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DESCRIPCION

Procedimientos de utilizacion de polinucledtidos artificiales y sus composiciones para reducir el silenciamiento de
transgenes

Antecedentes de la invencién

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a la ingenieria genética de plantas. Mas en concreto, la invencion también se
refiere a células vegetales, plantas o su progenie tolerantes al glifosato, que contienen polinucleétidos artificiales
especificos que codifican un polipéptido de EPSPS.

Descripcion de la técnica relacionada

Pueden aislarse genes heterologos a partir de una fuente diferente de la planta en la que se van a transformar, o
pueden modificarse o disefiarse para que tengan cualidades diferentes o mejoradas. Los rasgos o cualidades de
interés particularmente deseables para la ingenieria genética de plantas incluyen, pero no se limitan a la
resistencia a insectos, a enfermedades fungicas, y otras plagas y agentes causantes de enfermedad, la tolerancia
a herbicidas, una estabilidad o caducidad potenciada, rendimiento, tolerancias a estreses ambientales, y
potenciaciones nutricionales.

Los procedimientos de biologia molecular tradicionales para generar nuevos genes y proteinas en general implican
la mutagénesis aleatoria o dirigida. Un ejemplo de mutagénesis aleatoria es una técnica recombinante conocida
como "reordenamiento del ADN", segun se describe en las patentes de EEUU 5.605.793; 5.811.238; 5.830.721;
5.837.458, y los documentos WO 98/31837, WO 99/65927. Un procedimiento alternativo para la evolucion
molecular implica un procedimiento de extension en etapas (StEP) para la mutagénesis y recombinacion in vitro de
secuencias de moléculas de acidos nucleicos, segun se describe en la patente de EEUU 5.965.408. Un ejemplo de
mutagénesis dirigida es la introduccion de una mutacién puntual en un sitio especifico en un polipéptido. Una
estratega alternativa, que es util cuando el gen heterélogo procede de una fuente no vegetal, es disefiar un gen
insecticida artificial que usa el codén que se emplea de modo mas habitual en la tabla de utilizaciéon de codones de
la planta del maiz (Koziel et al., 1993, Biotechnology, 11, 194-200). Fischhoff y Perlak (patente de EEUU n.°
5.500.365) divulgan una mayor expresion de la proteina insecticida de Bacillus thuringiensis (Bt) comparada con
plantas cultivadas, cuando la secuencia del polinucleétido se modifica para reducir la aparicién de secuencias
desestabilizantes. Es necesario modificar la secuencia del polinucleétido de Bt de tipo salvaje, porque el
polinucleotido de Bt de longitud completa de tipo salvaje no expresa niveles suficientes de proteina insecticida en
plantas para que sea util desde un punto de vista agronémico.

Los genes heterdlogos se clonan en vectores adecuados para la transformacion de plantas. Las técnicas de
transformacion y regeneracion Utiles para incorporar genes heterélogos en el genoma de una planta son muy
conocidas en la técnica. El gen después puede expresarse en la célula vegetal para que muestre la caracteristica o
el rasgo afiadido. Sin embargo, los genes heterélogos que normalmente se expresan bien como transgenes
pueden sufrir el silenciamiento de genes cuando mas de una copia del mismo gen se expresa en la misma planta.
Esto puede suceder cuando un primer gen heterélogo es demasiado similar a una secuencia de ADN de un gen
enddgeno en la planta. Otros ejemplos incluyen cuando una planta transgénica posteriormente se cruza con otras
plantas transgénicas que tienen el mismo transgén o transgenes similares, o cuando la planta transgénica se
vuelve a transformar con un médulo de expresion de plantas que contiene el mismo gen o un gen similar. De forma
parecida, puede producirse el silenciamiento de genes si el apilamiento de rasgos emplea los mismos elementos
genéticos utilizados para dirigir la expresion del gen transgénico de interés. Para apilar rasgos, las lineas
transgénicas estables deben prepararse con diferentes combinaciones de genes y elementos genéticos para evitar
el silenciamiento de genes. La N-fosfonometilglicina, también conocida como glifosato, es un herbicida muy
conocido que tiene actividad en un amplio espectro de especies vegetales. El glifosato es el ingrediente activo de
Roundup® (Monsanto Co.), un herbicida seguro que tienen una semivida deseablemente corta en el entorno.
Cuando se aplica a una superficie vegetal, el glifosato se mueve de modo sistémico a través de la planta. El
glifosato es fitotoxico debido a que inhibe la via del acido shikimico, que proporciona un precursor para la sintesis
de aminoacidos aromaticos. El glifosato inhibe la enzima 5-enolpiruvil-3-fosfoshikimato sintasa (EPSPS).

También puede lograrse la tolerancia al glifosato mediante la expresion de variantes de EPSPS que tienen menor
afinidad por el glifosato y, asi, mantener su actividad catalitica en presencia del glifosato (patente de EEUU n.°
5.633.435). Las enzimas que degradan el glifosato en tejidos vegetales (patente de EEUU n.° 5.463.175) también
son capaces de conferir tolerancia celular al glifosato. Estos genes se emplean para la produccion de cultivos
transgénicos que son tolerantes al glifosato, permitiendo con ello utilizar el glifosato para el control eficaz de
especies adventicias con problemas minimos de dafios para el cultivo. Por ejemplo, la tolerancia al glifosato se ha
introducido genéticamente en el maiz (patente de EEUU n.° 5.554.798), trigo (solicitud de patente de EEUU n.°
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20020062503), soja (solicitud de patente de EEUU n.° 20020157139) y canola (documento WO 9204449). Los
transgenes para la tolerancia al glifosato y los transgenes para la tolerancia a otros herbicidas, por ejemplo, el gen
bar (Toki et al., Plant Physiol., 100:1503-1507, 1992; Thompson et al., EMBO J., 6:2519-2523, 1987, fosfinotricina
acetiltransferasa, gen BAR aislado de Strepfomyces; DeBlock et al., EMBO J., 6:2513-2522, 1987, herbicida
glufosinato) también son utiles como marcadores seleccionables o marcadores puntuables, y pueden proporcionar
un fenotipo util para la seleccion de plantas unido a otros rasgos Utiles desde el punto de vista agronémico.

En la técnica son necesarios procedimientos para disefiar genes para la expresion en plantas para mejorar rasgos
Utiles desde el punto de vista agronémico que eviten el silenciamiento de genes cuando se insertan multiples
copias y se produce la recombinacién con genes vegetales endégenos.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. Comparacién en apilamiento de los cambios en las secuencias polinucleotidicas de dos versiones de
EPSPS de arroz artificiales (OsEPSPS_AT, OsEPSPS_ZM) y una EPSPS de arroz nativa (OsEPSPS_Nat), cuyos
polipéptidos estan modificados para ser resistentes al glifosato.

Figura 2. Comparacion en apilamiento de las secuencias polinucleotidicas de una EPSPS de maiz nativa
(ZmEPSPS_Nat) y artificial (ZmEPSPS_ZM), cuyos polipéptidos estan modificados para ser resistentes al
glifosato.

Figura 3. Comparacion en apilamiento de las secuencias polinucleotidicas de una EPSPS de soja nativa
(GmEPSPS_Nat) y una version artificial (GmEPSPS_GM), cuyos polipéptidos estan modificados para ser
resistentes al glifosato.

Figura 4. Comparacion en apilamiento de las secuencias polinucleotidicas de un gen BAR nativo (BAR1_Nat) y dos
versiones artificiales con sesgo de codones de Zea mays (BAR1_ZM) y Arabidopsis thaliana (BAR1_AT).

Figura 5. Comparacion en apilamiento de las secuencias polinucleotidicas de CTP2 y CP4EPSPS nativas
(CTP2CP4_Nat) y versiones artificiales (CTP2CP4_AT, CTP2CP4_ZM, y CTP2CP4_GM).

Figures 6 a 25. Mapas de plasmidos de pMON54949, pMON54950, pMON30151, pMON59302, pMON59307,
pMON42411, pMON58400, pMON58401, pMON54964, pMON25455, pMON30152, pMON54992, pMON54985,
pMON20999, pMON45313, pMON59308, pMON59309, pMON59313, pMON59396 y pMON25496,
respectivamente.

Breve descripcion del listado de secuencias

SEQ ID NO:1 OsEPSPS_TIPS Una secuencia de una proteina de EPSPS de arroz modificada para
que sea resistente al glifosato, con el péptido de transito del
cloroplasto.

SEQ ID NO:2 OsEPSPS_Nat Una secuencia polinucleotidica de un polinucleétido de EPSPS nativo
de arroz modificado para que sea codifique una proteina resistente al
glifosato.

SEQ ID NO:3 OsEPSPS_AT Una secuencia polinucleotidica de un polinucledtido de EPSPS de
arroz artificial utilizando la tabla de utilizacion de codones de
Arabidopsis, y posteriormente modificada para que codifique una
proteina resistente al glifosato.

SEQ ID NO:4 OsEPSPS_ZM Una secuencia polinucleotidica de un polinucledtido de EPSPS de
arroz artificial utilizando la tabla de utilizacion de codones de Zea
mays, y posteriormente modificada para que codifique una proteina
resistente al glifosato.

SEQ ID NO:5 GmEPSPS_IKS Una secuencia de una proteina de EPSPS de soja modificada para que
sea resistente al glifosato, con el péptido de transito del cloroplasto.

SEQ ID NO:6 GmEPSPS_Nat Una secuencia polinucleotidica de un polinucleétido de EPSPS nativo
de soja modificado para que sea codifique una proteina resistente al
glifosato.

SEQ ID NO:7 GmEPSPS_GM Una secuencia polinucleotidica de un polinucleétido de EPSPS de soja

artificial utilizando la tabla de utilizacion de codones de Glycine max, y




ES 2420929 T3

posteriormente modificada para que codifique una proteina resistente
al glifosato.

SEQ ID NO:8

ZmEPSPS_TIPS

Una secuencia de una proteina de EPSPS de maiz modificada para
que sea resistente al glifosato, con el péptido de transito del
cloroplasto.

SEQ ID NO:9

ZmEPSPS Nat

Una secuencia polinucleotidica de un polinucleétido de EPSPS nativo
de maiz modificado para que sea codifique una proteina resistente al
glifosato.

SEQ ID NO:10

ZmEPSPS_ZM

Una secuencia polinucleotidica de un polinucleétido de EPSPS de
maiz artificial utilizando la tabla de utilizacion de codones de Zea
mays, y posteriormente modificada para que codifique una proteina
resistente al glifosato.

SEQ ID NO:11

CTP2

Una secuencia proteica de un péptido de transito del cloroplasto 2 del
gen EPSPS de Arabidopsis.

SEQ ID NO:12

CTP2_Nat

Una secuencia polinucleotidica del péptido de transito del cloroplasto
de EPSPS de Arabidopsis.

SEQ ID NO:13

CTP2_AT

Una secuencia polinucleotidica de un polinucleétido artificial que
codifica CTP2 utilizando la tabla de utilizacion de codones de
Arabidopsis.

SEQ ID NO:14

CTP2_ZM

Una secuencia polinucleotidica de un polinucleétido artificial que
codifica CTP2 utilizando la tabla de utilizacion de codones de Zea
mays.

SEQ ID NO:15

CP4EPSPS

Una secuencia proteica de una proteina de EPSPS resistente al
glifosato de la cepa CP4 de Agrobacterium.

SEQ ID NO:16

CP4EPSPS_Nat

Una secuencia polinucleotidica de un polinucleétido nativo que codifica
la proteina CP4EPSPS (patente de EEUU 5.693.435).

SEQ ID NO:17

CP4EPSPS_AT

Una secuencia polinucleotidica de un polinucleétido artificial que
codifica la proteina CP4EPSPS utilizando la tabla de utilizacion de
codones de Arabidopsis.

SEQ ID NO:18

CP4EPSPS_ZM

Una secuencia polinucleotidica de un polinucleétido artificial que
codifica la proteina CP4EPSPS utilizando la tabla de utilizacion de
codones de Zea mays.

SEQ ID NO:19

BAR1

La secuencia proteica de una fosfinotricina acetiltransferasa.

SEQ ID NO:20

BAR1_Nat

Una secuencia polinucleotidica de un polinucleétido nativo aislado a
partir de Streptomyces que codifica la fosfinotricina acetiltransferasa.

SEQ ID NO:21

BAR1_AT

Una secuencia polinucleotidica de un polinucleétido artificial que
codifica la fosfinotricina acetiltransferasa utilizando la tabla de
utilizacion de codones de Arabidopsis.

SEQ ID NO:22

BAR1_ZM

Una secuencia polinucleotidica de un polinucleétido artificial que
codifica la fosfinotricina acetiltransferasa utilizando la tabla de
utilizacion de codones de Zea mays.

SEQ ID NO:23

CP4EPSPS_Syn

Una secuencia polinucleotidica de un polinucleétido artificial con sesgo
de codones de dicotiledéneas.

SEQ ID NO:24

CP4EPSPS_AT pf

Una molécula de cebador de ADN de diagndstico para el polinucleétido
CP4EPSPS_AT.

SEQ ID NO:25

CP4EPSPS_AT p2

Una molécula de cebador de ADN de diagnéstico para el polinucleétido
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CP4EPSPS_AT.

SEQ ID NO:26 CP4EPSPS_ZM_p1 Una molécula de cebador de ADN de diagndstico para el polinucleétido
CP4EPSPS_ZM.

SEQ ID NO:27 CP4EPSPS_ZM_p2 Una molécula de cebador de ADN de diagndstico para el polinucleétido
CP4EPSPS_ZM.

SEQ ID NO:28 CP4EPSPS_Nat_p1 Una molécula de cebador de ADN de diagndstico para el polinucleétido
CP4EPSPS_Nat.

SEQ ID NO:29 CP4EPSPS_Nat_p2 Una molécula de cebador de ADN de diagnostico para el polinucleétido
CP4EPSPS_Nat.

SEQ ID NO:30 CP4EPSPS_Syn_p1 Una molécula de cebador de ADN de diagndstico para el polinucleétido
CP4EPSPS_Syn.

SEQ ID NO:31 CP4EPSPS_Syn_p2 Una molécula de cebador de ADN de diagnostico para el polinucleétido
CP4EPSPS_Syn.

SEQ ID NO:32 | ZmAdh1 cebador 1 Cebador control 1 de diagnostico para el gen Adh1 de maiz endégeno.

SEQ ID NO:33 | ZmAdh1 cebador 2 Cebador control 2 de diagnostico para el gen Adh1 de maiz endégeno.

SEQ ID NO:34 GNAGIMKS Motivo que proporciona resistencia al glifosato a una planta EPSPS.

SEQ ID NO:35 CTPEPSPSCP4_GM | Una secuencia polinucleotidica de un polinucledtido artificial que
codifica la proteina CP4EPSPS utilizando la tabla de utilizacion de
codones de Glicina max.

Sumario de la invenciéon

La presente invencion proporciona una célula vegetal, una planta o su progenie tolerante al glifosato, que
comprende al menos dos polinucleétidos, en la que dichos al menos dos polinucleétidos codifican polipéptidos de
EPSPS que son al menos 98% idénticos, siendo al menos uno de dichos al menos dos polinucleétidos un transgén
que comprende SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:17, SEQ
ID NO:18 o SEQ ID NO:35, y dichos al menos dos polinucledtidos son sustancialmente divergentes y son menos
del 85% similares en sus secuencias polinucleotidicas. De particular interés son las plantas o su progenie
seleccionadas del grupo que consiste en trigo, maiz, arroz, soja, algodén, patata, canola, césped, arboles
forestales, grano de sorgo, cultivos vegetales, plantas ornamentales, cultivos de forraje y cultivos frutales.

La presente invenciéon proporciona también un procedimiento para seleccionar células vegetales, plantas o su
progenie tolerantes al glifosato, segun se definié anteriormente en la presente, que comprende las etapas de:

(a) transformar una célula vegetal con una construccion de ADN que comprende: una molécula de promotor que
opera en plantas, unida operablemente a una molécula polinucleotidica artificial seleccionada de SEQ ID NO:3,
SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18 y SEQ ID NO:35; y

(b) cultivar dicha célula vegetal en un medio selectivo que contiene glifosato para destruir selectivamente las
células que no han sido transformadas con dicha construccion de ADN; y

(c) regenerar dicha célula vegetal en una planta fértil.

Descripcion detallada de la invenciéon

Se proporcionan las siguientes definiciones para definir con mas precision la presente invencién y para guiar a los
expertos en la técnica en la practica de la presente invencion. A menos que se indique lo contrario, los términos y
las expresiones deben entenderse segun la utilizacion convencional por parte de los expertos en la técnica
pertinente. Las definiciones de los términos y las expresiones habituales en la biologia molecular también pueden
encontrarse en Rieger et al., Glossary of Genetics: Classical and Molecular, 5% edicion, Springer-Verlag, Nueva
York, (1991); y Lewin, Genes V, Oxford University Press, Nueva York, (1994). Se emplea la nomenclatura para las
bases de ADN como se indica en 37 CFR § 1.822. Se utiliza la nomenclatura convencional de una letra y de tres
letras para los restos aminoacidos.
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"Sustituciones de aminoacidos" y "variantes de aminoacidos" son preferiblemente sustituciones de un Unico resto
aminoacido por otro resto aminoacido en cualquier posicion dentro de la proteina. Las sustituciones, deleciones,
inserciones o cualquiera de sus combinaciones pueden combinarse para lograr una construccion final.

Un "polinucledtido artificial", tal como se emplea en la presente invencion, es una secuencia de ADN disefiada
segun los procedimientos de la presente invencion y creada como una molécula de ADN aislada para su uso en
una construccién de ADN que proporciona la expresion de una proteina en células hospedantes, y para el objetivo
de la clonacién en construcciones apropiadas u otros usos conocidos por los expertos en la técnica. Para estos
fines estan disponibles programas informaticos que incluyen, pero no se limitan a los programas "BestFit" o "Gap"
de Sequence Analysis Software Package, Genetics Computer Group (GCG), Inc., University of Wisconsin
Biotechnology Center, Madison, WI 53711. El polinucleétido artificial puede crearse mediante uno o mas
procedimientos conocidos en la técnica que incluyen, pero no se limitan a PCR de solapamiento. Un polinucleétido
artificial es sustancialmente divergente de otros polinucleétidos que codifican la proteina idéntica o casi idéntica.

El término "quimérico" se refiere a una secuencia de acido nucleico o proteina de fusién. Una secuencia
codificadora de acido nucleico quimérica esta formada por dos o mas secuencias unidas dentro de marco que
codifican una proteina quimérica. Un gen quimérico se refiere a los multiples elementos genéticos derivados de
fuentes heterélogas que comprenden un gen.

Las expresiones "secuencia codificadora”, "marco de lectura abierto" y "secuencia estructural" se refieren a la
region de ftripletes de acidos nucleicos secuenciales continuos que codifican una proteina, un polipéptido, o una
secuencia peptidica.

Un "codon” se refiere a una secuencia de tres nucleétidos que especifica un aminoacido concreto.

La "utilizacion de codones" o "sesgo de codones" se refieren a la frecuencia de uso de codones que codifican
aminoacidos en las secuencias codificadoras de organismos.

"Complementariedad" y "complemento”, cuando se refieren a secuencias de acidos nucleicos, se refieren a la union
especifica de adenina a timina (uracilo en el ARN), y de citosina a guanina en las hebras opuestas del ADN o ARN.

Una "construccion” se refiere a los elementos genéticos heterdlogos unidos operablemente entre si que forman una
molécula de ADN recombinante, y pueden comprender elementos que proporcionan la expresion de una molécula
polinucleotidica de ADN en una célula hospedante, y elementos que proporcionan el mantenimiento de la
construccion. La "region C-terminal" se refiere a la region de un péptido, un polipéptido o una cadena proteica
desde la mitad hasta el extremo que porta el aminoacido que tiene un grupo carboxilo libre.

El término "divergente", tal como se emplea en la presente, se refiere a la comparacion de moléculas
polinucleotidicas que codifican la misma proteina o polipéptido o casi la misma proteina o polipéptido. Las cuatro
letras del cédigo genético (A, G, C y T/U) comprenden codones de tres letras que dirigen a las molécuals de ARNt
para que ensamblen aminoacidos para formar un polipéptido a partir de un molde de ARNm. Cuando existe mas
de un codén que puede codificar el mismo aminoacidos, esto se denomina degeneracion. Los codones
degenerados se emplean para construir moléculas polinucleotidicas sustancialmente divergentes que codifican el
mismo polipéptido, en las que estas moléculas tienen una secuencia de nucledtidos en su longitud completa en
que son menos del 85% idénticas, y no existen tramos de secuencia polinucleotidica mayores que 23 nucledtidos
que sean idénticos.

La expresion "ADN codificante" se refiere a polinucleétidos de ADN cromosémico, ADN plasmidico, ADNc, o ADN
artificial que codifican cualquiera de las proteinas analizadas en el presente.

El término "enddgeno" se refiere a materiales originados desde el interior de un organismo o una célula. Una
"endonucleasa" se refiere a una enzima que hidroliza el ADN bicatenario en emplazamientos internos. "Exdgeno”
se refiere a materiales originados desde el exterior de un organismo o una célula. Esto generalmente se aplica a
moléculas de acidos nucleicos utilizadas para producir plantas y células hospedantes transformadas o
transgénicas.

Un "exén" se refiere a la porcion de un gen que realmente es traducido a una proteina, es decir, una secuencia
codificadora.

El término "expresion" se refiere a la transcripciéon o la traduccion de un polinucleétido para producir un
correspondiente producto génico, una ARN o una proteina.

Un "fragmento” de un gen es una porcion de una molécula de acido polinucleotidico de longitud completa que tiene
al menos una longitud minima capaz de transcribirse en un ARN, de traducirse en un péptido, o que es util como
sonda o cebador en un procedimiento de deteccién de ADN.
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El término "gen" se refiere a un polinucledtido de ADN cromosoémico, ADN plasmidico, ADNc, ADN artificial u otro
ADN que codifica un péptido, un polipéptido, una proteina o una molécula de ARN, y los elementos genéticos que
flanquean la secuencia codificadora que estan implicados en la regulacion de la expresion.

El término "genoma", segun se aplica a virus, incluye todas las secuencias de acidos nucleicos contenidas dentre
de la capsida del virus. El término "genoma", seguin se aplica a bacterias, incluye el cromosoma y los plasmidos
dentro de una célula hospedante bacteriana. Por tanto, los acidos nucleicos codificantes de la presente invencién
introducidos en células hospedantes bacterianas puede estar cromosémicamente integrados o localizados en
plasmidos. El término "genoma", segun se aplica a células vegetales, incluye no solo el ADN cromosémico que se
encuentra dentro del nucleo, sino también el ADN de organulos que se encuentra dentro de componentes
subcelulares de la célula. Por tanto, los acidos nucleicos de la presente invencion introducidos en células vegetales
puede estar cromosémicamente integrados o localizados en organulos.

El "glifosato" se refiere a la N-fosfonometilglicina y sus sales. El glifosato es el ingrediente activo del herbicida
Roundup® (Monsanto Co.). El tratamiento de plantas con "glifosato" se refiere a tratamientos con la formulacion
herbicida Roundup® o Roundup Ultra®, a menos que se indique lo contrario. El glifosato, N-fosfonometilglicina y
sus sales (no como el herbicida Roundup® formulado), es el componente de medios de cultivo sintéticos utilizados
para la seleccion de tolerancia de plantas y bacterias al glifosato, o se emplea para determinar la resistencia a
enzimas en ensayos bioquimicos in vitro.

Una secuencia de "ADN heterdlogo" se refiere a una secuencia polinucledtidica que se origina a partir de una
fuente o una especie extrafa, o si procede de la misma fuente, esta modificada con respecto a su forma original.

Un "ADN homdlogo" se refiere a ADN de la misma fuente que la de la planta receptora.

La "hibridacion" se refiere a la capacidad de una hebra de un acido nucleico para unirse con una hebra
complementaria a través del apareamiento de bases. La hibridacion se produce cuando las secuencias
complementarias en dos hebras de acidos nucleicos se unen entre si. Las sondas y los cebadores de acidos
nucleicos de la presente invencién se hibridan bajo condiciones rigurosas a una secuencia de ADN diana. Puede
utilizarse cualquier procedimiento de hibridacion o de amplificacién de acidos nucleicos convencional para
identificar la presencia de ADN que surge de un acontecimiento transgénico en una muestra. Las moléculas de
acidos nucleicos o sus fragmentos son capaces de hibridarse especificamente con otras moléculas de acidos
nucleicos bajo ciertas circunstancias. Tal como se emplea en la presente, se dice que dos moléculas de acidos
nucleicos son capaces de hibridarse especificamente entre si si las dos moléculas son capaces de formar una
estructura de acido nucleico bicatenaria antiparalela. Se dice que una molécula de &acido nucleico es el
"complemento"” de otra molécula de acido nucleico si muestran complementariedad completa. Tal como se emplea
en la presente, se dice que las moléculas muestran " complementariedad completa" cuando cada nucledtido de
una de las moléculas es complementario con un nucledtido de la otra. Se dice que dos moléculas son
"minimamente complementarias" si puede hibridarse entre si con la suficiente estabilidad para permitir que
permanezcan asociadas entre si al menos bajo condiciones convencionales de "baja rigurosidad". De forma
similar, se dice que las moléculas son "complementarias" si pueden hibridarse entre si con la suficiente estabilidad
como para permitir que permanezcan asociadas entre si bajo condiciones convencionales de "alta rigurosidad".
Las condiciones de rigurosidad convencionales se describen en Sambrook et al., 1989, y en Haymes et al., en:
Nucleic Acid Hybridization, A Practical Approach, IRL Press, Washington, DC (1985). Por tanto, son permisibles
desviaciones de la complementariedad completa, con la condicién de que dichas desviaciones no impidan
completamente la capacidad de la molécula para formar una estructura bicatenaria. Para que una molécula de
acido nucleico pueda actuar como sonda o cebador, sélo debe ser suficientemente complementaria en su
secuencia como para ser capaz de formar una estructura bicatenaria estable con el disolvente y las
concentraciones salinas concretos utilizados.

Tal como se emplea en la presente, una secuencia sustancialmente homologa es una secuencia de acido nucleico
que se hibrida especificamente con el complemento de la secuencia de acido nucleico con el que se esta
comparando bajo condiciones de alta rigurosidad. La expresion "condiciones rigurosas" se define desde el punto de
vista funcional con respecto a la hibridacién de una sonda de acido nucleico con un acido nucleico diana (es decir,
con una secuencia de acido nucleico concreta de interés) mediante el procedimiento de hibridacion especifica
analizado en Sambrook et al., 1989, en 9.52-9.55. Véase también, Sambrook et al., 1989, en 9.47-9.52, 9.56-9.58;
Kanehisa (Nucl. Acids Res., 12:203-213, 1984); y Wetmur y Davidson (J. Mol. Biol., 31:349-370, 1988). Por
consiguiente, las secuencias de nucleétidos puede utilizarse por su capacidad para formar selectivamente
moléculas de duplex con tramos complementarios de fragmentos de ADN. Dependiendo de la aplicacion prevista,
se puede desear emplear condiciones variables de hibridacion para lograr grados variables de selectividad de la
sonda por la secuencia diana. Para aplicaciones que requieren una alta selectividad, generalmente se desean
emplar condiciones relativamente rigurosas para formar los hibridos, por ejemplo, se seleccionaran condiciones de
contenido en sal relativamente bajo y/o de temperatura alta, tales como las proporcionadas por NaCl
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aproximadamente 0,02 M a aproximadamente 0,15 M a unas temperaturas de aproximadamente 50 °C a
aproximadamente 70 °C. Unas condiciones rigurosas, por ejemplo, son lavar el filtro de hibridacion al menos dos
veces con tampoén de lavado de alta rigurosidad (0,2x SSC, SDS al 0,1%, 65 °C). Las condiciones de rigurosidad
apropiadas que estimulan la hibridacion del ADN, por ejemplo, 6,0x cloruro de sodio/citrato de sodio (SSC) a
aproximadamente 45 °C, seguido de un lavado de 2,0x SSC a 50 °C, son conocidas por los expertos en la técnica,
o pueden encontrarse en Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, N.Y. (1989), 6.3.1-6.3.6. Por
ejemplo, la concentracion salina en la etapa de lavado puede seleccionarse de una baja rigurosidad de
aproximadamente 2,0x SSC a 50 °C, hasta una alta rigurosidad de aproximadamente 0,2x SSC a 50 °C. Ademas,
la temperatura en la etapa de lavado puede aumentar desde una condiciones de baja rigurosidad a temperatura
ambiente, aproximadamente 22 °C, a una condiciones de alta rigurosidad a aproximadamente 65 °C. Tanto la
temperatura como las sales pueden variar, o la temperatura o la concentraciéon salina puede mantenerse constante
mientras que se cambia la otra variable. Estas condiciones selectivas toleran poca, o ninguna, divergencia entre la
sonda y el molde o hebra diana. La deteccién de secuencias de ADN mediante hibridacién es muy conocida por los
expertos en la técnica, y las indicaciones de las patentes de EEUU n.° 4.965.188 y 5.176.995 son ejemplares de
los procedimientos de analisis de hibridacién.

"Coincidencia" se refiere al grano de similitud entre dos secuencias de proteinas o de acido polinucleotidicos. Se
realiza un alineamiento de las dos secuencias mediante un programa informatico adecuado. Un programa
informatico aceptado muy utilizado para realizar alineamientos de secuencias es CLUSTALW v1.6 (Thompson, et
al., Nucl. Acids Res., 22: 4673-4680, 1994). El numero de bases o aminoacidos apareados se divide entre el
numero total de bases o aminoacidos, y se multiplica por 100 para obtener un porcentaje de coincidencia. Por
ejemplo, si dos secuencias de 580 pares de bases tienen 145 bases desapareadas, seran 25% idénticas. Si las dos
secuencias comparadas tienen diferente longitud, el nimero de apareamientos se divide entre la longitud mas
corta de las dos. Por ejemplo, si hay 100 aminoacidos apareados entre una proteina de 200 y de 400 aminoacidos,
estas son 50% idénticas con respecto a la secuencia mas corta. Si la secuencia mas corta tiene una longitud
menor que 150 bases o 50 aminoacidos, el numero de apareamientos se divide entre 150 (para las bases del acido
nucleico) o 50 (para aminoacidos) y se multiplica por 100 para obtener un porcentaje de coincidencia.

Tal como se describe en la presente, una proteina puede ser "sustancialmente idéntica" a proteinas relacionadas.
Estas proteinas con coincidencia sustancial en general comprenden al menos una secuencia polipeptidica que
tiene al menos 98% de coincidencia de secuencia, comparada con otras secuencias polipeptidicas relacionadas. El
programa Gap del paquete WISCONSIN PACKAGE, version 10.0-UNIX de Genetics Computer Group, Inc. se basa
en el procedimiento de Needleman y Wunsch (J. Mol. Biol., 48:443-453, 1970) utilizando el conjunto de parametros
por defecto para la comparacion apareada (para la comparacion de secuencias de aminoacidos: penalizacion de
creacion de huecos = 8, penalizacion de extension de huecos = 20); o utilizando el programa TBLASTN en el
paquete informatico BLAST 2.2.1 (Altschul et al, Nucleic Acids Res., 25:3389-3402), utilizando la matriz
BLOSUM®62 (Henikoff y Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 89:10915-10919, 1992) y el conjunto de parametros
por defecto para la comparacion apareada (coste de creacion de huecos = 11, coste de extensiéon de huecos = 1).
En BLAST, el valor de E, o valor de esperanza, representa el nimero de alineamientos diferentes con unas
puntuaciones equivalentes o mejores que la puntuacion de alineamiento bruta, S, que se espera que aparezca por
azar en la busqueda en las bases de datos. cuanto menor sea el valor de E, mas significativo sera el
apareamiento. Debido a que el tamario de la base de datos es un elemento en el calculo del valor de E, los valores
de E obtenidos mediante la utilizacion de BLAST ("BLASTing") frente a bases de datos publicas, tales como
GenBank, en general han sufrido un aumento a lo largo del tiempo para cualquier apareamiento problema/entrada.
El porcentaje de coincidencia se refiere al porcentaje de restos aminoacidos idénticamente apareados que existen
a lo largo de la longitud de la porcién de las secuencias que es alineada por el algoritmo BLAST.

Un "intron" se refiere a una porcién de un gen que no es traducido a una proteina, aunque se transcriba a ARN.

Una secuencia de acido nucleico "aislada" esta sustancialmente separada o purificada de otras secuencias de
acidos nucleicos con las que el acido nucleico normalmente esta asociado en la célula del organsimo en el que el
aparece el acido nucleico de forma natural, es decir, otro ADN cromosémico o extracromosémico. El término
incluye los acidos nucleicos que se purifican de modo bioquimico para eliminar sustancialmente los acidos
nucleicos contaminantes y otros componentes celulares. El término también incluye acidos nucleicos
recombinantes y acidos nucleicos sintetizados de modo quimico.

Polipéptidos "aislados", "purificados" y "homogéneos": Un polipéptido esta "aislado" si se ha separado de los
componentes celulares (acidos nucleicos, lipidos, carbohidratos y otros polipéptidos) que le acomparfian en la
naturaleza, o se ha sintetizado de modo quimico o es recombinante. Un polipéptido monomérico esta aislado
cuando al menos 60% en peso de una muestra esta compuesta del polipéptido, preferiblemente 90% o mas, mas
preferiblemente 95% o mas, y lo mas preferiblemente mas del 99%. La pureza o homogeneidad de la proteina se
determina, por ejemplo, mediante una electroforesis en gel de poliacrilamida de una muestra de proteina, seguido
de la visualizacion de una Unica banda de polipéptido tras tefiir el gel de poliacrilamida; una cromatografia liquida
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de alta presion; u otros procedimientos convencionales. Las proteinas pueden purificarse mediante cualquier medio
conocido en la técnica, por ejemplo, segun se describe en Guide to Protein Purification, ed. Deutscher, Meth.
Enzymol., 185, Academic Press, San Diego, 1990; y Scopes, Protein Purification: Principles and Practice, Springer
Verlag, Nueva York, 1982.

"Marcaje" o "marcado": Existe una diversidad de procedimientos y reactivos convencionales para marcar
polinucleotidos y polipéptidos y sus fragmentos. Los marcadores tipicos incluyen is6topos radiactivos, ligandos y
receptores de ligandos, fluréforos, agente quimioluminiscentes, y enzimas. Los procedimientos para marcar y las
indicaciones para la eleccién de marcadores apropiados para diversos fines se analizan, por ejemplo, en
Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press (1989); y Current Protocols in
Molecular Biology, ed. Ausubel et al., Greene Publishing and Wiley-Interscience, Nueva York (1992).

La expresion "region codificadora de la proteina madura" se refiere a la secuencia de un producto de proteina
procesado, es decir, una EPSP sintasa madura que permanece después de que el péptido de transito del
cloroplasto se ha retirado.

El término "nativo" se refiere, en general, a un polipéptido o un acido polinucleotidico natural ("de tipo salvaje"). Sin
embargo, en el contexto de la presente invencion, pueden haberse producido algunas modificaciones de un
polipéptido o un polinucleétido aislado para proporcionar un polipéptido con un fenotipo concreto, por ejemplo, la
sustitucion de aminoacidos en EPSPS sensible al glifosato proporciona una EPSPS resistente al glifosato. Para
fines comparativos en la presente invencion, el polinucleétido aislado que contiene unos pocos nucleétidos
sustituidos para proporcionar una modificacién de aminoacidos para la tolerancia a herbiciads se denomina el
polinucleétido "nativo" cuando se compara con el polinucledtido sustancialmente divergente.

Sin embargo, el polinucledtido "nativo" modificado de esta manera no es nativo con respecto a los elementos
genéticos que normalmente se encuentran unidos a un polinucleétido sin modificar natural.

La "region N-terminal" se refiere a una region de una cadena de un péptido, un polipéptido, o una proteina desde el
aminoacido que tiene un grupo amino libre hasta la mitad de la cadena.

Un "acido nucleico" se refiere al acido desoxirribonucleico (ADN) o al acido ribonucleico (ARN).

Cadigos de los acidos nucleicos: A = adenosina; C = citosina; G = guanosina; T = timidina. Cddigos utilizados para
la sintesis de oligonucleétidos: N = A, C, G y T equimolares; | = desoxiinosina; K= Gy T equimolares; R=Ay G
equimolares; S = C y G equimolares; W = Ay T equimolares; Y = C y T equimolares.

Un "segmento de acido nucleico" o un "segmento de una molécula de acido nucleico" es una molécula de acido
nucleico que se ha aislado para que esté libre del ADN gendmico total de una especie concreta, o que se ha
sintetizado. Se incluyen dentro de la expresion "segmento de acido nucleico" los segmentos de ADN, vectores
recombinantes, plasmidos, césmidos, fagmidos, fagos, virus, etc.

"Variantes de secuencia de nucledtidos": Utilizando procedimientos muy conocidos, los expertos en la técnica
pueden producir con facilidad variantes de secuencia de nucleétidos y de aminoacidos de genes y proteinas,
respectivamente. Por ejemplo, las moléculas de ADN "variantes" son moléculas de ADN que contienen cambios en
la secuencia de un gen EPSPS, es decir, cambios que incluyen que uno o mas nucleétidos de la secuencia del gen
EPSPS estan delecionados, afiadidos y/o sustituidos, de modo que el gen EPSPS variante codifica una proteina
que mantiene la actividad EPSPS. Las moléculas de ADN variantes pueden producirse, por ejemplo, mediante
técnicas de mutagénesis de ADN convencionales, o sintetizando quimicamente la molécula de ADN variante o su
porcion. Los procedimientos para la sintesis quimicas de acidos nucleicos se analizan, por ejemplo, en Beaucage
et al., Tetra. Letts., 22:1859-1862 (1981); y Matteucci et al., J. Am. Chem. Soc., 103:3185 (1981). La sintesis
quimica de acidos nucleicos puede realizarse, por ejemplo, en sintetizadores de oligonucledtidos automaticos.
Estos variantes preferiblemente no cambian el marco de lectura de la region que codifica la proteina del acido
nucleico, y preferiblemente codifican una proteina que no tiene cambios, o sélo una pequefia reduccion.

Un "marco de lectura abierto (ORF)" se refiere a una region del ADN o ARN que codifica un péptido, un polipéptido,
0 una proteina.

"Unido operablemente™: Una primera secuencia de acido nucleico esta unida "operablemente" con una segunda
secuencia de acido nucleico cuando la primera secuencia de acido nucleico esta colocada en una relaciéon
funcional con la segunda secuencia de acido nucleico. Por ejemplo, un promotor esta unido operablemente con
una secuencia que codifica una proteina si el promotor lleva a cabo la transcripcién o la expresién de la secuencia
codificadora. En general, las secuencias de ADN unidas operablemente estan contiguas y, cuando es necesario
unir dos regiones codificadoras de proteinas, en un marco de lectura.
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La "sobreexpresion" se refiere a la expresion de un ARN, un polipéptido o una proteina codificados por un ADN
introducido en una célula hospedante, en la que el ARN, el polipéptido o la proteina normalmente no esta presente
en la célula hospedante, o en la que el ARN, el polipéptido o la proteina esta presente en dicha célula hospedante
a un nivel mayor que el que se expresa normalmente a partir del gen endégeno que codifica el ARN, el polipéptido
o la proteina.

El término "planta” incluye cualquier planta superior y su progenie, incluyendo monocotiledéneas (por ejemplo,
maiz, arroz, trigo, cebada), dicotiledéneas (por ejemplo, soja, algoddn, canola, tomate, patata, Arabidopsis,
tabaco), gimnospermas (pinos, abetos, cedros), e incluye partes de plantas, que incluyen las unidades
reproductoras de una planta (por ejemplo, semillas, bulbos, tubérculos, fruto, flor) u otras partes o tejidos a partir
de los cuales pueda reproducirse la planta.

Un "moédulo de expresion en plantas" se refiere a segmentos de ADN quiméricos que comprenden los elementos
reguladores que estan unidos operablemente para proporcionar la expresién de un producto transgénico en
plantas. Un "plasmido" se refiere a un trozo de ADN circular, extracromosémico y autorreplicante. Una "sefal de
poliadenilacion” o "sefial de poliA" se refiere a una secuencia de acido nucleico localizada 3' a la region
codificadora que provoca la adicién de nucledétidos adenilato al extremo 3' del ARNm transcrito a partir de la region
codificadora.

Una "reaccion en cadena de polimerasa (PCR)" se refiere a un procedimiento de amplificacién del ADN que emplea
una técnica enzimatica para crear multiples copias de una secuencia de acido nucleico (amplicon). Las copias de
una molécula de ADN se preparan lanzando una ADN polimerasa entre dos amplimeros. La base de este
procedimiento de amplificacion son multiples ciclos de cambios de temperatura para desnaturalizar, y después
volver a aparear los amplimeros (moléculas de cebador de ADN), seguido de una extensién para sintetizar nuevas
hebras de ADN en la region localizada entre los amplimeros flanqueantes. La amplificacién de acidos nucleicos
puede realizarse mediante cualquiera de los diversos procedimientos de amplificacion de acidos nucleicos
conocidos en la técnica, que incluyen la reaccién en cadena de polimerasa (PCR). En la técnica se conoce una
diversidad de procedimientos de amplificacion y se describen, entre otros textos, en las patentes de EEUU n.°
4.683.195 y 4.683.202, y en PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications, ed. Innis et al., Academic Press,
San Diego, 1990. Se han desarrollado procedimientos de amplificaciéon de PCR para amplificar hasta 22 kb de
ADN genomico y hasta 42 kb de ADN de bacteriéfago (Cheng et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 91:5695-5699,
1994). Estos procedimientos, asi como otros procedimientos conocidos en la técnica de la amplificacién de ADN,
pueden utilizarse en la practica de la presente invencion.

Un polinucledtido se refiere a una longitud de dos o mas moléculas de acido desoxirribonucleico (ADN) y acido
ribonucleico (ARN), que estan conectadas para formar una molécula mas grande.

Fragmentos de polipéptidos: También se describen fragmentos de una proteina que carece de al menos un resto
de una proteina nativa de longitud completa, pero que mantiene sustancialmente la actividad de la proteina.

El término "promotor" y la expresion "region promotora" se refieren a una molécula de acido polinucleotidico que
actia como un elemento regulador, que se encuentra habitualmente cadena arriba (5') a una secuencia
codificadora, que controla la expresion de la secuencia codificadora mediante el control de la producciéon de ARN
mensajero (ARNm) proporcionando el sitio de reconocimiento para la ARN polimerasa y/o otros factores
necesarios para el inicio de la transcripcion en el sitio correcto. Tal como se contempla en la presente, un promotor
0 una region promotora incluye variaciones de promotores derivadas mediante el acoplamiento a diversas
secuencias reguladoras, mutagénesis aleatoria o controlada, y la adicion o la duplicacion de secuencias
potenciadoras. La region promotora descrita en la presente, y sus equivalentes biolégicamente funcionales, es la
responsable de dirigir la transcripcion de las secuencias codificadoras bajo su control cuando se introducen en un
hospedante como parte de un vector recombinante adecuado, segun se demuestra por su capacidad para producir
ARNm.

Un acido nucleico "recombinante” se prepara mediante una combinacion de dos segmentos de secuencia que
estan separados, por ejemplo, mediante una sintesis quimica o mediante la manipulacion de segmentos aislados
de acidos nucleicos mediante técnicas de ingenieria genética.

La expresion "construccion de ADN recombinante” o "vector recombinante” se refiere a cualquier agente, tal como
un plasmido, cosmido, virus, secuencia de replicacién autdbnoma, fago, o secuencia nucleotidica de ADN o ARN
monocatenaria o bicatenaria lineal o circular, derivada de cualquier fuente, capaz de una integracion genémica o
una replicacion auténoma, que comprende una molécula de ADN a la que una o mas secuencias de ADN se han
unido de una manera funcionalmente operativa. Estos vectores o construcciones de ADN recombinante son
capaces de introducir una regién promotora o secuencia reguladora 5' y una secuencia de ADN para un producto
génico seleccionado en una célula de tal manera que la secuencia de ADN se transcribe en un ARNm funcional
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que se traduce y, por tanto, se expresa. Puede construirse vectores recombinantes o construcciones de ADN
recombinante para que sean capaces de expresar ARN antisentido, para inhibir la traduccién de un ARN de interés
especifico.

La "regeneracion” se refiere al procedimiento de cultivar una planta a partir de una célula vegetal (por ejemplo, un
explante o un protoplasto vegetal).

"Indicador" se refiere a un gen y al correspondiente producto génico que, cuando se expresa en organismos
transgénicos, produce un producto detectable por procedimientos quimicos o moleculares, o produce un fenotipo
observable.

"Resistencia" se refiere a una enzima que es capaz de actuar en presencia de una toxina, por ejemplo, EPSP
sintasas de clase |l resistentes al glifosato. Una enzima que presenta resistencia a una toxina puede tener la
funcién de desintoxicar la toxina, por ejemplo, la fosfinotricina acetiliransferasa, glifosato oxidorrreductasa, o puede
ser una enzima mutante que tiene actividad catalitica que no se ve afectada por un herbicida que altera la misma
actividad en la enzima de tipo salvaje, por ejemplo, acetolactato sintasa, EPSP sintasas de clase | mutantes.

Una "enzima de restriccion" se refiere a una enzima que reconoce una secuencia de nucleétidos palindromica
especifica en ADN bicatenario y rompe ambas hebras; también se denomina endonucleasa de restriccion. La
ruptura se produce generalmente dentro del sitio de restriccion.

Un "marcador seleccionable" se refiere a una molécula de acido polinucleotidico que codifica una proteina, que
confiere un fenotipo que facilita la identificacion de células que contienen la molécula de acido polinucleotidico. Los
marcadores seleccionables incluyen los genes que confieren resistencia a antibiéticos (por ejemplo, ampicilina,
kanamicina), complementan una deficiencia nutricional (por ejemplo, uracilo, histidina, leucina), o imparten una
caracteristica visualmente distinguible (por ejemplo, cambios en el color o fluorescencia). Los genes marcadores
seleccionables dominantes Utiles incluyen genes que codifican resistencia a antibiéticos (por ejemplo, neomicina
fosfotransferasa, aad); y resistencia a herbicidas (por ejemplo, fosfinotricina acetiliransferasa, EPSP sintasa de
clase Il, EPSP sintasa de clase | modificada). Una estrategia util para la seleccidon de transformantes para la
resistencia a herbicidas se describe, por ejemplo, en Vasil, Cell Culture and Somatic Cell Genetics of Plants, vols.
I-111, Laboratory Procedures and Their Applications Academic Press, Nueva York (1984).

La expresion "especifico para (una secuencia diana)" indica que una sonda de ADN o un cebador de ADN se
hibrida bajo condiciones de hibridacién concretas solo con la secuencia diana en una muestra que comprende la
secuencia diana.

La expresion "sustancialmente purificado", tal como se emplea en la presente, se refiere a una molécula separada
de otras moléculas con las que normalmente esta asociada en su estado nativo. Mas preferiblemente, una
molécula sustancialmente purificada es la especie predominante presente en una preparacion. Una molécula
sustancialmente purificada puede estar mas del 60% exenta, preferiblemente 75% exenta, mas preferiblemente
90% exenta de las otras moléculas (excluyendo el disolvente) presentes en la mezcla natural. La expresion
"sustancialmente purificado" no pretende incluir moléculas presentes en su estado nativo.

"Tolerante" o "tolerancia" se refiere a un efecto reducido de un agente bidtico o abidtico sobre el crecimiento y el
desarrollo de organismos y plantas, por ejemplo, una plaga o un herbicida.

"Transcripcion” se refiere a un procedimiento para producir una copia de ARN a partir de un molde de ADN.

"Transformacién" se refiere a un procedimiento para introducir una molécula de acido polinucleotidico exégena (por
ejemplo, una construccion de ADN, una molécula de acido polinucleotidico recombinante) en una célula o un
protoplasto, y esta molécula de acido polinucleotidico exdgena se incorpora en un cromosoma o es capaz de
realizar una replicacién auténoma.

"Transformado” o "transgénico" se refiere a una célula, un tejido, un érgano o un organismo en el cual se introduce
un Aacido polinucleotidico extrafio, tal como un vector de ADN o una molécula de &acido polinucleotidico
recombinante. Una célula u organismo "transgénico" o "transformado” también incluye la progenie de la célula u
organismo y la progenie producida a partir de un programa de cultivo que emplee dicha planta "transgénica" como
progenitor en un cruzamiento y que muestre un fenotipo alterado como resultado de la presencia de la molécula de
acido polinucleotidico extrafia.

El término "transgén" se refiere a cualquier molécula de acido polinucleotidico no nativa a una célula u organismo
transformada en la célula u organismo. Un "transgén" también incluye las partes componentes de un gen vegetal
nativo modificado mediante la insercion de una molécula de acido polinucleotidico no nativa mediante la
recombinacién directa o la mutacion especifica de sitio.
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Moléculas de "péptido de transito" o "péptido de transporte dirigido": Estos términos generalmente se refieren a
moléculas peptidicas que, cuando se unen a una proteina de interés, dirigen la proteina hacia un tejido, una célula,
un emplazamiento subcelular o un organulo celular concretos. Los ejemplos incluyen, pero no se limitan a péptidos
de transito del cloroplasto, sefiales de transprote dirigido nuclear, y sefiales vacuolares. El péptido de transito del
cloroplasto tiene una utilidad particular en la presente invencion para dirigir la expresion de la enzima EPSP hacia
el cloroplasto.

El término "traduccién" se refiere a la produccién del correspondiente producto génico, es decir, un péptido, un
polipéptido, o una proteina, a partir de un ARNm.

Un "vector" se refiere a un plasmido, un cédsmido, un bacteriéfago, o un virus que porta ADN extrafio hacia un
organsimo hospedante.

Polinucledtidos

Los procedimientos incluyen disefiar genes que confieren un rasgo de interés a la planta en la que se introducen.
Los transgenes de interés agrondmico que proporcionan rastos agronémicos beneficiosos a plantas cultivadas, por
ejemplo, incluyen, pero no se limitan a elementos genéticos que comprenden resistencia a herbicidas (patente de
EEUU n.° 5.633.435; patente de EEUU n.° 5.463.175), mayor rendimiento (patente de EEUU n.° 5.716.837), control
de insectos (patente de EEUU n.° 6.063.597; patente de EEUU n.° 6.063.756; patente de EEUU n.° 6.093.695;
patente de EEUU n.° 5.942.664; patente de EEUU n.° 6.110.464), resistencia a enfermedades fungicas (patente de
EEUU n.° 5.516.671; patente de EEUU n.° 5.773.696; patente de EEUU n.° 6.121.436; y patente de EEUU n.°
6.316.407; patente de EEUU n.° 6.506.962), resistencia a virus (patente de EEUU n.° 5.304.730; y patente de
EEUU n.° 6.013.864), resistencia a nematodos (patente de EEUU n.° 6.228.992), resistencia a enfermedades
bacterianas (patente de EEUU n.° 5.516.671), produccion de almidén (patente de EEUU n.° 5.750.876; y patente
de EEUU n.° 6.476.295), produccion de aceites modificados (patente de EEUU n.° 6.444.876), mayor produccion
de aceite (patente de EEUU n.° 5.608.149; y patente de EEUU n.° 6.476.295), contenido modificado en acidos
grasos (patente de EEUU n.° 6.537.750), alta produccién de proteinas (patente de EEUU n.° 6.380.466),
maduracion de la fruta (patente de EEUU n.° 5.512.466), potenciacion de la nutricion animal y humana (patente de
EEUU n.° 5.985.605; y patente de EEUU n.° 6.171.640), biopolimeros (patente de EEUU n.° 5.958.745; y
publicacion de patente de EEUU n.° US20030028917), resistencia a estreses ambientales (patente de EEUU n.°
6.072.103), péptidos farmacéuticos (patente de EEUU n.° 6.080.560), mejores rasgos de procesamiento (patente
de EEUU n.° 6.476.295), mejor digestibilidad (patente de EEUU n.° 6.531.648), bajo contenido en rafinosa (patente
de EEUU n.° 6.166.292), produccion de enzimas industriales (patente de EEUU n.° 5.543.576), mejor sabor
(patente de EEUU n.° 6.011.199), fijacion de nitrégeno (patente de EEUU n.° 5.229.114), produccién de semillas
hibridas (patente de EEUU n.° 5.689.041), y produccion de biocombustible (patente de EEUU n.° 5.998.700).

Los herbicidas para los cuales se ha demostrado tolerancia en plantas transgénicas y el procedimiento de la
presente invencion pueden aplicarse incluyen, pero no se limitan a glifosato, glufosinato, sulfonilureas,
imidazolinonas, bromoxinilo, delapon, ciclohezandiona, inhibidores de protoporfiriondgeno oxidasa, y herbicidas de
isoxasflutol. Las moléculas polinucleotidicas implicadas en la tolerancia a herbicidas son conocidas en la técnica e
incluyen, pero no se limitan a una molécula polinucleotidica que codifica la 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa
(EPSPS, descrita en las patentes de EEUU n.° 5.627.061, 5.633.435, 6.040.497; Padgette et al., Herbicide
Resistant Crops, Lewis Publishers, 53-85, 1996; y Penaloza-Vazquez, et al., Plant Cell Reports, 14:482-487, 1995);
y aroA (patente de EEUU n.° 5.094.945) para la tolerancia al glifosato; bromoxinilo nitrilasa (Bxn) para la tolerancia
al bromoxinilo (patente de EEUU n.° 4.810.648); fitoeno desaturasa (crt/, Misawa et al. (1993), Plant J., 4:833-840,
y (1994) Plant J., 6:481-489) para la tolerancia al norflurazén; acetohidroxiacido sintasa (AHAS, aka ALS,
Sathasiivan et al., Nucl. Acids Res., 18:2188-2193, 1990); y el gen bar para la tolerancia al glufosinato y bialafés
(DeBlock, et al., EMBO J., 6:2513-2519, 1987).

La tolerancia a herbicidas es un fenotipo deseable para plantas de cultivo. La N-fosfonometilglicina, también
conocida como glifosato, es un herbicida conocidos que tiene actividad frente a un amplio espectro de especies
vegetales. El glifosato es el ingrediente activo de Roundup® (Monsanto Co.), un herbicida seguro que tienen una
semivida deseablemente corta en el entorno. Cuando se aplica a una superficie vegetal, el glifosato se mueve de
modo sistémico a través de la planta. El glifosato es téxico para las plantas porque inhibe la via del acido
shikimico, que proporciona un precursor para la sintesis de aminoacidos aromaticos. De forma especifica, el
glifosato afecta a la conversion de fosfoenolpiruvato y acido 3-fosfoshikimico al acido 5-enolpiruvil-3-fosfoshikimico
inhibiendo la enzima 5-enolpiruvil-3-fosfoshikimato sintasa (denominada en lo sucesivo en la presente EPSP
sintasa o EPSPS). Para los fines de la presente invencion, el término "glifosato" debe considerarse que incluye
cualquier forma eficaz como herbicida de la N-fosfonometilglicina (incluyendo cualquiera de sus sales) y otras
formas que dan como resultado la produccién del anién glifosato en plantas.

A través de procedimientos de ingenieria genética es posible producir plantas tolerantes al glifosato insertando en
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el genoma de la planta una molécula de ADN que provoca la produccion de mayores niveles de EPSPS de tipo
salvaje (Shah et al., Science, 233:478-481, 1986). También puede conseguirse la tolerancia al glifosato mediante
la expresion de variantes de EPSPS que tienen una menor afinidad por el glifosato y, por tanto, mantienen su
actividad catalitica en presencia de glifosato (patente de EEUU n.° 5.633.435). Las enzimas que degradan el
glifosato en los tejidos vegetales (patente de EEUU n.° 5.463.175) también son capaces de conferir tolerancia
celular al glifosato. Por tanto, estos genes permiten la produccion de cultivos transgénicos que son tolerantes al
glifosato, permitiendo con ello utilizar el glifosato para un control eficaz de las hierbas adventicias con problemas
minimos de dafios para el cultivo. Por ejemplo, la tolerancia al glifosato se ha introducido genéticamente en el
maiz (patente de EEUU n.° 5.554.798, 6.040.497), trigo (Zhou et al., Plant Cell Rep., 15:159-163,1995), soja
(documento WO 9200377) y canola (documento WO 9204449).

Se han aislado variantes de la enzima EPSPS de tipo salvaje que son resistentes al glifosato como resultado de
alteraciones en la secuencia codificadora de aminoacidos de EPSPS (Kishore ef al., Annu. Rev. Biochem., 57:627-
663,1988; Schulz et al., Arch. Microbiol., 137:121-123, 1984; Sost et al., FEBS Lett., 173:238-241, 1984; Kishore et
al., en "Biotechnology for Crop Protection”, ACS Symposium Series n.° 379, eds. Hedlin ef al., 37-48,1988). Estos
variantes generalmente tiene una K; mayor para el glifosato que la enzima EPSPS de tipo salvaje que confiere el
fenotipo de tolerancia al glifosato, pero estos variantes también se caracterizan por una alta K, para PEP que hace
que la enzima sea cinéticamente menos eficaz. Por ejemplo, la K, aparente para PEP y la K; aparente para el
glifosato para la EPSPS nativa de E. coli son 10 uM y 0,5 uM, mientras que para un aislado resistente al glifosato
que tiene una sustitucion de un Unico aminoacido de alanina a glicina en la posicién 96, estos valores son de 220
pM y 4,0 mM, respectivamente. La patente de EEUU n.° 6.040.497 divulga que la mutacion conocida como la
mutacion TIPS (una sustitucion de isoleucina por treonina en la posicion del aminoacido 102, y una sustitucion de
serina por prolina en la posicion del aminoacido 106) comprende dos mutaciones que, cuando se introducen en la
secuencia polipeptidica de EPSPS de Zea mays confieren a la enzima resistencia al glifosato. Las plantas
transgénicas que contienen esta enzima mutante son tolerantes al glifosato. Pueden realizarse mutaciones
idénticas en enzimas EPSPS sensibles al glifosato procedentes de otras fuentes vegetales para crear enzimas
resistencias al glifosato.

Se ha expresado una diversidad de enzimas EPSPS nativas y variantes en plantas transgénicas para conferir
tolerancia al glifosato (Singh, ef al., en "Biosynthesis and Molecular Regulation of Amino Acids in Plants", Amer.
Soc. Plant Phys. Pubs., 1992). Los ejemplos de algunas de estas EPSPS incluyen las descritas y/o aisladas segun
la patente de EEUU n.° 4.940.835, patente de EEUU n.° 4.971.908, patente de EEUU n.° 5.145.783, patente de
EEUU n.° 5.188.642, patente de EEUU n.° 5.310.667, y patente de EEUU n.° 5.312.910. También puede derivarse
de una clase estructuralmente diferenciada de genes EPSPS no homologos, tal como los genes EPSPS de clase
aislados a partir de Agrobacterium sp. cepa CP4, segun se describe en la patente de EEUU n.° 5.633.435, y la
patente de EEUU n.° 5.627.061. Se modifican péptidos de transito del cloroplasto (CTP) para que se unan al N-
terminal de la EPSPS bacteriana para dirigir a las enzimas resistentes al glifosato hacia el cloroplasto de la planta.
En la EPSPS vegetal nativa, las regiones del péptido de transito del cloroplasto estan dentro de la secuencia
codificadora nativa (por ejemplo, CTP2, Klee et al., Mol. Gen. Genet. 210:47-442, 1987). El CTP nativo puede
sustituirse por un CTP heterdlogo durante la construccién de un médulo de expresion en plantas de transgenes.
Muchas proteinas localizadas en los cloroplastos, incluyendo EPSPS, se expresan a partir de genes nucleares en
forma de precursores, y son dirigidas hacia el cloroplasto por un péptido de transito del cloroplasto (CTP) que se
retira durante las etapas de importacion. Los ejemplos de otras proteinas de cloroplastos de este tipo incluyen la
subunidad pequefia (SSU) de la ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa, ferredoxina, ferredoxina oxidorreductasa, la
proteina | y la proteina Il del complejo recolector de luz, y tiorredoxina F. Se ha demostrado in vivo e in vitro que las
proteinas que no son de cloroplastos puede dirigirse a los cloroplastos mediante el uso de fusiones de proteinas
con un CTP, y que una secuencia de CTP es suficiente para dirigir una proteina al cloroplasto. La incorporacion de
un péptido de transito del cloroplasto adecuado, tal como el CTP de EPSPS de Arabidopsis thaliana (Klee et al.,
Mol. Gen. Genet., 210:437-442 (1987)), y el CTP de EPSPS de Petunia hybrida (Della-Cioppa et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 83:6873-6877 (1986)) ha demostrado poder dirigir secuencias de proteinas de EPSPS heterdlogas
a los cloroplastos en plantas transgénicas. La produccion de plantas tolerantes al glifosato mediante la expresion
de una proteina de fusidon que comprende un CTP amino-terminal con una enzima EPSPS resistente al glifosato es
muy conocida por los expertos en la técnica (patente de EEUU n.° 5.627.061, patente de EEUU n.° 5.633.435,
patente de EEUU n.° 5.312.910, documento EP 0218571, documento EP 189707, documento EP 508909, y
documento EP 924299). Los expertos en la técnica reconoceran que puede fabricarse diversas construcciones
quiméricas que emplean la funcionalidad de un CTP concreto para importar enzimas EPSPS resistentes al
glifosato hacia el interior del cloroplasto de la célula vegetal.

Pueden realizarse modificaciones y cambios en la estructura de los polinucleétidos de la invencion y seguir
obteniendo una molécula que codifica una proteina o péptido funcional con caracteristicas deseables. A
continuacién se indica un procedimiento basado en la sustitucion de un codén o codones de un primer
polinucleétido para crear un polinucleétido artificial de segunda generacion equivalente, o incluso mejorado, en el
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que este nuevo polinucledtido artificial es util en los procedimientos de apilamiento de genes transgénicos y para
potenciar la expresion. Se contempla que las sustituciones de codones en el polinucleétido de segunda generacion,
en ciertos casos, produzcan al menos un aminoacido diferente con respecto al primer polinucleétido. La sustitucion
del aminoacido puede proporcionar mejores caracteristicas a la proteina, por ejemplo, una EPSP sintasa resistente
al glifosato, o puede ser un cambio conservado que no afecta sustancialmente a las caracteristicas de la proteina.
El procedimiento proporciona un polinucleétido artificial creado mediante la retrotraduccion de una secuencia
polipeptidica en un polinucledtido empleando una tabla de utilizacién de codones, seguido de las etapas de
potenciar caracteristicas del polipéptido artificial que hacen que sea particularmente Util en plantas transgénicas.

En particular, se contempla que los polipéptidos modificados que codifican proteinas resistentes a herbicidas sean
utiles para al menos uno de lo siguiente: para conferir tolerancia a herbicidas en una planta transformada o
transgénica, para mejorar la expresion de genes de resistencia a herbicidas en plantas, para su uso como
marcadores seleccionables para la introduccion de otros rasgos de interés en una planta, y para evitar la
recombinaciéon con un gen de la planta enddgeno similar o con transgenes existentes, lo cual permite el
apilamiento de genes sin el silenciamiento de genes.

Se sabe que el codigo genético esta degenerado. A continuacion, en la tabla 1 se listan los aminoacidos y su
coddn o codones de ARN.

Tabla 1. Aminoacidos y los codones de ARN que los codifican

Aminoacido Codones

Nombre completo; cddigo de 3 letras; codigo de 1 letra

Alanina; Ala; A GCA GCC GCG GCU
Cisteina; Cys; C UGC UGU

Acido aspartico; Asp; D GAC GAU

Acido glutamico; Glu; E GAA GAG

Fenilalanina; Phe; F UuC Uuu

Glicina; Gly; G G GGA GGC GGG GGU
Histidina; His; H CAC CAU

Isoleucina; lle; | AUA AUC AUU

Lisina; Lys; K AAA AAG

Leucina; Leu; L UUA UUG CUA CUC CUG CuU

Metionina; Met; M

AUG

Asparagina; Asn; N

AAC AAU

Prolina; Pro; P

CCACCCccGceu

Glutamina; GIn; Q

CAA CAG

Arginina; Arg; R

AGA AGG CGA CGC CGG cau

Serina; Ser; S

AGC AGU UCA UCC UCG ucu

Treonina; Thr; T

ACA ACC ACG ACU

Valina; Val; V GUA GUC GUG GUU
Triptéfano; Trp; W UGG
Tirosina; Tyr; Y UAC UAU
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Los codones se describen en términos de bases de ARN, por ejemplo, adenina, uracilo, guanina y citosina. El
ARNm es lo que se transcribe directamente en polipéptidos. Debe entenderse que cuando se disefia un
polinucleétido de ADN para su uso en una construccion, las bases del ADN estaran sustituidas, por ejemplo, timina
en lugar de uracilo.

Resulta deseable proporcionar plantas transgénias que tengan multiples fenotipos mejorados desde el punto de
vista agronomico. A menudo se utiliza la tolerancia a herbicidas como marcador seleccionable para ayudar a la
produccion de plantas transgénicas que puedan poseer otros genes de importancia agronémica. El apilamiento de
los transgenes mediante procedimientos de cultivo tradicionales o mediante retransformacién de una primera
planta transgénica con otro modulo de expresiéon en plantas puede incluir la introduccion de genes o elementos
genéticos que tienen una secuencia de polinucledtidos idéntica o casi idéntica. La progenie que contiene estos
genes apilados puede ser susceptible a la pérdida de expresion génica debido al silenciamiento de genes. El
procedimiento proporciona una molécula polinucleotidica modificada que codifica una proteina resistente a
herbicidas. Las moléculas polinucleotidicas se disefian para que sean suficientemente divergentes en la secuencia
polinucleotidica con respecto a otras moléculas polinucleotidicas que codifican la misma proteina de resistencia a
herbicidas. Entonces, estas moléculas pueden coexistir en la misma célulavegetal sin el problema del
silenciamiento de genes.

La secuencia de polinucledtidos divergente se crea utilizando una tabla de utilizacién de codones construida a
partir de secuencias codificadoras conocidas de diversas especies vegetales. Por ejemplo, pueden emplearse las
tablas de utilizacion de codones para Arabidopsis thaliana, Zea mays y Glycine max en el procedimiento para
disefar los polinucledtidos. Los expertos en la técnica también pueden emplear otras tablas de utilizacion de
codones de otras plantas.

La primera etapa en el procedimiento para disefiar una nueva molécula polinucleotidica artificial que codifica una
proteina de tolerancia a herbicidas es el uso de una tabla de utilizacién de codones para determinar el porcentaje
de utilizacién de codones en una especie vegetal para cada aminoacido de la proteina de tolerancia a herbicidas,
seguido de la sustitucion de al menos uno de cada ocho codones contiguos con un codén diferente seleccionado
de la tabla de utilizacién de codones, y el ajuste del porcentaje de utilizacién de codones para cada aminoacido
codificado por el polinucleétido hasta sustancialmente el mismo porcentaje de utilizaciéon de codones que se
encuentra en la tabla de utilizacion de codones. Otras etapas pueden incluir introducir un codén de fin de la
traduccion en el segundo y tercer marco de lectura abierto de la nueva secuencia polinucleotidica; eliminar algunos
codones de inicio de la traduccion en el segundo y tercer marco de lectura abierto; ajustar la proporcion de GC:AT
local a aproximadamente 2:1 a lo largo de un intervalo de 50 nucleétidos; alterar las sefiales de poliadenilacion
potenciales o los sitios de ruptura de intrones potenciales; eliminar al menos un sitio de enzimas de restriccion de
seis nucledtidos contiguoso mas; y comparar la coincidencia de secuencia del nuevo polinucleétido artificial con un
polinucledtido existente que codifica la misma proteina o una proteina similar, de forma que la coincidencia de
secuencia entre los dos polinucleétidos no sea mayor que 85%.

Puede realizarse una retrotraduccién de una secuencia de proteina a una secuencia de nucleétidos empleando una
tabla de utilizacién de codones, tal como la que se encuentra en Genetics Computer Group (GCG) SeqLab u otros
programas de analisis de ADN conocidos por los expertos en la técnica del analisis de ADN, o segun se
proporciona en las tablas 2, 3 y 4 de la presente invencion. La tabla de utilizacion de codones para Arabidopsis
thaliana (tabla 2), Zea mays (tabla 3) y Glycine max (tabla 4) son ejemplos de tablas que pueden construirse para
especies vegetales. También pueden construirse tablas de utilizacién de codones que representen la utilizacion de
codones de monocotiledéneas o dicotiledoneas.

Tabla 2. Tabla de utilizacién de codones de Arabidopsis thaliana

Aminoécido Codédn Numero /1000 Fraccién
Gly GGG 188335,00 10,18 0,16
Gly GGA 443469,00 23,98 0,37
Gly GGT 409478,00 22,14 0,34
Gly GGC 167099,00 9,03 0,14
Glu GAG 596506,00 32,25 0,48
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Glu GAA 639579,00 34,58 0,52
Asp GAT 683652,00 36,96 0,68
Asp GAC 318211,00 17,20 0,32
Val GTG 320636,00 17,34 0,26
Val GTA 185889,00 10,05 0,15
Val GTT 505487,00 27,33 0,41
Val GTC 235004,00 12,71 0,19
Ala GCG 162272,00 8,77 0,14
Ala GCA 323871,00 17,51 0,27
Ala GCT 521181,00 28,18 0,44
Ala GCC 189049,00 10,22 0,16
Arg AGG 202204,00 10,93 0,20
Arg AGA 348508,00 18,84 0,35
Ser AGT 260896,00 14,11 0,16
Ser AGC 206774,00 11,18 0,13
Lys AAG 605882,00 32,76 0,51
Lys AAA 573121,00 30,99 0,49
Asn AAT 418805,00 22,64 0,52
Asn AAC 385650,00 20,85 0,48
Met ATG 452482,00 24,46 1,00
lle ATA 235528,00 12,73 0,24
lle ATT 404070,00 21,85 0,41
lle ATC 341584,00 18,47 0,35
Thr ACG 140880,00 7,62 0,15
Thr ACA 291436,00 15,76 0,31
Thr ACT 326366,00 17,65 0,34
Thr ACC 190135,00 10,28 0,20
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Trp TGG 231618,00 12,52 1,00
End TGA 19037,00 1,03 0,43
Cys TGT 196601,00 10,63 0,60
Cys TGC 131390,00 7,10 0,40
End TAG 9034,00 0,49 0,20
End TAA 16317,00 0,88 0,37
Tyr TAT 276714,00 14,96 0,52
Tyr TAC 254890,00 13,78 0,48
Leu TTG 389368,00 21,05 0,22
Leu TTA 237547,00 12,84 0,14
Phe TTT 410976,00 22,22 0,52
Phe TTC 380505,00 20,57 0,48
Ser TCG 167804,00 9,07 0,10
Ser TCA 334881,00 18,11 0,20
Ser TCT 461774,00 24,97 0,28
Ser TCC 203174,00 10,99 0,12
Arg CGG 88712,00 4,80 0,09
Arg CGA 115857,00 6,26 0,12
Arg CGT 165276,00 8,94 0,17
Arg CGC 69006,00 3,73 0,07
Gin CAG 280077,00 15,14 0,44
Gin CAA 359922,00 19,46 0,56
His CAT 256758,00 13,88 0,62
His CAC 160485,00 8,68 0,38
Leu CTG 183128,00 9,90 0,11
Leu CTA 184587,00 9,98 0,11
Leu CTT 447606,00 24,20 0,26
Leu CTC 294275,00 15,91 0,17
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Pro CCG 155222,00 8,39 0,17
Pro CCA 298880,00 16,16 0,33
Pro CCT 342406,00 18,51 0,38
Pro CccC 97639,00 5,28 0,11

Tabla 3. Tabla de utilizacion de codones de Zea mays

Aminoécido Codédn Numero /1000 Fraccioén
Gly GGG 8069,00 15,19 0,21
Gly GGA 7100,00 13,37 0,18
Gly GGT 7871,00 14,82 0,20
Gly GGC 15904,00 29,94 0,41
Glu GAG 22129,00 41,67 0,68
Glu GAA 10298,00 19,39 0,32
Asp GAT 11996,00 22,59 0,41
Asp GAC 17045,00 32,09 0,59
Val GTG 13873,00 26,12 0,38
Val GTA 3230,00 6,08 0,09
Val GTT 8261,00 15,55 0,23
Val GTC 11330,00 21,33 0,31
Ala GCG 11778,00 22,18 0,24
Ala GCA 8640,00 16,27 0,18
Ala GCT 11940,00 22,48 0,24
Ala GCC 16768,00 31,57 0,34
Arg AGG 7937,00 14,94 0,27
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Arg AGA 4356,00 8,20 0,15
Ser AGT 3877,00 7,30 0,10
Ser AGC 8653,00 16,29 0,23
Lys AAG 22367,00 42,11 0,74
Lys AAA 7708,00 14,51 0,26
Asn AAT 6997,00 13,17 0,36
Asn AAC 12236,00 23,04 0,64
Met ATG 12841,00 24,18 1,00
lle ATA 3997,00 7,53 0,16
lle ATT 7457,00 14,04 0,31
lle ATC 12925,00 24,34 0,53
Thr ACG 5665,00 10,67 0,22
Thr ACA 5408,00 10,18 0,21
Thr ACT 5774,00 10,87 0,22
Thr ACC 9256,00 17,43 0,35
Trp TGG 6695,00 12,61 1,00
End TGA 591,00 1,11 0,45
Cys TGT 2762,00 5,20 0,30
Cys TGC 6378,00 12,01 0,70
End TAG 411,00 0,77 0,32
End TAA 299,00 0,56 0,23
Tyr TAT 4822,00 9,08 0,31
Tyr TAC 10546,00 19,86 0,69
Leu TTG 6677,00 12,57 0,14
Leu TTA 2784,00 5,24 0,06
Phe TTT 6316,00 11,89 0,32
Phe TTC 13362,00 25,16 0,68

19




ES 2420929 T3

Ser TCG 5556,00 10,46 0,14
Ser TCA 5569,00 10,49 0,15
Ser TCT 6149,00 11,58 0,16
Ser TCC 85689,00 16,17 0,22
Arg CGG 4746,00 8,94 0,16
Arg CGA 2195,00 4,13 0,07
Arg CGT 3113,00 5,86 0,10
Arg CGC 7374,00 13,88 0,25
Gin CAG 13284,00 25,01 0,64
Gin CAA 7632,00 14,37 0,36
His CAT 5003,00 9,42 0,39
His CAC 7669,00 14,44 0,61
Leu CTG 13327,00 25,09 0,28
Leu CTA 3785,00 7,13 0,08
Leu CTT 8238,00 15,51 0,17
Leu CTC 12942,00 24,37 0,27
Pro CCG 8274,00 15,58 0,27
Pro CCA 7845,00 14,77 0,26
Pro CCT 7129,00 13,42 0,23
Pro CccC 7364,00 13,87 0,24

Tabla 4. Tabla de utilizacion de codones de Glycine max

Aminoécido Codédn Numero /1000 Fraccioén
Gly GGG 3097,00 12,82 0,18
Gly GGA 5434,00 22,49 0,32
Gly GGT 5248,00 21,72 0,31
Gly GGC 3339,00 13,82 0,20
Glu GAG 8296,00 34,33 0,50
Glu GAA 8194,00 33,91 0,50
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Asp GAT 7955,00 32,92 0,62
Asp GAC 4931,00 20,40 0,38
Val GTG 5342,00 22,11 0,32
Val GTA 1768,00 7,32 0,11
Val GTT 6455,00 26,71 0,39
Val GTC 2971,00 12,29 0,18
Ala GCG 1470,00 6,08 0,08
Ala GCA 5421,00 22,43 0,31
Ala GCT 6796,00 28,12 0,38
Ala GCC 4042,00 16,73 0,23
Arg AGG 3218,00 13,32 0,28
Arg AGA 3459,00 14,31 0,30
Ser AGT 2935,00 12,15 0,17
Ser AGC 2640,00 10,92 0,15
Lys AAG 9052,00 37,46 0,59
Lys AAA 6370,00 26,36 0,41
Asn AAT 5132,00 21,24 0,48
Asn AAC 55624,00 22,86 0,52
Met ATG 5404,00 22,36 1,00
lle ATA 3086,00 12,77 0,23
lle ATT 6275,00 25,97 0,47
lle ATC 3981,00 16,47 0,30
Thr ACG 1006,00 4,16 0,08
Thr ACA 3601,00 14,90 0,29
Thr ACT 4231,00 17,51 0,34
Thr ACC 3562,00 14,74 0,29
Trp TGG 2866,00 11,86 1,00
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End TGA 221,00 0,91 0,36
Cys TGT 1748,00 7,23 0,49
Cys TGC 1821,00 7,54 0,51
End TAG 143,00 0,59 0,23
End TAA 256,00 1,06 0,41
Tyr TAT 3808,00 15,76 0,51
Tyr TAC 3667,00 15,17 0,49
Leu TTG 5343,00 22,11 0,24
Leu TTA 2030,00 8,40 0,09
Phe TTT 4964,00 20,54 0,49
Phe TTC 5067,00 20,97 0,51
Ser TCG 1107,00 4,58 0,06
Ser TCA 3590,00 14,86 0,21
Ser TCT 4238,00 17,54 0,24
Ser TCC 2949,00 12,20 0,17
Arg CGG 683,00 2,83 0,06
Arg CGA 964,00 3,99 0,08
Arg CGT 1697,00 7,02 0,15
Arg CGC 1538,00 6,36 0,13
Gin CAG 4147,00 17,16 0,46
Gin CAA 4964,00 20,54 0,54
His CAT 3254,00 13,47 0,55
His CAC 2630,00 10,88 0,45
Leu CTG 2900,00 12,00 0,13
Leu CTA 1962,00 8,12 0,09
Leu CTT 5676,00 23,49 0,26
Leu CTC 4053,00 16,77 0,18
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Pro CCG 1022,00 4,23 0,08
Pro CCA 4875,00 20,17 0,37
Pro CCT 4794,00 19,84 0,36
Pro CcC 2445,00 10,12 0,19

Las tablas de utilizacion de codones son muy conocidas en la técnica y pueden encontrarse en bases de datos de
genes, por ejemplo, la base de datos de Genbank. La base de datos de utilizacion de codones es un version en la
red extendida de CUTG (Codon Usage Tabulated from Genbank). La frecuencia de utilizaciéon de codones en cada
organismo puede buscarse en este sitio de la red (Nakamura et al., Nucleic Acids Res., 28:292, 2000). Las etapas
pueden realizarse en cualquier orden o de modo simultaneo. Pueden realizarse cualquiera o todas las etapas en el
disefio de un polinucleoétido artificial. Cada etapa se describe en detalle a continuacion.

Los diferentes codones para un aminoacido deben distribuirse a través del polinucleétido basandose en el
porcentaje aproximado de utilizacion de codones para la especie concreta a partir de una tabla de utilizacion de
codones. Debe evitarse la acumulacién local de codones idénticos. Al menos un coddn es sustituido por cada ocho
codones contiguos para proporcionar una divergencia suficiente de secuencias de polinucleétidos que codifican
proteinas idénticas o similares. Excepto cuando se desee especificamente, por ejemplo, para proporcionar una
enzima tolerante a herbicidas, la proteina codificada permanece sin cambios cuando se sustituye un codén por
otro codon que se traduce en el mismo aminoacido, segun se lista en la tabla 1.

Se realizan correcciones en la proporcion de GC:AT local de un polinucleétido ajustando la proporcion GC:AT local
a aproximadamente la misma proporcién que el polinucledtido de longitud completa, pero no mas de 2x a lo largo
de un intervalo de aproximadamente 50 nucledtidos contiguos de la molécula polinucleotidica. El intervalo de
proporciones GC:AT de un polinucleétido utilizando tablas de utilizacion de codones de plantas dicotiledéneas
deberia ser de aproximadamente 0,9 a aproximadamente 1,3, y para plantas monocotiledéneas de
aproximadamente 1,2 a aproximadamente 1,7. La proporcion GC:AT local puede ser importante para el
mantenimiento de una estructura secundaria apropiada del ARN. Se predice que las regiones que comprenden
muchas bases A+T o bases G+C consecutivas tienen una mayor probabilidad para formar estructuras de horquilla
debido a la autocomplementariedad. Por tanto, la sustitucidon por un codén diferente reduciria la probabilidad de la
formacion de una estructura secundaria autocomplementaria, que se sabe que reduce la transcripcion y/o la
traduccion en algunos organismos. En la mayoria de los casos, los efectos adversos pueden minimizarse
utilizando moléculas polinucleotidicas que no contienen mas de cinco A+T o G+C consecutivas. La longitud
maxima del tramo de GC local (sin nucledtidos AT) no deberia ser mayor que 10 nucledtidos. Por tanto, los
codones que codifican proteinas ricas en Gly, Ala, Arg, Ser y Pro pueden ser sustituidos para evitar acumulaciones
largas de nucleotidos GC. Los codones ricos en GC listados pueden utilizarse en combinaciéon con los codones
ricos en AT para los aminoacidos Lys, Asn, lle, Tyr, Leu, Phe y viceversa para corregir la proporcion GC:AT local.

Puede realizarse una comprobacién de la coincidencia de secuencia utilizando herramientas de alineamiento de
secuencias de nucledtidos, tales como el programa GAP (GCG, Madison, WI) inmediatamente después de una
retrotraduccion para asegurarse de que la secuencia generada tiene el grado apropiado de diversidad de
secuencia. Las secuencias de polinucleétidos contiguas con una longitud mayor que 23 nucleétidos que tengan
100% de coincidencia de secuencia deben eliminarse realizando sustituciones de aminoacidos en estos tramos de
la secuencia.

Los codones de inicio de la traduccion (ATG para ADN, AUG para ARNm) estan presentes en el segundo marco de
lectura (marco "b"), el tercer marco de lectura (marco "c"), y los marcos de lectura inversos (marco "d", "e", "f"). Los
codones de inicio del segundo y tercer marco pueden iniciar la traduccién, aunque con mucha menos eficacia que
el primero. Por tanto, si en el marco "b" o "c" se encuentran uno o dos AUG cerca del extremo 5' de una molécula
de ARNm, resultaria beneficioso eliminarlos de la region del polinucleétido que contiene al menos los primeros tres
codones Met en el marco "a". Ademas, si la secuencia de proteina no tiene mas de un Met en el marco "a",
entonces se eliminaran las mas posibles de los marcos directos "b" o "c". Para realizar esto, por ejemplo, los
codones para los aminoacidos Asp, Asn, Tyr, e His en la proteina de interés, seguidos de cualquiera de los
aminoacidos Gly, Glu, Asp, Val o Ala, pueden ser sustituidos para eliminar un codén de inicio en el segundo
marco. La secuencia GATGGG codifica los aminoacidos Asp-Gly y forma un ATG en el marco de lectura "b".
Cuando la secuencia se modifica a GACGGG, el inicio ATG se elimina y la secuencia sigue codificando Asp-Gly.
Se emplea una estrategia similar para eliminar los codones de inicio en el marco de lectura "c". La combinacién de
un aminoacido seleccionado del grupo de Gly, Glu, Val, Ala, Arg, Lys, lle, Thr, Cys, Tyr, Leu, Ser, His o Pro,
seguido de Trp, puede dar como resultado la formacion de ATG en el tercer marco de lectura del gen. En esta
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situacion, el primer codon puede cambiarse para que tenga un nucleétido distinto de A en la tercera posicion.

La eliminacién de un codén ATG en la hebra de ADN complementaria del gen en marcos alternos ("d", "e" y/o "f")
sin cambiar la secuencia de aminoacidos de la proteina puede lograrse de la misma manera. Esta modificacion
reduce la probabilidad de traducciéon aunque el transgén se integre en un genoma vegetal en una orientacion que
permita la transcripcion del ARNm complementario inverso a partir de un promotor de la planta nativo. La
traduccién a partir de cualquier marco de lectura inverso puede minimizarse mediante la introduccién de un codén
de fin en los tres marcos de lectura inversos segun se describe a continuacion.

La creacién de codones de fin para los tres marcos del ADN complementario puede realizarse como sigue. El
codon Leu (TTAy CTA) y Ser (TCA) produce tres codones de fin diferentes en la hebra complementaria inversa. Si
estos aminoacidos estan presentes en el C-terminal de la proteina de interes, sus codones pueden utilizarse para
generar fines en la hebra complementaria en el marco de lectura "d". Para genera un codoén de fin en el marco de
lectura "e" de la hebra complementaria, deben estar presentes los aminoacidos Ala, Arg, Asn, Asp, Cys, Gly, His,
lle, Leu, Phe, Pro, Ser, Thr, Tyr o Val, seguidos de los aminoacidos GIn, His o Tyr en la proteina de interés. Por
ejemplo, la secuencia polinuclecotidica de GCCCAC que codifica los aminoacidos Ala-His puede modificarse a
GCTCAC. La secuencia complementaria, GTGAGC, ahora tendra un codon de fin TGA que se muestra en cursiva.
Cuando la proteina de interés tiene Ala, lle, Leu, Phe, Pro, Ser, Thr o Val, seguidos de Arg, Asn, lle, Lys, Met, o
Ser, el marco de lectura en la hebra complementaria peude modificarse para que tenga un codén de fin en el
marco de lectura "f* de la hebra complementaria. La secuencia polinucleotidica ATATCT para lle y Ser puede
modificarse a ATCAGT para generar un coddn de fin en la hebra complementaria, tal como se muestra en cursiva,
ACTGAT. La combinacion de codones para Phe, seguidos de cualquiera de los codones para los aminoacidos Asn,
lle, Lys, Met o Thr, siempre generara un codén de fin en el marco de la hebra complementaria "e" o "f".

Para crear un codén de fin en el marco de lectura directo "b", el marco de lectura "a" debe terminar con los
nucledtidos TA o TG. Se buscan en la proteina de interés los aminoacidos lle, Leu, Met o Val, en combinacién con
cualqueira de los siguientes aminoacidos: Ala, Arg, Asn Asp, Glu, Gly, lle, Lys, Met, Ser, Thr o Val. Por ejemplo, si
la secuencia polinucleotidica que codifica los aminoacidos Met-Ser es ATGTCT, entonces puede modificarse a
ATGAGT para producir un codon de fin TGA en el segundo marco de lectura.

Para crear un codoén de fin para el marco de lectura "c", el mardo de lectura "a" debe tener el nucleétido T en
tercera posicion y el siguiente codon debe comenzar con AA, AG o GA. Para encontrar los codones adecuados
para ser modificados, se busca en la proteina de interés cualquiera de los aminoacidos: Ala, Asn, Asp, Arg, Cys,
Gly, His, lle, Leu Phe, Pro, Ser, Thr, Tyr o Val, seguidos de cualquiera de los siguientes aminoacidos: Arg, Asn,
Asp, Glu, Lys o Ser. Por ejemplo, si la secuencia de nucleétidos para los aminoacidos Gly-Glu es GGAGAG, la
secuencia puede modificarse a GGTGAG para crear un codén de fin TGA en el tercer marco de lectura.

Otra modificacién atil en los procedimientos de disefio de polinucledtidos artificiales es eliminar los sitios de
restriccion no deseados y otros patrones de secuencia especificos. Los sitios de restriccion pueden interferir con la
posterior clonacién y manipulacién del gen. Por ejemplo, algunos sitios de restriccion que se emplean
habitualmente en la clonacién de genes incluyen, pero no se limitan a las enzimas de restriccion de tipo Il con 6 o
mas bases no-N listadas en la siguiente tabla 5, que es un extracto de la base de datos de endonucleasas de
restriccion de New England Biolabs, Inc. (Beverly, MA, EEUU). La busqueda de sitios de reconocimiento de
enzimas de restriccién puede realizarse utilizando la aplicacién funcional Map de GDG SeqlLab u otra aplicacién
similar contenida en otros programas de analisis de ADN conocidos por los expertos en la técnica del analisis de
ADN. Las enzimas de restriccion también pueden afadirse a la secuencia para facilitar la clonacion. Por ejemplo,
el sitio de restriccion Clal esta introducido en CP4EPSPS version AT (SEQ ID NO:17) y ZM (SEQ ID NO:18) para
generar secuencias recombinantes mediante intercambio de fragmentos y para facilitar la sintesis génica utilizando
fragmentos de nucledtidos que pueden ensamblarse para formar el gen completo. La secuencia polinucleotidica
del péptido de transito CTP2 (SEQ ID NO:12) esta conectada con CP4EPSPS mediante el sitio de restriccion Sphl
para facilitar la sustitucion de CTP2 con diferentes versiones de nucledtidos de CTP2 (SEQ ID NO:13, SEQ ID
NO:14) o polinucledtidos que codifican diferentes péptidos de transito del cloroplasto. Por ejemplo, en la EPSPS
del arroz, el sitio de restriccion NgaMIV se conserva en aproximadamente la posicion del nucleétido 205 en todas
las versiones artificiales para facilitar el intercambio de la region codificadora del péptido de transito del
cloroplasto. Ademas, para la EPSPS de soja, la secuencia polinucleotidica para el péptido de transito del
cloroplasto esta separada del péptido maduro por el sitio de restriccion para la endonucleasa Sacll.

Se entiende que no es necesaria la modificacion de los sitios de endonucleasas de restriccion, sino que es Util para
la posterior manipulacion de las moléculas de ADN. La tabla 5 proporciona un listado de endonucleasas de
restriccion; las de interés particular estan marcadas con asteriscos. Otros sitios de endonucleasas de restriccion
deseables para la eliminacién o la adiciéon de un polinucleétido artificial seran evidentes para los expertos en la
técnica y no se limitan a los listados en la tabla 5.
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Tabla 5. Secuencias de reconocimiento de enzimas de restriccion

Enzimas Secuencia de reconocimiento | Enzimas Secuencia de reconocimiento
Aatll G_ACGT”C *Bell TAGATC_A
*Accl GT"MK_AC Betl WACCGG_W
Acc65l GA"GTAC_C BfrBlI ATGACAT
Acell G_CTAG"C *Bglll ANGATC_T
Acll AAMCG_TT BloHII CTGCANG
Acyl GRACG_YC Blpl GCATNA_GC
Afel AGCAGCT Bme1580I G_KGCM*C
Aflll CMTTAA_G Bmgl| GKGCCC
*Aflll ANCRYG_T Bpu10l CCATNA_GC
Agel AMCCGG_T Bsal GGTCTCNANNNN_
Ahalll TTTAAAA BsaAl YACAGTR
Apal G_GGCcrC BsaHI GRACG_YC
Apall GATGCA_C BsaWiI WACCGG_ W
Apol RAAATTY Bsbl CAACAC
Ascl GGMCGCG_CC BsePlI G"CGCG_C
Asel ATATA_AT BseSlI G_KGCM*C
AsiSI GCG_AT”CGC Bsil CMACGA G
Asull TTACG_AA BsiEl CG_RY*CG
Aval CAYCGR_G BsiWI CAGTAC_G
Avalll ATGCAT Bsml GAATG_CNA
Avrll CACTAG_G Bsp1286I G_DGCH”*C
Ball TGG"CCA Bsp1407I TAGTAC_A
*RamHI G"GATC_C BspEl TACCGG_A
Banl G"GYRC_C BspGl CTGGAC
Banll G_RGCY*C 3spHI TACATG_A
*Bbel G_GCcaGerC 3spLU11I ANCATG_T
BbvCl CCATCA_GC BspMII TACCGG_A
BsrBlI CCG*CTC Mscl TGG"CCA
BsrDI GCAATG_NNA MspA1l CMG"CKG
BsrFI RACCGG_Y Mstl TGCAGCA
BsrGl TAGTAC_A Nael GCCrGGC
BssHII G"CGCG_C Narl GG CG_CC
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BssSI CMACGA G *Ncol CACATG_G
BstAPI GCAN_NNNANTGC *Ndel CANTA_TG
BstBI TTACG_AA *NgoMIV GM"CCGG_C
BstEIl GM"GTNAC_C *Nhel GMCTAG_C
BstXI CCAN_NNNNANTGG N1i38771 C_YCGR?G
BstYI RAGATC_Y *Notl GCrGGCC_GC
Bstz171 GTAMTAC *Nrul TCG CGA
Bsu36l CCATNA_GG *Nsil A_TGCAMT

Btgl CACRYG_G Nspl R_CATG*Y

Btrl CACAGTC NspBII CMG"CKG

Btsl GCAGTG_NNA *Pacl TTA_ATATAA
Cfrl YAGGCC_R *Pcil ANCATG_T
Cfr10l RACCGG_Y Pf11108I TCGTAG

*C1al ATACG_AT *PfMI CCAN_NNNANTGG
Dral TTTAAAA PmacCl CACAGTG

Drall RG"GNC_CY Pmel GTTTAAAAC
Drdll GAACCA Pm1l CACAGTG

Dsal CACRYG_G Ppu10l AMNTGCA T
Eael YAGGCC_R *PpuMI RGA"GWC_CY
Eagl CrGGCC_G PshAl GACNNANNGTC
Ec1136ll GAG"CTC Psil TTANTAA
Eco47lIl AGCAGCT *PspOMI G"GGCC_C
EcoNI CCTNNAN_NNAGG Pssl RG_GNC”CY
EcoO109I RG"GNC_CY *Pstl C_TGCAG
*EcoRl GMAATT C *Pvul CG_ATACG
*EcoRV GAT?ATC *Pvull CAGCTG

Espl GCATNA_GC Rsrll CG"GWC_CG
*Fsel GG_ccaerce *Sacl G_AGCT”C
*Fspl TGCAGCA *Sacll CC_GCrGG
FspAl RTGCAGCAY *Sall GATCGA_C
Gdill C"GGCC_R SanDlI GG"GWC_CC
Hael WGGACCW Sapl GCTCTTCNANNN_
Haell R_GCGCrY Saul CCATNA_GG
HgiAl G_WGCW~C Sbfl CC_TGCANGG
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HgiCl G"GYRC_C *Scal AGTMACT
Hgidll G_RGCY*C Scil CTC "GAG
*Hincll GTY?RAC Sdul G_DGCH*C
Hindll GTY”RAC SexAl AMCCWGG_T
*Hindlll AMGCT_T Sfcl CMTRYA_G
*Hpal GTTAAAC Sfel CMTRYA_G
Kasl G"GCGC_C Sfil GGCCN_NNNANGGCC
*Kpnl G_GTAC*C Sfol GGCrGCC
Lpnl RGCAGCY Sdfl GCG ATACGC
Mecrl CG_RY*CG SgrAl CRACCGG_YG
Mfel CMAATT_G *Smal CCC GGG
*Mlul AMCGCG_T Smll CTYRA_G
Snal GTATAC

*SnaBl TACAGTA

*Spel ACTAG T

*Sphl G_CATG"C

Spll CAGTAC_G

Srfl GCCCrGGGC

Sse232| CG*"CCGG_CG

Sse8387I CC_TGCANGG

Sse8647I AG"GWC_CT

*Sspl AATAATT

*Stul AGG"CCT

*Styl C'"CWWG_G

*Swal ATTTAAAAT

Tatl WAGTAC_W

UbaMlI TCCNGGA

UbaPI CGAACG

*Vspl ATATA_AT

*Xbal TACTAG_A

*Xhol CMTCGA_G

Xholl RAGATC_Y

*Xmal CACCGG_G

Xmalll CrGGCC_G
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Xmnl GAANNANNTTC

Zral GACMNGTC

Puede realizarse un busqueda de patrén para encontrar secuencias desestabilizantes potenciales y sitios de
polinadenilaciéon, y después alterarlas o elimarlas segun se describe en la patente de EEUU n.° 5.500.365. Ciertos
tramos largos de regiones ricas en AT, por ejemplo, el motivo de secuencia ATTTA (o AUUUA, segun aparece en
el ARN) se han implicado como secuencias desestabilizantes en ARNm de células de mamifero (Shaw y Kamen,
Cell, 46:659-667, 1986). Muchos ARNM de vida corta tienen regiones no traducidas 3' ricas en A+T, y estas
regiones a menudo presentan la secuencia ATTTA, que a veces esta presente en multiples copias o en forma de
multimeros (por ejemplo, ATTTATTA...). Shaw y Kamen demuestran que la transferencia del extremo 3' de un
ARNmM inestable a un ARN estable (globina o VA1) disminuye la semivida del ARN estable de forma acusada.
También demostraron que un pentamero de ATTTA tiene un profundo efecto desestabilizante sobre un mensaje
estable, y que esta sefial puede ejercer su efecto tanto si esta localizada en el extremo 3' como dentro de la
secuencia codificadora. Sin embargo, el nimero de secuencias ATTTA y/o el contexto de la secuencia en que
aparecen también parecen ser importantes para determinar si actian como secuencias desestabilizantes. También
demostraron que un trimero de ATTTA tiene mucho menos efecto que un pentamero sobre la estabilidad del
ARNm, y que un dimero o un monémero no tienen efecto sobre la estabilidad. Notese que los multimeros de
ATTTA, tales como un pentamero, crean automaticamente una region rica en A+T. En otros ARNm inestables, la
secuencia ATTTA puede estar presente sélo en una Unica copia, pero a menudo esta contenida en una region rica
en A+T. Se ha demostrado que una repeticion de 11 pentameros AUUUA se dirige a transcripciones indicadoras
para la degradacion rapida en plantas (Ohme-Takagi et al., Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 90, 11811-11815, 1993). La
secuencia ATTTA puede ser formada por la combinaciéon de codones para los aminoacidos lle (ATT) y Tyr (TAT),
como en ATTTAT. Otro ejemplo pueden ser codones que terminan en AT, como en Asn, Asp, His o Tyr, seguidos
de un codén TTA para Leu (por ejemplo, AATTTA). También el codén para Phe (UUU), cuando se coloca entre
codones que terminan en A y comienzan en A, formara un motivo ATTTA. Para eliminar este motivo normalmente
un unico cambio de un nucledtido es suficiente, como en el ejemplo mostrado: GCATTTAGC cambia a
GCATTCAGC o GCCTTTAGC. Los tres polinucledtidos mostrados codifican Ala-Phe-Arg.

Se han identificado mas secuencias de accién en cis que se dirigen a transcripciones para un recambio rapido en
plantas y en otros sistemas (Abler y Green, Plant Mol. Biol., 32:63-78, 1997). Estas incluyen el elemento DST que
consiste en tres subdominios altamente conservados, separados por dos regiones variables que se encuentran
cadena abajo del coddén de fin de las transcripciones SAUR (Newmaan et al., Plant Cell, 5: 701-714, 1993). La
secuencia conservada DST consiste en GGAG(Ns)CATAGATTG(N7)CATTTTGTAT, en la que los restos altamente
conservados se muestran en cursiva. El segundo y tercer subdominio de los elementos DST contienen restos que
no varian entre los elementos DST, y se denominan ATAGAT y GTA, respectivamente. Ambos subdominios son
necesarios para la funcion DST. Se seleccionan nuevas secuencias polinucleotidicas artificiales para la presencia
de los motivos conservados de los elementos DST GGAG, ATAGATT, CATTT y CATTTTGTAT. Estas secuencias
se eliminan mediante sustituciones de bases de codones que conservan la secuencia de la proteina codificada por
el polinucledtido. Los motivos de secuencia de DST GGAG, ATAGAT, CATTT y GTAT que aparecen en
agrupaciones o patrones similares a la secuencia DST conservada también se eliminan mediante sustituciones de
bases. Las secuencias de polinucleétidos que podrian actuar como sitios de poliadenilacion son eliminadas en el
disefio del nuevo polinucledtido (patente de EEUU n.° 5.500.365). Estas sefiales de poliadenilacion pueden no
actuar como sitios de poliA verdaderos, pero actian como sitios aberrantes que producen ARNm inestables.

La adicién de una cadena de poliadenilato al extremo 3' de un ARNm es comun en la mayoria de los ARNm
eucariotas. Contenidas dentro de esta transcripcion de ARNm hay sefiales para la poliadenilacion y la formacion de
un extremo 3' adecuado. Este procesamiento en el extremo 3' implica la ruptura del ARNm vy la adicién de poliA al
extremo 3' maduro. La busqueda de secuencias consenso cerca del tramo de poliA en ARNm vegetal y animal ha
posibilitado identificar secuencias consenso que aparentemente estan implicadas en la adicién de poliA y la ruptura
del extremo 3'. Las mismas secuencias consenso parecen ser importantes para ambos procedimientos. Estas
sefiales generalmente son una variacion de la secuencia AATAAA. En células animales, se han identificado
algunos variantes de esta secuencia que son funcionales; en células vegetales parece haber una gama extensa de
secuencias funcionales (Dean et al., Nucl Acid Res., 14:2229-2240, 1986; Hunt, Annu Rev. Plant Physiol. Plant
Mol. Biol., 45:47-60, 1994; Rothine, Plant Mol. Biol., 32:43-61, 1996). Todas estas secuencias consenso son
variaciones de AATAA y, por tanto, todas son secuencias ricas en A+T.

Generalmente, para obtener una expresion suficiente de los transgenes modificados en plantas, se modifica la
secuencia codificadora polinucleotidica estructural ("gen estructural") que codifica la proteina de interés, mediante
la eliminacion de las secuencias ATTTA y las sefales de poliadenilacion putativas mediante mutagénesis dirigida
especifica de sitio del ADN que comprende el gen estructural. Se eliminan sustancialmente todas las sefiales de
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poliadenilizacién conocidas y secuencias ATTTA en el polinucleétido modificado, aunque a menudo se observan
unos niveles de expresion potenciados solo con la eliminacion de algunas de las secuencias de sefal de
poliadenilacién identificadas anteriormente. Como alternativa, si se prepara un polinucleétido artificial que codifica
la proteina concreta, los codones se seleccionan para evitar la secuencia ATTTA y las sefiales de poliadenilacion
putativas. Para los fines de la presente invencion, las sefiales de poliadenilacion putativas incluyen, pero no estan
necesariamente limitadas a AATAAA, AATAAT, AACCAA, ATATAA, AATCAA, ATACTA, ATAAAA, ATGAAA,
AAGCAT, ATTAAT, ATACAT, AAAATA, ATTAAA, AATTAA, AATACA y CATAAA.

La secuencia de ADN seleccionada se barre para identificar regiones con mas de cuatro nucleétidos de adenina (A)
o timina (T) consecutivos. Las regiones A+T se barren para detectar sefiales de poliadenilacion de vegetales
potenciales. Aunque la ausencia de cinco o mas nucleétidos A o T consecutivos elimina la mayoria de las sefiales
de poliadenilacién de vegetales, si existen mas de una de las sefales de poliadenilacién secundarias a una
distancia de diez nucledtidos entre si, entonces la secuencia de nucleétidos de esta region se altera para eliminar
estas sefales, manteniendo la secuencia de aminoacidos codificados original.

La siguiente etapa es considerar los aproximadamente 15 o aproximadamente 30 restos nucleétidos que rodean a
la region rica en A+T. Si el contenido en A+T de la region circundante es menor que 80%, la region debe estudiarse
para detectar sefiales de poliadenilacion. La alteracion de la regién basada en las sefiales de poliadenilacion
depende (1) del ndmero de sefiales de poliadenilacion presentes, y (2) de la presencia de una sefal de
poliadenilacion de vegetales importante. Las sefiales de poliadenilacion se retiran mediante sustitucion de bases de
la secuencia del ADN en el contexto de la sustitucion de codones.

Se buscan dos patrones adicionales no identificados en la patente de EEUU n.° 5.500365 y se eliminan en las
realizaciones de la presente invencion. La secuencia AGGTAA y GCAGGT son secuencias consenso para el intron
de los sitios de corte 5' y 3', respectivamente, en plantas monocotiledéneas y plantas dicotiledéneas. Sélo GT en el
sitio de corte 5' y el AG en el sitio de corte 3' son necesarios para que se produzca un apareamiento exacto. Sin
embargo, cuando se realiza una busqueda para estas secuencias consenso, no se permiten desapareamientos en
las bases.

Después de cada etapa se realiza un cartografiado de la secuencia utilizando el programa MAP de GCG para
determinar la localizacion de los marcos de lectura abiertos y para identificar patrones de secuencia que tengan
que modificarse. La etapa final seria realizar un analisis de coincidencia de secuencia utilizando, por ejemplo, el
programa GAP del paquete informatico GCG para determinar el grado de divergencia y porcentaje de coincidencia
de secuencia.

Polipéptidos

En general, la proteina traducida del polinucleétido artificial tendra la misma secuencia de aminoacidos que la
proteina traducida a partir de la region codificadora no modificada. Sin embargo, la sustitucion de codones que
codifican aminoacidos que proporcionan un homologo funcional de la proteina es un aspecto. Por ejemplo, ciertos
aminoacidos pueden ser sustituidos por otros aminoacidos en una estructura de proteina sin una pérdida
apreciable de capacidad de uniéon interactiva con estructuras tales como, por ejemplo, regiones de union al
antigeno de anticuerpos o sitios de uniéon sobre moléculas de sustrato. Puesto que es la capacidad interactiva y la
naturaleza de una proteina lo que definen la actividad bioldgica funcional de la proteina, pueden realizarse ciertas
sustituciones en la secuencia de aminoacidos en una secuencia de proteina y, por supuesto, en su secuencia
codificadora de ADN subyacente, y obtener no obstante una proteina con propiedades similares. Por tanto, los
inventores contemplan que puedan realizarse diversos cambios en las secuencias peptidicas de las composiciones
descritas realizando cambios en la correspondiente secuencia de ADN que codifica los péptidos, en los que los
péptidos no muestren una pérdida apreciable en su utilidad o actividad biolégica.

Otro aspecto comprende a los homadlogos funcionales, que se diferencian en uno o mas aminoacidos de los de un
polipéptido proporcionado en la presente como resultado de una o mas sustituciones conservativas de
aminoacidos. En la técnica se sabe que uno o mas aminoacidos en una secuencia nativa pueden sustituirse por al
menos uno aminoacido distinto cuya carga y polaridad sea similar al del aminoacido nativo, produciendo un
cambio silencioso. Por ejemplo, la valina es un sustituto conservativo para la alanina, y la treonina es un sustituto
conservativo para la serina. Las sustituciones conservativas para un aminoacido dentro de una secuencia
polipeptidica nativa pueden seleccionarse de otros miembros de la clase a la cual pertenece el aminoacido natural.
Los aminoacidos pueden dividirse en los siguientes cuatro grupos: (1) aminoacidos acidos, (2) aminoacidos
basicos, (3) aminoacidos polares neutros, y (4) aminoacidos no polares neutros. Los aminoacidos representativos
dentro de estos grupos incluyen, pero no se limitan a: (1) aminoacidos acidos (cargados negativamente), tales
como acido aspartico y acido glutamico; (2) aminoacidos basicos (cargados positivamente), tales como arginina,
histidina y lisina; (3) aminoacidos polares neutros, tales como glicina, serina, treonina, cisteina, tirosina,
asparagina y glutamina; y (4) aminoacidos no polares (hidréfobos) neutros, tales como alanina, leucina, isoleucina,
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valina, prolina, fenilalanina, triptéfano y metionina. Los sustitutos conservados para un aminoacido con una
secuencia de aminoacidos nativa pueden seleccionarse de otros miembros del grupo al cual pertenece el
aminoacido natural. Por ejemplo, un grupo de aminoacidos que tiene cadenas laterales alifaticas son la glicina, la
alanina, la valina, la leucina y la isoleucina; un grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales de hidroxilo
alifaticas son la serina y la treonina; un grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales que contienen amida
son la aspargina y la glutamina; un grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales aromaticas son la
fenilalanina, la tirosina y el triptéfano; un grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales basicas son la lisina,
la arginina y la histidina; y un grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales que contienen azufre son la
cisteina y la metionina. Los grupos de sustitucion de aminoacidos conservativos naturales son: valina-leucina,
valina-isoleucina, fenilalanina-tirosina, lisina-arginina, alanina-valina, acido aspartico-acido glutamico, y
asparagina-glutamina.

Construcciones de ADN

Puede transferirse material genético exdgeno a una planta mediante el uso de una construccion de ADN disefiada
para dicho objetivo mediante procedimientos que emplean Agrobacterium, bombardeo de particulas u otros
procedimientos conocidos por los expertos en la técnica. El disefio de dicha construccion de ADN esta, en general,
dentro de los conocimientos de la técnica (Plant Molecular Biology: A Laboratory Manual, eds. Clark, Springer,
Nueva York (1997)). Los ejemplos de plantas a las que puede transferirse material genético exdgeno incluyen, sin
limitacion, alfalfa, Arabidopsis, cebada, Brassica, brocoli, repollo, citricos, algodon, ajo, avena, colza, cebolla,
canola, lino, maiz, plantas anuales ornamentales y perennes ornamentales, guisante, cacahuete, pimienta, patata,
arroz, centeno, sorgo, soja, fresa, azucar de cafa, remolacha azucarera, tomato, trigo, alamo, pino, abeto,
eucalipto, manzana, lechuga, lentejas, uvas, platanos, té, césped, girasol, palma aceitera, Phaseolus, arboles,
arbustos y vifias. Se sabe que las plantas importantes desde un punto de vista agronémico comprenden genotipos,
variedades y cultivares, y que pueden ser ensayadas por los expertos en la técnica de la biologia molecular vegetal
y la seleccion y cultivo de plantas.

Se han descrito un gran nimero de moléculas de promotores de ADN aisladas que son activas como elemento
genético de un transgén en células vegetales. Estas incluyen el promotor de nopalina sintasa (P-nos) (Ebert et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.), 84:5745-5749, 1987), el promotor de octopina sintasa (P-ocs), que son
transportados en plasmidos inductores de tumores de Agrobacterium tumefaciens, los promotores de caulimovirus,
tales como el promotor 19S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV) (Lawton et al., Plant Mol. Biol., 9:315-324,
1987) y el promotor 35S de CaMV (Odell et al., Nature, 313:810-812, 1985)), el promotor 35S del virus del mosaico
de Scrophularia (patente de EEUU n.° 6.018.100), el promotor fotoinducible de la subunidad pequefia de la
ribulosa-1,5-bis-fosfato carboxilasa (ssRUBISCO), el promotor Adh (Walker et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.),
84:6624-6628, 1987), el promotor de la sacarosa sintasa (Yang et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.), 87:4144-
4148, 1990), el promotor del complejo del gen R (Chandler et al., Plant Cell 1:1175-1183, 1989), y el promotor del
gen de la proteina de unién de clorofila a/b.

Puede utilizarse una diversidad de promotores especificamente activos en tejidos vegetales, tales como hojas,
tallos, raices y tubérculos, para expresar las moléculas de acidos nucleicos. Los ejemplos de promotores
especificos de tubérculos incluyen, pero no se limitan a los promotores de patatina de clase | y Il (Bevan et al.,
EMBO J., 8:1899-1906, 1986; Koster-Topfer et al., Mol. Gen. Genet., 219:390-396, 1989; Mignery et al., Gene,
62:27-44, 1988; Jefferson et al., Plant Mol. Biol., 14: 995-1006, 1990), el promotor para los genes ADPGPP del
tubérculo de la patata, ambas subunidades grande y pequefia; el promotor de sacarosa sintasa (Salanoubat y
Belliard, Gene, 60:47-56, 1987; Salanoubat y Belliard, Gene, 84:181-185, 1989); y el promotor para las proteinas
de tubérculo principales que incluyen los complejos de proteina de 22 kd e inhibidores de proteinasa (Hannapel,
Plant Physiol., 101: 703-704, 1993). Los ejemplos de promotores especificos de hojas incluyen, pero no se limitan
a los promotores de ribulosa bifosfato carboxilasa (RbcS o RuBISCO) (véase, por ejemplo, Matsuoka et al., Plant
J., 6:311-319, 1994); el promotor del gen de la proteina de unién de clorofila a/b recolectora de luz (véase, por
ejemplo, Shiina et al., Plant Physiol., 115:477-483, 1997; Casal et al., Plant Physiol., 116:1533-1538,1998); y el
promotor del gen relacionado con myb de Arabidopsis thaliana (Atmyb5) (Li et al., FEBS Lett., 379:117-121, 1996).
Los ejemplos de promotores especificos de raices incluyen, pero no se limitan al promotor para el gen de quitinasa
acida (Samac et al., Plant Mol. Biol., 25:587-596, 1994); los subdominios especificos de raices del promotor
CaMV35S que se han identificado (Lam et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.), 86:7390-7894, 1939); el promotor
ORF13 de Agrobacterium rhizogenes que muestra una alta actividad en raices (Hansen et al., Mol. Gen. Genet.,
254:337-343, 1997); el promotor para el gen RB7 especifico de raices del tabaco (patente de EEUU 5.750.386;
Yamamoto et al., Plant Cell, 3:371-382, 1991); y los promotores especificos de células de la raiz indicados por
Conkling et al. (Conkling et al., Plant Physiol., 93:1203-1211, 1990), y el promotor POX1 (Pox1, poxl) (Hertig, et al.,
Plant Mol. Biol., 16:171, 1991).

Otra clase de promotores especificos de tejidos vegetativos Utiles son los promotores meristematicos (apice de la
raiz y de brotes). Por ejemplo, pueden utilizarse los promotores "SHOOTMERISTEMLESS" y "SCARECROW", que

30



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2420929 T3

son activos en el desarrollo de los meristemos apicales de brotes o raices (Di Laurenzio et al., Cell, 86:423- 433,
1996; Long, Nature, 379:66-69, 1996). Otro ejemplo de un promotor Util es el que controla la expresion del gen
HMG2 de 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A reductasa, cuya expresion esta limitada a tejidos meristematicos y
florales (zona secretora del estigma, granos de polen mduros, tejido vascular del gineceo, y évulos fertilizados)
(véase, por ejemplo, Enjuto et al., Plant Cell, 7:517-527, 1995). Otro ejemplo de un promotor util es el que controla
la expresion de genes relacionados con knl del maiz y otras especies que muestran expresion especifica de
meristemos (véase, por ejemplo, Granger et al., Plant Mol. Biol., 31:373-378, 1996; Kerstetter et al., Plant Cell,
6:1877-1887, 1994; Hake et al., Philos. Trans. R. Soc. Lond. B. Biol. Sci., 350:45-51, 1995). Otro ejemplo de un
promotor meristematico es el promotor KNAT1 de Arabidopsis thaliana. En el apice de los brotes, la transcripcion
de KNAT1 se localiza principalmente en el meristemo apical del brote; la expresion de KNAT1 en el meristemo del
brote disminuye durante la transicion floral y se limita a la corteza del tallo de la inflorescencia (véase, por ejemplo,
Lincoln et al., Plant Cell, 6:1859-1876, 1994).

Pueden obtenerse promotores potenciados en semillas y especificos de semillas adecuados de los siguientes
genes: MAC1 del maiz (Sheridan et al., Genetics, 142:1009-1020, 1996); Cat3 del maiz (Genbank n.° L05934,
Abler et al., Plant Mol. Biol., 22:10131-1038, 1993); vivparous-1 de Arabidopsis (Genbank n.° U93215); Atimycl de
Arabidopsis (Urao et al., Plant Mol. Biol., 32:571-57, 1996; Conceicao ef al., Plant, 5:493-505, 1994); napA de
Brassica napus (Genbank n.° J02798); la famila del gen napin de Brassica napus (Sjodahl et al., Planta, 197:264-
271, 1995). El promotor especifico de 6vulos para el gen BEL1 (Reiser et al., Cell, 83:735-742, 1995, Genbank n.°
U39944; Ray et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 91:5761-5765, 1994) también puede utilizarse. Los promotores
MEA (FIS 1) y FIS2 especificos de células centrales y del huevo también son promotores especificos de tejidos
reproductivos utiles (Luo et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 97:10637-10642, 2000; Vielle-Calzada et al., Genes
Dev., 13:2971-2982, 1999).

Se ha identificado un promotor especifico del polen del maiz en el maiz (Guerrero et al., Mol. Gen. Genet.,
224:161-168, 1990). Se han descrito otros genes expresados especificamente en el polen (véase, por ejemplo,
Wakeley et al., Plant Mol. Biol., 37:187-192, 1998; Ficker et al., Mol. Gen. Genet., 257:132-142, 1998; Kulikauskas
et al., Plant Mol. Biol., 34:809-814, 1997; Treacy et al., Plant Mol. Biol., 34:603-611, 1997).

También pueden utilizarse promotores derivados de genes que codifican proteinas de almacenaje embrionarias,
que incluyen el gen que codifica la proteina de almacenaje 2S de Brassica napus (Dasgupta et al., Gene, 133:301-
302, 1993); la familia de genes de proteinas de almacenaje de la semilla 2s de Arabidopsis; el gen que codifica la
oleosina de 20 kD de Brassica napus (GenBank n.° M63985); los genes que codifican la oleosina A (Genbank n.°
U09118) y la oleosina B (GenBank n.° U09119) de soja; el gen que codifica la oleosina de Arabidopsis (GenBank
n.° Z17657); el gen que codifica la oleosina 18kD del maiz (GenBank n.° J05212, Lee, Plant Mol. Biol., 26:1981-
1987, 1994); y el gen que codifica la proteina rica en azufre de bajo peso molecular de soja (Choi et al., Mol. Gen.
Genet., 246:266-268, 1995).

También pueden utilizarse promotores derivados de genes que codifican la zeina (que incluyen los genes 15 kD, 16
kD, 19 kD, 22 kD, 27 kD, y gamma; Pedersen et al., Cell, 29:1015-1026, 1982). Las zeinas son un grupo de
proteinas de almacenaje que se encuentran en el endospermo del maiz.

Otro promotores que se sabe que actuan, por ejemplo, en el maiz, incluyen los promotores para los siguientes
genes: waxy, Brittle, Shrunken 2, enzimas ramificadas | y Il, almidén sintasas, enzimas desramificantes, oleosinas,
glutelinas, y sacarosa sintasas. Un promotor particularmente preferido para la expresion en el endospermo de maiz
es el promotor para el gen de glutelina del arroz, mas en concreto el promotor Osgt-1 (Zheng et al., Mol. Cell Biol.,
13:5829-5842, 1993). Los ejemplos de promotores adecuados para la expresion en trigo incluyen los promotores
para las subunidades de ADPglucosa pirofosforilasa (ASPGPP), las almidén sintasas unidas a granulos y otras
almiddn sintasas, las enzimas ramificantes y desramificantes, las proteinas abundantes en la embriogénesis, las
gliadinas y las gluteninas. Los ejemplos de estos promotores en el arroz incluyen los promotores para las
subunidades de ADPGPP, las almidén sintasas unidas a granulos y otras almidon sintasas, las enzimas
ramificantes, las enzimas desramificantes, las sacarosa sintasas y las glutelinas. Un promotor particularmente
preferido es el promotor para la glutelina del arroz, Osgt-1. Los ejemplos de estos promotores para la cebada
incluyen los promotores para las subunidades de ADPGPP, las almidén sintasas unidas a granulos y otras almidon
sintasas, las enzimas ramificantes, las enzimas desramificantes, las sacarosa sintasas, las hordeinas, las
globulinas embrionarias, y las proteinas especificas de aleurona.

Puede utilizarse un promotor del tomate activo durante la maduracion del fruto, la senescencia y abscision de las
hojas y, en un menor grado, de la flores (Blume et al., Plant J., 12:731-746, 1997). Otros ejemplos de promotores
incluyen el promotor del gen SK2 especifico del pistilo en la patata (Solanum tuberosum L.), que codifica una
endoquitinasa basica especifica del pistilo (Ficker et al., Plant Mol. Biol., 35:425-431, 1997); el gen Blec4 del
guisante (Pisum sativum cv. Alaska), activo en el tejido epidérmico de los apices de los brotes vegetativos y florales
de la alfalfa transgénica. Esto lo convierte en una herramienta util para dirigir la expresion de genes extrafios hacia
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la capa epidérmica de brotes en crecimiento activo. El promotor E8 especifico de tejidos para el tomate también es
util para dirigir la expresion de genes en frutos (Deikman et al., Plant Physiology, 100:2013-2017, 1992).

También se reconoce que, puesto que en muchos casos, los limites exactos de las secuencias reguladoras aun no
se han definido por completo, los fragmentos de ADN con diferente longitud pueden tener idéntica actividad
promotora.

Puede utilizarse promotores que se sabe que provocan o que se descubra que provoquen la transcripcion del ADN
en células vegetales en la presente invencion. Estos promotores pueden obtenerse a partir de una diversidad de
fuentes, tales como plantas y virus vegetales. Ademas de los promotores que se sabe que provocan la
transcripcion de ADN en células vegetales, pueden identificarse otras moléculas de promotores para su uso en la
presente invencion mediante la seleccion de un banco de ADNc vegetal para descubrir genes que se expresen de
forma selectiva o preferiblemente en tejidos o células diana, y el aislamiento de la regidon genémica 5' de los ADNc
identificados.

Las contrucciones o los vectores también pueden incluir, con la regién codificadora de interés, un acido
polinucleotidico que actue, por entero o en parte, para terminar la transcripcion de esta region. Por ejemplo, se han
aislado secuencias de este tipo, que incluyen la secuencia 3' Tr7 y la secuencia 3' nos (Ingelbrecht et al., The Plant
Cell, 1:671-680, 1989; Bevan et al., Nucleic Acids Res., 11:369-385, 1983).

Un vector o una construcciéon también puede incluir elementos reguladores. Los ejemplos de estos incluyen el
intron 1 Adh (Callis et al., Genes and Develop., 1:1183-1200, 1987), el intron de sacarosa sintasa (Vasil et al.,
Plant Physiol., 91:1575-1579, 1989) y el elemento omega TMV (Gallie et al., Plant Cell, 1:301-311, 1989). Pueden
incluirse estos y otros elementos reguladores cuando sea apropiado.

Un vector o una construccion también puede incluir un marcador seleccionable. Los marcadores seleccionables
también pueden utilizarse para seleccionar plantas o células vegetales que contengan un material genético
exogeno. Los ejemplos de estos incluyen, pero no se limita al gen neo (Potrykus et al., Mol. Gen. Genet., 199:183-
188, 1985) que codifica la resistencia a kanamicina y puede seleccionarse para utilizar kanamicina, G418; un gen
bar que proporciona la resistencia al bialaphos; un gen de EPSP sintasa mutante (Hinchee et al., Bio/Technology,
6:915-922 (1988)) que proporciona resistencia al glifosato; un gen de nitrilasa que proporciona resistencia al
bromoxinilo (Stalker et al., J. Biol. Chem., 263:6310-6314 (1988)); un gen de acetolactato sintasa mutante (ALS)
que confiere imidazolinona o sulfonilurea; y un gen DHFR resistente al metotrexato (Thillet et al., J. Biol. Chem.,
263:12500-12508, 1988).

Un vector o una construccion también puede incluir un marcador seleccionable. Los marcadores seleccionables
pueden utilizarse para controlar la expresion. Los ejemplos de marcadores seleccionables incluyen un gen de -
glucuronidasa o uidA (GUS) que codifica una enzima para la cual son conocidos diversos sustratos cromogénicos
(Jefferson, Plant Mol. Biol. Rep., 5:387-405 (1987); Jefferson et al., EMBO J., 6:3901-3907 (1987)); un gen del
locus R, que codifica un producto que regula la producciéon de pigmentos de antocianina (color rojo) en tejidos
vegetales (Dellaporta et al., Stadler Symposium, 11:263-282 (1988)); un gen de B-lactamasa (Sutcliffe et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. (U.S.A.), 75:3737-3741 (1978)), un gen que codifica una enzima para la cual son conocidos
diversos sustratos cromogénicos (por ejemplo, PADAC, una cefalosporina cromogénica); un gen de luciferasa (Ow
et al., Science, 234:856-859 (1986)); un gen xylE (Zukowsky et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.), 80:1101-1105
(1983)) que codifica una catecol dioxigenasa que puede convertir catecoles cromogénicos; un gen de a-amilasa
(Ikatu et al., Bio/Technol., 8:241-242, 1990); un gen de tirosinasa (Katz et al., J. Gen. Microbiol., 129:2703-2714,
1983) que codifica una enzima capaz de oxidar la tirosina a DOPA y dopaquinona que, a su vez, se condensa en
melanina; y una a-galactosidasa.

Introduccién de los polinucleétidos en plantas

Existen muchos procedimientos para introducir moléculas de acidos nucleicos transformantes en células vegetales.
Se cree que los procedimientos adecuados incluyen casi cualquier procedimiento mediante el cual puedan
introducirse moléculas de acidos nucleicos en una célula, tal como mediante infecciéon con Agrobacterium o
transporte directo de moléculas de acidos nucleicos tales como, por ejemplo, mediante transformacién mediada
por PEG, mediante electroporacion o mediante aceleracion de particulas revestidas con ADN (Potrykus, Ann. Rev.
Plant Physiol. Plant Mol. Biol., 42:205-225 (1991); Vasil, Plant Mol. Biol., 25:925-937 (1994)). Por ejemplo, se ha
utilizado la electroporacion para transformar protoplastos de Zea mays (Fromm et al., Nature, 312:791-793, 1986).
Otros sistemas de vectores adecuados para introducir ADN transformante en una célula vegetal hospedante
incluyen, pero no se limitan a vectores de cromosomas artificiales binarios (BIBAC) (Hamilton et al., Gene,
200:107-116, 1997), y la transfeccion con vectores viricos de ARN (Della-Cioppa et al., Ann. N.Y. Acad. Sci.
(1996), 792 pp., Engineering Plants for Commercial Products and Applications, pp. 57-61).

La tecnologia para la introduccion de ADN en células es muy conocida por los expertos en la técnica. Se han
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descrito cuatro procedimientos generales para transportar un gen hacia el interior de células: (1) procedimientos
quimicos (Graham y van der Eb, Virology, 54:536-539, 1973); (2) procedimientos fisicos, tales como
microinyeccion (Capecchi, Cell, 22:479-488 (1980)), electroporacion (Wong y Neumann, Biochem. Biophys. Res.
Commun., 107:584-587 (1982); Fromm et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.), 82:5824-5828 (1985); patente de
EEUU n.° 5.384.253); y la pistola de genes (Johnston y Tang, Methods Cell Biol., 43:353-365 (1994)); (3) vectores
viricos (Clapp, Clin. Perinatol., 20:155-168, 1993; Lu et al., J. Exp. Med., 178:2089-2096, 1993; Eglitis y Anderson,
Biotechniques, 6:608-614, 1988); y (4) mecanismos mediados por receptores (Curiel et al., Hum. Gen. Ther.,
3:147-154, 1992; Wagner et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:6099-6103, 1992).

Los procedimientos de aceleracion que pueden utilizarse incluyen, por ejemplo, bombardeo de microproyectiles. Un
ejemplo de un procedimiento para transportar moléculas de acidos nucleicos transformantes a células vegetales es
el bombardeo de microproyectiles. Este procedimiento ha sido divulgado por Yang y Christou, eds., Particle
Bombardment Technology for Gene Transfer, Oxford Press, Oxford, Reino Unido (1994). Las particulas no
biolégicas (microproyectiles) puede revestirse con acidos nucleicos y transportarse al interior de células mediante
una fuerza propulsora. Los ejemplos de particulas incluyen las formadas por wolframio, oro y platino.

La transferencia mediada por Agrobacterium es un sistema ampliamente aplicable para introducir genes en el
interior de células vegetales porque el ADN puede introducirse en tejidos vegetales completos, obviando asi la
necesidad de regenerar una planta intacta a partir de un protoplasto. El uso de vectores integradores en plantas
mediados por Agrobacterium para introducir ADN en células vegetales es muy conocido en la técnica. Véanse, por
ejemplo, los procedimientos descritos por Fraley et al., Bio/Technology, 3:629-635 (1985), y Rogers et al., Methods
Enzymol., 153:253-277 (1987). Ademas, la intregracion del Ti-ADN es un procedimiento relativamente preciso que
produce pocas redisposiciones. La region del ADN que se va a transferir esta definida por las secuencias de
frontera, y el ADN intermedio normalmente se inserta en el genoma vegetal como se ha descrito (Spielmann et al.,
Mol. Gen. Genet., 205:34 (1986)).

Una planta transgénica que resulta de procedimientos de transformacion con Agrobacterium con frecuencia
contiene un Unico gen en un cromosoma. Estas plantas transgénicas pueden denominarse hemicigéticas para el
gen afiadido. Es mas preferida una planta transgénica que sea homocigética para el gen estructural afiadido, es
deicr, una planta transgénica que contenga dos genes afiadidos, un gen en el mismo locus sobre cada cromosoma
de un par cromosomico. Una planta transgénica homocigoética puede obtenerse cruzando sexualmente
(autofecundacion) una planta transgénica con segregacion independiente que contiene un Unico gen afadido,
germinando algunas de las semillas producidas, y analizando las plantas resultantes producidas para detectar el
gen de interés.

También se entiende que pueden cruzarse dos plantas transgénicas diferentes para producir una descendencia
que contenga dos genes exogenos afiadidos que se segregran independientemente. La autofecundaciéon de la
progenie apropiada puede producir plantas que sean homocigéticas para ambos genes exégenos afiadidos, que
codifican un polipéptido de interés. También se contempla el retrocruzamiento con una planta progenitora y el
cruzamiento exogamico con una planta no transgénica, asi como la propagacion vegetativa.

La regeneracion, el desarrollo y el cultivo de plantas a partir de un transformante de protoplastos vegetales
individuales o a partir de varios explantes transformados es muy conocido en la técnica (Weissbach y Weissbach,
en: Methods for Plant Molecular Biology (eds.), Academic Press, Inc., San Diego, CA, (1988)). Este procedimiento
de regeneracion y crecimiento incluye generalmente las etapas de seleccion de las células transformadas, y cultivo
de estas células individualizadas a través de las etapas normales del desarrollo embrionario hasta la etapa de
plantula enraizada. Los embriones y las semillas transgénicos se regeneran de forma similar. Los brotes
enraizados transgénicos resultantes después se plantan en un medio de crecimiento vegetal apropiado, tal como
suelo.

El desarrollo o la regeneracién de plantas que contienen el gen extrafio exégeno que codifica una proteina de
interés es muy conocido en la técnica. Preferiblemente, las plantas regeneradas se autopolinizan para proporcionar
plantas homocigoticas transgénicas. De otra forma, el polen obtenido de las plantas regeneradas se cruza con
plantas cultivadas desde la semilla de lineas con importancia agronémica. A la inversa, el polen de plantas de
estas lineas importantes se emplea para polinizar plantas regeneradas. Una planta transgénica de la presente
invencion que contiene un polipéptido deseado se cultiva utilizando procedimientos muy conocidos por los expertos
en la técnica.

La presente invencion también proporciona partes de la plantas de la presente invencion. Las partes de las plantas,
sin limitacion, incluyen semillas, endospermo, 6vulos y polen. En una realizaciéon particularmente preferida de la
presente invencion, la parte de la planta es una semilla.

Se han divulgado procedimientos para transformar dicotiledoneas, principalmente mediante el uso de
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Agrobacterium tumefaciens, y para obtener plantas transgénicas, por ejemplo, algodéon (patente de EEUU n.°
5.004.863, patente de EEUU n.° 5.159.135, patente de EEUU n.° 5.518.908), soja (patente de EEUU n.° 5.569.834)
y Brassica (patente de EEUU n.° 5.463.174).

También se ha divulgado la transformacion de monocotiledoneas utilizando electroporacién, bombardeo de
particulas, y Agrobacterium. Por ejemplo, la transformacién y la regeneracion de plantas se ha logrado en
esparragos, cebada, Zea mays (Fromm et al., Bio/Technology, 8:833 (1990); Armstrong et al., Crop Science,
35:550-557 (1995)); avena; arroz; centeno; cafia de azucar; festuca alta; y trigo (patente de EEUU n.° 5.631.152).

Ademas de los procedimientos analizados anteriormente, los expertos en la técnica conocen los materiales
didacticos que describen condiciones y procedimientos especificos para la construccion, la manipulacion y el
aislamiento de macromoléculas (por ejemplo, moléculas de ADN, plasmidos), la generacién de organismos
recombinantes y la seleccion y el aislamiento de clones (véase, por ejemplo, Sambrook et al., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press (1989); Mailga et al., Methods in Plant Molecular Biology, Cold
Spring Harbor Press (1995); Birren et al., Genome Analysis: Detecting Genes, 1, Cold Spring Harbor, Nueva York
(1998); Birren et al., Genome Analysis: Analyzing DNA, 2, Cold Spring Harbor, Nueva York (1998); Plant Molecular
Biology: A Laboratory Manual, eds. Clark, Springer, Nueva York (1997)).

Habiendo descrito en general la invencion, esta se entendera con mas facilidad haciendo referencia a los
siguientes ejemplos. Los ejemplos que no estan cubiertos por el alcance de las reivindicaciones se ofrecen con
fines ilustrativos.

Ejemplos
Ejemplo 1

Cuando un polinucleétido de una planta nativo aislado que comprende una secuencia codificadora se reconstruye
como un transgén, y luego se introduce en la planta mediante procedimientos de transformacion de plantas, existe
el riesgo de que la expresion del gen de la planta homdélogo enddgeno interaccione de forma negativa con el
transgén. Para evitar estas interacciones negativas puede ser necesario proporcionar un polinucleétido del
transgén con una secuencia sustancialmente divergente de la del gen de la planta nativo. Puede producirse una
molécula polinucleotidica artificial mediante el procedimiento descrito en la presente y emplearse para reducir la
aparicion del silenciamiento de transgenes.

Este ejemplo sirve para ilustrar la produccion de un polinucleétido que codifica una EPSP sintasa vegetal
modificada. Se emplea la enzima EPSPS del arroz (Oryzae sativa) nativa y el péptido de transito del cloroplasto
para construir una molécula polinucleotidica artificial que también incluye codones que codifican aminoacidos
sustituidos que no aparecen en la naturaleza en la enzima EPSPS del arroz. Estos aminoacidos sustituidos
proporcionan una enzima EPSPS del arroz resistente al glifosato (OsEPSPS_TIPS, SEQ ID NO:1).

Se emplean las etapas descritas en la tabla 6 para construir esta secuencia polinucleotidica artificial
(OsEPSPS_AT, SEQ ID NO:3) utilizando la tabla de utilizacién de codones de Arabidopsis y los parametros para la
construccion de una molécula polinucleétidica sustancialmente divergente, que cuando se expresa en plantas
codifica una enzima EPSPS del arroz modificada resistente al herbicida glifosato. En la figura 1 se muestra La
comparacion de la secuencia del gen EPSPS del arroz nativa, denominada OsEPSPS_Nat (SEQ ID NO:2) que
previamente se ha modificado para que codifique una enzima resistente al glifosato, con la molécula
polinucleotidica modificada para la utilizacion de codones de Arabidopsis, OSEPSPS_AT (SEQ ID NO:3) y con la
secuencia modificada para la utilizacion de codones de Zea mays, OsEPSPS_ZM (SEQ ID NO:4) mediante este
procedimiento. La figura 1 muestra las bases de nucledtidos cambiadas en los polinucledtidos modificados,
comparado con OsEPSPS_Nat (SEQ ID NO:2).

Tabla 6. Disefio de polinucledtidos para una EPSP sintasa del arroz modificada (OsEPSPS_AT).

1. Se sustituyen los aminoacidos en las posiciones 173 y 177 para proporcionar una enzima EPSPS del arroz
modificada resistente al herbicida glifosato mostrada en SEQ ID NO:1.

2. Se retrotraduce la SEQ ID NO:1 para generar una secuencia polinucleotidica artificial utilizando la tabla de
utilizacion de codones de Arabidopsis thaliana (tabla 2).

3. Se realiza el alineamiento de la secuencia con la secuencia polinucleotidica de OsEPSPS nativa (SEQ ID NO:2)
y la secuencia polinucleotidica artificial para determinar el grado de coincidencia de secuencia, cartografiar los
marcos de lectura abierto, y seleccionar los patrones para buscar e identificar las secuencias de reconocimiento de
enzimas de restriccion.

4. Se realizan correcciones en los codones utilizados en la secuencia polinucleotidica artificial para lograr el
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porcentaje deseado de coincidencia de secuencia y para evitar el agrupamiento de codones idénticos. Esto resulta
especialmente importante para los aminoacidos que aparecen con alta frecuencia, es decir, alanina, glicina,
histidina, leucina, serina y valina. En la tabla 2 aparece la distribucidon aproximada de la utilizacion de codones en
la secuencia polinucleotidica segun la utilizacion de codones de Arabidopsis.

5. La secuencia polinucleotidica se inspecciona para detectar regiones locales que tengan una proporcion GC:AT
mayor que aproximadamente 2 a lo largo de un intervalo de aproximadamente 50 nucledtidos contiguos. La
secuencia polinucleotidica se ajusta segun sea necesario mediante la sustituciéon de codones en estas regiones, de
forma que la proporcién GC:AT local sea menor que aproximadamente 2, y la composicién polinucleotidica
completa esté en el intervalo de 0,9-1,3.

6. Se introducen codones de fin para los marcos de traduccion "b", "c", "d", "e" y "f". Los codones de fin de la
traduccion se crean en los marcos de traduccion "b", "c", "d", "e" y "f" reemplazando uno o mas codones dentro de
aproximadamente 130 pares de bases (pb) de los extremos del polinucleétido artificial, lo cual crea un codén de fin
sin cambiar la secuencia codificadora de aminoacidos del marco uno.

7. Se eliminan los codones ATG de los marcos de lectura abiertos directos (marcos "b" y "c") e inversos (marcos
"d", "e", "f"). Los marcos de lectura directos e inversos se inspeccionan para determinar la presencia de codones
ATG. Cualquier codon ATG en el marco "b" y "c" encontrado en la secuencia polinucleotidica antes de la tercera
Met en el marco "a" del polinucleétido se elimina reemplazando uno o mas codones que se solapen con ATG,
cambiando uno de los nucledtidos sin cambiar la secuencia codificadora de aminoacidos del marco "a". En los
marcos inversos, el reemplazamiento de ATG o la introduccién del codén de fin puede realizarse para interrumpir
los marcos de lectura potenciales.

8. Se eliminan los patrones de reconocimiento de enzimas de restriccion no deseados y otros patrones especificos
(poliadenilacion, ruptura del ARN, patrones de inestabilidad de secuencia). La secuencia polinucleotidica se
inspecciona para determinar la presencia de cualquier patrén polinucleotidico no deseado, y los patrones se alteran
sustituyendo codones en estas regiones.

9. Se comprueba la coincidencia de secuencia entre un primer polinucleétido y el polinucleétido artificial creado
mediante el procedimiento de la presente invencion. Se elimina la coincidencia de secuencia en un polinucleétido
contiguo que sea mayor que 23 pb. Resulta deseable eliminar la coincidencia de secuencia mayor que
aproximadamente 15 pb. Resulta util seleccionar los aminoacidos, tales como serina, arginina y leucina, que tienen
6 codones, o los aminoacidos con 4 codones, para eliminar la coincidencia de secuencia.

10. Se examina la secuencia polinucleotidica artificial que surge de cualquiera de las etapas 1 a 9 para detectar
cualquiera de las caracteristicas de secuencia identificadas en las etapas 4-9, y si la secuencia no cumple con las
condiciones se realizan mas sustituciones de codones en la secuencia hasta que se cumplan las condiciones de
las etapas 4-9.

11. Se construye la molécula polinucleotidica artificial mediante procedimientos conocidos en la técnica, por
ejemplo, utilizando PCR con una mezcla de cebadores solapantes. Los cebadores en los extremos del gen pueden
contener sitios de restriccion convenientes que permitan la clonacion facil del gen con el vector seleccionado. En el
extremo 5' normalmente Alflll, BspHI, Ncol, Ndel, Pcil, o Sphl son las mas convenientes puesto que sus
secuencias contienen un codon de inicio ATG; sin embargo, también pueden utilizarse otras enzimas, si se disefia
un polinucleétido modificado para crear una fusion con otro segmento polinucleotidico, por ejemplo, una secuencia
codificadora de EPSPS y péptido de transito del cloroplasto.

12. Se realiza un analisis de la secuencia de ADN del polinucleoétido artificial para confirmar que la construccion
sintética ha dado como resultado la molécula polinucleotidica deseada. Si se encuentra errores, entonces estos se
eliminan mediante mutagénesis dirigida especifica de sitio, para la cual existen muchos procedimientos conocidos
por los expertos en la técnica de la mutagénesis del ADN.

Se realiza una versioén con la utilizacion de codones de Zea mays (Zea mays, tabla 3) de la secuencia de la EPSPS
del arroz resistente al glifosato (enzima EPSPS de Oryzae sativa con mutaciones TIPS, SEQ ID NO:1). El
polinucleétido que codifica esta enzima incluye codones que codifican aminoacidos sustituidos que no aparecen en
la naturaleza en la enzima EPSPS del arroz nativa. Estos aminoacidos sustituidos proporcionan una enzima
EPSPS del arroz resistente al glifosato. Se emplean las etapas descritas en la tabla 7 para construir una secuencia
polinucleotidica artificial modificada (OsEPSPS_ZM, SEQ ID NO:4) basada en la tabla de utilizacion de codones
de Zea mays que codifica una enzima EPSPS del arroz modificada resistente al herbicida glifosato. La
comparacion de la secuencia polinucleotidica de OsEPSPS_Nat (SEQ ID NO:2) con la secuencia polinucledtidica
artificial OsEPSPS_ZM (SEQ ID NO:4) utilizando la utilizaciéon de codones de Zea mays se muestra en la tabla 2.

Tabla 7. Construccion de polinucleétidos para una EPSP sintasa del arroz modificada (OsEPSPS_ZM).
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1. Se retrotraduce la SEQ ID NO:1 para generar una secuencia polinucleotidica artificial utilizando la tabla de
utilizacion de codones de Zea mays (tabla 3).

2. Se realiza el alineamiento de la secuencia con la secuencia polinucleotidica de OsEPSPS nativa (SEQ ID NO:2)
y la secuencia polinucleotidica artificial para determinar el grado de coincidencia de secuencia, cartografiar los
marcos de lectura abiertos, y seleccionar los patrones para buscar e identificar las secuencias de reconocimiento
de enzimas de restriccion.

3. Se realizan correcciones en los codones utilizados en la secuencia polinucleotidica artificial para lograr el
porcentaje deseado de coincidencia de secuencia y para evitar el agrupamiento de codones idénticos. Esto resulta
especialmente importante para los aminoacidos que aparecen con alta frecuencia, es decir, alanina, glicina,
histidina, leucina, serina y valina. En la tabla 3 aparece la distribucidon aproximada de la utilizacion de codones en
la secuencia polinucleotidica segun la utilizacién de codones de Zea mays.

4. La secuencia polinucleotidica se inspecciona para detectar regiones locales que tengan una proporcion GC:AT
mayor que aproximadamente 2 a lo largo de un intervalo de aproximadamente 50 nucledtidos contiguos. La
secuencia polinucleotidica se ajusta segun sea necesario mediante la sustituciéon de codones en estas regiones, de
forma que la proporcién GC:AT local sea menor que aproximadamente 2, y la composicién polinucleotidica
completa esté en el intervalo de 1,2-1,7.

5. Se siguen las etapas 6-12 de la tabla 6.

Tabla 8. Porcentaje de coincidencia de secuencia entre los polinucle6tidos OsEPSPS.

OSEPSPS_ZM OSEPSPS_AT OSEPSPS_Nat
OSEPSPS_ZM 100,00 73,51 71,58
OSEPSPS_AT 100,00 74,03
OSEPSPS_Nat 100,00

Tabla 9. Composicion de nucleétidos y proporcion GC:AT de las secuencias polinucledtidicas modificadas para la
secuencia del gen EPSPS del arroz.

A c G T GC:AT
OsEPSPS_AT 377 336 444 391 1,02
OsEPSPS_ZM 365 381 470 332 1,22

Las dos secuencias polinucleotidicas artificiales de EPSPS del arroz (SEQ ID NO:3 y SEQ ID NO:4) se modifican
de forma que el porcentaje de coincidencia sea menor que 75% comparado con SEQ ID NO:2, o con relacién entre
si (tabla 8). La composicion de nucledtidos y la proporcion GC:AT de las secuencias polinucleotidicas para la
secuencia del gen EPSPS del arroz se muestran en la tabla 9. Estos polinucleétidos pueden seleccionarse para su
uso en construcciones de expresion en plantas junto con diferentes elementos reguladores, o pueden combinarse
en una unica planta mediante retransformacién con una construccién de ADN o mediante procedimientos de
cruzamiento de plantas. Se reducen los problemas de recombinacion y silenciamiento de genes cuando las
construcciones de ADN tienen menores niveles de ADN homadlogo.

Ejemplo 2

El maiz (Zea mays) ha sido genéticamente modificado para que tenga resistencia al herbicida glifosato (patente de
EEUU n.° 6.040.497). Estas plantas de maiz contienen un transgén con una EPSP sintasa del maiz modificada
para la tolerancia al glifosato. Los procedimientos pueden utilizarse para construir un nuevo polinucleétido artificial
que codifica una EPSP sintasa del maiz que es sustancialmente diferente en cuanto a la coincidencia de secuencia
con el gen de EPSP sintasa del maiz enddgeno. El polinucleétido artificial de EPSP sintasa de maiz recién
construido puede utilizarse como marcador seleccionable durante la seleccion de lineas de plantas transgénicas
que pueden contener rasgos agronomicos transgénicos adicionales. Durante la produccion de semillas de maiz
hibridas, resulta util que ambos progenitores sean tolerantes al glifosato utilizando transgenes que no interfieran.

Tabla 10. Construccion de polinucleétidos para una EPSP sintasa del maiz modificada (ZmEPSPS_ZM, SEQ ID
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NO:10).

1. Se retrotraduce la SEQ ID NO:8 para generar una secuencia polinucleotidica artificial utilizando la tabla de
utilizacion de codones de Zea mays (tabla 3).

2. Se realiza el alineamiento de la secuencia con la secuencia polinucleotidica de ZmEPSPS_Nat (SEQ ID NO:9) y
la secuencia polinucleotidica artificial para determinar el grado de coincidencia de secuencia, cartografiar los
marcos de lectura abierto, y seleccionar los patrones para buscar e identificar las secuencias de reconocimiento de
enzimas de restriccion.

3. Se realizan correcciones en los codones utilizados en la secuencia polinucleotidica artificial para lograr el
porcentaje deseado de coincidencia de secuencia y para evitar el agrupamiento de codones idénticos. Esto resulta
especialmente importante para los aminoacidos que aparecen con alta frecuencia, es decir, alanina, glicina,
histidina, leucina, serina y valina. En la tabla 3 aparece la distribucidon aproximada de la utilizacion de codones en
la secuencia polinucleotidica segun la utilizacion de codones de Zea mays.

4. La secuencia polinucleotidica artificial se inspecciona para detectar regiones locales que tengan una proporcion
GC:AT mayor que aproximadamente 2 a lo largo de un intervalo de aproximadamente 50 nucleétidos contiguos. La
secuencia polinucleotidica se ajusta segun sea necesario mediante la sustituciéon de codones en estas regiones, de
forma que la proporciéon GC:AT local sea menor que aproximadamente 2, y la composicién polinucleotidica
completa esté en el intervalo de 1,2-1,7.

5. Se siguen las etapas 6-12 de la tabla 6.

Tabla 11. Porcentaje de coincidencia de secuencia entre los polinucleétidos ZmEPSPS.

ZmEPSPS_ZM ZmEPSPS_Nat
ZmEPSPS_ZM 100,00 74,81
ZmEPSPS_Nat 100,00

Las secuencia de nucledtidos del gen de EPSPS de maiz también se modifica para reducir la coincidencia de
secuencia entre el gen sintético y nativo, y para mantener una proporcion global GC:AT tipica para las
monocotiledéneas. La proporcion GC:AT para la secuencia ZmEPSPS_ZM es 1,38. La coincidencia de secuencia
se reduce en aproximadamente 75% entre el gen nativo (ZmEPSPS_Nat, SEQ ID NO:9) y sintético
(ZmEPSPS_ZM, SEQ ID NO:10).

La comparcion de los polinucledtidos nativos que codifican EPSPS indica que el péptido de transito del cloroplasto
es el fragmento mas divergente del gen. La similitud entre la secuencia de nucleétidos de los péptidos maduros es
mayor que 88% para las enzimas de maiz y de arroz, y algunas regiones conservadas tienen una coincidencia de
secuencia tan larga como 50 pb. Se ha observado silenciamiento de genes postranscripcional para secuencias tan
pequefias como 60 polinucleodtidos (Sijen et al., Plant Cell, 8:2277-2294, 1996; Mains, Plant Mol. Biol., 43:261-273,
2000).

Ejemplo 3

La soja (Glycine max) ha sido genéticamente modificada para que tenga resistencia al herbicida glifosato mediante
la expresion de EPSPS de clase Il aislada a partir de Agrobacterium (Padgette et al., Crop Sci., 35:1451-1461,
1995). Se ha identificado una secuencia del gen de EPSPS nativa de soja y se ha disefiado una secuencia
polinucleotidica artificial. El polinucleétido artificial codifica una secuencia de proteina que esta modificada para
que produzca una enzima EPSPS resistente al glifosato (Gm_EPSPS_IKS, SEQ ID NO:5) reemplazando los
aminoacidos Tal,Ra K, y P a S, dentro del motivo GNAGTAMRP, dando como resultado una enzima EPSPS de
soja modificada con el motivo GNAGIAMKS (SEQ ID NO:34), también denominada mutante IKS. La expresion de
una enzima EPSPS modificada en las células de una planta mediante la transformacién con un mddulo de
expresion en plantas de transgenes, que contiene un polinucledtido que codifica la EPSPS modificada con el
motivo GNAGIAMKS, confiere a las plantas tolerancia al glifosato. Otra sustituciones de aminoacidos para la
arginina (R) en el motivo también pueden incluir asparagina (N).

Tabla 12. Construccién de polinucleétidos para un gen de EPSP sintasa de soja modificada (GmEPSPS_GM, SEQ
ID NO:7).

1. Se retrotraduce la SEQ ID NO:5 para generar una secuencia polinucleotidica artificial utilizando la tabla de
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utilizacion de codones de Glycine max (tabla 4).

2. Se realiza el alineamiento de la secuencia con la secuencia polinucleotidica de GmEPSPS_Nat (SEQ ID NO:6) y
la secuencia polinucleotidica artificial para determinar el grado de coincidencia de secuencia, cartografiar los
marcos de lectura abiertos, y seleccionar los patrones para buscar e identificar las secuencias de reconocimiento
de enzimas de restriccion.

3. Se realizan correcciones en los codones utilizados en la secuencia polinucleotidica artificial para lograr el
porcentaje deseado de coincidencia de secuencia y para evitar el agrupamiento de codones idénticos. Esto resulta
especialmente importante para los aminoacidos que aparecen con alta frecuencia, es decir, alanina, glicina,
histidina, leucina, serina y valina. En la tabla 4 aparece la distribucidon aproximada de la utilizacion de codones en
la secuencia polinucleotidica segun la utilizacion de codones de Glycine max.

4. La secuencia polinucleotidica artificial se inspecciona para detectar regiones locales que tengan una proporcion
GC:AT mayor que aproximadamente 2 a lo largo de un intervalo de aproximadamente 50 nucleétidos contiguos. La
secuencia polinucleotidica se ajusta segin sea necesario mediante la sustitucion de codones en estas regiones, de
forma que la proporcién GC:AT local sea menor que aproximadamente 2, y la composicién polinucleotidica
completa esté en el intervalo de 0,9-1,3.

5. Se siguen las etapas 6-12 de la tabla 6.

Tabla 13. Comparacion del porcentaje de coincidencia de secuencia de GmEPSPS modificadas a nivel de
secuencia polinucleotidica.

GmMEPSPS_GM GmMEPSPS_Nat
GmMEPSPS_GM 100,00 72,43
GmMEPSPS_Nat 100,00

El gen de EPSPS de soja nativa se modifica utilizando una tabla de utilizacion de codones de la soja (tabla 4) y las
condiciones descritas en la presente. La proporcion relativa de GC:AT no cambia en el gen modificado, aunque la
coincidencia de secuencia entre los dos se reduce al 72%.

Ejemplo 4

El gen polinucleotidico aroA nativo aislado de Agrobacterium cepa CP4 (patente de EEUU n.° 5.633.435) que
codifica una EPSP sintasa resistente al glifosato (SEQ ID NO:15) puede ser modificado para proporcionar un
polinucleétido que tiene la utilizacién de codones de Arabidopsis, Zea mays o Glycine max. Para la expresion
apropiada de CP4EPSPS para conferir tolerancia al glifosato en plantas, es necesario condensar un péptido de
transito del cloroplasto a la secuencia codificadora de CP4EPSPS para dirigir la acumulacion de la enzima hacia
los cloroplastos. Se emplea habitualmente el péptido de transito del cloroplasto CTP2 para la expresion de este
gen en plantas transgénicas (Nida et al., J. Agric. Food Chem., 44:1960-1966, 1996). La secuencia de CP4EPSPS,
junto con el polinucledtido CTP2 (SEQ ID NO:1) se han modificado. Otros péptidos de transito del cloroplasto
conocidos en la técnica pueden condensarse con CP4EPSPS para dirigir la enzima a los cloroplastos.

Tabla 14. Construccion de polinucleétidos para la secuencia codificadora de aroA:CP4EPSP sintasa
(CP4EPSPS_AT, CP4EPSPS_ZM, o CP4EPSPS_GM).

1. Se coloca la secuencia del péptido de transito CTP2 (SEQ ID NO:11) delante de CP4EPSPS (SEQ ID NO:15)
como un polipéptido de fusion. Se retrotraduce el polipéptido de fusién para producir una secuencia
polinucleotidica artificial utilizando la tabla de utilizacién de codones de Arabidopsis thaliana (tabla 2), o la tabla de
utilizacion de codones de Zea mays (tabla 3), o la tabla de utilizacién de codones de Glycine max (tabla 4).

2. Se realiza el alineamiento de la secuencia con la secuencia polinucleotidica de CTP2 nativa (SEQ ID NO:12) y
CP4EPSPS nativa (SEQ ID NO:16) y la secuencia polinucleotidica artificial para determinar el grado de
coincidencia de secuencia, cartografiar los marcos de lectura abiertos, y seleccionar los patrones para buscar e
identificar las secuencias de reconocimiento de enzimas de restriccion.

3. Se realizan correcciones en los codones utilizados en la secuencia polinucleotidica artificial para lograr el
porcentaje deseado de coincidencia de secuencia y para evitar el agrupamiento de codones idénticos. Esto resulta
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especialmente importante para los aminoacidos que aparecen con alta frecuencia, es decir, alanina, glicina,
histidina, leucina, serina y valina. Se utiliza la distribucion aproximada de la utilizaciéon de codones en la secuencia
polinucleotidica segun la utilizacién de codones de Arabidopsis thaliana (tabla 2), o la tabla de utilizacion de
codones de Zea mays (tabla 3), dependiendo de qué tabla se esté utilizando.

4. La secuencia polinucleotidica se inspecciona para detectar regiones locales que tengan una proporcion GC:AT
mayor que aproximadamente 2 a lo largo de un intervalo de aproximadamente 50 nucledtidos contiguos. La
secuencia polinucleotidica se ajusta segun sea necesario mediante la sustituciéon de codones en estas regiones, de
forma que la proporcién GC:AT local sea menor que aproximadamente 2, y la composicién polinucleotidica
completa esté en el intervalo de 0,9-1,3 si se emplea la tabla 2, y de 1,2-1,7 si se emplea la tabla 3.

5. Se siguen las etapas 6-12 de la tabla 6.

Tabla 15. Comparacioén del porcentaje de coincidencia de secuencia de polinucleétidos CP4EPSPS artificiales.

CTP2CP4_GM CTP2CP4_AT CTP2CP4_ZM CTP2CP4_Syn CTP2CP4_NAT
CTP2CP4_GM 100,00 75,66 74,12 75,15 74,37
CTP2CP4_AT 100,00 76,13 74,56* 72,93
CTP2CP4_ZM 100,00 77,76% 82,58
CTP2CP4_Syn 100,00 82,70
CTP2CP4_NAT 100,00

* El porcentaje de coincidencia se relaciona con CP4EPSPS y no incluye el péptido de transito.

Tabla 16. Composicion de nucleétidos y proporcion GC:AT de las secuencias polinucledtidicas artificiales para la
secuencia del gen CP4EPSPS.

A c G T GC:AT
CTP2CP4_GM 382 375 442 397 1,05
CTP2CP4_AT 369 408 469 350 1,22
CTP2CP4_ZM 312 487 577 290 1,65

La secuencia polinucleotidica CTP2_Nat (SEQ ID NO:12) mas CP4EPSPS_Nat (SEQ ID NO:16) denominada
CTP2CP4 _Nat se compara en la tabla 15 con las secuencias polinucleotidicas artificiales denominadas
CTP2CP4_AT (CTP2_AT, SEQ ID NO:13 condensada con CP4EPSPS_AT, SEQ ID NO:17) y CTP2CP4_ZM
(CTP2_AT, SEQ ID NO:14 condensada con CP4EPSPS_ZM, SEQ ID NO:18). La secuencia polinucleotidica que es
la mas divergente de la secuencia nativa CTP2CP4_NAT y CTP2CP4EPSPS_Syn es CTP2CP4_AT, que tiene una
coincidencia de secuencia del 73% y 75%, respectivamente. La secuencia polinucleotidica CTP2CP4_ZM,
comparada con CTP2CP4_Nat y CP4EPSPS_Syn, tiene aproximadamente 83% y 78% de coincidencia con estas
dos secuencias, respectivamente.

Un criterio principal para la seleccion de transgenes que se van a combinar en una planta es el porcentaje de
coincidencia. La tabla 15 puede utilizarse para seleccionar una molécula polinucleotidica CP4EPSPS para la
construcciéon de un médulo de expresion en plantas cuando se sabe que la planta receptora contiene mas de un
polinucleétido CP4EPSPS. La proporcion GC:AT en CP4EPSPS nativa es de aproximadamente 1,7. La version
artificial con el sesgo de codones de Zea mays se produce para que tenga una proporcion GC:AT muy similar. En
la version de codones de Arabidopsis, la proporcion GC:AT disminuye hasta aproximadamente 1,2.

La expresidon de genes también es un criterio para la seleccion de los transgenes que se van a expresar. La
expresion de un transgén puede variar en diferentes plantas de cultivo, y por tanto resulta una ventaja tener varias
secuencias codificadores polinucleotidicas artificiales disponibles para ensayar en diferentes plantas de cultivo y
genotipos, variedades o cultivares.

Ejemplo 5
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Se ha empleado la secuencia polinucleotidica bar (SEQ ID NO:20) que codifica una proteina de fosfinotricina acetil
transferasa (SEQ ID NO:19) para modificar genéticamente plantas para la resistencia al herbicida glifosato. Se han
disefiado dos nuevas secuencias polinucleotidicas bar.

El alineamiento de BAR1_Nat con los dos nuevos polinucleétidos BAR1 artificiales se muestra en la figura 4.
Tabla 17. Construccion de un gen polinucleotidico para BAR1_AT (SEQ ID NO:21) y BAR1_ZM (SEQ ID NO:22).

1. Se retrotraduce la SEQ ID NO:19 para generar una secuencia polinucleotidica artificial utilizando la tabla de
utilizacion de codones de Arabidopsis thaliana (tabla 2) o la tabla de utilizacién de codones de Zea mays (tabla 3).

2. Se realiza el alineamiento de la secuencia con la secuencia polinucleotidica de BAR1_Nat (SEQ ID NO:20) y la
secuencia polinucleotidica artificial para determinar el grado de coincidencia de secuencia, cartografiar los marcos
de lectura abiertos, y seleccionar los patrones para buscar e identificar las secuencias de reconocimiento de
enzimas de restriccion.

3. Se realizan correcciones en los codones utilizados en la secuencia polinucleotidica artificial para lograr el
porcentaje deseado de coincidencia de secuencia y para evitar el agrupamiento de codones idénticos. Esto resulta
especialmente importante para los aminoacidos que aparecen con alta frecuencia, es decir, alanina, glicina,
histidina, leucina, serina y valina. Se utiliza la distribucién aproximada de la utilizacion de codones en la secuencia
polinucleotidica segun la utilizaciéon de codones de Arabidopsis thaliana (tabla 2), o la tabla de utilizacion de
codones de Zea mays (tabla 3), dependiendo de qué tabla se esté utilizando.

4. La secuencia polinucleotidica artificial se inspecciona para detectar regiones locales que tengan una proporcion
GC:AT mayor que aproximadamente 2 a lo largo de un intervalo de aproximadamente 50 nucledtidos contiguos. La
secuencia polinucleotidica se ajusta segun sea necesario mediante la sustitucién de codones en estas regiones, de
forma que la proporcién GC:AT local sea menor que aproximadamente 2, y la composicién polinucleotidica
completa esté en el intervalo de 0,9-1,3 si se emplea la tabla 2, y de 1,2-1,7 si se emplea la tabla 3.

5. Se siguen las etapas 6-12 de la tabla 6.

La coincidencia de secuencia de los polinucledtidos artificiales BAR esta en el intervalo de 73-77% (tabla 18). El
polinucledtido nativo es muy rico en GC. La version artificial (BAR1_ZM) con el sesgo de codones de Zea mays ha
reducido la proporcion GC:AT a aproximadamente 1,3, y la version artificial (BAR1_AT) con el sesgo de codones
de Arabidopsis tiene una proporcién de aproximadamente 1,0 (tabla 19).

Tabla 18. Porcentaje de coincidencia de secuencia entre genes bar a nivel de secuencia polinucleotidica.

BAR1_ZM BAR1 AT BAR1_Nat
BAR1_ZM 100,00 77,35 76,99
BAR1 AT 100,00 73,73
BAR1_Nat 100,00

Tabla 19. Composicion de nucledétidos y proporcion GC:AT de las secuencias polinucledtidicas artificiales para la
secuencia del gen bar.

A c G T GC:AT
BAR1_AT 139 130 144 139 1,01
BAR1_ZM 122 156 154 120 1,28

Ejemplo 6

Este ejemplo sirve para ilustrar construcciones de ADN para la expresion de los polinucledtidos artificiales en
plantas. Un médulo de expresion en plantas de ADN transgénico comprende elementos reguladores que controlan
la transcripcién de un ARNm a partir del moédulo. Se construye un médulo de expresion en plantas para que incluya
un promotor que actle en plantas que este operablemente unido a una regién conductora 5 que esta
operablemente unida a una secuencia de ADN de interés que esta operablemente unida a una region de
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terminacion 3'. Estos médulos se construyen en vectores plasmidicos, que después pueden transferirse hacia el
interior de las plantas mediante procedimientos de transformacion mediados por Agrobacterium u otros
procedimientos conocidos por los expertos en la técnica de la transformacion de plantas. Se ilustran las siguientes
construcciones de vectores plasmidicos para proporcionar ejemplos de plasmidos que contienen moédulos de
expresion en plantas que comprenden las moléculas polinucleotidicas artificiales.

Se sintetizan las moléculas polinucleotidicas artificiales, por ejemplo, CP4EPSPS_AT y CP4EPSPS_ZM utilizando
cebadores solapantes. El producto de longitud completa después se amplifica con cebadores especificos de genes
que contienen proyecciones con Sphl (cebador directo) y EcoRI (cebador inverso). Los genes se clonan en el
vector pCRII-TOPO (Invitrogen, CA). Los plasmidos resultantes pMON54949 (CP4EPSPS_AT, figura 6) y
pMON54950 (CP4EPSPS_ZM, figura 7) contienen el polinucledétido artificial, y estos polinucledtidos se secuencian
utilizando procedimientos de secuenciacion de ADN para confirmar que las modificaciones estan contenidas en los
polinucleétidos artificiales. En la siguiente etapa, el polinucleétido artificial que codifica el péptido de transito del
cloroplasto CTP2 se acopla al extremo 5 de los polinucleétidos CP4EPSPS. El promotor CaMV 35S con un
potenciador duplicado (P-CaMVe35S) y un intrén de actina 1 del arroz (I-OsActl) derivado de pMON30151 (figura
8) mediante una digestion con Sphl y Hindlll se acopla en los polinucleétidos CTP2CP4EPSPS para crear los
plasmidos pMON59302 (CTP2CP4EPSPS_AT, figura 9) y pMON59307 (CTP2CP4EPSPS_ZM, figura 10).

Para la expresion de los nuevos polinucledtidos artificiales en plantas monocotiledéneas, los genes se colocan en
modulos de expresion en plantas que contienen en el extremo 5' del polinucleétido un promotor y un intrén, una
region 5' no traducida, y en el extremo 3' del polinucleétido una sefial de fin de la transcripcion. Para este objetivo,
pMON42411 (figura 11) que contiene P-CaMV35S:en, I-HSP70, CTP2CP4_Nat y NOS 3’ se digiere con las
enzimas de restriccion Ncol y EcoRI. Los plasmidos pMON59302 (figura 9) y pMON59307 (figura 10) se digieren
con las mismas enzimas de restriccion. Los fragmentos se purifican en gel utilizando el kit de purificacion en gel
Qiagen y se acoplan para formar pMON58400 (CP4EPSPS_AT, figura 12) y pMON58401 (CP4EPSPS_ZM, figura
13). Se prepara otro vector, pMON54964 (figura 14), que contiene P-OsAct1/I-OsAct1 reemplazando P-e35S/I-
Hsp70 de pMONS58400 (figura 12) utilizando el fragmento Hindlll/Ncol de pMON25455 (figura 15). Para crear un
vector de expresion de monocotiledéneas que contiene el promotor P-FMV, pMON30152 (figura 16) se digiere con
Nhel, se crean extremos romos con ADN polimerasa de T4 en presencia de 4 dNTP (200 uM) y Ncol. Se aislan los
fragmentos de ADN de CPT2CP4_AT o CTP2CP4_ZM a partir de pMON59302 (figura 9) o pMON59307 (figura 10),
respectivamente, mediante una digestion con EcoRl, la formacion de extremos romos con ADN polimerasa de T4 y
una digestion con Ncol. Los fragmentos de ADN purificados en gel se acoplan y se crean los nuevos plasmidos
pMON54992 (CTP2CP4_AT, figura 17) y pMON54985 (CTP2CP4_ZM, figura 18). En cada caso, el éxito de la
construccion del plasmido se confirma mediante una digestion con endonucleasas de restriccion utilizando, entre
otras, Clal (introducida en ambos polinucleétidos artificiales) y Pst | (introducida en CP4EPSPS_ZM). El
CP4EPSPS_Nat presente en los vectores de origen tiene los sitios de restriccion Clal y dos Pstl en la region
codificadora en diferentes emplazamientos que en los polinucledétidos artificiales.

Para la expresién de los polinucleétidos CP4EPSPS artificiales en plantas dicotiledéneas, se emplean dos vectores
de origen: pMON20999 (P-FMV/CTP2CP4_Syn/3’'E-9, figura 19) y pMON45313 (P-e35S/CTP2CP4_Syn/3'E9,
figura 20). En cada plasmido, un fragmento de ADN que contien el polinucle6tido CTP2CP4_Syn se reemplaza por
CTP2CP4_AT o CTP2CP4_ZM. Para crear pMON59308 (P-CaMVe35S/CTP2CP4_AT, figura 21) o pMON59309
(P-CaMVe35S/CTP2CP4_ZM, figura 22), el plasmido pMON45313 se digiere con Ncol y EcoRl, y los fragmentos
de restriccion de ADN derivados de la digestion con Ncol/EcoRl de pMON59302 (CTP2CP4_AT, figura 9) o
pMON59307 (CTP2CP4_ZM, figura 10) se acoplan, respectivamente. Para crear pMON59313 (P-
FMV/CTP2CP4_AT/3'E9, figura 23) y pMON59396 (P-FMV/CTP2CP4_ZM/3'E9, figura 24), el plasmido de origen
pMON20999 se digiere con Ncol y BamHI para eliminar CTP2CP4_Syn, y los fragmentos de restriccion
Ncol/BamHI| derivados de pMON59308 (CTP2CP4_AT, figura 21) o pMON59309 (CTP2CP4_ZM, figura 22) se
acoplan, respectivamente.

Ejemplo 7

Los polinucledtidos artificiales se ensayan para determinar su eficacia para conferir a plantas transgénicas
tolerancia al glifosato. Se transforman en maiz cinco modulos de expresion diferentes (tabla 20) con los nuevos
polinucleotidos artificiales CP4EPSPS artificiales, y las plantas de maiz transgénicas resultantes se comparan con
el patréon comercial (maiz Roundup Ready® 603, Monsanto Co.). El plasmido pMON25496 (figura 25) contenido en
el patron comercial tiene dos copias del polinucleétido CP4EPSPS_Nat, con la expresion dirigida por los
promotores P-CaMVe35S (P-CaMVe35S) y P-OsAct1, respectivamente. Los plasmidos que contiene los nuevos
polinucledtidos CP4EPSPS artificiales solo contienen una copia del polinucledtido que se va a ensayar. La
expresion de estos polinucleodtidos esta dirigida por el promotor P-CaMVe35S con el intron de la proteina de
choque térmico I-Hsp70 o el promotor P-FMV con un intrén de sacarosa sintasa del arroz (I-OsSS). El plasmido
pMON54964 contiene el promotor de actina 1 del arroz con un primer intrén nativo (patente de EEUU n.°
5.641.876). Estos plasmidos se transforman en células de maiz mediante un procedimiento mediado por
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Agrobacterium y lineas de maiz transgénico regeneradas para la selecciéon con glifosato. Las plantas de maiz
transgénico pueden producirse mediante un procedimiento de transformacién mediado por Agrobacterium. Se
emplea la cepa desactivada C58 de Agrobacterium (ABI) que porta una construccion binaria. Esta se tranfiere a
Agrobacterium mediante un procedimiento de cruzamiento triparental (Ditta et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 77:7347-
7351). Los cultivos liquidos de Agrobacterium se inician a partir de disoluciones madre de glicerol, o a partir de una
placa recién sembrada en estrias y cultivada durante la noche a 26 °C-28 °C con agitacion (aproximadamente 150
rpm) hasta la fase de crecimiento semilogaritmica en medio LB liquido, pH 7,0, que contiene los antibidticos
apropiados. Las células de Agrobacterium se resuspenden en el medio de inoculacion (CM4C liquido), y la
densidad se ajusta a una DOggo de 1. Embriones de maiz HillxLH198 y Hill inmaduros de tipo Il recién aislados se
inoculan con Agrobacterium que contiene una construccion, y se cocultivan varios dias en la oscuridad a 23 °C.
Los embriones entonces se transfieren a un medio de retraso y se incuban a 28 °C durante varios dias o mas.
Todos los cultivos posteriores se mantienen a esta temperatura. Los embriones se trasladan a un primer medio de
seleccion que contiene carbenicilina 500/glifosato 0,5 mM. Dos semanas después, el tejido superviviente se
traslada a un segundo medio de seleccién que contiene carbenicilina 500/glifosato 1,0 mM. Se subcultivan los
callos supervivientes cada 2 semanas hasta que pueden identificarse acontecimientos. Esto puede llevar
aproximadamente 3 subcultivos sobre glifosato 1,0 mM. Tras haber identificado los acontecimientos, se deja
aumentar el volumen del tejido para la regeneracion. Las plantulas se trasladan a medio MSOD en un recipiente de
cultivo y se mantienen durante dos semanas. Después las plantas con raices se trasladan a tierra. Los expertos en
la técnica de la transformacién del maiz pueden modificar este procedimiento para proporcionar planats de maiz
transgénicas sustancialmente idénticas que contienen las composiciones de ADN deseadas.

Se ensayan aproximadamente 30 lineas de maiz transgénico para cada construccion de plasmido, y en la tabla 20
se muestran la eficacia de transformacion y los niveles de expresion de la enzima CP4EPSPS. Las lineas de maiz
transgénico se tratan con glifosato a una proporcion 4483,2 gr/hectarea (64 oz/acre) cuando son plantas jévenes, y
las plantas supervivientes se ensayan mediante ELISA de CP4EPSPS (Padgette et al., Crop Sci., 35:1451-1461,
1995) para determinar los niveles de expresion de la proteina de CP4EPSPS (% de exp. de CP4) mostrados en la
tabla 20, y el nivel de expresion se compara con una planta de maiz tolerante al glifosato patrén disponible en el
mercado (maiz Roundup Ready® 603, Monsanto Co.) como porcentaje de la cantidad de expresion de proteinas,
determinado en el patron comercial. En general, mas de 50% de las lineas de maiz sobreviven a una pulverizacion
con 4483,2 gr/hectarea (64 oz/acre) de glifosato. Las plantas supervivientes han demostrado tener un alto nivel de
expresion de CP4EPSP que varia de aproximadamente 75% a 86% del patron comercial 603.

Tabla 20. Eficacia de transformacion (TE) y expresion de CP4 (% promedio) derivadas de la transformacion de
diferentes construcciones de CP4-alt.

pMON n.° de promotor/intrén TE (%) exp. de CP4 (%)*
58400 (CP4_AT) P-CaMVe35S/IHsp70 5,4 75,5
58401 (CP4_ZM) P-CaMVe35S/IHsp70 7,2 84,7
54964 (CP4_AT) P-OsAct1 8,2 78,1
54985 (CP4_ZM) P-FMV/IOsSS 11,5 85,7
54992 (CP4_AT) P-FMV/IOsSS 11,5 78,2
nk603 (control) P-OsAct1/P-e35S - 100

* La expresion de CP4EPSP se calcula como porcentaje del control (603) realizado en plantas que han
sobrevivido a la pulverizacién con glifosato (4483,2 gr/hectarea (64 oz/acre)).

Ejemplo 8

Se evaluaron tres construcciones plasmidicas en plantas de algodén transgénico (tabla 21). La construccion
control (pPMON20999) contiene P-FMV/CP4EPSPS_Syn. Este modulo de expresion esta contenido en la linea de
algododn tolerante al glifosato disponible en el mercado 1445 (algodon Roundup Ready®, Monsanto Co., St. Louis,
MO). Las construcciones de plasmidos, pMON59313 y pMON59396, que contienen los polinucleétidos
CP4EPSPS_AT y CP4EPSPS_ZM, respectivamente, se ensayan para la eficacia de transformacion y los niveles de
la enzima CP4EPSPS con relacion al médulo de expresion tolerante al glifosato comercial. Se evaluaron
aproximadamente 50 lineas de algodon transgénico para cada construccion El polinucleétido artificial
CP4EPSPS_AT dirigido por el promotor P-FMV produce un mayor porcentaje de plantas con una Unica insercion, y
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un aumento en el nivel de expresion de la enzima CP4EPSPS con relacién al médulo de expresion pMON20999,
segun se mide mediante ELISA.

Tabla 21. Eficacia de transformacion (TE) y expresion media de de CP4EPSPS en lineas de algodén RO derivadas
de la transformacion de diferentes construcciones de CP4EPSPS.

pMON Promotor TE (%) exp. de CP4 (%)
20999 (CP4EPSPS_Syn) | P-FMV 15,0 100,0

59313 (CP4EPSPS_AT) P-FMV 15,0 116,4

59396 (CP4EPSPS_ZM) P-FMV 16,1 52,0

Ejemplo 9

Se evaluan construcciones que contienen los polinucledtidos artificiales de CP4EPSPS, CP4EPSPS_AT vy
CP4EPSPS_ZM en la soja (tabla 22). Las contrucciones de plasmidos contienen el promotor P-FMV para dirigir la
expresion de los nuevos polinucledtidos de CP4EPSPS y se comparan con P-FMV/CP4EPSPS_Syn contenido en
pMON20999. Se producen aproximadamente 25 a 30 plantas de soja transgénicas para cada construccion. Se
mide la eficacia de la transformacion y los niveles de la enzima CP4EPSPS. Se mide un nivel de expresion
sorprendentemente alto de proteina CP4EPSPS en plantas de soja que contienen la secuencia codificadora de
CP4EPSPS_ZM (tabla 22).

Tabla 22. Eficacia de transformacion (TE) y expresion media de de CP4 derivadas de la transformacion de
diferentes construcciones de CP4EPSPS.

pMON Promotor TE (%) exp. de CP4 (%)
20999 (CP4_Syn) P-FMV 0,55 100,0

59313 (CP4_AT) P-FMV 0,40 66,6

54996 (CP4_ZM) P-FMV 0,29 2425

Ejemplo 10

Se transforman células de tabaco con tres construcciones plasmidicas que contienen diferentes secuencias de
polinucledtidos de CP4EPSPS y se regeneran en plantas. Se evalian aproximadamente 20 lineas transgénicas
para cada construccion. La expresion de cada uno de los polinucledtidos de CP4EPSPS es dirigida por el promotor
potenciador duplicado P-CaMVe35S (tabla 23). Se mide la eficacia de la transformacion y los niveles de expresion
de la enzima CP4EPSPS. Se demuestra que las diferentes construcciones de polinucleétidos de CP4EPSPS
actian aproximadamente igual en el tabaco transgénico con respecto a la eficacia de la transformacion y la
expresion.

Tabla 23. Eficacia de transformacion (TE) y expresion media de de CP4 en lineas de tabaco RO derivadas de la
transformacion de diferentes construcciones de CP4EPSPS.

pMON Promotor TE (%) exp. de CP4 (%)
59308 (CP4EPSPS_AT) P-CaMVe35S 35 100,0

59309 (CP4EPSPS_ZM) P-CaMVe35S 35 91,0

54313 (CP4EPSPS_Syn) | P-CaMVe35S 35 100,0

Ejemplo 11

Se transformo Arabidopsis thaliana con cuatro construcciones de plasmidos mediante infiltracion al vacio (Bechtold
N., et al.,, CR Acad. Sci. Paris Sciences di la vie/life sciences, 316:1194-1199, (1993)), y la progenie V1 se evalud
para comparar la eficacia de las diferentes secuencias de polinucleétidos de CP4EPSPS vy diferentes promotores
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para su uso en la seleccion de plantas con glifosato (tabla 24). Se produjeron aproximadamente 30 plantas V1
transgénicas (+) para cada construcciéon. Las construcciones dirigidas por P-CaMVe35S con el potenciador
duplicado (pPMON45313, pMON59308, y pMON59309) no muestran una diferencia sustancial en el nivel de
expresion en las hojas, segun se determina mediante ELISA. Las plantas se transforman con pMON26140 que
contiene CP4EPSPS_Syn dirigido por el promotor P-FMV; estas plantas muestran el nivel de expresion mas alto.
Los niveles de expresion detectados en las plantas de las construcciones de ensayo se comparan con
pMON26140.

Tabla 24. Evaluacioén de los diferentes médulos de expresion de CP4 en Arabidopsis.

pMON Promotor Plantas producidas exp. de CP4 (%)
45313 (CP4EPSPS_Syn) | P-CaMVe35S + 82,1

59308 (CP4EPSPS_AT) P-CaMVe35S + 79,3

59309 (CP4EPSPS_ZM) P-CaMVe35S + 77,3

26140 (CP4EPSPS_Syn) | P-FMV + 100,0

Ejemplo 12

Se transformaron plantas de trigo con los nuevos polinucleétidos de CP4EPSPS para la eficacia de transformacion
y la expresion de la enzima CP4EPSPS, segin se determina mediante ELISA (tabla 25). EI CP4EPSPS_ZM
proporciona al menos siete veces mas expresion de la enzima CP4EPSPS que CP4EPSPS_AT. La media de la
expresion de CP4EPSPS en las hojas de las plantas de trigo que contienen el polinucleétido CP4EPSPS_ZM es
aproximadamente 64% de la que se encuentra en el trigo resistente al glifosato que contiene una construccion de
modulo doble, pMON30139: P-e35S/I-Hsp70/CP4EPSPS_Nat y P-OsAct1/I0OsAct1/CP4EPSPS_Nat (documento
WO/0022704).

Tabla 25. Actuacioén de diferentes polinucleétidos de CP4EPSPS en el trigo.

pMON Promotor/Intrén TE (%) exp. de CP4 (%)
58400 (CP4EPSPS_AT) P-e35S/I-Hsp70 0,25 9,2

58401 (CP4EPSPS_ZM) P-e35S/I-Hsp70 0,35 64,0

30139 (CP4EPSPS_Nat) P-e35S:P-OsAct1 - 100,0

Ejemplo 13

Este ejemplo sirve para ilustrar la deteccion de diferentes polinucleétidos artificiales en plantas transgénicas, de
forma especifica CP4EPSPS_AT y CP4EPSPS_ZM. Los ofros polinucledtidos artificiales, OsEPSPS_AT,
OseEPSPS_ZM, GmEPSPS_GM, ZmEPSPS_ZM, CTP2_AT, CTP2_ZM, Bar1_AT y Bar1_ZM, pueden ser
detectados especificamente en plantas transgénicas mediante procedimientos que proporcionan una amplicon de
ADN, o mediante la hibridacién de una sonda de ADN con una muestra de planta. Los expertos en la técnica de la
deteccion de ADN pueden disefiar con facilidad moléculas de cebador a partir de las secuencias polinucleotidicas
artificiales para producir un procedimiento que detecte especificamente el polinucleétido artificial en una muestra
de planta.

Se disefia un procedimiento de deteccién de ADN (reaccion en cadena de polimerasa, PCR) para detectar los
polinucleodtidos de CP4EPSPS artificiales en plantas transgénicas. Los conjuntos exclusivos de cebadores de ADN
mostrados en la tabla 26 se disefian para amplificar un polinucleétido de CP4EPSPS especifico y para
proporcionar amplicones con un tamafio diferenciado. Los amplicones se diferencian suficientemente en la longitud
del polinucleétido entre los diversos polinucledtidos de CP4EPSPS como para que sea facil la separacion de los
amplicones mediante una electroforesis en gel de agarosa convencional. Puede detectarse la presencia de mas de
uno de los polinucledtidos artificiales en una planta utilizando un método de PCR de multiplex.

Tabla 26. Secuencia de los cebadores utilizados para la deteccion de diferentes genes CP4 en plantas
transgénicas.
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Pareja de cebadores Especificidad del gen Producto de PCR (pb)
SEQ ID NO:24 y 25 CP4EPSPS_AT 938 (940)
SEQ ID NO:26 y 27 CP4EPSPS_ZM 595 (600)
SEQ ID NO:28 y 29 CP4EPSPS_Nat 712 (710)
SEQ ID NO:30 y 31 CP4EPSPS_Syn 443 (440)

Las parejas de cebadores de ADN (tabla 26) se emplean para producir un diagnéstico de amplicones para un
polinucledtido de CP4EPSPS especificado contenido en una planta transgénica. Estas parejas de cebadores
incluyen SEQ ID NO:24 y SEQ ID NO:25 para el polinucleétido CP4EPSPS_AT; SEQ ID NO:26 y SEQ ID NO:27
para CP4EPSPS_ZM; SEQ ID NO:28 y SEQ ID NO:29 para CP4EPSPS_Nat; y SEQ ID NO:30 y SEQ ID NO:31
para la molécula polinucleotidica CP4EPSPS_Syn. Ademas de estas parejas de cebadores, cualquier pareja de
cebadores derivada de SEQ ID NO:17 o SEQ ID NO:18 que, cuando se usa en una reaccion de amplificacion de
ADN, produce un diagnéstico de amplicones de ADN para el respectivo polinucleétido de CP4EPSPS, constituye
un aspecto.

Las condiciones de amplificacion para este analisis se ilustran en la tabla 27 y la tabla 28. Sin embargo, cualquier
modificacion de estas condiciones, que incluye el uso de fragmentos de las moléculas de ADN de SEQ ID NO:3,
SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18, o SEQ ID NO:35, o sus
complementos, como moléculas de cebador, que producen un diagndstico de amplicones de moléculas de ADN
para los polinucleétidos artificiales descritos en la presente, esta dentro de los conocimientos de la técnica. Las
moléculas de ADN que actian como moléculas de cebador en un procedimiento de amplificacién de ADN para
detectar la presencia de los anteriores polinucledtidos artificiales incluyen SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:25, SEQ ID
NO:26, SEQ ID NO:27, SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:29, SEQ ID NO:30, y SEQ ID NO:31.

En un procedimiento para determinar la presencia de estos polinucleétidos, el analisis de una muestra de extracto
de ADN de un tejido vegetal deberia incluir un control positivo que se sabe que contenga los polinucleétidosa
artificiales, y un control de extracto de ADN negativo procedente de una planta que no sea transgénica o que no
contenga el polinucleétido artificial, y un control negativo que no contenga un molde en el extracto de ADN.

Pueden seleccionarse otras moléculas de cebadores de ADN con una longitud suficiente a partir de SEQ ID NO:17
y SEQ ID NO:18, y pueden optimizarse las condiciones para la produccion de un amplicén que puedan ser
diferentes de los procedimientos mostrados en la tabla 27 y la tabla 28, pero que produzcan un diagnéstico de
amplicones para los polinucleétidos artificiales. Estas secuencias de cebadores de ADN homodlogas o
complementarias con SEQ ID NO:17 y SEQ ID NO:18 pueden utilizarse con o sin modificaciones en los
procedimientos de las tablas 27 y 28. El ensayo para el amplicon de CP4EPSPS_AT y CP4EPSPS_ZM puede
realizarse utilizando un termociclador Stratagene Robocycler, MJ Engine, Perkin-Elmer 9700, o un termociclador
de gradiente Eppendorf Mastercycler Gradient, tal como se muestra en la tabla 28, o mediante procedimientos y
aparatos conocidos por los expertos en la técnica.

Tabla 27. Procedimiento de amplificacion del ADN y mezcla de reaccion para la confirmacion de la presencia del
polinucleétido de EPSPS artificial CP4EPSPS_AT en plantas de maiz.

Etapa Reactivo Cantidad Comentarios
1 agua sin nucleasa afiadir hasta un volumen | -
final de 20 pl
2 10x tampon de reaccion (con MgCly) 2,0 1x concentracion final de
tampon, 1,5 mM
concentracion final de
MgCl,
3 disolucion 10 mM de dATP, dCTP, dGTP, y | 0,4 ul concentracion final de
dTTP 200 uM de cada dNTP
4 cebador (SEQ ID NO:24) (resuspendido en 1x | 0,4 ul concentracion final de 0,2
tampén TE o agua sin nucleasa hasta una uM
concentracion de 10 uM)
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5 cebador (SEQ ID NO:25) (resuspendido en 1x | 0,4 ul concentracion final de 0,2
tampén TE o agua sin nucleasa hasta una uM
concentracion de 10 uM)

6 cebador  control (SEQ ID NO:32) | 0,2 ul concentracion final de 0,1
(resuspendido en 1x tampon TE o agua sin uM
nucleasa hasta una concentracion de 10 uM)

7 cebador  control (SEQ ID NO:33) | 0,2 ul concentracion final de 0,1
(resuspendido en 1x tampon TE o agua sin uM
nucleasa hasta una concentracion de 10 uM)

8 ARNasa, sin ADNasa (500 ng/pl) 0,1l 50 ng/reaccion

9 ADN polimerasa REDTaq (1 unidad/pul) 1,0 ul (se recomienda | 1 unidad/reaccion
cambiar las pipetas
antes de la siguiente

reaccion)
10 ADN extraido (molde):
- Muestras que se van a analizar
* hojas individuales - 10-200 ng de ADN
gendmico
* hojas reunidas (max. de 50 hojas/grupo) |- 200 ng de ADN
gendmico
- Control negativo - 50 ng de ADN

gendémico de planta no
transgénica

- Control negativo - sin molde de ADN
- Control positivo -5 ng de ADN
plasmidico

Tabla 28. Parametros de PCR sugeridos para diferentes termocicladores

Se mezcla con suavidad, si es necesario (no poner caliente en el termociclador), se afiaden 1-2 gotas de aceite
mineral sobre la parte superior de cada reaccion. Se procede con la PCR en un termociclador Stratagene
Robocycler, MJ Engine, Perkin-Elmer 9700, o un termociclador de gradiente Eppendorf Mastercycler Gradient
utilizando los siguientes parametros de ciclado.

Nota: El aparato MJ Engine o el termociclador Eppendorf Mastercycler Gradient deben hacerse funcionar en el
modo calculado. Se hace funcionar el termociclador Perkin-Elmer 9700 con la velocidad de rampa ajustada al
maximo.

Ciclo n.° Ajustes: Stratagene Robocycler
1 94 °C 3 minutos
38 94° C 1 minuto
60 °C 1 minuto
72°C 1 minuto y 30 segundos
1 72°C 10 minutos
Ciclo n.° Ajustes: MJ Engine o Perkin-Elmer 9700
1 94 °C 3 minutos
38 94° C 10 segundos
60 °C 30 segundos
72°C 1 minuto
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1 72°C 10 minutos
Ciclo n.° Ajustes: Eppendorf Mastercycler Gradient
1 94 °C 3 minutos
38 94° C 15 segundos
60 °C 15 segundos
72°C 1 minuto
1 72°C 10 minutos
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LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Flasinski, Stanislaw

<120> Procedimientos de utilizacidon de polinucleétidos artificiales y sus composiciones para reducir el
silenciamiento de transgenes.

<130> 11899.0235.00PC00

<140> documento US 60/396.665
<141> 18-07-2002

<150> documento US 06/396.665
<151> 18-07-2002

<160> 35

<170> Patentln version 3.2
<210>1

<211> 515

<212> PRT
<213> Oryza sativa

<400> 1
Met Ala Ala Thr Met Ala Ser Asn Ala BAlz Ala Ala Ala Ala val Ser
1 5 10 15

Ieu Asp GIln Ala Val Ala Ala Ser Ala Ala Phe Ser Ser Arg Lys Gln
20 25 30

Leu Arg Leu Fro Ala Ala Ala Arg Gly Gly Met Arg Val Arg Val Arg
35 ‘ 40 45

Ala Arg Gly Arg Arg Glu Ala Vval Val vVal Ala Ser Ala Ser Ser Ser
50 55 60

Ser Val Ala RAla Pro Ala Ala Lys Ala Glu Glu Ile Val Leu Gln Pro
65 70 75 80

Ile Arg Glu Ile Ser Gly Ala Val Gln Leu Pro Gly Ser Lys Ser Leu
85 90 85

Ser Asn Arg Ile Leu Leu Leu Ser Ala Leu Ser Glu Gly Thr Thr val
100 105 110

Val Asp Asn Leu Leu Asn Ser Glu Asp Val His Tyr Met Leu Glu Ala
115 120 125

Leu Lys Ala Leu Gly Leu Ser Val Glu Ala Asp Lys Val Ala Lys Arg
130 135 140
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Ala

145

Lys

Ser

Leu

Val

Glu

225

Lys

Leu

Asp

Glu

Tyr

305

Glu

Thr

Gly

Thr

Val

Glu

Leu

Asp

Gly

210

Cys

Val

Met

Lys

Arqg

290

Ile

Gly

Gly

Asp

Trp
370

val

Glu

Thr

Gly

1985

Leu

Pro

Lys

Ala

Leun

275

Phe

Lys

Asp

Gly

val

355

Thr

Val

Val

Ala

180

vVal

Lys

Pro

Leu

Ala

260

Ile

Gly

Gly

Ala

Thr

340

Lys

Asp

Gly

Gln

165

Ala

Pro

Gln

Val

Ser

245

Pro

Ser

Val

Gly

Ser

325

Val

Phe

Thr

Cys

150

Leu

Val

Arg

Leu

Arg

230

Gly

Leu

Ile

Lys

Gln

310

Ser

Thr

Ala

Ser

Gly

Phe

Thr

Met

Gly

215

Val

Ser

Ala

Pro

Ala

295

Lys

Ala

Val

Glu

Val
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Gly

Leu

Ala

Arg

200

Ala

Lys

Ile

Leu

Tyr

280

Glu

Tyr

Ser

Gln

Val

360

Thr

Lys

Gly

Ala

185

Glu

Asp

Gly

Ser

Gly

265

Val

His

Lys

Tyr

Gly

345

Leu

val

Phe

Asn

170

Gly

Arg

Val

Ile

Ser

250

Asp

Glu

Ser

Ser

Phe

330

Cys

Glu

Thr

49

Pro

155

Ala

Gly

Pro

Asp

Gly

235

Gln

Val

Met

Asp

Pro

315

Leu

Gly

Met

Gly

Val

Gly

Asn

Ile

Cys

220

Gly

Tyr

Glu

Thr

Ser

300

Gly

aAla

Thr

Met

Pro
380

Glu

Ile

Ala

Gly

205

Phe

Leu

Len

Ile

Leu

285

Trp

Asn

Gly

Thr

Gly

365

Pro

Lys

Ala

Thr

120

Asp

Leu

Pro

Ser

Glu

270

Arg

Asp

Ala

Ala

Ser

350

Ala

Arg

Asp

Met

175

Tyxr

Leu

Gly

Gly

Ala

255

Ile

Leu

Arg

Tyr

Ala

335

Leu

Lys

Glu

Ala

160

Arg

Val

Val

Thr

Gly

240

Leu

Ile

Met

Phe

Val

320

Ile

Gln

Val

Pro



Tyr Gly

385

Pro Asp

Thr

Pro

Arg Met

Lys

Val

Ala

Val

Lys

His Leu
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Lys Ala

390

Ala Met

405

Ile
420

Arg

Ala Ile

435

‘Glu
450

Glu

Ile
465

Thr
Ser Leu
Thr

Cys

vVal Arg

Gly

Ala

Ala

Arg

Pro Asp

Ile Asp

Thr

Asp

Arg

Tyr

Thr

Leu Ala

Val Ala

Thr Glu

440

Cys Ile

455

Tyr Asp

470

Ala Cys

485

Lys Thr

500

Asn

515

<210> 2
<211> 1548
<212> ADN

<213> Oryza sativa

<400> 2
atggcggcga

gtggcggegt
ggggggatge
gegtegtegt
atcagggaga
ctcetectet
gatgttcact
gttgcaaaaa
aaagaggaagd

gcegtgactg

ccatggcgtce
caggeggegtt
gggtgcgagt
cgtcggtgge
tctecegggge
ccgcectete
acatgcttga
gagctgtagt
tgcaactctt

ctgetggtgg

Ala

Phe

Asp Val

Pro Asn

caacgccgceg
ctecgtegegg
gcgggegegy
agcgccggeg
ggttcagctg
cgagggcaca
ggccctgaaa
cgttggetgt
cttggggaac

aaatgcaact

Val
395

Val Asp

Val Val Ala

410

Ser
425

Trp Arg

Leu Thr Lys

Ile Thr Proc

Asp His Arg

475

Val Thr

490

Pro

Tyr Phe Asp

505

gctgcggegyg
aagcagctgce
gggcggegygyg
gcgaaggcgyg
ccagggtcca
acagtggtgg
gcccteggge
ggtggcaagt
gctggaatcy

tatgtgcettg

50

Asn Met Asn

Leu Phe Ala

Val Glu

430

Lys

Leu Gly Ala

445

Pro Glu

460

Lys

Met Ala Met

Ile Arg Asp

Val Ser

510

Leu

cgagtgtcecct
ggctgccege
aggeggtggt
aggagatcgt
agtcgctctce
acaacttgct
tctctgtgga
ttcctgttga
caatgcgatc

atggagtgce

Met
400

Lys

Asp Gly

415

Thr Glu

Ser Vval
Asn

Leu

Phe
480

Ala

Pro
495

Gly

Thr Phe

ggaccaggcc
cgcggcgcegce
ggtggegtee
gctccagecce
caacaggate
gaacagtgag
agcagataaa
gaaggatgcg
cttgacagca

acgaatgagg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600



gagagaccga
ttccttggea
aaggttaagc
cctttggeec
gttgaaatga
tgggacagat
gaaggtgatg
gtgacagttc
cttgagatga
ccacgtgage
cctgatgttyg
agagatgtgg
ctaacaaagc
gagaagctga
tccctegetyg

accttcccea

<210> 3
<211> 1548
<212> ADN

ttggtgactt
ctgaatagccce
tctetggttce
ttggggatgt
cattgagatt
tctatattaa
ccteaagegce
aaggttgtgg
tgggagcaaa
cttatgggaa
ccatgacecet
cttecctggag
tgggagcatc
acatcacggc
cctgcgeoega

actacttcga

<213> Oryza sativa

<400> 3

atggctgcaa
gtagcagcga
ggcggeatga
gcttctagca
attagggaaa
ctgttgettt
gatgtgcact
gtagcaaaac
aaggaagaag
gcggtcacag

gagcgtccta

ctatggctag
gcgectgeatt
gagttagagt
gttcggtgge
tateggggge
cagctctcte
atatgctaga
gcgecagtggt
tacagctett
ccgctggagg

ttggtgatct

ES 2420929 T3

ggttgtcggg
acctgttegt
catcagcagt
ggagatcgaa
gatggagcgt
gggagggcag
gagctatttc
tacgaccagt
ggttacatgg
gaaacacctyg
tgcecgtigtt
agtaaaggaa
ggttgaagaa
aatcgacacc
cgtgeccecgtg

cgttctaagc

taacgcagcg
ctcatcacgt
gagggctaga
tgcgecegget
cgtacaatta
ggagggaaca
ggctctcaag
tgtaggttgt
tctecgggaat
caacgcaaca

tgtegtaggt

ttgaaacaac
gtcaagggaa
cagtacttga
atcattgaca
tftggtgtga
aagtacaaat
ttggctggtyg
ttgcagggty
actgacacca
aaagctgttag
gcactcttcg
accgaaagga
ggtcctgact
tacgatgatc
acgatcaggg

actttcgtea

gctgeccgetg
aagcaactac
ggtaggcggg
gctaaggcag
cctggaagca
acagttgtgg
gctctagggce
ggtgggaagt
gcecgggateg
tacgtcctag

ctecaagcaac

51

ttggtgcgga
ttggaggact
gtgecttget
aactaatctc
aggcagagca
ctectggaaa
ctgcaatcac
atgtcaaatt
gtgtaacegt
atgtcaacat
ctgatggtce
tggttgcaat
actgcatcat
acaggatggce
accctggttg

ggaactga

ccgtttectt
ggctaccagc
aggctgtagt
aggagattgt
agagccttte
ataatctgtt
tttctgtaga
tccecagttga
ccatgcggag
atggggtgce

tecggcgectga

tgtcgactgt
tcctggtage
gatggetget
cattccttac
ttctgatagt
tgcctatgtt
tggaggcact
tgctgaggta

aactggtcca

gaacaaaatg -

aactgctatc -

tcggaccgag

caccgccaceg

catggcette -

cacccgcaag

agaccaagca
agccgctaga
cgtagcctce
tttacaacct
caacaggatt
gaatagtgag
agcggataaa
aaaggatgct
tttgactgct
gagaatgcgt

cgtagattgt

660
720
780
840
a00
860
1020
1080
1140
1200
1260.
1320
1380
1440
1500,

1548

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

660



ttcetgggta
aaggtcaagc
ccattagett
gtcgagatga
tgggatcgtt
gaaggggatyg
gtcacagttce
cttgaaatga
ccacgagaac
cctgacgttg
cgcgatgttyg
ctecaccaaac
gagaaactta
tcactggccg
acgttccecga
<210> 4

<211> 1548
<212> ADN

ctgagtogtec
tgtcgggcag
tgggagatgt
ctttaagact
tctacataaa
cttcatctge
agggctgegyg
taggtgeccaa
cttacggcaa
ctatgacact
catcatggeyg
ttggtgecte
acatcactge
cttgtgcaga

actactttga

<213> Oryza sativa

<400> 4
atggctgcaa

gtagcagcga
ggcggcatga
gcttetagea
attagggaaa
ctgttgettt
gatgtgcact
gtagcaaaac
aaggaagaag
gcggtcacag
gagcgtccta

ttcetgggta

ctatggctag
gcgctgcatt
gagttagagt
gttcggtgge
tatcggggge
cagctctetce
atatgctaga
gecgcagtggt
tacagctctt
ccgctggagg
ttggtgatct

ctgagtgtce

ES 2420929 T3

gccagtcaga
tatttcgagt
tgagatcgag
tatggaacgg
gggaggccag
gtcttactte
tacaacaagt
agtaacgtgy
aaagcatctt
tgcogttgtt
cgtcaaggaa
tgtagaggag
tattgataca
tgttcctgic

tgttctttea

taacgcageg
ctcatcacgt
gagggctaga
tgcgcecgget
cgtacaatta
ggagggaaca
ggctctcaag
tgtaggttgt
tctegggaat
caacgcaaca
tgtcgtaggt

gccagtcaga

gttaaaggaa
cagtatcttt
atcattgata
tttggggtta
aagtataagt
cttgcgggag
ttgcaaggtg
acagacacat
aaggcegtgg
geectttttg
acggagagga
ggccctgatt
tacgacgatc
acaatcagag

acattcgtcc

agctgccgcetyg
aagcaactac
ggtaggcggyg
gctaaggcag
cctggaagca
acagttgtgg
gectectagggce
ggtgggaagt
gccgggatceg
tacgtcctag
ctcaagcaac

gttaaaggaa

52

tcgogtggget
ctgctctcct
azcttatatc
aggccgagcea
ctcctgggaa
cggctataac
acgtgaagtt
cggtgacagt
atgttaatat
cagacggcce
tggtggctat
actgtatcat
atagaatgge
atcctggctg

gcaattga

ccgtttcctt
ggctaccagc
aggctgtagt
aggagattgt
agagectttc
ataatetgtt
tttctgtaga
tceccagttga
ccatgecggag
atggggtgce
tecggegetga

tecggtggget

gececgggcegga
gatggctygeg
tatccegtat
tagcgacagt
tgcttatgta
tggaggaaca
tgecgaggta
tactggtcct
gaataagatg
aacggcgata
tcgaactgaa
tacaccccct
tatggcttte

tactagaaag

agaccaagca
agccgctaga
cgtagecctec
tttacaacct
caacaggatt
gaatagtgag
agcggataaa
aaaggatgct
tttgactgcet
gagaatgcgt
cgtagattgt

gccgggegga

720

780

840

900

560

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1548

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720



aaggtcaagc
cecattagett
gtcgagatga
tgggatcgtt
gaaggggatg
gtecacagttc
cttgaaatga
ccacgagaac
cctgacgttg
cgcegatgttg
ctraccaaac
gagaaactta
tcactggccg
acgttcccga
<210>5

<211> 525
<212> PRT

tgtcgggcag
tgggagatgt
ctttaagact
tctacataaa
cttcatctge
agggctgcgg
tgggtgccaa
cttacggcaa
ctatgacact
catcatggcyg
ttggtgecte
acatcactgc
cttgtgcaga

actactttga

<213> Glycine max

<400> 5

Met Ala

1

Phe

Ser

His

Ser

65

Ser

Gly

Leu

Lys

50

Gly

Thr

Gln

His

Arg

35

Asn

vVal

Ser

Val Ser

Ser Ser

20

Pro Arg

Gly Ser
Phe

Lys

Glu
85

Pro

ES 2420929 T3

tatttecgagt
tgagatcgag
tatggaacgg
gggaggceag
gtcttacttc
tacaacaagt
agtaacgtgg
aaagcatctt
tgccgttgtt
cgtcaaggaa
tgtagaggag
tattgataca
tgttectgte

tgtictttca

cagtatcttt
atecattgata
tttggggtta
aagtataagt
cttgegggag
ttgcaaggtyg
acagacacat
aaggcegtgg
gccctttttyg
acggagagga
ggccectgatt
tacgacgatc
acaatcagag

acattegtcc

ctgctctect
aacttatatc
aggccgagea
ctectgggaa
cggctataac
acgtgaagtt
cggtgacagt
atgttaatat
cagacggccce
tggtggctat
actgtatcat
atagaatggce
atcctggetg

gcaattga

gatggctgcg
tatccegtat
tagcgacagt
tgcttatgta
tggaggaaca
tgccgaggta
tactggtcct
gaataagatg
aacggcgata
tcgaactgaa
tacacccect
tatggctite

tactagaaag

Arg

Asn

Leu

Phe

Val

70

Ile

Val His Asn

Ser Asn Lys

25

Gly Ala

40

Met
55

Gly Asn

Ser Ala Ser

vVal Leu Glu

Leu

10

Leu

Ser

Phe

val

Pro
a0

53

Ala

Lys

Lys

Asn

Ala

75

Ile

Gln

Ser

Ser

val

60

Ala

Lys

Ser

Val

Arg

45

Gly

Ala

Asp

Thr

Asn

30

Ile

Lys

Glu

Phe

Gln

15

Ser

Pro

Gly

Lys

Ser
85

Ile

Val

Met:

Asn

Pro

g0

Gly

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1548



Thr

Leu

Ser

Arg

145

Gly

Phe

val

Met

Gly

225

Val

Ser

Ala

Pro

Val

305

Lys

Ala

Ile

Ala

Glu

130

Val

Gly

Leu

Ala

Arg

210

Ala

Asn

Val

Leu

Tyr

290

Glu

Tyxr

Ser

Thr

Ala

115

Asp

Glu

Leu

Gly

Ala

185

Glu

Asp

Gly

Ser

Gly

275

Val

His

Lys

Tyr

Leu

100

Leu

Ile

Asp

Phe

Asn

180

Gly

Arg

val

Lys

Ser

260

Asp

Glua

Ser

Ser

Leu

Pro

Ser

Hais

Asp

Pro

165

Ala

Gly

Pro

Asp

Gly

245

Gln

Val

Met

Gly

Pro

325

Leu

Glu

Tyr

Lys

150

Thr

Gly

Asn

Ile

Cys

230

Gly

Tyr

Glu

Thr

Asn

310

Gly

Ala

Ser

Gly

Met

135

Thr

Ser

Ile

Ala

Gly

215

Phe

Leu

Leu

Ile

Leu

285

Trp

Asn

Gly

ES 2420929 T3

Lys

Thr

120

Leun

Thr

Lys

Ala

Ser

200

Asp

Leu

Pro

Thr

Glu

280

Lys

Asp

Ala

Ala

Serx

1cs

Thr

Gly

Lys

Glu

Met

i85

Tyx

Leu

Gly

Gly

Ala

265

Ile

Leu

Brg

Phe

Ala

Len

Val

Ala

Gln

Ser

170

Lys

vVal

Val

Thr

Gly

250

Leu

val

Met

Phe

val

330

Ile

54

Ser

vVal

Leu

Ala

155

Lys

Ser

Leu

Ala

Asn

235

Lys

Leu

Asp

Glu

Leu

315

Glu

Thr

Asn

Asp

Arg

140

Ile

Asp

Leun

Asp

Gly

220

Cys

val

Met

Lys

Arg

300

Val

Gly

Gly

Arg

Asn

125

Thr

val

Glu

Thr

Gly

205

Leu

Fro

Lys

Ala

Len

285

Phe

His

Asp

Gly

Ile

110

Leu

Leu

Glu

Ile

Ala

190

Val

Lys

Pro

Leu

Ala

270

Tle

Gly

Gly

Ala

Thr

Leu

Len

Gly

Gly

Asn

175

Ala

Pro

Gln

Val

Ser

255

Pro

Ser

val

Gly

Ser

335

Ile

Leu

Tyxr

Leu

Cys

160

Leu

Val

Arg

Leu

Arg

240

Gly

Leu

Val

Ser

Gln

320

Ser

Thr



val Asn Gly
355

Glu Val Leu
370

Val Thr val
385

Arg Gly Ile

Leu Ala Val

Val Ala Ser
435

Thr Glu Leu
450

Cys Val Ile
465

Tyr Asp Asp

Asp Val Pro

Pro Asp Tyr
515

<210> 6

<211> 1578
<212> ADN

<213> Glycine max

<400> 6

340

Cys

Glu

Ser

Asp

val

420

Trp

Arg

Thr

His

Val

500

Phe

Gly

Lys

Gly

val

405

Ala

Arg

Lys

Pro

Arg

485

Thr

Glu

Thr

Met

Pro

390

Asn

Leu

Val

Leu

Pro

470

Met

Ile

val

Ser

Gly

375

Pro

Met

Phe

Lys

Gly

455

Glu

Ala

Lys

Leu

ES 2420929 T3

Ser

360

Ala

Arg

Asn

Ala

Glu

440

Ala

Lys

Met

Asp

Glu
520

atggcccaag tgagcagagt gcacaatctt

tccaactcca acaaactcaa atcggtgaat

gcctcaaaat ctcgcatccc gatgcataaa

gggaagggaa attccggegt gtttaaggtt

345

Leu Gln

Lys Val

Asp Phe

Lys Met
410

Asn Gly
425

Thr Glu

Thr val

Leu Asn

Ala Phe
490

Proc Gly
505

Arg Leu

gctcaaagca ctcaaatttt tggeccattct
tcggtttcat tgaggccacg cctttggggg
aatggaagct ttatgggaaa ttttaatgtg

tctgcatcgg tcgecgecege agagaagcceg

55

Gly

Thr

Ser

395

Pro

Proc

Arg

Glu

Val

475

Ser

Cys

Thr

Asp

Trp

380

Gly

Asp

Thr

Met

Glu

460

Thr

Leu

Thr

Lys

val

365

Ser

Arg

Val

Ala

Ile

445

Gly

Ala

Ala

Arg

His
525

350

Lys

Glu

Lys

Ala

Ile

430

Ala

Pro

Ile

Ala

Lys
510

Phe

Asn

Val

Met

415

Arg

Ile

Asp

Asp

Cys

495

Thr

Ala

Ser

Leu

400

Thr

Asp

Cys

Tyr -

Thr

480 -

Gly

Phe

60

120

180

240



tcaacgtcgc
ccagggteca
actgttgtag
acccttggac
gggggattgt
gctggtateg
tacgtacttg
cttaagcaac
gtaaatggga
caatacttga
attgttgata
tttggagttt
aagtacaagt
ctagetggtyg
ttacagggaqg
tcagagaaca
cgaggcatty
gcactatttg
actgagagga
ggtcctgatt
tatgatgacc
accatcaagg

aggttaacaa

<210>7
<211> 1578
<212> ADN

cggagatcgt
agtctctgte
acaacttgtt
tgecgtgtgga
ttccecactag
caatgaagtc
atggggtgcc
ttggtgcaga
agggaggact
ctgetttget
aactgatttc
ctgtggaaca
ctcetggecaa
cagcaattac
atgtaaaatt
gtgtcactgt
atgtcaatat
ctaatggtcec
tgatagcaat
actgtgtgat
acagaatgge
atcctggttg

agcactaa

<213> Glycine max

<400> 7

atggctcagg
agtaactcaa
gcaagtaaga

ggcaaaggaa

tctectegegt
acaaactaaa
gcegtatecce

actcaggtgt

ES 2420929 T3

gttggaaccc
caatcgaatt
gtatagtgag
agatgacaaa
taaggaatct
cttgacagca
ccgaatgaga
tgttgattge
tectggcegga
tatggcagct
tgttccatat
cagtggtaat
tgctttitgtt
tggtgggact
tgctgaagtt
ttetggacca
gaacaagatg
cactgctata
ctgcacagaa
tactccacct
catggcattce

caccaggaag

tcataatctce
gtetgtgaat
tatgcacaag

cttcaaagta

atcaaagact
ttgecttetty
gatattcatt
acaaccaaac
aaagatgaaza
gctgtggttyg
gagagggccaa
tttcttggea
aaggtgaaac
cctttagetce
gttgaaatga
tgggataggt
gaaggtgatyg
atcactgtta
cttgaaaaga
ccacgagatt
ccagatgttyg
agagatgtgg
ctcagaaagc
gagaaattga
tetcttgetg

acatttecctg

gctcagagta
agtgtatcac
aacggttegt

agcgccageg

56

tctegggtac
ctgctctectc
acatgcttgg
aagcaattgt
tcaatttatt
ctgcaggtgg
ttggggattt
caaactgtcc
tgtctggate
ttggtgatgt
ctctgaagtt
tectiggteca
cttecaagtge
atggctgtqg
tgggagctaa
tttetggteg
ccatgacact
caagttggag
taggagcaac
atgtcacagce

cttgtgggga

actactttga

cccagatatt
tteggecteg
tcatggggaa

tagctgegge

catcacattg
tgagggaaca
tgcattaagg
tgaaggctgt
ccttggaaat
aaatgcaagc
ggttgctggt
acctgttegt
agttagcagt
ggaaattgag
gatggagcgt
tggaggtcaa
cagttattta
cacaagcagt
ggttacatag
aaaagtecttg
tgectgttgtt
agttaaagag
agttgaagaa
tatagacaca
tgttccagta

agtccttgag

cggacattcc
gctgtgggga
ctttaacgtc

tgagaagccce

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1020

1680

1140

1200

126C

1320

1380

1440

1500

1560

1578

60

120

i80

240



agtacttcte
cctggatcaa
-actgtagtcg
actcttggge
ggcgggttgt
gcaggaatcg
tacgtcttag
ctaaaacage
gtgaacggga
cagtacctaa
atcgtecgata
tteggagttt
aagtacaaaa
ctegetggeg
cttcaaggtg
tctgagaaca
aggggaatag
gceetgttcg
accgaacgga
ggaccagact
tatgacgatc
acgatcaagg

agattgacaa

<210> 8
<211> 506
<212> PRT

<213> Zea mays

<400> 8

Met Ala Ala Met Ala Thr Lys Ala Ala Ala Gly Thr Val Ser Leu Asp

1

Leu Ala Ala Pro Ser Arg Arg His His Arg Pro Ser Ser Ala Arg Pro

ctgaaattgt
agagtctcte
ataacctccet
taagagttga
teccctactte
caatgaagag
acggegtgece
ttggagcaga
agggaggctt
ctgecattgct
agttgattag
cggtagaaca
gcccaggeaa
cagccataac
atgtaaagtt
gcgtaaccgt
atgtgaatat
caaacggacc
tgatcgetat
attgcgtgat
acagaatgge
acccagggtyg

agcactga

5

20

tcttgaaccyg
taatagaatt
ttatagcgaa
ggacgataag
taaagaaagt
cctcacecget
tagaatgcga
cgtcgattgt
gccaggeggt
catggccgcce
cgtgccttat
ctccgggaat
tgecttegte
cggtggcacc
cgctgaggtc
gtccggacct
gaataagatg
taccgecaata
ttgcaccgag
aacacctcct
tatggecatte

tactaggaag

ataaaggatt
ttgttgcteg
gatatacatt
actactaaac
aaagatgaga
gctgtcgttg
gaaagaccta
ttettgggea
aaggttaaac
cecgetegett
gtggaaatga
tgggatcggt

gaaggggacg
ataaccgtga
ttggagaaaa
cccagagact
ccagatgtgg
agggatgtcg
ttgcgtaage
gaaaagctca
tcacttgctg

acattceccag

i

25

57

ES 2420929 T3

tctecaggtac
cagctctgte
atatgttggg
aagctatcgt
taaactigtt
cggcgggtgg
teggtgatet
caaattgcee
tatccggatce
tgggggacgt
ccctcaaatt
ttcttgtaca
cttcgagcge
acggctgegg
tgggcgcaaa
ttegtggtag
ctatgacget
cttcatggcg
tgggtgcaac
atgtgaccge
cttgcggtga

attactttga

gattacacta
cgaaggaace
ggcgectecaga
cgaaggttgt
tcttggeaac
taacgctagt
agtggctgge
gccegtgaga
ggtctegtea
ggagattgaa
gatggagagyg
cggagggcaa
ttectatetc
caccteoatec
ggtcacatgy
aaaggtectt

cgctgttgte

tgttaaggaa -

ggtggaagaa
tattgacact
cgtgccggtt

ggtgttggaa

15

30

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

260

1020

1080

1140

lz2¢0

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1578



Pro

Ile

Ala

65

Lys

Ala

Asp

Glu

Lys

145

Asn

Gly

Arg

Val

Ile

225

Ser

Asp

Phe

Ala

50

Glu

Leun

Leu

Val

Ala

130

Phe

Ala

Gly

Pro

Asp

210

Gly

Gln

Val

Arg

35

Ala

Glu

Pro

Ser

His

115

Asp

Pro

Gly

Asn

Ile

195

Cys

Gly

Tyr

Glu

Pro

Pro

Ile

Gly

Giu

100

Tyr

Lys

Val

Ile

Ala

180

Gly

Phe

Leu

Leu

Ile
260

Ala

Fro

Val

Ser

BS

Gly

Met

Ala

Glu

Ala

165

Thr

Asp

Leu

Pro

Ser

245

Glu

Val

Ala

Leu

70

Thr

Leu

Ala

Asp

150

Met

Tyr

Len

Gly

Gly

230

Ala

Ile

Arg

Ala

55

Gin

Ser

Thr

Gly

Lys

135

2la

Arg

Val

val

Thr

215

Gly

Leu

Ile

ES 2420929 T3

Gly

40

Ala

Pro

Leu

Val

Ala

120

Arg

Lys

Ser

Leu

Val

200

Asp

Lys

Leu

Asp

Leu
Ala
Ile
Ser
Val
105
Leu
Ala
Glu
Leu
Asp
185
Gly
Cys
Val

Met

Lys
265

Arg

Ala

Lys

Asn

90

Asp

Arg

Val

Glu

Thr

170

Gly

Leu

Pro

Lys

RAla

250

Leu

58

Ala

Ala

Glu

75

Arg

Asn

Thr

Val

val

155

Ala

Val

Lys

Pro

Leu

235

Ala

Ile

Pro

Ala

60

Ile

Ile

Leu

Leu

Val

140

Gin

Ala

Pro

Gln

Val

220

Ser

Ero

Ser

Gly

45

Val

Ser

Leu

Leu

Gly

125

Gly

Leun

Val

Arg

Leu

205

Arg

Gly

Leu

Ile

Arg

Gln

Gly

Leu

Asn

110

Leu

Cys

Phe

Thr

Met

15¢C

Gly

Val

Ser

Ala

Pro
270

Arg

Ala

Thr

Len

85

Ser

Ser

Gly

Leu

Ala

175

Arg

Ala

Asn

Ile

Leu

255

Tyr

Val

Gly

Val

B0

Ala

Glu

Val

Gly

Gly

160

Ala

Glu

Asp

Gly

Ser

240

Gly

val



Glu Met

Ser Asp
220

Ser Pro
305

Phe Leu

Cys Gly

Glu Met

Thr Gly
370

Asp Val
385

Val Ala

Trp Arg

Thr Lys

Thr Pro
450

His Arg
465

Val Thr

Phe Asp

<210>9
<211> 1521
<212> ADN

Thr

275

Ser

Lys

ala

Thr

Met

355

Pro

Asn

Leu

Val

Leu

435

Pro

Met

Ile

Val

Leu

Trp

Asn

Gly

Thx

340

Gly

Pro

Met

Phe

Lys

420

Gly

Glu

Ala

Arg

Leu
500

Arg

Asp

Ala

Ala

325

Ser

Ala

Arg

Asn

Ala

405

Glu

Ala

Lys

Met

Asp

485

Ser

Leu

Arg

Tyy

310

Ala

Leu

Lys

Glu

Lys

380

Asp

Thr

Ser

Leu

Ala

470

Pro

Thr

Met

Phe

295

val

Ile

Gln

Val

Pro

375

Met

Gly

Glu

val

Asn

455

Phe

Gly

Phe

ES 2420929 T3

Glu

280

Tyr

Glu

Thr

Gly

Thr

360

Phe

Pro

Pro

Arg

Glu

440

Val

Ser

Cys

Val

Arg

Ile

Gly

Gly

Asp

345

Trp

Gly

Asp

Thr

Met

425

Glu

Thr

Leu

Thr

Lys
505

Phe

Lys

Asp

Gly

330

Val

Thr

Arg

Val

Ala

410

Val

Gly

Ala

Ala

Arg

490

Asn

Gly

Gly

Ala

315

Thr

Lys

Glu

Lys

Ala

385

Ile

Ala

Pro

Ile

Ala

175

Lys

59

val

Gly

300

Ser

val

Phe

Thr

His

380

Met

Arg

Ile

Asp

Asp

460

Cys

Thr

Lys

285

Gln

Ser

Thr

Ala

Ser

365°

Leu

Thr

Asp

Arg

Tyr

4435

Thr

Ala

Phe

Ala

Lys

Ala

Val

Glu

350

Val

Lys

Leu

Val

Thr

430

Cys

Tyr

Glu

Pro

Glu

Tyr

Ser

Glu

335

Val

Thr

Ala

Ala

Ala

415

Glu

Ile

Asp

Val

Asp
495

His

Lys

Tyr

320

Gly

Leu

vVal

Ile

Val

400

Ser

Leu”

Ile

Asp

Pro

480

Tyr



<213> Zea mays

<400> 9

atggcggcea
tcgcgeagece
ctgcgggegce
gtgcaggcgg
aagctgccgg
gggacaacag
ttgaggactc
ggctgtggtyg
aatgectggaa
acttacgtgce
ggattgéagc
cgtgtcaatyg
agtcagtact
gaaatcattg
cgttttggtg
caaaaataca
ttettggetg
agtttgecagg
tggaccgaga
ctcaaggcga
gttgecectet
gagaccgaga
gaagggcegyg
acgtacgacyg
gtcaccatcce

agcactttcg

<210> 10
<211> 1521
<212> ADN
<213> Zea mays

tggcgaccaa
accacegece
ctgggcgecy
gtgeccgagga
ggtccaagtc
tggtitgataa
ttggtctctc
gaaagttcce
tcgecaatgeg
ttgatggagt
agcttggtgce
gaatcggagy
tgagtgecctt
ataaattaat
tgaaagcaga
agtccocecctaa
gtgctgcaat
gtgatgtgaa
ctagcgtaac
ttgatgtcaa
ttgcecgatgg
ggatggttge
actactgcat
accacaggat
gggaccctgg

tcaagaatta

ES 2420929 T3

ggccgceegceg
gagctcggcg
cgtgatcgce
gatcgtgcectg
gctttceocaac
cctgctgaac
tgtcgaageg
agttgaggat
gtcecttgaca
accaagaatg
agatgttgat
gctacctggt
gctgatgget
ctcecattecg
gcattctgat
aaatgcctat
tactggaggg
gtttgctgag
tgttactggce
catgaacsag
ccecgacagec
gatcocggacyg
catcacgceg
ggccatggec
gtgcaccegg

a

ggcaccgtgt
cgccegecct
écgccgccgg
cagcccateca
cggatcctee
agtgaggatg
gacaaagctg
gctaaagagg
gcagctgtta
agggagagac
tgtttccttyg
ggcaaggtca
getectttgg
tacgtcgaaa
agcltgggaca
gttgaaggtyg
actgtgactg
gtactggaga
ccaccgeggyg
atgectgatg
atcagagacqg
gagctaacca
ccggagaagc
ttctcoctig

aagaccttee

60

cgetggacct
tecgeccege
cggcggcage
aggagatcte
tactcgccge
tccactacat
ccaaaagagc
aagtgcagct
ctgctgetgg
ccattggega
gcactgactg
agctgtctgg
ctcttaggga
tgacattgag
gattctacat
atgcctcaag
tggaaggttg
tgatgggagce
agccatttgg
tcgecatgac
tggcttectyg
agetgyggage
tgaacgtgac
cegectgtge

ccgactactt

cgccgegecy
cgtccgegyg
ggcggcggeg
cggecaccgtc
cctgtecgag
gctecggyggee
tgtagttgtt
cttettgaggg
tggaaatgca
cttggtigte
cccacctgtt
ctccatcage
tgtggagatt
attgatggag
taagggaggt
cgcaagctat
tggcaccacc
gaaggttaca
gaggaaacac
tcttgetgtg
gagagtaaag
atctgttgag
ggcgategac
cgaggtecce

cgatgtgctg

60

120

180

240

300

360

420

4B0

540

600

660

720

7B0

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1521
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<400> 10
atggeggeta tggeccacgaa ggcagecggec ggtacagtaa gectcgattt ggeggeccce 60
tccegtagge accaccggece aagcagtgcg aggcocaccgt tcaggecage agttcgeggt “1l20
cttagagege ctggtagaag ggttategea geogecaccgg cggctgecge tgocggcagog 180
gtgcaggccyg gcgcggaaga gatcgtccta cagcectatca aggaaatctce tggtacggta 240
aagttacecayg gcagcaaaag tcttagcaac cgaatcctge tgttggegge actctctgaa 300
gggaccacgg tcgtagataa tctgctcaac agcgaagacg tgcactatat gttgggtgee: 360
ctgaggacgc taggtctgtc agtggaagecce gataaggcocceyg ccaagcgcgce tgtegtegtt 420
ggctgcggcg gtaagttcce cgtggaggac gocgaaagaag aggtgcagtt atttcttggg 480
aacgctggea tegececatgeg gteccttace gcagcecgtea coegcectgeggg aggcaacgcea 540
acttacgtgc ttgacggtgt teoctegtatg agagagegge ccatagggga tetecgtegtg - 600
gggctcaagc agctecggggce cgacgttgat tgcttectecg gaaccgactg cccccctgtg! . 660
agggtgaacyg gcatcggggg actgccagga ggcazagtca agttgtecgg ctcaatttece - 720
tegcagtace tgagtgccct gettatggeg geccctetgg ctectgggaga cgtegaaatt 780
gagatcattyg ataagetgat ctctatccct tatgttgaga tgacacteceg tetgatggaa 840
agattcgggg tcaaagctga gcactccgat tcocctgggaca ggttctatat caagggcgga 900 -
cagaaatata agtcaccgaa gaatgcgtac gtcgagggag acgcatcgag cgcgagttac %960
ttecttgegyg gegetgecat caccggggga accgtgacay tggaaggetg tgggacaacyg . 1020
agcttgcagg gcgacgtcaa atttgctgag gtgcectagaaa tgatgggcege taaggtgact 1080
tggactgaga cgteecgtgac cgttacggga ccgccccgeyg aacctttcgg ccggaageat 1140
ctgaaagega ttgatgtgaa catgaataag atgccggacy tcgectatgac acttgeoegtg 1200
gtggcectgt tcgcectgacgg cccrcaccgea atcagggatg tegoctagttg gagggtcecaag 1260
gagacagagc gtatggtggc gatccgaacg gagctgacta aactcgggge cagtgtggag 1320
gagggceccgyg attactgecat aatcacacct ccagagaagt tgaacgtcac cgctatcgac 1380
acatacgacg atcaccggat ggecaatggcc tttagettgg cagegtgege cgaagtaccet 1440
gtgactataa gagatccagg ttgeacccge aaaacgtttc ccgactattt cgacgtccte 1500
tcaaccttcg tgaagaactg a 1521

<210> 11

<211>76

<212> PRT

<213> Arabidopsis thaliana
<400> 11

61



10

15

20

Met Ala Gln

Ile Ser Asn

Ser Leu Lys
35

Trp Gly Leu
50

Pro Leu Lys
65

<210> 12
<211> 228
<212> ADN

Val Ser Arg Ile Cys Asn

Leu Ser Lys Ser Ser Gln

20

Thr Gln Gln His Pro Arg

Lys Lys Ser Gly Met Thr

Val Met Ser Ser Val Ser
70

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 12

atggcgcaag
tcgaaatcea
cgagcttatc

tctgagcette

<210> 13
<211> 228
<212> ADN

ttagcagaat
gtcaacgcaa
cgatttcgte

gtcectcecttaa

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 13

atggcccagg
tcaaaaagct
agggcttatec

agcgaactac

<210> 14
<211> 228
<212> ADN

taagtaggat
ctcaaagaaa
ccatctcaag

gaccgctgaa

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 14

ES 2420929 T3

25

55

ctgcaatggt gtgcagaacc
atctcecctta teggtttcetce
gtcgtgggga ttgaagaaga

ggtcatgtct tctgtttcca

ctgtaacgga
gtcgecgett
ctcctggggt

agtcatgtcc

atggcgcaag taagtagaat ctgcaacgge

agcaagtcca gccagcggaa gtcgcegete

Gly Val Gln
10

Arg Lys Ser

Ala Tyr Pro

Leu Ile Gly
60

Thr Ala Cys
75

tcagtcagca ctgcgige

62

cggecgtge

Ser Leu

15

Ser Val

Ser Ser

Leu Arg

catctcttat ctccaatctc
tgaagacgca gcagcatcca

gtgggatgac gttaattggc

gtccaaaacc cttcactaat atcgaacctg
tetgtatcgt tgaaaactca acagcaccceg

ctaaagaaaa gtggaatgac actgatcggt

gtgcagaacc cgtcgctgat ctecaacctce

tcggtcagec tcaagaccca acagcacceg

60
120
180

228

60

i20

180

228

60

120



ES 2420929 T3

agggcectace ctatcagetc atcctgggge ctcaagaaga gtggeatgac gectgategge 180

agcgagctgc ggccactcaa ggtgatgtcc tcggtctcaa cggegtge 228
<210> 15

<211> 455

<212> PRT

<213> Agrobacterium tumefaciens

<400> 15

Met Leu His Gly Ala Ser Ser Arg Pro Ala Thr Ala Arg Lys Ser Ser

1 5 10 15

Gly Leu Ser Gly Thr Val Arg Ile Pro Gly Asp Lys Ser Ile Ser His
20 25 30

Arg Ser Phe Met Phe Gly Gly Leu Ala Ser Gly Glu Thr Arg Ile Thr
35 40 45

Gly Leu Leu Glu Gly Glu Asp Val Yle Asn Thr Gly Lys Ala Met Gln
50 55 G0

Ala Met Gly Ala Arg Ile Arg Lys Glu Gly Asp Thr Trp Ile Ile Asp
65 70 75 80

Gly Val Gly Asn Gly Gly Leu Leu Ala Pro Glu Ala Pro Leu Asp Phe

Gly &sn Ala Ala Thr Gly Cys Arg Leu Thr Met Gly Leu Val Gly Val
100 105 110

Tyr Asp Phe Asp Ser Thr Phe Ile Gly Asp Ala Ser Leu Thr Lys Arg
115 120 125

Pro Met Gly Arg Val Leu Asn Pro Leu Arg Glu Met Gly Val Gln Val
. 130 135 140

Lys 8Ser Glu Asp Gly Asp Arg Leu Pro Val Thr Leu Arg Gly Pro Lys
145 150 155 160

Thr Pro Thr Pro Ile Thr Tyr Arg Val Pro Met Ala Ser Ala Gln Val
: 165 170 175

Lys Ser Ala Val Leu Leu Ala Gly Leu Asn Thr Pro Gly Ile Thr Thr
180 185 190

63



val

Gly

Thr

225

val

Leu

Thr

Glu

Arg

305

Ala

Phe

Lys

Gly

Pro

385

His

Serxr

Phe

Ile

Phe

210

Ile

Pro

val

Arg

Val

290

Val

Pro

Ala

Glu

Val

370

Asp

Leu

Glu

Pro

Glu

195

Gly

Arg

Gly

Pro

Thr

275

Ile

Arg

Ser

Glu

Ser

355

Asp

Gly

Asp

Asn

Glu

Pro

Ala

Leu

Asp

Gly

260

Gly

Asn

Ser

Met

Gly

340

Asp

Cys

Lys

His

Bro

420

Phe

Ile

Asn

Glu

Pro

245

Ser

Leu

Pro

Ser

Ile

325

Ala

Arg

Asp

Gly

Arg

405

Val

Met

Met

Leu

Gly

230

Ser

Asp

Ile

Arg

Thr

310

Asp

Thr

Leu

Glu

Leu

390

Ile

Thr

Asp

Thr

Thr

215

Arg

Ser

Val

Leu

Leu

285

Leu

Glu

Val

Ser

Gly

375

Gly

Ala

Val

Leu

ES 2420929 T3

Arg

200

val

Gly

Thr

Thr

Thr

2890

Ala

Lys

Tyr

Met

Ala

360

Glu

Asn

Met

Asp

Met

Asp

Glu

Lys

Ala

Ile

265

Leu

Gly

Gly

Pro

Asn

345

Val

Thr

Ala

Ser

Asp

425

Ala

His

Thr

Leu

Phe

250

Leu

Gln

Gly

Val

Ile

330

Gly

Ala

Ser

Ser

Phe

410

Ala

Gly

64

Thr

Asp

Thr

235

Pro

Asn

Glu

Glu

Thr

315

Leu

Len

Asn

Leu

Gly

395

Leu

Thx

Leu

Glu

Ala

220

Gly

Leu

Val

Met

Asp

300

Val

Ala

Glu

Gly

Val

380

Ala

Val

Met

Gly

Lys

205

Asp

Gln

Val

Leu

Gly

285

Val

Pro

Val

Glu

Leu

365

Val

Ala

Met

Tle

Ala

Met

Gly

Val

Ala

Met

270

Ala

Ala

Glu

Ala

Leu

350

Lys

Arg

Val

Gly

Ala

4340

Lys

Leu

Val

Ile

Ala

255

Asn

Asp

Asp

Asp

Ala

335

Arg

Leu

Gly

Ala

Leu

4115

Thr

Ile

Gln

Arg

Asp

240

Leu

Pro

Ile

Leu

Arg

320

Ala

Vval

Asn

Arg

Thr

400

Val

Ser

Glu



435

ES 2420929 T3

Leu Ser Asp Thr Lys Ala Ala
450

<210> 16
<211> 1368
<212> ADN

<213> Agrobacterium tumefaciens

<400> 16

atgcttecacg
accgtecgea
gcgageggtg
aaggccatge
ggcgteggea
acgggctgcec
ggcgacgecet
ggcgtgeagg
acgccgacgc
ctgctcgecg
gatcatacgg
gacggcgtge
gtgccgggeg
tccgacgtea
ctgecaggaaa
gtggeggacc
gcgecttega
gegaccgtga
gtcgccaatg
gtgcgtggece
catctegate
gtcacggtgg

gecgggetag

<210> 17
<211> 1368

gtgcaagcag
ttccecggega
aaacgecgcat
aggcgatggg
atggeggect
gcctgacgat
cgctcacaaa
tgaaatcgga
cgatcaccta
gcctcaacac
aaaagatgct
gcaccatccg
acccgteete
ccatccteaa
tgggegecga
tgcgegtteyg
tgatcgacga
tgaacggtct
gcctcaaget
geectgacayg
accgcatcge
acgatgccac

gcgcgaagat

455

ccggoccgcea
caagtcgate
cacecggectt
cgceegeate
cctggegect
gggcctegte
gcgececcgatg
agacggtgac
ccgcgtgeeg
gceeggeatce
gcagggcttt
cctggaagge
gacggecctte
cgtgctgatg
catcgaagtce
ctcectecacg
atatcecgatt
ggaagaactc
caatggcgtg
caaggggctce
catgagctte
gatgatcegec

cgaactctee

440

accgeccogcea
tecececaccggt
ctggaaggog
cgtaaggaag
gaggcgeeygce
ggggtctacg
ggcegegtgt
cgtcttceoeg
atggectcecg
acgacggtca
ggegecaace
cgecggceaage
ccgetggttg
aacceccaccc
atcaaccecgce
ctgaagggcy
ctcgetgteg
cgcgtcaagg
gattgcgatg
ggcaacgcect
ctcgtcatgg
acgagcttecce

gatacgaagg

65

445

aatcctclgg
cctteatgtt
aggacgtcat
gcgacaccty
tcgatttegy
atttcgacag
tgaacccget
ttaccttgeg
cacaggtgaa
tcgagecegat
ttacecgtcga
tcaccggecca
cggcectget
gcaccggect
gccttgeegg
tcacggtgcce
cegecegecett
aaagcgaccg
agggcgagac
cgggcgcege
gcctegtgte
cggagttcat

ctgecctga

ccttteccgga
cggcggtote
caatacggge
gatcatcgat
caatgccgee
caccttcatc
gcgcgaaatg
cgggecgaag
gtccgececgtg
catgacgecgc
gacggatgcg
agtcatcgac
tgtteceggge
catcctgacg
cggcgaagac
ggaagaccge
cgcggaaggy
ccteteggee
agtcgctegte
cgtegeccace
ggaaaaccct

ggacctgatg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320

1368



10

<212> ADN

<213> Agrobacterium tumefaciens

<400> 17

atgcttcatg
accgtgcgea
gctagtggag
aaggcgatgc
ggtogttggta
acggggtgcece
ggtgacgcga
ggtgtccagg
aceccccacge
ctcctyggegg
gaccacacgg
gacggcgtga
gtgcctggag
tctgatgtga
ttgcaggaga
gtgoccgatc
gctceatceca
gcaactgtaa
gtggcgaatg
gtcegtggte
caccttgate
gtgaccgttyg

gcaggettog

<210> 18
<211> 1368
<212> ADN

<213> Agrobacterium tumefaciens

<400> 18

atgctacacg gtgcaagcag ccggccggeca accgctcgeca aatctteccecgg ccttteggga

acggtcagga ttccgggcga taagtccata tcccaccggt cgttcatgtt cggeggtctt

gagcttcate
teecctggega
agacgagaat
aagcaatggg
acggaggatt
gtcttactat
gcctcactaa
tgaaatctga
caatcacgta
gcctcaacac
agaagatgtt
ggacaatccg
atccctegte
cgatcctgaa
tgggtgctga
tgcgecgtgeg
tgatcgacga
tgaacggecct
gcctgaagcect
gcccagacgg
atagaatege
acgatgctac

gggccaadgat

ES 2420929 T3

taggccaget
taaaagtatt
cactggtttg
tgeccagaatc
gctegeteee
gggactggta
gagaccaatg
ggatggtgat
cagggttceg
acctggaatc
gcagggttte
cttggagggce
cacagegttt
tgtcectecatyg
catcgaggtt
ttctagtaca
gtaccccatt
tgaggagttyg
azacggegtg
gaaggggttg
catgtcattt
catgategee

cgagctgtet

actgccagga
tcacacagga
cttgagggeg
cgaaaagagg
gaagcgccac
ggcgtgtatyg
ggacgagtgc
cgtcttccegg
atggcgtcag
acaaccgtga
ggcgctaate
agaggtaaac
cecctegtag
aatccaacta
atcaatccta
ctcaaaggcg
ctcgecegttg
agggttaagg
gactgcgacg
gggaatgctt
ctggtgatgg
acctecettte

gatactaaqgqg

66

agtctagcegg
gcttecatgtt
aagatgttat
gcgatacgtyg
ttgactttgg
actttgactc
tgaatcccct
ttactctgeg
cacaggtcaa
ttgaacccat
taacggtcga
tgactggcca
ctgcgttgct
gaaccggect
ggttggcagy
tgaccgtcceco
ctgectgegtt
agagtgacag
aaggtgaaac
cgggagctgc
gacttgtetc
ctgagttcat

ccgettga

gctcagtgyge
cggaggactt
caacaccggt
gqatcategac
gaacgcagct
taccttecate
gagggagatg
aggceoccaag
gtcagecggta
catgactaga
aaccgacgce
agtcatcgat
cgtecectgga
catcctcaca
tggagaggat
tgaggatcge
tgecegaggge
gctgtececgeg
gtceccttgta
tgtggcgacyg
cgagaatecy

ggacctcatg
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gccageggtyg
aaggccatgce
ggcgttggga
acgggctgeca
ggagacgcct
ggcgtacagyg
acgcctacee
cteectegeceg
gatcataccg
gacggcgtcea
gttccgggag
agtgacgtga
cttcaggaga
gttgeggate
gegecgtccea
gccacggtceca
gtggccaatg
gtccgtggee
cacctegatc
gtgaccgteg

gcgggeccteg

<210> 19
<211> 183
<212> PRT

agacgcgeat
aggctatggg
atggcggtct
ggctcactat
cgctcacaaa
tcaaatcega
cgattaccta
gactgaacac
aaaagatgct
ggaccatccg
acccgtegtc
ccatcctgaa
tgggagccga
tgegegtgeg
tgatagacga
tgaacggtct
gcctgaaget
ggcctgatygyg
atcgcatcge
atgacgecac

gggccaagat

ES 2420929 T3

cacgggcetg
agcgcgtate
gctegeecect
gggactggtc
gcgeceaatg
ggatggtgac
ccgegtgecea
teegggeoate
tcaggggttt
ccttgaggge
cacggcctte
cgtectecatyg
catcgaggtg
ctectctace
gtatecctatt
tgaggaactc
caacggtgtt
caagggcctc
gatgtecttce
gatgatagcg

cgaactgtcet

<213> Streptomyces hygroscopicus

<400> 19

cttgaaggtg
cgcaaggaag
gaggcceccte
ggggtgtacyg
ggccgegtte
cgtttgeccecyg
atggcatccg
accacggtga
ggcgccaacc
aggggtaaac
ccgttggtty
aaccecgacca
atcaacceqge
ctgaagggeg
ctggcegteg
cgcgtgaagg
gactgcgacg
ggcaacgcca
ttggtgatgg
acgagcttcece

gacacgaagg

aggacgtgat
gtgacacatg
tcgacttegg
acttcgatag
tgaaceccgtt
ttacgctgeg
cccaggtcaa
tecgageccat
tgacggtega
tgactggcea
cggegetget
ggaccggecet
gcctggeagg
tgacggtccc
ccgetgegtt
aatcggatcg
agggtgagac
gtggagcggce
gtctegtcte
cagagttcat

ccgecttga

caataccggyg
gatcattgac
caatgcggcg
cacgttecate
gcgegagatg
cgggccgaag
gtcagcocgtyg
catgaccagg
gacggacgct
agtcatcgat
cgtgceyggyy
gatcctcacg
cggtgaagac
ggaagatcgce
cgccgaagdyg
cctgtcggeg
ctcactcgtg
cgtegeeacy
agagaacccy

ggatctgatg

Met Ser Pro Giu Arg Arg Pro Ala Asp Ile Arg Arg Ala Thr Glu Ala

1

5

10

15

Asp Met Pro Ala Val Cys Thr Ile Val Asn His Tyr Ile Glu Thr Ser

20

25

30

Thr Val Asn Phe Arg Thr Glu Pro Gln Glu Pro Gln Asp Trp Thr Asp

35

40

67

45

180

240

300

360

420

480

540

6G0

G0

720

780

B40

200

S€0

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1368



Asp

Asp

65

Asn

His

Ser

Pro

Arg

145

Val

Val

Leu

50

Gly

Ala

Gln

Leu

Asn

130

Gly

Gly

Leun

<210> 20

<211> 552
<212> ADN
<213> Streptomyces hygroscopicus

<400> 20

val

Glu

Tyx

Arg

Glu

115

Asp

Met

Fhe

Pro

Arg

Val

Asp

Thr

100

Ala

Prec

Leu

Trp

Val
180

Leu

Ala

Trp

85

Gly

Gln

Ser

Arg

Gln

165

Thr

arg

Gly

Thr

Leu

Gly

Val

Ala

150

Leu

Glu

Glu

55

Ile

Ala

Gly

FPhe

Arg

133

Ala

Asp

Ile

ES 2420929 T3

Arg

Rla

Glu

Ser

Lys

120

Met

Gly

Phe

TYr

Tyr

Ser

Thr

105

Ser

His

Phe

Ser

Pro

Ala

Thr

90

Leu

Val

Glu

Lys

Leu
170

Trp

Gly

75

Val

Tyx

val

Ala

His

155

Pro

Len

60

Prc

Tyr

Thr

Ala

Leu

140

Gly

Val

val

Trp

val

His

val

125

Gly

Asn

Pro

Ala

Lys

Ser

Leu

110

Ile

Tyr

Trp

Pro

Glu

Ala

Pro

95

Leu

Gly

Ala

His

Arg
175

Val

Arg

80

Arg

Lys

Leu

Pro

Asp

160

Pro

atgagcccag
gtctgecacca
caggaaccegce
gtcgccgagg
aacgcctacg
ggactgggck
agegtggteg
ggatatgece

gtgggtttet

accgagatct

aacgacgccc
tegtcaacca
aggactggac
tggacggcga
actggacggc
ccacgctcta
ctgtcatcgg
cccegeggeat

ggcagctgga

ga

ggccgacatce
ctacatcgag
ggacgaccte
ggtcgecgge
cgagtcgace
cacccacctg
gctgcccaac
gctgcgggeg

cttcagectg

cgeegtgeca
acaagcacgg
gtecegtctge
atcgcctacg
gtgtacgtet
ctgaagtccc
gacccgagcg
gccggcecttea

ccggtacege

68

ccgaggcegga
tcaacttccg
gggagcgcta
cgggcccctyg
ccececeogeca
tggaggcaca
tgcgcatgea
agcacgggaa

ccegteoeggt

catgccggceg
taccgagccg
tcecctggetce
gaaggcacgc
ccageggacy
gggcttcaag
cgaggcgcte
ctggcatgac

cctgeeegte

60
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<210> 21
<211> 552
<212> ADN

ES 2420929 T3

<213> Streptomyces hygroscopicus

<400> 21

atgagtccag
gittgtacaa
caggagccac
gttgctgagg
aacgcttacy
ggattaggga
tctgttgtgg
ggatacgctc
gtaggttttt

actgaaatct

<210> 22
<211> 552
<212> ADN

aaaggagacc
tcgtaaacca
aggattggac
ttgacggaga
actggacagc
gcacgttgta
cagttattgg
cacgaggtat

ggcaactgga

ag

ggctgatatt
ttatategag
ggacgatectg
agtcgctggt
agaatccact
cactcatctt
attgccaaac
gctcecgtget

cttttecactt

<213> Streptomyces hygroscopicus

<400> 22

atgtcgcctg
gtttgcacca
caagaaccgc
gttgcagagg
aacgcatacg
gggctecgget
tctgtagtgg
ggttacgctc
gttggcttcet

accgaaatct

<210> 23
<211> 1368
<212> ADN

agcgecgtce
ttgtgaatca
aggattggac
tggacggtga
attggactgc
cgaccctcta
cggtgatcgg
ctagaggaat
ggcaactgga

ag

tgctgacata
ctacatcgag
cgacgatctc
agtggctggg
ggagtccaca
tacgcatctc
cttgccaaac
gctcagggeg

cttectetttg

<213> Agrobacterium tumefaciens

<400> 23

cggagagcca
acctcgacag
gtacgtttaa
atagcttacg
gtctacgtca
ttaaagtcac
gatccgagtg
gccggatteca

ccegtteeec

agacgcgcta
acatctacgg
gtgcgtctca
atcgectacyg
gtctacgtct
ctcaagtcct
gatcccagtg
gctggattca

ccagttccac

69

ccgaagctga
ttaatttteg
gagaacgtta
ctggaccgtg
gcectecgtcea
tggaggcaca
ttcgaatgea
aacatggaaa

ctagacctgt

ccgaggcaga
taaacttccg
gagagcgtta
ctggaccgtyg
cacccagaca
tagaggcgca
tgagaatgca
agcacggtaa

ctcgtcetgt

tatgectget
cactgagccg
tccgtggeta
gaaagctcgt
tcaaagaacc
aggcttcaag
cgaagcgett
ttggcacgac

acttccagtt

catgcctgct
cactgagcct
tccgtggetg
gaaggctaga
tcaaagaacc
gggcttcaaa
cgaggcactc
ttggcacgac

gctacccegte
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240
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15

atgcttcacyg
accgtcecgta
gctageggtg
aaggctatge
ggtgttggta
actggttgec
ggtgacgett
ggtgtgcagg
actccaacgc
ctgcttgetg
gaccacactg
gacggtgtge
gtteccaggtg
tecegacgtea
ctgcaggaaa
gtggctgact
gctecttcta
gctaccgtta
gtcgcaaacg
gtgcgtggte
cacctcgatce
gttactgttg

gctggtecttg

<210> 24
<211> 16
<212> ADN

gtgecaagcag
ttccaggtga
aaactcgtat
aagctatggg
acggtggact
gtttgactat
ctctecactaa
tgaagtctga
caatcaccta
gtctcaacac
aaaagatgct
gtaccatceg
atcecatectce
ccatccttaa
tgggtgccga
tgegtgttceg
tgatcgacga
tgaacggttt
gtctcaaget
gtcoctgacgg
accgtatcge
atgatgctac

gagctaagat

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2420929 T3

ccgtecagea
caagtctate
caccggtctt
tgccagaatc
ccttgctect
gggtcttgtt
gcgteccaatg
agacgygtgat
cagggtacct
cccaggtate
tcaaggtttt
tcttgaaggt
tactgecttte
cgttttgatyg
catcgaagtyg
ttcttctact
gtatccaatt
ggaagaacte
caacggtgtt
taagggtctce
tatgagette
tatgatcgcet

cgaactctee

<223> Molécula de cebador de ADN

<400> 24

catggagctt catcta

<210> 25
<211> 16
<212> ADNA

16

<213> Secuencia artificial

actgctegta
tecccacaggt
ttggaaggtg
cgtaaggaag
gaggctcctce
ggtgtttacg
ggtcgtgtgt
cgtecttecag
atggcttecg
accactgtta
ggtgctaacc
cgtggtaage
ccattggttg
aacccaacce
atcaacccac
ttgaagggtg
ctcocgctgttyg
cgtgttaagg
gattgcgatg
ggtaacgctt
ctegttatgg
actagecttec

gacactaagg

70

agtcctctgg
ccttecatgtt
aagatgttat
gtgatacttg
tcgatttegg
atttcgatag
tgaacccact
ttaccttgcg
ctcaagtgaa
tcgagececaat
ttaccgttga
tcaccggtca
ctgecttget
gtactggtet
gtettgetgg
ttactgttec
cagctgcatt
aaagcgaccg
aaggtgagac
ctggagcagac
gtctegtttc
cagagttecat

ctgettga

tetttctgga
tggaggtctc
caacactggt
gatcattgat
taacgctgea
cactttcatt
tcgegaaatg
tggaccaaag
gtecgetgtt
catgactcgt
gactgatgct
agtgattgat
tgttcecaggt
catcttgact
tggagaagac
agaagaccgt
cgctgaaggt
tctttetgct
ttetectegte
tgtcgectace
tgaaaaccct

ggatttgatg
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<220>
<223> Molécula de cebador de ADN

<400> 25
gcctttgagt gtacta 16
<210> 26
<211> 16

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Molécula de cebador de ADN

<400> 26
gggagcgcegt atccge 16
<210> 27
<211> 16

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Molécula de cebador de ADN

<400> 27
ggatggtcac gtcact 16
<210> 28
<211> 16

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Molécula de cebador de ADN

<400> 28

cggcatcacg acggtc 16
<210> 29

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Molécula de cebador de ADN

<400> 29
ggcatcgtcc accgtg 16
<210> 30
<211> 16

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

71
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<220>
<223> Molécula de cebador de ADN

<400> 30
gcaactggtt gccgtt 16
<210> 31
<211> 16

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Molécula de cebador de ADN

<400> 31
atcacctgga acatca 16
<210> 32
<211> 22

<212> ADN
<213> Zea mays

<400> 32
cgtcaagatc ctcttcacct cg 22
<210> 33
<211> 22

<212> ADN
<213> Zea mays

<400> 33

acaccctctc caacactctc ta 22
<210> 34

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Motivo que proporciona resistencia al glifosato a una planta EPSPS

<400> 34

Gly Asn Ala Gly lle Ala Met Lys Ser
15

<210> 35

<211> 1596

<212> ADN

<213> Agrobacterium tumefaciens

<400> 35
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atggecccaag
tccaaategt
cgecgecatate
tcggaactta
gcttcttcca
ccaggagaca
acgcgcatca
goctatgggtg
ggtggcttac
cttactatgg
ctcactaaac
aagtccgagyg
attacttaca
ttgaacacac
aagatgcttc
accattcgec
ccctecagea
attctaaacg
ggtgectgata
cgggtgaggt
attgacgagt
aatggactag
cttaaactca
ccagacggaa
cggatagcga
gatgcaacta

gcaaagattg

ttagccgaat
cacaacgtaa
ctatatcaag
ggccattgaa
gacccgcaac
aaagcattag
ctggtettet
ccecgtatteg
ttgcaccgga
gcetegtggg
gececaatggg
acggcgacag
gggttccaat
cgggtattac
agggtttcgg
tggagggaag
cggegtteee
tecctecatgaa
ttgaagttat
cttctacatt
atccaattct
aggagttgag
atggcgttga
agggtttogg
tgagttttct
tgategetac

aactctctga

ES 2420929 T3

ctgcaacggt
gtcgeccatta
cagttggggt
ggtgatgtct
ggctagaaag
tcaccgctct
ggaaggagayg
caaggaaggt
ggctecectete
tgtttacgat
aagagtcectt
attgcecgte
ggcatectget
taccgtgatt
tgctaacctc
gggaaaactc
actggttgcce
tectactaga
caatcectaga
gaaaggtgtt
tgecgtegeg
agtgaaggaa
ttgtgatgag
caacgcttcg
ggtgatgggt
ttecttecect

taccaaageg

gtgcagaatc
tctgttagct
ttgaagaaat
tcagttagta
agttctgget
ttcatgtttg
gacgtcatca
gatacttgga
gactttggca
ttcgattcaa
aacccgttga
accttgegey
caagtgaagt
gagccgatca
accgttgaaa
actggtcaag
gctettcteg
accggattoga
ctagccggag
accgtacctg
gctgcctttg
tccgacagat
ggtgagacta
ggtgctgceg
ctcgtaageg
gagttiatgg

gcctaa

73

catcactaat
tgaagactca
cguggtatgac
cagcttgcat
tgtctggaac
gtgggctgge
atacagggaa
tcatagacgg
acgecagccac
cctttattgg
gggagatggg
gcecctaagac
ccgcagttet
tgactcgtga
cagacgcgga
tcattgacgt
taccaggcic
tacttacatt
gtgaggacgt
aagatagggc
ctgagggcege
tgagcgcagt
gcttggtagt
ttgcaactca
agaatcctgt

atttaatggce

ctcecaacctg
gcaacatect
cttgattggt
gcttcacggt
cgtccgtatt
atctggagag
ggcaatgcag
agttgggaac
agggtgtaga
ggatgcctct
cgtacaagtt
acccacccct
gctcgectgga
ccacactgag
cggtgtgagyg
gcceggtgat
cgatgtgaca
gcaggaaatg
agctgatttg
accttcaatg
gaccgtgatg
cgctaacgga
ccgtgggega
cttggatecat
gacagtcgac

aggactaggt
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1080
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REIVINDICACIONES

1.- Una célula vegetal, una planta o su progenie tolerantes al glifosato, que comprende al menos dos
polinucleétidos, en la que dichos al menos dos polinucleétidos codifican polipéptidos de EPSPS que son al menos
98% idénticos, siendo al menos uno de dichos al menos dos polinucledtidos un transgén que comprende SEQ ID
NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO: 18 o SEQ ID
NO:35, y dichos al menos dos polinucleétidos son sustancialmente divergentes y son menos del 85% similares en
sus secuencias polinucleotidicas.

2.- La célula vegetal, la planta o su progenie de la reivindicacion 1, que se selecciona del trigo, maiz, arroz, soja,
algodon, patata, canola, césped, arboles forestales, grano de sorgo, cultivos vegetales, plantas ornamentales,
cultivos de forraje y cultivos frutales.

3.- Un procedimiento de seleccion de células vegetales, plantas o su progenie tolerantes al glifosato de la
reivindicaciéon 1 o 2, que comprende las etapas de:

(a) transformar una célula vegetal con una construccion de ADN que comprende: una molécula de promotor que
opera en plantas, unida operablemente a una molécula polinucleotidica artificial seleccionada de SEQ ID NO:3,
SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO: 18 y SEQ ID NO:35; y

(b) cultivar dicha célula vegetal en un medio selectivo que contiene glifosato para destruir selectivamente las
células que no han sido transformadas con dicha construccion de ADN; y

(c) regenerar dicha célula vegetal en una planta fértil.
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