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DESCRIPCION
Elementos reguladores de plantas y usos de los mismos

Campo de la invencidn

La invencion se refiere al campo de la biologia molecular de plantas y de la ingenieria genética de las plantas y a las
moléculas de ADN Uutiles para la modulacion de la expresién génica en plantas.

Antecedentes

Los elementos reguladores son elementos genéticos que regulan la actividad de los genes mediante la modulacion
de la transcripcion de una molécula de polinucleétido transcribible unida operativamente. Tales elementos incluyen
promotores, lideres, intrones, y regione 3 'no traducidas y son utiles en el campo de la biologia molecular de plantas
y la ingenieria genética de las plantas. El documento US 2007/0130645 describe promotores de maiz que impulsan
la expresion en, entre otros, las hojas.

Sumario de la invencion

La presente invencién proporciona nuevos elementos reguladores de mijo menor (Setaria italica (L.) Beauv) para su
uso en plantas. En particular, la presente invencién proporciona

(1) una molécula de ADN que comprende un elemento regulador que tiene una secuencia de ADN seleccionada
de:

(a) una secuencia con al menos un 95 por ciento de identidad de secuencia con la longitud completa
de una secuencia de ADN seleccionada de las SEC ID N? 1-2 con la actividad de promotor,

(b) una secuencia seleccionada de las SEC ID N 1-2,y

(c) un fragmento que comprende al menos 95 nucleétidos contiguos de la secuencia de (a) o (b) con
actividad de promotor,

en la que dicho elemento regulador estd unido operativamente a una molécula de polinucleétido
transcribible heterdloga;

(2) una construccion de ADN que comprende un elemento regulador que tiene una secuencia de ADN
seleccionada de:

(a) una secuencia con al menos un 95 por ciento de identidad de secuencia con la longitud completa
de una secuencia de ADN seleccionada de las SEC ID N? 1-2 con actividad de promotor,

(b) una secuencia seleccionada de las SEC ID N® 1-2,y

(c) un fragmento que comprende al menos 95 nucleétidos contiguos de la secuencia de (a) o (b) con
actividad de promotor,

en el que dicho elemento regulador estd unido operativamente a una molécula de polinucleétido
transcribible heterdloga;

(3) una célula vegetal transgénica transformada de manera estable con la molécula de ADN como se define en
(1) anteriormente;

(4) una planta transgénica transformada de manera estable con la molécula de ADN como se define en (1)
anteriormente;

(5) una parte de planta de la planta transgénica de (4) anterior, en la que la parte de la planta comprende la
molécula de ADN; y

(6) una semilla de la planta transgénica de (4) anterior, en la que la semilla comprende la molécula de ADN.
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Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 ilustra las tres variantes de promotor disefiadas a partir de los elementos reguladores del gen de la
proteina de transferencia de lipidos. La SEC ID N? 15 es P-Setit.RCC3-1: 01:01 y tiene una longitud de 2.062 pares
de bases nucleotidicos; la SEC ID N° 20 es P-Setit.RCC3-1: 01:11 y tiene una longitud de 915 pares de bases
nucleotidicos, y la SEC ID N® 18 es P-Setit.RCC3-1: 1:10 y tiene una longitud de 1.563 pares de bases de
nucleotidicos.

La Figura 2 ilustra las dos variantes de promotor disefiadas a partir de los elementos reguladores del gen de la
proteina similar a la metalotioneina. La SEC ID N2 5 es P-Setit.Mtha-1: 01:01 y tiene una longitud de 483 pares de
bases, la SEC ID N? 8 es P-Setit.MThB-1: 01:02 y tiene una longitud de 1.516 pares de bases.

Las figuras 3A y 3B ilustran colectivamente una alineacion de secuencia producida utilizando la alineacion de
secuencias multiples CLUSTAL W (1.82) de las dos variantes alélicas de los promotores del gen de la proteina
relacionada con la deshidratacién. En el consenso siguiente debajo de las secuencias alineadas, los apareamientos
se marcan con "*", los apareamientos erréneos se marcan con “.” y las deleciones / inserciones estan marcadas con
el "-". Las dos variantes alélicas tenian secuencias lider idénticas, pero las secuencias del promotor eran variantes
de la secuencia cuando estaban alineadas. La SEC ID N® 10 es P-Setit. DRPA-1: 01:01 y la SEC ID N2 13 es p-
Setit.DRPb-1: 01:01.

Descripcion detallada de la invencién

Las siguientes definiciones y procedimientos se proporcionan para definir mejor 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
expresiones se deben entender segn su uso convencional por los expertos en la técnica relevante.

Moléculas de ADN

Tal como se usa en el presente documento, el término "ADN" o la expresion "molécula de ADN" se refiere a una
molécula de doble cadena de ADN de origen genémico o sintético, es decir, un polimero de bases de
desoxirribonucleotidos o una molécula de polinucleétido, I1éase desde el extremo 5 '(cadena arriba) al extremo 3'
(cadena abajo). Como se usa en el presente documento, la expresién "secuencia de ADN" se refiere a la secuencia
de nucleétidos de una molécula de ADN. La nomenclatura utilizada en el presente documento es la requerida por el
Titulo 37 del Cddigo de Regulaciones Federales de los Estados Unidos § 1.822, y se establece en las tablas en la
Norma ST.25 de la OMPI (1998), Apéndice 2, Tablas 1y 3.

Como se usa en el presente documento, la expresién "molécula de AND aislada" se refiere a una molécula de ADN
al menos parcialmente separada de otras moléculas asociadas normalmente con ella en su estado nativo o natural.
En una realizacion, el término "aislado" se refiere a una molécula de ADN que esta al menos parcialmente separada
de los acidos nucleicos que normalmente flanquean a la molécula de ADN en su estado nativo o natural. Por lo tanto,
las moléculas de ADN fusionadas a secuencias reguladoras o codificantes con las que no se asocian normalmente,
por ejemplo como resultado de técnicas recombinantes, se consideran aisladas en el presente documento. Tales
moléculas se consideran aisladas aun cuando se integren en el cromosoma de una célula huésped o estén
presentes en una solucién de &cido nucleico con otras moléculas de ADN.

Cualquier numero de procedimientos bien conocidos por los expertos en la técnica se puede utilizar para aislar y
manipular una molécula de ADN, o fragmento de la misma, divulgado en la presente invencion. Por ejemplo, se
puede usar la tecnologia de PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) para amplificar una molécula de ADN de
partida en particular y / o para producir variantes de la molécula original. Moléculas de ADN, o fragmentos de la
misma, también se pueden obtener mediante otras técnicas tales como mediante la sintesis directa del fragmento
por medios quimicos, como se practica habitualmente mediante el uso de un sintetizador automatico de
oligonucledtidos.

Como se usa en el presente documento, la expresion "identidad de secuencia” se refiere a la medida en la cual dos
secuencias de polinucledtidos alineadas Optimamente son idénticas. Una alineacién de secuencia 6ptima se crea
mediante la alineacién manual de dos secuencias, por ejemplo, una secuencia de referencia y otra secuencia, para
maximizar el nimero de apareamientos de nucleétidos en la alineacion de secuencia con inserciones, deleciones o
huecos de nucleétidos internos adecuados. Tal como se usa en el presente documento, la expresién "secuencia de
referencia" se refiere a una secuencia proporcionada como SEC ID N 1-2.

Como se usa en el presente documento, , la expresion "porcentaje de identidad de secuencia" o "porcentaje de
identidad" o0 "% de identidad" es la fraccién de identidad por 100. La "fraccion de identidad" para una secuencia
alineada dptimamente con una secuencia de referencia es el nimero de apareamientos de nucleétidos en la
alineacion éptima, dividido por el nimero total de nucleétidos en la secuencia de referencia, por ejemplo, el nimero
total de nucleétidos en la longitud completa de la totalidad de la secuencia de referencia. Por lo tanto, una forma de
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realizacién de la invencion es una molécula de ADN que comprende una secuencia que cuando se alinea de manera
Optima con una secuencia de referencia, proporcionada en el presente documento como la SEC ID N 2: 1-2, tiene un
95 por ciento de identidad o superior, 0 al menos un 96 por ciento de identidad, un 97 por ciento identidad, un 98 por
ciento de identidad o un 99 por ciento de identidad con la secuencia de referencia y tiene actividad reguladora de
genes.

Elementos reguladores

Un elemento regulador es una molécula de ADN que tiene actividad de regulacién génica es decir, uno que tiene la
capacidad de afectar a la transcripcion y / o traduccion de una molécula de polinucleétido transcribible unida
operativamente. La expresion "actividad reguladora de genes" se refiere a la capacidad de afectar el patrén de
expresion de una molécula de polinucleétido transcribible unida operativamente al afectar a la transcripcién y / o la
traduccion de dicha molécula de polinucleétido transcribible unida operativamente. La actividad reguladora de genes
puede ser positiva y / 0 negativa y el efecto se puede caracterizar por sus cualidades de temporal, espacial, de
desarrollo, de tejido, de ciclo celular del medio ambiente fisiolégico, patoldgica, y / o de respuesta quimicamente asi
como por las indicaciones cuantitativas o cualitativas.

Los elementos reguladores tales como promotores, lideres, intrones y regiones de terminacién de la transcripcion
son moléculas de ADN que tienen la actividad de regulacién de genes y desempefian un papel fundamental en la
expresion global de genes en las células vivas. La expresién "elemento regulador" se refiere a una molécula de AND
que tiene actividad de regulacién de genes, es decir, uno que tiene la capacidad de afectar a la transcripcién y / o la
traduccion de una molécula de polinucleétido transcribible unida operativamente. Elementos reguladores aislados,
tales como promotores y lideres, que funcionan en plantas son por lo tanto Utiles para la modificacion de los
fenotipos de las plantas a través de procedimientos de la ingenieria genética.

Los elementos reguladores se pueden caracterizar por su patrén de expresién, es decir, como constitutiva y / o por
su patrén de expresion temporal, espacial, de desarrollo, de tejido, medioambiental, fisioldgico, patolégico, de ciclo
celular y / o de respuesta quimica, y cualquier combinacién de los mismos, asi como por las indicaciones
cuantitativas o cualitativas. Un promotor es Gtil como un elemento regulador para la modulacién de la expresion de
una molécula de polinucleétido transcribible unida operativamente.

Como se usa en el presente documento, un "patron de expresion génica" es cualquier patron de transcripcion de una
molécula de ADN unida operativamente en una molécula de ARN transcrita. La expresion puede caracterizarse por
sus cualidades de respuesta temporal, espacial, de desarrollo, de tejido, del medio ambiente, fisiol6gica,, ciclo
celular patolégica, y / quimica, asi como por las indicaciones cuantitativas o cualitativas. La molécula de ARN
transcrita puede traducirse para producir una molécula de proteina o puede proporcionar una molécula de ARN
antisentido o reguladora de otro tipo, tal como un dsARN, un ARNt, ARNr y un un miARN.

Como se usa en el presente documento, el término "expresién proteica” es cualquier patrén de traduccion de una
molécula de ARN transcrita en una molécula de proteina. La expresion de la proteina se puede caracterizar por sus
cualidades temporales, espaciales, de desarrollo, o morfologicas, asi como por las indicaciones cuantitativas o
cualitativas.

Como se usa en el presente documento, el término "promotor" se refiere generalmente a una molécula de ADN que
esta implicada en el reconocimiento y unién de la ARN polimerasa 11 y otras proteinas (factores de transcripcién de
accién en trans) para iniciar la transcripcion. Un promotor puede aislarse inicialmente a partir de la 'regién no
traducida en 5’ (5' UTR) de una copia genémica de un gen. Como alternativa, los promotores pueden producirse
sintéticamente o manipular moléculas de ADN. Los promotores también pueden ser quiméricos, es decir un
promotor producido a través de la fusion de dos o mas moléculas de ADN heterélogas. Los promotores Utiles en la
practica de la presente invencion incluyen la SEC ID N 2 o fragmentos o variantes de la misma.

En una forma de realizacién, se proporcionan fragmentos de una secuencia promotora revelada en el presente
documento. Los fragmentos promotores pueden exhibir actividad promotora, y pueden ser Utiles solos o en
combinacion con otros promotores y fragmentos promotores, tales como en la construccion de promotores
quiméricos. En realizaciones especificas, se proporcionan fragmentos de un promotor que comprenden al menos 95,
150, 250, 500, o 750 nucleédtidos contiguos de una molécula de polinucleétido que tiene actividad promotora
divulgada en el presente documento. Tales fragmentos pueden exhibir al menos un 95 por ciento, un 98 por ciento, o
un 99 por ciento, 0 mas, de identidad con una secuencia de referencia cuando se alinean éptimamente con la
secuencia de referencia.

Un fragmento de promotor o promotor también puede analizarse para determinar la presencia de elementos
promotores conocidos, es decir, caracteristicas de secuencia de ADN, tales como una caja TATA y otros motivos de
sitios de unidn del factor de transcripcion. La identificacion de tales elementos promotores conocidos puede usarla
un experto en la técnica para disefar variantes del promotor que tengan un patrén de expresion similar al promotor
inicial.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2457218 T3

Como se usa en el presente documento, el término "potenciador” o "elemento potenciador" se refiere a un elemento
regulador de la transcripcién que actua en cis, también conocido como elemento cos, que confiere un aspecto del
patron de expresién global, pero es generalmente insuficiente por si solo para conducir la transcripcion, de un
secuencia de polinucleétidos unida operativamente. A diferencia de los promotores, los elementos potenciadores no
suelen incluir un sitio de incio de la la transcripcion (TSS) o caja TATA. Un promotor puede comprender,
naturalmente, uno o mas elementos potenciadores que afectan la transcripcién de una secuencia de polinucleétido
unido operativamente. Un elemento potenciador aislado también puede estar fusionado a un promotor para producir
un promotor quimérico elemento cis, que confiere un aspecto de la modulacién global de la expresion génica. Un
fragmento de promotor o promotor puede comprender uno o mas elementos potenciadores que afectan la
transcripcion de los genes unidos operativamente. Se cree que muchos elementos potenciadores del promotor se
unen a las proteinas de union al ADN y / o afectan a la topologia del ADN, produciendo conformaciones locales que
permiten selectivamente o restringen el acceso de la ARN polimerasa al molde de ADN o que facilitan la abertura
selectiva de la doble hélice en el sitio de iniciacion de la transcripcion. Un elemento potenciador puede funcionar
para unir factores de transcripcién que regulan la transcripcion. Algunos elementos potenciadores se unen a mas de
un factor de transcripcién, y los factores de transcripcion pueden interactuar con diferentes afinidades con mas de un
dominio potenciador. Los elementos potenciadores pueden identificarse mediante un numero de técnicas,
incluyendo andlisis de delecion, es decir, la delecion de uno o mas nucleétidos desde el extremo 5 'o interno a un
promotor; analisis proteico de union a ADN utilizando la huella de DNasa |, interferencia de la metilacién, ensantos
de movilidad en electroforesis - desplazamiento, huella gendmica in vivo mediante PCR mediada por ligacion, y otros
ensayos convencionales; o mediante analisis de la similitud de la secuencia de ADN utilizando motivos elementos
cis conocidos o elementos potenciadores como una secuencia diana o un motivo diana con los procedimientos de
comparacién de secuencias de ADN convencionales, tales como BLAST. La estructura fina de un dominio
potenciador se puede estudiar adicionalmente por mutagénesis (o sustitucion) de uno o mas nucleétidos o por otros
procedimientos convencionales. Los elementos potenciadores se pueden obtener por sintesis quimica o por
aislamiento de elementos reguladores que incluyen tales elementos, y se pueden sintetizar con nucleétidos
flanqueantes adicionales que contengan sitios de enzimas de restriccién Utiles para facilitar la manipulacion
subsecuencia. Por lo tanto, el disefo, construccion, y el uso de elementos potenciadores de acuerdo con los
procedimientos divulgados en el presente documento para modular la expresion de las moléculas de polinucleétidos
transcribibles unidas operativamente estan abarcados en la presente invencion.

Como se usa en el presente documento, el término "lider" se refiere a una molécula de ADN aislada de la region 5'
no traducida (5 UTR) de una copia genémica de un gen y se define generalmente como un segmento de nucleétidos
entre el sitio de inicio de transcripcion (TSS) y el sitio de incio de la secuenca de codificacién de la proteina. Como
alternativa, los lideres pueden producirse sintéticamente o manipular elementos de ADN. Un lider puede usarse
como un elemento regulador en 5 'para modular la expresion de una molécula de polinucleétido transcribible unida
operativamente. Las moléculas lider pueden usarse con un promotor heter6logo o con su promotor nativo. Por tanto,
las moléculas promotoras de la presente invencion pueden estar unidas operativamente a su lider nativo o pueden
unirse operativamente a un lider heterdlogo. Lideres Utiles en la practica de la presente invencién incluyen la SEC ID
Ne¢ 3, 6, 11, y 16 o fragmentos o variantes de las mismas.

Tal como se usa en el presente documento, el término "quimérico" se refiere a una molécula de ADN Unica
producida por la fusién de una primera molécula de ADN a una segunda molécula de ADN, donde ni la primera ni la
segunda molécula de ADN normalmente se encontrarian en esa configuracion, es decir,. fusionado a la otra. La
molécula de ADN quimérico es, pues, una nueva molécula de ADN que, de otro modo, no se encuentra
normalmente en la naturaleza. Como se usa en el presente documento, el término "promotor quimérico" se refiere a
un promotor producido a través de dicha manipulacion de moléculas de ADN. Un promotor quimérico puede
combinar dos o mas fragmentos de ADN; un ejemplo seria la fusién de un promotor para un elemento potenciador.
Por lo tanto, el disefio, construccion, y el uso de promotores quiméricos de acuerdo con los procedimientos descritos
en el presente documento para modular la expresion de las moléculas de polinucleétidos transcribibles unidas
operativamente son abarcados por la presente invencién.

Tal como se usa en el presente documento, el término "variante" se refiere a una segunda molécula de ADN que
tiene una composicion similar, pero no idéntica, a la de una primera molécula de ADN y, sin embargo la segunda
molécula de ADN todavia mantiene la funcionalidad general, es decir, el mismo patrén de expresion o uno similar, de
la primera molécula de ADN. Una variante puede ser una version mas corta o truncada de la primera molécula de
ADN y / o0 una version alterada de la secuencia de la primera molécula de ADN, tal como uno con diferentes sitios de
enzimas de restriccion y / o deleciones, sustituciones, y / o inserciones internas. En la presente invencion, una
secuencia de polinucledtidos proporcionada como SEC ID N® 1-20 se puede utilizar para crear variantes que tienen
una composicién similar, pero no idéntica a, la secuencia de polinucleétido del elemento regulador original, mientras
que todavia mantiene la funcionalidad general, es decir, el mismo patrén de expresion o uno similar, del elemento
regulador original. La produccién de tales variantes de la presente invencion estd bien dentro de la experiencia
ordinaria de la técnica a la luz de la divulgacion y se incluye dentro del alcance de la presente invencion.

Construcciones
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Como se usa en el presente documento, el término "construccién" se refiere a cualquier molécula de polinucleétido
recombinante, tal como un plasmido, cdésmido, virus, molécula de polinucleétido de replicacion auténoma, fago, o
molécula de polinucledtido de AND o de ARN lineal o circular, monocatenaria o bicatenaria, derivada de cualquier
fuente, capaz de integrarse en el genoma o poseer replicacién auténoma, que comprende una molécula de
polinucleétido en la que una o mas moléculas de polinucledtido se han relacionado de una manera funcionalmente
operativa, es decir, unida operativamente. Tal como se usa en el presente documento, el término "vector" se refiere
a cualquier construccion de polinucleétido recombinante que puede usarse para el propoésito de la transformacion, es
decir, /a introduccion de ADN heterélogo en una célula huésped.

Como se usa en el presente documento, la expresion "unido operativamente" se refiere a una primera molécula
unida a una segunda molécula, en la que las moléculas estan dispuestas de modo que la primera molécula afecta a
la funcion de la segunda molécula. Las dos moléculas pueden o no ser parte de una sola molécula contigua y
pueden o pueden no ser adyacentes. Por ejemplo, un promotor esta unido operativamente a una molécula de
polinucledtido transcribible si el promotor modula la transcripcion de la molécula de polinucleétido transcribible de
interés en una célula.

Las construcciones de la presente invencion son generalmente plasmido Ti construcciones dobles de ADN de
frontera que tienen el borde derecho (RB o AGRtu.RB) y el borde izquierdo (LB o AGRtu.LB) regiones del plasmido
Ti aislado a partir de Agrobacterium tumefaciensque comprende un ADN-T, que junto con moléculas de
transferencia proporcionada por el Agrobacterium tumefacienscélulas, permitir la integracion de T-ADN en el
genoma de una célula vegetal (Ver, por ejemplo, la patente de EE.UU. 6,603,061). Las construcciones también
pueden contener los segmentos de ADN plasmido de cadena principal que proporcionan la funcién de replicacion y
seleccién de antibidticos en células bacterianas, por ejemplo, un origen de replicacion de una Escherichia coli, tales
como 0ri322, una origen de la replicacion de varios huéspedes, como oriV o oriRi, y una region codificante para un
marcador seleccionable tal como Spec / Strp que codifica para la Tn7 aminoglicésido adeniltransferasa (aadA) que
confiere resistencia a la espectinomicina o estreptomicina, o un gen marcador seleccionable de gentamicina (Gm,
Gent). Para la transformacion de plantas, la cepa bacteriana huésped es a menudo Agrobacterium tumefaciens ABI,
C58 o LBA4404, sin embargo, otras cepas conocidas por los expertos en la técnica de transformacién de la planta
pueden funcionar en la presente invencion.

En la técnica se conocen técnicas para el ensamblaje e introduccion de construcciones en una célula de tal manera
que la molécula de polinucleétido transcribible se transcribe en una molécula de ARNm funcional que se traduce y
se expresa como un producto proteico. Para la practica de la presente invencion, composiciones y procedimientos
para preparar y usar construcciones y células huésped convencionales son bien conocidos para un experto en la
técnica, ver, Por ejemplo, Clonaciéon molecular: A Laboratory Manual, tercera edicién Volimenes 1, 2 y 3 (2000) JF
Sambrook, DW Russell y N. Irwin, Cold Spring Harbor Laboratory Press. Los procedimientos para preparar vectores
recombinantes particularmente adecuado para la transformacion de plantas incluyen, sin limitacién, los descritos en
N? de patente de EE.UU.4,971,908; 4,940,835; 4,769,061; Y 4,757,011en su totalidad. Estos tipos de vectores
también se han revisado en la literatura cientifica (ver, Por ejemplo, . Rodriguez, et al, Vectors: A Survey of
Molecular Clausura Vectores y sus usos, Butterworths, Boston, (1988) Y Gilick, et al., Methods in Plant Biologia
Molecular y Biotecnologia, CRC Press, Boca Raton, FL. (1993)). Los vectores tipicos Utiles para la expresién de
acidos nucleicos en plantas superiores son bien conocidos en la técnica e incluyen vectores derivados del (Ti)
plasmido inductor de tumores de Agrobacterium tumefaciens(. Rogers, et al, Methods in Enzymology, 153: 253-277
(1987)). Otros vectores recombinantes Utiles para la transformacién de plantas, incluyendo el vector de control de
transferencia pCaMVCN, también se han descrito en la literatura cientifica (Ver,Por ejemplo, Fromm, et al., Proc.
Natl. Acad. Ciencia. EE.UU., 82: desde 5824 hasta 5828 (1.985)).

Varios elementos reguladores pueden ser incluidos en una construccién. Cualquiera de estos elementos reguladores
pueden proporcionarse en combinacién con otros elementos reguladores. Estas combinaciones pueden disefiarse o
modificarse para producir caracteristicas deseables reguladoras. Las construcciones de la presente invencion
habitualmente estaran compuestas por al menos un elemento regulador unido operativamente a una molécula de
polinucleétido transcribible unida operativamente a una "molécula de terminacion de la transcripcion 3.

Las construcciones de la presente invencion pueden incluir cualquier promotor o lider conocido en la técnica. Por
ejemplo, un promotor de la presente invencion puede unirse operativamente a un lider heterélogo no traducido en 5 ',
tales como uno derivado de un gen de la proteina de choque térmico (véase, por ejemplo, N® de patente de
EE.UU.5,659,122 y 5,362,865). Como alternativa, un lider de la presente invencién puede unirse operativamente a
un promotor heter6logo tal como el promotor de transcripcion 35S del virus del mosaico de la coliflor (ver, N° de
patente de EE.UU.5,352,605).

Como se usa en el presente documento, el término "intron" se refiere a una molécula de ADN que puede ser aislado
o identificado de la copia genémica de un gen y se puede definir generalmente como una regién empalmada a cabo
durante el procesamiento de ARNm antes de la traduccion. Como alternativa, un intrén puede ser un elemento de
ADN producido sintéticamente o manipulado. Un intron puede contener elementos de elementos potenciadores que
afectan la transcripcion de los genes unidos operativamente. Un intron puede ser usado como un elemento
regulador para modular la expresion de una molécula de polinucleétido transcribible unida operativamente. Una
construccion de ADN puede comprender un intrén, y la introduccién puede o no puede ser heterdlogo con respecto a
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la secuencia de molécula de polinucledtido transcribible. Los ejemplos de intrones en la técnica incluyen el intrén de
actina de arroz (N° de patente de EE.UU.5,641,876) Y el intrbn de HSP70 de maiz (N° de patente de
EE.UU.5,859,347).

Como se usa en el presente documento, el término "3 'de la transcripcion molécula de terminacion" o "3' UTR" se
refiere a una molécula de ADN que se utiliza durante la transcripcion para producir 'region no traducida (3' UTR de la
3) de una molécula de ARNm. La regién 3 'no traducida de una molécula de ARNm puede ser generado por la
escision especifica y 3' de poliadenilacion, también conocido como cola de poliA. Un UTR 3 'puede ser unido
operativamente a y situado aguas abajo de una molécula de polinucleétido transcribible y puede incluir
polinucleétidos que proporcionan una sefal de poliadenilacion y otras sefales reguladoras capaces de afectar a la
transcripcion, el procesamiento del mRNA, o la expresién de genes. PolyA colas se cree que la funcién en la
estabilidad del ARNm y en la iniciacion de la traduccién. Ejemplos de 3 'moléculas de terminacion de la transcripcion
en la técnica son la nopalina sintasa 3' regién (ver,Fraley, et al., Proc. Natl. Acad. Ciencia. EE.UU., 80: 4803 hasta
4807 (1.983)); Hsp17 trigo 'regidn; rubisco del guisante subunidad pequefia 3' 3 region; E6 algodon region 3 '(U.S.
Patent 6,096,950); regiones 3 'se describe en WO00011200A2, Y la coixina 3 'UTR (N® de patente de
EE.UU.6,635,806).

Las construcciones y vectores también pueden incluir un péptido de transito secuencia que expresa un péptido
relacionado que es Uutil para la orientacién de un producto proteico, en particular a un cloroplasto, leucoplast, u otro
organulo de plastidos de codificacién; mitocondrias; peroxisomas; vacuola, o una ubicacion extracelular. Para las
descripciones de la utilizacion de péptidos de transito del cloroplasto, véase N° de patente de EE.UU.5,188,642 y N°
de patente de EE.UU.5,728,925. Muchas proteinas de cloroplastos-localizada se expresan a partir de genes
nucleares como precursores y se dirigen al cloroplasto mediante un péptido de transito al cloroplasto (CTP).
Ejemplos de tales proteinas de cloroplastos aislados incluyen, pero no se limitan a, aquellos asociados con la
subunidad pequefna (SSU) de la ribulosa-1, 5 carboxilasa,-bisfosfato, ferredoxina, ferredoxina oxidorreductasa, el
complejo proteina captador de luz | y la proteina Il, tiorredoxina M, enolpiruvil siquimato fosfato sintasa (EPSPS), y
péptidos de transito descritos en N° de patente de EE.UU.7,193,133. Se ha demostrado in vivoy in vitroque las
proteinas no pueden ser objeto del cloroplasto al cloroplasto mediante el uso de proteinas de fusién con un CTP
heterdloga y que la CTP es suficiente para dirigir una proteina al cloroplasto. Incorporacién de un péptido de transito
al cloroplasto adecuado tal como el Arabidopsis thaliana EPSPS CTP (CTP2) (VerKlee et al., Mol. Gen. . Genet,
210:437-442 (1987)) O la Petunia hybridaCTP de la EPSPS (CTP4) (Ver, della-Cioppa et al., Proc. Natl. Acad.
Ciencia. EE.UU., 83:6873-6877 (1986)) Ha sido mostrar a dirigir las secuencias de proteinas EPSPS heterélogos a
los cloroplastos en plantas transgénicas (Ver, Patentes de EE.UU. N® 5,627,061; 5,633,435; y 5,312,910 y EP
0218571; EP 189707; EP 508909; Y EP 924299).

Moléculas de polinucleétido transcribible

Como se usa en el presente documento, el término "molécula de polinucledtido transcribible" se refiere a cualquier
molécula de ADN capaz de transcribirse en una molécula de ARN, incluyendo, pero no limitado a, aquellos que
tienen secuencias de codificacion de proteinas y los que tienen secuencias Utiles para la supresion del gen. Un
"transgén" se refiere a una molécula de polinucleétido transcribible heterdlogo a una célula huésped y / o una
molécula de polinucledtido transcribible incorporado artificialmente en el genoma de una célula huésped.

Un promotor de la presente invenciéon puede estar unido operativamente a una molécula de polinucleétido
transcribible que es heterdlogo con respecto a la molécula de promotor. Como se usa en el presente documento, el
término "heter6logo" se refiere a la combinacién de dos o mas moléculas de polinucleétido que cuando una
combinacion de tales normalmente no se encuentra en la naturaleza. Por ejemplo, las dos moléculas pueden ser
derivadas de diferentes especies y / o las dos moléculas se pueden derivar de diferentes genes, por ejemplo,.
diferentes genes de la misma especie o los mismos genes de diferentes especies. Un promotor es por lo tanto
heterdlogo con respecto a una molécula de polinucleétido transcribible unida operativamente si tal combinacion no
se encuentra normalmente en la naturaleza, iemolécula de polinucleétido transcribible que no es de origen natural
unida operativamente en combinacién con esa molécula promotor.

La molécula de polinucleétido transcribible puede generalmente ser cualquier molécula de ADN para el que se
desea la expresion de un transcrito de ARN. Tal expresién de un transcrito de ARN puede resultar en la traduccion
de la molécula de ARNm resultante y por lo tanto la expresién de proteinas. Como alternativa, una molécula de
polinucleétido transcribible puede estar disefiado para provocar en Gltima instancia, disminucién de la expresion de
un gen o proteina especifica. Esto se puede lograr mediante el uso de una molécula de polinucleétido transcribible
que esta orientado en la direccion antisentido. Un experto normal en la técnica esta familiarizado con el uso de tal
tecnologia antisentido. Brevemente, como la molécula de polinucleétido transcribible antisentido se transcribe, el
producto de ARN se hibrida a y secuestra una molécula de ARN complementario dentro de la célula. Esta molécula
de ARN duplex no puede ser traducido a una proteina por la maquinaria de traduccion de la célula y se degrada en
la célula. Cualquier gen puede regularse negativamente de esta manera.

Por lo tanto, una forma de realizacién de la invencién es un elemento regulador de la presente invencion, tales como
los proporcionados como SEC ID N° 1-2, unido operativamente a una molécula de polinucleétido transcribible a fin
de modular la transcripcién de la molécula de polinucleétido transcribible a un nivel deseado o en un patrén deseado
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después de la introduccién de dicha construccion en una célula vegetal. En una realizaciéon, la molécula de
polinucleétido transcribible comprende una regién codificante de la proteina de un gen, y el promotor afecta a la
transcripcion de una molécula de ARN que se traduce y se expresa como un producto proteico. En otra realizacion,
la molécula de polinucleétido transcribible comprende una regién antisentido de un gen, y el promotor afecta a la
transcripcion de una molécula de ARN antisentido u otra molécula de ARN inhibidora similares con el fin de inhibir la
expresion de una molécula de ARN especifica de interés en una célula huésped diana.

Genes de interés agrénomo

Moléculas de polinucleétido transcribible pueden ser genes de interés agronémico. Como se usa en el presente
documento, la expresién "gen de interés agronémico" se refiere a una molécula de polinucleétido transcribible que
cuando se expresa en un tejido particular de la planta, célula, o tipo de célula proporciona una caracteristica
deseable asociada con la morfologia de la planta, la fisiologia, crecimiento, desarrollo, rendimiento, producto , el
perfil nutricional, enfermedad o resistencia a las plagas, y / o tolerancia del medio ambiente o quimica. Los genes de
interés agrondémico incluyen, pero no se limitan a, las que codifican una proteina de rendimiento, una proteina de
resistencia al estrés, una proteina de control de desarrollo, una proteina de la diferenciacion de tejidos, una proteina
de meristemo, una proteina sensible con el medio ambiente, una proteina de la senescencia, una proteina sensible a
la hormona , una proteina de la abscisién, una proteina de fuente, una proteina fregadero, una proteina de control de
flor, una proteina de la semilla, una proteina de resistencia a los herbicidas, una proteina de resistencia a las
enfermedades, una enzima de biosintesis de acido graso, una enzima biosintética de tocoferol, una enzima de
biosintesis de aminoacidos, una proteina pesticida, o cualquier otro agente, tal como un antisentido o ARNi molécula
dirigida a diana un gen particular para la supresion. El producto de un gen de interés agronémico puede actuar
dentro de la planta con el fin de causar un efecto sobre la fisiologia de las plantas o el metabolismo o puede ser
actuar como un agente plaguicida en la dieta de una plaga que se alimenta de la planta.

En una forma de realizacién de la invencién, un promotor de la presente invencion se incorpora en una construccion
tal que el promotor estd unido operativamente a una molécula de polinucleétido transcribible que es un gen de
interés agrondmico. La expresién del gen de interés agronémico es deseable con el fin de conferir un rasgo
agronémicamente beneficioso. Una caracteristica agronémica beneficioso puede ser, por ejemplo, pero no limitado a,
tolerancia a los herbicidas, control de insectos, rendimiento modificado, resistencia a enfermedades por hongos,
resistencia a virus, resistencia a los nematodos, resistencia a enfermedad bacteriana, crecimiento y desarrollo de la
planta, la produccién de almidén, produccion de aceites modificados, de produccién de alto aceite, contenido de
acidos grasos modificado, de produccion alta en proteinas, maduracién de los frutos, el aumento de la nutricion
animal y humana, biopolimeros, la resistencia al estrés ambiental, péptidos farmacéuticos y péptidos secretables,
caracteristicas mejoradas de procesamiento, digestibilidad mejorada, la produccion de enzimas, el sabor, la fijacion
de nitrégeno, hibridos produccion de semillas, la produccién de fibras, y la produccién de biocombustibles. Ejemplos
de genes de interés agronémico conocido en la técnica incluyen los de resistencia a los herbicidas (N° de patente de
EE.UU.6,803,501; 6,448,476; 6,248,876; 6,225,1.14; 6,107,549; 5,866,775; 5,804,425; 5,633,435; Y 5,463,175),
Aumento del rendimiento (Patentes de EE.UU. N°® USRE38,446; 6,716,474; 6,663,906; 6,476,295; 6,441,277;
6,423,828; 6,399,330; 6,372,211; 6,235,971; 6,222,098; Y 5,716,837), el control de insectos (Patentes de EE.UU. N°
6,809,078; 6,713,063; 6,686,452; 6,657,046; 6,645,497; 6,642,030; 6,639,054; 6,620,988; 6,593,293; 6,555,655;
6,538,109; 6,537,756; 6,521,442; 6,501,009; 6,468,523; 6,326,351; 6,313,378; 6,284,949; 6,281,016; 6,248,536;
6,242,241; 6,221,649; 6,177,615; 6,156,573; 6,153,814; 6,110,464; 6,093,695; 6,063,756; 6,063,597; 6,023,013;
5,959,091; 5,942,664; 5,942,658, 5,880,275; 5,763,245; Y 5,763,241), resistencia a enfermedades fungicas
(Patentes de EE.UU. N® 6,653,280; 6,573,361; 6,316,407; 6,215,048; 5,516,671; 5,773,696; 6,121,436; 6,316,407; y
6,506,962), Resistencia a virus (Patentes de EE.UU. N® 6,617,496; 6,608,241; 6,015,940; 6,013,864, 5,850,023; y
5,304,730), Resistencia a nematodos (N® de patente de EE.UU.6,228,992), resistencia a la enfermedad bacteriana
(N® de patente de EE.UU.5,516,6711), crecimiento y desarrollo de plantas (patentes de EE.UU. N° 6,723,897 y
6,518,488), produccion de almidén (patentes de EE.UU. N° 6,538,181; 6,538,179; 6,538,178; 5,750,876; 6,476,295),
produccion de aceites modificados (patentes de EE.UU. N° 6,444,876; 6,426,447; y 6,380,462), produccion de
aceites altos (patentes de EE.UU. N° 6,495,739; 5,608,149; 6,483,008; y 6,476,295), cotenido modificado en acidos
grasos (patentes de EE.UU. N® 6,828,475; 6,822,141; 6,770,465; 6,706,950; 6,660,849; 6,596,538; 6,589,767;
6,537,750; 6,489,461; y 6,459,018), produccion de alto valor proteico (N° de patente de EE.UU.6,380,466),
maduracion del fruto (N° de patente de EE.UU.5,512,466), aumento de la nutricién animal y humana (patentes de
EE.UU. N° 6,723,837; 6,653,530; 6,5412,59; 5,985,605; y 6,171,640), biopolimeros (Patentes de EE.UU. N°®
USRE37,543; 6,228,623; Y 5,958,745, Y 6,946,588), resistencia a la tensidon ambiental (N° de patente de
EE.UU.6,072,103), péptidos farmacéuticos y péptidos (secretablesPatentes de EE.UU. N°® 6,812,379; 6,774,283;
6,140,075; Y 6,080,560), rasgos de procesamiento mejorados (N® de patente de EE.UU.6,476,295), mejora de la
digestibilidad (N° de patente de EE.UU.6,531,648) niveles bajos de rafinosa (N° de patente de EE.UU.6,166,292), La
produccion de enzimas industriales (N® de patente de EE.UU.5,543,576), mejora del sabor (N° de patente de
EE.UU.6,011,199), Fijacion de nitrogeno (N° de patente de EE.UU.5,229,114), produccion de semillas hibridas (N°
de patente de EE.UU.5,689,041), produccion de fibras (patentes de EE.UU. N® 6,576,818; 6,271,443; 5,981,834; y
5,869,720) y produccién de biocombustibles (N® de patente de EE.UU.5,998,700).

Como alternativa, un gen de interés agronémico puede afectar a la caracteristica de la planta mencionada
anteriormente o fenotipo mediante la codificacion de una molécula de ARN que causa la modulacion dirigida de la
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expresion génica de un gen enddgeno, por ejemplo a través de antisentido (ver, por gjemplo,., US Patent 5,107,065);
ARN inhibidor ("ARNi", incluyendo la modulaciéon de la expresién génica a través de mecanismos mediados por
miARN, siARN-, siRNA de accion en trans y sARN en fase, por ejemplo, como se describe en las solicitudes
publicadas US 2006/0200878, US 2008/0066206, Y US2009/0070898; o mecanismos mediados por cosupresion. El
ARN también podria ser una molécula catalitica de ARN (por ejemplo, una ribozima o un riboswitch; véase por
ejemplo, el documento US 2006/0200878) sometido a ingenieria genética para escindir un producto de ARNm
enddgeno deseado. Por lo tanto, cualquier molécula de polinucleétido transcribible que codifica una molécula de
ARN transcrita que afecta a un fenotipo agronédmicamente importante o un cambio de morfologia de interés puede
ser util para la practica de la presente invencidén. Se conocen procedimientos en la técnica para la construccion y la
introduccion de construcciones en una célula de tal manera que la molécula de polinucleétido transcribible se
transcribe en una molécula que es capaz de causar la supresion génica. Por ejemplo, la supresion
postranscripcional de genes utilizando una construccién con una molécula de polinucleétido transcribible antisentido
orientada para regular la expresion de genes en células vegetales se describe en las patentes de EE.UU. N°
5,107,065 y 5,759,829, y la supresion postranscripcional de genes utilizando una construccion con una molécula de
polinucleétido transcribible en sentidopara regular la expresion génica en las plantas se describe en las patentes de
EE.UU. N° 5,283,184 y 5,231,020. La expresion de un polinucleétido transcribible en una célula vegetal también se
puede usar para suprimir plagas de plantas que se alimentan de la célula vegetal, por ejemplo, composiciones
aisladas de plagas de coledpteros (patente de EE.UU. N ° de publicacién US2007/0124836) y composiciones
aisladas de plagas de nematodos (patente de EE.UU. N ° de publicacion de patente US2007/0250947). Plagas de
las plantas incluyen, pero no se limitan a las plagas de artropodos, nematodos, hongos o microbianas y las plagas.
Ejemplos de moléculas de polinucleétidos transcribibles para la incorporacién en construcciones de la presente
invencion incluyen, por ejemplo, moléculas de ADN o genes de una especie distinta de la especie objetivo o0 genes
que se originan con o estan presentes en las mismas especies, pero se incorporan en células receptoras mediante
procedimientos de ingenieria genética en lugar de las técnicas de reproduccion o de cultivo clasicas. El tipo de
molécula de polinucleétido puede incluir, entre otroas, una molécula de polinucleétido que ya esta presente en la
célula vegetal, una molécula de polinucleétido de otra planta, una molécula de polinucleétido de un organismo
diferente, o una molécula de polinucleétido generada externamente, tales como una molécula de polinucleétido que
contiene un mensaje antisentido de un gen, o una molécula de polinucleétido que codifica una versién artificial,
sintética, o modificado de otro modo de un transgén.

Marcadores seleccionables

Como se usa en el presente documento, el término "marcador” se refiere a cualquier molécula de polinucledétido
transcribible cuya expresién, o la falta del mismo, pueden someterse a las pruebas a favor o marcado de alguna
manera. Los genes marcadores para uso en la practica de la presente invencién incluyen, pero no se limitan a
moléculas de polinucledtidos transcribibles que codifican la B-glucuronidasa (GUS describe en N° de patente de
EE.UU.5,599,670), Proteina fluorescente verde y variantes de los mismos (GFP se describe en N° de patente de
EE.UU.5,491,084 y 6,146,826), Proteinas que confieren resistencia a los antibiéticos, o proteinas que confieren
tolerancia a los herbicidas. Marcadores de resistencia a antibidticos Utiles, incluidas las proteinas que codifican que
confieren resistencia a la kanamicina (nptll), Higromicina B (APH V), Estreptomicina o espectinomicina (aad, Espec /
estreptomicina) y gentamicina (aac3y aacC4) Son conocidos en la técnica. Herbicidas para el que la tolerancia
planta transgénica se ha demostrado y el procedimiento de la presente invencion se puede aplicar, incluyen, pero no
se limitan a:-metil-fosfénico amino &cido, glifosato, glufosinato, sulfonilureas, imidazolinonas, bromoxinil, dalapon,
dicamba, ciclohexanodiona , inhibidores de protoporfirindgeno oxidasa y herbicidas isoxaflutol. Moléculas de
polinucledtido transcribible que codifican proteinas implicadas en la tolerancia a los herbicidas son conocidos en la
técnica, e incluyen, pero no se limitan a, una molécula de polinucleétido transcribible que codifica la sintasa de 5-
enolpiruvilsiquimato-3-fosfato (EPSPS de tolerancia al glifosato se describe en N° de patente de EE.UU.5,627,061;
5,633,435; 6,040,497; Y 5,094,945); Una molécula de polinucledtido transcribible que codifica una glifosato
oxidorreductasa y una transferasa glifosato-N-acetil (GOX describe en N° de patente de EE.UU.5,463,175; GAT
describe en U.S. Patent publication No. 2003/0083480, Y dicamba monooxigenasa U.S. Patent publication No.
2003/0135879); Una molécula de polinucleétido que codifica bromoxinilo nitrilasa transcribible (Bxnpara la tolerancia
bromoxinil se describe en N° de patente de EE.UU.4,810,648); Una molécula de polinucleétido que codifica fitoeno
desaturasa transcribible (crtl) Se describe en Misawa, et al., Plant Journal, 4:833-840 (1993) y Misawa, et al., Plant
Journal, 6:481-489 (1994) Para la tolerancia a norflurazon; una molécula de polinucleétido transcribible que codifica
la acetohidroxiacido sintasa (AHAS, también conocido comoALS) se describe en Sathasiivan, et al., Nucl. Acids
Res.., 18:2188-2193 (1990) Para la tolerancia a herbicidas de sulfonilurea, y el bargen se describe enDeBlock, y col.,
EMBO Journal, 6:2513-2519 (1987) Para glufosinato y bialaphos tolerancia. Las moléculas promotoras de la
presente invencion pueden expresar moléculas de polinucleétidos transcribibles ligado que codifican la fosfinotricina
acetiltransferasa, la EPSPS resistentes a glifosato, aminoglicésido fosfotransferasa, piruvato deshidrogenasa
hidroxifenil, fosfotransferasa de higromicina, neomicina fosfotransferasa, dalapon deshalogenasa, nitrilasa resistente
a bromoxinil, antranilato sintasa, dioxigenasas aryloxyalkanoate, acetil CoA carboxilasa, glifosato oxidorreductasa,
transferasa y glifosato-N-acetilo.

Incluidos dentro del término "marcadores seleccionables" son también genes que codifican un marcador secretable
cuya secrecion puede ser detectada como un medio de identificacion o seleccién de células transformadas. Los
ejemplos incluyen marcadores que codifican un antigeno secretable que puede ser identificado por la interaccion de
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anticuerpos, o incluso enzimas secretables que se pueden detectar cataliticamente. Proteinas marcadoras
seleccionables secretadas se dividen en un namero de clases, incluyendo proteinas difusibles pequefias, que son
detectables, (por ejemplo,., Mediante ELISA), pequefas enzimas activas, que son detectables en solucion
extracelular (por ejemplo,., Alfa-amilasa, beta-lactamasa, fosfinotricina transferasa), o proteinas que estan insertadas
o atrapadas en la pared celular (tales como proteinas que incluyen una secuencia lider tal como la que se encuentra
en la unidad de expresion de extension o del tabaco proteinas relacionadas con la patogénesis también conocido
como el tabaco PR-S). Otros genes marcadores seleccionables posibles seran evidentes para los expertos en la
técnica y estan abarcadas por la presente invencion.

Transformacion celular

La invencién también esta dirigida a un procedimiento de produccién de células y plantas transformadas que
comprenden un promotor unido operativamente a una molécula de polinucleétido transcribible.

El término "transformacién" se refiere a la introduccién de acido nucleico en un huésped receptor. Como se usa en el
presente documento, el término "huésped" se refiere a bacterias, hongos o plantas, incluyendo cualquier célula,
tejido, 6rganos, o la progenie de las bacterias, hongos o plantas. Tejidos y células vegetales de interés particular
incluyen protoplastos, callos, raices, tubérculos, semillas, tallos, hojas, plantas, embriones, y el polen.

Como se usa en el presente documento, el término "transformado" se refiere a una célula, tejido, 6rgano u
organismo en el que se ha introducido una molécula de polinucleétido extrafa, tal como una construccion. La
molécula de polinucleétido introducida puede integrarse en el ADN gendmico de la célula receptora, tejido, 6rgano, u
organismo tal que la molécula de polinucleétido introducida es heredada por la progenie. Un "transgénico" o célula
"transformada” u organismo también incluye la progenie de la célula u organismo y la progenie producida a partir de
un programa de cria empleando un organismo transgénico, como un padre en un cruze y que presenta un fenotipo
alterado como resultado de la presencia de una molécula polinucletidica extrana. El término "transgénico" se refiere
a una bacteria, hongos, o planta que contiene una o0 més moléculas de acido polinucleico heter6logas.

Hay muchos procedimientos para introducir moléculas de &cido polinucleicos en células de plantas. El procedimiento
comprende generalmente las etapas de seleccionar una célula huésped adecuada, la transformacion de la célula
huésped con un vector recombinante, y la obtencion de la célula huésped transformada. Los procedimientos
adecuados incluyen infeccion bacteriana (por ejemplo, Agrobacterium), vectores de cromosomas artificiales
bacterianos binarios, liberacion directa de ADN (por ejemplo, a través de la transformacién mediada por PEG,
captacién de AND mediada por desecacioén / inhibicion, electroporacion, agitacién con fibras de carburo de silicio, y
aceleracion de particulas revestidas de ADN, etc. (revisado en Potrykus, et al., Ann. Rev. Plant Physiol. Plant Mol.
Biol.,42:205 (1991)).

La tecnologia para la introduccién de una molécula de ADN en las células es bien conocida por los expertos en la
técnica. Procedimientos y materiales para la transformacién de células de plantas mediante la introduccién de una
construccion de ADN de la planta en un genoma de la planta en la practica de la presente invencion pueden incluir
cualquiera de los procedimientos bien conocidos y demostrados, incluyendo, entre otros:

(1) procedimientos quimicos (Graham y Van der Eb, Virology, 54:536-539 (1973) y Zadoukal, et al., Ann. NY
Acad. Sci., 660:136-153 (1992));

(2) procedimientos fisicos tales como microinyeccion (Capecchi, Cell, 22:479-488 (1980)), electroporacion
(Wong y Neumann, Biochim. Biophys. Res.. . Comm, 107:584-587 (1982); Fromm, et al, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA., 82:5824-5828 (1985); patente de EE..UU. N? 5,384,253), aceleracion de particulas (Johnston y Tang,
Methods Cell Biol., 43 (A) :353-365 (1994);Fynan, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:11478-11482 (1993)): y
bombardeo con microproyectiles (como se ilustra en las patentes de EE..UU. 5,015,580; 5,550,318; 5,538,880;
6,160,208; 6,399,861; y 6,403,865);

(3) vectores virales (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));

(4) mecanismos mediados por receptores (Curiel et al., Hum. Gen. Ther., 3:147-154 (1992) y Wagner, et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:6099-6103 (1992);

(5) mecanismos mediados por bacterias tal como la transformacién mediada por Agrobacterium (como se ilustra
en las patentes de EE.UU. N° 5,824,877; 5,591,616; 5,981,840; y 6,384,301);

(6) introduccion directa en el polen mediante la inyeccidn de los 6rganos reproductores de las plantas (Zhou, et
al., Methods in Enzymology, 101:433, (1983); Hess, Intern Rev. . Cytol, 107:367 (1987); Luo, et al., Plant Mol
Biol. Reporter, 6:165 (1988); Pena, et al., Nature 325:274 (1987));
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(7) transformacién de protoplastos (como se ilustra en la patente de EE.UU. N° 5,508,184); Y

(8) inyeccién en embriones inmaduros (Neuhaus et al., Theor. Appl. Genet., 75:30 (1987)).

Cualquiera de los procedimientos descritos anteriormente puede usarse para transformar una célula huésped con
uno o mas promotores y / o construcciones de la presente. Las células huésped pueden ser cualquier célula u
organismo, tal como una célula vegetal, célula de alga, algas, células de hongos, hongos, célula bacteriana, o célula
de insecto. Los huéspedes preferidos y células transformadas incluyen células de: plantas, Aspergillus ,levaduras,
insectos, bacterias y algas.

Los procedimientos para la transformacién de plantas dicotileddneas, principalmente mediante el uso de
Agrobacterium tumefaciens y la obtencion de plantas transgénicas se han publicado para algodén (patentes de
EE.UU. N? 5,004,863; 5,159,135; y 5,518,908); soja (patentes de EE.UU. N° 5,569,834 y 5,416,011; véase también,
McCabe, et al., Biotechnology,6:923 (1988) y Christou et al., Plant Physiol. 87:671-674 (1988)); Brassica (patente de
EE.UU. N¢ 5,463,174); cacahuete (Cheng et al., Plant Cell Rep., 15:653-657 (1996) y McKently et al., Plant Cell Rep.,
14:699-703 (1995)); papaya, y guisante (Grant et al., Plant Cell Rep., 15:254-258 (1995)).

También se han notificado transformaciones de plantas monocotiledéneas utilizando electroporacién, bombardeo de
particulas, y Agrobacterium. La transformacion y la regeneracion de las plantas se han logrado en esparragos
(Bytebier, et al., Proc. Natl. Acas. Sci. U.S.A., 84:5354 (1987); cebada (Wan y Lemaux, Plant Physiol, 104:37
(1994)); maiz (Rhodes, et al., Science 240:204 (1988), Gordon-Kamm, et al., Plant Cell, 2:603-618 (1990), Fromm, et
al., Bio / Technology, 8:833 (1990), Koziel et al., Bio / Technology, 11:194 (1993), Y Armstrong, et al., Crop Science,
35:550-557 (1995)); avena (Somers, et al., Bio / Technology, 10:1589 (1992)); grama de huerto (Horn, et al., Plant
Cell Rep.. 7:469 (1988)); centeno (De la Penia, et al., Nature, 325:274 (1987)); caha de azlUcar (Bower y Birch, Plant
Journal, 2:409 (1992)); Festuca alta (Wang, et al., Bio / Technology, 10:691 (1992)), y trigo (Vasil, et al., Bio /
Technology, 10:667 (1992) y patente de EE.UU. N°. 5,631,152).

La regeneracion, el desarrollo, y el cultivo de plantas a partir de protoplastos o explantes de planta transformada es
bien conocida en la técnica (véase, por ejemplo, Weissbach and Weissbach, Methods for Plant Molecular Biology,
(Eds.), Academic Press, Inc., San Diego, CA (1988) y Horsch et al., Science, 227:1229-1231 (1985)).Las células
transformadas generalmente se cultivan en presencia de un medio selectivo, que selecciona las células
transformadas con éxito e induce la regeneracion de brotes de las plantas y raices en plantas intactas (Fraley, et al.,
Proc. Natl. Acad. Ciencia. EE.UU., 80: 4803 (1983)). Las plantas transformadas se obtienen tipicamente en un plazo
de dos a cuatro meses.

Las plantas transgénicas regeneradas se autopolinizan para proporcionar plantas transgénicas homocigoticas.
Como alternativa, el polen obtenido de las plantas transgénicas regeneradas puede cruzarse con plantas no
transgénicas, lineas preferentemente endogamicas de especies agrondémicamente importantes. Descripciones de los
procedimientos de cultivo que se utilizan habitualmente diferentes rasgos y cultivos se puedenencuentran en uno de
los diversos textos de referencia, véase, por ejemplo, Allard, Principles of Plant Breeding, John Wiley & Sons, NY, U.
of CA, Davis, CA, 50-98 (1960); Simmonds, Principles of crop improvement, Longman, Inc., NY, 369-399 (1979);
Sneep and Hendriksen, Plant breeding perspectives, Wageningen (ed), Center for Agricultural Publishing and
Documentation (1979); Fehr, Soybeans: Improvement, Production and Uses, 2nd Edition, Monograph., 16: 249
(1987); Fehr, Principle of variety development, Theory and Technique, (Vol 1) and Crop Species Soybean (Vol 2),
lowa State Univ., Macmillan Pub. Co., NY, 360-376 (1987).Por el contrario, el polen de plantas no transgénicas
puede usarse para polinizar las plantas transgénicas regeneradas.

Las plantas transformadas pueden analizarse para determnar la presencia de los genes de interés y el nivel de
expresion y / o su perfil conferido por los elementos reguladores de la presente invencién. Los expertos en la técnica
conocen los numerosos procedimientos disponibles para el analisis de plantas transformadas. Por ejemplo,
procedimientos para el anadlisis de plantas incluyen, pero no se limitan a, transferencias de tipo Southern o
transferencias de tipo Northern, abordajes basados en PCR, analisis bioquimicos, procedimientos de seleccion
fenotipica, evaluaciones de campo, y ensayos de inmunodiagnéstico. La expresion de una molécula de
polinucleétido transcribible se puede medir usando TagMan ® (Applied Biosystems, Foster City, CA) reactivos y
procedimientos como describe el fabricante y los tiempos de ciclo de PCR se determinan utilizando TagMan®
Testing Matrix. Como alternativa, se pueden usar los reactivos y procedimientos Invader ® (Third Wave
Technologies, Madison, WI) como describe el fabricante para la expresion del transgen.

Las semillas de las plantas de la presente invencion se pueden cosechar a partir de plantas transgénicas fértiles y
usarse para cultivar generaciones de progenie de plantas transformadas de la presente invencién que incluyen
lineas de plantas hibridas que comprenden la construccion de la presente invencién y que expresan un gen de
interés agronémico

La presente invencién también proporciona partes de las plantas de la presente invencion. Partes de la planta, sin
limitaciibes, incluyen lhojas, tallos, raices, tubérculos, semillas, endosperma, évulos y polen. La invencion también
incluye y proporciona células vegetales transformadas que comprenden una molécula de acido nucleico de la
presente invencion.
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La planta transgénica puede pasar a lo largo de la molécula de polinucleétido transgénico a su progenie. Laa
progenie incluye cualquier parte de la planta regenerable o semilla que comprende el transgén derivado de una
planta annestral. La planta transgénica es, preferentemente, homocigotica para la molécula de polinucleétido
transformada y transmite esa secuencia a toda la descendencia como resultado de la reproduccién sexual. La
progenie puede cultivarse a partir de semillas producidas por la planta transgénica. Después, estas plantas
adicionales pueden autopolinizarse para generar una verdadera linea de reproduccién de las plantas. La progenie de
estas plantas se evalla, entre otras cosas, para determinar la expresién génica. La expresién génica puede
detectarse por varios procedimientos comunes, tales como transferencia de tipo Western, transferencia de tipo
Northern, inmunoprecipitacion, y ELISA.

Habiendo descrito ahora en general la invencién, la misma se entendera mas facilmente a través de referencia a los
siguientes ejemplos. Los ejemplos que no entran dentro del ambito de las reivindicaciones son para fines ilustrativos.

Ejemplos

Se aislaron los elementos reguladores Utiles para dirigir la expresion de un polinucleétido transcribible unido
operativamente en plantas transgénicas y el patron de expresion de estos elementos reguladores unidos de manera
operable a una molécula de polinucleétido transcribible se analiz6 en plantas de maiz transgénicas.

Ejemplo 1: Identificacion y clonacion de elementos reguladores

Nuevos elementos reguladores se identificaron y se aislaron a partir de ADN gendémico de las especies de
monocotiledéneas, mijo menor (SetariaTMita/ica(L.) Beauv). La secuencia EST se us6 para disefar cebadores, que
luego se utilizaron con GenomeWalker (Clontech Laboratories, Inc, Mountain View, CA) de bibliotecas construidas
siguiendo el protocolo del fabricante para clonar la region 5 'de la correspondiente secuencia de ADN gendmico.
Esta region clonada contenia la secuencia 5 UTR cadena arriba de la regién codificante de la proteina para cada
gen a partir S. italica. Usando esta secuencia, los elementos reguladores se identificaron bioinforméaticamente dentro
de la 5" UTR de cada gen. Se utilizé el andlisis bioinformatico para identificar el sitio de inicio de la transcripcion
(TSS) y cualquier bidireccionalidad, intrones, o la secuencia de codificacion cadena arriba presente en la secuencia.
Utilizando los resultados de este analisis, los elementos reguladores se definen dentro de la secuencia 5° UTR. Los
cebadores se disefiaron para amplificar los elementos reguladores. La molécula de ADN correspondiente para cada
elemento regulador se amplificé usando condiciones de reaccién en cadena de polimerasa estandar con cebadores
que contienen sitios de enzimas de restricciéon tnicos y ADN gendmico aislado a partir S. italica.Los fragmentos de
ADN resultantes se ligaron en un vector de expresion vegetal base utilizando digestion con enzimas de restriccion
estandar de los sitios de restriccion compatibles y procedimientos de ligacién de ADN. Los vectores de expresion de
plantas resultantes contenian una regiéon fronteriza de Agrobacterium tumefaciens(B AGRtu.right), elementos
reguladores de ensayo unido operativamente a un intrén derivado de la proteina HSP70 de choque térmico de Zea
mays,unida operativamente a una secuencia codificante para la B-glucuronidasa (GUS), unido operativamente a la
region de terminacion en 3’ de la nopalina sintasa de A. tumefaciens,y una region de la frontera izquierda desde A.
tumefaciens (B-AGRtu.left).

Las secuencias de los elementos reguladores se proporcionan en el presente documento como SEC ID N° 1-20 y se
enumeran en la Tabla 1 a continuacién. Las secuencias promotoras se proporcionan en el presente documento
como SEC ID N® 2, 5, 8, 10, 13, y 20. Las secuencias lider se proporcionan en el presente documento como SEC ID
Ne¢ 3, 6, 11, y 16. Las secuencias proporcionadas en el presente documento como SEC ID N°1,4,7,9,12, 14,17,y
19 son un promotor unido operativamente y la secuencia lider.

Tabla 1: elementos reguladores.

SECID Anotacion Anotaciéon de ADNc

1 EXP-SETIit. TIP Proteina intrinseca de tonoplastos
2 P-SETit.Tip-1:1:1 Proteina intrinseca de tonoplastos
3 L-SETit. Tip-1: 1:1 Proteina intrinseca de tonoplastos
4 EXP-SETit.Mtha Proteina similar a la metalotioneina
5 P-SETit.Mtha-1: 1:1 Proteina similar a la metalotioneina
6 L-SETit.Mes-I: 1:1 Proteina similar a la metalotioneina
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SECID Anotacion Anotaciéon de ADNc

7 EXP-SETit.MThB Proteina similar a la metalotioneina

8 P-SETit.MThB-1:1:2 Proteina similar a la metalotioneina

9 EXP-SETit.DRPA Proteina a relacionada con la deshidratacién
10 P-SETit.DRPA-1: 1:1 Proteina a relacionada con la deshidratacién
11 L-SETit.DRP-1: 01:2 Proteina a/b relacionada con la deshidratacion
12 EXP-SETit.DRPb Proteina b relacionada con la deshidratacién
13 P-SETit.DRPb-1: 1:1 Proteina b relacionada con la deshidratacién
14 EXP-SETit.RCC3-1 Proteina de transferencia de lipidos

15 P-SETIit.RCC3-1: 1:1 Proteina de transferencia de lipidos

16 L-SLTit.RCC3-1:1:2 Proteina de transferencia de lipidos

17 EXP-SETIit.RCC3-10 Proteina de transferencia de lipidos

18 P-SETIit.RCC3-1: 1:10 Proteina de transferencia de lipidos

19 EXP-SETit.RCC3-11 Proteina de transferencia de lipidos

20 P-SPTit.RCC3-1: 1:11 Proteina de transferencia de lipidos

El elemento de expresion, EXP-SETIit. TIP (SEC ID N° 1) se compone del promotor P-SETit.Tip-1: 1:1 (SEC ID N° 2)
y la secuencia lider L-SETit.Tip-1: 1:1 (SEC ID N 3).

Para los elementos reguladores del gen de la proteina de transferencia de lipidos se disefiaron tres variantes
promotoras (Figura 1). P-SETit.RCC3-1: 01:1 una versién de 2062 nuclettidos (SEC ID N? 15), P-SETIit.RCC3-1:
1:10 una version de 1563 nucledtidos (SEC ID N° 18); y P-SETIit.RCC3-1: 01:11 una versién de 915 nucledtidos
(SEC ID N¢ 20). El elemento de expresién, EXP-SETit.RCC3-1 (SEC ID N° 14) se compone del promotor P-
SETIit.RCC3-1:1:1 (SEC ID N? 15) y la secuencia lider P-SETit.RCC3-1: 1:2 (SEC ID N? 16). El elemento de
expresion, EXP-SETIit.RCC3-10 (SEC ID N? 17) se compone del promotor P-SETit.RCC3-1: 1:10 (SEC ID N2 18) y
la secuencia lider L-SETit.RCC3-1: 1:2 (SEC ID N° 16). El elemento de expresién, EXP-SETit.RCC3-11 (SEC ID N¢
19) se compone del promotor P-SETit.RCC3-1: 01:11 (SEC ID N 20) y la secuencia lider P-SETit.RCC3-1: 1:02
(SEC ID N¢ 16).

Para los elementos reguladores del gen de la proteina similar a metalotioneina se disefiaron dos variantesdel
promotor (Figura 2). P-SETitMtha-1: 01:1 es una versién 483 nucleétidos més corta, P-SETit.MThB-1: 01:2 es una
version 1516 nucleétidos mas larga de este. El elemento de expresién, EXP-SETit.Mtha (SEC ID N° 4) se compone
del promotor P-SETit.Mtha-1:1:1 (SEC ID N? 5) y la secuencia lider L-SETit.Mes-1: 1:1 (SEC ID N? 6). El elemento
de expresion, EXP-SETit.MThB (SEC ID N? 7) se compone del promotor P-SETit.MThB-1: 1:2 (SEC ID N2 8) y la
secuencia lider L-SETit.Mes-1: lider 1:1 (SEC ID N? 5).

Para los elementos reguladores del gen de la proteina relacionada con la deshidratacién, se aislaron los elementos
reguladores de dos variantes alélicas (Figuras 3A y 3B). Las dos variantes alélicas tienen secuencias lider idénticas,
pero las secuencias del promotor son variantes con varios cambios de bases e inserciones/deleciones cuando estan
alineaadas. El elemento de expresion, EXP-SETit.DRPA (SEC ID N¢ 9) se compone del promotor P-SETit.DRP-1:1:1
(SEC ID N? 10) y la secuencia lider L-SETit.DRP-1: 1:2 (SEC ID N? 11). El elemento de expresion, EXP-SETit.DRPb
(SEC ID N2 12) se compone del promotor P-SETit.DRPb-1:1:1 (SEC ID N° 13) y la secuencia lider L-SETit.DRP-1:
1:2 (SEC ID N° 11).

Ejemplo 2: Analisis de elementos reguladores qi dirigen la expresion de GUS en maiz transgénico
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Las plantas de maiz se transformaron con vectores de expresion de plantas que contienen los elementos
reguladores de ensayo ge dirigen la expresion del transgén de la B-glucuronidasa (GUS) y se analizaron las plantas
resultantes para determinar la la expresién de la proteina GUS.

Las plantas de maiz se transformaron con construcciones de expresién de GUS de plantas, pMON101552 (EXP-
SETIit.TIP, SEC ID N2 1), pMON99662 (EXP-SETit.Mtha, SEC ID N? 4), y pMON99663 (EXP-SETit.DRPA, SEC ID N®
9). Las plantas se transformaron utilizando procedimientos de bombardeo de particulas conocidos por los expertos
en la técnica y embriones cigéticos inmaduros de maiz H99 para producir plantas de maiz transgénicas. En pocas
palabras, las mazorcas de las plantas H99 de maiz se recogieron 10 a 13 dias después de la polinizacion de las
plantas cultivadas en invernadero y se esterilizaron. Los embriones cigéticos inmaduros de 1,2 a 1,5 mm se
extirparon de la mazorca y se incubaron a 28 °C en la oscuridad durante 3-5 dias antes de su uso como tejido diana
para el bombardeo. El vector de transformacion de la planta que contiene el marcador seleccionable para la
resistencia a la kanamicina (gen NPTII) y el casete de expresién de GUS se digirié con endonucleasas de restriccion.
Un dnico fragmento de ADN que contiene tanto el marcador seleccionable y el casete de expresion de GUS se
purificé en gel y se utilizd para recubrir particulas de oro de 0,6 micrometros (n® de catalogo 165-2262 Bio-Rad,
Hercules, CA) para el bombardeo. Se cargaron macro-vehiculos con las particulas de oro recubiertas de ADN (n° de
catalogo 165-2335 Bio-Rad, Hercules CA). Los embriones se transfirieron a medio osmético, el lado del escutelo
mirando hacia arriba. Una pistola biolistica PDS 1000/He se utilizé para la transformacion (n° de catalogo 165 - 2257
de Bio-Rad, Hercules CA). Embriones inmaduros bombardeadas se cultivaron y se seleccionaron los callos
transgénicos y se transfirieron a medio de regeneracion tisular. Las plantas de maiz transgénicas se regeneraron a
partir de los callos transgénicos y se transfirieron al invernadero.

Se utilizod el andlisis histoquimico de GUS para el analisis de la expresién cualitativa de plantas transformadas.
Secciones enteras de tejido se incubaron con solucion de tincién de GUS X-Gluc (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-
glucuroénido) (1 miligramo / mililitro) para un periodo de tiempo apropiado, se aclararon y se inspeccionaron
visualmente para detectar una coloracién azul. La actividad de GUS se determind cualitativamente mediante
inspeccion visual directa o inspeccion bajo un microscopio usando 6rganos y tejidos vegetales seleccionados. En las
plantas R se inspeccioné la expresion en las raices y las hojas. Se demostrd expresion de GUS de los elementos
reguladores EXP-SETIt. TIP (SEC ID N? 1), EXP-SETit.Mtha (SEC ID N¢ 4), y EXP-SETIit.DRPA (SEC ID N¢ 9) tanto
en las raices como en las hojas en los transformantes Ro.

Las plantas transformadas con la expresion de GUS dirigida por EXP-SETIit.TIP (SEC ID N° 1) o EXP-SETit.Mtha
(SEC ID N¢ 4) se cruzaron con plantas H99 no transformadas para producir una poblaciéon F1de transformantes. Los
niveles de expresién de GUS se midieron en tejidos seleccionados en el transcurso del desarrollo. Los tejidos Fq
usados para este estudio incluyeron: embrién de la semilla embebida, endosperma de semilla embebida, raiz (3 dias
después de la germinacion), coledptilos (3 dias después de la terminacion), raiz principal y corona en V3, hoja en V3,
raiz seminal y corona en V7, hoja madura en V7, raiz seminal en VY (en floracién, con anterioridad a la
reproduccion), entrenudo en VT, mazorca VT, antera VT, polen VT, seda VT, grano 7 dias después de la
polinizaciéon, embrién de 21 dias después de la polinizacion, endospermo 21 dias después de la polinizacién,
embrion de 35 dias después polinizacion, endosperma 35 dias después de la polinizacién. La expresion de GUS en
F1 se observo en todos los tejidos estudiados tanto para los eventos transformados de EXP-SETit. TIP (SEC ID N 1)
como para EXP-SETit.Mtha (SEC ID N° 4).

Ejemplo 3: Analisis de los elementos reguladores que dirigen TIC809 de maiz transgénico

Las plantas de maiz se tranformaron con vectores de expresion de plantas que contienen los elementos reguladores
que dirigen la expresién del transgén TIC809 y se analizaron las plantas resultantes para determinar la expresion de
la proteina TIC809.

Los elementos reguladores se unieron operativamente al transgén de la toxina de insecto, TIC809
(PCTUS2006/033867) en vectores de transformacion de plantas. El casete del transgén estaba compuesto por el o
los elemento (s) regulador(es) ligados operablemente a un intrén derivado de la proteina HSP70 de choque térmico
de Zea mays, unida operativamente al transgén TIC809, unido operativamente a una regiéon 3' UTR derivada del gen
HSP17 de Tritcum aestivum. Los vectores de transformacién de plantas también contenian un marcador
seleccionable de tolerancia al glifosato para la seleccién de células vegetales transformadas.

Tejido de maiz de la variedad LH244 se transformé utilizando transformacion mediada por A. tumefaciens con los
plasmidos, pMON70539 (EXP-SETit. TIP, SEC ID N° 1), pMON70540 (EXP-SETit.Mtha, SEC ID N 4), y pMON70538
(EXP-SETIt.DRPA, SEC ID N® 9) usando procedimientos conocidos en la técnica. Las plantas Ro se regeneraron a
partir del tejido de maiz transformado y se analizaron para confirmar la presencia y la integridad del transgén TIC809.
Las hojas y las raices de estas plantas se analizaron en las etapa V4 o V6 o mediante un ensayo inmunoenzimatico
(ELISA) de TIC809 para determinar los niveles de acumulacion de la proteina TIC809. Los valores de la proteina se
determinaron utilizando una muestra de referencia TIC809 y se expresaron en unidades de partes por millén (ppm).
Los datos de ELISA se presentan en la Tabla 2, en la que "N" indica el nimero de plantas examinadas.
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Tabla 2: Datos de ELISA de TIC809.

Nombre del elemento SEC ID N2 Vector Raiz (ppm) Hoja (ppm) N
EXP-SETIit.TIP 1 pMON70539 3 6 26
EXP-SETit.Mtha 4 pMON70540 3 8 20
EXP-SETit.DRPa 9 pMON70538 1 2 24

La expreesion de TIC809 dirigida por los elementos de expresion, EXP-SETIit.TIP (SEC ID N¢ 1), EXP-SETit.Mtha
(SEC ID N? 4), y EXP-SETit.DRPA (SEC ID N° 9) se observd tanto en las raices como en las hojas, lo que
demuestra la capacidad de los elementos reguladores EXP-SETIit.TIP, EXP-SETit.Mtha y EXP-SETit.DRPA para
modular la transcripcién de un transgén unido operativamente de interés agronémico en plantas. La expresién
promedio de TIC809 dirigida por EXP-SETIit.TIP (SEC ID N® 1), EXP-SETit.Mtha (SEC ID N? 4), y EXP-SETit.DRPA
(SEC ID N¢ 9) se ultiplico por al menos 2 0 més en la hoja con respecto a la raiz para las tres construcciones.

Plantas RO transformadas que contienen los vectores (pMON70539 EXP-SETIit.TIP, SEC ID N¢ 1), pMON70540
(EXP-SETit.Mtha, SEC ID N¢ 4), y pMON70538 (EXP-SETit.DRPA, SEC ID N® 9) se cruzaron con la variedad LH59,
utilizando LH59 como la planta femenina y LH244 transformado como la masculina, para producir poblaciones F1
transformadas. Para las plantas que contienen EXP-SETIit.TIP (SEC ID N° 1) y EXP-SETit.Mtha (SEC ID N? 4), los
niveles de proteina TIC809 se midieron utilizando ELISA en lasa hojas de Fien las etapas V3, V7, y VT; en las
raices en las etapas V3 y V7; en los tejidos reproductivos alrededor etapa VT (antera, polen y seda), y en la semilla
en desarrollo o el grano. Los resultados de ELISA se expresan en partes por millén (ppm) y las mediciones del error
estandar se indican como "SE" y presentan en la Tabla 3 a continuacion. Para las plantas que contienen EXP-
SETIit.DRPA (SEC ID N¢ 9), se midieron los niveles de proteina TIC809 en las raices mediante ELISA con tejido
tomado en la etapa V9. Los resultados dekl ELISA se expresan en partes por millén (ppm) y se presentan en la
Tabla 4 a continuacion.

Table 3: Datos de ELISA e TIC809 F para EXP-SETit.TIP y EXP-SETit.Mtha.

EXP-SETIit.TIP EXP-SETiT.Mtha

Tejido ppm SE ppm SE
Hoja V3 1,138 0,32 1,312 0,46
Raiz V3 1,254 0,41 1,242 0,39
Tallo V3 0,694 0,14 0,407 0,19
Hoja V7 0,879 0,3 1,295 0,31
Raiz V7 0,755 0,35 1,185 0,46
Hoja VT 0,308 0,17 0,457 0,35
Antera 0,323 0,06 0,364 0,1

Seda 0,249 0,1 0,222 0,05

Polen 0,315 0,16 0,231 0,01
Semilla 0,138 0,02 0 0

Los niveles de expresion promedio de la proteina TIC809 por los elementos reguladores, EXP-SETIit.TIP (SEC ID N®
1) y EXP-SETit.Mtha (SEC ID N® 4) en las poblaciones F1 fueron consistentes con los niveles de expresion
observados en los transformantes RO, lo que confirma la capacidad los elementos reguladores TIP y Mtha para
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dirigir la expresion de un transgen operativamente unido. EXP-SETIit.TIP (SEC ID N® 1) parece tener su nivel de
expresion mas alto en V3 en las raices y las hojas, disminuyendo la expresion en la etapa V7, y bajos en los tejidos
reproductivos y en la semilla en desarrollo. EXP-SETit.Mtha (SEC ID N° 4) muestra una expresion consistente de
TIC809 en las raices y las hojas en las etapas V3 a V7, con una disminucion en la expresion en la etapa de hoja VT,
menor expresion en el tejido reproductivo y ninguna expresién en la semilla en desarrollo.

Tabla 4: Datos de ELISA de TIC809 F1 ELISA para EXP-SETit.DRPa.

Tejido de F4 cruzada ppm
LH59/ZM_S198227 0.95
LH59/ZM_S198230 2.69
LH59/ZM_S198235 0.5

LH59/ZM_S199429 1.26
LH59/ZM_S201032 1.09
LH59/ZM_S201049 0.64
Expresion promedio de TIC809 1.19
Error estandar 0.79

Los niveles de expresion promerdio de la proteina TIC809 dirigida por el elemento reguladore, EXP-SETit.DRPA
(SEC ID N2 9) en las raices de lapoblacién F1 fueron consistentes con los niveles de expresion observados en los
transformantes Ry, lo que confirma la capacidad de los elementos reguladores DRPA para proporcionar expresion en
la raiz de un transgen unido operativamente.

Se produjeron poblaciones Ry de plantas transformadas con pMON120408 (EXP-SETit.Rcc3.-1, SEC ID N2 14),
pMON120407 (EXP-SETIit.RCC3-1.0, SEC ID N° 17), y pMON120410 (EXP-SETit.Rcc3-11, SEC ID N2 19) como se
ha descrito anteriormente. Los niveles de la proteina TIC809 en estas plantas se midieron en hojas y raices
utilizando ELISA con tejido extraido en la etapa V4 o V6. Los resultados del ELISA se expresan en partes por millén
(ppm) y se presentan en la Tabla 5 a continuacion.

Tabla 5: Datos de ELISA de TIC809 Ro para EXP-SETit.RCC3-1, EXP-SETit.RCC3-10 y EXP-SETit.RCC3-11.

Nombre del elemento Suceso Raiz (ppm) Hoja (ppm)
EXP-SETit.Rcc3-1 (SEC ID N2 14) 1 0,292 0
EXP-SETit.Rcc3-1 (SEC ID N2 14) 2 2,79 0
EXP-SETit.Rcc3-1 (SEC ID N2 14) 3 1,171 0
EXP-SETit.Rcc3-1 (SEC ID N2 14) Promedio 1,42 0
EXP-SETit.Rcc3-10 (SEC ID N2 17) 1 2,129 0
EXP-SETit.Rcc3-10 (SEC ID N2 17) 2 1,793 0
EXP-SETit.Rcc3-10 (SEC ID N2 17) 3 0,425 0
EXP-SETit.Rcc3-10 (SEC ID N2 17) 4 0,677 0
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Nombre del elemento

EXP-SETit.Rcc3-10 (SEC ID N2 17)
EXP-SETit.Rcc3-10 (SEC ID N2 17)
EXP-SETit.Rcc3-10 (SEC ID N2 17)
EXP-SETit.Rcc3-10 (SEC ID N2 17)
EXP-SETit.Rcc3-10 (SEC ID N2 17)
EXP-SETit.Rcc3-10 (SEC ID N2 17)
EXP-SETit.Rcc3-10 (SEC ID N2 17)
EXP-SETit.Rcc3-10 (SEC ID N2 17)
EXP-SETit.Rcc3-10 (SEC ID N2 17)
EXP-SETit.Rcc3-10 (SEC ID N2 17)
EXP-SETit.Rcc3-10 (SEC ID N2 17)
EXP-SETit.Rcc3-10 (SEC ID N2 17)
EXP-SETit.Rcc3-10 (SEC ID N2 17)
EXP-SETit.Rcc3-11 (SEC ID N2 19)
EXP-SETit.Rcc3-11 (SEC ID N2 19)
EXP-SETit.Rcc3-11 (SEC ID N2 19)
EXP-SETit.Rcc3-11 (SEC ID N2 19)
EXP-SETit.Rcc3-11 (SEC ID N2 19)
EXP-SETit.Rcc3-11 (SEC ID N2 19)
EXP-SETit.Rcc3-11 (SEC ID N2 19)
EXP-SETit.Rcc3-11 (SEC ID N2 19)
EXP-SETit.Rcc3-11 (SEC ID N2 19)
EXP-SETit.Rcc3-11 (SEC ID N° 19)
EXP-SETit.Rcc3-11 (SEC ID N° 19)
EXP-SETit.Rcc3-11 (SEC ID N2 19)

EXP-SETitRcc3-11 (SEC ID N2 19)

ES 2457218 T3

Suceso

10
11
12
13
14
15
16

Promedio

10
11
12

13

17

Raiz (ppm)
0,877
1,847
1,479
0,359
1,84
3,309
1,589
3,652
1,019
2,715
0,981
3,147
1,74
2,356
2,343
1,465
2,271
0,247
2,949
3,36
4,771
1,757
2,255
3,314
4,958

0,232

Hoja (ppm)

0

0,294

0,56

0,317

0,07
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Nombre del elemento Suceso Raiz (ppm) Hoja (ppm)
EXP-SETit.Rcc3-11 (SEC ID N2 19) 14 1,503 0
EXP-SETit.Rcc3-11 (SEC ID N2 19) 15 1,425 0
EXP-SETit.Rcc3.11 (SEC ID N2 19) 16 3,6 0
EXP-SETit.Rcc3-11 (SEC ID N2 19) 17 3,533 0
EXP-SETitRcc3-11 (SEC ID N2 19) 18 2,158 0
EXP-SETit.Rcc3-11 (SEC ID N2 19) Promedio 2,47 0

La expresion de TIC809 cuando esta dirigida por variants de los elementos de expresion EXP-SETit.RCC3-1 (SEC
ID N? 14), EXP-SETIit.RCC3-10 (SEC ID N¢ 17), y EXP-SETIit.RCC3-11 (SEC ID N° 19) era fuerte en las raices y
débil o ausente en las hojas. Se observéd una expression baja o nula en las hojas para las tres variantes SETit.Rcc3
con la excepcion de tres sucesos transformados en los que la variante del elemento de expresién, EXP-SETit.RCC3-
10 (SEC ID N¢ 17) mostré un bajo nivel de expresidén TIC809 en las hojas. La expression promedio en la raiz de la
proteina TIC809 fue mayor utilizando la variante del elemento de expresion, EXP-SETit.RCC3-11 (SEC ID N? 19)
con respecto a las variantes EXP-SETIit.RCC3-1 (SEC ID N® 14) y EXP-SETIit.RCC3-10 (SEC ID N® 1, pero todas las
tres variantes proporcionaron expresion en la raiz del transgen operativamente unido.
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tgtactgtca
actaatcttg
accggttcga
gagcaccgtt
gacttactct
tctacaacga
gttggacaac
aatgaccagc
aatacaaggc
aacttgcage
atcctccaat
ggacgctgca
cececggocgga
aaatggtttt
cccatgaage
tgctgeatca

gaagagcaaa

<210>2
<211>917
<212> ADN

<213> Setaria italica

<400> 2

tattgtegty
cacccgecgy
actgtctaga
gacgatgtat
tcagagctaa
agtgaaacaa
aaagaatacyg
tagaatttcc
cactaaataa
cattcaaatyg
tagggcettt
taagaagttc
ctagctagta
tagcgattat
cgcgagaggy
gattagtaag

gcgaaggcaa
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gtttttcaat
cttcaaaatg
atggcaggca
gcgagttcce
ccactgccat
tcaggcatgc
ggaatacatc
aagcatttac
gcgtggggat
tacgattaac
agtattgtca
ataatagcaa
ctaccaatca
ccaggceecgtc
cgacgccaty
caatctcaag

g9

tgctgtacct
aagagtgcta
aagatgattg
accattgecga
gcagagaaaa
taaagtgctg
agcaacgcaa
agaaacatga
aacatatcct
aaaatattta
ttagctcata
cagacatatg
tggaataagce
cagaatactc
tgtataaaag

cgcagagagc

19

gatgcaaacg
atttggtcca
gacaggcatg
gcaatgatta
agtgaatcat
aaactttact
ctettgaget
ctttaagttt
ccagatgaca
agcgecacat
accatggtgc
aacaaagcat
tagtacccta
taatccacaa
gggcctaage

caaagcttte

taatgggttt
cgtcaccate
cagggaaaaa
tcagccacac
attgtcatga
gatctctcat
ttgcttgcey
cagaaaaaca
ggcaatctgc
gagataatat
atcctcacat
ggtgcgcctyg
aatgaaatta
gttgaggccg
tgagtggact

ggtgtagete
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240
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720

780

200
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<210>3
<211> 64
<212> ADN

tgtactgtca
actaatcttg
accggttega
gagcaccgtt
gacttactct
tctacaacga
gttggacaac
aatgaccaqgce
aatacaaggc
aacttgcagc
atcctccaat
ggacgctgca
cceggcegga
aaatggtttt
cccatgaagc

tgctgcatca

<213> Setaria italica

<400> 3

<210> 4
<211> 550
<212> ADN

aagcaatctc aagcgcagag agccaaagcet tteggtgtag ctegaagagce aaagcgaagyg

caag

<213> Setaria italica

<400> 4

tattgtcgtg
cacccgccgg
actgtctaga
gacgatgtat
tcagagctaa
agtgaaacaa
aaagaatacg
tagaatttcc
cactaaataa
cattcaaatg
tagggeccttt
taagaagttc
ctagctagta
tagcgattat
cgcgagaggyg

gattagt
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gtttttcaat
cttcaaaatg
atggcaggca
gcgagttcce
ccactgccat
tcaggcatgce
ggaatacatc
aagcatttac
gcgtggggat
tacgattaac
agtattgtca
ataatagcaa
ctaccaatca
ccacgecgtc

cgacgccatg

tgctgtacct
aagagtgcta
aagatgattg
accattgcga
gcagagaaaa
taaagtgctg
agcaacgcaa
agaaacatga
aacatatcct
aaaatattta
ttagctcata
cagacatatg
tggaataagc
cagaatactc

tgtataaaag

20

gatgcaaacg
atttggtcca
gacaggcatg
gcaatgatta
agtgaatcat
aaactttact
ctcttgagct
ctttaagttt
ccagatgaca
agcgccacat
accatggtgc
aacaaagcat
tagtacccta
taatccacaa

gggcctaage

taatgggttt
cgltcaccatc
cagggaaaaa
tcagccacac
attgtcatga
gatctctcat
ttgettgeeg
cagaaaaaca
ggcaatctge
gagataatat
atcctcacat
ggtgcgectyg
aatgaaatta
gttgaggccg

tgagtggact
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180

240
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360
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480

340

600
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720

780

840

900

917

60
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taaggaaata ataaaagaaq aaactacttg tttttgcaat gataacgtac atacagatat

ttctaaagece atcaagtacc tagecttgtct aaataacaag tgtgtcctgg aacaagtatce

gagtacctga aagcaacctg ctttgaattg gaaaggataa aaattcgaca aggaacgaac

aaaggaggeca
taaacgtgct
ttattacctt
ccgtggttac
aattccatcce
tgtgctcaaq
tgacttgaay
<210>5
<211> 483
<212> ADN
<213> Setaria italica
<400> 5
taaggaaata
ttctaaagece
gagtacctga
aaaggaggca
taaacgtgct
ttattacctt
cecgtggttac
aattccatcce
tgt
<210> 6
<211> 67
<212> ADN

<213> Setaria italica

<400> 6

gctcaagcaa tctcaaagaa cttgtcttct ccatccacac cgagtttttc ggettcecttga

cttgaag

catttcttyge
ggtgtgtttc
attgtgtggce
tttcaaattyg
atccactgct

caatctcaaa

ataaaagaag
atcaagtacc
aagcaacctg
catttcttge
ggtgtgtttc
attgtgtggc
tttcaaattg

atccactget

cggccagaaa
aatgatgtcc
tetgtetgea
gaagacagag
ataaaaggcg

gaacttgtct

aaactacttg
tagcttgtcet
ctttgaattg
cggccagaaa
aatgatgtcc
tctgtctgea
gaagacagag

ataaaaggcyg

ctattgggte
atgagatgygg
gaaagcaacc
acgtacacac
gtgttgggygt

tctccatccea

tttttgcaat
aaataacaag
gaaaggataa
ctattgggtc
atgagatggg
gaaagcaacc

acgtacacac

gtgttggggt

21

tttygcatcct
aatacaaagt
gggcgcattt
aaggcaataa
gttgggtctce

caccgagttt

gataacgtac
tgtgtcctgy
aaattcgaca
tttgcatcct
aatacaaagt
gggecgeattt
aaggcaataa

gttgggtctc

tgtgaattga
caagcacgco
tcticcgata
ttcagggaac
ttcagttcag

ttcggettet

atacagatat
aacaagtatc
aggaacgaac
tgtgaattga
caagcacgce
tcttcecgata
ttcagggaac

ttcagttcag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

530

60

1290

180

240

300

360

420

480

483

60

67
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<210>7
<211> 1583
<212> ADN

<213> Setaria italica

<400>7

<210>8
<211> 1516
<212> ADN

cctettectt
gtgtgttccg
tgcgecggtaa
gttgeccatge
tcectecttygt
atagggtgca
ctcagttttg
agacagaaga
ctattgtata
gaagctcctg
tgctgttgtc
tattttgtct
tagctageca
ggcaacaaat
ttceggtgat
gaggteagec
cceteggtta
tggagccect
tacatacaga
tggaacaagt
acaaggaacg
ccttgtgaat
agtcaagcac
ttttettecy
taattcaggg
ctcttcagtt

tttttcgget

tatttttgce
ctctttccaa
gtccagtatt
agttggtctg
gttcctgcac
agtggecgttyg
tgtaattagc
gatttctggt
catgacggat
accatagccc
gatattgagg
tcttgaaatg
gaagtccaga
acttgcatgt
gcctactecat
cctegtattg
gctgttggtce
ctttaaggaa
tatttctaaa
atcgagtacc
aacaaaggag
tgataaacgt
gccttattac
ataccgtggt
aacaattcca
cagtgtgctc

tcttgacttg
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atcagcgtcg
atttcccata
gtagttatag
atgcttggcet
ttagcctaga
tatggccatc
cgcaagaaga
gtttcgatge
cttgttagtt
atagggcgaa
tcacagatcc
tcgaagagga
agctagectt
ctgtctegte
gccaaagcca
cttcagtagy
tcecegetecag
ataétaaaag
gccatcaagt
tgaaagcaac
gcacatttct
gctggtgtgt
cttattgtgt
tactttcaaa
tccatccact
aagcaatctc

aag

ttgttgaact
taatgagtag
aagtccatca
gcgctaacca
tgtggtgact
cacgtttagc
atttgcattt
agcccaggaa
tctagaagat
cgatgctaga
agttgttact
gtggagcaat
tttgccatca
gcatgggatt
cctcagacgg
caggttttey
aggaattttt
aagaaactac
acctagecttyg
ctgctttgaa
tgcecggecag
ttcaatgatg
ggctctgtet
ttggaagaca
gctataaaag

aaagaacttg

22

ctcgtgectyg
agtgagactt
ttccaatgca
tgttgcegtt
agtttccatg
ctgcctatece
tgccggegcece
ctgtgcttta
agtatcctct
tgctaaatgt
gatagcatcg
gtccttaggt
ccaagagtga
tctatgttgg
agggctegtg
tccagttgac
tacggatctt
ttgtttetgc
tctaaataac
ttggaaagga
aaactattgg
tccatgagat
gcagaaagca
gagacgtaca
gcggtgttgg

tcttctecat

ttaaagatgt
tgcatagecct
ttggatgagg
aaatcccata
gtttgtctge
acggaccaaa
cacgttttcc
tatgeccgatg
tccacttate
gaagtggtga
tgaactgtcc
gctggeccatg
taaccatgca
tccagggttt
cgaatttctc
tttacattta
gtctaagtcect
aatgataacg
aagtgtgtcce
taaaaattcg
gtctttgcat
gggaatacaa
accgggcgca
cacaaggcaa
ggtgttgggt

ccacaccgag
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<213> Setaria italica

<400> 8

cctcttectt
gtgtgttccg
tgcgcggtaa
gttgeccatge
tcctecttgt
atagggtgca
ctcagttttg
agacagaaga
ctattgtata
gaagctcctg
tgctgttgte
tattttgtct
tagctagcea
ggcaacaaat
ttccggtgat
gaggtcagec
cccteggtta
tggagcccct
tacatacaqga
tggaacaaqgt
acaaggaacg
ccttgtgaat
agtcaagcac
ttttectteeg
taattcaggyg

ctetteagtt

<210>9
<211> 1766
<212> ADN

<213> Setaria italica

<400>9

tatttttgcc
ctetttecaa
gtccagtatt
agttggtctg
gttcctgcac
agtggcgttg
tgtaattagce
gatttctggt
catgacggat
accatagccc
gatattgagg
tcttgaaatyg
gaagtccaga
acttgcatgt
gcctacteat
cctegtattg
gctgttggte
ctttaaggaa
tatttctaaa
atcgagtacc
aacaaaggag
tgataaacgt
gcecttattac
atacecgtggt
aacaattcca

cagtgt
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atcagcgtcg
atttcccata
gtagttatag
atgcttggct
ttagcctaga
tatggccatc
cgcaagaaga
gtttcgatgce
cttgttagtt
atagggcgaa
tcacagatcec
tcgaagagga
agctagcctt
ctgtctegte
gccaaagecea
cttcagtagg
tcececgectecag
ataataaaag
gccatcaagt
tgaaagcaac
gcacatttct
gctggtgtgt
cttattgtgt
tactttcaaa

tcecatecact

ttgttgaact
taatgagtag
aagtccatca
gcgectaacca
tgtggtgact
cacgtttagc
atttgcattt
agcccaggaa
tctagaagat
cgatgctaga
agttgttact
gtggagcaat
tttgccatca
gcatgggatt
cctecagacgg
caggtttteg
aggaattttt
aagaaactac
acctagcttg
ctgctttgaa
tgccggeocag
ttcaatgatg
ggctctgtet
ttggaagaca

gctataaaag

23

ctcgtgecectyg
agtgagactt
ttccaatgca
tgttgcecgtt
agtttccatg
ctgcctatecc
tgccggogeo
ctgtgcttta
agtatcctct
tgctaaatgt
gatagcatcg
gtecttaggt
ccaagagtga
tctatgttgg
agggctegtyg
tccagttgac
tacggatctt
ttgtttttge
tctaaataac
ttggaaagga
aaactattgg
tccatgagat
gcagaaagca
gagacgtaca

geggtgttygyg

ttaaagatgt
tgcatagcet
ttggatgagy
aaatcccata
gtttgtctgc
acggaccaaa
cacgttttce
tatgccgatg
tccacttatce
gaagtggtga
tgaactgtcc
gctggeccatyg
taaccatgca
tccagggttt
cgaatttcte
tttacattta
gtctaagtct
aatgataacg
aagtgtgtcé
taaaaattcg
gtctttgcat
gggaatacaa
accgggcgca
cacaaggcaa

ggtgttgggt

60

120

180

360

420

480

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

14490

1500

1516



<210> 10
<211> 1726
<212> ADN

tggtaaaatc
aaattagatt
tacttagaaa
ttgtgtatat
taagtcaatt
agatgatgta
ccagceggggy
gaatagtaga
tatatgtgta
aatagaactt
aaaaagaaaa
ggcactaatt
ccteoteetec
cteccgecgac
ctcceceoctte
gtggtggcag
tggttgcggt
cgcctetete
gtggggcgge
aaggecgaygg
cgccagttece
gatccaaacc
cttatggctg
ataattgtac
cgacatttca
cagcccaccyg
cattgcceat
atctcaacat
actcctataa

ctteecttett

<213> Setaria italica

aattcatatg
aagtatttca
aattagatta
acttacaaaa
gtgcaaaccc
caggaaagat
agtttcataa
aatgatatgt
tgcataatat
tatatatatt
taagaaaaga
aggcccttta
ctctcagcete
caccatcgtc
gctcacccct
tgcaggttcce
ggcgtaggtg
tctectectete
aacggccaga
cgtaaggcgy
aaaaccagcg
gacggtgaag
ggggcattga
gtaatactag
caatctcgtg
acttgacaaa
caaggceeacc
catacacaca
atacgaccct

ctggccatta

ES 2457218 T3

cttatacttc
atttatttgc
agtatttcaa
attagattaa
attgatctac
agaatcttca
tgatgcatca
gtacgcacaa
gtatatatat
agcgtattag
aaggaaaaaa
gtgeccctece
ttceecgacee
ctgcgtgatc
cactcgtggce
agtgaagaag
ggcggeccetg
tatgageccgg
tccagcgaga
coggcagcac
gtgatggggt
actggtttyg
cattctttitt
tagctgatga
cagcacatgy
tctgtacaaa
aaggatacat
gaaggaagag
cttecctgtac

gcteca

aaaaaccaat
ttatatttca
tttatttgct
gtatttcaat
tatatatgta
agtggatttc
aatctacagce
tatgtctata
aatagtatct
aagtagtata
acaaatcagt
gccaccctcet
cttecctetee
tcectetect
agtgaggagc
gagctagcac
gcgygcgeyggce
atccggtagyg
tgcggeeggt
catttttttg
atcceocatca
agceggceagt
actaactttc
taagtttgat
acagctatac
atatgctaga
gatgacaacg
atgatgactc

gcctcoctcat

24

ttatgtgtat
aaaataaatt
tatacttcaa
ttaattgctt
ataaactttg
ttctagacga
accgicagga
tatatgtata
taaatgtaat
cgtatgaata
accggtcggyg
cctecetett
cactgecgee
caccctecgge
agcggcaaca
ggatccgaco
ctcagcttcc
accaaggcag
cggatccggo
titttttaat
ctaccgaaag
gatgaacctc
ttcctaccac
ataagactat
taacgagaag
aaaatattgc
gccaatcaga
cagtttaact

tccaacacaqg

atacttggaa
cttgtgecata
aaatcaattc
atatttgaag
ccaatgacac
ggtcataaat
ctcgggttta
atattattca
attgaagata
tagaataaag
gagaccaace
ctetegeege
cccteectet
tgccecectect
catagatceg
aagaaggagce
tctceceecgta
ttggeggety
gaggcagcgce
aggccttcac
tcagacgatg
tggagtagtyg
gtagtatgca
caagcggtet
tcgaggacga
accaatcaaa
cttcaaagat
ttcatcgacg

gaacgggatt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

840

300

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1766



<400> 10

<210> 11
<211>40
<212> ADN

tggtaaaatc
aaattagatt
tacttagaaa
ttgtgtatat
taagtcaatt
agatgatgta
ccagcggggg
gaatagtaga
tatatgtgta
aatagaactt
aaaaagaaaa
ggcactaatt
cctctectce
ctcocgeoogac
ctecoeoctte
gtggtggcag
tggttgcggt
cgcctetete
gtggggcgge
aaggccgggyd
cgccagttcce
gatccaaacc
cttatggctyg
ataattgtac
cgacatttca
cagcccaccyg
cattgcccat

atctcaacat

actcctataa

<213> Setaria italica

aattcatatg
aagtatttca
aattagatta
acttacaaaa
gtgcaaaccc
caggaaagat
agtttcataa
aatgatatgt
tgcataatat
tatatatatt
taagaaaaga
aggcecttta
ctctcagctc
caccatcgta
gctcacceet
tgecaggttec
ggcgtaggtyg
Letetetete
aacggccaga
cgtaaggcgg
aaaaccagceg
gacggtgaag
ggggcatiga
gtaatactag
caatctcgtg
acttgacaaa
caaggcecacce
catacacaca

atacgaccct

ES 2457218 T3

cttatacttc
atttatttgc
agtatttcaa
attagattaa
attgatctac
agaatcttca
tgatgcatca
gtacgcacaa
gtatatatat
agcgtattag
aaggaaaaaa
gtgccectece
ttéccgaccc
ctgcgtgatce
cactcegtgge
agtgaagaag
ggcggeectyg
tatgagccgg
tccagcgaga
ccggcagcac
gtgatggggt
actggtttgy
cattctittt
tagctgatga
cagcacatgg
tctgtacaaa
aaggatacat
gaaggaagag

cttcctgtac

aaaaaccaat
ttatattteca
tttatttget
gtatttcaat
tatatatgta
agtggatttc
aatctacagc
tatgtctata
aatagtatct
aagtagtata
acaaatcagt
gccaccctet
cttectetee
tccétctcct
agtgaggagc
gagctagcac
gcggcegeggce
atccggtagg
tgeggeeggt
catttttttg
atccccatca
agccggcagt
actaactttc
taagtttgat
acagctatac
atatgctaga
gatgacaacg
atgatgactc

gcctecteat

25

ttatgtgtat
aaaataaatt
tatacttcaa
ttaattgett
ataaactttg
ttetagacga
accgtcagga
tatatgtata
taaatgtaat
cgtatgaata
accggtcggg
ccteeetett
cactgccgce
caccctegge
agcggcaaca
ggatccgacy
ctcagcttee
accaaggcag
cggatccegge
tttttttaat
ctaccgaaag
gatgaacctc
ttcectaccac
ataagactat
taacgagaag
aaaatattge
gccaatcaga
cagtttaact

tccaac

atacttggaa
cttgtgcata
aaatcaattc
atatttgaag
ccaatgacac
ggtcataaat
ctcgggttta
atattattca
attgaagata
tagaataaag
gagaccaacc
ctctcgeogce
ccecteectet
tgccectect
catagatceyg
aagaaggage
tctcecccgta
ttggcggetyg
gaggcagcgo
aggccttcac
tcagacgatg
tggagtagty
gtagtatgca
caagcggtcet
tcgaggacga
accaatcaaa

cttcaaagat

ttcatcgacg

60

120

180

2490

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

15¢0

1560

1620

1680

1726



10

<400> 11

ES 2457218 T3

acaggaacgg gattcttcct tettctggec attagctcca

<210> 12

<211> 1778
<212> ADN

<213> Setaria italica

<400> 12

tggtaaaatc
aaattagatt
tacttagaaa
ttgtgtacat
taagtcaatt
agatgatgta
ccaécggggg
gaatagtaga
tatatgtgta
aatagaactt
aaaagaaaat
cactaattag
tctcctecect
ccgccgacca
coceccoctteg
gcaacacata
ccgacgaaga
gctteectete
agttggcggc

gcgaggcagco

aattcatatg
aagtatttca
aattagatta
acttagaaaa
gtgcaaaccc
caggaaagat
agtttcataa
tatgatatgt
tgcataatat
tatatatatt
aagaaaagaa
gecectttagt
ctcagctcct
ccatcgtegt
ctcacccatce
gatceggtgg
aggagctggt
ccegtacgece
tggtggggcy

gcaaggcoegyg

cttatactte
atttatttgc
agtatttcaa
attagattaa
attgatctac
agaatcttca
tgatgcatca
gtacgcacaa
gtatatatat
agcgtattag
aggaaaaaac
gcctteecege
cccgacccct
gegtgatcte
actcgtggca
tggcggtgca
tgcggtggceg
tctetetete
gcaacggcca

ggcgtaaggc

40

aaaaaccaat
ttatatttca
tttatttgct
gtatttcaat
tatatatgca
agtggatttec
aatctacage
tatgtctata
aatagtatet
aagtagtata
aaatcagtac
caccctctece
tcctctecca
cctetectea
gtgaggagcyg
ggttccagtg
taggtgggcyg
tctatgagec
gatccagcga

ggccggccagcoe

26

ttatgtgtat
aaaataaatt
tatacttcaa
ttaattgctt
ataaactttg
ttctagacga
accgtcagga
tatatgtata
taaatgtaat
cgtaagaata
cggttgggga
tcecectettct
ctgtcgececce
ceceteggetyg
gcggegggagt
aagaaggagc
gcectggegyg
ggatccggta
gatgctgccyg

accatttttt

atacttggaa
cttgtgcata
aaatcaattc
atatttgaag
ccaatgacac
ggtcataaat
ctcgggttta
atattattca
attgaagata
tagaataaag
gaccaaccgyg
ctecgecgece
ctccctetec
ccectectet
gagagcagcqg
tagcacggat
cgeggectea
ggaccaaggc
gtcggatceg

tgttttttta

60

120

180

240

300

360

420

48Q

540

6500

660

720

780

840

300

960

1020

1080

1140

1200



10

<210> 13
<211> 1738
<212> ADN

acaggcctte
agtcagacga
tctggagtag
acgtagtatg
atcaagecggt
agtcgagaac
gecaccaatca
gacttcaaag
ctttecatcga

aggaacggga

<213> Setaria italica

<400> 13

tggtaaaatc
aaattagatt
tacttagaaa
ttgtgtacat
taagtcaatt
agatgatgta
ccagecggggyg
gaatagtaga
tatatgtgta
aatagaactt
aaaagaaaat
cactaattag
tctecteect
cecgecgacca
cococecocttcyg

gcaacacata

accgecagtt
tggatccaaa
tgcttatgygc
caataattgt
ctcgacattt
gacagcccac
aacattgccc
atatctcaac
cgactcctat

ttcttcette

aattcatatg
aagtatttca
aattagatta
acttagaaaa
gtgcaaaccc
caggaaagat
agtttcataa
tatgatatgt
tgcataatat
tatatatatt
aagaaaagaa
gcecctttagt
ctcagetect
ccategtegt
ctcaccccte

gatccggtgg

ES 2457218 T3

ccaaaaccaq
ccgacggtga
tyggggeatt
acgtaatact
cacaatctcg
cgacttgaca
atcaaggcca
atcatacaca
aaatacgacc

ttctggccat

cttatactte
atttatttgc
agtatttcaa
attagattaa
attgatctac
agaatcttca
tgatgcatca
gtacgcacaa
gtatatatat
agcgtattag
aggaaaaaac
gccttecege
ccegacccect
gegtgatcte
actcgtggca

tggcggtgcea

cggtgatggy
agactggttt
gacattcttt
agtagctgat
tgcaacacat
aatctgtaca
ccaaggatac
cagaaggaag
ctettectgt

tagctceca

aaaaaccaat
ttatatttca
tttatttgct
gtatttcaat
tatatatgca
agtggattte
aatctacagc
tatgtctata
aatagtatct
aagtagtata
aaatcagtac
caccctetee
tcctcectecca
cctetectea
gtgagéagcg

ggttcecagtyg

27

gtatccccat
ggagccggea
ttactaactt
gataagtttg
ggacagctat
aaatatgcta
atgatgacaa
agatgatgac

acgcctccte

ttatgtgtat
aaaataaatt
tatacttcaa
ttaattgett
ataaactttg
ttctagacga
accgtcagga
tatatgtata
taaatgtaat
cgtaagaata
cggttgggga
tcectettet
ctgtcgccece
cecteggetyg
gcggeggggt

aagaaggagc

cactaccgaa
gtgatgaacc
tcttectacc
atataagact
actaacgaga
gaaaaatatt
cggccaatca
tccagtttaa

attccaacac

atacttggaa
cttgtgcata
aaatcaattc
atatttgaag
ccaatgacac
ggtcataaat
ctcgggttta
atattattca
attgaagata
tagaataaag
gaccaaccgyg
ctegecgece
ctcecetctcee
ccectectet
dJagagcagcg

tagcacggat

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1778

60

120

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960



10

<210> 14

<211> 2128
<212> ADN

ccgacgaaga
gcttcecctete
agttggcggc
gcgaggeage
acaggccttc
agtcagacga
tctggagtag
acgtagtatg
atcaagcggt
agtcgagaac
gcaccaatca
gacttcaaag

cttteatcga

<213> Setaria italica

<400> 14

tatcggegac
agcgegatta
tctgactagt
agtcgaagta
cggcgactty
gcttgeggtyg
gacgtagatt
atcttgatga
gcgccaactg
tgtggtgggy
aagttcggge
gattgatcag

gggctacagg

taattgctac

aggagctggt
cccgtacgec
tggtggggcy
gcaaggecgyg
accgccagtt
tggatccaaa
tgcttatgge
caataattgt
ctcgacattt
gacagcccac
aacattgcce
atatctcaac

cgactectat

cgctaagaga
ctgatgtgca
tattgattgt
gaccatccete
attatttgcc
gaaaccgact
tgtctgettg
tgaggteett
ttggtgctta
ctcgtcgaag
tgcttatgcc
atatttggag
tcggttgttg

aagtagtttc

ES 2457218 T3

tgcggtggeyg
tctctctctc
gcaacggcca
ggcgtaagge
ccaaaaccag
ccgacggtga
tgggggcatt
acgtaatact
cacaatctcg
cgacttgaca
atcaaggcca
atcatacaca

aaatacgacc

agacatttaa
ggttctcgat
atggaacccg
aactactttt
tcaatctgtg
cagtcttcga
gaactccaac
caagctegec
gacccagcaa
atcaggaact
gcataatacc
ggggcectge
tacaagagta

ctaatccttyg

taggtgggcyg
tctatgagecc
gatccagcga
ggccggcage
cggtgatggg
agactggttt
gacattcttt
agtagctgat
tgcaacacat
aatctgtaca
ccaaggatac
cagaaggaad

ctcttectgt

aataagtagt
tgttgatgaa
ccctcgacta
ctagttgaga
tgtgacttga
ttggaacacg
tcagtgactt
tgatgatctc
cctaccgagg
tgaaggtgaa
ccatgtcatg
ctcgecttat
ctagtcggtt

actagtcctt

28

gccetggegg
ggatccggta
gatgctgccg
accatttttt
gtatcceccat
ggagccggea
ttactaactt
gataagtttyg
ggacagctat
aaatatgcta
atgatgacaa
agatgatgac

acgcctcecte

cggcattgtyg
gtecgactagt
gttttctagt
tgagtagtcg
tecgacgagee
gagcgegtca
gecttettgtt
gacgatcacc
gggtacccga
ctcgaacaca
tgtgttggtt
attgccecatt
ttgaccagcg

gtccgccacy

cgcggectca
ggaccaaggc
gtcggatceg
tgttttttta
cactaccgaa
gtgatgaacc
tcttectacce
atataagact
actaacgaga
gaaaaatatt
cggecaatca
tccagtttaa

attccaac

ataaaaagag
cggagtegat
cgagacgagt
aagtagtcgt
gtatgcagca
attctatgtc
gagtagattyg
tectacctgac
ggtagtgttt
cgatttagac
ggattgtatt
gcecggaggcea
agtcctacte

tagaccacga

1020

1080

1140

12060

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1738

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840



10

<210> 15
<211> 2062
<212> ADN

cgtcttgcac
tatccaaget
aggtcagtact
cgtaacccac
accaatattt
tgtccacgtg
catgatacat
agtatttatyg
cttaaaaaca
tcaaaagata
cttagctttg
aatatattaa
cgggtgtcectt
ggtgcaaggy
gaaggaagaa
attcttaaaa
tatgccaagt
catcaaccaa
ccagatcacc
caccaactaa
ataaaccatc

tccagtaatt

<213> Setaria italica

<400> 15

tatcggegac
agcgcegatta
tctgactagt

agtcgaagta

ctagtctctg
tcecagtagg
atccttatet
caatatttgg
cgtggcatag
ttgctaatac
gtgcatgtcc
agggggaggyg
tacaatgttg
ggtgtcatgt
ttacccagaa
acacaaaagt
tegtecteata
ggctcaagcce
gaaacccect
ccatttcctt
tactaaacta
tgcagcaatc
catctcatca
tcagcattge
écaggcactt

actttcegtyg

cgctaagaga
ctgatgtgea
tattgattgt

gaccatcctc

ES 2457218 T3

tgtttgatac
cccatagatyg
atatagacac
tggcatagac
agatctctta
aatgttctaa
gaacaaatat
gggcgttgac
ttccageate
tcecttttagt
Lgaaccgcta
catgcatgat
cctctattgt
ccectaccte
atattctaat
ggcatttgcyg
aactatgatc
ttgatcgcta
cagtcacatg
aacactctte
aggatcaagt

tagcaaaa

agacatttaa
ggttctcecgat
atggaacceqg

aactactttt

atcttggtgt
tatggcecgac
aaacaacgta
cacgtattge
ggcaataaat
accttacagc
ttatgggtac
gaaaaaaata
aagcctacgt
gcaaaactta
agctcgagga
tttctttaat
cctccgtgat
tcccaaagga
gctacctecg
catgttacaa
caccatggayg
gtactgtccg
cattcatggt
ctcctataaa

taattttgtt

aataagtagt
tgttgatgaa
ccctcgacta

ctagttgaga

29

acagtccgat
aactggataa
ctatagcaga
tgatatagtg
tagcagtacg
ctactggaca
ccgaaaggtt
acttagctaa
gatcatttca
aggacaccta
gctctgaact
aagtatcgag
caacaagggt
Jaaagaaggyg
ccactgctga
ggtacaaaag
cgagaacaaa
gcattatatc
cacgggaacc
tgcagcgage

tctgetttgt

cggeattgtg
gtcgactagt
gttttctagt

tgagtagtcg

attgtaggac
tgtaactctg
agtttaaget
ctcgtaacce
aaacaatcta
gttctctage
aatcttttgt
gcgtaattgg
caaaaccaac
ccttgcaaaa
tacatgacca
caatatggtt
ggatcegggt
agaagaaagt
tcaacacaac
agccagccca
cgtcaacagyg
tgaaacaaat
gttagcaaac

gggggacacc

gcgcctgtgt

ataaaaagag
cggagtcgat
cgagacgagt

aagtagtcgt

900

260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
;980
2040
2100

2128

60
120
180

240



<210> 16
<211> 66
<212> ADN

cggegacttyg
gettgeggtyg
gacgtagatt
atcttgatga
gcgccaactg
tgtggtgggg
aagtteggge
gattgatcag
gggctacagg
taattgctac
cgtcttgcac
tatccaagct
ggtcagtact
cgtaacccac
accaatattt
tgtccacgtg
catgatacat
agtatttatg
cttaaaaaca
tcaaaagata
cttagectttg
zatatattaszs
cgggtgtctt
dgtgcaaggg
gaaggaagaa
attcttazaa
tatgccaagt
catcaaccaa
ccagatcacc
caccaactaa

ataaaccatc

<213> Setaria italica

attatttgee
gaaaccgact
tgtctgettyg
tgaggtcctt
ttggtgctta
ctcgtcgaag
tgcttatgee
atatttggag
tcggttgttg
aagtagtttc
ctagtctctg
tcccagtagg
atccttatet
caatatttgg
cgtggcatag
ttgctaatac
gtgcatgtce
&gggggaggyg
tacaatgttg
ggtgtcatgt
ttacccagaa
acacaaaagt
tcgtctcata
ggctcaagcc
gaaaccccct
ccatttectte
tactaaacta
tgcagecaatc
catctcatca
teagecattge

acaggcactt

ES 2457218 T3

tcaatetgtyg
cagtcttega
gaactccaac
caagctecgee
gacccagcaa
atcaggaact
gecataatacc
ggggccctge
tacaagagta
ctaatcecttyg
tgtttgatac
cccatagatg
atatagacac
tggcatagac
agatctctta
aatgttctaa
gaacaaatat
gggcgttgac
ttccagcatc
toccttttagt
tgaaccgcta
catgcatgat
cctctattgt
cccctaccte
atattctaat
ggcatttgeg
aactatgatc
ttgatcgcocta
cagtcacatyg

aacactette

ag

tgtgacttga
ttggaacacyg
tcagtgactt
tgatgatctc
cctaccgagg
ftgaaggtigaa
ccatgtcaty
ctcgecttat
ctagtcggtt
actagtectt
atcttggtgt
tatggccgac
aaacaacgta
cacgtattgce
ggcaataaat
accttacagce
ttatgggtac
gaaaaaaata
aagcctacgt
gcaaaactta
agctcgagga
tttetttaat
cctcecgtgat
tcccaaagga
gctaccteceyg
catgttacaa
caccatggag
gtactgtcecg
cattcatggt

ctectataaa

30

tcgacgagec
gagcgcgtca
gcttcttgts
gacgatcacc
gggtacccga
ctcgaacaca
tgtgttyggtt
attgcccatt
ttgaccagcg
gtcogccacy
acagtccgat
aactggataa
ctatagcaga
tgatatagtg
tagcagtacyg
ctactggaca
ccgaaaggtt
acttagctaa
gatcatttca
aggacaccta
gctctgaact
aagtatcgag
caacaagggt
gaaagaaggyg
ccactgetga
ggtacaaaag
cgagaacaaa
gcattatate
cacygggaacc

tgcagegage

gtatgcagca
attctatgte
gagtagattg
tctacctgac
ggtagtgtte
cgatttagac
ggattgtatt
gecggaggea
agtcctactc
tagaccacga
attgtaggac
tgtaactctyg
agtttaagct
ctcgtaaccc
zaacaatcta
gttctctage
aattttttgt
gcgtaattgg
caaaaccaac
ccttgcaaaa
tacatgacca
caatatggtt
ggatccgggt
agaagaaagt
tcaacacaac
agccagecca
cgtcaacagyg
tgaaacaaat
gttagcaaac

gggggacace

300
3860
420
480
540
600
660
720
780
840
900
96¢

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2062
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<400> 16

<210> 17
<211> 1629
<212> ADN

gatcaagtta attttgtttc tgctttgtge gecctgtgttc cagtaattac tttccgtgta

gcaaaa

<213> Setaria italica

<400> 17

agacccagca
gatcaggaac
cgcataatac
dggggcecty
dtacaagagt
cctaatcctt
gtgtttgata
gcccatagat
tatatdgaca
gtggcataga
gagatctctt
caatgttcta
cgaacaaata
dggggcgttga
gttccagcat
ttcecttttag
atgaaccgct
tcgtgcatga
acctctattg

ccecectacct

acctaccgag
ttgaaggtga
cccatgtcat
cctcgectta
actagtcggt
gactagtcct
catcttggtyg
gtatggccga
caaacaacgt
ccacgtattyg
aggcaataaa
aaccttacaqg
tttatgggta
cgaaaaaaat
caagcctacyg
tgcaaaactt
aagectcgagyg
ttttctttaa
tecteegtga

cteccaaagq

ES 2457218 T3

ggggtacccg
actcgaacac
gtgtgttggt
tattgcccat
tttgaccage
tgtccgeccac
tacagtccga
caactggata
actatagcag
ctgatatagt
ttagcagtac
cctactggac
coccgaaaggt
aacttagcta
tgatcatttc
aaggacacct
agctctgaac
taagtatcga
tcaacaagqgg

agaaagaagq

aggtagtgtt
acgatttaga
tggattgtat
tgccggaggce
gagtcctact
gtagaccacyg
tattgtagga
atgtaactct
aagtttaage
gctegtaace
gaaacaatct
agttctctag
taattttittg
agcgtaattg
acaaaaccaa
accttgcaaa
ttacatgacc
gcaatatggt
tggatccggy

gagaagaaag

31

ttgtogtggg
caagttcggg
tgattgatca
agggctacag
ctaattgcta
acgtcttgca
ctatccaagc
gggtcagtac
tcgtaacccea
caccaatatt
atgtccacgt
ccatgataca
tagtatttat
gcttaaaaac
ctcaaaagat
acttagcttt
aaatatatta
tcgggtgtet
tggtycaagy

tgaaggaaga

gctcgtcgaa
ctgcttatgc
gatatttgga
gtcggttgtt
caagtagttt
cctagtctet
ttcccagtag
tatccttatc
ccaatatttg
tcgtggeata
gttgctaata
tgtgcatgte
gagggggagyg
atacaatgtt
aggtgtcatg
gttacccaga
aacacaaaag
ttcgtctcat
gggctcaage

agaaaccccc

60

66

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200
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<210> 18
<211> 1563
<212> ADN

tatattctaa
tggcatttgc
aaactatgat
cttgatcgct
acagtcacat
caacactctt
taggatcaag

gtagcaaaa

<213> Setaria italica

<400> 18

agacccagca
gatcaggaac
cgcataatac
gggggccectyg
gtacaagagt
cctaatcett
gtgtttgata
gcecatagat
tatatagaca
gtggcataga
gagatctctt
caatgttcta
cgaacaaata
ggggegttga
gttccagcat
ttecttttag
atgaaccgct
tcatgcatga

acctctattg

tgctacctcecce
gcatgttaca
ccaccatgga
agtactgtec
gcattcatgg
cctectataa

ttaattttgt

acctaccgag
ttgaaggtga
cccatgtcat
cctcgectta
actagtcggt
gactagtcct
catcttggtg
gtatggecga
caaacaacgt
ccacgtattyg
aggcaataaa
aaccttacag
tttatgggta
cgaaaaaaat
caagcctacg
tgcaaaactt
aagctcgagg
ttttectttaa

tcetecgtga
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gocactgetg
aggtacaaaa
gcgagaacaa
ggcattatat
tcacgggaac
atgcagcgag

ttctgetttg

ggggtacccy
actcgaacac
gtgtgttggt
tattgcccat
tttgaccagc
tgtccgecac
tacagtccga
caactggata
actatagcag
ctgatatagt
ttagcagtac
cctactggac
cccgaaaggt
aacttagcta
tgatcattte
aaggacacct
agctctgaac
taagtatcga

tcaacaaggg

atcaacacaa
gagccagcece
acgtcaacag
ctgaaacaaa
cgttagcaaa

cgggggacac

tgecgecctgtg

aggtagtgtt
acgatttaga
tggattgtat
tgcecggagge

gagtectact

gtagaccacg

tattgtagga
atgtaactct
aagtttaagc
gctcgtaacce
gaaacaatct
agttctctag
taattttttg
agcgtaattg
acaaaaccaa
accttgcaaa
ttacatgacc
gcaatatggt

tggatccggg

32

cattcttaaa
atatgccaag
gcatcaacca
tececagatcac
ccaccaacta
cataaaccat

ttccagtaat

ttgtggtggg
caagttcggg
tgattgatca
agggctacag
ctaattgcta
acgtcttgca
ctatccaagce
gggtcagtac
tcgtaaccea
caccaatatt
atgtccacgt
ccatgataca
tagtatttat
gcttaaaaac
ctcaaaagat
acttagcttt
aaatatatta
tcgggtgtct

tggtgcaaqgg

accatttcct
ttactaaact
atgcagcaat
ccatctcate
atcagcattg
cacaggcact

tactttcegt

gctcgtegaa
ctgcttatge
gatatttgga
gtcggttgtt
caagtagttt
cctagtctct
ttcccagtaé
tatcecttate
ccaatatttg
tcgtggecata
gttgctaata
tgtgcatgtc
gagggggagyg
atacaatgtt
aggtgtcatg
gttacccaga
aacacaaaaq
ttcgtctcat

gggctcaagc

1260
1320
1380
14490
1500
1560
1620

1629

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
260

1020
1080

1140
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<210> 19
<211> 981
<212> ADN

ccccctaccet
tatattctaa
tggcatttygc
aaactatgat
cttgatcgcet
acagtcacat
caacactctt

tag

<213> Setaria italica

<400> 19

<210> 20
<211>915

gtgttgctaa
catgtgcatg
atgaggggga
acatacaatg
ataggtgtca
ttgttaccca
taaacacaaa
ctttcgtctc
gggggctcaa
gaagqaaacce
aaaccatttc
agttactaaa
caatgcagca
acccatctca
taatcagcat
atcacaggca

attactttcec

ctcccaaagyg
tgctacctcc
gcatgttaca
ccaccatgga
agtactgtce
gcattcatgg

cctectataa

tacaatgttc
tccgaacaaa
ggggggegtt
ttgttccagc
tgttcctttt
gaatgaaccy
agtcatgcat
atacctctat
gcececectac
cctatattet
cttggcattt
ctaaactatg
atcttgatcg
tcacagtcac
tgcaacactc
cttaggatca

gtgtagcaaa
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agaaagaagqg
gccactgctg
aggtacaaaa
gcgagaacaa
ggcattatat
tcacgggaac

atgcagcgag

taaaccttac
tatttatggg
gacgaaaaaa
atcaagccta
agtgcaaaac
ctaagctega
gattttcttt
tgtcctccgt
ctctecccaaa
aatgctacct
gcgcatgtta
atccaccatyg
ctagtactgt
atgcattcat
ttecectectat
agttaatttt

a

gagaagaaag
atcaacacaa
gagccagccc
acgtcaacag
ctgaaacaaa
cgttagcaaa

cgggggacac

agcctactgyg
tacccgaaag
ataacttagc
cgtgatcatt
ttaaggacac
ggagctctga
aataagtatc
gatcaacaag
ggagaaagaa
ccgccactygce
caaggtacaa
gagcgagaac
ccggcattat
ggtcacggga
aaatgcageyg

gtttctgett

33

tgaaggaaga
cattcttaaa
atatgccaag
gcatcaacca
tccagatcac
ccaccaacta

cataaaccat

acagttctet
gttaatttLt
taagcgtaat
tcacaaaacc
ctaccttgca
acttacatga
gagcaatatyg
ggtggatccg
gggagaagaa
tgatcaacac
aagagccagc
aaacgtcaac
atctgaaaca
accgttagca
agcggggygac

tgtgcgectyg

agaaacccce
accatttcct
ttactaaact
atgcagcaat
ccatctcatc
atcagcatty

cacaggcact

agccatgata
tgtagtattt
tggcttaaaa
aactcaaaag
aaacttagcet
ccaaatatat
gttegggtgt
ggtggtgcaa
agtgaaggaa
aacattctta
ccatatgcca
aggcatcaac
aatccagatc
aaccaccaac
accataaacc

tgtteccagta

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1563

60

120

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

260

981



<212> ADN

<213> Setaria italica

<400> 20

gtgttgctaa
catgtygcaty
atgaggggga
acatacaatg
ataggtgtca
ttgttaccca
taaacacaaa
ctttcgtctc
gggggctcaa
gaagaaaccc
aaaccatttc
agttactaaa
caatgcagca
acccatctca
taatcagcat

atcacaggca

tacaatgttc
tcecgaacaaa
ggggggegtt
ttgttccagce
tgttecectttt
gaatgaaccg
agtcatgcat
atacctctat
geccecccctac
cctatattct
cttggcattt
ctaaactaty
atcttgatcg
tcacagtcac
tgcaacactc

cttag
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taaaccttac
tatttatggg
gacgaaaaaa
atcaagccta
agtgcaaaac
ctaagctcga
gattttcftt
tgtcctcecgt
ctctcccaaa
aatgctacct
gcgcatgtta
atccaccatyg
ctagtactgt
atgcattcat

ttcctectat

agcctactgg
tacccgaaag
ataacttagc
cgtgatcatt
ttaaggacac
ggagctctga
aataagtatc
gatcaacaag
ggagaaagaa
ccgecactgoe
caaggtacaa
gagcgagaac
ccggcattat

ggtcacggga

aaatgcagcg

34

acagttctct
gttaattttt
taagcgtaat
tcacaaaacc
ctaccttgea
acttacatga
gagcaatatg
ggtggatcecyg
gggagaagaa
tgatcaacac
aagagccagc
aaacgtcaac
atctgaaaca
accgttagca

agcgggggac

agccatgata
tgtagtattt
tggcttaaaa
aactcaaaag
aaacttagct
ccaaatatat
gttcgggtgt
ggtggtgcaa
agtgaaggaa
aacattctta
ccatatgcca
aggcatcaac
aatccagatc
aaccaccaac

accataaacc

60

120

180

240

3200

360

420

480

540

600

660

720

780

840

%00

915
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de ADN que comprende un elemento regulador que tiene una secuencia de ADN seleccionada de:

(a) una secuencia con al menos un 95 por ciento de identidad de secuencia con la longitud completa de una
secuencia de ADN seleccionada de las SEC ID N° 1-2 con actividad de promotor,

(b) una secuencia seleccionada de las SEC ID N° 1-2, y

(c) un fragmento que comprende al menos 95 nucleétidos contiguos de la secuencia de (a) o (b) con actividad de
promotor,

en la que dicho elemento regulador esta unido operativamente a una molécula de polinucleétido transcribible
heterdloga.

2. Una construccion de ADN que comprende un elemento regulador que tiene una secuencia de ADN seleccionada
de:

(a) una secuencia con al menos un 95 por ciento de identidad de secuencia con la longitud completa de una
secuencia de ADN seleccionada de las SEC ID N° 1-2 con actividad de promotor,

(b) una secuencia seleccionada de las SEC ID N° 1-2, y

(c) un fragmento que comprende al menos 95 nucleétidos contiguos de la secuencia de (a) o (b) con actividad de
promotor,

en la que dicho elemento regulador esta unido operativamente a una molécula de polinucleétido transcribible
heterdloga.

3. La construccion de ADN de la reivindicacion 2, en la que la molécula de polinucleétido transcribible es un gen de
interés agronomico.

4. La construccion de ADN de la reivindicaciéon 2, en la que la molécula de polinucledtido transcribible es un gen
capaz de proporcionar resistencia a herbicidas en las plantas.

5. La construccion de ADN de la reivindicacion 2, en la que la molécula de polinucledtido transcribible es un gen
capaz de proporcionar control de plagas de las plantas en plantas.

6. Una célula vegetal transgénica transformada de manera estable con la molécula de ADN de la reivindicacion 1.

7. La célula vegetal transgénica de la reivindicacion 6, en la que dicha célula vegetal transgénica es una célula de
planta monocotiledénea.

8. Una planta transgénica transformada de manera estable con la molécula de ADN de la reivindicacion 1.

9. Una parte de la planta de la planta transgénica de la reivindicacion 8, en el que la parte de la planta comprende la
molécula de ADN.

10. Una semilla de la planta transgénica de la reivindicacién 8, en la que la semilla comprende la molécula de ADN.
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TGGTARRATCAATTCATATGCTTATACTTCAAAAACCAATTTATGTGTATATACTTGGRA
TGGTAARATCAATTCATATGCTTATACTTCARAAACCAATTTATGTGTATATACTTGGAA
HAk kR Kk kK k ok Rk ok h ko ko k ok k ko ko k ok k Rk k kR ko H Rk ko k ok kR ko h ok
AARTTAGATTARGTATTTCAATTTATTTGCTTATATTTCAAARATRARATTCTTGTGCATA
AAATTAGATTAAGTATTTCAATTTATTTGCTTATATTTCAAARATAAATTCTTGTGCATA
sk ok e e ok ok ok ok e ok o ok ok ok ok ko sk ok ok ok ok o o ok o ok ok ok T ok ok ok ek ke ke e ok o ke ok e ok e ok ok ok R ok
TACTTAGAAAAATTAGATTAAGTATTTCAATTTATTTGCTTATACTTCARAAATCAATTC
TACTTAGAAAAATTAGATTAAGTATTTCAATTTATTTGCTTATACTTCAAAAATCAATTC
R R R R R R R e e T R
TTGTGTATATACTTACAAARAATTAGATTAAGTATTTCAATTTAATTGCTTATATTTGAAG
TTGTGTACATACTTAGRARAATTAGATTAAGTATTTCARTTTAATTGCTTATATTTGAAG
ek hokdkkok Rk koo ok ok sk ok ek ok e Aok sk ok ko ks ok ok ke e ek Sk R ek Rk ek Rk
TARGTCAATTGTGCAAARCCCATTGATCTACTATATATGTAATAARACTTTGCCAATGACAC |
TAAGTCAATTGTGCAAACCCATTGATCTACTATATATGCAATAAACTTTGCCAATGACAC
dkhkkokkkdh ko khk b h bk h kb bk d b hdhTrddhbdhr ********************"*
AGATGATGTACAGGAAAGATAGAATCTTCARGTGGATTTCTTCTAGACGAGGT CATAAAT
AGATGATGTACAGGAAAGATAGARATCTTCAAGTGGATTTCTTCTAGACGAGGTCATAAAT
dedede ke ek kg de ke ek ko deddkdkkk ok khkkokkkhkdekk ke hkkkkkk ok kkkkkkh ok kkk
CCAGCGGGGGAGTTTCATAATGATGCATCARATCTACAGCACCGTCAGGACTCGGGTTTA
CCAGCGGGGGAGTTTCATAATGATGCATCARATCTACAGCACCGTCAGGACTCGGGTTTA
*******************************"'***************************-*
GAATAGTAGARATGATATGTGTACGCACRATATGTCTATATATATGTATAATATTATTCA
GARATAGTAGATATGATATGTGTACGCACRATATGTCTATATATATGTATAATATTATTCA
**********.********************************************** * k&
TATATGTGTATGCATAATATGTATATATATAATAGTATCTTARATGTAATATTGARGATA
TATATGTGTATGCATAATATGTATATATATAATAGTATCTTAAATGTAATATTGAAGATA
de e e e e e o e e sk v ke e ok ok ke o e ok o ok ok ok ok ok e ke ok ok ok e e ok o ok ok e sk ok ok ke s ok ok ke ek ke ok ke ek A ok
AATAGAACTTTATATATATTAGCGTATTAGARGTAGTATACGTATGARATATAGAATARRG
AATAGARCTTTATATATATTAGCGTATTAGAAGTAGTATACGTAAGRATATAGAATAAAG
********************************************. LR RS R R LR 2 LES]
ARAAAGAARATAAGARAAGAAAGGAARRAAACARATCAGTACCGGTCGGGGAGACCAACC
ABRAAG-ARAATAAGARARGAAAG-GARAARACARATCAGTACCGGTTGGGGAGACCRAACC
Hokkde ok ko kk ok ko kkkokk ok kkk ok k ok kk ok ok k ok k ok kA k ko k ok k ok ok ko k ok K
GGCACTRATTAGGCCCTTTAGTGCCCTCCCGCCACCCTCTCCTCCCTCTTCTCTCGCCGE
GGCACTAATTAGGCCCTTTAGTGCCTTCCCGCCACCCTCTCCTCCCTCTTCTCTCGCCGC
ook sk ok e e e e ok ok e sk ok ok ok ok ek ke ok ok ok sk ok ok ok ek ok ok ok ok ok ok ok ok ok k
CCTCTCCTCCCTCTCAGCTCTTCCCGACCCCTTCCTCTCCCACTGCCGCCCCCTCCCTCT
CCTCTCCTCCCTCTCAGCTCCTCCCGACCCCTTCCTCTCCCACTGTCGCCCCCTCCCTCT
dekdokkk Kk khk ok dokkkkkkkk Ak kkkk ok kkkkkkkkkkhkdkkkk Kk kR Kk ok ko k Ak ok
CTCCGCCGACCACCATCGTCCTGCGTGATCTCCCTCTCCTCACCCTCGGCTGCCCCTCCT
CCCCGCCGACCACCATCGTCGTGCGTGATCTCCCTCTCCTCACCCTCGGCTGCCCCTCCT

*.********\k*********.****************l‘********************‘k*

CT-CCCCCTTCGCTCACCCCTCACTCGTGGCAGTGAG——-———=~=————=—=== GAGCAG
CTCCCCCCTTCGCTCACCCCTCACTCGTGGCAGTGAGGAGCGGCGGCGGGGTGAGAGCAG
Tk | kR ko k ko ko ko kR A KA A bk e e ko ok ok

CGGCARCACATAGATCCGGTGGTGGCAGTGCAGGTTCCAGTGARGAAGGAGCTAGCACGG
CGGCAACACATAGATCCGGTGGTGGCGGTGCAGGTTCCAGTGAAGRAGGAGCTAGCACGG
**************************’*********************************
ATCCGACGAAGAAGGAGCTGGTTGCGGTGGCGTAGGTGGGCGGCCCTGGCGGCGCGGCCT
ATCCGACGAAGAAGGAGCTGGTTGCGGTGGCGTAGGTGGGCGGCCCTGGCGGCGCGGCCT

dode ok ek dede e ok e e ok ok ok e sk e vk ke e ke ok sk ok ok e e ke e ok e ok ke ke ke R R T b R o e v ok ok ok ok o ko ok ko e e

FIGURA 3A
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CAGCTTCCTCTCCCCGTACGCCTCTCTCTCTCTCTCTCTATGAGCCGGATCCGGTAéGAC
CAGCTTCCTCTCCCCGTACGCCTCTCTCTCTCTCT -~ ~~ATGAGCCGGATCCGGTAGGAC
Kk h ok ok ok ok Ak kAR kT A AT AT IR AR AT A I AN F AN A N mmmm T AR A AR T AT T I Ak AR IR hk
CRAGGCAGTTGGCGGCTGGTGGGGCGGCARCGGCCAGATCCAGCGAGATGCGGCCGGTCG
CAAGGCAGTTGGCGGCTGGTGGGGCGGCARCGGCCAGATCCAGCGAGATGCTGCCGGTCG
hhkFddhedkhkdkhkkhhhkhhkhhkhhdkhhhhhkhhhhhhhhrkdkkhhkhhhdhhhhh dhkdkrkkdd
GATCCGGCGAGGCAGCGCARGCCCGGGGCGTAAGGCGGCCGGCAGCACCATTTTTITGTT
GATCCGGCGAGGCAGCGCAAGGCCGGGGCGTAAGGCGGCCGGCAGCACCATTTTTTTGTT
dkhkhkkhhkhkhhhkdkrkdhdh bk ko hrk kb hr bk hk ko drdkhddkhkkkhhdkdk ks dkhd
TTTTTAATAGGCCTTCACCGCCAGTTCCAARARCCAGCGGTGATGGGGTATCCCCATCACT
TTTTTAACAGGCCTTCACCGCCAGTTCCAAAACCAGCGGTGATGGGGTATCCCCATCACT
dhkkkhk kkkkh ok ko kh ok ko ko hk ko ko ko ko kAW ok ke kk ke ok
ACCGAAAGTCAGACGATGGATCCARACCGACGGTGAAGACTGGT TTGGAGCCGGCAGTGA
ACCGAAAGTCAGACGATGGATCCAAACCGACGGTGAAGACTGGTTTGGAGCCGGCAGTGA
***********************t****************f*******************
TGAACCTCTGGRGTAGTGCTTATGGCTGGGGGCATTGACATTCTTTTTﬁCTAACTTTCTT
TGARCCTCTGGAGTAGTGCTTATGGCTGGGGGCATTGACATTCTTTTTACTAACTTTCTT
de e e e e ok ok e g e e e e e sk ok e ok ke e s ok o o o ke ok ok ke ok ok e ko ok ke ok ok o ok ok ok ok o e e e e o ok ok o e ok ok ok e ke ok
CCTACCACGTAGTATGCRATAATTGTACGTAATACTAGTAGCTGATGATAAGTTTGATAT
CCTACCACGTAGTATGCAATAATTGTACGTAATACTAGTAGCTGATGATAAGTTTGATAT
LA A R R A R R LR RS Rl A R R R R IR R SRR R E R E R LR R
AAGACTATCAAGCGGTCTCGACATTTCACAATCTCGTGCAGCACATGGACAGCTATACTA
ARGACTATCAAGCGGTCTCGACATTTCACAATCTCGTGCAACACATGGACAGCTATACTA
**********i—**************ii**i******i***.****i*********i****
ACGAGRAGTCGAGGACGACAGCCCACCGACTTGACARATCTGTACARAATATGCTAGARR
ACGAGAAGTCGAGAACGACAGCCCACCGACTTGACAAATCTGTACARAATATGCTAGAAA
hkkkdkkkdkdhokhhdk hkhkhhkdhhhhhhdkhnrhbhhbdr kb hd bk bbb hdddkhkdhhdhr
AATATTGCACCAATCAAACATTGCCCATCAAGGCCACCAAGGATACATGATGACAACGGLC
AATATTGCACCAATCAAACATTGCCCATCAAGGCCACCAAGGATACATGATGACAACGGC
kkhkhkhkkokdhhkdhhkhkkdhkhkhkhkrhhdkhhdhhhddhhbhkdhhkhhhbbkrd bk hhhhkbhkhrhrr
CAATCAGACTTCAAAGATATCTCAACATCATACACACAGAAGGAAGAGATGATGACTCCA
CAATCAGACTTCAAAGATATCTCAACATCATACACACAGAAGGAAGAGATGATGACTCCA
**********i*******-A-****i-i**f*i**********_ﬂ-*&i****************
GTTTAACTTTCATCGACGACTCCTATARATACGACCCTCTTCCTGTACGCCTCCTCATTC
GTITTAACTTTCATCGACGACTCCTATARATACGACCCTCTTCCTGTACGCCTCCTCATTC

kkkkh kA hkhhkhdhhhkhhrhhkFr ko kb hrhdkdh bk dr ko hhkk ko hh bk rhhhkhhdn

CARC
CRAC

s e ok
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