05
Asp GAT 6,00 3,04 0,08
Asp GAC 72,00 36,49 (0,92
Val GTG 62,00 31,42 (047
Val GTA 0,00 0,00 0,00
Val GTT 18,00 9,12 0,14
Val GTC 51,00 25,85 (0,39
Ala GCG 44,00 22,30 (0,21
Ala GCA 14,00 7,10 0,07
Ala GCT 14,00 7,10 0,07
Ala GCC 139,00 70,45 (0,66
Arg AGG 16,00 8,11 0,15
Arg AGA 11,00 5,58 0,10
Ser AGT 1,00 0,51 0,01
Ser AGC 44,00 22,30 (0,31
Lys AAG 116,00 58,79 (1,00
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Aminoacido Cododn Numero /1000  |Fraccién
Lys AAA 0,00 0,00 0,00
Asn AAT 2,00 1,01 0,03
Asn AAC 70,00 3548 (0,97
Met ATG 67,00 33,96 (1,00
lle ATA 4,00 2,03 0,06
lle ATT 0,00 0,00 0,00
lle ATC 63,00 31,93 (0,94
Thr ACG 19,00 9,63 0,25
Thr ACA 1,00 0,51 0,01
Thr ACT 6,00 3,04 0,08
Thr ACC 50,00 2534 (0,66
Trp TGG 45,00 22,81 1,00
End TGA 4,00 2,03 0,36
Cys TGT 0,00 0,00 0,00
Cys TGC 34,00 17,23 |1,00
End TAG 0,00 0,00 0,00
End TAA 7,00 3,55 0,64
Tyr TAT 4,00 2,03 0,05
Tyr TAC 76,00 38,52 (0,95
Leu TTG 5,00 2,53 0,04
Leu TTA 0,00 0,00 0,00
Phe TTT 4,00 2,03 0,04
Phe TTC 92,00 46,63 0,96
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Aminoacido Cododn Numero /1000  |Fraccién
Ser TCG 34,00 17,23 (0,24
Ser TCA 2,00 1,01 0,01
Ser TCT 1,00 0,51 0,01
Ser TCC 59,00 29,90 (0,42
Arg CGG 23,00 11,66 |0,22
Arg CGA 3,00 1,52 0,03
Arg CGT 2,00 1,01 0,02
Arg CGC 50,00 2534 (0,48
GIn CAG 59,00 29,90 (0,86
GIn CAA 10,00 5,07 0,14
His CAT 5,00 2,53 0,26
His CAC 14,00 7,10 0,74
Leu CTG 43,00 21,79 (0,35
Leu CTA 2,00 1,01 0,02
Leu CTT 1,00 0,51 0,01
Leu CTC 71,00 3599 (0,58
Pro CCG 44,00 22,30 (0,31
Pro CCA 6,00 3,04 0,04
Pro CCT 13,00 6,59 0,09
Pro CccC 80,00 40,55 0,56
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Tabla 2: Uso de codones en Lemna minor de la Publicacion 139* de GenBank®

Aminoacido Cododn Numero /1000  |Fraccién
Gly GGG 8,00 17,39 |0,22
Gly GGA 11,00 23,91 (0,31
Gly GGT 1,00 2,17 0,03
Gly GGC 16,00 34,78 (0,44
Glu GAG 25,00 54,35 (0,78
Glu GAA 7,00 15,22 0,22
Asp GAT 8,00 17,39 0,33
Asp GAC 16,00 34,78 (0,67
Val GTG 21,00 4565 |0,53
Val GTA 3,00 6,52 0,07
Val GTT 6,00 13,04 0,15
Val GTC 10,00 21,74 (0,25
Ala GCG 13,00 28,26 (0,32
Ala GCA 8,00 17,39 0,20
Ala GCT 6,00 13,04 0,15
Ala GCC 14,00 30,43 (0,34
Arg AGG 9,00 19,57 (0,24
Arg AGA 11,00 23,91 (0,30
Ser AGT 2,00 4,35 0,05
Ser AGC 11,00 23,91 (0,26
Lys AAG 13,00 28,26 (0,68
Lys AAA 6,00 13,04 0,32
Asn AAT 0,00 0,00 0,00
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Aminoacido Codén Nuamero /1000 Fraccion
Asn AAC 12,00 26,09 1,00
Met ATG 9,00 19,57 1,00
lle ATA 1,00 2,17 0,08
lle ATT 2,00 4,35 0,15
lle ATC 10,00 21,74 0,77
Thr ACG 5,00 10,87 0,28
Thr ACA 2,00 4,35 0,11
Thr ACT 2,00 4,35 0,11
Thr ACC 9,00 19,57 0,50
Trp TGG 8,00 17,39 1,00
End TGA 1,00 2,17 1,00
Cys TGT 1,00 2,17 0,12
Cys TGC 7,00 15,22 0,88
End TAG 0,00 0,00 0,00
End TAA 0,00 0,00 0,00
Tyr TAT 1,00 2,17 0,12
Tyr TAC 7,00 15,22 0,88
Leu TTG 3,00 6,52 0,08
Leu TTA 1,00 2,17 0,03
Phe TTT 6,00 13,04 0,25
Phe TTC 18,00 39,13 0,75
Ser TCG 11,00 23,91 0,26
Ser TCA 4,00 8,70 0,09
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Aminoacido Cododn Numero /1000 Fraccién
Ser TCT 6,00 13,04 (0,14
Ser TCC 9,00 19,57 0,21
Arg CGG 4,00 8,70 0,11
Arg CGA 4,00 8,70 0,11
Arg CGT 0,00 0,00 0,00
Arg CGC 9,00 19,57 10,24
Gin CAG 11,00 23,91 (0,73
Gin CAA 4,00 8,70 0,27
His CAT 0,00 0,00 0,00
His CAC 6,00 13,04 |1,00
Leu CTG 9,00 19,57 10,24
Leu CTA 4,00 8,70 0,11
Leu CTT 4,00 8,70 0,11
Leu CTC 17,00 36,96 (0,45
Pro CCG 8,00 17,39 10,29
Pro CCA 7,00 15,22 10,25
Pro CCT 5,00 10,87 0,18
Pro CccC 8,00 17,39  |0,29

También se pueden realizar otras modificaciones en la secuencia de nucledtidos de interés para optimizar su
expresion en una planta. Estas modificaciones incluyen, pero no estan limitadas a, la eliminaciéon de secuencias que
codifican sefiales de poliadenilacién espureas, sefiales de sitios de empalme exoén-intréon, repeticiones de tipo
transposén, y otras de tales secuencias caracterizadas que pueden ser deletéreas para la expresion génica. El
contenido de G-C de la secuencia se puede ajustar a niveles medios para un anfitrion celular dado, calculados
mediante la referencia a genes conocidos expresados en la célula anfitriona. Cuando sea posible, la secuencia
puede ser modificada para evitar estructuras de ARNm secundarias en horquilla pronosticadas.

Existen diferencias conocidas entre las secuencias de nucleétidos en el contexto del inicio de la traduccion 6ptima
para los codones de inicio de la traducciéon en animales y plantas, y la composicién de estas secuencias de
nucleotidos en el contexto del inicio de la traduccién puede influir en la eficacia del inicio de la traduccién. Véanse,
por ejemplo, Lukaszewicz et al. (2000) Plant Science 154:89-98; y Joshi et al. (1997) Plant Mol. Biol. 35:993-1001.
En algunas realizaciones de la presente invencion, la secuencia de nucleétidos en el contexto del inicio de la
traduccion para el codén de inicio de la traduccién de la secuencia de nucleétidos de interés puede ser modificada
para intensificar la expresion en lenteja de agua. En una realizacion, la secuencia de nucleétidos se modifica de
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manera que los tres nucledtidos directamente aguas arriba del codon de inicio de la traduccion de la secuencia de
nucleodtidos de interés sean "ACC". En una segunda realizacion, estos nucleétidos son "ACA".

Ademas de los elementos de control de la expresion descritos en la presente memoria para iniciar o intensificar la
expresion de una secuencia de nucleétidos heterdloga en una planta, la expresion de una secuencia de nucleétidos
de interés también puede ser intensificada por medio del uso opcional de diferentes elementos reguladores.
"Elemento regulador" segun se utiliza en la presente memoria, hace referencia a una secuencia de nucleétidos, ya
sea ADN o ARN, normalmente aguas arriba (5') de la secuencia codificante de un gen estructural, incluyendo
secuencias de control de la transcripcion tales como secuencias lider, promotores, intensificadores o represores de
la traduccion y la transcripcion, y determinantes de la estabilidad y la inestabilidad del ARNm. Las secuencias
encontradas dentro de los intrones también pueden regular la expresion de la region codificante de interés. Los
elementos reguladores también se pueden encontrar 3' con respecto al sitio de inicio de la transcripcion, o en las
regiones transcritas. Los diferentes elementos reguladores se pueden conectar operablemente a otros elementos
reguladores. "Secuencia lider" segin se utiliza en la presente memoria hace referencia a la porcién de un acido
nucleico localizada en el extremo 5' del ARNm, extendiéndose desde el sitio CAP 5' hasta el codén de inicio de la
traduccion de la proteina AUG. La secuencia lider es importante en el inicio de la traduccién y en la regulacién de la
expresion génica.

Por ejemplo, se pueden utilizar adicionalmente una o mas secuencias lider combinadas para intensificar la expresion
de la secuencia de nucledtidos diana. Los lideres de la traduccion son conocidos en la técnica e incluyen, pero no
estan limitados a, lideres de picornavirus, p. €j., lider de EMCV (regidon no codificante 5' de encefalomiocarditis;
Elroy-Stein et al. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci USA 86:6126); lideres de polivirus, p. €j., lider de TEV (Virus del
Grabado del Tabaco; Gallie et al. (1995) Gene 165:233); proteina de unién de la cadena pesada de inmunoglobulina
humana (BiP; Macajak y Sarnow (1991) Nature 353:90); lider no traducido del ARNm de la proteina de la envoltura
del virus del mosaico de la alfalfa (AMV RNA 4; Jobling y Gehrke (1987) Nature 325:622); lider del virus del mosaico
del tabaco (TMV; Gallie (1989) Molecular Biology of RNA, 23:56); lider del virus del grabado de la patata
(Tomashevskaya et al. (1993) J. Gen. Virol. 74:2717-2724); region no traducida 5' Fed-1 (Dickey (1992) EMBO J.
11:2311-2317); regidn no traducida 5' RbcS (Silverthorne et al. (1990) J. Plant. Mol. Biol. 15:49-58); y lider del virus
del moteado clorético del maiz (MCMV; Lommel et al. (1991) Virology 81:382). Véase también, Della-Cioppa et al.
(1987) Plant Physiology 84:965. También se ha demostrado que las secuencias lider que comprenden una
secuencia intrénica vegetal, incluyendo la secuencia intronica del gen de la deshidrogenasa 1 de maiz, el gen de la
catalasa del ricino, o el gen de la ruta del triptéfano PAT1 de Arabidopsis, incrementan la eficacia traduccional en
plantas (Callis et al. (1987) Genes Dev. 1:1183-1200; Mascarenhas et al. (1990) Plant Mol. Biol. 15:913-920).

Los intrones de la ubicuitina de Lemnaceae descritos anteriormente en la presente memoria (es decir, como se
muestra en los SEQ ID NO: 7-9) se pueden utilizar con promotores distintos de sus respectivos promotores de
ubicuitina para intensificar la expresidon de una secuencia de nucleétidos de interés conectada operablemente. El
promotor utilizado con los intrones de ubicuitina puede ser cualquier promotor adecuado para su uso en la planta de
interés, incluyendo los promotores de r-histona y quitinasa de Lemnaceae novedosos descritos en los SEQ ID NO:
13 y 14, respectivamente. Otros promotores adecuados se pueden obtener de una variedad de fuentes, tales como
plantas o virus con ADN de plantas. Los promotores utiles incluyen aquellos aislados del grupo de los caulimovirus,
tales como los promotores de los transcritos 19S y 35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV19S y CaMV35S).
Otros promotores utiles incluyen el promotor de CaMV35S intensificado (eCaMV35S) como describen Kat et al.
(1987) en Science 236:1299-1302, y el promotor de la subunidad pequefia de la ribulosa 1,5-bisfosfato carboxilasa
oxigenasa (RUBISCO). Los ejemplos de otros promotores adecuados son el promotor de la actina de arroz; el
promotor de ciclofilina; el promotor de ADH1 (Callis et al. (1987) Gene Dev. 1:1183-1200); el promotor de patatina de
Clase | (Bevan et al. (1986) Nucl. Acids Res. 14:4675-4638); el promotor de ADP glucosa pirofosforilasa; el promotor
de B-conglicinina (Tiemey et al. (1987) Planta 172:356-363); el promotor E8 (Deikman et al. (1988) Embo J. 7:3315-
3320); el promotor 2All (Pear et al. (1989) Plant Mol. Biol. 13:639-651); y el promotor de quitinasa acida (Samac et
al. (1990) Plant Physiol. 93:907-914).

Se admite que se puede utilizar en la presente invencién cualquiera de las modificaciones de secuencias de
nucledtidos que intensifican la expresion descritas mas arriba, incluyendo una unica modificaciéon o cualquier posible
combinacién de modificaciones.

En algunas realizaciones, las composiciones y métodos de la invencion se utilizan en un sistema de expresion
vegetal, por ejemplo, un sistema de expresion de lenteja de agua, y la secuencia de nucleétidos heteréloga de
interés es una proteina secretada. Las proteinas secretadas son traducidas normalmente a partir de polipéptidos
precursores que incluyen un "péptido sefial" que interacciona con una proteina receptora sobre la membrana del
reticulo endoplasmico (RE) para dirigir la translocaciéon de la cadena del polipéptido en crecimiento a través de la
membrana y al reticulo endoplasmico para la secrecion desde la célula. Este péptido sefial es escindido a menudo
del polipéptido precursor para producir un polipéptido "maduro” que carece del péptido sefial. De esta manera, un
polipéptido biolégicamente activo es expresado en una planta, por ejemplo, lenteja de agua, a partir de un constructo
de expresidon que tiene un elemento de control de la expresion de la invencidon, o una variante o fragmento
biolégicamente activo del mismo, conectado operablemente a una secuencia de nucledtidos de interés que esta
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conectada operablemente adicionalmente con una secuencia de nucleétidos que codifica un péptido senal que dirige
la secrecion del polipéptido al medio de cultivo. Un "polipéptido biolégicamente activo" hace referencia a un
polipéptido que tiene la capacidad de realizar una o mas funciones biolégicas o un conjunto de actividades
normalmente atribuidas al polipéptido en un contexto biolégico. Los péptidos sefal de plantas que dirigen la
translocacion de la proteina al reticulo endoplasmico (para la secrecion al exterior de la célula) son conocidos en la
técnica. Véase, por ejemplo, la Patente de los Estados Unidos Num. 6.020.169.

En una realizacion, el péptido sefal es el péptido sefial de quitinasa de L. minor novedoso mostrado en el SEQ ID
NO: 16, o una variante o fragmento del mismo, y el constructo de expresion incluye una secuencia de nucledétidos
que codifica este péptido sefial conectado operablemente a una secuencia de nucledtidos de interés. En algunas
realizaciones, esta secuencia que codifica el péptido sefial es la secuencia mostrada en el SEQ ID NO: 15.

Se admite que el péptido sefal de quitinasa de L. minor de la invencién, o las variantes o fragmentos del mismo, se
pueden utilizar para dirigir la secrecion extracelular de cualquier polipéptido codificado de interés. De esta manera; la
secuencia que codifica el péptido sefial del SEQ ID NO: 15, o una variante o fragmento del mismo, se pueden
incorporar a cualquier constructo de expresion de manera que estén conectados operablemente en un marco de
lectura apropiado a un promotor de interés y una secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido de interés.
Dicho constructo de expresion puede ser introducido en una planta o célula o nédulo vegetal para proporcionar la
expresion y la secrecion extracelular del polipéptido codificado de interés.

Alternativamente, se puede utilizar un péptido sefial de mamifero para dirigir los polipéptidos recombinantes
expresados en plantas disefiadas por ingenieria genética, por ejemplo, lenteja de agua, para su secrecion. Se ha
demostrado que las células vegetales reconocen péptidos sefial de mamiferos que eligen como diana el reticulo
endopldsmico, y que estos péptidos sefial pueden dirigir la secrecién de los polipéptidos no solamente a través de la
membrana plasmatica si no también a través de la pared celular vegetal. Véanse, por ejemplo, las Patentes de los
Estados Unidos Nums. 5.202.422 y 5.639.947.

El polipéptido secretado puede ser cosechado del medio de cultivo por medio de cualquier método convencional
conocido en la técnica y purificado mediante cromatografia, electroforesis, didlisis, extraccion disolvente-disolvente,
y similares.

Los métodos de la invencién implican la introduccién de un constructo de expresién en una planta o célula o nédulo
vegetal. Por "introducciéon" se entiende presentar a la planta un constructo de expresion de tal manera que el
constructo tiene acceso al interior de una célula de la planta. Los métodos de la invencién no dependen de un
método concreto para la introduccion de un constructo de expresion en una planta, solamente de que el constructo
de expresion tenga acceso al interior de al menos una célula de la planta. Los métodos para la introducciéon de
constructos de expresion en plantas son conocidos en la técnica incluyendo, pero no limitados a, métodos de
transformacion estables, métodos de transformacion transitorios, y métodos mediados por virus.

Por "transformacion estable" se entiende que una secuencia de nucledtidos introducida en una planta se integra en
el genoma de la planta y es capaz de ser heredada por la progenie de la misma. Por "transformacion transitoria" se
entiende que una secuencia de nucledtidos (p. €j., una secuencia de nucleétidos contenida en un constructo de
expresion) introducida en una planta no se integra en el genoma de la planta.

Las secuencias de nucledtidos de la invencion se pueden introducir en plantas o células o nédulos vegetales
poniendo en contacto las plantas o células o nédulos vegetales con un virus o con acidos nucleicos virales.
Generalmente, tales métodos implican la incorporacion de una secuencia de nucleétidos de la invencién a una
molécula de ADN o ARN viral. Los métodos para introducir secuencias de nucleétidos en plantas o células o nédulos
vegetales y expresar una proteina codificada en ella, que incluyen moléculas de ADN o ARN virales, son conocidos
en la técnica. Véanse, por ejemplo, las Patentes de los Estados Unidos Nums. 5.889.191, 5.889.190, 5.866.785,
5.589.367, y 5.316.931.

Los protocolos de transformaciéon asi como los protocolos para introducir secuencias de nucleétidos en plantas
pueden variar dependiendo del tipo de planta o célula o nédulo vegetal, esto es, monocotiledénea o dicotileddnea,
elegido como diana para la transformacion. Los métodos adecuados para introducir secuencias de nucleétidos en
plantas o células o nddulos vegetales incluyen microinyeccion (Crossway et al. (1986) Biotechniques 4:320-334),
electroporacion (Riggs et al. (1986) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:5602-5606), transformacién mediada por
Agrobacterium (Patentes de los Estados Unidos Nums. 5.563.055 y 5.981.840, ambas las cuales se incorporan a la
presente memoria como referencia), transferencia génica directa (Paszkowski et al. (1984) EMBO J. 3:2717-2722), y
aceleracion de particulas balisticas (véanse, p. €j., las Patentes de los Estados Unidos Nums. 4.945.050; 5.879.918;
5.886.244; y 5.932.782 (cada una de las cuales se incorpora a la presente memoria como referencia); y Tomes et al.
(1995) "Direct DNA Transfer into Intact Plant Cells via Microprojectie Bombardment,” en Plant Cell, Tissue, and
Organ Culture: Fundamental Methods, ed. Gamborg y Phillips (Springer-Verlag, Berlin); McCabe et al. (1988)
Biotechnology 6:923-926). Las células que han sido transformadas se pueden hacer crecer en plantas de acuerdo
con los métodos convencionales. Véase, por ejemplo, McCormick et al. (1986) Plant Cell Reports 5:81-84.
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En algunas realizaciones, las plantas de lenteja de agua o las células o nédulos de lenteja de agua transformadas
establemente expresan polipéptidos bioldgicamente activos que no pueden ser producidos comercialmente por los
sistemas de expresion génica existentes, debido a limitaciones de coste o logisticas, 0 ambas. Por ejemplo, algunas
proteinas no pueden ser expresadas en sistemas de mamifero debido a que la proteina interfiere en la viabilidad
celular, la proliferacion celular, la diferenciacion celular, o el ensamblaje de proteinas en células de mamifero. Tales
proteinas incluyen, pero no estan limitadas a, proteina del retinoblastoma, p53, angiostatina, y leptina. La presente
invencién se puede emplear ventajosamente para producir proteinas reguladoras de mamifero; es poco probable
dada la gran distancia evolutiva entre las plantas superiores y los mamiferos que estas proteinas interfieran en los
procesos reguladores de la lenteja de agua. También se puede utilizar lenteja de agua transgénica para producir
grandes cantidades de proteinas tales como albumina de suero (en particular, albimina de suero humana),
hemoglobina, y colageno, que cuestionan las capacidades de produccion de los sistemas de expresion existentes.

Adicionalmente, se pueden disefiar sistemas de plantas superiores para producir proteinas multiméricas
biolégicamente activas (p. ej., anticuerpos monoclonales, hemoglobina, oxidasa P450, y colageno, y similares)
bastante mas facilmente de lo que pueden los sistemas de mamifero. Un enfoque ilustrativo para producir proteinas
multiméricas biolégicamente activas en la lenteja de agua utiliza un constructo de expresion que contiene los genes
que codifican todas las subunidades del polipéptido. Véanse, p. €j., During et al. (1990) Plant Mol. Biol. 15:281 y van
Engelen et al. (1994) Plant Mol. Biol. 26:1701. Este constructo es introducido después en células de lenteja de agua
utilizando cualquier método de transformacion conocido, tal como un bombardeo balistico o transformacién mediada
por Agrobacterium. Este método da como resultado lineas celulares clénicas que expresan todos los polipéptidos
necesarios para ensamblar la proteina multimérica. Una variacién de este enfoque consiste en elaborar constructos
génicos sencillos, mezclar el ADN de estos constructos entre si, liberar después esta mezcla de ADN en células
vegetales utilizando el bombardeo balistico o la transformacién mediada por Agrobacterium. Como una variacién
adicional, algunos o todos estos constructos pueden codificar mas de una subunidad de la proteina multimérica (esto
es, de manera que haya menos clones de lenteja de agua que cruzar que el numero de subunidades de la proteina
multimérica). Alternativamente, cada clon de lenteja de agua expresa al menos una de las subunidades de la
proteina multimérica, y los clones de lenteja de agua que secretan cada subunidad se cultivan juntos y la proteina
multimérica se ensambla en el medio a partir de las diferentes subunidades secretadas. En algunos casos, puede
ser deseable producir no todas las subunidades de una proteina multimérica, o incluso una Unica subunidad de la
proteina, en una planta de lenteja de agua o un cultivo de nédulos de lenteja de agua transformados, por ejemplo,
para procedimientos industriales o quimicos o para fines de diagnédstico, terapéuticos, o de vacunacion.

Los siguientes ejemplos se ofrecen con fines ilustrativos, pero no como limitacion.
SECCION EXPERIMENTAL
Ejemplo 1: Vectores de Expresion

Los vectores de expresion utilizados en los ejemplos descritos mas abajo incluyen Egs05, Egs07, Egs11, Egs22,
Egs23, Egs46, Egs50, Egs51, Egs19, Egs20, Egs24, Egs25, IFN53, e IFN54. Egs05 y Egs07 son vectores de
expresion no modificados que comprenden un promotor de control conectado operablemente a la secuencia
codificante de B-glucuronidasa (GUS) de E. coli, cada uno con un gen marcador seleccionable diferente. Egs11
comprende el elemento de control de la expresion de ubicuitina de L. minor completo (SEQ ID NO: 1) conectado
operablemente a la secuencia codificante de GUS, con un gen marcador seleccionable. Egs22 y Egs23 son
constructos similares, pero utilizan versiones truncadas del elemento de control de la expresion de ubicuitina de L.
minor. En Egs22, los nucledtidos 1288-2160 del SEQ ID NO: dirigen la expresion de la secuencia codificante de
GUS conectada operablemente. En Egs23, los nucleétidos 1132-2160 del SEQ ID NO: dirigen la expresion de esta
secuencia codificante de GUS. Egs46 es similar a Egs 11, pero comprende un gen marcador seleccionable
diferente.

Egs50 comprende el elemento de control de la expresién de ubicuitina de S. polirrhiza completo (SEQ ID NO: 2)
conectado operablemente a la secuencia codificante de GUS, con un gen marcador seleccionable. De un modo
similar, Egs51 comprende el elemento de control de la expresién de ubicuitina de L. aequinoctialis completo (SEQ ID
NO: 3) conectado operablemente a la secuencia codificante de GUS, con un gen marcador seleccionable.

Egs19 comprende los nucledtidos 461-1808 del elemento de control de la expresion de r-histona de L. minor (SEQ
ID NO: 13) conectado operablemente a la secuencia codificante de GUS, con un gen marcador seleccionable. En
Egs20, los nucledtidos 805-1808 del SEQ ID NO: 13 dirigen la expresion de la secuencia codificante de GUS.

Egs24 comprende los nucledtidos 51-1338 del elemento de control de la expresion de quitinasa de L. minor (SEQ ID
NO: 14) conectado operablemente a la secuencia codificante de GUS, con un gen marcador seleccionable. Egs25
comprende los nucleétidos 51-1338 del elemento de control de la expresion de quitinasa de L. minor (SEQ ID NO:
14) conectado operablemente al intron ADH1 de maiz y a la secuencia codificante de GUS, con un gen marcador
seleccionable.

Los vectores de expresion IFN53 y IFN54 contienen cada uno el super promotor AmasPmas, el elemento de control
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de la expresion de RbcS SSU5B de L. gibba (SEQ ID NO: 12), y el intrén ADH1 de maiz conectado operablemente a
un gen de interferén alfa-2b con los codones optimizados, con una secuencia sefial de alfa amilasa con los codones
optimizados (IFN53) o la secuencia sefial de quitinasa de L. minor (SEQ ID NO: 15; IFN54).

Ejemplo 2: Transformacion de Lenteja de Agua

Las frondas de lenteja de agua o los cultivos de nddulos de lenteja de agua (obtenidos de la cepa 8627 de Lemna
minor en estos ejemplos) se transformaron con los constructos de expresion descritos mas arriba utilizando métodos
de transformacion mediada por Agrobacterium. Se utiliza la cepa C582707 de Agrobacterium tumefaciens, una cepa
C58 con una gama amplia de anfitriones, desarmada (Hepburn et al. (1985) J. Gen. Microbiol. 131:2961-2969) para
la transformacion en estos ejemplos. Los constructos de expresion descritos mas arriba se movilizaron en A.
tumefaciens mediante electroporacién, o mediante un procedimiento de apareamiento triparental utilizando E. coli
MM294 que albergaba el plasmido movilizado pRK2013 (Hoekema et al. (1983) Nature 303:179-180; Ditta et al.
(1980) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:7347-7350). Las cepas C58Z707 que comprenden los constructos de
expresion descritos mas arriba se siembran en estria sobre medio minimo AB (Chilton et al. (1974) Proc. Nat. Acad.
Sci. USA 71:3672-3676) o en medio YEB o LB (1 g/L de extracto de levadura, 5 g/L de extracto de ternera, 5 g/L de
peptona, 5 g/L de sacarosa, 0,5 g/L de MgSO4) que contenia estreptomicina a 500 mg/L, espectinomicina a 50 mg/L
y sulfato de kanamicina a 50 mg/L y se hicieron crecer durante la noche a 28°C.

Los cultivos de nédulos de lenteja de agua para la transformacién se produjeron como sigue. Se separaron frondas
de lenteja de agua, las raices cortaron con un escalpelo estéril, y las frondas se colocaron, con la cara ventral hacia
abajo, sobre medio de Murashige y Skoog (numero de catalogo M-5519; Sigma Chemical Corporation, St. Louis,
MO) pH 5,6, con un suplemento de acido 2,4-diclorofenoxiacético 5 uM, 1-Fenil-3(1,2,3-tiadiazol-5-il)urea tidiazuron
0,5 uM (Sigma P6186), sacarosa al 3%, Bacto-agar Difco 0,4 (Fisher Scientific), y Gelrite al 0,15% (Sigma). Las
frondas se hicieron crecer durante 5-6 semanas. En este momento, aparecieron los nédulos (masas de células
amarillentas, pequefas), generalmente de la parte central de la cara ventral. Este tejido nodular se desprendio de la
fronda madre y se cultivd en medio de Murashige y Skoog con un suplemento de sacarosa al 3%, Bacto-agar Difco
al 0,4%, Gelrite al 0,15%, acido 2,4-diclorofenoxiacético 1 uM, y benciladenina 2 pM.

Los cultivos de nodulos de lenteja de agua se transformaron como sigue. Se hizo crecer la cepa de Agrobacterium
tumefaciens apropiada sobre agar patata dextrosa o agar YEB o LB con 50 mg/L de kanamicina y acetosiringona
100 pM, y se resuspendioé en medio de Murashige y Skoog con un suplemento de manitol 0,6 M y acetosiringona
100 uM. El tejido de cultivo de nddulos se inoculé sumergiendo la soluciéon de bacteria resuspendida durante 1-2
minutos, se seco para eliminar el exceso de fluido, y se cultivd en placa sobre medio de co-cultivo que consistia en
medio de Murashige y Skoog con un suplemento de auxina y citoquinina optimizado para promover el crecimiento de
los nddulos y acetosiringona 100 uM. Véase, Yamamoto et al. (2001) In Vitro Cell Dev. Biol. Plant 37:349-353.

Para la seleccion, se transfirié el tejido de cultivo de nédulos a medio de regeneracion; 0,5 X medio de Schenk y
Hildebrandt con un suplemento de sacarosa al 1%, Bacto-Agar Difco al 0,4%, Gelrite al 0,15%, 500 mg/L de
cefotaxima, y 6 mg/L de geneticina y se cultivd durante aproximadamente 6-8 semanas bajo iluminacién continua
(20-40 yM/m2-seg). El tejido nodular se transfirié cada 7 dias a medio de cultivo de nueva aportacion. La seleccion
es completa cuando el tejido nodular muestra un crecimiento vigoroso sobre el agente de seleccion.

Ejemplo 3: Expresion Transitoria de GUS de E. coli en Lenteja de agua

Se evalud la expresion de GUS transitoria en cultivos de nédulos de lenteja de agua transformados con los
constructos Egs05, Egs07, Egs11, Egs22, Egs23, Egs46, Egs50, Egs51, Egs 19, Egs20, Egs24, y Egs25. Todos los
constructos fueron capaces de dirigir la expresion fuerte de GUS, determinada por medio de una tincién de 24 horas
(Tabla 3).

Adicionalmente, se llevaron a cabo analisis de enzima GUS en cultivos de nédulos de lenteja de agua transformados
con los constructos Egs07, Egs46, Egs50, y Egs51. Las 36 lineas transgénicas Egs07 promediaron 1,345% de GUS,
las 29 lineas transgénicas Egs46 promediaron 2,320% de GUS, las 4 lineas transgénicas Egs50 promediaron
4,008% de GUS, y las 8 lineas transgénicas Egs51 promediaron 6,682% de GUS.
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Tabla 3: Expresion de GUS Transitoria en Callo

Vector de Ensayo |Promotor Tincién
Egs05 control ++++
Egs07 control ++++
Egs11 LmUBQ ++++
Egs22 LmUBQ (trunc ndm. 1) +++
Egs23 LmUBQ (trunc num. 2) ++++
Egs46 LmUBQ +H++
Egs50 SpUBQ ++++
Egs51 LauBQ +++
Egs19 LmHIS (461-1808) ++
Egs20 LmHIS (805-1808) +
Egs24 LmCHT (51-1338) +
Egs25 LmCHT (51-1338) + intréon ADH1 | ++
tincién 24 horas; clasificado en una escala de 1 a 4.

Ejemplo 4: Expresion de Interferén en Lenteja de Agua

Se produjeron varios cientos de lineas de lenteja de agua transgénicas utilizando los constructos IFN53 y IFN54 y
con posterioridad se escrutaron para determinar la expresion de interferén mediante ELISA. Se observaron niveles
similares de expresion de interferén para los dos constructos. IFN53: maxima expresion, 1735,66 ng/ml; expresion
media, 362,04 ng/ml. IFN54: maxima expresion, 1173,81 ng/ml; expresién media, 347,40 ng/ml.
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agtcgagtga
ataattctge
aatatagcag
taggatcata
gaccaaaaac
caaatactet
atttaatcca
aagaagagat
cagaggaaaa
aaacccgaaa
aaaaaaaaaa
acgagagaag
caaaacccga
agtgcgatcg
cectetagaa
ctatttateg
tttaaccteca
atgaatcagt
attatttagg

ctaattttgyg

tatgaaatct
tgttaaattc
gatgatctqgg
ccgttaacaa
tttgaaaatt
aatggategg
cgcaagtaat
ctcaaagaag
caccaaaatt
gacgaaaaat
aactttgaga
cgetegateg
aaaataaaca
agagtetace
cctggagatg
caagagagtt
cegeccagtg
catttttett
aaaaattaat

aaaaggaaag
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tggtgaagaa
gagagcaaga
aaggtagatc
taatgaatga
ccaaccgtat
attgttatte
aatttgaaac
ccgtgagcac
agagaaatag
agagccaaac
agagccgega
aaacccaaca
aaatcaacqga
tgaatcgteg
¢ggcgagaga
agagagatct
ctcacatcet
taatttttaa
tacacgaata

aaaaatttta

ggatcggaga
cacctgeaat
ctgeccatcg
aaaagtagaa
ggrcggaatc
tggaggcaaa
tcagaaggag
gagacgaacyg
cacgaacatt
gaaaccctaa
aattacccta
taaaaccect
tcacgagaag
gegeaaaagqg
gaaggaaaga
tctteggegg
tecttectcata
tteccggaga

atecggatttt

ggggtatgga

23

acggaccggg

tcaagaatcg
aatgatceaa
gatgacgaaqg
agtgtgaaga
tetgaaactt
aaaaaaaaac
agaagaggta
aaagcacaga
taatcgatet
gaatcctcag
tccaacggea
gtgcaagggc
cgageceace
tcttcggtgg
cggatttetg
tttgaatatt
gggcaatgtt
toccecttEttt

gggcaagaat

tgaggcaagg
agtggcaatt
acatcaacac
ttgaagtgat
aaatcgaaat
<gaggatagg
taaaatagag
aagcaccagt
teegcgecege
geacaaaaaa
aactggecgqg
aattacteeg
aaaaagagge
gacgaacget
gtgatgcteg
gcatctageg
taattaacaa
ggtatcaaaa
taattaattt

gaaatattac

60
120
180
240
300
360
4290
480
540
600
660
720
780
240
900
260

1020
1080
1140

1200
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aaaattaggg gtttttgogt aatttattat atttaataaa gaaagtcgaa tattcceccate 1260
cgattggtag ttgaaagggg cegaaaggcc teggggtttc tagagatttc tacattatte 1320
tegtttttgt cgecaagaag gtgggcaatt atgtttcatg cecttaacttc ttetttttgt 1380
gggaatacte ttattettag tacaaaagaa aagagtatat gcataaataa gatgaaaaat 1440
gggtttattc gagatttcta cgtcatgtgt gactegetta ggaaatateg ccgaaaccta 1500
acaaaqgcgg tacgctecte teccccgace tataaataga gacctttgee tegtcotttet 1560
caactcaage atttetgtat gatecttete tttecgegga agetetegeg ceagttgate 1620
gcaaggtatg cgtetttect cettgtgatt cgatctttet gttggetaga tetggtotat 168¢
tgatctgcte tattgatetg gtetatttat cgetgecatceg ggatctattg atcegtatgt 1740
tgatttggga tccgtaggtt ggtttggatec ggagactgeg atttgattet tgtgattteg 1800
cttggatttc ggaaatcggt gtggttgaag tcgtgogatc ttttagatct getcettttt 1860
ttatttgeta ttttatattt acgttgttta tgatcgecgga ttattttgat tegtttatte 1920
gagatccatg cegtttaact cgttcetttgt gctcoccgatet ttgegatacg teggtegtte 1980
tagatccgtt cactaggtta gttttaagtt ctttgagett gatttatatg gatttgetgt 2040
tttccaggaa saatttatge gogattcetta cgecegttte cccattttae tttaggtegt 2100
gaattctttt gatctgagaa tgatgaatct gacatgtace ttcoceggttitg taatttgcag 2160

<210> 2

<211> 2021

<212> ADN

<213> Spirodela polyrrhiza

<400> 2
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caaataaaga
tagaatactt
cgceactatac
actctgteta
aagacaatta
ctegagcagy
gacacggaca
categgoega
tetgteogaga
gacggagcac
attatacaaa
gtatatgagt

atagggtgac

gatggacaga
gctatctact
tcagctteac
gggtttcgta
ggagatecctc
gaagcgacgce
atggccetcoca
agccetcegea
tecctegecga
caccacggag
agecctcaaa
gtttatttaa

gtcateatgg
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taatgagatg
gatgaatgca
tetggaaatt
caatcqgacy
gatgtectee
ctecteceggag
cggggtagaa
aateccateee
ggcggeggayg
aagaagaacc
tatctttcat
attattccgt

tgtcatgacc

aattagaaaa
gttcagtttt
ttgattctet
ccattctaca
gacttacttg
gactegecte
getggecetg
cgaggagtag
atacctegee
ctaacccaag
tttctatttce
attagaaaag

geccaacagc
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aaaaaattcg
cctcacgate
tcttekgete
tgaatcgagce
catgacttga
gcegagagga
ttetttatte
aatctogect
ggcgcegeca
gcattaacga
actgatacat
cacctccaga

cgcagattta

tgttgtaaga
ttaaagatcg
agcagecteg
acagggaatg
cggggaagat
cetectocge
tettgaggat
gcaggaagca
tggcgecagy
agttgcgcag
tttcattatt

acccgacaaa

aaatcggtgg

€0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

780
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atgagtgcgg ccacgecacqg aaagcgatgg gocttegtcg atgoccgtgag aatcecatcetg 840
acataaagta aacggcgecg tecagtattga cggogtatga cacgtggaaa gaagctattg 800
gttcacgeat cggtggttee getagectee gtogaceget agtactataa atacggtcece 960
gaggcetect caccactege acatatecte tttgttttec tetcegtgaa agaagegagg 1020
aagcgegtceg tcotctcocccaa ggtaaggage agatetettt gategttttt gttettettt 1080
tgttttgttt tttttttetg cggatetieg gttgeatcat geettggetyg tttttattag 1140
tttaggatat c¢ctegtttgg atctgagecg atcatatatg ttaaaggttg tgttegatet 1200
ctttgtteat tttegecatga aaaggatgta tecttttgat gtgaggegat cttctatggt 1260
taagactttg ttcggtcetat tgatcattte tgttettogt ttttgagttt ttttetgegg 1320
atategcate atcectaggt ttttgetttg gttaggatgce atcctttgga tttgagecga 1380
tcotoccettgyg ttaaggetgt gtetgttgea gaggagaaag tcotgtegagg tecttatgea 1440
ggctttgtece agatgegegt getetotceat getatgaatt tatgttttga gaactcoctee 1500
cggtttttet agatceggat ttgaagtatt cattgeggtt cocctteggt tttatgtatt 1560
tetcgagttg atttggtcca tgatcgtgtt ctgtecagat ctetcttgat atggatgaga 1620
tattcgttac ctetttcaaa categgtgga tgttcttttt agtcttgget cacctttate 1680
tagaaattaa tttteggttt gaaacecetg cttgbtaagg tgatgtattc cttetttata 1740
gattteggtg tgttatttct taacggtgat ctgtecgatcec catgtgttge acctettgtt 1800
ttetgtgtaa tocctetgtga attataatta tgttttgaaa acgtacttaa gtaaggggea 1860
tgttceccegt ttaaaacttt tgttctatca atttgtgétt aatagatecet gatttgtggt 1520
cgectitatte tgtcectttaat egtggatttt atttatcettg agegegtcect tttettittaa 1940
aatecatgtgt ttaacctttc agtcgteata tgttecatca g - 2021

<210> 3

<211> 2068

<212> ADN

<213> Lemna aequinoctialis

<400> 3

26



agtgtaccaa

atgaatattg
tataaaatca
ataaagaata
aggagccaag
cccctoaatt
agagtcttte

cataagatac

tattttaaac
aaattecaaat
aaaatcaaat
tcactattaa
accgatcatg
tgcotggeceg
ccaaaaaaaa

caaaacataa
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cctacattta
acgcgcaaga
atcaaattaa
tatcaaaata
atcegatact
aaggcagtgt
aaaaatcgaa

agtactaacc

tcattcttta
tgtcaatatc
taaagatata
tegatttgaa
gatatcaata
acaaaacctg
cccatttgta

acccaatcett

27

ttcattattg
gatcgaatat
aaatattgaa
gttcaaaaat
tctgtagete
getctegeaa
gtatccaata

ataattaate

ccataagtta
gaataccaga
tccaaaageca
tgggtecact
agtggctagg
gggcaaagaa
tttggattga

aagatttata

60
120
180
240
300
360
420

480



tcacatecaa
ceeccoteta
gagataggoe
atgacgteat
getgacacgy
ggegecgtta
ggeggcggtt
tttgocattyg
caaggtatgg
tcggtgtttt
tgttgacgga
tagtttatca
ttaggecgaa
teeeegtett
aaaccctaga
atgaacgcaa
tatgagecete
tttggtgegg
aatattgtga
atacggcgat
tttecaacgtt
atgtgatggt
aatcttetot
tatttttaat
ttectoeottt
caattogttg

attttcaatt

<210> 4
<211> 1625
<212> ADN

tatcaagate
aaaatttcca
ctagecetaa
ttatttattt
cacgaaaceg
actttgacgg
cagecegteg
cgttetieott
gectogatet
ctttgtatty
tgegtgogga
taaccagatyg
ateettittt
cttectgegte
tgtegagate
attaagtcga
gatattteta
aaaccctaga
tetattgaeq
ttgattcgge
tcaaattatt
ttgtgtttaa
gtttattetg
ctectageta
tatttgctat
tecatcattat

tattatttte

<213> Lemna minor

<400> 4

agtcgagtga tatgaaatect tggtgaagaa ggatcggaga acggacegygqg tgaggcaagy

ataattetge tgttaaattc gagagcaaga cacctgcaat tcaagaatcg agtggcaatt

cgatatcaat
ataaatatct
gtoctaacat
attgeeggtt
acqgggeggty
tggcgaagac
accttgagee
ctgttecatet
ttectgtttca
tgaataaate
tetgttattt
aacatggate
ttggtttgag
tgatgettte
tgttgacaga
tttgattttt
taatagtcga
tattgtaate
gatgetogta
gattaaaaat
tcatagateg
aatctgttga
cgateggtge
gegtaaatat
taattgtaac
agaaaacttt

cottgeayg
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acctagaccg
ccacatattt
ataaccacte

ggetgetceca

cecgtgggaat
gegtggggat
gagactataa
ctgaaattecg
atogagtttt
cttgataaga
gtcttttagg
aagtegattt
ccttgatatt
tcttgactee
ttctggoaaa
ctctgaaatt
tttgatttte
tgtttacgga
gatctggttg
tttcaattet
gcacaaatac
agatatcaga
ttacaaacec
atattestte
cgatgcetaca

tatctgatat

gtaaacccta
aactattaaa
tctatgaaaa
cagccgcaat
aattctagag
aggtggttgyg
atcgaggega
ggcggaatce
gatettegtt
aaaccctagyg
cgattttete
gacttatttt
tetatataat
tgattaaatt
totgttttta
aggggggaaa
teottgectec
tgettgegga
ttttgattte
tttaaaaaaa
tttteateag
ttetattagg
tatttectac
aatttgatct
aaacatcaga

ttttaategt

28

atﬁtactctt
aaattgataa
gtectattaa
ttaatggatg
tasacctaag
toccgogtgac
agggatgagc
ttottetteot
ttggcggega
ttttgtgacc
ttgtttgtaa
ttctgtgaaa
tegatttgat
tttgctacgg
tcataatceag
ctocttatag
tgattcaatt
tctgattttt
tteocatgeett
atattaagat
attecctoetyg
tcaccgatat
ggtgattaat
tegeattagt
tttttettea

cattaatata

540
600
660
720
780
240
200
260
1020
1080
1140
1200
1269
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040

2068

60

120
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aatatagcag gatgatctgg aaggtagate ctgcececatcg aatgatccaa acatcaacac 180
taggatcata cegttaacaa taatgaatga aaaagtagaa gatgacgaag ttgaagtgat 240
gaccaaaaac tttgaaaatt ccaaccgtat ggccggaate agtgtgaaga aaatcgaaat 300
caaatactcet aatggategg attgttatte tggaggecaaa tetgaaactt cgaggatagg 360
atttaatcca cgecaagtaat aatttgaaac tcagaaggag aaaaasaaaac taaaatagag 420
aagaagagat ctcaaagaag ccgtgagcac gagacgaacg agaagaggta aagcaccagt 480
cagaggaaas caccaaaatt agagaaatag cacgaacatt aaagcacaga tcegogecge 540
aaaccecgaaa gacgasaaat agagecaaac gaaacccetaa taaﬁcgatct gcacaaaaaa 600
aaaaaaaaaa aactttgaga agageegoga aattacecta gaatecteag aactggecgg 660
acgagagaag cgctcegateg aaacccaaca taazacecet tecaacggcea aattactecg 7120
camaacccoga aaaataaaca aaatcaacga tcacgagaag gtgcaaggge aaaaagagge 780
agtgcgatcg agagtetacce tgaatcgtceg gogeaaaagg cgageccace gacgaacget 840
ccctctagaa cctggagatg cggogagaga gaaggaaaga totteggtgyg gtgatgocteg 900
ctatttatcyg caagagagtt agagagatet tetteggegg cggatttetg geatcetageg 960
tttaacctea cegeocecagtg cteacateet tetteteata tttgaatatt taattaacaa 1020
atgaatcagt catttttett taatttttaa ttececcggaga gggcaatgtt ggtatcaaaa 1080
attatttagg aaaaattaat tacacgaata atoggatttt tocctitttt taattaattt 11490
ctaattttgg aaaaggaaag aaaaatttta ggggtatgga gggcaagaat gaaatattac 1200
aaaattaggg gttcttgegt aatttattat atttaataaa gaaagtcgaa tatteccate 1260
cqgattggtag ttgaaaqggg ccgaaaggece toggggttte tagagattte tacattatte 1320
tegtttitgt cgeccaagaag gtgggcaatt atgtttcatg ccttaactte ttetttttgt 1380
gggaatacte ttattettag tacaaaagaa aagagtatat gcataaataa gatgaaaaat 14490
gggtttatte gagattteta cgtcatgtgt gactegetta ggaaatateq ceocgaaaceta 1500
acaaaggegg tacgetcoete toocecgace tataaataga gacetttgee tegtetttet 1560
caactcaagc atttotgtat gatecttcte tttcegogga agetctogeg ccagttgate 1620
goaay 1625

<210> 5

<211> 1041

<212> ADN

<213> Spirodela polyrrhiza

<400> 5

29
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caaataaaga gatggacaga taatgagatg aattagaaaa aaaaaattcg tgttgtaaga 60
tagaatactt gotatctact gatgaatgea gttcagtttt cctcacgatc ttaaagatcg 120

cgcactateoe tcagettcac tctggaaatt ttgattotet tcttetgete ageagecteg 180

actctgtcta gggtttcgta caatcggacg ccattctaca tgaatcgage acagggaatg 240
aagacaatta ggagatcctc gatgtcctcc gacttacttg catgacttga cggggaagat 300
ctcgagcagg gaagegacge ctctceggag gactegectc gecgagagga cctcecteege 360
gacacggace atggcetcca cggggtagaa getggeectg ttetttatte tettgaggat 420
catcggeega agectccgea aatccatcce cgaggagtag aatctegecct gcaggaagca 480

tetgtegaga tectegoega ggeggeggag ataccteged ggegecgcca tggegeeggg 540

gac¢ggagcac caccacggag aagaagaacce ctaacccaag geattaacga agttgegcag 600
attatacaaa ageccctcaaa tatetttecat ttteotattte actgatacat tttcattatt 660
gtatatgagt gtttatttaa attattccgt attagaaaag cacctccaga acccgacaaa 720

atagggtgac gtcatcatgg tgtcatgace goccaacage cgcagattta aaatcggtgg 780
atgagtgegy ccacgcc‘acg aaagcgatgg gocttegteg atgecgtgag aatccatetg 840
acataaagta aacqggegecy teagtattga eggogtatga cacgtggaaa gaagctattyg 200
gttcacgecat cggtggttce geotagectce gtcgaccget agtactataa atacggtecco 960
gaggeectect caccactege acatateete tttgtitttea tetecgtgaa agaagecgagg 1020

aagcgegteg teteotecccaa g 1041

<210>6

<211> 964

<212> ADN

<213> Lemna aequinoctialis

<400> 6

30
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agtgtaceaa tattttaaac cctacattta tcattcttta ttcattattg ccataagtta 60
atgaatattg aaattcaaat acgcegcaaga tgtcaatatc gatcgaatat gaataccaga 120
tatasaatca aaaatcaaat atcaaattaa taaagatata aaatattgas tccaaaagea 180
ataaagaata tcactattaa tatcaaaata tcgatttgaa grttcaaaaat tgggtocatt 2490
aggagccaag accgatcatg atccgatact gatatcaata tctgtagctc agtggctagg 300
ceccctcaatt tgecctggecg aaggcagtgt acaaaacetg geotctcgcaa gggoaaagaa 360
agagtcttte c¢caaaaaaaa aaaaatcgaa cccatttgta gtatccaata tttggattga 420
cataagatac caaaacataa agtactaacc acccaatctt ataattaatce aagatttata 480
tcacatcecaa tatcaagatc cgatatcaat acctagaccg gtasacceta atttactcott 540
ccceecctetya aaaattitcca ataaatatet ccacatattt aactattaaa aaattgataa 600
gagataggec ctagcectaa gtcctaacat ataaccacte tctatgaasa gtectattaa €60
atgacgtcat ttatttattt attgceggtt ggoctgoctcca cagecgcaat ttaatggatg 720
getgacacgg cacgaaaceq acgggeggtg cogtgggaat aattetagag taaacctaac 780
ggegecgtta actttgacegg tggcgaagac gegtggggat agytggttgyg tecgegtgac 2440
ggeggceggtt cagccegicg accttgagec gagactataa atcgaggega agggatgage 900
tttgecattqg cgttaettott ctgtteoatet ectgaaatteg ggeggaatce ttettettet 960
caaqg 964
<210>7
<211> 535
<212> ADN
<213> Lemna minor
<400> 7
gtatgegtct ttccteottqg tgattcgate tttotgttgg ctagatctgg tctattgate 60
tgetctattg atctggteta tttatcegetg categggatce tattgatecg tatgttgatt 120
tgggatcegt aggttggttt ggatcggaga ctgogatttg attcttgtga tttegetigg 180
atttcggaaa teggtgtggt tgaagtcogtg cgatctttta gatetgeotecc tttttttatt 240
tgetatttta tatttacgtt gtttatgatc goggattatt ttgat.i:cgt‘l: tattcgagat 300
ccatgecgtt taactegtte tttgtgcoctoe gatctitgecg atacgtcggt cgttctagat 360
cogttcacta ggttagtttt aagttetttg agettgattt atatggattt gotgttttee 420
aggaaaaatt tatgegcgat tcettacgece gtttececat tttactttag gtcgtgaatt 480
cttttgatet gagaatgatqg aatetgacat gtacctteeg gtttgtaatt tgeag 535



10

15
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<210> 8

<211> 980

<212> ADN

<213> Spirodela polyrrhiza

<400> 8

gtaaggagca
ggatcttegyg
tctgageega
aaggatgtat
gatcatttet
tttgctttgg
tetgttgeag
ctcteoteoaty
tgaagtattc
gatcgtgtte
ateggtggat
aaacecctge

aacggtgate

ttataattat gttttgaaaa cgtacttaag taaggggcat gttccccgtt taaaactttt
gttctatcaa tttgtggtta atagatcetg atttgtggtc geettattct gtetttaate

gtggatttta tttatcttga gcocgogtectt ttcttttaaa atcatgigtt taacctttea

gatctetttg
ttgcatcatg
tecatatatgt
ccttttgatg
gttettegte
ttaggatgca
aggagaaagt
ctatgaattt
attgeggtee
tqtccagate
gttettttta
ttgttaaggt

tgteegatea

atcegttttitg
cecttggetgt
taaaggttgt
tgaggcgate
tttgagttet
tectttggat
ctgtcgaggt
atgttttgag
cecttaggte
tetcttgata
gtcttagete
gatgtattee

atgtgttgea

gtcgtcatat gttccatcag

<210>9

<211> 1104

<212> ADN

<213> Lemna aequinoctialis

<400> 9

ttettctttt
ttttattagt
gttegatcte
ttctatggtt
tttetgogga
ttgagccgat
ccttatgcag
aactectece
ttatgtattt
tggatgagat
acctttatet
ttctttatag

catcttgttt

32

gtittgtttt
ttaggatatc
tttgtteatt
aagactttgt
tatcgecatea
ctecettggt
gctttgteea
égtttttcta
ctcgagttga
attegttace
agaaattaat
atttcggcgt
tetgtgtaat

ttttttetge
ctegtttgga
ttegeatgaa
teggtctatt
tcectaggtt
taaggetgtyg
gatgcgegtg
gatceggatt
tttggtceccat
tctttcaaac
ttteggtttyg
gttatttett

cetetgtgaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

780

840
800
960

980
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gtatgggect cgatctttet gtttcaateg agttttgate ttegtttigg ¢ggcgatcgg 60
tgttttettt gtattgtgaa taaatccttg ataagaaaac cctaggtitt gtgacctgtt 120
gacggatgeg tgeggatctg ttatttgtet tttaggegat tttetcttgt ttgtaatagt 199
ttatcataae cagatgaaca tggatcaagt cgatttgact tattttttcet gtgaaattag 240
gecgaaatee ttetttttgg tttgagoctt gatatttcocta tataattega tttgattttt 300
tgttttette tgcgtetgat getttctett gactectgat taaatttttg ctacggaaac 360
cctagatgte gagatctgtt gacagattct ggcaaatcetg tttttatcat aatcagatga 420
acgcaaatta agtcgatttg gtttttetcoct gaaattaggg gggaaactcc ttatagtatg 480
agcctcgata tttetataat agtegatttg attttetett gectoctgat tcaatttttyg 540
gtgeggaaae cctagatatt gtaatctgtt tacggatgect tgcggatetg atttttaata 600
ttgtgatcta ttgacggatqg ctcogtagatc tggttgtttt gatttcttca tgeettatac 660
ggcgatttga tteggegatt asaaatttte aattetttta aaaaaaatat taagatttte 720
aacgtttcaa attatttcat agatceggeac aaatactttt catcagatte ctectgatgt 780
gatggtttgt gtttaaaatc tgttgaagat atcagattet attaggtcac cgatataate 840
ttctetgttt attotgegat cgghtgettace aaaccectatt tectaeggtyg attaattatt 900
tttaatcteoe tagctagogt aaatatatat ttttttaatt tgatctttge attagtttcee 960
tocttttatt tgctattaat tgtaacegat getacaaaac atcagatttt tttteccaat 1020
tcgttgtcat cattatagaa aacttttatc tgatattttt aatcgtecatt aatataattt 1080
tcaatttatt attttecectt geag 1104

<210> 10

<211>064

<212> ADN

<213> Lemna giba

<400> 10

aagcacgage tgagcgagaa tteggggagg ctgagtegaa gaggaagaga gaagtaggta 60
cgee 64

<210> 11

<211> 58

<212> ADN

<213> Lemna gibba

<400> 11

actcgcaagt ggagagagga tecgagegte cagtgagagg aagagagagg gaggegeg 58

<210> 12

<211>062

<212> ADN

<213> Lemna giba

33



10

15

<400> 12

aaactcecga ggtgagcaag gatceggagt cgagcgcegaa gaagagaaag agggaaageqg

<g

<210> 13
<211> 1808
<212> ADN

<213> Lemna minor

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (598)..(598)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 13
agattgttgt
actatgectt
agageggetg
tgaagcccege
aactggagac
gagggatcga
ttgccagcga
cgecggagag
cggecggaat
gatcggcgag
cgacygcggga
geattgagge
tetecagege
tggaaatgag
aggaaggtct
aggeatcegeg

agcagatgge

gagagagcga
gaagcgeatt
gaagagtece
caatgtegac
gaggagagge
ggtaccgaag
ggtttaggac
geggttgtte
gctgccattyg
gcgeccggag
atcgccggag
gttccagtca
tctgatctee
gaagagaatg
ggettgatct
attettggaa

gyggaagacg
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cagcacctgg
cccgtgcaag
ttcgagaaga
cgggategte
ggagagactg
cccegecgga
ctgagggatg
tgcaagaaga
aacgegttge
atcggaccag
gtggaacaga
gagagagcee
gccagggatt
aagagaagga
cccgacgatt
ggtacagagg

aaacatggcg

agcgeccggaa
ctaatgtgeca
ttecagtceca
cctgtgagge
cctggaatet
agagcgggag
caagattgga
gggatcggag
cgcggagact
agagatggag
gaacgccgey
cegtgeggate
ceggagggat
agtggaggag
cctcotcteat
gaagttgate

cctgacaaca

34

gctegeogac
gaatggagct
gccagaggta
gattgaacga
cgecggagaa
ggattccgcee
agggaaatct
ttggcggaga
gagccggegg
aagagggagyg
ccatgagcac
gtaaagggag
cttetgctee
agaggacgce
cagtgaaaca
aaagagaggce

taggetatea

cgeccggagga
geagttegty
aagaagatce
gagattgatg
gecattggag
ggagaaattqg
ggcggaaggt
gaggagaatg
agttgagaaa
cggagetneca
ggagcggaaa
aagcggaact
tgecccgaag
atggtagcag
agagaataag
tcegggaaga

taggataate

60

62

60
120
180
240
300
3160
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
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cactcteoct ctgtetttet ctetgtttcoct ttetctetot ctttatctet ctctetcetcot 1080
cgaacattte acacattttt gggectgtte tttggegtag ctagecettt cttggtcecat 1140
attttgaggc caaggccaat catgecgcage cacgttgcat ggegggagga ccccatctat 1200
ccattccgtc agttectgge ttttgggaca atctgaacag tacataaace acgggetegg 1260
gecttgggece gecgaaaage cogtocgtae aattttotga cgtacaatat taatttecea 1320
gaaaagaaaa ttcattaaaa aataactatg tcacccacga actegtgatce tagatataag 1380
geaggcaact ttecocgtgac agteggactt gtggggttee cttgacggeg cegceegtcta 1440
ctgacggege ttgaatgacg tcattattac tatatttaat atatccgaga ataaatgget 1500
cectggatee ccecegtgaaty gtcacgtcat ccacgeggge ttigactteg cctaggtege 1560
cacgttgggg ccteataacyg tgcaagetga cgtggetate attgectega tggegatett 1620
gaacgaacca cataaccaat ctgagacgge gacgaggatt ctgtgtttte cteggggate 1680
tctggocegtc cgatgaacta acacgcacta tttcaaaaag ggggttaaac acgattgtta 1740
ggtttctttg agtcttccac atatecgete cacgatettg tacctottet tgegacgatce 1800
tactecgec 1308

<210> 14

<211> 1338

<212> ADN

<213> Lemna minor

<400> 14

35



10

ttcgagttiyg
tocgtetteg
ggtttctetg
ggegetecag
tteogggaace
ggeggcettcey
gaagtcaatt
atattgcaag
aggtttcaca
gaatatttaa
gacgacattt
cacacetcca
attttatatt
ccactagaaa

gccagtaaat

gtgttcttga
cggggatctt
gtaggttagg
cgtaaggect
tececeqagygg
gtatgggaag
aatacattta
tgectcatgte
cctecatgee
atatttaaaa
agtttettet
taccctactt
taactgatta
daaaataaaa

attatccagg

aatacgataa
atggegtegt
acagagageg
aggagacttg
ttcggcgaac
caataattte
ttccacggac

gtettectet

tecagaataat
cagecaggga
ataaatgctg
agtctcceck
gcgagaccec
tctgatetce
actaaataag

ttgaagte

<210> 15
<211> 84
<212> ADN

<213> Lemna minor

<400> 15

atggetgett tgaacaatge tcgtcottatce gogotcttct tcagettggg gttogtacte
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atattttttce
gtgtecggaga
ctgttggacg
aacgecgegt
gageacgatt
ggatcaactg
aaatgagatg
tcaaacctce
ctagttettyg
tttatgttta
actaggaaaa
ctttaattca
agaagattge
atactaaatct

aaaaaaaatt

gaatatgatg
agaggtgaca
cacgegettt
gggccagete
gtctggtect
cegtetttgg

taggaggcag

teectgectt ggectgecca cgga

<210> 16
<211> 28
<212> PRT

ccattttttt
ggtggccegt
tegtcatete
ctgectcgaga
tetetecatt
gtagcagcga
ttgatgggga
ttgtcttagt
cettggttet
actgattaag
aaaattatte
caccactcaa
acctaacgag
attecgagagy

atcectatcca

ttttgaaaat
gcegataggeg
ctetteactt
gttgaacgtt
cegecgagte
caccacgatg

cgaatggagt

36

tttectatttt
gccactggeg
ccccaaagge
togectageg
eatetettet
agecagatggt
attaaaataa
tcttaagtte
tgaattcaca
aagattgaac
gagagaaagyg
gggaatattt
gagacgatat
aaggcccgaa

cgacaaaacc

tccegatagg
ctgaaaaact
gggtcagtgyg
tctacgeggy
ttegatctge
gegtgtagac

gtgaatcgge

tgagectttte
gtctacggge
agcaggegge
tgatcaggge
tgatgtcttte
ccaccatcat
gtaaaacaaa
acatcacttg
ccacttaagqg
ctgtcgagga
gecaaagttt
agatatttaa
ttagttectt
tgttgcagec

ttcttcacaa

gtttggegag
gcoegeoageaqg
gcgagttcga
taatccatce
tggaaaatgg

tggagtette

tececcottte

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

200

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320

1338
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<213> Lemna minor

<400> 16
Met Ala Ala Leu Asn Asn Ala Arg Leu Ile Ala Leu Phe Phe Ser Leu
1 5 10 15

Gly Phe Val Leu Ser Leu Pro Trp Pro Ala His Gly
20 25

37
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de acido nucleico aislada que comprende una secuencia de nucleétidos seleccionada del grupo que
consiste en:

a) una secuencia de nucleétidos que comprende la secuencia mostrada en el SEQ ID NO: 1 o 4;

b) una secuencia de nucleétidos que comprende al menos 350 nucledtidos contiguos de la secuencia
mostrada en el SEQ ID NO: 1 o 4, en donde dicha secuencia de nucleétidos inicia la transcripcion en una
célula vegetal, y en donde dicha secuencia de nucleétidos comprende una caja TATA;

¢) una secuencia de nucleétidos que comprende un fragmento funcional de la secuencia mostrada en el
SEQ ID NO: 1 0 4, en donde dicho fragmento inicia la transcripcion en una célula vegetal;

d) una secuencia de nucledtidos que comprende una secuencia que tiene una identidad de secuencia de al
menos 95% con la secuencia mostrada en el SEQ ID NO: 1 o 4, en donde dicha secuencia de nucleétidos
inicia la transcripcion en una célula vegetal; y

e) una secuencia de nucledtidos que hibrida en condiciones restrictivas con un complemento de una
secuencia de nucledtidos de a), en donde dicha secuencia de nucledtidos inicia la transcripcion en una
célula vegetal.

2. Un constructo de expresion que comprende la molécula de acido nucleico de la reivindicacion 1.

3. El constructo de expresion de la reivindicacion 2, que comprende adicionalmente una secuencia de nucledtidos
heterdloga de interés conectada operablemente.

4. Un método para expresar una secuencia de nucleétidos en una planta o célula o nddulo vegetal, comprendiendo
dicho método introducir en la planta o célula o nédulo vegetal un constructo de expresion, comprendiendo dicho
constructo de expresién un elemento de control de la expresidon conectado operablemente a una secuencia de
nucledtidos heterdloga de interés, en donde dicho elemento de control de la expresion comprende una secuencia de
nucleotidos seleccionada del grupo que consiste en:

a) una secuencia de nucleétidos que comprende la secuencia mostrada en el SEQ ID NO: 1 o0 4;

b) una secuencia de nucleétidos que comprende al menos 350 nucledtidos contiguos de la secuencia
mostrada en el SEQ ID NO: 1 o 4, en donde dicha secuencia de nucleétidos inicia la transcripciéon en una
célula vegetal, y en donde dicha secuencia de nucleétidos comprende una caja TATA;

c) una secuencia de nucleétidos que comprende un fragmento funcional de la secuencia mostrada en el
SEQ ID NO: 1 o0 4, en donde dicho fragmento inicia la transcripcion en una célula vegetal;

d) una secuencia de nucleétidos que comprende una secuencia que tiene una identidad de secuencia de al
menos 95% con la secuencia mostrada en el SEQ ID NO: 1 o 4, en donde dicha secuencia de nucleétidos
inicia la transcripcién en una célula vegetal; y

e) una secuencia de nucleétidos que hibrida en condiciones restrictivas con un complemento de una
secuencia de nucleétidos de a), en donde dicha secuencia de nucledtidos inicia la transcripcion en una
célula vegetal.

5. El constructo de expresion de la reivindicacion 3 o el método de la reivindicacién 4, en donde dicho constructo de
expresion comprende adicionalmente una secuencia codificante de un péptido sefal conectada operablemente que
dirige la secrecion de un polipéptido codificado por dicha secuencia de nucleétidos heteréloga de interés al medio de
cultivo.

6. El constructo de expresién de la reivindicacion 5, o el método de la reivindicacion 5, en donde dicho péptido sefial
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en:

a) la secuencia mostrada en el SEQ ID NO: 16;

b) una secuencia que tiene una identidad de secuencia de al menos 90% con la secuencia mostrada en el
SEQ ID NO: 16, en donde dicha secuencia dirige la secrecién de dicho polipéptido al medio de cultivo; y

c) un fragmento funcional de la secuencia mostrada en el SEQ ID NO: 16, en donde dicha secuencia dirige
la secrecion de dicho polipéptido al medio de cultivo.

7. El constructo de expresion de la reivindicacion 6, o el método de la reivindicacién 6, en donde dicha secuencia
codificante de dicho péptido sefial comprende una secuencia de nucleétidos seleccionada del grupo que consiste en:
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a) la secuencia mostrada en el SEQ ID NO: 15;

b) una secuencia que tiene una identidad de secuencia de al menos 95% con la secuencia mostrada en el
SEQID NO: 15;y

c) un fragmento de la secuencia mostrada en el SEQ ID NO: 15.

8. El constructo de expresidon de una cualquiera de las reivindicaciones 3 6 5 a 7, o el método de una cualquiera de
las reivindicaciones 4 a 7, en donde dicha secuencia de nucledtidos heterdloga de interés codifica un polipéptido de
mamifero.

9. El constructo de expresion de la reivindicacion 8, o el método de la reivindicacion 8, en donde dicho polipéptido de
mamifero se selecciona del grupo que consiste en insulina, hormona del crecimiento, interferaninterfedn 3, B -
glucocerebrosidasa, B-glucoronidasa, proteina de retinoblastoma, proteina p53, angiostatina, leptina, eritropoyetina,
factor estimulador de colonias de granulocitos macréfagos, plasmindgeno, anticuerpos monoclonales, fragmentos
Fab, anticuerpos de cadena sencilla, citoquinas, receptores, vacunas humanas, vacunas animales, péptidos,
albumina de suero, y combinaciones de los mismos.

10. Una planta o célula o nédulo vegetal transformados que comprenden el constructo de expresién de una
cualquiera de las reivindicaciones2a3 6 5a 9.

11. Una planta o célula o nddulo vegetal transformados de la reivindicacion 10, o el método de una cualquiera de las
reivindicaciones 4 a 9, en donde dicha planta o célula o nédulo vegetal es un monocotiledénea.

12. Una planta o célula o nédulo vegetal transformados de la reivindicacion 11, o el método de la reivindicacién 11,
en donde dicha monocotiledénea es de un género seleccionado del grupo que consiste en el género Spirodela, el
género Wolffia, el género Wolfiella, el género Landoltia, y el género Lemna.

13. La planta o célula o ndédulo vegetal transformados de la reivindicaciéon 12, o el método de la reivindicacion 12, en
donde dicha monocotiledénea es un miembro de una especie seleccionada del grupo que consiste en Lemna minor,
Lemna miniscula, Lemna aequinoctialis, y Lemna gibba.

14. La planta o célula o nédulo vegetal transformados de la reivindicacion 10, o el método de una cualquiera de las
reivindicaciones 4 a 9, en donde dicha planta o célula o nédulo vegetal es una dicotiledénea.

15. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 9, en donde dicha secuencia de nucledtidos heterdloga
de interés comprende los codones preferidos por la lenteja de agua en la secuencia codificante de dicha secuencia
de nucledtidos heterdloga de interés.

16. El método de la reivindicacion 15, en donde dicha secuencia de nucledtidos heterdloga de interés comprende
entre 70-100% de los codones preferidos por la lenteja de agua.
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