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DESCRIPCION
Genes de inositol polifosfato 2-quinasa y sus usos.

La presente invencion se refiere al campo de la biologia molecular de plantas. Especificamente, la presente
invencion se refiere a la identificacion y al uso de genes que codifican la enzima inositol polifosfato 2-quinasa (IPP2-
K), que esta implicada en el mecanismo de biosintesis de acido fitico en plantas, y al uso de dichos genes y sus
mutantes para reducir los niveles de acido fitico, y/o para aumentar los niveles de fésforo no incluido en &cido fitico
en semillas de plantas y comida o piensos que contengan dicha semilla.

El papel del fésforo en la nutricién animal es bien conocido. El ochenta por ciento del fésforo del organismo de los
animales se encuentra en el esqueleto, proporcionando estructura al animal. El veinte por ciento del fosforo presente
en animales puede encontrarse en tejidos blandos, donde esta implicado en una miriada de reacciones bioquimicas
gue incluyen la sintesis y la actividad de ADN, ARN, fosfolipidos y algunas vitaminas B.

Aungue el fosforo es critico para la salud del animal, no todo el fésforo presente en el alimento esta biodisponible. El
1,2,3,4,5,6-hexa-kis-fosfato de mio-inositol, conocido cominmente como acido fitico, es una molécula abundante en
muchas semillas de plantas y tejidos vegetales tales como raices y tubérculos. Las sales de &cido fitico (o fitatos)
son la forma principal de almacenamiento de fésforo en semillas, representando tipicamente entre el 65% y el 80%
del fésforo total (P) de las semillas. Cuando los no rumiantes consumen dietas basadas en semillas, el &cido fitico
consumido forma sales de varios minerales nutricionalmente importantes en el tracto digestivo. La excrecion de
dichas sales reduce la retencion y la utilizacion (es decir, la biodisponibilidad) tanto del fésforo como de los
minerales. Por consiguiente, esto da como resultado una deficiencia de minerales tanto en humanos como en
animales alimentados con estas semillas. Ademas, el fésforo ligado a &cido fitico en los residuos de animales
contribuye a la contaminacion de aguas superficiales y subterraneas.

Se han propuesto varias estrategias para reducir el impacto negativo que tiene en la dieta, en la retencion de fosforo
y minerales y en el medio ambiente, el contenido en &acido fitico de las semillas. Las estrategias incluyen la
eliminacion del acido fitico de la dieta mediante una intervencion post-recoleccion y reducir genéticamente el
contenido en &cido fitico. Semillas con un contenido reducido de &cido fitico son reivindicadas en la patente US
5.689.054 (maiz) y en la patente US 6.111.168 (soja). La alteracion de los niveles de fitato mediante manipulaciéon
de mio-inositol 1-fosfato sintasa se discute en los documentos WO 00/73473, WO 99/05298, US 6.197.561 y US
6.291.224. La alteracion de los niveles de fitato mediante desplazamiento en ononitol con inositol metil transferasa
se discute en WO 99/37786. La patente US 6.197.561 propone cambiar los niveles de fitato a través de la alteracion
de una serie de enzimas adicionales, que incluyen fosfatidilinositol-3-quinasa, mio-inositol 1,3,4-trifosfato 5/6-
quinasa, mio-inositol monofosfatasa-3, inositol polifosfato 5-fosfatasa, D-mio-inositol-3-fosfato sintasa, D-mio-inositol
trifosfato 3-quinasa, transportador de mio-inositol, fitasa de maiz, proteina de transferencia de fosfatidilinositol,
fosfatidiloinositol-4-fosfato-5-quinasa, fosfolipasa especifica de fosfatidilinositol, mio-inositol monofosfatasa-1,
fosfatidilinositol 4-quinasa, fosfatidilinositol (4,5)bis-fosfato 5-fosfatasa, fosfatidilinositol sintasa. La expresion de
plantas/semillas de fitasa, una enzima capaz de degradar fitatos, también se describe en las patentes US 6.399.861,
US 6.303.766, US 5.994.628, US 5.714.474 y US 5.543.576. La patente US 2003/0009011 (WO 02/059324)
describe genes de inositol polifosfato quinasa y su uso para modular los niveles de fitato, y adicionalmente
proporciona las secuencias de consenso para identificar otros genes de inositol polifosfato quinasa. La patente US
2003/0079247 (WO 03/027243) describe genes adicionales de inositol polifosfato quinasa descritos como la familia
de genes de inositol 1,3,4-trifosfato 5/6 quinasa. El mutante Ipa2 descrito en el documento US 5.689.054 contiene
una mutacion en un miembro de esta familia de genes (véase también Plant Physiol. 2003 Feb; 131(2): 507-15).

El documento US2004/0034888 describe una serie de secuencias de polinucledtidos vegetales. No se especifica
ninguna utilidad particular para cada una de las secuencias incluidas.

Shi et al. (Plant Physiology, 2003, 131, 507-515) indican que un mutante de maiz particular bajo en acido fitico se
obtiene a través de una mutacion en un gen de inositol fosfato quinasa.

Verbsky et al (J. Biol. Chem. 2002, 27, 35, 31857-31862) describen una secuencia de ADN genémico humano que
codifica inositol 1,3,4,5,6-pentakis fosfato 2-quinasa humana.

A pesar de las anteriores estrategias, todavia existe una necesidad por mejorar el contenido nutricional de plantas,
particularmente maiz, a través de la reduccién de los niveles de acido fitico y del aumento de los niveles de fosforo
no incluido en &cido fitico.

La enzima IPP2-K cataliza miltiples etapas que conducen a la formacién de acido fitico. Por ejemplo, cataliza las
reacciones de ATP + inositol 1,4,5,6-tetrakisfosfato — ADP + inositol pentakisfosfato, y ATP + inositol 1,3,4,5,6-
pentakisfosfato — ADP + inositol 1,2,3,4,5,6-hexafosfato. Adicionalmente, esta enzima cataliza las reacciones de
ATP + inositol 1,4,6-trifosfato — ADP + inositol 1,2,6-trifosfato. Una reduccion de la actividad de la enzima IPP2-K en
semillas vegetales en desarrollo interrumpiria la sintesis de acido fitico, reduciendo con ello el nivel de acido fitico en
las semillas y haciendo que el fésforo estuviera mas disponible metabdlicamente para animales a los que se
alimenta con la semilla. La presente invencion aborda la necesidad de mejorar la biodisponibilidad de fosfato
proporcionando secuencias de acido nucleico que codifican toda la enzima IPP2-K, o una porcion de la misma, y las
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herramientas para la manipulacion del mecanismo biosintético de acido fitico en las células vegetales.

Segun la presente invencion, se proporciona un polinucleétido vegetal aislado que codifica para una inositol
polifosfato 2-quinasa, polinucleétido que codifica un polipéptido que comprende la SEC ID N°: 2.

La invencién también se refiere a una proteina vegetal aislada de inositol polifosfato 2-quinasa que comprende un
polipéptido que tiene la secuencia establecida en la SEC ID N°: 2.

Otro aspecto adicional de la presente invencion es un método para identificar un tejido vegetal que comprende una
lesion en un gen que codifica una inositol polifosfato 2-quinasa de la presente invencion, que comprende: someter a
un tejido vegetal a mutagénesis; obtener una muestra de ADN del tejido vegetal sometido a mutagénesis o de sus
descendientes; y ensayar la muestra de ADN para la lesién en el gen que codifica inositol polifosfato 2-quinasa.

Ademas, la presente invencion se refiere a una semilla de maiz que contiene una lesién inducida artificialmente en
un gen que codifica una inositol polifosfato 2-quinasa de la presente invencién, donde la lesién afecta a la actividad
del gen que codifica la inositol polifosfato 2-quinasa y en donde la lesion inducida artificialmente es un bloqueo de
gen.

En otra realizacion adicional, la presente invencion esté dirigida a un método para disminuir el nivel de acido fitico en
un pienso para animales, que comprende: producir un pienso para animales a partir de plantas que contienen una
lesién en un gen que codifica una inositol polifosfato 2-quinasa segun la presente invencion, en donde el pienso para
animales tiene un nivel reducido de fitato.

La presente invencion también se refiere a un método para disminuir el nivel de fésforo en un residuo animal que
comprende: proporcionar pienso para animales procedente de una planta que incluye una lesién en un gen que
codifica una inositol polifosfato 2-quinasa segun la presente invencion.

Ademas, la presente invencidon abarca una semilla mutante no letal de una especie de planta cereal que se
caracteriza por un bajo contenido en acido fitico respecto a un germoplasma parental de la especie, en donde la
semilla mutante tiene una actividad alterada de una inositol polifosfato 2-quinasa segun la presente invencion.

Adicionalmente, la presente invencion se refiere a un anticuerpo purificado generado usando un polipéptido que
comprende la SEC ID N°: 2 como un inmundgeno.

Asimismo, la presente invencién se refiere a un método para aumentar el rendimiento de semillas de una planta,
comprendiendo dicho método (1) integrar en el genoma de la planta un vector para la transformacion de células
vegetales que comprende (a) secuencias de nucledtidos antisentido sustancialmente complementarias a (i) una
porcién correspondiente de una cadena de una molécula de ADN que codifica inositol polifosfato 2-quinasa, en
donde la molécula de ADN que codifica inositol polifosfato 2-quinasa se hibrida en condiciones de baja severidad
con la SEC ID N°: 1 6 (ii) una porcién correspondiente de una secuencia de ARN codificada por la molécula de ADN
que codifica inositol polifosfato 2-quinasa; y (b) secuencias reguladoras ligadas operativamente a las secuencias de
nucleétidos antisentido de tal modo que las secuencias de nucledtidos antisentido son expresadas en una célula
vegetal en la que son transformadas; y (2) cultivar dicha planta, mediante lo cual dichas secuencias de nucle6tidos
antisentido son transcritas y ligadas a dicha secuencia de ARN y se inhibe la expresiéon de un gen de inositol
polifosfato 2-quinasa.

Otro aspecto adicional de la presente invencion es un método para generar una planta mutante que tiene un rasgo
deseado proporcionado por un bloqueo de gen en un gen que codifica una inositol polifosfato 2-quinasa segun la
presente invencion, comprendiendo dicho método: (a) proporcionar una recoleccion de polen vegetal o de semillas
vegetales; tratar dicha recoleccién de polen vegetal o semillas vegetales con irradiacion seleccionada del grupo que
consiste en UV, irradiacion gamma, rayos X y neutrones rapidos; y seleccionando las plantas mutantes que tengan
el rasgo deseado.

FIGURA 1A: muestra la similitud de la IPP2-K de maiz reivindicada en la presente memoria con respecto a otras
inositol quinasas de maiz. Un bajo nivel de similitud sugiere que la IPP2-K de maiz es una nueva inositol fosfato
quinasa.

FIGURA 1B: muestra la relacion filogenética entre las secuencias de proteina IPP2-K de maiz e inositol-fosfato
quinasas de maiz y otras especies. Los genes de IPP2-K putativos procedentes de un amplio rango de especies (de
humano a Arabidopsis) estan estrechamente relacionados. Por el contrario, otras inositol fosfato quinasas se
agrupan en diferentes ramas del arbol filogénico.

FIGURA 2: muestra una comparacion de las secuencias de aminoacidos predichas de genes de IPP2-K de plantas
putativas.

FIGURA 3: muestra la organizacion génica de IPP2-K de la linea cultivada de maiz DAS 5XH751.

FIGURA 4: muestra la actividad in vitro de quinasa de la IPP2-K de maiz usando sustratos 32P-\(ATP, IP4 e IP5
detectada con sustratos radiomarcados y TLC. La IPP2-K convierte inositol 1,4,5,6-tetrakisfosfato en inositol
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pentakisfosfato, y convierte inositol 1,3,4,5,6-pentakisfosfato en fitato (inositol hexakisfosfato).

FIGURA 5: muestra la conversion in vitro de inositol 1,4,6-trifosfato en inositol 1,2,6-trifosfato en presencia de la
enzima IPP2-K y ATP, detectada mediante RMN de 1H.

FIGURA 6: muestra el espectro de RMN de fosforo de extracto de semilla de la linea cultivada de maiz DAS5XH751,
que indica la presencia de especies de inositol fosfato.

SEC ID N©: 1: es la secuencia de nucle6tidos para el ADNc que codifica una IPP2-K de maiz en semillas de la linea
cultivada DAS5XH751.

SEC ID N°: 2: es la secuencia de aminoacidos deducida de una IPP2-K derivada de la secuencia de nucleétidos de
la SEC ID N°: 1.

SEC ID No: 3: es la secuencia de nucledtidos para el ADN genémico que codifica IPP2-K de la linea cultivada de
maiz 5XH751.

En la presente memoria se proporcionan definiciones para facilitar el entendimiento de la invencion. Las unidades,
prefijos y simbolos pueden denotarse en su forma Sl aceptada. A menos que se indique lo contrario, los acidos
nucleicos estan escritos de izquierda a derecha en orientacion 5’ a 3’; las secuencias de aminoacidos estan escritas
de izquierda a derecha en orientacion amino a carboxi, respectivamente. Los intervalos numéricos recitados dentro
de la especificacion son inclusivos de los nimeros que definen el intervalo, e incluyen todos los nimeros enteros
dentro del intervalo definido. Los aminoéacidos pueden ser referidos en la presente memoria mediante sus simbolos
de tres letras conocidos cominmente o mediante los simbolos de una letra recomendados por la “IUPAC-IUB
Biochemical Nomenclature Commission”. Igualmente, los nucleétidos pueden ser referidos por sus codigos de una
letra aceptados comuUnmente. A menos que se proporcione otra cosa, los términos de software, eléctricos y
electronicos, tal como se usan en la presente memoria, son como se definen en “The New IEEE Standard Dictionary
of Electrical and Electronics Terms” (52 edicion, 1993). Los términos definidos a continuacidon se definen en mayor
plenitud en referencia a la especificacion como un conjunto.

“ARN antisentido” se refiere a un transcrito de ARN que es complementario a la totalidad o a una parte de un
transcrito primario diana o ARNm y que bloquea la expresion de un gen diana (Patente de EE.UU. N° 5.107.065,
incorporada aqui a modo de referencia). La complementariedad de un ARN antisentido puede ser con cualquier
parte del transcrito de gen especifico, es decir, en la secuencia 5 no codificadora, en la secuencia 3’ no
codificadora, en intrones o en la secuencia codificadora. “ARN funcional” se refiere a ARN sentido, ARN antisentido,
ARN de ribozima, ARNi u otro ARN que no pueda no estar traducido pero que aln asi tenga un efecto sobre
procesos celulares.

El término “ADN complementario” (ADNCc) se refiere a una molécula de ADN de cadena sencilla que puede formarse
a partir de una plantilla de ARNm mediante la enzima transcriptasa inversa. Tipicamente, se emplea un cebador
complementario a porciones de ARNm para el inicio de la transcripcion inversa. Los especialistas en la técnica
también emplean el término “ADNc” para referirse a una molécula de ADN de cadena doble derivada de una
molécula de ARNm.

El término “contig” se refiere a un montaje de secuencias de acido nucleico solapadas para formar una secuencia de
nucleétidos contigua. Por ejemplo, se pueden comparar y alinear varias secuencias de ADN para identificar regiones
comunes o0 solapantes. Las secuencias individuales se pueden montar entonces para producir una Unica secuencia
de nucledtidos contiguos.

El término “expresion” se refiere a la transcripcion y a la acumulacion estable de ARN sentido (ARNm) o antisentido
derivado del fragmento de &cido nucleico de la invencion. Expresion también se puede referir a la traduccion de
ARNmM en un polipéptido. “Inhibicion antisentido” se refiere a la produccion de transcritos de ARN antisentido
capaces de suprimir la expresién de la proteina diana. “Sobreexpresion” se refiere a la produccién de un producto
génico en organismos que excede los niveles de produccion de organismos normales o no transformados. La “co-
supresion” se refiere a la produccion de transcritos de ARN sentido capaces de suprimir la expresion de genes
ajenos 0 enddgenos idénticos o0 sustancialmente similares (Patente de EE.UU. N° 5.231.020, incorporada a la
presente memoria a modo de referencia).

Se pueden disefiar proteinas de union a ADN que usan motivos de reconocimiento de dedo de zinc (ZF) para
reconocer y modificar secuencias de ADN especificas 0 para cambiar la expresion. Dichos dedos de zinc (ZFs)
modificados genéticamente se pueden usar para alterar directamente un gen en su entorno nativo cuando estan
ligados operativamente a una nucleasa (ZFNs). La ruptura con nucleasa de sitio preferente, o de sitio especifico,
mediada a través de la union de ZF, puede producir cambios en la expresion o la actividad. Los cambios en genes
diana pueden incluir sustituciones con ADN disefiado via recombinacion homéloga, y alteraciones génicas a partir de
inserciones o eliminaciones. Ejemplos de cambios en el genoma mediados por ZFN se pueden encontrar en Biol
Chem. 1999 Jul-Ago; 380(7-8): 841-848; Molecular and Cellular Biology 21(1): 289-297, 2001; Genetics 161: 1169-
1175, 2002. Por el contrario, los ZFs pueden modular indirectamente la expresion y la actividad cuando se disefian
para actuar como factores de transcripcion que interaccionan con el gen en trans. Dichos ZFPs pueden disefiarse
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para potenciar o para reducir la transcripcion (referencias). La regulacién de la expresion de ZFP puede ser
constitutiva, especifica de tejido, especifica temporalmente o inducible. Ejemplos de cambios en la expresion
mediados por ZFP se pueden encontrar en Proc. Nat. Acad. Sci. 99(20): 13290-13295, 2002; Proc. Nat. Acad. Sci.
99(20): 13296-13301, 2002; Plant Cell Physiol. 43(12): 1465-1472, 2002; revision en Curr. Opin. Plant Biol. 6: 163-
168, 2003.

El término “gen” se refiere a un fragmento de acido nucleico que expresa una proteina especifica, incluyendo
secuencias reguladoras que preceden (secuencias 5 no codificadoras) y que siguen (secuencias 3’ no
codificadoras) a la secuencia codificadora. “Gen nativo” se refiere a un gen tal como se encuentra en la naturaleza
con sus propias secuencias reguladoras. “Gen quimérico” se refiere a cualquier gen que no es un gen nativo, que
comprende secuencias reguladoras y codificadoras que no se encuentran juntas en la naturaleza. Por consiguiente,
un gen quimérico puede comprender secuencias reguladoras y secuencias codificadoras que derivan de fuentes
diferentes, o secuencias reguladoras y secuencias codificadoras derivadas de la misma fuente, pero dispuestas de
un modo diferente al que se da en la naturaleza. “Gen enddgeno” se refiere a un gen nativo en su localizacién
natural en el genoma de un organismo. Una copia o copia adicional(es) de un gen enddgeno puede(n) ser
reintroducida(s) en el organismo hospedante en una localizacion cromosdmica diferente, dando lugar a diferencias
contextual y de nivel de expresién. Un gen “extrafio” se refiere a un gen que normalmente no se encuentra en el
organismo hospedante, pero que es introducido en el organismo hospedante mediante transferencia de genes. Los
genes extrafios pueden comprender genes nativos insertados en un organismo no nativo, o genes quiméricos. Un
“transgén” es un gen que se ha introducido en el genoma mediante un procedimiento de transformacion.

El término “ADN gendmico” se refiere a ADN cromosémico y puede incluir intrones. Un intrén es una secuencia de
intervencion. Es una secuencia no codificadora de ADN dentro de un gen que es transcrito en un ARN nuclear
heterdlogo (ARNnh) pero que a continuacion es eliminado mediante divisién de ARN en el nucleo, dejando un ARNm
maduro que a continuacion es traducido en el citoplasma. Las regiones de los extremos de un intron tipicamente son
auto-complementarias, lo que permite que se forme una estructura de horquilla de forma natural en el ARNnh.

La expresion “polinucleétido de inositol polifosfato 2-quinasa” o “polinucleétido de IPP2-K” se refiere a un
polinucledtido que codifica un polipéptido con al menos actividades de inositol polifosfato 2-quinasa, o un
polinucleétido capaz de modular la expresion de ARNm o proteina de IPP2-K en una célula hospedante. El término
también incluye fragmentos, variantes, homadlogos, alelos o precursores (por ejemplo, pre-proteinas o pro-proteinas)
con una cualquiera de las actividades mencionadas anteriormente.

El término “IPP2-K” se refiere a inositol polifosfato 2-quinasa con respecto a cualquier acido nucleico o polipéptido, o
a la actividad funcional asociada. Las enzimas IPP2-K de la presente invencion tienen una amplia especificidad de
sustrato y pueden fosforilar varias especies de fosfato de inositol que incluyen, aunque sin limitacion, trifosfato de
inositol, tetrakisfosfato de inositol y pentakisfosfato de inositol, usando trifosfato de adenosina (ATP) como donante
de fosfato, dando como resultado productos de difosfato de adenosina (ADP) y un fosfato de inositol fosforilado.

El término “aislado” se refiere a un material, tal como un acido nucleico o proteina, que esta: (1) sustancial o
esencialmente libre de los componentes que normalmente acompafan o interactian con el material segin se
encuentra en su entorno natural, o (2) si el material estd en su entorno natural, el material ha sido alterado mediante
una intervencién humana deliberada a una composicién y/o ha sido colocado en una localizacidon celular distinta a la
localizacién nativa del material.

El término “lesidon” se refiere a cualquier alteracion de un acido nucleico respecto a los acidos nucleicos vegetales
naturales. Por ejemplo, una lesiéon puede ser una eliminacion, una inversién, una insercion, una duplicacion, una
transversion, una transiciéon o una recolocacién en una secuencia de acido nucleico.

El término “motivo” se refiere a regiones cortas de secuencias conservadas de acidos nucleicos o aminoacidos que
comprenden parte de una secuencia mas larga.

La expresion “animal no rumiante” significa un animal con un estémago simple dividido en las regiones de eso6fago,
cardias, fundus y piloro. Un animal no rumiante adicionalmente implica una especie de animal que no tiene un rumen
funcional. Un rumen es una seccion del sistema digestivo en la que la comida/alimento es empapada y sometida a
digestion mediante microorganismos antes de pasar a través del tracto digestivo. Este fendmeno no se produce en
un animal no rumiante. El término animal no rumiante incluye, aunque sin limitacién, humanos, cerdos, aves de
corral, gatos y perros.

El término “acido fitico” se refiere a acido mio-inositol tetrafosférico, acido mio-inositol pentafosférico, acido mio-
inositol hexafosférico y sus derivados tales como: 5-pirofosfato-inosotol (1,3,4,6) tetrakisfosfato, 5-pirofosfato-inositol
(1,2,3,4,6) pentakisfosfato y 5,6-bis-pirofosfato-inositol (1,2,3,4) tetrakisfosfato. En forma de sal con cationes, el
acido fitico es “fitato”.

El término “planta” incluye plantas y partes de plantas que incluyen, aunque sin limitacion, células vegetales y tejidos
vegetales tales como hojas, tallos, raices, flores, polen y semillas. Las clases de plantas que pueden usarse en la
presente invencién generalmente son tan amplias como las clases de plantas superiores e inferiores susceptibles de
mutagénesis, incluyendo angioespermas (plantas monocotiledoneas y dicotiledoneas), gimnoespermas, helechos y
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algas multicelulares.

El término “polinucledtido” se refiere a cualquier acido nucleico e incluye polimeros sencillos o multi-cadena de
bases de desoxirribonucleétidos o ribonucleétidos. Los acidos nucleicos también pueden incluir fragmentos y
nucleotidos modificados. Por lo tanto, tal como se usan en la presente memoria, los términos “acido nucleico” y
“polinucledtido” se usan de manera intercambiable.

El término “promotor”’ se refiere tipicamente a una secuencia de ADN que dirige la transcripcion de un gen
estructural para producir ARN. Tipicamente, un promotor se localiza en la region de 500 pares base por encima de
un gen, proxima al sitio de inicio de la transcripcion. Si un promotor es un promotor inducible, entonces la velocidad
de la transcripcion aumenta o disminuye en respuesta a un agente inductor exégeno o endégeno. Por el contrario, la
velocidad de transcripcion esta regulada en menor grado por un agente inductor si el promotor es un promotor
constitutivo.

Las expresiones “region reguladora de la transcripcion” y “region reguladora” se refieren a la seccion de ADN que
regula la transcripcion génica. Una regién reguladora puede incluir una variedad de elementos que actdan en cis,
que incluyen, aunque sin limitacion, promotores, potenciadores y elementos de respuesta a hormonas. Asimismo,
puesto que se sabe que los intrones y el 5 UTR influyen en la transcripcién, una region reguladora de la
transcripcion puede incluir dichas secuencias.

La expresion “sustancialmente similar” se refiere a fragmentos de acido nucleico en los que cambios en una o mas
bases de nuclettido dan como resultado la sustitucién de uno o mas aminoacidos, pero no afectan a las propiedades
funcionales de la proteina codificada por la secuencia de ADN.

“Sustancialmente similar” también se refiere a fragmentos de acido nucleico en los que cambios en una o mas bases
de nucleétidos no afectan a la capacidad del fragmento de acido nucleico para mediar en la alteracién de la
expresion génica mediante tecnologia antisentido o de co-supresion. “Sustancialmente similar’ también se refiere a
modificaciones de los fragmentos de &cido nucleico de la presente invencion tales como la eliminacién o la insercion
de uno o mas nucleétidos que no afectan sustancialmente a las propiedades funcionales del transcrito resultante, es
decir la capacidad para mediar en la alteracion de la expresion génica mediante tecnologia antisentido o co-
supresion, o la alteracién de las propiedades funcionales de la molécula de proteina resultante. Por lo tanto, debe
entenderse que la invencion abarca méas que los ejemplos especificos de secuencias.

Por ejemplo, es bien sabido en la técnica que la supresion antisentido y co-supresion de la expresion génica puede
lograrse usando fragmentos de &cido nucleico que representan menos que la region codificadora completa de un
gen, y mediante fragmentos de acido nucleico que no comparten un 100% de identidad de secuencia con el gen que
va a ser suprimido. Ademas, las alteraciones en un gen que dan como resultado la produccién de un aminoéacido
equivalente quimicamente en una localizacion dada, pero que no efectian las propiedades funcionales de la
proteina codificada, son bien conocidas en la técnica. Por tanto, un codén para el aminoacido alanina, un
aminoacido hidrofobico, puede ser sustituido por un codén que codifique otro residuo menos hidrofébico, tal como
glicina, o un residuo més hidrofébico, tal como valina, leucina o isoleucina. De forma similar, también es de esperar
que los cambios que dan como resultado la sustitucion de un residuo cargado negativamente por otro, tal como
acido aspartico por acido glutamico, o un residuo cargado positivamente por otro, tal como lisina por arginina,
produzcan un producto funcionalmente equivalente. Asimismo, no seria de esperar que los cambios de nucleétidos
que dan como resultado la alteracion de las porciones N-terminal y C-terminal de la molécula de proteina alteren la
actividad de la proteina. Cada una de las modificaciones propuestas se encuentra claramente dentro de la técnica
rutinaria, como lo esta la retencion de la actividad bioldgica en los productos codificados.

Ademas, fragmentos de acido nucleico sustancialmente similares también se pueden caracterizar por su capacidad
para hibridarse, en condiciones severas (0,1X SSC, 0,1% SDS, 65°C), con los fragmentos de acido nucleico
descritos en la presente memoria.

Los fragmentos de &cido nucleico sustancialmente similares de la presente invencién también se pueden
caracterizar a través del porcentaje de similitud de las secuencias de aminoacidos que codifican con respecto a las
secuencias de aminoacidos descritas en la presente memoria, determinado mediante algoritmos empleados
habitualmente por los especialistas en esta técnica. Los preferidos son los 4cidos nucleicos cuyas secuencias de
nucleétidos codifican secuencias de aminoacidos que son similares en un 80% respecto a las secuencias de
aminoacidos presentadas en la presente memoria. Los fragmentos de &cido nucleico mas preferidos codifican
secuencias de aminoacidos que son similares en al menos un 90% a las secuencias de aminoacidos presentadas en
la presente memoria. Aun mas preferidos son los fragmentos de acido nucleico que codifican secuencias de
aminoéacidos que son similares en un 95% a las secuencias de aminoacidos presentadas en la presente memoria.
Los alineamientos de secuencia y los célculos de porcentaje de similitud se llevaron a cabo usando programas del
paquete GCG (Genetics Computer Group, Madison, WI). El alineamiento multiple de las secuencias se llevé a cabo
usando el método Clustal de alineamiento (Higgins, D. G. y Sharp, P. M. (1989) CABIOS. 5: 151-153) con los
parametros por defecto (GAP PENALTY=10, GAP LENGTH PENALTY=10) (a partir de este punto, algoritmo
Clustal). Los parametros por defecto para los alineamientos por pares usando el método Clustal fueron KTUPLE 1,
GAP PENALTY=3, WINDOW=5 y DIAGONALS SAVED=5.
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Una “porcién sustancial” de una secuencia de aminoacidos o de nucleétidos se refiere a una parte suficiente de la
secuencia de aminoacidos de un polipéptido o de la secuencia de nucledtidos de un gen que permita una
identificacion putativa de dicho polipéptido o gen, tanto mediante evaluacion manual de la secuencia por un
especialista en la técnica, como mediante comparacion de secuencia automatizada con ordenador e identificacion
usando algoritmos tales como el BLAST (Basic Local Alignment Search Tool; Altschul, S.F., et al., (1993) J. Mol.
Biol. 215: 403-410; véase también www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/). En general, se necesita una secuencia de diez o
mas aminodacidos contiguos o de treinta o0 mas nucleotidos para identificar putativamente un polipéptido o una
secuencia de acido nucleico como homologa de una proteina o gen conocidos. Ademas, con respecto a las
secuencias de nucledtidos, se pueden usar sondas de oligonucleétidos especificos de gen que comprendan 20-30
nucleétidos contiguos en los métodos dependientes de secuencia de identificacion génica (por ejemplo, la
hibridacion Southern) y de aislamiento (por ejemplo, la hibridacién in situ de colonias bacterianas o plaquetas
bacteriéfagas). Adicionalmente, se pueden usar oligonucleétidos cortos de 12-15 bases como cebadores de
amplificacion en PCR a fin de obtener un fragmento de &cido nucleico particular que comprenda los cebadores. Por
consiguiente, una “porcion sustancial” de una secuencia de nucleétidos comprende una parte suficiente de la
secuencia para permitir la identificacién especifica y/o el aislamiento de un fragmento de acido nucleico que
comprenda la secuencia. La presente especificacion incluye secuencias de nucledtidos o de aminoacidos parciales o
completas que codifican una o mas proteinas vegetales particulares. El especialista en la técnica, a partir de las
secuencias incluidas en la presente memoria, puede usar las secuencias descritas, enteras 0 en una parte
sustancial, para los propositos conocidos por los especialistas en esta técnica. Por consiguiente, la presente
invencién comprende las secuencias completas tal como se presentan en el Listado de Secuencias anexo, asi como
las porciones sustanciales de dichas secuencias, tal como se ha definido anteriormente.

El término “variante” se refiere a secuencias sustancialmente similares. Generalmente, las variantes de secuencia de
acido nucleico de la invencion tendran al menos un 46%, 48%, 50%, 52%, 53%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 76%,
77%, 78%, 79%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91 %, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 6 99% de
identidad de secuencia respecto a la secuencia de nucleétidos nativa, en donde el % de identidad de secuencia esta
basado en la secuencia completa y se determina mediante andlisis GAP 10 usando los parametros por defecto.
Generalmente, las variantes de secuencias de polipéptido de la invencion tendran al menos aproximadamente un
60%, 65%, 70%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81 %, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91 %,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 6 99% de identidad de secuencia con respecto a la proteina nativa, en donde
el % de identidad de secuencia estd basado en la secuencia completa y se determina mediante analisis GAP 10
usando los pardmetros por defecto. GAP usa el algoritmo de Needleman y Wunsch (J. Mol. Biol. 48: 443-453, 1970)
para obtener el alineamiento de dos secuencias completas que maximiza el nimero de coincidencias y minimiza el
namero de huecos.

El término “variante” también se refiere a secuencias sustancialmente similares que contienen secuencias de
aminoacidos altamente similares a los motivos contenidos en la invencion, y opcionalmente requeridas para la
funcion bioldgica de la invencién. De forma general, las variantes de secuencias de polipéptidos de la invencion
tendran al menos un 85%, 90% 6 95% de identidad de secuencia con respecto a los residuos de aminoacido
conservados en los motivos definidos.

Las técnicas estandar de ADN recombinante y de clonacion molecular usadas en la presente memoria son bien
conocidas en la técnica y se describen mas detalladamente en Sambrook, J. & Russell, D.W., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual; Cold Spring Harbor Laboratory Press. Cold Spring Harbor, NY 2001 (a partir de ahora
"Sambrook™).

Las variantes incluidas en la invenciéon pueden contener sustituciones, eliminaciones o adiciones individuales a las
secuencias de acido nucleico o polipéptido que alteran, afiaden o eliminan un Unico aminoacido o un porcentaje
pequefio de aminoacidos de la secuencia codificada. Una “variante modificada conservativamente” es una alteracion
que da como resultado la sustitucién de un aminoéacido por un aminoacido quimicamente similar. Cuando el acido
nucleico se prepara o se altera sintéticamente, se pueden aprovechar las preferencias conocidas de codones del
hospedante pretendido.

Los fragmentos de acido nucleico de la presente invencion pueden usarse para aislar ADNs y genes que codifican
proteinas homdlogas de la misma u otras especies vegetales. El aislamiento de genes homdlogos usando protocolos
dependientes de secuencia es bien conocido en la técnica. Los ejemplos de protocolos dependientes de secuencia
incluyen, aunque sin limitacién, métodos de hibridacion de acido nucleico y métodos de amplificacion de ADN y ARN
como se demuestra a través de los diversos usos de tecnologias amplificacion de &cido nucleico (por ejemplo,
reaccion en cadena de polimerasa, reaccion en cadena de ligasa).

Por ejemplo, los genes que codifican otras inositol trifosfato quinasas, inositol tetrakisfosfato quinasas, inositol
pentakisfosfato quinasas o inositol polifosfat 2-quinasas, tanto como ADNc como ADN gendmico, podrian aislarse
directamente usando los presentes fragmentos de acido nucleico, en su totalidad o una porcién, como sondas de
hibridacion de ADN para escrutar bibliotecas de cualquier planta deseada empleando la metodologia bien conocida
por los especialistas en la técnica. Se pueden disefiar y sintetizar sondas de oligonucleétidos especificas basadas
en las presentes secuencias de acido nucleico empleando métodos conocidos en la técnica (Sambrook). Ademas,
las secuencias completas pueden usarse directamente para sintetizar sondas de ADN empleando métodos
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conocidos por el especialista en la técnica tales como el marcado de ADN con cebador, la traduccién de defectos o
técnicas de marcado en los extremos, o sondas de ARN usando sistemas de transcripcion in vitro disponibles.

Adicionalmente, se pueden disefiar y usar cebadores especificos para amplificar las secuencias de la presente, tanto
en parte como en su totalidad. Los productos de amplificacién resultantes se pueden marcar directamente durante
las reacciones de amplificaciéon o se pueden marcar después de las reacciones de amplificacién, y se pueden usar
como sondas para aislar ADNc de longitud completa o fragmentos genémicos en condiciones de severidad
apropiada.

Adicionalmente, se pueden usar dos segmentos cortos de los presentes fragmentos de acido nucleico en protocolos
de reaccién en cadena de polimerasa para amplificar fragmentos de acido nucleico mas largos que codifican genes
homélogos de ADN o ARN. También se puede llevar a cabo la reacciéon en cadena de polimerasa en una biblioteca
de fragmentos de &acido nucleico clonado en donde la secuencia de un cebador se deriva de los presentes
fragmentos de acido nucleico, y la secuencia de otro cebador aprovecha la presencia de los rasgos de acido
poliadenilico hasta el extremo 3’ del precursor de ARNm que codifica genes vegetales. Alternativamente, la
secuencia del segundo cebador se puede basar en secuencias derivadas del vector de clonacion. Por ejemplo, el
especialista en la técnica puede seguir el protocolo RACE (Frohman et al., (1988) PNAS USA 85: 8998) para
generar ADNc usando PCR para amplificar copias de la regién entre un tnico punto del transcrito en el extremo 3’ 6
el 5'. Los cebadores orientados en las direcciones 3’ y 5’ se pueden disefiar a partir de las presentes secuencias.
Usando sistemas 3’ RACE 6 5 RACE disponibles comercialmente (Invitrogen, Carlsbad, CA), se pueden aislar
fragmentos de ADNc 3’ 6 5’ especificos (Ohara et al., (1989) PNAS USA 86: 5673; Loh et al., (1989) Science 243:
217). Los productos generados mediante los procedimientos 3’ y 5° RACE se pueden combinar para generar ADNc
de longitud completa (Frohman, M. A. y Martin, G. R., (1989) Techniques 1: 165).

La disponibilidad del presente nucledtido y secuencias de aminoacido deducidas facilita el escrutinio inmunoldgico
de bibliotecas de expresion de ADNc. Se pueden sintetizar péptidos sintéticos que representen porciones de las
secuencias de aminoéacidos de la presente. Dichos péptidos se pueden usar para inmunizar animales para producir
anticuerpos policlonales o monoclonales con especificidad para péptidos o proteinas que comprenden las
secuencias de aminoacidos. Dichos anticuerpos pueden usarse a continuacion para escrutar bibliotecas de
expresion de ADNc para aislar clones de ADNc de longitud completa de interés (Lemer, R. A. (1984) Adv. Immunol.
36: 1, Sambrook).

Los fragmentos de acido nucleico de la presente invencidén se pueden usar para crear plantas transgénicas en las
que la enzima de inositol polifosfato 2-quinasa descrita esté presente en niveles inferiores a lo normal.

La reduccion o la eliminacién de la expresion de genes que codifican inositol polifosfato 2-quinasa en plantas son
deseables para algunas aplicaciones. Para lograrlo, se puede construir un gen quimérico disefiado para la co-
supresion de la presente enzima biosintética de acido fitico uniendo un gen o fragmento de gen que codifique una
inositol polifosfato 2-quinasa a secuencias promotoras de la planta. Alternativamente, se puede construir un gen
qguimérico disefiado para expresar ARN antisentido para el total o una parte del fragmento de acido nucleico de la
presente ligando operativamente el gen o fragmento génico en orientacion inversa a las secuencias promotoras de la
planta. Tanto la co-supresion como los genes quiméricos antisentido podrian introducirse en plantas mediante una
transformacion en la que se reduzca o elimine la expresion de los correspondientes genes endégenos.

Una metodologia alternativa para lograr el bloqueo génico implica el uso de interferencia de ARN (iIARN) vy
silenciamiento génico post-transcripcional (PTGS) [Fraser et al. (2000), Nature, 408, 325-330; Gonczy et al. (2000),
Nature, 408 (331-336)]. La introduccion de ARN de cadena doble (ARNds) en las células de estos organismos
conduce a la degradacion especifica de secuencia de transcritos de genes homologos. Las moléculas de ARN de
cadena doble larga son reducidas a ARNs interferentes pequefios de 21-23 nucleétidos (ARNsi) mediante la accién
de una ribonucleasa enddgena, Dicer. (Bernstein et al. (2001), Nature, 409, 363-366; Grishok et al. (2000), Science,
287 (5462), 2494-7; Zamore et al. (2000), Cell, 101(1), 25-33; Knight, S. W. y B. L. Bass. (2001), Science, 293
(5538), 2269-2271).

La presente inositol polifosfato 2-quinasa (o0 porciones de la misma) puede producirse en células hospedantes
heterdlogas, particularmente en las células de hospedantes microbianos, y puede usarse para preparar anticuerpos
para dichas proteinas mediante métodos bien conocidos por los especialistas en la técnica. Los anticuerpos son
Utiles para detectar inositol polifosfato 2-quinasa in situ en células o in vitro en extractos celulares. Las células
hospedantes heter6logas preferidas para la produccion de la presente inositol polifosfato 2-quinasa son los
hospedantes microbianos. Los sistemas de expresion y los vectores de expresion microbianos que contienen
secuencias reguladoras que dirigen un elevado nivel de expresion de proteinas extrafias son bien conocidos por los
especialistas en la técnica. Se podria usar cualquiera de ellos para construir un gen quimérico para la produccion de
la presente inositol polifosfato 2-quinasa. Dicho gen quimérico podria entonces introducirse en microorganismos
apropiados mediante transformacién para proporcionar un elevado nivel de expresion de la enzima biosintética de
acido fitico codificada.

Los acidos nucleicos aislados de la presente invencion pueden prepararse usando (a) métodos recombinantes
estandares, (b) técnicas sintéticas, o combinaciones de los mismos. En algunas realizaciones, los polinucleétidos de
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la presente invencién se pueden clonar, amplificar 0, en su caso, construir a partir de una monocotiledénea o una
dicotileddnea. Los ejemplos tipicos de monocotiledéneas son maiz, sorgo, cebada, trigo, mijo, arroz o césped. Las
dicotiledéneas tipicas incluyen soja, alazor, girasol, canola, alfalfa, patata o tapioca.

Los fragmentos funcionales incluidos en la invencion pueden obtenerse usando cebadores que se hibriden
selectivamente en condiciones de severidad. Generalmente, los cebadores tienen una longitud de al menos 12
bases y pueden llegar a tener hasta 200 bases, pero generalmente tienen entre 15 y 75 bases, o mas
probablemente entre 15 y 50 bases. Se pueden identificar fragmentos funcionales usando una variedad de técnicas
tales como andlisis de restriccidn, analisis Southern, analisis de extensién de cebador, PCR y analisis de secuencia
de ADN.

La presente invencion incluye una pluralidad de polinucleétidos que codifican para la secuencia de aminoacidos
idéntica. La degeneracion del cédigo genético permite tales “variaciones silenciosas” que pueden usarse, por
ejemplo, para hibridar y detectar selectivamente variantes alélicas de polinucleétidos de la presente invencion.
Adicionalmente, la presente invencion incluye acidos nucleicos aislados que comprenden variantes alélicas. El
término “alelo” tal como se usa en la presente memoria se refiere a un acido nucleico relacionado del mismo gen.

Las variantes de acidos nucleicos incluidas en la invencién se pueden obtener, por ejemplo, mediante mutagénesis
dirigida a oligonucle6tido, mutagénesis de barrido de ligando, mutagénesis que emplea reaccién en cadena de
polimerasa, y otras similares. Véase, por ejemplo, Current Protocols in Molecular Biology, Brent et al., Eds., Wiley
and Sons, Nueva York (2003) (a partir de este punto denominado Brent). También, véase de forma general
McPherson (ed.), DIRECTED MUTAGENESIS: A Practical Approach, (IRL Press, 1991). Por tanto, la presente
invencién también abarca moléculas de ADN que comprenden secuencias de nucleétido que tienen una similitud de
secuencia sustancial con las secuencias de la invencion.

Con respecto a las secuencias de acido nucleico particulares, las variantes modificadas conservativamente se
refieren a aquellos &cidos nucleicos que codifican variantes idénticas o modificadas conservativamente de las
secuencias de aminoacidos. Debido a la degeneracion del cédigo genético, un gran nimero de &cidos nucleicos
funcionalmente idénticos codifican cualquier proteina dada. Por ejemplo, los codones GCA, GCC, GCG y GCU
codifican todos el aminoacido alanina. Por tanto, en cada posicién en la que la alanina esté especificada por un
codon, el codon se puede alterar por cualquiera de los correspondientes codones descritos sin alterar el polipéptido
codificado. Dichas variaciones de acido nucleico son “variaciones silenciosas” y representan una especie de
variacion modificada conservativamente. Cada secuencia de &cido nucleico de la presente memoria que codifica un
polipéptido también describe, en referencia al cédigo genético, cualquier posible variaciéon silenciosa del acido
nucleico. El especialista en la técnica reconocera que cada coddn de un acido nucleico (excepto el AUG, que
ordinariamente es el Unico coddén para la metionina; y el UGG, que ordinariamente es el Unico codén para el
triptéfano) puede modificarse para producir una molécula funcionalmente idéntica. Por consiguiente, cada variacion
silenciosa de un &cido nucleico que codifica un polipéptido de la presente invencion esté implicita en cada secuencia
de polipéptido descrita y queda dentro del alcance de la invencion reivindicada.

Como en las secuencias de aminoacidos, el especialista en la técnica reconocera que las sustituciones,
eliminaciones o adiciones individuales realizadas en una secuencia de acido nucleico, péptido, polipéptido o proteina
que alteren, afiadan o eliminen un Unico aminoacido o un porcentaje pequefio de aminoacidos en la secuencia
codificada es una “variante modificada conservativamente” en la que la alteracion da como resultado la sustitucion
de un aminoacido por un aminoacido quimicamente similar. Por tanto, de este modo se pueden alterar cualquier
namero de residuos de aminoacido seleccionado del grupo de nimeros enteros que va de 1 a 50. De este modo, por
ejemplo, se pueden realizar 1, 2, 3, 14, 25, 37, 45 6 50 alteraciones. Las variantes modificadas conservativamente
tipicamente proporcionan una actividad biol6gica similar a la de la secuencia de polipéptido no modificada a partir de
la cual se derivan. Por ejemplo, la especificidad de sustrato, la actividad enzimatica o la unién a ligando/receptor
generalmente es al menos un 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80% 6 90% de la proteina nativa para su sustrato
nativo. En la técnica son bien conocidas las tablas de sustituciones conservativas que proporcionan aminoacidos
funcionalmente similares.

Por ejemplo, los siguientes seis grupos contienen cada uno aminoacidos que son sustituciones conservativas entre
ellos:

1) Alanina (A), Serina (S), Treonina (T);

2) Acido aspatrtico (D), Acido glutamico (E);

3) Asparagina (N), Glutamina (Q);

4) Arginina (R), Lisina (K);

5) Isoleucina (1), Leucina (L), Metionina (M), Valina (V); y

6) Fenilalanina (F), Tirosina (Y), Triptéfano (W).
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Véase también Creighton (1984) Proteins W. H. Freeman and Company. También se pueden usar otros modelos de
sustitucién conservativa aceptables conocidos en la técnica, tales como las matrices de puntuacion de programas de
comparacion de secuencias como el paquete GCG, BLAST o CLUSTAL, por ejemplo.

La invencion reivindicada también incluye “barajados” producidos mediante barajado de secuencia de los
polinucleétidos de la invencion para obtener una caracteristica deseada. El barajado de secuencias se describe en la
publicacion PCT N° 96/19256. Véase también, Zhang, J. H., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94: 4504-4509 (1997).

La presente invencion también incluye el uso de regiones 5 UTR y/o 3’ UTR para la modulacion de la transcripcién o
la traduccion de secuencias codificadoras heterélogas. Los motivos de secuencia positivos incluyen secuencias de
consenso de inicio transcripcional (Kozak, Nucleic Acids Res. 15: 8125 (1987)) y la estructura de tapén de 7-
metilguanosina (Drummond et al., Nucleic Acids Res. 13: 7375 (1985)). Los elementos negativos incluyen
estructuras tallo-lazo 5 UTR intramoleculares estables (Muesing et al., Cell 48: 691 (1987)) y secuencias AUG o
marcos de lectura abiertos cortos precedidos de un AUG apropiado en el 5 UTR (Kozak, ver anterior, Rao et al.,
Mol. Cell. Biol. 8: 284 (1988)).

Ademas, los segmentos que codifican polipéptidos de los polinucle6tidos de la presente invencién pueden
modificarse para alterar el uso de codones. El uso de codones alterados se puede emplear para alterar la eficacia
traduccional. El uso de codones en las regiones codificadoras de los polinucleétidos de la presente invencion se
puede analizar estadisticamente usando paquetes de software disponibles comercialmente tales como “Codon
Preference” disponible en GCG, el Grupo de Computacion Genética de la Universidad de Wisconsin (véase
Devereaux et al., Nucleic Acids Res. 12: 387-395 (1984).

Por ejemplo, los &cidos nucleicos de la invencion o sus contrapartidas antisentido se pueden optimizar para obtener
una expresion mejorada en plantas de interés. Véase, por ejemplo, Perlak et al. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
88: 3324-3328; y Murray et al. (1989) Nucleic Acids Res. 17: 477-498, cuyas descripciones se incorporan aqui a
modo de referencia. De esta manera, los polinucledtidos se pueden sintetizar utilizando codones preferidos para
plantas.

La presente invencion proporciona subsecuencias que comprenden &cidos nucleicos aislados que contienen al
menos 20 bases contiguas de las secuencias reivindicadas. Por ejemplo, el acido nucleico aislado incluye aquellos
gue comprenden al menos 25, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1500 6
2000 nucledtidos contiguos de las secuencias reivindicadas. Las subsecuencias del acido nucleico aislado se
pueden usar para modular o detectar la expresion génica introduciendo en las subsecuencias compuestos que se
unen, se intercalan, rompen y/o se reticulan con los acidos nucleicos.

Los acidos nucleicos de la invencién reivindicada pueden comprender de forma conveniente un sitio de multi-
clonacion que comprende uno o mas sitios de restriccion de endonucleasa insertados en el acido nucleico para
ayudar en el aislamiento del polinucleétido. Asimismo, se pueden insertar secuencias traducibles para ayudar al
aislamiento del polinucleétido traducido de la presente invencién. Por ejemplo, una secuencia marcadora de hexa-
histidina, o una secuencia de fusion GST, proporciona un medio conveniente para purificar las proteinas de la
invencion reivindicada.

Un polinucleétido de la invencion reivindicada se puede unir a un vector, adaptador, promotor, péptido transit o
ligando para la clonacion y/o expresion de un polinucleétido de la presente invencion. Se pueden afiadir secuencias
a dichas secuencias de clonacion y/o expresion para optimizar su funcién en la clonacidn y/o expresion, para ayudar
en el aislamiento del polinucleétido, o para mejorar la introducciéon del polinucleétido en una célula. El uso de
vectores de clonacién, vectores de expresion, adaptadores y ligandos es bien conocido y estd descrito
extensivamente en la técnica. Para una descripcién de dichos acidos nucleicos véase, por ejemplo, Stratagene
Cloning Systems, Catalogos 2004 (La Jolla, California); y Amersham BioSciences, Inc., Catalogo 2004 (Piscataway,
NJ).

Las composiciones de &cido nucleico aislado de esta invencién, tal como ARN, ADNc, ADN gendmico o un hibrido
de los mismos, se pueden obtener a partir de fuentes bioldgicas vegetales usando cualquier nimero de
metodologias de clonacién conocidas por los especialistas en la técnica. En algunas realizaciones, se usan sondas
de oligonucledtidos que se hibridan selectivamente, en condiciones severas, a los polinucleétidos de la presente
invencion para identificar la secuencia deseada en un ADNc o en una biblioteca de ADN gendmico.

Los ejemplos de protocolos de aislamiento de ARN total y de ARNm se describen en Plant Molecular Biology: A
Laboratory Manual, Clark, Ed., Springer-Verlag, Berlin (1997); y Brent. Existen disponibles comercialmente kits de
aislamiento de ARN total y ARNm de comercializadores tales como Strategene (La Jolla, California), Clonetech (Palo
Alto, California), Amersham Biosciences (Piscataway, N.J.) y 5-3’ (Paoli, Pa). Véase también las Patentes de
EE.UU. N°5.614.391 y 5.459.253.

Los protocolos de sintesis de ADNc tipicos son bien conocidos por el especialista en la técnica y se describen en
referencias estandar tales como: Plant Molecular Biology: A Laboratory Manual, Clark, Ed., Springer-Verlag, Berlin
(1997); y Brent. Existen kits de sintesis de ADNc disponibles en una serie de comercializadores tales como
Stratagene o Pharmacia.
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Un ejemplo de método para construir una biblioteca de ADNc de longitud completa pura de mas del 95% se describe
en Caminci et al., Genomics 37: 327-336 (1996). En la técnica se conocen bien otros métodos para producir
bibliotecas de longitud completa. Véase, por ejemplo, Edery et al., Mol. Cell Biol. 15(6): 3363-3371 (1995); y la
Solicitud de Patente PCT WO 96/34981.

A menudo es conveniente normalizar una biblioteca de ADNc para crear una biblioteca en la que cada clon esta
representado mas igualmente. En la técnica se conocen una serie de estrategias para normalizar bibliotecas de
ADNCc. La construccién de bibliotecas normalizadas se describe en Lo, Nucl. Acids. Res. 18(19): 5705-5711 (1990);
Patanjali et al., Proc. Natl. Acad. U.S.A. 88: 1943-1947 (1991): Patentes de EE.UU. N° 5.482.685 y 5.637.685; y
Soares et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 9228-9232 (1994).

Las bibliotecas de ADNc sustraidas son otro medio para incrementar la proporcion de las especies de ADNc menos
abundantes. Véase Foote et al. en Plant Molecular Biology: A Laboratory Manual, Clark, Ed. Springer-Verlag, Berlin
(1997); Kho y Zarbl, Technique 3(2): 58-63 (1991); Sive y St. John, Nucl. Acids Res. 16(22): 10937 (1988); Brent; y
Swaroop et al., Nucl. Acids Res. 19(8): 1954 (1991). Existen kits de sustraccion de ADNc disponibles
comercialmente. Véase, por ejemplo, PCR-Select (Clontech).

Para construir bibliotecas gendémicas, se generan grandes segmentos de ADN gendmico mediante fragmentacién
aleatoria. Los ejemplos de técnicas de biologia molecular apropiadas y de instrucciones se encuentran en Sambrook
y en Methods in Enzymology, Vol. 152: Guide to Molecular Cloning Techniques, Berger y Kimmel, Eds., San Diego:
Academic Press, Inc. (1987), Brent; Plant Molecular Biology: A Laboratory Manual, Clark, Ed., Springer-Verlag,
Berlin (1997). También existen disponibles comercialmente kits para la construccién de bibliotecas genémicas.

El ADNc o la biblioteca gendmica se pueden escrutar usando PCR directamente con métodos conocidos por los
especialistas en la técnica, o usando una sonda basada en la secuencia de un &cido nucleico de la presente
invencién tal como las descritas en la presente memoria. Las sondas se pueden usar para hibridarse con ADN
gendmico o con secuencias de ADNc para aislar polinucle6tidos homaélogos en la misma o diferente especie vegetal.
Los especialistas en la técnica apreciardn que se pueden emplear diversos grados de severidad de hibridacion en el
ensayo; y que tanto la hibridacion como el medio de lavado pueden ser severos. El grado de severidad se puede
controlar mediante la temperatura, la fuerza ibénica, el pH y la presencia de un disolvente parcialmente
desnaturalizante tal como formamida.

Tipicamente, las condiciones de hibridacién severas seran aquellas en las que la concentracion salina sea inferior a
aproximadamente 1,5 M de iones de Na, tipicamente de aproximadamente 0,01 a 1,0 M de concentracion de iones
de Na (o de otras sales) a pH entre 7,0 y 8,3, y la temperatura es al menos de aproximadamente 30°C para sondas
cortas (por ejemplo, de 10 a 50 nucledtidos) y al menos de aproximadamente 60°C para sondas largas (por ejemplo,
de mas de 50 nucledtidos). Las condiciones severas también se pueden alcanzar mediante la adicion de agentes
desestabilizantes tales como formamida.

Los ejemplos de condiciones de baja severidad incluyen la hibridacién con una disolucion tampon de 30 a 35% de
formamida, NaCl 1 M, 1% de SDS (dodecilsulfato sodico) a 37°C, y un lavado en 1X a 2X SSC (20X SSC=3,0 M
NaCl/0,3 M citrato trisédico) a 50°C. Los ejemplos de condiciones de severidad moderada incluyen la hibridacién en
40 a 45% de formamida, NaCl 1 M, 1% de SDS a 37°C, y un lavado en 0,5X a 1X SSC a 55°C. Los ejemplos de
condiciones de alta severidad incluyen la hibridacion en 50% de formamida, NaCl 1 M, 1% de SDS a 37°C, y un
lavado en 0,1X SSC a 60°C. Tipicamente el tiempo de hibridacién va de 4 a 16 horas.

Se puede encontrar una guia intensiva para la hibridacion de acidos nucleicos en Tijssen, Laboratory Techniques in
Biochemistry and Molecular Biology-Hybridization with Nucleic Acid Probes, Parte 1, Capitulo 2 “Overview of
principles of hybridization and the strategy of nucleic acid probe assays”, Elsevier, N.Y. (1993); y en Brent. A
menudo, las bibliotecas de ADNc estaran normalizadas para aumentar la representacion de ADNc relativamente
raros.

Los &cidos nucleicos de la invencién se pueden amplificar a partir de muestras de acido nucleico, tales como
muestras de acido nucleico vegetal, usando técnicas de amplificacién. Por ejemplo, se puede usar tecnologia de
reaccion en cadena de polimerasa (PCR) para amplificar las secuencias de polinucleétidos de la presente invencion
y polinucleétidos relacionados directamente a partir de bibliotecas de ADN, bibliotecas de ADNc o una biblioteca
construida generalmente a partir de transcritos nucleares en cualquier etapa del procesado con intrones. Las
bibliotecas se pueden preparar a partir de una variedad de tejidos vegetales tales como espigas, hojas, tallos, raices,
polen o semillas. También puede ser til la PCR y otros métodos de amplificacion in vitro, por ejemplo para clonar
secuencias de acido nucleico que codifican para las proteinas que se van a expresar, para preparar acidos nucleicos
para su uso como sondas para detectar la presencia del ARNm deseado en las muestras, para secuenciamiento de
acido nucleico, o para otros propositos.

Ejemplos de técnicas Utiles para los métodos de amplificacién in vitro se pueden encontrar en Berger, Sambrook y
Brent, asi como en Mullis et al., Patente de EE.UU. N° 4.683.202 (1987); y en PCR Protocols: A Guide to Methods
and Applications, Innis et al., Eds., Academic Press Inc., San Diego, California (1990). En la técnica se conocen kits
disponibles comercialmente para la amplificacion PCR. Véase, por ejemplo, Advantage-GC Genomic PCR Kit
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(Clontech). La proteina 32 de gen T4 (Boehringer Mannheim) se puede usar para mejorar el rendimiento de
productos de PCR largos. También se han descrito métodos de escrutinio basados en PCr. Wilfinger et al. describen
un método basado en PCR en el que el ADNc de mayor longitud se identifica en la primera etapa, de tal modo que
se pueden eliminar los clones incompletos del estudio. BioTechniques, 22(3): 481-486 (1997).

Alternativamente, las secuencias de la invenciéon se pueden usar para aislar las secuencias correspondientes en
otros organismos, particularmente en otras plantas, mas particularmente, otras monocotiledéneas. De esta manera,
métodos tales como PCR, hibridacién y similares, se pueden usar para identificar las secuencias que tengan una
similitud de secuencia sustancial con respecto a las secuencias de la invencién. Véase, por ejemplo, Sambrook e
Innis et al. (1990), PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications (Academic Press, Nueva York). La presente
invencién abarca las secuencias codificadoras aisladas en base a su identidad de secuencia con respecto a las
secuencias codificadoras de la invencion presentadas en la presente memoria, o con respecto a fragmentos de las
mismas.

Los &cidos nucleicos aislados de la presente invencion también se pueden preparar mediante sintesis quimica
directa empleando métodos tales como el método de fosfodiéster de Narang et al., Meth. Enzymol. 68: 90-99 (1979);
el método de fosfodiéster de Brown et al., Meth. Enzymol. 68: 109-151 (1979); el método de dietilfosforamidita de
Beaucage et al., Tetra. Lett. 22: 1859-1862 (1981); el método de triéster de fosforamidita en fase sélida descrito por
Beaucage y Caruthers, Tetra. Lett. 22(20): 1859-1862 (1981), por ejemplo usando un sintetizador automatizado, por
ejemplo como se describe en Needham-VanDevanter et al., Nucleic Acids Res. 12: 6159-6168 (1984); y el método
de soporte solido de la Patente de EE.UU. N° 4.458.066. La sintesis quimica generalmente produce un
oligonucledtido de cadena sencilla. Este puede convertirse en ADN de cadena doble mediante hibridacion con una
secuencia complementaria, o mediante polimerizacion con una ADN polimerasa usando la cadena sencilla como
plantilla. El especialista reconocera que aunque la sintesis quimica de ADN se limita a secuencias de
aproximadamente 100 bases, se pueden obtener secuencias de mayor tamafio mediante ligacién de secuencias
mas cortas.

La totalidad o una porcion sustancial de los fragmentos de &acido nucleico de la presente invencion también se
pueden usar como sondas para el mapeado genético o fisico de genes de los cuales forman parte, y como
marcadores para rasgos ligados a dichos genes. Dicha informacién puede ser util en el cultivo de plantas con el fin
de desarrollar lineas con fenotipos deseados. Por ejemplo, los fragmentos de acido nucleico de la presente se
pueden usar como marcadores de polimorfismo de longitud de fragmento de restriccién (RFLP). El andlisis de tincion
Southern (Sambrook) de ADN gendmico vegetal digerido por restriccién puede evaluarse con los fragmentos de
acido nucleico de la presente invencion. Los modelos de bandas resultantes se pueden someter entonces a analisis
genético usando programas de ordenador tales como MapMaker (Lander et al., (1987) Genomics 1: 174-181) para
construir un mapa genético. Adicionalmente, los fragmentos de acido nucleico de la presente invencion se pueden
usar como sonda en andlisis de tincion Southern que contengan ADNs gendmicos tratados con endonucleasa de
restriccion procedentes de un grupo de individuos que representen la linea parental y la progenie de un cruce
genético definido. Se anota la segregacion de los polimorfismos de ADN y se usa para calcular la posicion de la
secuencia de acido nucleico de la invencion en el mapa genético obtenido previamente usando esta poblacion
(Botstein, D. et al., (1980) Am. J. Hum. Genet. 32: 314-331).

La produccién y uso de sondas derivadas de genes vegetales para uso en mapeado genético se describe en R.
Bematzky, R. y Tanksley, S.D. (1986) Plant Mol. Biol. Reporter 4(1): 37-41. Numerosas publicaciones describen el
mapeado genético de clones de ADNc especificos que usan la metodologia descrita anteriormente o variaciones de
la misma. Por ejemplo, para el mapeado se pueden usar poblaciones intercruzadas F2, poblaciones de retrocruzado,
poblaciones emparejadas aleatoriamente, lineas isogénicas proximas y otros conjuntos de individuos. Dichas
metodologias son bien conocidas por los especialistas en la técnica.

Las sondas de acido nucleico de las secuencias de &cido nucleico de la presente también pueden usarse para el
mapeado fisico (es decir, la colocacién de secuencias sobre mapas fisicos; véase Hoheisel, J. D. et al., en:
Nonmammalian Genomic Analysis: A Practical Guide, Academic Press 1996, paginas 319-346, y las referencias
citadas ahi).

En otra realizacion, las sondas de acido nucleico derivadas de las secuencias de acido nucleico de la presente se
pueden usar en un mapeado de hibridacién in situ de fluorescencia directa (FISH) (Trask, B. J. (1991) Trends Genet.
7: 149-154). Aunque los métodos actuales de mapeado FISH favorecen el uso de clones grandes (de varios a varios
centenares de KB; véase Laan, M. et al. (1995) Genome Research 5: 13-20), las mejoras en la sensibilidad pueden
permitir la realizacion del mapeado FISH usando sondas mas cortas.

Usando las secuencias de acido nucleico de la presente invencion se pueden llevar a cabo una serie de métodos
basados en amplificaciébn de acido nucleico para el mapeado genético y fisico. Los ejemplos incluyen la
amplificacion especifica de alelo (Kazazian, H. H. (1989) J. Lab. Clin. Med. 114(2): 95-96), el polimorfismo de
fragmentos amplificados mediante PCR (CAPS; Sheffield, V. C. et al. (1993) Genomics 16: 325-332), la ligacion
especifica de alelo (Landegren, U. et al. (1988) Science 241: 1077-1080), las reacciones de extension de nucleétido
(Sokolov, B. P. (1990) Nucleic Acid Res. 18: 3671), el Mapeado Hibrido de Radiacion (Walter, M. A. et al. (1997)
Nature Genetics 7: 22-28) y el Mapeado Feliz (Dear, P. H. y Cook, P. R. (1989) Nucleic Acid Res. 17: 6795-6807).
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Para estos métodos, la secuencia de un fragmento de acido nucleico se usa para disefiar y producir pares de
cebador para su uso en la reaccién de amplificacion o en reacciones de extensién de cebador. El disefio de dichos
cebadores es bien conocido por los especialistas en la técnica. En los métodos que emplean el mapeado genético
basado en PCR, puede ser necesario identificar diferencias en la secuencia de ADN entre los originales del cruce de
mapeado en la region correspondiente a la secuencia de acido nucleico de la presente. Sin embargo, generalmente
esto no es necesario para los métodos de mapeado.

La pérdida de fenotipos mutantes de funcién puede identificarse para los clones de ADNc de la presente invencién
mediante protocolos de alteracién de genes diana o mediante la identificacién de mutantes especificos para dichos
genes contenidos en poblaciones que portan mutaciones en todos los genes posibles (Ballinger y Benzer, (1989)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 9402; Koes et al., (1995) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92: 8149; Bensen et al., (1995)
Plant Cell 7: 75). Esta Ultima estrategia puede llevarse a cabo de varias formas. En primer lugar, se pueden usar los
segmentos cortos de los fragmentos de acido nucleico de la presente en protocolos de reacciéon en cadena de
polimerasa en conjuncion con un cebador de secuencia de marcado de mutacion sobre ADNs preparados a partir de
una poblacién de plantas en las que se han introducido transposones Mutator o algun otro elemento de ADN que
provoca mutacion (véase Bensen, ver anterior). La amplificacion de un fragmento de ADN especifico con estos
cebadores indica la insercion del elemento de marca de mutacién en un gen vegetal, o cerca de él, que codifica la
inositol polifosfato 2-quinasa. Alternativamente, el fragmento de &cido nucleico de la presente puede usarse como
sonda de hibridacion frente a productos de amplificacion de PCR generados a partir de la poblacion de mutacion
usando el cebador de secuencia de marca de mutacioén en conjuncion con un cebador de sitio gendmico arbitrario,
tal como para un sitio de enzima de restriccion-adaptador sintético anclado. En tercer lugar, las mutaciones pueden
mapearse dentro de genes especificos usando endonucleasas de cadena sencilla capaces de romper en las zonas
de falta de coincidencia (Till et al. (2004) Nucleic Acids Res. 32: 2632-41), un método conocido como TILLING.
Finalmente, se pueden identificar las eliminaciones usando métodos de PCR conocidos por los especialistas en la
técnica, tal como se describe en la Solicitud de Patente de EE.UU. 20050053975 y como se indica en los ejemplos
de la presente memoria. Con cada método, se puede identificar y obtener una planta que contiene una mutacion en
el gen enddgeno que codifica una inositol polifosfato 2-quinasa. Esta planta mutante a continuacion puede usarse
para determinar o confirmar la funcién natural del producto génico.

Las proteinas de la presente invencion incluyen proteinas que tienen las secuencias descritas, asi como proteinas
codificadas por los polinucledtidos descritos. Adicionalmente, las proteinas de la presente invencién incluyen
proteinas derivadas de la proteina nativa por eliminacion, adiciéon o sustitucion de uno o mas aminoacidos en uno o
mas sitios de la proteina nativa. Dichas variantes pueden ser el resultado de, por ejemplo, polimorfismo genético o
manipulacion humana. Los métodos para dichas manipulaciones son conocidos de forma general en la técnica.

Por ejemplo, las variantes de secuencia de aminoacido del polipéptido se pueden preparar mediante mutaciones en
la secuencia de ADN clonada que codifica la proteina nativa de interés. Los métodos para la mutagénesis y
alteraciones de secuencia de nucleotidos son bien conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Walker y Gaastra,
eds. (1983) Techniques in Molecular Biology (MacMillan Publishing Company, Nueva York); Kunkel (1985) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 82: 488-492; Kunkel et al. (1987) Methods Enzymol. 154: 367-382; Sambrook; Patente de
EE.UU. N° 4.873.192; y las referencias citadas ahi; incorporadas a la presente memoria a modo de referencia. Los
especialistas en la técnica comprenderan facilmente las guias sobre las sustituciones de aminoéacidos apropiadas
gue no afectan a la actividad biolégica de la proteina de interés. Pueden ser preferibles las sustituciones
conservativas, tales como intercambiar un aminoacido por otro que tenga propiedades similares.

A la hora construir variantes de las proteinas de interés, las modificaciones de las secuencias de nucledtidos que
codifican las variantes se pueden realizar de forma general de tal modo que las variantes continden poseyendo la
actividad deseada. Las proteinas aisladas de la presente invencion incluyen un polipéptido que comprende al menos
25 aminoacidos contiguos codificados por uno cualquiera de los acidos nucleicos de la presente invencién, o
polipéptidos que son variantes modificadas conservativamente de los mismos. Las proteinas de la presente
invencién, o las variantes de las mismas, pueden comprender cualquier nimero de residuos de aminoacido
contiguos procedentes de un polipéptido de la presente invencion, en donde dicho nimero se selecciona del grupo
de nuimeros enteros que consiste en entre 25 y el nimero de residuos de un polipéptido de longitud completa de la
presente invencion. Opcionalmente, esta subsecuencia de aminoacidos contiguos tiene una longitud de al menos 25,
30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100,150, 200, 250, 300, 350, 400, 450 6 500 aminoacidos.

La presente invencion incluye polipéptidos cataliticamente activos (es decir, enzimas). Los polipéptidos
cataliticamente activos generalmente tendran una actividad especifica de al menos aproximadamente un 20%, 30%,
40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% O 95% de la del polipéptido enddgeno nativo (no sintético). Ademas, la
especificidad de sustrato (Kca/Kin) puede ser opcionalmente sustancialmente similar a la del polipéptido endégeno
nativo (no sintético) para cada actividad. Tipicamente, la Ky, sera al menos un 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%,
70%, 80%, 90% 6 95% de la del polipéptido endégeno nativo (no sintético) para cualquier sustrato dado. Los
métodos para determinar y cuantificar las medidas de la actividad enzimatica y la especificidad de sustrato (Kcai/Km)
son bien conocidos por los especialistas en la técnica. Véase, por ejemplo, Segel, Biochemical Calculations, 22
edicién, John Wiley and Sons, Nueva York (1976).

La presente invencion incluye modificaciones que pueden realizarse en una proteina de la invencién. En particular,
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puede ser deseable disminuir la actividad del gen. Se pueden realizar otras modificaciones para facilitar la clonacion,
expresion o la incorporacién de la molécula dirigida en una proteina de fusion. Dichas modificaciones son bien
conocidas por los especialistas en la técnica e incluyen, por ejemplo, una metionina afiadida en el extremo amino
para proporcionar un sitio de iniciacion, o aminoacidos o péptidos adicionales (por ejemplo, poli His, GST, etc.)
colocados en cualquier extremo para crear sitios de restriccion ubicados convenientemente o codones de
terminacion o de purificacion.

Una proteina de la presente invencion, una vez expresada, puede aislarse a partir de células lisando las células y
aplicando técnicas estandar de aislamiento de proteinas a los lisatos. La monitorizacion del proceso de purificacion
se puede lograr usando técnicas de tincion Western o técnicas de radioinmunoensayo u otras técnicas de
inmunoensayo estandares. También se dispone de casetes de expresion disponibles que dirigen la proteina
expresada para ser secretada desde la célula al medio. En estos casos, la proteina expresada puede purificarse a
partir del medio de cultivo celular usando técnicas de purificacion de proteinas estandares.

Las proteinas de la presente invencion también pueden construirse usando métodos sintéticos no celulares. La
sintesis en fase sdélida de proteinas de menos de aproximadamente 50 aminoacidos de longitud puede conseguirse
mediante la union al aminoécido C-terminal de la secuencia de un soporte insoluble seguido de la adicién secuencial
de los restantes aminoacidos de la secuencia. Las técnicas para la sintesis en fase sélida se describen en Barany y
Merrifield, Solid-Phase Peptide Synthesis, paginas 3-284 en The Peptides: Analysis, Synthesis, Biology. Vol. 2:
Special Methods in Peptide Synthesis, Parte A; Merrifield et al., 3. Am. Chem. Soc. 85: 2149-2156 (1963), y Stewart
et al., Solid Phase Peptide Synthesis, 22 edicion, Pierce Chem. Co., Rockford, Ill. (1984). Las proteinas de mayor
longitud se pueden sintetizar mediante condensacion de los extremos amino y carboxi de los fragmentos més cortos.
Los métodos para formar enlaces peptidicos por activacién de un extremo carboxiterminal (por ejemplo, mediante el
uso del reactivo de acoplamiento N,N’-diciclohexilcarbodiimida) son bien conocidos por los especialistas en la
técnica.

Las proteinas de esta invencion, recombinantes o sintéticas, pueden purificarse hasta obtener una pureza sustancial
mediante técnicas estdndar bien conocidas en la técnica, que incluyen la solubilizacion con detergentes, la
precipitacion selectiva con sustancias tales como sulfato aménico, la cromatografia en columna, los métodos de
inmunoprecipitacion, y otros. Véase, por ejemplo, R. Scopes, Protein Purification: Principles and Practice, Springer-
Verlag: Nueva York (1982); Deutscher, Guide to Protein Purification, Academic Press (1990). Por ejemplo, se
pueden activar anticuerpos contra las proteinas descritas en la presente memoria. La purificacion a partir de E. coli
se puede lograr siguiendo los procedimientos descritos en la Patente de EE.UU. N° 4.511.503.

Los medios para detectar las proteinas de la presente invencién no son aspectos criticos de la presente invencion.
Las proteinas se pueden detectar y/o cuantificar usando cualquiera de una serie de ensayos de unién inmunologicos
bien reconocidos (véanse, por ejemplo, las Patentes de EE.UU. N° 4.366.241, 4.376.110 y 4.837.168). Para una
revision de los inmunoensayos generales, véase también Methods in Cell Biology, Vol. 37: Antibodies in Cell Biology,
Asai, Ed., Academic Press, Inc. Nueva York (1993); Basic and Clinical Immunology 7th Edition, Stites & Terr, Eds.
(1991). Ademas, los inmunoensayos de la presente invencion se pueden llevar a cabo en cualquiera de varias
configuraciones, por ejemplo, las revisadas en Enzyme Immunoassay, Maggio, Ed., CRC Press, Boca Raton, Florida
(1980); Tijan, Practice and Theory of Enzyme Immunoassays, Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular
Biology, Elsevier Science Publishers B. V., Amsterdam (1985); Harlow y Lane, ver anterior; Immunoassay: A
Practical Guide, Chan, Ed., Academic Press, Orlando, Florida (1987); Principles and Practice of Immunoassays,
Price and Newman Eds, Stockton Press, NY (1991); y Non-isotopic Immunoassays, Ngo, Ed., Plenum Press, NY
(1988).

Los métodos tipicos incluyen el analisis de tincion Western (inmunotincion), métodos bioquimicos analiticos tales
como la electroforesis, la electroforesis capilar, la cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC), la
cromatografia en capa fina (TLC), la cromatografia de hiperdifusién (sencilla o doble), la inmunoelectroforesis,
radioinmunoensayos (RIAs), ensayos inmunosorbentes ligados a enzimas (ELISAs), ensayos inmunofluorescentes,
y otros similares

A menudo se unen marcas no radiactivas por medios indirectos. Generalmente, se une a la molécula
covalentemente una molécula de ligando (por ejemplo, una biotina). A continuacion, el ligando se une a una
molécula anti-ligando (por ejemplo, estreptavidina) que es inherentemente detectable o que esta ligada
covalentemente a un sistema de sefializacion, tal como una enzima detectable, un compuesto fluorescente, o un
compuesto quimioluminiscente. Se puede usar una serie de ligandos y anti-ligandos. Cuando un ligando tiene un
anti-ligando natural, por ejemplo, biotina, tiroxina y cortisol, se puede usar en conjuncién con los anti-ligandos
naturales marcados. Alternativamente, se puede usar cualquier compuesto hapténico o antigénico en combinacion
con un anticuerpo.

Las moléculas también pueden conjugarse directamente para sefalizar compuestos generados, por ejemplo,
mediante conjugacion con una enzima o fluoréforo. Las enzimas de interés como marcadores seran principalmente
hidrolasas, particularmente fosfatasas, esterasas y glicosidasas, u oxidorreductasas, particularmente peroxidasas.
Los compuestos fluorescentes incluyen fluoresceina y sus derivados, rodamina y sus derivados, dansyl,
umbeliferona, etc. Los compuestos quimioluminiscentes luciferina y 0.2,3-dihidroftalazinadionas, por ejemplo luminol.
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Para una revision de los diversos sistemas productores de sefializacion que pueden usarse véase la Patente de
EE.UU. N° 4,391.904, que se incorpora a la presente memoria a modo de referencia.

Algunos formatos de ensayo no requieren el uso de componentes marcados. Por ejemplo, se pueden usar ensayos
de aglutinacion para detectar la presencia de los anticuerpos diana. En este caso, las particulas recubiertas de
antigeno son aglutinadas por muestras que contienen los anticuerpos diana. En este formato, ninguno de los
componentes necesita ser marcado y la presencia del anticuerpo diana es detectada mediante simple inspeccion
visual.

Las proteinas de la presente invencidon se pueden usar para identificar compuestos que se unan (por ejemplo,
sustratos), y/o para aumentar o disminuir (es decir, modular) la actividad enzimatica de los polipéptidos
cataliticamente activos de la presente invencion. EI método comprende poner en contacto un polipéptido de la
presente invenciéon con un compuesto cuya capacidad para unirse o para modular la actividad enzimatica va a ser
determinada. El polipéptido empleado tendra al menos un 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% 06 95% de la
actividad especifica del polipéptido nativo de longitud completa de la presente invencion (por ejemplo, enzima). Los
métodos para medir la cinética enzimatica son bien conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Segel, Biochemical
Calculations, 22 edicion, John Wiley and Sons, Nueva York (1976).

Se pueden activar anticuerpos para una proteina de la presente invencion, que incluyen variantes individuales,
alélicas, de cepa o de especie, y fragmentos de las mismas, tanto en su forma natural (de longitud completa) como
en formas recombinantes o sintéticas. Adicionalmente, se activan anticuerpos para estas proteinas en sus
configuraciones nativas o en sus configuraciones no nativas. También se pueden generar anticuerpos anti-
idiotipicos. Los especialistas en la técnica conocen multiples métodos para preparar anticuerpos.

En algunos casos, es deseable preparar anticuerpos monoclonales a partir de diversos hospedantes mamiferos,
tales como ratones, roedores, primates, humanos, etc. La descripcion de técnicas para preparar dichos anticuerpos
monoclonales se puede encontrar en, por ejemplo, Basic and Clinical Immunology, 42 edicién, Stites et al., Eds.,
Lange Medical Publications, Los Altos, California, y las referencias citadas ahi; Harlow y Lane, ver anterior; Goding,
Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, 22 ed., Academic Press, Nueva York, N.Y. (1986); y Kohler y
Milstein, Nature 256: 495-497 (1975).

Otras técnicas adecuadas implican la seleccién de bibliotecas de anticuerpos recombinantes en fagos o vectores
similares (véase, por ejemplo, Huse et al., Science 246: 1275-1281 (1989); y Ward et al., Nature 341: 544-546
(1989); y Vaughan et al., Nature Biotechnology 14: 309-314 (1996)). Alternativamente, se pueden obtener
anticuerpos monoclonales humanos de alta avidez a partir de ratones transgénicos que comprenden fragmentos de
las localizaciones Ig de cadena pesada y ligera humanas no organizadas (es decir, minilocalizaciones de ratones
transgénicos). Fishwild et al., Nature Biotech. 14: 845-851 (1996). También, se pueden producir inmunoglobulinas
recombinantes. Véase, Cabilly, Patente de EE.UU. N° 4.816.567; y Queen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 86:
10029-10033 (1989).

Los anticuerpos de esta invencion se pueden usar para cromatografia de afinidad en el aislamiento de proteinas de
la presente invencion, para el escrutinio de bibliotecas de expresién para productos de expresion particulares tales
como proteinas normales o anormales o para activar anticuerpos anti-idiotipicos que son Utiles para detectar o
diagnosticar varias condiciones patoldgicas relacionadas con la presencia de los respectivos antigenos.

Frecuentemente, las proteinas y anticuerpos de la presente invencion pueden ser marcados mediante la unién,
covalente o no covalente, de una sustancia que proporcione una sefial detectable. Se conoce una amplia variedad
de marcas y técnicas de conjugacion y estan descritas extensivamente en la bibliografia tanto cientifica como de
patentes. Las marcas adecuadas incluyen radionucleétidos, enzimas, sustratos, cofactores, inhibidores, restos
fluorescentes, restos quimioluminiscentes, particulas magnéticas, y otros similares.

La presente invencion ademas proporciona un método para modular (es decir, disminuir) la concentraciéon o la
composicion de los polipéptidos de la invencion reivindicada en una planta o parte de la misma. La modulacion se
puede efectuar aumentando o disminuyendo la concentracion y/o la composicién (es decir, la proporcion de los
polipéptidos de la invencion reivindicada) en una planta.

El método comprende transformar una célula vegetal con una casete de expresion que comprende una secuencia de
nucleétidos antisentido sustancialmente complementaria a (1) una porcién correspondiente de una cadena de una
molécula de ADN que codifica inositol polifosfato 2-quinasa, donde la molécula de ADN que codifica inositol
polifosfato 2-quinasa se hibrida en condiciones de baja severidad con la SEC ID N° 6 (2) una porcion
correspondiente de una secuencia de ARN codificada por la molécula de ADN que codifica inositol polifosfato 2-
quinasa; y (b) secuencias reguladoras ligadas operativamente a las secuencias de nucleétidos antisentido de tal
modo que las secuencias de nucledtidos antisentido son expresadas en una célula vegetal en la que son
transformadas.

En algunas realizaciones, el contenido y/o la composicién de polipéptidos de la presente invenciéon en una planta
puede disminuirse alterando, in vivo o in vitro, el promotor de un gen no aislado de la presente invencion para
regular a la baja la expresiéon génica. En algunas realizaciones, las regiones codificadoras de genes nativos de la
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presente invencién pueden alterarse mediante sustitucién, adicién, insercién o eliminacién para disminuir la actividad
de la enzima codificada. Véase, por ejemplo, Kmiec, Patente de EE.UU. N° 5.565.350; Zarling et al.,
PCT/US93/03868. Un método para la regulaciéon a la baja de la proteina implica el uso de secuencias PEST que
proporcionan una diana para la degradacion de la proteina.

En algunas realizaciones, un acido nucleico aislado (por ejemplo, un vector) que comprende una secuencia
promotora es transfectado en una célula vegetal. Posteriormente, una célula vegetal que comprende el promotor
ligado operativamente a un polinucleétido de la presente invencién se selecciona con medios conocidos por el
especialista en la técnica tales como, aunque sin limitacion, tincion Southern, secuenciamiento de ADN o analisis
PCR usando cebadores especificos para el promotor y el gen, y detectando los productos de amplificacion
producidos a partir de los mismos. Una planta, o una parte de una planta, alterada o modificada mediante las
anteriores realizaciones es cultivada en condiciones de formacién de planta durante un tiempo suficiente para
disminuir la concentracién y/o la composicion de los polipéptidos de la presente invencion en la planta. Las
condiciones de formacion de plantas son bien conocidas en la técnica.

En general, el contenido de los polipéptidos aumenta o disminuye mediante en al menos un 5%, 10%, 20%, 30%,
40%, 50%, 60%, 70%, 80% 6 90% respecto a la planta de control nativa, parte de planta, o célula que carece de la
anterior casete de expresion. La modulacion en la presente invencion se puede producir durante y/o posteriormente
al crecimiento de la planta de la etapa de desarrollo deseada. La modulacién de la expresion de &cido nucleico de
manera temporal y/o en tejidos particulares se puede controlar empleando el promotor apropiado ligado
operativamente a un polinucledtido de la presente invencion en, por ejemplo, orientacién antisentido como se ha
descrito antes con mas detalle. La induccién de la expresion de un polinucleétido de la presente invencion también
puede controlarse mediante la administracion exdgena de una cantidad efectiva de compuesto inductor. Los
promotores inducibles y los compuestos inductores que activan la expresion a partir de estos promotores son bien
conocidos en la técnica. En determinadas realizaciones, los polipéptidos de la presente invencion son modulados en
monocotiledéneas o dicotiledéneas, por ejemplo maiz, soja, girasol, alazor, sorgo, canola, trigo, alfalfa, arroz,
cebada y mijo.

El método de transformacion no es critico para la presente invencion; actualmente se dispone de varios métodos de
transformacion. Segin se van obteniendo nuevos métodos para transformar cultivos y otras células hospedantes, se
pueden aplicar directamente. Por consiguiente, se ha desarrollado una amplia variedad de métodos para insertar
una secuencia de ADN en el genoma de una célula hospedante para obtener la transcripcién y/o la traduccion de la
secuencia para efectuar cambios fenotipicos en el organismo. Asi, se puede emplear cualquier método que
proporcione una transformacion/transfeccion eficiente.

Una secuencia de ADN que codifica para el polinucleétido deseado de la presente invencion, por ejemplo un ADNc o
una secuencia genomica que codifica una proteina de longitud completa, se puede usar para construir una casete de
expresion que puede ser introducida en la planta deseada. Los &cidos nucleicos aislados de la presente invencion se
pueden introducir en plantas de acuerdo con las técnicas conocidas en la técnica. Generalmente, se preparan las
casetes de expresion tal como han sido descritas anteriormente y adecuadas para la transformacion de células
vegetales.

Las técnicas para transformar una amplia variedad de especies de plantas superiores son bien conocidas y estan
descritas en la bibliografia técnica, cientifica y de patentes. Véase, por ejemplo, Weising et al., Ann. Rev. Genet. 22:
421-477 (1988). Por ejemplo, la construccion de ADN se puede introducir directamente en el ADN gendmico de la
célula vegetal usando técnicas tales como la electroporacion, la poracion de PEG, el bombardeo de particulas, la
administracion de fibra de silicio o la microinyeccion de protoplastos o callos embrionarios de células vegetales.
Véase, por ejemplo, Tomes et al., Direct DNA Transfer into Intact Plant Cells Via Microprojectile Bombardment.
pag.197-213 en Plant Cell, Tissue and Organ Culture, Fundamental Methods, Eds. O. L. Gamborg y G. C. Phillips,
Springer-Verlag, Berlin Heidelberg Nueva York, 1995. Alternativamente, las construcciones de ADN se pueden
combinar con regiones flanqueantes de ADN-T e introducirse en un vector hospedante convencional de
Agrobacterium tumefaciens. Las funciones de virulencia del hospedante de Agrobacterium tumefaciens dirigiran la
insercion de la construccion y el marcador adyacente en el ADN de la célula vegetal cuando la célula es infectada
por las bacterias. Véase la Patente de EE.UU. N° 5.591.616.

La introduccién de construcciones de ADN usando la precipitacion de polietilen glicol se describe en Paszkowski et
al., Embo J. 3: 2717-2722 (1984). Las técnicas de electroporacion se describen en Fromm et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. U.S.A. 82: 5824 (1985). Las técnicas de transformacion balistica se describen en Klein et al., Nature 327: 70-73
(1987).

Las técnicas de transformacion mediadas por Agrobacterium tumefaciens estan bien descritas en la bibliografia
cientifica. Véase, por ejemplo, Horsch et al., Science 233: 496-498 (1984), y Fraley et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 80:
4803 (1983). Por ejemplo, la transformacion con Agrobacterium del maiz se describe en la Patente de EE.UU. N°
5.981.840. La transformacion con Agrobacterium de la soja se describe en la Patente de EE.UU. N° 5.563.055.

Otros métodos de transformacién incluyen (1) transformacion mediada por Agrobacterium rhizogenes (véase, por
ejemplo, Lichtenstein y Fuller en: Genetic Engineering, Vol. 6, P. W. J. Rigby, Ed., Londres, Academic Press, 1987; y
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Lichtenstein, C. P. y Draper, J. en: DNA Cloning, Vol. 11, D. M. Glover, Ed., Oxford, IRl Press, 1985), Solicitud
PCT/US87/02512 (WO 88/02405 publicada el 7 de abril de 1988) describe el uso de la cepa A4 de A. rhizogenes y
su plasmido Ri junto con los vectores pARC8 6 pARC16 de A. tumefaciens, (2) captaciéon de ADN mediada por
liposomas (véase, por ejemplo, Freeman et al., Plant Cell Physiol. 25: 1353 (1984)), y (3) el método de vortice
(véase, por ejemplo, Kindle, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87: 1228 (1990)).

El ADN también se puede introducir en plantas mediante transferencia directa de ADN en polen, tal como se
describe en Zhou et al., Methods in Enzymology 101: 433 (1983); D. Hess, Intern Rev. Cytol., 107: 367 (1987); Luo
et al., Plant Mol. Biol. Reporter 6: 165 (1988). La expresion de polinucledtidos que codifican polipéptido se puede
obtener mediante inyeccion del ADN en los 6rganos reproductores de una planta, como se describe en Pena et al.,
Nature 325: 274 (1987). El ADN también se puede inyectar directamente en las células de embriones inmaduros y la
rehidratacion de embriones desecados como se describe en Neuhaus et al., Theor. Appl. Genet. 75: 30 (1987); y
Benbrook et al., en Proceedings Bio Expo 1986, Butterworth, Stoneham, Mass, pag. 27-54 (1986).

Las células hospedantes de animales y eucariontes inferiores (por ejemplo, levaduras) son competentes o se hacen
competentes para la transformacion por varios medios. Existen varios métodos bien conocidos para introducir ADN
en células animales. Estos incluyen: precipitacion de fosfato célcico, fusion de las células receptoras con
protoplastos bacterianos que contienen el ADN, tratamiento de las células receptoras con liposomas que contienen
el ADN, dextrano DEAE, electroporacion, biolistica y micro-inyeccién del ADN directamente en las células. Las
células transfectadas se cultivan con medios bien conocidos en la técnica. Kuchler, R. J., Biochemical Methods in
Cell Culture and Virology, Dowden, Hutchinson and Ross, Inc. (1977).

Las células vegetales transformadas que son derivadas mediante cualquiera de las anteriores técnicas de
transformacion se pueden cultivar para regenerar una planta completa que posea el genotipo transformado. Dichas
técnicas de regeneracion a menudo se basan en la manipulacién de determinadas fitohormonas en un medio de
crecimiento de cultivo de tejido, tipicamente en base a un marcador biocida y/o herbicida que ha sido introducido
junto con un polinucleétido de la presente invencién. Para la transformacion y regeneracion de maiz véase Gordon-
Kamm et al., The Plant Cell 2: 603-618 (1990).

Las células vegetales transformadas con un vector de expresion vegetal se pueden regenerar, por ejemplo, a partir
de células individuales, tejido calloso o discos de hoja segun las técnicas de cultivo de tejido vegetal estdndares. Es
bien conocido en la técnica que se puede cultivar de forma exitosa varias células, tejidos y érganos procedentes de
casi cualquier planta para regenerar una planta completa. La regeneracion de plantas a partir de protoplastos
cultivados se describe en Evans et al., Protoplasts Isolation and Culture, Handbook of Plant Cell Culture, Macmillan
Publishing Company, Nueva York, pag. 124-176 (1983); y Binding, Regeneration of Plants, Plant Protoplasts, CRC
Press, Boca Raton, pag. 21-73 (1985).

La regeneracion de plantas que contienen el gen extrafio introducido por Agrobacterium puede lograrse como se
describe en Horsch et al., Science, 227: 1229-1231 (1985) y Fraley et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 80: 4803
(1983). Este procedimiento habitualmente produce brotes en un plazo de entre dos y cuatro semanas, y dichos
brotes transformantes son transferidos a continuacion a un medio inductor de raices apropiado que contenga el
agente selectivo y un antibidtico para prevenir el crecimiento bacteriano. Las plantas transgénicas de la presente
invencion pueden ser fértiles o estériles.

La regeneracion también se puede obtener a partir de callos, explantes y rganos vegetales, o partes de los mismos.
Dichas técnicas de regeneracion se describen de forma general en KJee et al., Ann. Rev. Plant Phys. 38: 467-486
(1987). La regeneracion de plantas a partir de protoplastos vegetales individuales o de varios explantes es bien
conocida en la técnica. Véase, por ejemplo, Methods for Plant Molecular Biology, A. Weissbach y H. Weissbach,
eds., Academic Press, Inc., San Diego, California (1988). Para el cultivo cellular y la regeneracion de maiz véase de
forma general, The Maize Handbook, Freeling y Walbot, Eds., Springer, Nueva York (1994); Corn and Corn
Improvement, 32 edicién, Sprague y Dudley Eds., American Society of Agronomy, Madison, Wisconsin (1988).

El especialista en la técnica reconocerd que después de que la casete de expresion haya sido incorporada de
manera estable en plantas transgénicas y se haya confirmado que es operativa, se puede introducir en otras plantas
mediante reproduccion sexual. Se puede usar cualquiera de una serie de técnicas de cultivo estandares,
dependiendo de la especie que vaya a reproducirse.

En los cultivos propagados vegetativamente, las plantas transgénicas maduras pueden propagarse extrayendo
esquejes, mediante produccion de semillas apomicticas, o mediante técnicas de cultivo de tejidos para producir
multiples plantas idénticas. Se realiza la seleccion de la técnica transgénica deseable y se obtienen nuevas
variedades y se propagan vegetativamente para su uso comercial. En los cultivos propagados mediante semillas, las
plantas transgénicas maduras pueden auto-reproducirse para producir una planta homozigota. La planta generada
asi produce semillas que contienen el recién introducido acido nucleico heterélogo. Dichas semillas pueden
cultivarse para producir plantas que producirian el fenotipo seleccionado.

Las partes obtenidas de la planta regenerada, tal como flores, semillas, hojas, ramas, frutos, y similares, estan
incluidas en la invencion, siempre que dichas partes comprendan células que comprenden el &cido nucleico aislado
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de la presente invencion. La progenie y las variantes, y los mutantes de las plantas regeneradas también estan
incluidos dentro del alcance de la invencién, siempre que dichas partes comprendan las secuencias de acido
nucleico introducidas.

Las plantas transgénicas que expresan un marcador seleccionable pueden ser escrutadas para determinar la
transmisién del acido nucleico de la presente invencion mediante, por ejemplo, técnicas de deteccién de ADN y de
inmunotincion estandares. Las lineas transgénicas también son evaluadas tipicamente para determinar los niveles
de expresion del acido nucleico heter6logo. La expresion a nivel de ARN se puede determinar inicialmente para
identificar y cuantificar las plantas de expresion positiva. Se pueden emplear técnicas estandar para el andlisis de
ARN, e incluyen ensayos de amplificacion de PCR usando cebadores de oligonucleétido disefiados para amplificar
solamente las plantillas de ARN heterélogo y ensayos de hibridaciéon de disolucién usando sondas especificas de
acido nucleico heterélogo. A continuacion, las plantas positivas en ARN pueden ser analizadas para determinar la
expresion de proteinas mediante andlisis de inmunotincion Western usando los anticuerpos especificamente
reactivos de la presente invencion. Adicionalmente, se puede realizar la hibridacién in situ y una inmunocitoquimica
segun los protocolos estandar usando sondas de polinucleétidos y anticuerpos especificos de acido nucleico
heterdlogo, respectivamente, para localizar los sitios de expresion dentro del tejido transgénico. Generalmente, se
escruta una serie de lineas transgénicas para determinar el &cido nucleico incorporado a fin de identificar y
seleccionar las plantas con los perfiles de expresién mas apropiados.

Las plantas transgénicas de la presente invencion pueden ser homozigotas para el acido nucleico heterdlogo
afadido; es decir, una planta transgénica que contiene dos secuencias de acido nucleico afiadidas, un gen en la
misma localizacién de cada cromosoma de un par de cromosomas Una planta transgénica homozigota se puede
obtener mediante emparejamiento sexual con una planta transgénica heterozigota que contenga un Unico &cido
nucleico heterélogo afiadido, germinando alguna de las semillas producidas y analizando las plantas resultantes
producidas para determinar una expresion alterada de un polinucleétido de la presente invencidén respecto a una
planta de control (es decir, nativa, no transgénica). También se contemplan el retrocruzado con una planta parental y
cruzado externo con una planta no transgénica. Alternativamente, la propagacion de plantas transgénicas
heterozigotas podria conseguirse mediante apomixis.

La presente invencion proporciona un método para obtener el genotipo de una planta que comprende un
polinucleétido de la presente invencion. El genotipado proporciona un medio para distinguir homélogos de un par de
cromosomas y se puede usar para diferenciar segregantes en una poblacion de plantas. Se pueden usar métodos
de marcadores moleculares para estudios filogenéticos, caracterizando relaciones genéticas entre variedades de
cultivo, identificando cruces o hibridos sométicos, localizando segmentos cromosémicos que afecten a rasgos
monogénicos, clonacion basada en mapa, y el estudio de la herencia cuantitativa. Véase, por ejemplo, Plant
Molecular Biology: A Laboratory Manual, Capitulo 7, Clark, Ed., Springer-Verlag, Berlin (1997). Para métodos de
marcador molecular, véase de forma general The DNA Revolution de Andrew H. Paterson 1996 (Capitulo 2) en:
Genome Mapping in Plants (ed. Andrew H. Paterson) de Academic Press/R. G. Landis Company, Austin, Texas,
paginas 7-21.

El método particular de genotipado de la presente invencién puede emplear cualquier nimero de técnicas analiticas
de marcador molecular tales como, aunque sin limitacion, polimorfismos de longitud de fragmento de amplificacién
(AFLPs). Los AFLPs son el producto de diferencias alélicas entre fragmentos de amplificacién de PCR de ADN
provocadas por la variabilidad de la secuencia de nucle6tidos. Por tanto, la presente invencién ademds proporciona
un medio para seguir la segregacion de un gen o acido nucleico de la presente invencion, asi como las secuencias
cromosomicas ligadas genéticamente a dichos genes o &cidos nucleicos usando técnicas tales como el andlisis
AFLP.

Las plantas que pueden usarse en el método de la invencion incluyen plantas monocotiledéneas y dicotiled6neas.
Las plantas preferidas incluyen maiz, trigo, arroz, cebada, avena, sorgo, mijo, centeno, soja, girasol, alazor, alfalfa,
canola Brassica napus, algodon o hierba.

Las semillas derivadas de plantas regeneradas a partir de células vegetales, partes de plantas o tejidos de plantas
transformadas, o la progenie derivada de las plantas transformadas regeneradas, pueden usarse directamente como
pienso o alimento, o se puede realizar un procesado adicional.

La presente invencién se describira adicionalmente en referencia a los siguientes ejemplos detallados.
EJEMPLOS

La presente invencion se define adicionalmente en los siguientes Ejemplos, en los que todas las partes y
porcentajes estan en peso y los grados son Celsius, a menos que se indique lo contrario. Deberia entenderse que
estos Ejemplos, aunque indican realizaciones preferidas de la invencién, se proporcionan Unicamente a modo de
ilustracion.

Ejemplo 1. Identificacién de genes IPP2-K candidatos

Las secuencias de ADN para los genes predichos de inositol pentakisfosfato-quinasa (In5-K) de humano y levadura
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fueron descritas en Verbsky, J. W. et al. (2002) J. Biol. Chem. 277: 31857-31862 (a partir de aqui “Verbsky”). Se
identificaron fragmentos de secuencias de gen IPP2-K de maiz putativas similares en bases de datos que incluyen
GenBank (http://www.ncbi.nim.nih.gov/). Los fragmentos de secuencia de maiz fueron alineados con secuencias
humanas y de levadura, y también se usaron para la busqueda en la base de datos NCBI segun los algoritmos
BLAST (Altschul, S.F. et al. (1991) J. Mol. Biol. 215: 403-10). Se identificaron varias secuencias de Arabidopsis
thaliana (AT5g42810, AT1g22100, AT1g58936) y otras especies en el dominio publico que incluyen, aunque sin
limitacion, BM520171, BE556094, BG882429 (Glycine max); C73039, AA750614, AL606608.3, AAAA01003483,
AP008210, AK102842, XM 474214 (Oryza sativa); BH647760, BH724856 (Brassica oleracea); TC238218 (TIGR
contig que comprende los ESTs CA732984, BQ579364, BE430881, CD876080, BE498028, CA714664, BE498127,
BJ233635, BE496998, CA604588, BJ212905, BJ220381, BE445478, CA700172, CA613702 de Triticum aestivum),
TC97085 (TIGR contig que comprende CD233879, BG054179, BE594569, CD207152 de Sorghum bicolor),
BN45053K04, BN25068E01, Brassica_napustuc04-02-05 2912, TC1941(TIGR contig que comprende CD832483,
CD827663, CD837809 y CD832284 de Brassica napus).

Ademas, se identificaron secuencias que tienen bajos niveles de similitud de secuencia y que se ha predicho que
son funcionalmente distintas en bases de datos publicas y en solicitudes de patente publicadas (Shi, J. et al.
W02003027243). Estas secuencias pueden diferenciarse de aquellas similares a la IPP2-K reivindicada en la
presente memoria en base al grado de similitud. Los porcentajes de similitud y las relaciones filogenéticas entre
estas secuencias se muestran en las Figura 1Ay 1B.

Adicionalmente, se usaron solicitudes de Alineamiento de Secuencia Mdultiple de Vector NTI para crear el
alineamiento de las secuencias de aminoacido predichas de genes IPP2-K putativos de maiz, Arabidopsis y arroz.
En base a la identidad de secuencia de aminoacidos, los resultados de esos alineamientos definieron regiones
conservadas que estan disefiadas como secuencias de consenso seguin se ha representado en la Figura 2. Se
determiné que cinco secuencias de consenso definen motivos que son caracteristicos de genes IPP2-K. Usando
estos motivos para buscar en bases de datos (por ejemplo, GeneBank), un especialista en la técnica puede
identificar genes IPP2-K putativos adicionales a partir de una variedad de especies vegetales:

1: DAXDWXYXXEGXXNLXLXYXGSSP

2: VEIKXKCGFLXXSXXIXXXNXXKXXXXRXXMXQXCKXXXXXISXXSE YXPLDLFSGSKXXXXXAIKXXXXT-
PQNXXXXXXGSLXXGG

3 ISXXSEYXPLDLFSGSK

4: LXXLLXXQKLDXXIEGXIHXYY

5: LIXXTAXDCSXMISF

Ejemplo 2: Aislamiento de secuencias de ADNc de longitud completa

Las busquedas en la base de datos publicas de secuencias de maiz (www.maizegdb.org) identificaron las etiquetas
de secuencia expresadas (EST, del inglés “Expressed Sequence Tag”’) BG842305, AW066374 y BE639260 como
fragmentos de la secuencia contigua (contig) ZMtuc02-12-23.4536. Este contig tiene una longitud de 1,7 kb. La
secuencia de proteina traducida de este contig contiene secuencias que son altamente similares a las cajas
conservadas A, B, C y D identificadas en el gen humano de inositol pentakisfosfato quinasa (In5-K) tal como
describe Verbsky. Se uso6 una estrategia de RT-PCR para obtener clones de ADNc de IPP2-K de maiz tal como se
describe en este ejemplo.

Se aisl6 ARNm marcado con Poli(A)" de semillas de maiz (DAS 5XH751) a los 9 dias de la polinizacion (DAP, “days
after pollination”) usando una combinacién de reactivo TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA) y un kit MACS (Miltenyi
Biotec, Auburn, CA). Se llevé a cabo una reaccién de transcripcion inversa sobre este ARNm para generar ADNc
usando un cebador especifico de gen derivado de ZMtuc02-12-03.4536 (5-TCG GAA ATT ACT GTG ACA AGC-3")y
enzima Superescriptasa Il (Invitrogen), siguiendo la sugerencia del fabricante. La amplificacion de un ADNc de IPP2-
K se llevé a cabo usando diferentes cebadores especificos de gen derivados de ZMtuc02-12-23.4536 (5'-GAA TCG
GCA CGA GGC AGC AGC GGC AGC-3' y 5-TGA CAA GCC ACG GTG TAT GCA-3’). El ADNc amplificado se clond
en plasmido vector pCR2.1 usando un kit de clonacion TA siguiendo las recomendaciones del fabricante (Invitrogen).
Este clon de ADNc de IPP2-K de maiz (de 1,6 kb de longitud) se designé zmIP5K-1.

Para obtener secuencias correspondientes a las regiones no traducidas (UTR, del inglés “untranslated regions”) 5’ y
3’ del ADNc de IPP2-K, se llevaron a cabo experimentos de amplificacion rapida de extremos de ADNc (RACE, del
inglés “Rapid Amplification of cDNA Ends”) usando el kit GeneRacer™ de Invitrogen. Para el 5’-RACE, se tratd
ARNm de semillas de 9 DAP con fosfatasa intestinal de carnero y pirofosfatasa acida de tabaco, tal como describe el
fabricante. Se ligd un oligonucleotido de ARN (ancla de ARN) suministrado con el kit al ARNm descrito anteriormente
siguiendo las instrucciones del kit. La transcripcion inversa fue dirigida por otro cebador especifico de gen de IPP2-K
(5-GCA ATA GCA AAT TGA GAT ACA TTC ATA C-3). El extremo 5’ del ADNc de quinasa de IPP2-K de maiz
putativo fue amplificado seguidamente usando un cebador derivado de la secuencia de la ancla de ARN y un
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cebador especifico de gen diferente (5'-TTC CAG GCG TTA AGG GTC GAG CCT-3’). El producto de amplificacion
resultante fue clonado en el vector plasmido pCR2.1 y secuenciado.

Para obtener las secuencias 3’-UTR, la transcripcion inversa de ARNm de una semilla de 9 DAP fue dirigida con un
cebador oligo-d(T) y un cebador derivado del ARN ancla del extremo 3’, como para el kit GeneRacer™. Los
extremos 3'de transcritos de IPP2-K putativos fueron amplificados a continuacion con cebadores especificos de gen
derivados de zmIP5K-1 (5’-CGT GTT TCT AGG GAT TTT CTG GAG CTT-3’) y de la secuencia ancla de ARN-3’ que
flanquea al cebador oligo-d(T). Los productos de PCR fueron clonados en pCR2.1 y secuenciados. Posteriormente,
los datos de secuencia de clones derivados de ambos experimentos 5’ y 3'-RACE se usaron para disefiar cebadores
de PCR especificos de IPP2-K correspondientes a las UTRs (5’-CTT CAG TCC CTT TCC CCG GGC T-3'y 5-TTT
TTT TTT TTT GGA GGA TGA AAG TTT CAC CAA ACA TTT CT-3'). Usando dichos cebadores, la amplificacion RT-
PCR de ARNm a partir de semillas de 9 DAP fue llevada a cabo usando el sistema Platinum DNA Polymerase High
Fidelity (Invitrogen) para producir ADNcs de IPP2-K de longitud completa putativos. Los productos de PCR
resultantes fueron clonados a continuacion en pCR2.1 y se secuenciaron cuatro clones independientes. La
secuencia de nucledtidos del clon que representa el ADNc de IPP2-K de longitud completa se designa SEC ID N°: 1
y la secuencia de amino&cidos predicha de la proteina codificada por dicho ADNc se designa SEC ID Ne°: 2.

Ejemplo 3: Identificacion de secuencias de ADN gendmico

Usando la secuencia del ADNc de IPP2-K de maiz putativo aislado como elemento de buisqueda, se analizo la base
de datos genomica de maiz (www.maizegdb.org) segun el algoritmo BLAST y se identificaron fragmentos de
secuencia similares, solapantes, de funcién desconocida. Estas secuencias fueron ensambladas en contigs/singletes
que incluyen ZMGSStuc28403.1, ZMGSStuc 03-04-29.4761.

Se llevaron a cabo tinciones Southern gendmicas usando protocolos estdndar (Sambrook). Se analiz6 ADN
gendmico de maiz (DAS 5SH751) tanto sin digerir como digerido de forma sencilla con enzimas BamH [, EcoR I,
Hind Il y Not I. Los fragmentos de ADNg se separaron mediante electroforesis en agarosa al 0,8%, se transfirieron a
una membrana de nylon y se hibridaron en condiciones severas (0,2X SSC, 60°C) con 25 ng de sonda de ADNc de
IPP2-K de 1,6 kb de maiz (zmIP5K-1) marcada con *P-dCTP (kit de marcado Prime-It II, Strategene, La Jolla, CA).
Las bandas correspondientes a 2 6 3 genes fueron identificadas como posibles candidatos de IPP2-K, lo que indica
gue el gen esta presente como una familia pequefia de genes.

Ejemplo 4. Aislamiento de clones gendmicos de IPP2-K a partir de una biblioteca de fagos lambda.

Se aisl6 ADN gendmico de maiz (DAS5XH751) a partir de tejido de hojas de 3 semanas de edad que habia sido
molido hasta obtener un polvo fino en nitrégeno liquido. Se extrajo el ADNg usando métodos basados en bromuro de
cetiltrimetilamonio (CTAB) como se describe en Sambrook en un tampén que consiste en Tris 100 mM pH 7,5, NaCl
0,7 M, EDTA 10 mM, CTAB al 1%, B-mercaptoetanol al 1%. El ADN resultante se digiri6 con enzima de restriccion
BamH | y los extremos fueron sometidos a una reaccion de relleno usando enzima Klenow (Stratagene, La Jolla, CA)
siguiendo las recomendaciones del fabricante. Después de las reacciones de llenado, se extrajo el ADN, se precipitd
y se ligé en un vector bacteriéfago lambda (Lambda Fixll, Stratagene) que fue predigerido con Xho | segun el
protocolo descrito por el fabricante, excepto en que el tampén de ligacién y la enzima ligasa fueron suministrados
por Promega (Madison, WI). Usando el kit Gigapack de Stratagene, la mezcla de ligacion se afiadié a extracto de
empaquetamiento Gigapack Il XL segun las recomendaciones del fabricante y la biblioteca empaquetada llevada a
placa sobre medio LB usando los métodos estandar descritos por Sambrook. La biblioteca gendémica de maiz
resultante tenia un titulo de fagos de 3,6 X 10° PFUs. Siguiendo la amplificacion rutinaria, el titulo final de la
biblioteca fue de 3,6 X 10"° PFU/mL.

Los métodos para el escrutinio de biblioteca lambda fueron derivados de Sambrook. La biblioteca gendmica de maiz
DAS5XH751 se llevo a placa con una elevada densidad y se transfiri6 a membranas de nylon. Las membranas
fueron hibridadas en condiciones severas (2 lavados 1 X SSC, 2 lavados 0,2 X SSC a 65°C) con una sonda que
consiste en un fragmento de clon de ADNc de IPP2-K de 1,6 kb (zmIPSK-1) marcado como se ha descrito
anteriormente. Las placas positivas fueron aisladas y sometidas a 2 rondas adicionales de escrutinio, dando como
resultado varios clones lambda positivos putativos. El secuenciamiento de ADN de los fragmentos clonados confirmé
la identidad de dichas secuencias derivadas del gen de IPP2-K gendmica. Estas secuencias junto con los clones
BAC descritos mas adelante fueron usadas para generar la secuencia genémica contigua designada como SEC ID
Ne: 3.

Ejemplo 5: Aislamiento y caracterizacion de un clon BAC que contiene el gen IPP2-K

Se prepard una biblioteca de cromosoma artificial bacteriano (BAC, del inglés “bacterial artificial chromosome”) de
ADN genodmico procedente de maiz (DAS cultivo 5XH751) siguiendo los métodos descritos por Zhang (2002).

Se recolecto tejido de hoja de tejidos cultivados de dos semanas de edad y se congelé en nitrégeno liquido. El tejido
congelado se moli6é hasta obtener un polvo fino en nitrégeno liquido, se transfirid a 1XHB (10X reserva: base Trizma
0,1 M, KCI 0,8 M, EDTA 0,1 M, espermidina 10 mM, espermina 10 mM, pH 9,4-9,5) mas un 0,15% de B-
mercaptoetanol y un 0,5% de Triton X-100, agitado durante 10 minutos en hielo y se filtré a través de dos capas de
cheesecloth y una capa de Miracloth. El homogenato se peletiz6 y se lavé con tampén de lavado enfriado en hielo
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(base Trizma 0,01 M, KCI 0,08 M, EDTA 0,01 M, espermidina 1 mM, espermina 1 mM, un 2% de Triton X-100, un
0,015% de B-mercaptoetanol, pH 9,4-9,5). La particula de nucleos fue resuspendida en tampén de lavado y
repeletizada mediante centrifugacion a 1.800Xg, 4°C durante 15 minutos 3 veces. Los nulcleos peletizados fueron
resuspendidos en 1 mL de 1XHB y se contabilizaron. La concentracion de ndcleos se ajustd a 5 x 10" niicleos/mL
con 1 XHB. Los nucleos intactos fueron embebidos en tapones de agarosa como se describe en Zhang (2002), se
lavaron en EDTA 0,5 M, pH 9,0-9,3 durante una hora a 50°C, se lavaron en EDTA de 0,05 M, pH 8,0 durante una
hora en hielo, y se almacenaron en EDTA 0,05 M, pH 8,0 a 4°C. Se llevé a cabo una purificacién adicional de ADN
megabase en los tapones mediante lavado de los tapones con nucleos tres veces durante una hora en 10-20
voliumenes de TE enfriado en hielo (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0, EDTA 1 mM, pH 8,0) mas fenilmetil sulfonil fluoruro
(PMSF) 0,1 mM. EI ADN se lavo adicionalmente tres veces durante una hora en 10-20 voliumenes de TE enfriado en
hielo.

El ADN genémico de los nucleos embebidos fue digerido con enzima de restriccion EcoRI directamente en los
tapones de agarosa, como se describe en Zhang (2002). Después de la digestion, las reacciones fueron detenidas
con 1/10 volumen de EDTA 0,5 M, pH 8,0. Con el ADN digerido se llevo a cabo una electroforesis de gel de campo
pulsado seguida de una seleccidn por tamafio en tapones de agarosa antes de la ligacién en vectores BAC segln
Zhang (2002).

Tal como se describe en Zhang (2002), el ADN de vector BAC pECBACL fue digerido con enzima de restriccion
EcoRI. El ADN vector linealizado se desfosforil6 con enzima CIAP (Invitrogen) y la reaccion de 400 pL se detuvo con
4 yL de EDTA 0,5 M, pH 8,0, 20 pL de SDS al 14% y 40 pL de 1 mg/mL de proteinasa K en TE fria. El ADN fue
precipitado afiadiendo 1/10 volumen de NaAC 3 M, pH 7,0 y 2 volimenes de etanol al 100%, incubando a -80°C
durante 10 minutos seguido de centrifugacién a 10.000 rpm durante 15 minutos. Tras lavar y resuspender, la
concentracion de ADN fue ajustada a 10 ng/uL y el vector se almacené a -20°C.

La ligacion de ADN genomico de megabase en el vector BAC pECBACL1 se llevé a cabo como se indica a
continuacion: el ADN gendmico eluido del tapon de agarosa fue dializado 2X contra un litro de 0,5 x TE enfriada en
hielo, durante 1 hora. La concentracién de ADN recolectado se estimé en un 1% del gel de agarosa. Se llevaron a
cabo reacciones de ligacion con una relacion de pesos moleculares vector:ADN de 1:4 con la enzima T4 ADN ligasa
segun los procedimientos estandar descritos en Zhang (2002). Las reacciones de ligacion fueron incubadas a 16°C
durante 8-12 horas.

La transformacion de mezclas de ligacion en células E. coli competentes (DHB10B, Invitrogen) se llevd a cabo
mediante electroporacion usando un Cell Porator System con un Voltage Booster y cubetas Cell Porator de 0,15 cm
de hueco (Labrepco, Horsham PA). Los parametros de electroporacion fueron 330 puF de capacitancia, 4 K ohmios
de resistencia. Después de la electroporacion, las células fueron recuperadas a 37°C con agitacion en ~ 1 mL de
medio SOC, fueron peletizadas con centrifugacion y almacenadas en medio de congelacion (caldo LB granulado a
2,5 plv, KH2PO4 13 mM, KoHPO4 36 mM, citrato sédico 1,7 mM, (NH4)2SO4 6,8 mM, 4,4% p/v de glicerol) antes de
llevarse a placa. Los cultivos se llevaron a placa en medio LB méas 1,5% de bactoagar, 90 ug/mL de X-gal, 90 pg/mL
de IPTG y 12,5 pg/mL de cloranfenicol con una densidad que dio como resultado colonias bacterianas discretas. Se
tomaron colonias individuales usando un robot Q-bot (Genetix, Boston, MA) con una rutina de selecciéon y se
dispusieron en 300 placas de 384 pocillos. La evaluacion de titulo de esta biblioteca de BAC de maiz derivada del
cultivo de la variedad DAS 5XH751 indic6 que la biblioteca contenia aproximadamente 115.000 clones con
fragmentos gendmicos de un tamafio de inserto medio de 130 kb.

La biblioteca de BAC de maiz 5XH751 en array fue distribuida en membranas de nylon de 22 cm? en rejillas 4x4
usando una rutina de distribucion con robot Q-blot (Genetix, Boston MA). Los filtros se cultivaron en agarosa LB a
37°C durante la noche, a continuacién se desnaturalizaron, se fijaron y se secaron como se indica en el Sambrook
con la excepcion de que se afiadié una etapa adicional de lisis, antes de la hibridacion. Los filtros fueron hibridados
en condiciones severas (2 lavados 1X SSC 0,1% SDS, 2 lavados 0,2X SSC, 0,1% SDS a 65°C) con una sonda que
consistia en un fragmento de IPP2-K de 916 pb (zmIP5K-1) generada mediante PCR de un clon de ADNc (zmIP5K-
1) usando cebadores especificos de IPP2-K (IP5K-PF3: 5-AGTCCCTTTCCCCGGGCTGTGGTAC-3’ e IP5K-PR 1:
5-TTAAGTTGTTCTGAGGAGTTGAGAAAAGGGA-3'). La sonda fue radiomarcada con y-*’P dCTP usando un kit de
marcado de cebador aleatorio de Invitrogen. La visualizacion de los clones positivos se llevd a cabo mediante
fosforimagen con una exposicion de 16 horas con pantallas de almacenamiento de fosforo seguido del uso de un
andlisis con Storm phosphorimager (Molecular Dynamics, Mountain View, CA) usando el software High Density Filter
Reader de Incogen (Williamsburg, VA). Los cultivos con clones positivos fueron retirados de la placa de la biblioteca
y cultivados durante una noche a 37°C en medio LB. Se extrajo el ADN de BAC de clones aislados usando un kit
Large Construct de Qiagen (Valencia, CA), siguiendo las instrucciones de los fabricantes. Los cebadores de PCR
especificos para regiones codificadoras de IPP2-K (IP5-IPF: 5-CGCGGATGCCAAGGACTGGGTTTACAAGGG-3' e
IP5-IPR: 5-TTACAACAGCAGCACCAAGCAGCAGGAAC-3’) fueron usados para amplificar clones putativos
positivos y confirmar la presencia del gen de IPP2-K sobre el BAC. Los clones de BAC que contienen los genes de
IPP2-K fueron restringidos con Notl, sometidos a electroforesis de gel de campo pulsado y analizados. El tamafio de
inserto se estimd en aproximadamente 180 kb de longitud, que corresponde a la regién gendmica de los
cromosomas de maiz que contienen el gen de IPP2-K. El secuenciamiento del clon de BAC que contiene IPP2-K se
llevé a cabo mediante secuenciamiento directo del ADN de BAC o mediante subclonacion de escopeta del BAC
seguido de secuenciamiento de plasmido y ensamblaje de contig (Lark Technologies, Houston, TX). Se generaron
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multiples ejecuciones de secuencia BAC y se alinearon con secuencias clonicas de fagos lambda descritas
anteriormente para derivar la secuencia genémica contigua designada como SEC ID N° 3. La estructura de las
localizaciones gendémicas que contenian el gen de IPP2-K procedente de maiz DAS 5XH75 se muestra en la Figura
3.

Ejemplo 6: Caracterizacion de la actividad de IPP2-K in vitro

Un fragmento del clon de ADNc de IPP2-K de maiz que corresponde al marco de lectura abierto (ORF, del inglés
“open reading frame”) predicho de 1,32 kb se clond en el vector de expresion de plasmido pGEX-2T (Amersham
Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ) y células E. coli expresadas (BL21(DE3) pLysS) siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Este vector se disefia para generar una fusion in-frame de péptido GST (glutationa-
S-transferasa) sobre el extremo N de la proteina expresada.

Las proteinas totales fueron extraidas de las células de E. coli en un tampén de lisis de extraccién estandar (Tris-HCI
50 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM, EDTA 10 mM, DTT 1 mM, PMSF 1 mM, lisozima 1 mg/mL seguido de la adicion de
Triton X-100 al 0,4%). El lisato de E. coli resultante fue sometido a ultrasonidos en hielo usando un Branson Sonifier
450 (Branson Ultrasonic Corporation, Danbury CT) durante cuatro ciclos de 30 segundos cada uno con un 20% de
potencia y un 50% de intensidad. La proteina expresada en bacteria fue pasada sobre una columna de glutationa-
agarosa, lavada 3X con tampon A (Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM, EDTA 10 mM, DTT 1 mM, PMSF 1 mM y
Triton X-100 al 0,4%), 3X con tampon B (Tris-HCI 50 mM, pH 8,0) y eluida con glutationa 10 mM en Tris-HCI 50 mM.
Se agruparon fracciones de 0,5 mL que contenian las proteinas, determinadas mediante reactivo de ensayo de
proteina Bio-Rad (Hercules, CA), y se analizaron mediante SDS-PAGE (Sambrook). Se confirmé que la identidad de
la proteina purificada expresada heterdlogamente era IPP2-K de maiz usando métodos de huella digital de
fragmento de péptido tales como los descritos por Shevchenko, A. et al. (1996) Anal. Chem. 68: 850-858.

La capacidad de la proteina IPP2-K de maiz expresada heterélogamente para fosforilar multiples especies de
inositol-fosfato, incluyendo el inositol tetrakisfosfato (IP4) y el inositol pentakisfosfato (IP5), fue confirmada mediante
autorradiografia después de que los inositol fosfatos marcados con *2P fueran separados mediante cromatografia de
capa fina (TLC) convencional (Figura 4). Los ensayos de actividad de IPP2-K de maiz de la proteina purificada
fueron llevados a cabo en un tampén de reaccion que contenia HEPES 20 mM (pH 7,5), MgCl, 6 mM, LiCl 10 mM,
DTT 1 mM, 40 ng/pL de sustratos de inositol fosfato, ATP 40 uM y 5 pCi de ATP marcado con v-32P (3000 Ci/mmol).
Las mezclas de reaccion fueron distribuidas sobre una placa de TLC de celulosa PEI y se desarrollaron en HCI 1,0
N. Los resultados de estos ensayos de actividad de quinasa indicaron que la enzima IPP2-K de maiz era capaz de
catalizar la conversién de inositol 1,3,4,5,6-pentakisfosfato (IP5) para generar inositol 1,2,3,4,5,6-hexakisfosfato
(acido fitico) a través de la reaccién de fosforilacion en la posicién 2 del anillo de inositol (Figura 4). Adicionalmente,
esta enzima de maiz fue capaz de fosforilar inositol 1,4,5,6-tetrakisfosfato (IP4) para producir IP5. Una actividad
adicional observada en la enzima incluyd la capacidad de convertir inositol 1,4,6-trifosfato (IP3) en un producto IP3
marcado radiactivamente. En base a estos resultados, la enzima de maiz es una inositol polifosfato quinasa.

Para caracterizar con mayor profundidad la especificidad isomérica de la actividad de inositol 1,4,6-trifosfato quinasa
de la IPP2-K observada en el ensayo de TLC descrito anteriormente, se utilizd una estrategia basada en RMN para
examinar la conversion de sustrato. En este ejemplo, se colocd una disolucion que contenia 600 uL, Tris DCI 50 mM,
pH 7,5, LiCl 10 mM, MgCl, 6 mM, DTT 1 mM, inositol 1,4,6-trifosfato inositol y ATP 1 mM en D,0 en un tubo de RMN
de 5 mm y se analizé mediante RMN de protén en un equipo Bruker DRX-600 NMR. Los datos fueron adquiridos
usando una secuencia de pulsos RECUR-TOCSY con el fin de eliminar el gran pico de agua residual a 4,8 ppm pero
manteniendo los picos de sustrato que quedaban subyacentes segun el método de Liu et al. (2001). Tras la
caracterizacion de los materiales de partida, se afadieron 45 pg de enzima de IPP2-K de maiz expresada
heterélogamente purificada a un tubo y la reaccién se monitorizé6 como se ha indicado anteriormente usando RMN
de proton. Todos los espectros fueron obtenidos a temperatura ambiente con una frecuencia de resonancia de
proton de 600 MHz. Se usaron un total de 128 escaneos con puntos de datos de 32 K, una anchura de pulso de 30
grados y un tiempo de relajacién de 2 segundos. La adquisicién de datos y el procesado se llevo a cabo usando el
software estandar de Bruker XWIN-NMR. En la Figura 5 se muestran los espectros que representan los tiempos 0 y
120 minutos de incubacion a 37°C en presencia de la enzima. La comparaciéon de los espectros entre el punto de
inicio y el punto final indica que en presencia de la enzima IPP2-K, el inositol 1,4,6-trifosfato es convertido en inositol
1,2,6-trifosfato (Figura 5). Este resultado demuestra claramente que la IPP2-K puede catalizar tanto la
desfosforilacion como la fosforilacion de inositol 1,4,6-trifosfato, tal como se observa en los ensayos de TLC;
ademas, la actividad de quinasa de IPP2-K es especifica para la fosforilacion en la posiciéon de inositol-2, lo que
confirma que la enzima codificada por el gen IPP2-K es una inositol polifosfato-2 quinasa.

Ejemplo 7. Caracterizacién de la actividad de IPP2-K in vivo

La funcionalidad de la proteina codificada por el ADNc de IPP2-K aislado de maiz DAS 5XH751 se puede evaluar
mediante experimentos de complementacidon genética. En un ejemplo, los mutantes de la planta dicotiledonea
Arabidopsis thaliana que contienen alteraciones en el gen IPP2-K pueden presentar un fenotipo de acumulacién de
acido fitico reducida. Por ejemplo, se pueden identificar lineas de Arabidopsis disponibles publicamente que se ha
descrito que contienen inserciones de ADN T en el gen de IPP2-K predicho buscando en la base de datos TAIR
(www.arabidopsis.org) usando la secuencia de ADNc de IPP2-K como elemento de consulta. Las lineas que
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contienen dichas inserciones de ADN T pueden exhibir una expresion disminuida o bloqueada del gen IPP2-K
interrumpido, que da como resultado una disminucién o una pérdida de actividad enzimatica. Las semillas de la
progenie auto-polinizada de dichas lineas pueden ser sometidas a un analisis del contenido de fitato usando un
ensayo de quelacion descrito por Raboy en la Patente de Estados Unidos nimero 006111168A. Se predice que la
alteracion del gen IPP2-K de Arabidopsis, que es homodlogo al gen IPP2-K de maiz, y que resulta en la eliminacién
de la actividad de IPP2-K, puede conducir a una reduccioén de la acumulacion de fitato. Se predice que cuando
dichas plantas son modificadas mediante transformacién genética como se describe en Weigel, D. & Glazebrook, J.
(2002) Arabidopsis: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY) para
expresar un gen IPP2-K de maiz funcional, dichas lineas mutantes pueden recuperar niveles normales, casi
normales o incrementados de acumulacién de &cido fitico.

En otro ejemplo similar a los experimentos con Arabidopsis descritos anteriormente, el especialista en la técnica
puede identificar mutantes de maiz en colecciones genéticas disponibles pulblicamente tales como
(http://www.uniformmu.org; o http://w3.aces.uiuc.edu/maize-coop/) que son alteradas en el gen IPP2-K. Por ejemplo,
algunos mutantes de maiz puede ser alterados en el gen IPP2-K debido a la presencia de un elemento Mu
trasponible insertado en el gen. Se predice que dichos mutantes pueden exhibir niveles reducidos de acumulacion
de &cido fitico. Dichos mutantes pueden complementarse expresando el gen de maiz funcional a través de
transformacion genética. Cuando dichas plantas son modificadas mediante transformacion genética para expresar el
gen IPP2-K de maiz, se predice que dichas lineas mutantes recuperaran los niveles normales, o casi normales, de
acumulacion de &cido fitico.

En los ejemplos citados anteriormente, el especialista en la técnica puede utilizar el andlisis de RMN para determinar
la cantidad especifica y el tipo de metabolitos de inositol fosfato presentes en las plantas alteradas genéticamente.
Se predice que las plantas que presentan una reduccién en la acumulacion de &cido fitico debido a la alteracién de
la expresion del gen IPP2-K también presentan cantidades alteradas y/o tipos alterados de precursores de fitato
tales como IP5, IP4, etc. Por ejemplo, se pueden analizar los extractos de plantas de dichos mutantes usando RMN
de fésforo para determinar el efecto de la reduccion de fitato sobre la acumulacién de precursores de fitato. Para
ilustrar este ejemplo, se llevé a cabo una determinacion de las moléculas de inositol fosfato presentes en semillas de
maiz maduras procedentes de la linea cultivada DAS 5XH751. En este ejemplo, se extrajeron 10 g de harina de
maiz a partir de semillas de maiz maduras secadas en HCI 0,5 N, se filtraron, se concentraron hasta sequedad y se
lavaron con metanol al 80%. La suspension en metanol se concentré6 hasta obtener un alquitrdn negro que se
disolvié en una disolucion de D>O que contenia 30 mg/mL de EDTA. Se ajusté el pH de la disolucién a > 12 con
NaOH. A continuacién se llevé a cabo el andlisis de RMN de fosforo, sin filtracién. Se obtuvieron los espectros de
RMN de fésforo a 400,13 MHz en un espectrometro de RMN Bruker DRX-400 con una sonda de 5 mm de
1H/13C/19F/31P. Todos los espectros fueron adquiridos con desacoplamiento de proton a temperatura ambiente. Se
adquirieron un total de 23K acumulaciones usando puntos de datos de 64K, una anchura de pulso de 30 grados y un
tiempo de relajacion de 2,0 segundos, dando como resultado un tiempo de adquisicion total de 16 horas. Los datos
no tratados fueron rellenados con ceros hasta espectros de 32K puntos y procesados usando una funcién de
ponderacion exponencial de 1,0 Hz. El espectro resultante se muestra en la Figura 6. En el maiz no mutado, se
predice que el inositol hexakisfosfato (fitato) es la especie de inositol fosfato predominante, habiendo presentes
pequefias cantidades de inositol penta- y tetra-kisfosfato, tal como se observa en la Figura 6.

Ejemplo 8: Mutagénesis de semillas de maiz usando irradiacion de neutrones rapidos (FN, del inglés “fast neutron”)

Las metodologias y las consecuencias genéticas generales del bombardeo FN de células esta bien descrito por
Harten (1998), y dicho método ha sido utilizado con éxito en plantas de Arabidopsis, tal como describen Li, X. et al.
(2001) Plant J. 27: 235-242. Tipicamente, se puede esperar que los FN produzcan eliminaciones en el intervalo de
tamafo aproximado de unos pocos cientos de pares base a varios miles de pares base 0 mas. La eficacia de la
irradiacion FN depende del tipo y la calidad del material biolégico sometido a tratamiento. En este ejemplo, la
irradiacion se llevé a cabo usando una fuente de haz de neutrones rapidos en el Atomic Energy Research Institute
de Budapest, Hungria. En un experimento para mutagenizar una muestra de semilla de maiz, se evaluaron semillas
en bruto que habian sido secadas hasta aproximadamente un 40% de humedad tras la recoleccién para determinar
el contenido en agua antes de la irradiaciéon midiendo la masa antes y después de un tratamiento durante 14h a
80°C en un horno de secado de laboratorio. En base al % p/p en agua de la muestra, se ajustd el tiempo de
exposicion al haz real calculado segun la calibracion de haz del instrumento. Para estas muestras, se aplicé una
geometria de irradiacién a BIF de BRR de geometria de rotacion 2Y/Cd. Las exposiciones fueron monitorizadas
mediante camaras de fisién de U-235 y Th-232 y un contador GM. Las exposiciones de irradiacién se llevaron a
cabo sobre paquetes individuales de semillas durante 1145 segundos cada uno para producir una tasa de dosis
kerma promedio para 2Y/Cd de 12,71 mGy/s +3%. Se trataron multiples muestras de semillas de maiz con un
intervalo de dosis de consigna de 11-20 Gy (11, 13, 15, 17, 20 Gy) de neutrones rapidos. Las semillas M1
resultantes fueron plantadas y cultivadas en condiciones de campo del medio oeste estandares, se polinizaron y
cada espiga M1 fue cosechada individualmente para producir una familia M2. Las espigas maduras individuales
fueron recolectadas, secadas, empaquetadas en sobres individuales marcados con identificadores especificos de la
familia M2.

Ejemplo 9: Aislamiento de ADN Gendmico procedente de semillas mutagenizadas.
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Se aislé6 ADN gendmico procedente de semillas de maiz enteras secadas en un formato de 96 pocillos usando el
método Charge-Switch Technology (CST) de Invitrogen (Carlsbad, CA) con las siguientes modificaciones. Las
muestras de semillas de cada familia M2 fueron eliminadas individualmente de los sobres para la extraccién de ADN
genomico. En cada pocillo de una placa de pocillo profundo de 24 pocillos (CoStar Scientific, Cambridge, MA) se
colocaron 6 semillas de cada familia (1 familia por pocillo), embebidas en agua durante una noche y posteriormente
liofilizadas en una camara de secado por congelacién (Virtis, Gardiner, NY) a vacio durante un minimo de 48 horas.
Las semillas secas fueron molidas hasta obtener un polvo usando un Genogrinder (Spex Certiprep, Metuchen, NJ) a
sus maximas prestaciones, en combinacién con bolas de carburo de wolframio (Small Parts, Inc., Miami Lakes, FL) y
se resuspendieron en tampoén acuoso que consistia en SDS al 0,25%, EDTA 10 mM, pH 8,0, Tris 50 mM pH 8,0.
Después de una centrifugacion, el sobrenadante del extracto fue transferido a una nueva placa y agrupado en una
combinacion de 6 muestras (familias M2) por pocillo. Las proteinas fueron precipitadas de la disolucién mediante
adicion de NaCl hasta una concentracion final de 750 mM y KOAc hasta una concentracion final de 1,2 M en hielo
seguido de una breve centrifugacién. Se afiadi6 PEG8000 al sobrenadante hasta una concentracion final de 8%, se
mezclé y se centrifugdé para formar una particula de ADNg. Las particulas fueron resuspendidas en una mezcla de
digestion CST (Invitrogen) y el ADNg fue extraido siguiendo el protocolo del fabricante usando un sistema de manejo
de liquidos robotizado Biomek FX (Beckman-Couter, Inc., Fullerton, CA). Después de la elucién, se obtuvieron
alicuotas de las muestras de ADN y se llevaron a mdltiples placas selladas y se almacenaron a -80°C o0 a 4°C en un
recipiente con humedad.

Ejemplo 10: escrutinio de mutantes de eliminacion basado en PCR.

Para realizar el escrutinio de eliminaciones en un gen diana, se puede aplicar un método basado en PCR. En la
solicitud de Patente de EE.UU. 20050053975 se describen ejemplos de varios de dichos métodos. Por ejemplo, se
pueden disefiar cebadores de oligonucledtidos correspondientes a la secuencia gendmica que flanquea el gen de
interés en base a los datos de secuencia correspondientes a la localizacion. Las muestras de ADN se pueden
someter a amplificacion de PCR usando métodos y enzimas disponibles comercialmente (LA-Taq) optimizados para
una PCR larga segun las recomendaciones del fabricante (Takara-Bio, Inc., Shiga, Japén). La deteccion de
eliminaciones se puede llevar a cabo mediante electroforesis de gel de agarosa rutinaria (Sambrook) para visualizar
las bandas de productos de PCR. Para ilustrar la utilidad de este método, los cebadores de oligonucleétidos que
corresponden a la secuencia de ADN gendmico que flanquea una localizacion Adh-1 de maiz fueron disefiados en
base a informacién publicada. Dichos cebadores fueron usados para amplificar ADN gendémico de maiz en las
siguientes condiciones: se afiadieron mezclas de reaccion que contienen 1X Tampon LA-Taq, dNTPs 1,6mM, MgCl»
0,5 mM, DMSO al 2% y enzima LA-Taq, a la plantilla de ADNg (1-30 ng) y a cebadores de oligonucleétido 0,4 pM
(cebador Adh 16s: 5-GTCTGACAACGCCTGAGATTGAATCGAAGACC-3, cebador Adh21a: 5’-
CAGCTACCACTTGCGCTTGAGGGATTTGAA-3). La reaccion PCR se amplificd bajo el siguiente régimen de
temperatura en un termociclador automatico (MJ Research, Waltham, MA):

Etapa 1: 94°C durante 1 minuto; Etapa 2: 98°C durante 10 segundos; Etapa 3: 70°C durante 15 minutos; Etapa 4:
repetir las etapas 2 y 3 durante otros 31 ciclos adicionales; Etapa 5: 72°C durante 10 minutos; y Etapa 6: mantener a
4°C para almacenamiento.

Los productos de PCR resultantes fueron analizados usando electroforesis de gel de agarosa convencional. El
producto de amplificacién asi generado abarcaba el gen Adh-1 completo méas varias kb de secuencia flanqueante,
para un total de 12,3 kb de secuencia de ADN. En el caso de que el ADNg plantilla utilizado en dicha reaccion
contenga una eliminacién dentro de la dicha envergadura de 12,3 kb, se puede detectar un producto de PCR mas
pequefio, lo que indica una mutacion en el germoplasma fuente. Nosotros hemos aplicado este método a varios
otros genes de interés. Tal como se muestra en estos ejemplos, un especialista en la técnica puede detectar
reacciones PCR que producen productos de amplificacion de tamafio reducido respecto a los controles. La fuente de
la semilla de la plantila de ADN usada en estas reacciones puede disefiarse como un mutante de eliminacion
putativo y someterse a un analisis repetido. Una vez que la eliminacion es confirmada, el maiz mutante procedente
de dicha familia puede ser cultivado y auto-polinizado para generar germoplasma homozigoto. Los niveles de fitato
en semillas procedentes de dicho germoplasma pueden medirse en 10-20 semillas M3 usando ensayos
convencionales para la deteccion de acido fitico, tal como describe Raboy, ver anterior. Las semillas que contienen
un nivel reducido de fitatos pueden ser recultivadas y evaluadas para determinar el valor nutricional potenciado en
ensayos de alimentacién con animales o en otros usos.
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gatgtgaaac
ttctacacaa
ttcgaggatt
gcatcaggga
tacagtceca
ttgtccgtca
tccgaagatg
gtaacatcaa
tgtecteect

attgcagaaa

lesakrtyeykayfldidvkpldkmehyfkldgrivnfytrnggglaiskgq
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ttcaggctce
cgeccgegtca
cgcagcccge
ccgeggatgce
acacceggcetc
acaagtcgca
gccatatccc
tgcatgttat
.tttctaggga
gagtaaatgc
ctttatcetc
gtgggtttct
¢gagatataa
agtacaatcc
ccctettcte
gtggcatggg
atctcagcaa
tttttaggte
ttgaaggggt
acctaactga
aaagcctgaa
tgatcagecrt
ttgaatcagc
ctctggacaa
gaaatggggg
cagctccaag
gtgtrggttg
aggtrgggag
gtcgectgttg
tccaacgtta
gttgaaaatg
trgtaccact
tgtttggtga



61
121
181
241
301
36l
421

-481
541
601
661
721
781
B4l
901
961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

1621

1681

1741

1801

1861

1921

1981

2041

2101

2161

2221

2281

2341

2401

tccettggta
agagtgctta
agaaatatca
tcaacttatg
tcaaacacat
catcctggaa
ctatattttt
tttatgatgg
gcgagagcca
gccacatgea
ctegregecet
tceccggget
caccgeagca
cggtgatcge
gtaagaccgt
attctagege
gagctagata
ctgtttggtt
gttctgcaag
atcctcaget
cgtgcacgca
gccattegag
atcacgtggt
tctcaaacac
gagtgtttga
ttttccatga
gaagcattat
gtactgcgge
ttctcaagtce
caagattget
catgtcgatg
gattggtaac
aattggagaa
atcaatotgc
attccagcag
catctttcca
aagaatgttce
gctgatgeeg
cttcttacca
cagagctcta
tgcctgttat
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gacgaggccet
ccagcegtgt
aaataaatag
taacttggct
catctacagt
cctattatgce
aattaaactt
agctaggaga
gaattcgacyg
aacgtgtagtce
tcctgggaaa
gtggtaccag
gcggcagcgg
cggactggcg
aagagtgacg
accagtctca
gcagatgcag
cgtgtgectc
ccgcggétgc
acaccggctc
tcgatcactt
ctccagatcc
cacttgaaaa
tcacacaacc
gagttcgcca
ttgtgcattt
tccaatttga
tcaagaagat
atgagcaact
tggctcaage
gtggggtatg
atattgacaa
ttgttataat
atgctattgg
gcagcaggca
caatgcaggt
ttagcagccg
ctcrtctaat
taatctgaat
ttcatatctce
ttctatttgc

SEC ID N°: 3

tgacctgaac
ttatgagtgt
caattetgge
aggtgcatcg
cctacaccat
catgcacgtt
tttaaaataa
gactgaattt
ctggcggcgy
cgeeecgeglg
tctccagcta
tactagtacc
cacgatctgg
gggtaggaac
ccegeceget
cecgeggettg
attgecttger
ggtgtctgac
caaggactgg
gtcgecctec
gactttaggg
agtaccgctce
ttacgtgagg
aaaaccgctt
gcgegacatc
tgtgagcatg
tgataagggt
tctaaaaaac
cctgtggggc
ctatgcagtg
gttcagattc
cctegacact
ttatctataa
attttgacac
ctactctttg
ccgtgtacgt
teccegetggg
agcagaccac
cctgttaagg
atgcactgat

attagacgaa
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cgtgttcatc
tggaggtacc
atatatctag
caatgtccct
caccatccte
cccgacgate
tttcagaaaa
cctcttgeaa
cgecgtcgeca
gcgtecacec
ctgcccactg
agcatctctt
tgacceeecg
cagcggageg
cctececteeg
gggattggat
tctceggtet
agcagaagat
gtttacaagg
atggtaagceg
gctcaatgtg
gagcaagtga
tcecggggega
cgtgttegte
gcccgatotg
cactgaatac
gttatttaca
aagtcgcagc
catatcecag
catgttatga
agttcattta
tgggatcaga
tcacccctac
gaatatgctt
gatccacgtg
gtttctaggg
agagtaaatg
tctttattctt
tttaaaatat
gttitgatga

cagtcacctt

agtctttgcg
actaattacg
aagtgataaa
atcccctace
atcctecteg
accacataag
aaacgataat
ttttgggagt
atacgcagcg
tcectecacg
ccececttecct
caggctccac
ccgegtcaag
cagcecgect
ctcgettect
acggagctag
gatttttgga
cctcgatgga
gggaaggcgce
ctgagtaggt
tgattcacgg
taaaacatgg
cgatgtacgg
tttgttccaa
acaaattaag
tatgatggat
cttgttttca
gggcaccgag
aactggttga
gccaacacct
tgtcctgtta
ttcagttcac
tgaaatagaa
tattctatca
acttgacaaa
attttctgga
caagttcaat
ctggtacgta
atgattgatt
aacacttgta
tgtttataaa

actcgrgetg
gtacccgaca
taataaacaa
agaaaaataa
agacgatcca
tacatatttc
tttgtetegt
lttggacgga
cggatgtgga
tttcggegte
tcagtccctt
caagcegcaga
cctgetecte
ccttocogetyg
tgctctcceg
ttaaccagca
gtcaccattt
gatggatggg
cgcgaatctc
tcctactgag
gtgececgegge
agcagggacg
cgcggegaac
gcgactgtgt
ctttcgttge
atgtttggag
gcttggcaag
ttgtattgta
gtcggtcaaa
gggtgccaat
ctgtgatttt
ttatggaaga
ataacaktggce
tatgttggta
gaaatcatgc
gccttgtcgaa
tgataacact
cccrakccect
aagtaaaatc
gcaagacggt
ggtctttgaa



2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
330
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
igal
3501
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041

tttgcagttce
tcaagattgt
ttggtgtctt
tcagceeeee
tttcttaatc
ttgcaagctt
ttgacttett
aatatatatc
acctcaaatt
taaaattcca
aaatacctta
tgacatcagg
gtacaatcct
ccttttctca
tggcatggga
tctcagcaag
ttttaggtct
tgaaggggta
cctaactgat
aagcctgaag
gatcagcttt
tgaatcagcg
taccctratc
tgagtttgcc
ccattcattt
attattttaa
ccatctccaa
gcctctette
gctgetrggt
Ccttaacgcct
tagtgcatac
aactgaactt
agrrreecte
ctgtgtcatg
tccteccatg
cCaaatcctag
ctgagcctac
tgatrerget
gtactgectrtg
ggcaacaccg
agccctaga
ggtgtttigt
tacgaaatac

aatggaataa
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ttataagttt
ctttetcagt
aaaatgcaac
agatatttcc
tcaggcaate
cctcttttat
ttcggcecakgce

agaagataat.

ttatcagggt
ctctettitg
aggcttgtta
ttgattccc;
cttgatctat
actcctcaga
ggtggtgcag
attagtggec
gaggtattag
attcatctgt
gtagagctat
atcgttaggg
cggccaagag
aagcgaacct
ttctaatcgt
tgtggattta
gcaggcatat
actggatcag
agggcagtaa
ctgtatacat
gctgctgttyg
ggaaagggca
accgtggett
cttaccgtgg
acaggcrtacc
tatgaatgta
ctttgagcaa
ctgacggatg
gggcacaagce
atgtctgaag
cttatatgtg
tccggcgaaa
cagagacaaa
ttctatagac
gaaagctaaa
aacagagaga

aagtttgcaa
gattcataac
tggtectgag
aaaactctac

ctaagggtag

tcteaceete
tctaccttge
actatcaaga
gaggtg;g:a
cgcacttaaa
tttacggcac
atacattctt
tttctgggte
acaacttaag
atagtgttca
taaaactccc
gcaacctgtt
actacaacat
tgcggaagta
acttcctcat
agaatggtag
atgagtacaa
ccagcactct
tttctrrect
ttccrtgatc
aggatagteca
taccaaagac
ctggagaagg
taacttcatg
Cagggagctyg
gicacagtaa
caatcactca
aratgtgaga
tctcaatttg
agctaaccta
gacctgcegat
gccagtegge
aactaggtaa
tgttatttat
gttggeegtt
tgtgcttegt
taaccttagt
actctatttc
ctasgaatta
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ctgtcactta
ccaactcttg
gccgtaacct
atcagaigat
cagctgcata
catttcttat
aggccaaatg
aactagtaac
gattggaatg
aaacatccat
thtgtaata
gcacacattt
aaaagagaga
gattttigec
tectgetgac
tgacttcact
ggccactcaa
aatttctcag
cactitcetg
tcctgctacc
tacagattct
ggtatactac
agccacaaaa
catttttcgg
tggatgtgaa
atttctacac
acttcgagga
gtgcatcagg
agtacagtcc
tgttgtcecgt
tttccgaaga
ttgtaacatc
ratgtecite
ctattgcaga
acttcterga
gctgrctgee
tgtcgeectc
ccggaaggca
ttgatcaaga
tgcagagcta
gtttaaacag
ctecttcatta
aatttctgta
gtccctagaa

caacagccca
gttaaaccgc
gaaatcattyg
ttatgtttge
gctgragaga
gtatattect
tgggtttctg
gagatataag
cttgatgeee
cgatgataca
ttataccgtc
cagatatcga
atatgcatgg
aatggatctt
actcttaagt
gagctcctgt
aagctggatg
ccttgtttag
cattectcree
gcaaaggact
gagtatgatt
tgtgaaatat
ctagcaatat
cataaatggt
acctctggaﬁ
aagaaatggg
ttcagcteca
gagtgt?ggt
caaggttggg
cagtcgergt
tgtccaacgt
sagttgaaaa
cttrgtacca
aatgtttggt
atctgttggg
ttggctgtga
cagccactgt
ccaagtgtga
actcacgtag
gtcagggtgg
ttaggaattg
ttatatcttta
tCctaataact
accaaacaat

atgiggtagca
tagaacattyg
tactttrtcte
ttacttagtc
taaaggtact
cctcaaccat
ccatcatcag
atgcatcagc
tgatccaaga
aacttgatca
tettgetttt
agactagtga
ccatcaagtc
tagctettag
gtcttgaaga
cagagacaat
atcatgacat
tctgcaaaaa
cgttggacaa
gtagcctgat
cagtgtttct
ggtgtcgtte
agttcacaag
gctaagttga
aagatggage
ggaggtcttg
agaatgggga
tgrrgrrect
aggctcgacc
tgtaactaag
tagttgagac
tgagggctga
ctaagtggcc
gaaactttca
cttattctayg
tggctacagc
tcttgtctca
agtgtctcta
cctttgattc
ttcagcttee
cagcraagtg
gtttctaasat
taagaactag
ttctaaacta



5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181
6241
6301
6361
6421
6481
6541
6601
6661
6721
6781
6841
6901
6961
7021
7081
7141
7201
7261
7321
7381
7441
7501
7561
7621
7681

ttttcecaat
aagagttcac
tatgcacaac
aaatataact
aaattgtccce
acagctctct
ggaccacgca
aagaggtgaa
gagctggtge
ttttcttcte
taaacggtag
acttcagcag
ggcagctacyg
cggattaaag
ctaaacagaa
atcgaaaaaa
gctacccaat
gctagcaaca
aageggeggc
caaggtggac
ccatggtacg
ttcggecatg
gatcgttrgg
aggtggacte
tcgtgcagge
cgcccaagee
agaagacggc
cggtgttcgt
tgtacgagca
caggagtata
ttgtattcta
cgcacgacgt
tagctcatcyg
atgagactag
gectegeegte
aaattrgatg
tttttagaca
ggacatgaag
atcaatacac
gttaaatctet
gaataatgaa
tcaatcrtgt
tgacacatgt
tgttttccag
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aaagagtgtt
gcccagecte
taaggtgcat
aaaataacga
tcgtcacacc
gccgaacgcect
cgtcaaagct
acggatgcetg
tagcaattgt
acccttacat
atagccttat
gaggagaact
aaccttttt
gctactgctg
gctagaagaa
ggggacaaag
ttgtecgectcec
cacctgececgyg
gaagcaaagg
accrectgeg
tacacggtat
catgcacagc
gcrtgggacgc
ggagaagagc
gaggaaggcc
ggccgaggag
ggtggcgacg
ccaccacgtce
ggacccceccg
catgttcgtt
tasacttata
gccacatggce
aatcactete
cccgatcgag
gtcaatgget
ttgatatatt
aaaggtagta
actgcatgac
gatacaactt
tgttgacaga
tttgaagatc
tacgcagtec
aataacatgg
ttgaaccgtc

tattaaacte
tgcacaacta
acaacctgét
atggctgatc
cacacgctecc
gaagaggtcyg
gtggttttct
caatgtagtce
tattatgatg
tgtttataga
aagttaatca
tgaaagaggt
creteetteg
tgtttgtett
cgtattgttt
cgaggcagcyg
aaccacctga
ccggeactty
gacccgggcy
ccaaatgcaa
acacgtgcga
acgcgcgeac
tgggtgatgt
acgatgacgg
gggaagcgceg
aagaagcccg
gcggeggatyg
ccgteocgtgge
ccttgecteca
tggaacgtag
gatgtgccag
atggatcgag
catgccaggt
gccegegtgt
caatgcacgg
agcacatcaa
ccagtgacag
aaaattatga
taaataaaga
gacaattgca
tctttgagta
tctcctaatt
ccaactcaat
ttaatagaaa
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aagatttage
tgcacaacta
aacacaaaac
cgtagactag
aactgtgtac
cctactactg
gtcaccagcece
getgagcaac
gccaatgcaa
atagaatcta
ctcategget
gggotcggag
gtcacatgga
aaattttgct
tttatatcta
agcgattgga
aaactaacaa
ccactgtttc
gceggegtec
gcgcaaggte
gctagetatce
catagattcc
gcggtgegeg
tgactggeac
cgtccgrget
ctgagcagga
cggagaagaa
ctecgtgece
tcatgtaatg
aacgcaagaa
tgtcatggtc
ccaggetica
ttgtctasaa
taggaagaga
cgtgtactca
tcectttttat
tgacaaacac
ccataaatgt
agttatatga
teccktettgt
taacaaacca
agctgaaaaa
tagcrigrag
tagatgcaat

atcacgccga
aggtgcacac
atgaaaaaca
actgtcatcc
acaactacac
tgtatttcgt
gaaattcttg
gcaagttaga
aggacagagt
aatacgagta
ttactctega
ggacggttgce
tagtacagcg
tatgttgctg
taaaatgctt
cttctccatg
agaatatatg
atgcaaggcc
atgtcgaagyg
ctgcaggecy
ccgettetee
gttcccggea
cgcaggtgtt
cgrggacccey
caccatcgge
taagaagaag
ggcgeecgag
caggtaccayg
taactatata
ctttgtaaga
tgctggeacc
tgactgaccg
aaataggccc
gagagagtca
acgcaatgga
attagacatg
aaagacgaaa
ccatataatt
ataaaagaag
tttgagatgt
ttaaaacgtt
gttctcccaa
agtaaaggaa
atctttacaa

tacaafacta
aacctacaac
acaccaagcc
atgtcaggga
accttcaaaa
tagggtatca
aacatcgeac
aagagaccga
gaggcacgac

‘tgaggatgga

attggactat
tcttggtgtg
gtctagtctt
gttgtgtgte
ctttteotttt
caggggttga
cggcagggga
agagaaatta
tgacggtgct
tcaccggcct
teetrerteg
ataatgtaaa
gacaagatcyg
gtggacgtga
ccteceggege
gtggaggaga
acgeeggeea
gagagagtag
cggatttgac
tcttgttcet
gggacagaca
accgttgaca
tacgaaacct
ccgogeregt
tcgatgaata
ttgtecrrtat
atttatggga
caagtrttat
caaacatacc
cgaaatcace
ccaattatct
cacttgeect
aggcaacata
acactaaaag



7741
7801
7861
7921
7961
8041
8101
8161
8221
8281
8341
8401
B461
8521
8581
8641
8701
8761
8821
8881
8941
9001
9061
9121
9181
9241
9301
9361
2421
9481
9541
9601
9661

cagcatgtct
gttcacacaa
catataaaag
tcactaaacc
atgtggtagt
ttctgcatct
ctcecatatt
gatgatccag
tgtcgaatgt
asaaattgcet
tagacctcac
cgcacgeget
tactgaaaac
gtttgecggtt
tceccecatet
acgtgagatt
gattttttta
ccgttgecta
atgatttaaa
caagcattta
tgagctcata
cgcgegecge
cctgctggtc
cagcctccaa
gercgttcag
cggcctecag
ccaggatcte
gegectoecg
acggeecggee
agcacgtgcet
gcaaaatcgg
gtggggccca
ccaaattcgg
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tctcacatga
ctgtgaaatc
gattetrtgg
gatgacataa
ggtaaagttg
acgtggatta
cgatgaaccg

aataaaaaca-

caatcregtt
gcaatccggce
ctgcaggtac
aaaactttgé
gtgcggtgag
gtccteocaat
tctteceete
ttgagttttg
gaactgtegt
gatgctateg
actgrggerg
cacctgtcat
taccagcegt
ggccecgage
arcacccatg
gtccgactcg
gaactgctcc
caccgagttc
cgectgtgge
ctcecgegcag
cgacgcgcge
cccgaagcac
gtcccgetec
acaagaaaat

cgtccaacge

aagaatatat
ttgatcatat
atcaaagcaa
ctctgtattg
taaaggtttg
agatccataa
tcatattcct
ctagatatca
gaagggcgtc
tgcaaactag
atcagataac
aagacacagg
cacctttcgt
tcaatttgat
ctegeectte
aaagaccttg
tgtttgatga
ttgctaattt
cttgacatgt
ttgtacgtct
gcccagtcac
tcccgagatc
agectececca
cgtacccgea
gcgcggageg
cagccgcagt
gcccéccgcc
ccgeecgtecc
agcceggtgg
acgtaaacca
gtaccgecge
ttccttggee
a
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gtctcgagag
aactaactaa
gaaaaaccaa
attttaécaa
tgactatgaa
tctaattttt
attctccaat
aatccaaggt
gaagcgtcgg
aatgtttata
gttttagtta
cggctaatga
ttctctecctt
ctgggatctt
aacagggtct
ttgttgtgte
aacttttacg
gctattctca
accgtagttt
gtggatcgtt
cggaagacga
tggctttcct
cggcgegeac
cgececacgeg
gccacgtcge
gggtgacgaa
cggccaccac
CQCQQQQCQt
ccagctcacg
acgaaccctc
tggcgacggg
tcececccggaa

ttactcteee
gattatctag
ctatcggetc
aaataacaaa
técatctcgc
ttgcaageca
cttggatata
gtgtgtatag
gatgggggca

.gaccctcaca

cgcgggetge
tacttgacte
tatccotgtee
gcgggaccat
cttattactc
acgagagtet
tgtccacatc
actgcggcat
gctgaatcat
gtggcggceca
gccacectec
cgcegctaac
caccgcatca
gagcacctcc
gagcggcact
gcctcccace
catgccgttyg
cgtcgagacc
aagctgggtce
gtccgggecg
caaatgaaaa
ctggcctacyg

aactctgeac
attaagtaaa
acttrgaagct
gaatatctcg
ctctcataac
ttaaattcac
gataagccct
tagtatatct
tgaataggga
aaaataagta
catgcatgaa
tactgctagc
ccgagcattg
gcatgectce
tcttttgggce
tcgttatgat
aatgcatgac
ttctgcacat
gtgtctgeag
tggaacgcct
gecacggcgy
acctecctege
gccggeacca
acgaggaaca
ccggcggaca
gcgeggtgeg
ctggacgegce
acccagacga
tccccdagcg
gcgagccact
tggaaaaacc

taataccccg
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REIVINDICACIONES

1.- Un polinucledtido vegetal aislado que codifica para una inositol polifosfato 2-quinasa, polinucleétido que codifica
un polipéptido que comprende la SEC ID N©: 2.

2.- Un polinucleétido vegetal aislado como el reivindicado en la reivindicacion 1, donde el polinucleétido comprende
la SEC ID N°: 1 6 la SEC ID N°: 3.

3.- El polinucleétido de la reivindicaciéon 1 o la reivindicacion 2, donde el polinucleétido codifica para una inositol
polifosfato 2-quinasa de maiz.

4.- El polinucleétido de cualquier reivindicacion precedente, donde el polinucledtido es ADN.
5.- El polinucledtido de cualquier reivindicacién precedente, donde el polinucleétido es ARN.

6.- Una proteina vegetal aislada de inositol polifosfato 2-quinasa que comprende un polipéptido que tiene la
secuencia fijada en la SEC ID N°: 2.

7.- Un método para identificar un tejido vegetal que comprende una lesién en un gen que codifica una inositol
polifosfato 2-quinasa como la reivindicada en la reivindicacion 6, que comprende:

(a) someter a un tejido vegetal a mutagénesis;
(b) obtener una muestra de ADN del tejido vegetal sometido a mutagénesis o de sus descendientes;
(c) evaluar el ADN de la muestra para determinar la lesion en el gen que codifica inositol polifosfato 2-quinasa.

8.- El método de la reivindicacién 7, donde la mutagénesis es mutagénesis por neutrones rapidos y el tejido vegetal
es tejido de maiz.

9.- Una semilla de maiz que contiene una lesion inducida artificialmente en un gen que codifica una inositol
polifosfato 2-quinasa como la reivindicada en la reivindicacion 6, donde la lesion afecta a la actividad del gen que
caodifica la inositol polifosfato 2-quinasa y donde la lesién inducida artificialmente es un bloqueo génico.

10.-Una planta de maiz producida mediante el cultivo de la semilla de la reivindicacién 9.
11.-La planta de maiz de la reivindicacién 10, donde dicha planta ha sido despanojada.

12.-Un cultivo de tejido de células regenerables que contienen la lesion inducida artificialmente en un gen que
codifica inositol polifosfato 2-quinasa producida por la planta de la reivindicacion 10.

13.-El cultivo de tejido de la reivindicacion 12, donde las células del cultivo de tejido proceden de un tejido
seleccionado del grupo que consiste en hojas, polen, embriones, raices, puntas de raiz, anteras, pelos, flores,
granos, espigas, mazorcas, vainas y tallos.

14.-Un método para disminuir el nivel de acido fitico en un pienso para animales, que comprende: producir un pienso
para animales a partir de una planta que contiene una lesion en un gen que codifica una inositol polifosfato 2-
quinasa como la reivindicada en la reivindicacién 6, donde el pienso para animales tiene un nivel reducido de fitato.

15.-Un método para disminuir el nivel de fésforo en los desechos de animales que comprende: proporcionar un
pienso para animales procedente de una planta que incluye una lesién en un gen que codifica una inositol polifosfato
2-quinasa como la reivindicada en la reivindicacion 6.

16.-Una semilla mutante no letal de una especie de planta de cereal que se caracteriza por un bajo contenido de
acido fitico respecto al germoplasma parental de la especie, donde la semilla mutante tiene una actividad alterada de
una inositol polifosfato 2-quinasa como la reivindicada en la reivindicacion 6.

17.-Un pienso para animales que comprende la semilla de la reivindicacion 16.
18.-Un anticuerpo purificado generado usando un polipéptido que comprende la SEC ID N°: 2 como inmundgeno.

19.-Un kit de inmunodeteccion que comprende, en un medio contenedor adecuado, el anticuerpo segun la
reivindicacion 18, y un reactivo de inmunodeteccion.

20.-El anticuerpo purificado de la reivindicacion 18, unido operativamente a una marca detectable.
21.-Un método para aumentar el rendimiento de semilla de una planta, método que comprende:
(1) integrar en el genoma de la planta un vector para la transformacién de células vegetales que comprende:

(a) secuencias de nucledtidos antisentido sustancialmente complementarias a (i) una porcion correspondiente
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de una cadena de una molécula de ADN que codifica inositol polifosfato 2-quinasa, donde la molécula de
ADN que codifica inositol polifosfato 2-quinasa se hibrida en condiciones de severidad baja o0 moderada con
la SEC ID N°: 1, 6 (ii) una porcion correspondiente de una secuencia de ARN codificada por dicha molécula
de ADN que codifica inositol polifosfato 2-quinasa; y

(b) secuencias reguladoras ligadas operativamente a las secuencias de nucleétidos antisentido de tal modo
gue las secuencias de nucleétidos antisentido son expresadas en una célula vegetal en la cual es
transformada; y

(2) cultivar dicha planta, donde dichas secuencias de nucleétidos antisentido son trascritas y unidas a dicha
secuencia de ARN y se inhibe la expresién de un gen de inositol polifosfato 2-quinasa.

22.-Un método para generar una planta mutante que tiene un rasgo deseado proporcionado por un bloqueo génico
de un gen que codifica una inositol polifosfato 2-quinasa como la reivindicada en la reivindicacion 6, método que
comprende:

(a) proporcionar una coleccién de polen de planta o de semillas de planta;

(b) tratar dicha coleccion de polen de planta o de semillas de planta con irradiacion seleccionada del grupo que
consiste en UV, irradiacion gamma, rayos X y neutrones rapidos; y

(c) seleccionar las plantas mutantes que tengan el rasgo deseado.

23.-El método de la reivindicacion 22, donde la coleccion de semillas de planta es una coleccion de granos de maiz
o de semillas de canola.

24.-El método de la reivindicacion 23, donde la irradiacion es con neutrones rapidos y donde el polen irradiado se
usa como fuente de la mutacion.
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FIG. 1A

T 2] 3] 4 5] 6 7] 8 9] 10] 1] 12] 13 4] 19
123559665 (1) 100] 78| 85| 50| 44] 44| 43| 44] 41| 18] 19] 30| 76| 76] 78}
gi23559680 (2) 100] 80f 49] 42| 43| 42| 43} 39] 17| 18] 28] 70] 70| 100]
23559667 (3) 100] 50| 44] 44| 44] 46] 42| 19] 20| 31| 82| 82| 80
ﬂi23559691(4) 100] 42] 44| 43] 44] 40] 22| 22| 31| 41| 41] 4
WO2003027243-1 (5) 100] 76] 77| 61] 56] 28] 28] 31| 36] 36] 42
W02003027243-2 (6) 100] 98] 60] 53] 27| 28] 31] 35| 35| 4
WO2003027243-3 (7) 100] 60} 53] 27| 28] 31| 35| 35| 42|
WO020030272434 (8) 100] 65| 27| 27| 32| 39| 39| 43
WO02003027243-5 (9) 100] 22| 22| 28] 39| 39| 39
WO2003027243-6 (10) 100] 95| 8 11| 12] 17
WO02003027243-7 (11) 100] 9] 12| 12| 18}
zmiPP2-K (12) 100] 27] 27| 29
23559669 (13) 100} 99| 70}
023559671 (14) 100| 70
gi23559685 (15) 100]
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FIG. 1B
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Algoritmo de Alineamiento Multiple

El alineamiento se crea usando el algoritmo Clustal W (Nucleic Acid Research, 22
(22): 4673-4680, 1994). Resumidamente, se calcula una similitud bruta entre todos
los pares de secuencias, denominada "alineamiento de paridades”. Estas
puntuaciones se usan a continuacion para calcular un "arbol guia" o dendrograma,
que indica a la etapa de alineamiento multiple el orden en que alinear las secuencias
para el alineamiento muliple final. Habiendo calculado el dendograma, las
secuencias son alineadas en grupos mas y mas grandes hasta que todas las
secuencias se habian incorporado en el alineamiento final.
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FIG. 2
Comparacion de secuencia de aminoacidos predicha a partir de genes IPP2-K vegetales putativos
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FIG. 4

Actividad in vitro de enzima IPP2-K sobre sustratos IP4 e IP5.
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Banda 1: IPP2-K mas sustrato de inositol 1,4,5,6 tetrakisfosfato
Banda 2: IPP2-K mas sustrato de inositol 1,3,4,5,6 pentakisfosfato
Banda 3: IPP2-K mas sustrato de inositol 1,4,5,6 tetrakisfosfato
Banda 4: IPP2-K mas sustrato de inositol 1,3,4,5,6 pentakisfosfato
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FIG.5
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Figura 5. Espectros de RMN de 1H de 600 MHz de disolucion de inositol 1,4,6-trifosfato
en D20 que contiene ATP y DTT. (A) Inmediatamente antes de la adicién de enzima
IPP2-K. (B) Dos horas después de la adicion de la enzima IPP2-K. Se indican los picos

correspondientes a inositol 1,4,6-trifosfato e inositol 1,2,6-trifosfato. Los picos no

marcados en la regiéon de 3,5-3,8 ppm corresponden a DTT, mientras que los de 3,8-4,8
ppm surgen de ATP y ADP. El proton 3' del inositol 1,2,6-trifosfato esta por debado de

los picos de DTT a 3,67 ppm.
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FIG. 6
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Figura 6. Espectros de RMN de fésforo de extracto de semilla procedente de la
linea de maiz cultivada DAS 5XH751. Los espectros fueron obtenidos a 400,13
MHz en un espectrometro de RMN Bruker DRX-400 con una sonda de 5 mm
para 1H/13C/19F/31P. Los picos estan marcados para indicar las especies de
inositol fosfato que dan lugar a la sefal. IP6: fitato (inositol hexakisfosfato); IP5:
inositol pentakisfosfato; IP4: inositol tetrakisfosfato.
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