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DESCRIPCION
Procedimiento para acumular producto de gen exdgeno a una concentracion alta en semillas de plantas
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un procedimiento para acumular concentraciones altas de producto de un gen
exogeno en semillas de plantas.

Técnica anterior

Las proteinas de almacenamiento de semillas se clasifican, convencionalmente, en cuatro grupos de proteinas, de
acuerdo con su solubilidad, es decir, glutelinas, globulinas, prolaminas y albuminas. El arroz es diferente de otros
cereales, tales como el trigo y el maiz, en cuanto que la glutelina es la principal proteina de almacenamiento de
semillas, representando aproximadamente del 70 al 80 % de las proteinas de almacenamiento de semillas. El grupo
de genes de glutelina comprende aproximadamente 10 genes por un genoma haploide, y los genes se dividen en
dos subfamilias, GIuA y GluB, que muestran una homologia del 60 al 65 % en la secuencia de aminoacidos dentro
de la region codificante. Cada subfamilia comprende aproximadamente 5 genes que tienen una homologia del 80 %
o mayor en la secuencia de aminoacidos. Un gen de glutelina se expresa especificamente y se acumula en el
endospermo. La especificidad de tejido de la expresion de la glutelina esta regulada de forma considerablemente
estricta y las glutelinas no se expresan en otros tejidos, tales como la hoja y la raiz. En general, la expresion del
grupo de genes de glutelina, con la excepcion del GIuA-3, es coordinada; sus niveles de ARNm muestran el
siguiente patrén: emergencia 5 dias después de la floracion (dia 5), alcance del maximo alrededor del dia 15 y
disminucion después de esto. El gen GluB-1 tiene la actividad promotora mas fuerte del grupo de genes de glutelina.

Se han aislado mutantes de arroz con disminuciéon de la cantidad acumulada de glutelina, es decir, la principal
proteina de almacenamiento de semillas. Por ejemplo, lida et al. aislaron mutantes recesivos que carecen de
cualquiera de las subunidades acidas de la glutelina, a1, a2 o a3, a partir de una variedad de arroz Koshihikari que
se irradio con rayos y. Los fenotipos estan regulados, respectivamente, por un Unico gen recesivo (es decir, gluf,
glu2 o glu3). También se ha obtenido una cepa mutante (a123) que carece de todas las a1, a2 y a3 cruzando los
tres mutantes anteriores (lida, S. et al., Theor. Appl. Genet. 94: 177-183 (1997)).

El LGC-1 (bajo contenido en glutelina-1 es un mutante seleccionado de Nihonmasari tratado con EMS y tiene un
fenotipo con una concentracion de glutelina significativamente disminuida (lida, S. et al., Theor. Appl. Genet. 87: 374-
378 (1993)). El LGC-1 se caracteriza ademas por concentraciones aumentadas de prolamina y globulina. EI LGC-1
esta dominado por un unico gen dominante. Mediante el mapeo de los genes defectivos en LGC-1 y los mutantes
defectivos en a1, a2 y a3, se reveld que el gen de proteina mutado (Igc-1) de LGC-1 y el gen de glutelina mutado
(glut) del mutante que carece de a1 estan situados en el mismo locus. Los resultados de la hibridacion de Southern
usando el gen de glutelina (GluB) como sonda indicaron que el LGC-1 contenia una mutacién en el gen GluB o
préxima al mismo. De acuerdo con los resultados de los analisis de transferencia de bandas Northern, comparando
el nivel de expresion del gen GluB en el endospermo después de aproximadamente 16 dias desde la germinacion
principal en LGC-1 y su variedad original, Nihonmasari, se reveld que la expresion de GluB esta considerablemente
disminuida en LGC-1.

En la soja, se conoce la glicinina como proteina de almacenamiento de semillas. La glicinina se produce como un
polipéptido precursor de un tamafio de aproximadamente 60 kDa en el que estan unidos juntos un péptido sefial, un
polipéptido acido y un polipéptido basico; el péptido sefial se escinde posteriormente. Después de esto, se forma una
subunidad en la que dos tipos de polipéptidos resultantes de una escision en el sitio Asn-Gly, es decir, el polipéptido
acido (A) y el polipéptido basico (B) especificos, se polimerizan a través de enlaces disulfuro. Seis de estas
subunidades se ensamblan para formar un hexamero y se almacenan en el cuerpo de la proteina (PB). El hexamero
también se denomina "proteina de almacenamiento de semillas 11S", debido a su coeficiente de sedimentacion
(11S). Las subunidades de la glicinina se clasifican en el grupo | y el grupo Il, basandose en la estructura primaria de
sus ADNc y su homologia de secuencia de aminoacidos. Hasta la fecha, se conocen las subunidades AlaB1b,
A1bB2 y A2B1a del grupo | y las subunidades A3B4 y A5A4B3 del grupo Il. Se sabe que seis de estas subunidades
se combinan casi aleatoriamente en la glicinina de soja. Ademas, se ha informado de que un péptido derivado de la
subunidad A1aB1b de la glicinina de soja tiene la capacidad de unirse a acido biliar (Shio Makino, The Food Industry
39(24): 77-87 (1996)), lo que indica que la capacidad de las proteinas de soja de hacer disminuir la concentracion de
colesterol en sangre depende de la subunidad AlaB1b.

Momma, K. et al. (Biosci. Biotechnol. Biochem. 63:314-318, 1999) analizaron arroz transformado con el gen de la
glicinina de soja y descubrieron que tenia un contenido proteico aumentado como consecuencia de la expresion de
la glicinina de soja.

Goossens, A. et al. (FEBS Letter 456:160-164, 1999) divulga la expresion potenciada de un transgén (Arc5) por la
induccion simultanea de un gen antisentido para una proteina de almacenamiento de semillas endégena (albdmina
28) en una planta natural que no es defectiva en ninguna proteina de almacenamiento de semillas endégena.
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Takaiwa, F. et al. (Plant Sci. 111:39-49, 1995) divulga un vector que tiene una region no traducida en 5' de
glicinina/glutelina quimérica para su insercion en una planta de tabaco para la produccion de glicinina. Asimismo,
Katsube, T. et al. (Plant Physiol. 120:1063-1073, 1999) han usado el mismo gen quimérico para sus experimentos en
arroz transgénico.

El propio gen de glutelina de arroz se conoce a partir del N.° de acc. X54314 del EMBL.

Se conocen mutantes de arroz defectivos en proteinas de almacenamiento de semillas a partir de lida, S. et al.,
(Theor. Appl. Genet. 94: 177-183, 1997), quienes describen nueve lineas mutantes que carecen de subunidades de
glutelina debido a una mutacién en sus genes de glutelina.

Divulgacion de la invencion

Los presentes inventores se centraron en las funciones fisiologicas beneficiosas de la glicinina de soja, tales como el
efecto de disminucion del colesterol descrito anteriormente, y ya han tenido éxito en la generacion de arroz en el que
se ha modificado la composiciéon de proteinas de almacenamiento de las semillas expresando el gen A1aB1b en el
endospermo de las semillas de arroz (en la patente N.° 3030339). No obstante, para que surja un efecto de funcion
fisioldgica deseado de la ingesta del arroz, se necesitan niveles de expresion mayores. En consecuencia, es
necesario desarrollar y utilizar técnicas que permitan la acumulacion de concentraciones mayores de producto de
gen exogeno en el arroz. La presente invencion se llevo a cabo teniendo en cuenta este requisito y su objetivo es
proporcionar un procedimiento para acumular concentraciones altas de producto de gen exdgeno en semillas de
plantas.

Con el fin de conseguir el objetivo anterior, los presentes inventores intentaron mejorar el promotor para expresar
niveles altos de un gen exdgeno en semillas de plantas. Examinando la regién promotora del gen GluB-1 de la
proteina de almacenamiento de semillas glutelina del arroz, se revel6 que los vectores convencionales usados para
expresar el gen de la glicina contenian de forma incompleta la region no traducida en 5' del gen de la glutelina. Los
presentes inventores se centraron en la region no traducida en 5' del gen de la glutelina, cuya importancia no se ha
reconocido aun, y estudiaron si la insercion de la regiéon no traducida en 5' en vectores de expresion mejoraria el
nivel de acumulacién de ARNm. Los resultados no mostraron ninguna mejora en el nivel de expresion en
comparacion con el transductante del gen de glicinina convencional asociado con la insercion de una secuencia
potenciadora de un gen de la fotosintesis del tabaco entre el promotor del gen GluB-1 y el gen de la glicina (A1aB1b)
(pSaDb). Sin embargo, la insercién de la region no traducida en 5' completa de la glutelina (ATG) hizo aumentar de
forma espectacular los niveles de acumulacion tanto de ARNm como de proteina.

Los estudios anteriores nunca tuvieron en cuenta la capacidad maxima de expresion génica (transcripcion y
traduccion) en la expresion de un gen exdégeno en plantas. Por lo tanto, la introduccion de un gen exdgeno se intentd
Unicamente en variedades de plantas que se usaban de forma ordinaria para experimentos. Los presentes
inventores se centraron en la "capacidad maxima" de las plantas y supusieron que los productos de genes exdgenos
se podrian acumular a concentraciones mayores al usar mutantes defectivos en una proteina en particular. En
consecuencia, los inventores intentaron expresar y acumular un gen exdgeno utilizando plantas mutantes.

Se conocen varios mutantes que carecen de proteina de almacenamiento principal para el arroz, tales como LGC-1
y a123. Los presentes inventores predijeron que la cantidad de aminoacidos libres disponibles para la traduccion de
proteinas en estos mutantes defectivos en proteina de almacenamiento de semillas es mayor que en plantas
normales, ya que no se utilizan los aminoacidos libres para la biosintesis de la proteina de almacenamiento
acumulada normalmente. Ademas, los presentes inventores consideraron que el uso del promotor de la glutelina en
LCG-1 podria permitir niveles mayores de expresion del gen exdgeno, ya que la expresion del gen de la glutelina
esta suprimida en LGC-1 y, por tanto, se pueden utilizar factores de transcripcién que se usan originalmente para la
expresion de la glutelina para la expresion del gen exdgeno.

Asi, los presentes inventores cruzaron LGC-1 o a123 con 11-5, un transductante de glicinina, para introducir el gen
de la glicinina en este mutante y estudiaron las concentraciones de glicinina acumulada en sus semillas. Como
consecuencia, descubrieron que la cantidad de proteina glicinina acumulada aumenté de forma espectacular en
ambas variedades de LGCx11-5 y a123x11-5 en comparacién con 11-5.

Por tanto, los presentes inventores desarrollaron con éxito un vector que expresa niveles altos de un gen exdgeno
en semillas de plantas utilizando la regidn no traducida en 5' de un gen que codifica una proteina de almacenamiento
de semillas. También tuvieron éxito en la acumulaciéon de concentraciones altas de producto de un gen exdégeno en
semillas de plantas usando un mutante defectivo en proteina de almacenamiento de semillas como objetivo para
transferencia génica y, finalmente, llevaron a cabo la presente invencion.

Mas especificamente, la presente invencién proporciona:

(1) un procedimiento para acumular producto de gen exdégeno en semillas de plantas, que comprende las etapas
de: introducir un vector que comprende un gen exdégeno en una planta que es defectiva en proteina de
almacenamiento de semillas enddgena y expresar el gen exégeno en la planta, en el que dicho vector comprende un
gen exogeno unido de forma funcional corriente abajo de un promotor que garantiza la expresion del gen exdgeno
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en semillas de plantas, y una regién no traducida en 5' completa de un gen que codifica una proteina de
almacenamiento de semillas seleccionada del grupo que consiste en glutelina, globulina, prolamina y albdmina, que
se inserta entre el promotor y el gen exdgeno, y en el que la etapa de introduccién del vector no comprende cruce
sexual;

(2) EIl procedimiento de acuerdo con (1) en el que la regidon no traducida en 5' comprende la secuencia de
nucleétidos de SEQ ID NO: 1.

(3) EIl procedimiento de acuerdo con uno cualquiera de (1) a (2), en el que la proteina de almacenamiento de
semillas defectiva en la planta se selecciona del grupo que consiste en glutelina, globulina, prolamina y albumina.

(4) Una célula de planta transformada derivada de una planta mutante que es defectiva en proteina de
almacenamiento de semillas enddégena en la cual se ha introducido un vector como se define en (1);

(5) la célula de planta transformada de acuerdo con (4) en la que la regién no traducida en 5' comprende la
secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 1;

(6) la célula de planta transformada de acuerdo con uno cualquiera de (4) o (5), en la que la proteina de
almacenamiento de semillas defectiva en la planta es una proteina seleccionada del grupo que consiste en glutelina,
globulina, prolamina y albumina;

(7) una planta transgénica que comprende la célula de planta transformada de acuerdo con uno cualquiera de (4) a

(6);

(8) un vector que comprende un gen exdgeno unido de forma funcional corriente abajo de un promotor que
garantiza la expresion en semillas de plantas y una region no traducida en 5' completa de un gen que codifica una
proteina de almacenamiento de semillas seleccionada del grupo que consiste en glutelina, globulina, prolamina; que
se inserta entre el promotor y el gen exégeno;

(9) el vector de acuerdo con (8), en el que la region no traducida en 5' del gen de la glutelina comprende la
secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 1;

(10) el vector de acuerdo con cualquiera de (8) o (9), en el que el promotor que garantiza la expresion en semillas
de plantas es un promotor de un gen que codifica una proteina seleccionada del grupo que consiste en glutelina,
globulina, prolamina y albumina;

(11) una célula de planta transformada en la que se introduce el vector de acuerdo con cualquiera de (8) a (10);
(12) una planta transgénica que comprende la célula de planta transformada de acuerdo con (11);

(13) una planta transgénica que es una progenie o clon de la planta transformada de acuerdo con (7) o (12); y que
comprende un gen exogeno unido de forma funcional corriente abajo de un promotor que garantiza la expresion del
gen exdgeno en semillas de plantas, y una region no traducida en 5' completa de un gen que codifica una proteina
de almacenamiento de semillas seleccionada del grupo que consiste en glutelina, globulina, prolamina y albumina,
que se inserta entre el promotor y el gen exégeno.

(14) un material de reproduccién de la planta transgénica de acuerdo con uno cualquiera de (7), (12) y (13) y que
comprende un gen exogeno unido de forma funcional corriente abajo de un promotor que garantiza la expresion del
gen exdgeno en semillas de plantas, y una region no traducida en 5' completa de un gen que codifica una proteina
de almacenamiento de semillas seleccionada del grupo que consiste en glutelina, globulina, prolamina y albumina,
que se inserta entre el promotor y el gen exégeno.

La presente invencion proporciona un procedimiento para acumular concentraciones altas de producto de un gen
exogeno en semillas de plantas. Este procedimiento se caracteriza por el uso de una planta mutante que es
defectiva en proteina de almacenamiento de semillas endégena como objetivo para expresar el gen exégeno. En el
presente documento, el término "defectivo" no sélo comprende una delecién completa, sino también una delecién
parcial. En plantas de este tipo, se considera que la cantidad de aminoacidos libres que estan disponibles para la
traduccion de proteinas es mayor que en plantas normales; esto permite una acumulacién eficaz de producto de
traduccion de un gen exdégeno en semillas. No hay ninguna limitacion en particular sobre la proteina de
almacenamiento de semillas defectiva en platas; la invencion incluye, por ejemplo, glutelina, globulina, prolamina y
albumina.

Se pueden seleccionar plantas defectivas en estas proteinas a partir de semillas de plantas tratadas por irradiacion,
tal como con rayos y, o con un agente inductor de mutaciones, tal como EMS y MNU. Se pueden seleccionar plantas
mutantes por el procedimiento de biseccion de semillas. Especificamente, se parte una semilla en dos y se extrae la
proteina del endospermo para seleccionar semillas con el fenotipo deseado. Se pueden obtener progenies a partir
de los embriones correspondientes al endospermo seleccionado con el fenotipo deseado.
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De forma alternativa, se pueden generar plantas con una disminucién del nivel de acumulacidon de proteina de
almacenamiento de semillas a través de la cosupresion o el procedimiento antisentido. Para la cosupresion, se
modifica una parte de un gen que codifica una proteina de almacenamiento de semillas que se quiere hacer
disminuir y se introduce en plantas. De esta manera, se pueden suprimir las expresiones de genes que tienen una
homologia mayor de un valor determinado con el gen modificado (por ejemplo, en el mutante LGC-1 mencionado
anteriormente, originado a partir de plantas irradiadas con rayos vy, se sugiere que se ha producido cosupresion,
debido a la mutacion del gen de la subunidad a1 de la glutelina). Por otro lado, en el procedimiento antisentido, se
introduce en plantas un ADN que codifica un ARN antisentido que es complementario al producto de transcripcion de
un gen que se quiere reducir.

De acuerdo con la presente invencién, también se pueden usar mutantes de arroz conocidos que carecen proteina
de almacenamiento principal, tales como LGC-1y a123.

Como gen exdgeno se puede usar cualquier gen adecuado para su expresion en las semillas de plantas. Por
ejemplo, usando glicinina de soja como gen exdgeno se pueden producir cultivos con altos valores afiadidos, ricos
en nutriciéon, que tienen excelentes caracteristicas para su procesamiento y/o funcionamiento para mantener y
mejorar la salud haciendo disminuir la concentracion sanguinea de colesterol en el ser humano (en la patente N.°
3030339). De forma alternativa, se pueden introducir en arroz un gen de vacuna para inmunotratamiento pasivo, un
gen de glutelina modificado en el que se integra un péptido fisiolégicamente activo en su regién variable o un gen de
enzima util, para producir arroz con alto valor afiadido.

Con el fin de expresar un gen exégeno en semillas de plantas, se puede usar de forma favorable un vector que
comprenda el gen exégeno unido de forma funcional corriente abajo de un promotor que garantiza la expresion en
semillas de plantas. En el presente documento, la expresion "unido de forma funcional” significa que el gen exégeno
y el promotor estan unidos de forma que se expresa el gen exégeno en respuesta a la activacion del promotor.

Por ejemplo, para la expresion en semillas de arroz, se puede usar el promotor del gen de la glutelina (Takaiwa, F. et
al., Plant Mol. Biol. 17: 875-885 (1991)) como el promotor de la expresion del gen exégeno. Cuando se expresa en
plantas de vaina, tales como judia verde redonda, haba caballar y guisante; o plantas de semilla oleaginosa, tales
como cacahuete, sésamo, colza, algodon, girasol y alazor, se puede usar el promotor del gen la glicinina o el
promotor de un gen de una proteina de almacenamiento principal de las plantas correspondientes. Por ejemplo, se
pueden usar el promotor del gen de la faseolina (Murai, N. et al., Science 222: 476-482 (1983)) y el promotor del gen
de la cruciferina (Rodin, J. et al., Plant Mol. Biol. 20: 559-563 (1992)) para la judia verde y la colza, respectivamente.
Los promotores anteriores se dan Unicamente como ejemplos, y también se pueden usar promotores para expresion
constitutiva, tales como el promotor 35S.

Es preferible insertar una regién no traducida en 5' de un gen que codifica una proteina de almacenamiento de
semillas entre el promotor y el gen exdgeno en el interior de un vector para la acumulacion eficaz del producto del
gen exogeno en semillas de plantas.

Los ejemplos de una region no traducida en 5' de este tipo incluyen las de genes que codifican glutelina (X54313,
gen GIuA-3 para glutelina de Oryza sativa, gi|20207|emb|X54313.1|OSGLUA3 [20207]; X54314, gen GluB-1 para
glutelina de O. sativa, gi|20209|emb|X54314.1J0SGLUB1[20209]), globulina (X62091, GLOBULINA DE BAJO PESO
MOLECULAR, gi|5777591|emb|X62091.1|OSLMWG[5777591]), prolamina (D11385, ARNm para prolamina de Oryza
sativa, scd completa, gi|218186|dbj|D11385.1 |RICPLM [218186]) y albumina (D11431, gen RA17 del arroz para
proteina alérgena, scd completa, gi|218194|dbj| D11431.1 |RICRA17[218194]; D11432, gen RA14 del arroz para
proteina alérgena, scd completa, gi|218192|dbj|D11432.1|RICRA14[218192]). Se prefieren especialmente las
regiones no traducidas en 5' en forma completa. En la presente invencién, también se pueden usar regiones no
traducidas en 5' quiméricas derivadas de genes que codifican dos proteinas de almacenamiento de semillas
diferentes. La region no traducida en 5' completa del gen GluB-1 se muestra en la SEQ ID NO: 1.

Se pueden construir un vector en el que se inserta una region no traducida en 5' corriente abajo de un promotor que
garantiza la expresion en semillas de plantas y un vector en el que ademas se inserta un gen exdégeno usando
técnicas de manipulacion génica conocidas por los expertos en la técnica.

Teniendo en cuenta la esencia de la presente invencion, no hay ninguna limitacién sobre las plantas para derivar una
célula de planta para introducir un vector, siempre que sea una planta con semillas. Por ejemplo, las plantas que
engloba la presente invencion incluyen cereales tales como arroz, cebada, trigo, centeno y maiz; vainas tales como
judia verde redonda, haba caballar y guisante; y plantas de semilla oleaginosa, tales como cacahuete, sésamo,
colza, algodon, girasol y alazor; etc.

Las formas de célula de planta contempladas para la introduccién de un vector en la presente invencion incluyen
todo tipo de formas que se puedan regenerar en una planta. Por ejemplo, las formas que engloba la presente
invencion incluyen células cultivadas, protoplastos, primordios de brotes, poliblastos, raices pilosas y callos, pero no
se limitan a ellas. Las células de una planta también se incluyen en la célula de planta de la presente invencion.

Se pueden usar procedimientos conocidos por los expertos en la técnica para introducir un vector en células de
plantas. Por ejemplo, tales procedimientos incluyen transduccion indirecta, usando genes de Agrobacterium
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tumefaciens o Agrobacterium rhizo (Hiei, Y. et al., Plant J. 6: 271-282 (1994); Takaiwa, F. et al., Plant Sci. 111: 39-49
(1995)) ; y transduccion directa, representada por el procedimiento de electroporacion (Tada, Y. et al., Theor. Appl.
Genet. 80: 475 (1990)), el procedimiento de polietilenglicol (Datta, S.K. et al., Plant Mol. Biol. 20: 619-629 (1992)) y el
procedimiento de bombardeo de particulas (Christou, P. et al, Plant J. 2: 275-281 (1992); Fromm, M.E.,
Bio/Technology 8: 833-839 (1990)).

Se pueden producir plantas regenerando una célula de planta transformada. El procedimiento para la regeneracion
puede diferir en funcion del tipo de planta. Sin embargo, los procedimientos representativos incluyen el
procedimiento de Fujimura et al. (Fujimura, T. et al., Plant Tissue Culture Lett. 2: 74 (1995)), el procedimiento de
Armstrong et al. (Armstrong, C.L. y Phillips R.L., Crop Sci. 28: 363-369 (1988)) y el procedimiento de Radke et al.
(Radke, S.E. et al., Theor. Appl. Genet. 75: 685-694 (1988)) para arroz, maiz y colza, respectivamente.

Ademas de los procedimientos anteriores, se puede usar el cruce para introducir un gen exdégeno en una planta
defectiva en proteina de almacenamiento de semillas endégena. Por ejemplo, en primer lugar, se genera una planta
que alberga el gen exdgeno en el interior del genoma introduciendo el ventor mencionado anteriormente, Después,
se cruza la planta con una planta que es defectiva en proteina de almacenamiento de semillas endégena para
introducir un gen exégeno en la planta defectiva en proteina de almacenamiento de semillas enddégena.

Una vez obtenida una planta transgénica, en la que se introduce un gen exégeno en el genoma, se puede obtener la
progenie de la planta por reproduccion sexual. De forma alternativa, se pueden obtener materiales de propagacion
(tales como semillas, variedad, callo y protoplasto) a partir de la planta y la progenie o clones de la misma como
material de partida para generar la planta en grandes cantidades. Las plantas transgénicas de la presente invencion
pueden acumular concentraciones altas de producto de un gen exdégeno en semillas expresando el gen exdgeno. En
consecuencia, se pueden modificar de forma eficaz el valor alimenticio, las caracteristicas para el procesamiento, la
funcién de mejora de la salud, etc. de una semilla en funcién de la caracteristica del producto del gen exdgeno
seleccionado para su acumulacion en el interior de la semilla. Ademas, se pueden fabricar de forma eficaz productos
farmacéuticos y materiales industriales acumulando anticuerpo o enzima en semillas.

Breve descripcion de los dibujos
La fig. 1 muestra las construcciones usadas para estudiar el efecto de una region no traducida en 5' (UTR).

La fig. 2 muestra el resultado de la comparacioén de los niveles de acumulacion de glicinina medidos en las plantas
transformadas con las construcciones que comprenden la region no traducida en 5' de la fig. 1.

La fig. 3 muestra la acumulacion y expresion de la glicinina de soja en semillas de arroz transgénicas. (A) muestra
fotografias que demuestran los resultados del analisis de SDS-PAGE (arriba) y del analisis de transferencia de
bandas Northern (abajo). (B) muestra un cuadro en la que se cuantifican y comparan los resultados de (A). N indica
la planta que comprende una secuencia quimérica de la regiones no traducidas de la glutelina y la glicinina; ATG la
que comprende la region no traducida en 5' completa del gen de la glutelina; 11-5 un transductante con el gen de la
glicinina convencional; y No-tra una planta no transgénica.

La fig. 4 es una fotografia que representa el efecto del fenotipo deficiente en glutelina sobre la acumulacion de
producto de gen exdgeno mediante analisis de SDS-PAGE de las proteinas de endospermo. 11-5 indica
Matsuyama-mii transgénica que comprende el gen de la (A1aB1b); LGC indica LGC-1; y No-tra la planta no
transgénica.

Mejor modo de llevar a cabo la invenciéon

A continuacion en el presente documento, se describira especificamente la presente invencion usando ejemplos,
pero no se debe interpretar como limitada a los mismos.

Ejemplo 1. Construccion de vector de expresion de glicinina de soja usando un promotor mejorado y
generacion de planta de arroz que expresa glicinina de soja

(1) Construccion de gen quimérico y transferencia génica

Se enlazé un ADNc que codificaba glicinina (A1aB1b) al promotor del gen GluB-1. Entre el ADNc y el promotor, se
insertd una secuencia quimérica (45 pb) de las regiones no traducidas de glutelina (+1 a 18) y glicinina (-27 a ATG)
para N, y la region no traducida en 5' completa (44 pb) del gen GluB-1 para ATG (fig. 1). Como control, se construyo
un vector de expresion insertado con la region no traducida en 5' de pSaDb, la secuencia potenciadora de un gen de
fotosintesis del tabaco. Estos plasmidos que comprendian estos genes quiméricos se introdujeron en arroz (Oryza
sativa vc Kitaake) usando el procedimiento de Agrobacterium (Goto, F. et al., Nat. Biotechnol. 17: 282-286 (1999)).

Se seleccion6 11-5 de arroz (Oryza sativa vc Matsuyama-mii) al que se ha transferido por el procedimiento de
electroporacion un gen quimérico en el que un ADNc que codificaba glicinina (A1aB1b) estaba unido al promotor del
gen GluB-1 (-1302 a +18).
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(2) Efecto de la region no traducida en 5' del gen GluB-1 sobre la expresion de gen exogeno en semillas de
plantas

Se introdujo un gen en plantas por el procedimiento de Agrobacterium y se analizé la concentracion de proteina de
las semillas (T1) de las plantas obtenidas. Comparando N, pSaDb y ATG, se revel6 que la frecuencia de aparicion
de plantas que acumulan concentraciones altas de glicinina es mayor en el orden de ATG > N > pSaDb (fig. 2).

Posteriormente, se seleccionaron variedades con los niveles de expresion mas altos de cada una de las variedades
transgénicas N y ATG que acumulaban concentraciones altas de glicinina, y se autofecundaron cribar un
homocigoto. Después, se analizaron los niveles de ARNm y proteina en homocigotos como sigue. Para el analisis de
ARN, en primer lugar, se extrajo ARN por el procedimiento de SDS-fenol. Se congelaron 12 semillas inmaduras
aproximadamente 15 dias después de la floracion con nitrégeno liquido y se molieron en un mortero en polvo fino.
Con esto se mezclé tampon (Tris-HCI 0,1 M (pH 9,0), SDS al 1 %, NaCl 0,1 M, EDTA 5 mM) y fenol-cloroformo-
alcohol isoamilico (25:24:1) y se extrajo el acido nucleico total. Se centrifugd la muestra para recuperar el
sobrenadante y se extrajo de nuevo con fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1). Después, se recogi6 el acido
nucleico total por precipitacion con etanol y se redisolvié en agua destilada. Después, se precipité el ARN en LiCl 2
M y se recupero por centrifugacion como la muestra. El ARN se sometié a electroforesis en un gel de agarosa al
1,2 % y se transfirié6 a una membrana de nailon. La membrana preparada se hibridé con ADNc de glicinina marcado
con P (A1aB1b) a 42 °C en formamida al 50 % (v/v), SSC 6x, SDS al 0,5% (p/v) y solucién de Denhardt 5x.
Después, se lavo la membrana tres veces en SSC 2x, solucion de SDS al 0,1 % a temperatura ambiente, y una vez
en SSC 0,1x, solucion de SDS al 0,1 % a 55 °C durante 20 min. Para el analisis de proteina, se extrajo la proteina
total usando 250 pl de tampon de extraccion (Tris-HCI 62,5 mM (pH 6,8) que contenia glicerol al 10 % (v/v), SDS al
0,25 % (p/v) y 2-mercaptoetanol al 5 %) por 10 mg de semilla madura. La proteina extraida se traté a 100 °C durante
5 min y después se sometié a SDS-PAGE. La SDS-PAGE se realiz6é usando un gel de poliacrilamida al 15 % (p/v)
(acrilamida:N, N'-metilenbisacrilamida = 30:0,8).

Como resultado, se descubrid que los niveles de expresion de A1aB1b en N y ATG eran, respectivamente, 1,43 y
6,56 veces el medido en 11-5 (fig. 3). De acuerdo con una comparacion del nivel de acumulacion de proteina
separando las subunidades acidas de la glicinina por SDS-PAGE, los niveles de acumulacion de AlaBlb en N y ATG
fueron, respectivamente, 1,40 y 1,62 veces el medido en 11-5 (fig. 3). Estos resultados muestran que la insercion de
una regiéon no traducida en 5', especificamente la regiéon no traducida en 5' completa del gen GluB-1, entre el
promotor del gen GluB-1 y un ADNc que codifica la glicinina (A1aB1b) es eficaz para mejorar el nivel de expresion
de un gen exdgeno.

Ejemplo 2. Desarrollo de una técnica para acumular producto de gen exégeno en una concentracion alta
usando mutantes

Se cruzo 11-5 (Momma, K. et al., Biosci. Biotechnol. Biochem. 63: 314-318 (1999)) con LGC-1 (lida, S. et al., Theor.
Appl. Genet. 87: 374-378 (1993)) o a123 (lida, S. et al., Theor. Appl. Genet. 94: 177-183 (1997)), y se recogieron sus
semillas F1. Se partieron las semillas en dos (el procedimiento de bisecciéon de semillas) y se usé el endospermo
para la extraccion de proteina y analisis por SDS-PAGE. Con base en el resultado del analisis por SDS-PAGE, se
seleccionaron semillas que mostraban una banda intensa correspondiente a la glicinina y una banda débil para la
subunidad acida de la glutelina. Repitiendo esta seleccion, se obtuvieron plantas que son homogéneas en todos los
fenotipos.

Se analizaron las proteinas del endospermo en LGCx11-5 y a123x11-5 por SDS-PAGE (fig. 4). Como consecuencia,
LGCx11-5 mostro el fenotipo de LGC-1 en el que la banda para todas las subunidades acidas de la glutelina de 37 a
39 kDa se hizo débil (la cantidad total de glutelina disminuy6 hasta aproximadamente un tercio). En contraste, la
banda correspondiente a la subunidad acida de la glicinina del producto transgénico se ensanché significativamente
(1,4 veces) en comparacion con el transductante de glicinina 11-5. Por otro lado, los a123x11-5 eran defectivos en
las subunidades acidas de glutelina a1, a2 o a3 y mostraron el mismo fenotipo que a123. En a123x 11-5, la banda
correspondiente a las subunidades acidas de la glicinina del producto transgénico se ensanché significativamente
(1,7 veces) en comparacion con el transductante de glicinina 11-5.

Posteriormente, se cuantificé la cantidad de producto transgénico acumulado, glicinina A1aB1b. Especificamente, se
manchd una membrana de nitrocelulosa con las proteinas totales extraidas de las semillas y se sometieron a
inmunotransferencia de bandas usando anticuerpo anti-glicinina (A1aB1b). Como consecuencia, la banda de la
subunidad acida de la glicinina del producto transgénico se ensancho significativamente en semillas de plantas que
fueron cruzadas con LGC-1. Ademas, se obtuvo un resultado similar para las cruzadas con a123. Estos resultados
revelaron que la adicion del fenotipo defectivo en proteina de almacenamiento de semillas a una linea que acumula
producto de gen exdgeno en el endospermo de semillas permite la acumulacion del producto del gen exégeno a una
concentracion alta.
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Aplicabilidad industrial

La presente invencion proporciona un procedimiento para acumular concentraciones altas de producto de un gen
exogeno en semillas de plantas. El procedimiento de la presente invencion puede servir como una técnica
fundamental importante para el desarrollo de productos agricolas y alimentos utiles.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para acumular producto de un gen exégeno en semillas de plantas, que comprende las etapas
de: introducir un vector que comprende un gen exdgeno en una planta mutante que es defectiva en proteina de
almacenamiento de semillas endégena y expresar el gen exégeno en la planta, en el que dicho vector comprende un
gen exogeno unido de forma funcional corriente abajo de un promotor que garantiza la expresion del gen exdégeno
en las semillas de la planta, y una regién no traducida en 5' completa de un gen que codifica una proteina de
almacenamiento de semillas seleccionada del grupo que consiste en glutelina, globulina, prolamina y albdmina, que
esta insertada entre el promotor y el gen exdgeno, y en el que la etapa de introduccion del vector no comprende
cruce sexual.

2. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1 en el que la regiéon no traducida en 5' comprende la
secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 1.

3. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, en el que la proteina de almacenamiento de semillas
defectiva en la planta esta seleccionada del grupo que consiste en glutelina, globulina, prolamina y albumina.

4. Una célula de planta transformada derivada de una planta mutante que es defectiva en proteina de
almacenamiento de semillas endégena en la que se ha introducido un vector que comprende un gen exégeno, en la
que dicho vector comprende un gen exdgeno unido de forma funcional corriente abajo de un promotor que garantiza
la expresion del gen exdgeno en semillas de plantas, y una region no traducida en 5' completa de un gen que
codifica una proteina de almacenamiento de semillas seleccionada del grupo que consiste en glutelina, globulina,
prolamina y albumina, que esta insertada entre el promotor y el gen exdgeno.

5. La célula de planta transformada de acuerdo con la reivindicacion 4, en la que la regién no traducida en 5'
comprende la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 1.

6. La célula de planta transformada de acuerdo con la reivindicacion 4 o 5, en la que la proteina de
almacenamiento de semillas defectiva en la planta es una proteina seleccionada del grupo que consiste en glutelina,
globulina, prolamina y albumina.

7. Una planta transgénica que comprende la célula de planta transformada de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 4 a 6.

8. Un vector que comprende un gen exdgeno unido de forma funcional corriente abajo de un promotor que
garantiza la expresion del gen exdgeno en semillas de plantas y una region no traducida en 5' completa de un gen
que codifica una proteina de almacenamiento de semillas seleccionada del grupo que consiste en glutelina,
globulina, prolamina; que esta insertada entre el promotor y el gen exdgeno.

9. El vector de acuerdo con la reivindicacion 8, en el que la regién no traducida en 5' del gen de la glutelina
comprende la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 1.

10. El vector de acuerdo con la reivindicacion 8 o 9, en el que el promotor que garantiza la expresion en semillas de
plantas es un promotor de un gen que codifica una proteina seleccionada del grupo que consiste en glutelina,
globulina, prolamina y albumina.

11. Una célula de planta transformada en la que se introduce el vector de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 8 a 10.

12. Una planta transgénica que comprende la célula de planta transformada de acuerdo con la reivindicacion 11.

13. Una planta transgénica que es una progenie o clon de la planta transformada de acuerdo con la reivindicacion 7
0 12 y que comprende un gen exégeno unido de forma funcional corriente abajo de un promotor que garantiza la
expresion del gen exégeno en semillas de plantas, y una region no traducida en 5' completa de un gen que codifica
una proteina de almacenamiento de semillas seleccionada del grupo que consiste en glutelina, globulina, prolamina
y albumina, que esta insertada entre el promotor y el gen exdgeno.

14. Un material de cultivo de la planta transgénica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 7, 120 13 y
que comprende un gen exogeno unido de forma funcional corriente abajo de un promotor que garantiza la expresion
del gen exdgeno en semillas de plantas, y una regiéon no traducida en 5' completa de un gen que codifica una
proteina de almacenamiento de semillas seleccionada del grupo que consiste en glutelina, globulina, prolamina y
albumina, que esta insertada entre el promotor y el gen exégeno.
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FIG. 1
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FIG. 3

—_._N _ATG 11-5 No-tra

I

|
Transformante Nivel de expresion Proteina
N 1,43 1,4C
ATG 10 6,56 1,62
Glicinina (11-5) 1,00 1,00

12



ES 2400 135713

FIiIG. 4

@123 - LGC
X g X
o
Z

B Glicinina

hiy

Nombre Proteina
LGCX11-5 1,7

Glicinina (11-5) 1

13



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

