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DESCRIPCION
Plantas transgénicas con rasgos agronémicos potenciados
Campo de la invenciéon

En la presente memoria se desvelan invenciones en el campo de la genética y biologia del desarrollo de las plantas. Mas
especificamente, las invenciones proporcionan células vegetales de maiz con ADN recombinante para proporcionar un
rendimiento potenciado en una planta de maiz transgénico, plantas de maiz que comprenden tales células, semilla y
polen derivados de tales plantas de maiz, procedimientos de preparacion y uso de tales células, plantas, semillas y polen.
En particular, el ADN recombinante expresa un factor de transcripcion con dominios de caja homedtica.

Antecedentes de la invencion

Se desean plantas transgénicas con rasgos agronémicos mejorados tales como rendimiento, tolerancia al estrés
medioambiental, resistencia a plagas, tolerancia a herbicidas, composiciones de semilla mejoradas, y similares tanto por
agricultores como por consumidores. El documento US 2004/0019 927 describe plantas transgénicas con elevado
rendimiento debido a la expresion en exceso de un factor de transcripcion. Aunque esfuerzos considerables en el cultivo
de plantas han proporcionado logros significativos en rasgos deseados, la capacidad para introducir ADN especifico en
genomas de planta proporciona mas oportunidades para la generacion de plantas con rasgos mejorados y/o Unicos. La
simple introduccion de ADN recombinante en un genoma de planta no siempre produce una planta transgénica con un
rasgo agronémico potenciado. Se requieren procedimientos para seleccionar eventos transgénicos individuales de una
poblacion para identificar aquellos eventos transgénicos que se caracterizan por el rasgo agronémico potenciado.

Sumario de la invencion

La presente invencion desvela ADN recombinante para la expresion de proteinas que son Utiles para conferir rendimiento
potenciado a plantas de maiz transgénico. El ADN recombinante se proporciona en una construccion que comprende un
promotor que es funcional en células vegetales y que esta operativamente ligado a ADN que codifica una proteina que
tiene una identidad de secuencias de aminoacidos de al menos el 90 % con respecto a la longitud completa de SEC ID
N°: 5. Segun el aspecto de la invencion se proporcionan células vegetales de maiz transgénico que comprenden el
anterior ADN recombinante, plantas transgénicas que comprenden una pluralidad de tales células vegetales, semilla
transgénica de progenie y polen transgénico de tales plantas. Las plantas de maiz que comprenden dichas células
vegetales de maiz presentan un rendimiento potenciado con respecto a plantas de control que no tienen dicho ADN
recombinante. Tales células vegetales de maiz son obtenibles seleccionando de una poblaciéon de plantas transgénicas
regeneradas a partir de células vegetales transformadas con ADN recombinante y que expresan la proteina seleccionando
plantas transgénicas en la poblaciéon para un rendimiento potenciado con respecto a plantas de control que no tienen
dicho ADN recombinante.

En otro aspecto mas de la invencion las células vegetales, plantas, semillas y polen comprenden ademas ADN que
expresa una proteina que proporciona tolerancia a la exposicion a un herbicida aplicado a niveles que son letales para un
tipo natural de dicha célula vegetal. Tal tolerancia es especialmente util no solo como rasgo ventajoso en tales plantas,
sino que también es Util en una etapa de seleccién en los procedimientos de la invencion. En aspectos de la invencién el
agente de tal herbicida es un compuesto de glifosato, dicamba o glufosinato.

Otros aspectos adicionales de la invencién proporcionan plantas transgénicas que son homocigoéticas para el ADN
recombinante y semilla transgénica de la invencién de plantas de maiz. En otras realizaciones importantes para la
practica de diversos aspectos de la invencion en Argentina el ADN recombinante se proporciona en células vegetales
derivadas de lineas de maiz que son y mantienen la resistencia al virus del Mal de Rio Cuarto o el hongo Puccinia sorghi o
ambos.

La presente invencion también proporciona procedimientos para fabricar semilla transgénica no natural que puede usarse
para producir un cultivo de plantas de maiz transgénico con un rasgo potenciado resultante de la expresion de ADN
recombinante establemente integrado, para expresar una proteina que tiene SEC ID N° 5. Mas especificamente, el
procedimiento comprende (a) seleccionar una poblacién de plantas para un rendimiento potenciado y un ADN
recombinante, en el que plantas individuales en la poblaciéon pueden presentar el rendimiento a un nivel inferior a,
esencialmente el mismo que o superior al nivel al que el rasgo se presenta en plantas de control que no expresan el ADN
recombinante, (b) seleccionar de la poblacién una o mas plantas que presentan el rasgo a un nivel superior al nivel al que
se presenta dicho rasgo en plantas de control, (c) verificar que el ADN recombinante esta establemente integrado en
dichas plantas seleccionadas, (d) analizar tejido de una planta seleccionada para determinar la produccién de una
proteina que tiene la funcion de una proteina codificada por nucleétidos en una secuencia de SEC ID N°: 1; y (e) recoger
semilla de una planta seleccionada. En un aspecto de la invencién, las plantas en la poblacion comprenden ademas ADN
que expresa una proteina que proporciona tolerancia a la exposicion a un herbicida aplicado a niveles que son letales para
células vegetales naturales y la seleccion se efectua tratando la poblacién con el herbicida, por ejemplo, un compuesto de
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glifosato, dicamba o glufosinato. En otro aspecto de la invencién las plantas se seleccionan identificando plantas con el
rasgo potenciado. Los procedimientos son especialmente Utiles para fabricar semilla de maiz. En otro aspecto, las plantas
comprenden ademas un ADN que expresa una segunda proteina que proporciona células vegetales con uno o mas
rasgos agronémicos potenciados.

Otro aspecto de la invencién proporciona un procedimiento de produccion de semilla de maiz hibrido que comprende
adquirir semilla de maiz hibrido de una planta de maiz tolerante a herbicida que también tiene ADN recombinante
establemente integrado que comprende un promotor que es (a) funcional en células vegetales y (b) esta operativamente
ligado a ADN que codifica una proteina que tiene SEC ID N°: 5; en el que una planta transgénica de progenie regenerada
a partir de una copia de dicha célula presenta un rendimiento potenciado con respecto a una planta de control sin dicha
construccion de ADN; y en el que dicha célula esta seleccionada de una poblacion de células transformada con dicha
construccion de ADN seleccionando plantas de progenie de células en dicha poblacion para un rendimiento potenciado
con respecto a dicha planta de control. Los procedimientos comprenden ademas producir plantas de maiz a partir de
dicha semilla de maiz hibrido, en los que una fraccién de las plantas producidas a partir de dicha semilla de maiz hibrido
es homocigética para dicho ADN recombinante, una fraccién de las plantas producidas a partir de dicha semilla de maiz
hibrido es hemicigética para dicho ADN recombinante, y una fraccion de las plantas producidas a partir de dicha semilla
de maiz hibrido no tiene ninguno de dicho ADN recombinante; seleccionar plantas de maiz que son homocigoéticas y
hemicigéticas para dicho ADN recombinante tratando con un herbicida; recoger semilla de plantas de maiz supervivientes
tratadas con herbicida y sembrar dicha semilla para producir adicionalmente plantas de progenie de maiz; repetir las
etapas de seleccion y recogida al menos una vez para producir una linea endégama de maiz; y cruzar la linea endégama
de maiz con una segunda linea de maiz para producir semilla hibrida.

Adicionalmente se desvela un procedimiento de seleccion de una planta que comprende células vegetales de maiz de la
invencion usando un anticuerpo inmunorreactivo para detectar la presencia de proteina expresada por ADN recombinante
en tejido de semilla o planta.

Descripcion detallada de la invencion

Como se usa en la presente memoria, una “célula vegetal” significa una célula vegetal que se transforma con ADN
recombinante no natural establemente integrado, por ejemplo, por transformacion mediada por Agrobacterium o por
bombardeo usando microparticulas recubiertas con ADN recombinante u otros medios. Una célula vegetal de la presente
invencién puede ser una célula vegetal originalmente transformada que existe como microorganismo o como célula de
progenie de planta que se regenera en tejido diferenciado, por ejemplo, en una planta transgénica con ADN recombinante
no natural establemente integrado, o semilla o polen derivado de una planta transgénica de progenie.

Como se usa en la presente memoria, una “planta transgénica” significa una planta cuyo genoma ha sido alterado por la
integracion estable de ADN recombinante. Una planta transgénica incluye una planta regenerada a partir de una célula
vegetal originalmente transformada y plantas transgénicas de progenie de generaciones posteriores o cruces de una
planta transformada.

Como se usa en la presente memoria, “ADN recombinante” significa ADN que se ha manipulado genéticamente y
construido fuera de una célula que incluye ADN que contiene ADN o ADNc que se producen naturalmente o ADN
sintético.

Como se usa en la presente memoria, la “secuencia consenso” significa una secuencia artificial de aminoacidos en una
region conservada de un alineamiento de secuencias de aminoacidos de proteinas homologas, por ejemplo, como se ha
determinado por un alineamiento CLUSTALW de secuencia de aminoacidos de proteinas homadlogas.

Como se usa en la presente memoria, “homdlogo” significa una proteina en un grupo de proteinas que realizan la misma
funcién bioldgica, por ejemplo, proteinas que pertenecen a la misma familia de proteinas Pfam y que proporcionan un
rasgo comun potenciado en plantas transgénicas de la presente invencion. Los homdlogos se expresan por genes
homdlogos. Los genes homdlogos incluyen alelos que se producen naturalmente y variantes artificialmente creadas. La
degeneracion del codigo genético proporciona la posibilidad de sustituir al menos una base de la secuencia codificante de
proteinas de un gen con una base diferente sin causar el cambio de la secuencia de aminoacidos del polipéptido
producido a partir del gen. Por tanto, un polinucleétido util en la presente invenciéon puede tener cualquier secuencia de
bases que se haya cambiado de la SEC ID N°: 1 por sustitucion segun degeneracién del codigo genético. Los homologos
son proteinas que, cuando se alinean éptimamente, tienen al menos el 90 % de identidad con respecto a la longitud
completa de una proteina identificada como que esta asociada con conferir un rasgo potenciado cuando se expresa en
células vegetales.

Los homologos van a identificarse por comparacion de secuencia de aminoacidos, por ejemplo, manualmente o por el
uso de una herramienta basada en ordenador usando algoritmos de blusqueda basados en homologia conocidos tales
como aquellos comunmente conocidos y denominados BLAST, FASTA y Smith-Waterman. Un programa de alineamiento
de secuencias local, por ejemplo, BLAST, puede usarse para buscar en una base de datos de secuencias para encontrar
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secuencias similares, y el valor de esperanza (valor E) resumen usado para medir la similitud de bases de secuencia.
Como un éxito de proteina con el mejor valor de E para un organismo particular puede no ser necesariamente un ortélogo
o el tnico ortdlogo, en la presente invencion se usa una busqueda reciproca para filtrar secuencias de éxito con valores de
E significativos para la identificacion de ortdlogos. La busqueda reciproca implica la busqueda de éxitos significativos
contra una base de datos de secuencias de aminoacidos del organismo base que son similares a la secuencia de la
proteina de busqueda. Un éxito es un ortdlogo probable, cuando el mejor éxito de busqueda reciproco es la propia
proteina de busqueda o una proteina codificada por un gen duplicado después de la especiacion. Otro aspecto
comprende proteinas homologas funcionales que se diferencian en uno o mas aminoacidos de aquellos de una proteina
desvelada como resultado de sustituciones de aminoacidos conservativas, por ejemplo, las sustituciones son entre:
aminoacidos acidos (negativamente cargados) tales como acido aspartico y acido glutamico; aminoacidos basicos
(positivamente cargados) tales como arginina, histidina y lisina; aminoacidos polares neutros tales como glicina, serina,
treonina, cisteina, tirosina, asparagina y glutamina; aminoacidos no polares neutros (hidréfobos) tales como alanina,
leucina, isoleucina, valina, prolina, fenilalanina, triptéfano y metionina; aminoacidos que tienen cadenas laterales alifaticas
tales como glicina, alanina, valina, leucina e isoleucina; aminoacidos que tienen cadenas laterales de hidroxilo alifaticas
tales como serina y treonina; aminoacidos que tienen cadenas laterales que contienen amida tales como asparagina y
glutamina; aminoacidos que tienen cadenas laterales aromaticas tales como fenilalanina, tirosina y triptéfano;
aminoacidos que tienen cadenas laterales basicas tales como lisina, arginina e histidina; aminoacidos que tienen cadenas
laterales que contienen azufre tales como cisteina y metionina; aminoacidos naturalmente conservativos tales como
valina-leucina, valina-isoleucina, fenilalanina-tirosina, lisina-arginina, alanina-valina, acido aspartico-acido glutamico y
asparagina-glutamina. Otro aspecto de los homologos codificados por ADN Util en las plantas transgénicas de la
invencién son aquellas proteinas que se diferencian de una proteina desvelada como resultado de delecién o inserciéon de
uno 0 mas aminoacidos en una secuencia nativa.

Como se usa en la presente memoria, “identidad en porcentaje” significa el grado al que dos segmentos de ADN o
proteina 6ptimamente alineados son invariantes por toda una ventana de alineamiento de componentes, por ejemplo,
secuencia de nucledtidos o secuencia de aminoacidos. Una “fraccion de identidad” para segmentos alineados de una
secuencia de prueba y una secuencia de referencia es el nUmero de componentes idénticos que son compartidos por
secuencias de los dos segmentos alineados dividido entre el numero total de componentes de secuencia en el segmento
de referencia durante una ventana de alineamiento que es la mas pequefia de la secuencia de prueba completa o la
secuencia de referencia completa. “Porcentaje de identidad” (“% de identidad”) es las veces de la fraccion de identidad.

Como se usa en la presente memoria “Pfam” se refiere a una gran coleccion de alineamientos multiples de secuencias y
modelos ocultos de Markov que cubren muchas familias de proteinas comunes, por ejemplo, la version de Pfam 18.0
(agosto de 2005) contiene alineamientos y modelos para 7973 familias de proteinas y se basa en las bases de datos de
secuencias de proteinas Swissprot 47.0 y SP-TrEMBL 30.0. Véase S.R. Eddy, “Profile Hidden Markov Models”,
Bioinformatics 14:755-763, 1998. Pfam es actualmente mantenida y actualizada por un consorcio de Pfam. Los
alineamientos representan alguna estructura evolutiva conservada que tiene implicaciones para la funcion de las
proteinas, los perfiles de modelos ocultos de Markov (perfiles de HMM) construidos a partir de los alineamientos de Pfam
son Utiles para reconocer automaticamente que una nueva proteina pertenece a una familia de proteinas existente,
aunque la homologia por alineamiento parezca ser baja. Una vez se identifica un ADN como que codifica una proteina
que confiere un rasgo potenciado cuando se expresa en plantas transgénicas, otras proteinas que codifican ADN en la
misma familia de proteinas se identifican buscando la secuencia de aminoacidos de la proteina codificada por ADN
candidato contra el modelo oculto de Markov que caracteriza el dominio de Pfam usando el software HMMER, una version
actual del cual se proporciona en el listado informatico adjunto. Las proteinas candidatas que cumplen el corte de reunion
para el alineamiento de un Pfam particular estan en la familia de proteinas y tienen ADN similar que es util en construir
ADN recombinante para el uso en las células vegetales de la presente invencion. Las bases de datos de los modelos
ocultos de Markov para su uso con el software HMMER en identificar ADN que expresa proteina en un Pfam comun para
ADN recombinante en las células vegetales de la presente invencion también estan incluidas en el listado informatico
adjunto. El software HMMER vy las bases de datos de Pfam son la version 18.0 y se usaron para determinar que la
secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 5 se caracteriza por dos dominios de Pfam, es decir, dominio de caja homedtica
y el dominio HALZ. Se identificé que el dominio de caja homedtica comprendia residuos de aminoacidos entre las
posiciones 130 y 193 con una puntuacion de 70,1 que superaba el corte de reunion de -4. Se identificé que el dominio
HALZ comprendia residuos de aminoacidos entre las posiciones 194 y 238 con una puntuacion de 71,9 que superaba el
corte de reunién de 17.

Al software HMMER y a las bases de datos para identificar los dominios de caja homeodtica y HALZ se accede desde
cualquier sitio web de Pfam y pueden proporcionarse por el solicitante, por ejemplo, en un listado informatico adjunto.

Como se usa en la presente memoria, “promotor” significa ADN regulador para iniciar la transcripcion. Un “promotor de
planta” es un promotor que puede iniciar la transcripcion en células vegetales tanto si su origen es, como si no, una célula
vegetal, por ejemplo, es muy conocido que los promotores de Agrobacterium sean funcionales en células vegetales. Asi,
promotores de planta incluyen ADN promotor obtenido de plantas, virus de planta y bacterias tales como bacterias



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2459369 T3

Agrobacterium y Bradyrhizobium. Ejemplos de promotores bajo el control del desarrollo incluyen promotores que inician
preferencialmente la transcripcion en ciertos tejidos tales como hojas, raices o semillas. Tales promotores se denominan
“preferidos para tejido”. Los promotores que inician la transcripcion solo en ciertos tejidos se denominan “especificos para
tejido”. Un promotor especifico para “tipo de célula” acciona principalmente la expresion en ciertos tipos de células en uno
0 mas o6rganos, por ejemplo, células vasculares en raices u hojas. Un promotor “inducible” o “represible” es un promotor
que esta bajo el control medioambiental. Ejemplos de condiciones medioambientales que pueden efectuar la transcripcion
por promotores inducibles incluyen condiciones anaerobias, o ciertos productos quimicos o la presencia de luz. Los
promotores especificos para tejido, preferidos para tejido, especificos para tipo de célula e inducibles constituyen la clase
de promotores “no constitutivos”. Un promotor “constitutivo” es un promotor que es activo bajo la mayoria de las
condiciones.

Como se usa en la presente memoria, “operativamente ligado” significa la asociacion de dos o mas fragmentos de ADN
en una construccion de ADN de manera que la funcién del uno, por ejemplo, ADN que codifica proteina, esta controlada
por el otro, por ejemplo, un promotor.

Como se usa en la presente memoria, “expresado” significa producido, por ejemplo, una proteina se expresa en una
célula vegetal cuando su ADN similar se transcribe en ARNm que se traduce en la proteina.

Como se usa en la presente memoria, una “planta de control” es una planta que no contiene el ADN recombinante que
expreso6 una proteina que confiere un rasgo potenciado. Una planta de control es para identificar y seleccionar una planta
transgénica que tiene un rasgo potenciado. Un planta de control adecuada puede ser una planta no transgénica de la linea
parental usada para generar una planta transgénica, es decir, que carece de ADN recombinante. Una planta de control
adecuada puede en algunos casos ser una progenie de una linea de planta transgénica hemicigética que no contiene el
ADN recombinante, conocida como segregante negativo.

Como se usa en la presente memoria, un “rendimiento potenciado” incluye elevado rendimiento bajo condiciones de no
estrés y elevado rendimiento bajo condiciones de estrés medioambiental. Las condiciones de estrés pueden incluir, por
ejemplo, sequia, sombra, enfermedad fungica, enfermedad viral, enfermedad bacteriana, infestacién por insectos,
infestacion por nematodos, exposicion a temperaturas bajas, exposicion al calor, estrés osmatico, disponibilidad reducida
de nutrientes de nitrégeno, disponibilidad reducida de nutrientes de fosforo y alta densidad de plantas. El “rendimiento”
puede afectarse por muchas propiedades que incluyen, sin limitacion, altura de la planta, nimero de vainas, posicion de
las vainas en la planta, nimero de entrenudos, incidencia de rotura de vainas, tamafio de grano, eficiencia de nodulacién
y fijacion de nitrogeno, eficiencia de la asimilacion de nutrientes, resistencia a estrés bidtico y abidtico, asimilacion de
carbono, arquitectura de la planta, resistencia al encamado, porcentaje de germinacién de semillas, vigor de los plantones
y rasgos juveniles. El rendimiento también puede afectarse por la eficiencia de germinacion (incluyendo germinacion en
condiciones de estrés), velocidad de crecimiento (incluyendo velocidad de crecimiento en condiciones de estrés), nimero
de espigas, numero de semillas por espiga, tamafio de la semilla, composicion de la semilla (almidén, aceite, proteina) y
caracteristicas del relleno de la semilla.

El aumento del rendimiento de una planta transgénica de la presente invencion puede medirse de varias formas, que
incluyen peso de prueba, nimero de semillas por planta, peso de la semilla, nUmero de semillas por unidad de area (es
decir, semillas, o peso de semillas, por acre), fanegas por acre (fan/ac), toneladas por acre, toneladas por acre,
kilogramos por hectarea. Por ejemplo, el rendimiento del maiz puede medirse como la produccion de granos de maiz
envainado por unidad de area de produccion, por ejemplo, en fanegas por acre o toneladas métricas por hectarea,
frecuentemente informadas en una base ajustada a la humedad, por ejemplo, al 15,5 por ciento de humedad. El aumento
del rendimiento puede resultar de la utilizaciéon mejorada de compuestos bioquimicos clave tales como nitrégeno, fésforo
e hidrato de carbono, o de respuestas mejoradas a estreses medioambientales tales como frio, calor, sequia, sal y ataque
por plagas o patogenos. EI ADN recombinante usado en esta invencién también puede usarse para proporcionar plantas
que tienen crecimiento y desarrollo mejorados y, por ultimo lugar, aumento del rendimiento, como resultado de la
expresion modificada de reguladores del crecimiento de las plantas o modificacion del ciclo celular o rutas de fotosintesis.
También es de interés la generacion de plantas transgénicas que demuestran rendimiento potenciado con respecto a un
componente de semilla que puede o puede no corresponderse con un aumento en el rendimiento global de la planta.
Tales propiedades incluyen potenciamientos en el aceite de la semilla, moléculas de semilla tales como tocoferol, proteina
y almiddn, o aceite, componentes de aceite particulares que pueden manifestarse por una alteracion en las relaciones de
componentes de semilla.

Un subconjunto de las moléculas nucleicas incluye fragmentos del ADN recombinante desvelado que consisten en
oligonucledtidos de al menos 15, preferentemente al menos 16 6 17, mas preferentemente al menos 18 6 19, e incluso
mas preferentemente al menos 20 o mas, nucledtidos consecutivos. Tales oligonucledtidos son fragmentos de las
moléculas mas grandes que tienen una secuencia de SEC ID N° 1 y se usan, por ejemplo, como sondas y cebadores
para la deteccion de los polinucleétidos descritos en la presente memoria.

Las construcciones de ADN se ensamblan usando procedimientos muy conocidos para expertos habituales en la materia
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y normalmente comprenden un promotor operativamente ligado a ADN, cuya expresion proporciona el rasgo agronémico
potenciado. Otros componentes de construccion pueden incluir elementos reguladores adicionales tales como
conductores e intrones de 5' para potenciar la transcripcion, regiones sin traducir de 3' (tales como sefiales y sitios de
poliadenilacion), ADN para péptidos de transito o sefial.

En la bibliografia se han descrito numerosos promotores que son activos en células vegetales. Estos incluyen promotores
presentes en genomas de la planta, ademas de promotores de ofras fuentes, que incluyen promotor de nopalina sintasa
(NOS) y promotores de octopina sintasa (OCS) llevados sobre plasmidos inductores de tumor de Agrobacterium
tumefaciens, promotores de caulimovirus tales como promotores del virus del mosaico de la coliflor. Por ejemplo, véanse
las patentes de EE.UU. n°® 5.858.742 y 5.322.938 que desvelan versiones del promotor constitutivo derivado del virus del
mosaico de la coliflor (CaMV35S), patente de EE.UU. 5.641.876 que desvela un promotor de actina de arroz, documento
US 2002/0192813A1 que desvela elementos de 5', 3' y de intrén Utiles en el disefio de vectores de expresion de plantas
eficaces, documento U.S. 2004/0216189 que desvela un promotor de aldolasa de cloroplastos del maiz, documento U.S.
2004/0216189 que desvela un promotor de aldolasa de maiz (FDA) y el documento U.S. 2003/0131377 que desvela un
promotor de nicotianamina sintasa del maiz. Estos y numerosos otros promotores que funcionan en células vegetales son
conocidos para aquellos expertos en la materia y estan disponibles para su uso en polinucleétidos recombinantes de la
presente invencion para proporcionar la expresion de genes deseados en células vegetales transgénicas.

En otros aspectos de la invencion se desea la expresion preferencial en tejidos verdes de planta. Promotores de interés
para tales usos incluyen aquellos de genes tales como la subunidad pequefia de ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa
(Rubisco) de Arabidopsis thaliana (Fischhoff y col. (1992) Plant Mol Biol. 20:81-93), aldolasa y piruvato ortofosfato
dicinasa (PPDK) (Taniguchi y col. (2000) Plant Cell Physiol. 41(1):42-48).

Ademas, los promotores pueden alterarse para contener mdltiples “secuencias potenciadoras” para ayudar en la elevacion
de la expresion génica. Tales potenciadores se conocen en la técnica. Incluyendo una secuencia potenciadora con tales
construcciones, la expresidon de la proteina seleccionada puede potenciarse. Estos potenciadores frecuentemente se
encuentran 5' con respecto al inicio de la transcripciéon en un promotor que funciona en células eucariotas, pero pueden
frecuentemente insertarse aguas arriba (5') o aguas abajo (3') con respecto a la secuencia codificante. En algunos casos,
estos elementos potenciadores de 5' son intrones. Particularmente utiles como potenciadores son los intrones de 5' de la
actina 1 de arroz (véase la patente de EE.UU. 5.641.876) y los genes de actina 2 de arroz, el intron del gen de alcohol
deshidrogenasa de maiz, el intrén del gen de la proteina de choque térmico 70 del maiz (patente de EE.UU. 5.593.874) y
el gen reducido 1 de maiz.

En otros aspectos de la invencion se desea expresion suficiente en tejidos de semilla de planta para efectuar mejoras en la
composicion de la semilla. Promotores a modo de ejemplo para su uso para la modificacion de la composicion de la
semilla incluyen promotores de genes de la semilla tales como napina (documento U.S. 5.420.034), oleosina L3 de maiz
(documento U.S. 6.433.252), zeina Z27 (Russell y col. (1997) Transgenic Res. 6(2):157-166), globulina 1 (Belanger y col.
(1991) Genetics 129:863-872), glutelina 1 (Russell (1997) arriba) y antioxidante de peroxirredoxina (Per1) (Stacy y col.
(1996) Plant Mol Biol. 31(6):1205-1216). Las construcciones de ADN recombinante preparadas segun la invencion
también incluiran generalmente un elemento de 3' que normalmente contiene una sefial y sitio de poliadenilacion.
Elementos de 3' muy conocidos incluyen aquellos de genes de Agrobacterium tumefaciens tales como nos 3', tml 3', tmr 3',
tms 3, ocs 3, tr7 3, por ejemplo, desvelados en el documento U.S. 6.090.627; elementos de 3' de genes de planta tales
como la proteina 17 de choque térmico (Hsp17 3) de trigo (Triticum aestivum), un gen de ubiquitina de trigo, un gen de
fructosa-1,6-bifosfatasa de trigo, un gen de glutelina de arroz, un gen de lactato deshidrogenasa de arroz y un gen de
beta-tubulina de arroz, todos los cuales se desvelan en el documento U.S. 2002/0192813; y el gen de ribulosa bifosfato
carboxilasa (rbs 3') de guisante (Pisum sativum), y elementos de 3' de los genes dentro de la planta huésped.

Las construcciones y los vectores también pueden incluir un péptido de transito para elegir como diana un gen diana para
un organulo de la planta, particularmente para un cloroplasto, leucoplasto u otro organulo plastido. Para descripciones del
uso de péptidos de transito de cloroplastos véanse las patentes de EE.UU. 5.188.642 y 5.728.925. Para la descripcion de
la region del péptido de transito de un gen EPSPS de Arabidopsis Util en la presente invencion véase Klee, H.J. y col.
(MGG (1987) 210:437-442).

Las plantas transgénicas que comprenden o se derivan de células vegetales de la presente invencion transformadas con
ADN recombinante pueden potenciarse adicionalmente con rasgos apilados, por ejemplo, una planta de cultivo que tiene
un rasgo potenciado resultante de la expresion de ADN desvelado en la presente memoria en combinacién con rasgos de
resistencia a herbicidas y/o a plagas. Por ejemplo, los genes descritos en la presente invencion pueden apilarse con otros
rasgos de interés agrondémico, tales como un rasgo que proporciona resistencia a herbicidas, o resistencia a insectos, tal
como usando un gen de Bacillus thuringiensis que proporciona resistencia contra lepidopteros, coledpteros, homopteros,
hemidpteros y ofros insectos. Los herbicidas para los que se ha demostrado tolerancia a plantas transgénicas y el
procedimiento de la presente invencion pueden aplicarse incluyen los herbicidas glifosato, dicamba, glufosinato,
sulfonilurea, bromoxinilo y norflurazon. Las moléculas de polinucledtidos que codifican proteinas implicadas en la
tolerancia a herbicidas son muy conocidas en la técnica e incluyen, pero no se limitan a, una molécula de polinucleétido

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2459369 T3

que codifica 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfatosintasa (EPSPS) desvelada en las patentes de EE.UU. 5.094.945; 5.627.061;
5.633.435 y 6.040.497 para conferir tolerancia a glifosato; moléculas de polinucledtidos que codifican una glifosato
oxidorreductasa (GOX) desvelada en la patente de EE.UU. 5.463.175 y una glifosato-N-acetiltransferasa (GAT) desvelada
en el documento U.S. 2003/0083480 también para conferir tolerancia a glifosato; dicamba monooxigenasa desvelada en
el documento U.S. 2003/0135879 para conferir tolerancia a dicamba; una molécula de polinucledtido que codifica
bromoxinil nitrilasa (Bxn) desvelada en la patente de EE.UU. 4.810.648 para conferir tolerancia a bromoxinilo; una
molécula de polinucledtido que codifica fitoeno desaturasa (crtl) descrita en Misawa y col., (1993) Plant J. 4:833-840 y
Misawa y col., (1994) Plant J. 6:481-489 para tolerancia a norflurazon; una molécula de polinucleétido que codifica
acetohidroxiacido sintasa (AHAS, aka ALS) descrita en Sathasiivan y col. (1990) Nucl. Acids Res. 18:2188-2193 para
conferir tolerancia a herbicidas de sulfonilurea; moléculas de polinucleétidos conocidas como genes bar desvelados en
DeBlock, y col. (1987) EMBO J. 6:2513-2519 para conferir tolerancia a glufosinato y bialafos; moléculas de
polinucleétidos desveladas en el documento U.S. 2003/010609 para conferir tolerancia a acido N-aminometilfosfénico;
moléculas de polinucleétidos desveladas en la patente de EE.UU. 6.107.549 para conferir resistencia a herbicidas de
piridina; moléculas y procedimientos para conferir tolerancia a multiples herbicidas tales como glifosato, atrazina,
inhibidores de ALS, isoxoflutol y herbicidas de glufosinato se desvelan en la patente de EE.UU. 6.376.754 y el documento
U.S. 2002/0112260. Moléculas y procedimientos para conferir resistencia a insectos/nematodos/virus se desvelan en las
patentes de EE.UU. 5.250.515; 5.880.275; 6.506.599; 5.986.175 y el documento U.S. 2003/0150017. En realizaciones
particulares, los inventores contemplan el uso de anticuerpos, tanto monoclonales como policlonales, que se unen a las
proteinas desveladas en la presente memoria. Medios para preparar y caracterizar anticuerpos son muy conocidos en la
técnica (véase, por ejemplo, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, 1988). Los procedimientos
para generar anticuerpos monoclonales (mAb) generalmente empiezan a lo largo de las mismas lineas que aquellos para
preparar anticuerpos policlonales. Brevemente, un anticuerpo policlonal se prepara inmunizando un animal con una
composicién inmunogénica y recogiendo antisueros de ese animal inmunizado. Puede usarse una amplia variedad de
especies animales para la produccion de antisueros. Normalmente, el animal usado para la produccion de antisueros es
un conejo, un ratén, una rata, un hamster, una cobaya o una cabra. Debido al volumen de sangre relativamente grande de
los conejos, un conejo es una eleccion preferida para la produccion de anticuerpos policlonales.

Como es bien conocido en la técnica, una composicion dada puede variar en su inmunogenicidad. Por tanto,
frecuentemente es necesario reforzar el sistema inmunitario del huésped, como puede lograrse acoplando un inmunogén
de péptido o polipéptido a un vehiculo. Vehiculos a modo de ejemplo y preferidos son hemocianina de lapa californiana
(KLH) y albumina de suero bovino (BSA). También pueden usarse otras albuminas tales como albumina de huevo,
albumina de suero de raton o albumina de suero de conejo como vehiculos. Medios para conjugar un polipéptido con una
proteina transportadora son muy conocidos en la técnica e incluyen usar glutaraldehido, éster de m-maleimidobenzoil-N-
hidroxisuccinimida, carbodiimida y bencidina bis-biazotizada.

Como también es bien conocido en la técnica, la inmunogenicidad de una composicién de inmunogén particular puede
potenciarse por el uso de estimulantes no especificos de la respuesta inmunitaria, conocidos como adyuvantes.
Adyuvantes a modo de ejemplo y preferidos incluyen adyuvante completo de Freund (un estimulante no especifico de la
respuesta inmunitaria que contiene Mycobacterium tuberculosis muerta), adyuvante incompleto de Freund y adyuvante de
hidréxido de aluminio.

La cantidad de composicién de inmunogén usada en la produccion de anticuerpos policlonales varia con la naturaleza del
inmunogén, ademas del animal usado para la inmunizacién. Puede usarse una variedad de vias para administrar el
inmunogén (subcutanea, intramuscular, intradérmica, intravenosa e intraperitoneal). La produccion de anticuerpos
policlonales puede monitorizarse muestreando sangre del animal inmunizado en diversos puntos tras la inmunizacion.
También puede administrarse una segunda inyeccion de refuerzo. El procedimiento de refuerzo y titulacion se repite hasta
que se logra un titulo adecuado. Cuando se obtiene un nivel de inmunogenicidad deseado, el animal inmunizado puede
sangrarse y el suero aislarse y guardarse, y/o el animal puede usarse para generar mAb.

Los mAb pueden prepararse faciimente mediante el uso de técnicas muy conocidas, tales como aquellas ejemplificadas
en la patente de EE.UU. n° 4.196.265. Normalmente, esta técnica implica inmunizar un animal adecuado con una
composicién de inmunogén seleccionada, por ejemplo, una proteina, polipéptido o péptido antifingico purificado o
parcialmente purificado. La composicién inmunizante se administra de un modo eficaz para estimular las células
productoras de anticuerpos. Los roedores tales como ratones y ratas son animales preferidos, sin embargo, el uso de
células de conejo, oveja o rana también es posible. El uso de ratas puede proporcionar ciertas ventajas (Goding, 1986,
pag. 60-61), pero se prefieren ratones, siendo el ratén BALB/c el mas preferido ya que éste es el mas rutinariamente
usado y generalmente da un mayor porcentaje de fusiones estables.

Tras la inmunizacion, las células somaticas con posibilidad de producir anticuerpos, especificamente linfocitos B (células
B), se seleccionan para su uso en el protocolo de generacion de mAb. Estas células pueden obtenerse a partir de bazos
de biopsia, amigdalas o ganglios linfaticos, o a partir de una muestra de sangre periférica. Se prefieren células del bazo y
glébulos sanguineos periféricos, siendo las primeras debido a que son una fuente rica en células productoras de
anticuerpos que estan en la etapa de division de plasmablastos, y las ultimas debido a que la sangre periférica esta
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facilmente accesible. Frecuentemente se habra inmunizado un panel de animales y el bazo de animal con el mayor titulo
de anticuerpos se extraera y los linfocitos del bazo se obtendran homogeneizando el bazo con una jeringuilla.
Normalmente, un bazo de un ratén inmunizado contiene 5x1 0 a 2x108 linfocitos.

Entonces, los linfocitos B productores de anticuerpos del animal inmunizado se fusionan con células de una célula de
mieloma inmortal, generalmente una de las mismas especies del animal que se inmunizé. Las lineas de células de
mieloma aptas para uso en procedimientos de fusién productores de hibridomas son preferentemente no productoras de
anticuerpos, tienen alta eficiencia de fusion, y deficiencias de enzimas que las hacen incapaces de crecer en ciertos
medios selectivos que soportan el crecimiento de solo las células fusionadas deseadas (hibridomas).

Puede usarse una cualquiera de varias células de mieloma, como son conocidas para aquellos expertos en la materia
(Goding, 1986, pag. 65-66; Campbell, 1984, pag. 75-83). Por ejemplo, si el animal inmunizado es un ratén puede usarse
P3-X63/Ag8, X63-Ag8.653, NS1/1.Ag 4 1, Sp210-Ag14, FO, NSO/U, MPC-11, MPC11-X45-GTG 1.7 y S194/5XX0 Bul;
para ratas puede usarse R210.RCY3, Y3-Ag 1.2.3, IR983F y 4B210; y U-266, GM1500-GRG2, LICR-LON-HMy2 y
UC729-6 son todas Uutiles a propésito de fusiones de células humanas.

Una célula de mieloma murina preferida es la linea NS-1 de células de mieloma (también llamada P3-NS-1-Ag4-1), que
esta faciimente disponible del Depdsito de Células Mutantes Genéticas Humanas del NIGMS solicitando el nimero de
deposito de la linea celular GM3573. Otra linea de células de mieloma de ratéon que puede usarse es la linea celular no
productora de mieloma murino de ratén resistente a 8-azaguanina SP2/0. Los procedimientos para generar hibridos de
bazo productor de anticuerpos o células linfaticas del ganglio y células de mieloma normalmente comprenden mezclar
células somaticas con células de mieloma en una relacién 2:1, aunque la relaciéon puede variar de aproximadamente 20:1
a aproximadamente 1:1, respectivamente, en presencia de un agente o agentes (quimicos o eléctricos) que promueven la
fusion de membranas celulares. Se han descrito procedimientos de fusién usando el virus de Sendai (Kohler y Milstein,
1975; 1976), y aquellos usando polietilenglicol (PEG), tales como 37 % (v/v) de PEG (Gefter y col., 1977). También es
apropiado el uso de procedimientos de fusion eléctricamente inducidos (Goding, 1986, pag. 71-74).

Los procedimientos de fusion normalmente producen hibridos viables a bajas frecuencias, a 1 x 10° a 1 x 10®. Sin
embargo, esto no plantea un problema, ya que los hibridos fusionados viables se diferencian de las células sin fusionar
parentales (particularmente las células de mieloma sin fusionar que normalmente continuarian dividiéndose
indefinidamente) cultivando en un medio selectivo. El medio selectivo es generalmente uno que contiene un agente que
bloquea la sintesis de novo de nucleétidos en los medios de cultivo de tejido. Agentes a modo de ejemplo y preferidos son
aminopterina, metotrexato y azaserina. La aminopterina y el metotrexato bloquean la sintesis de novo de tanto purinas
como pirimidinas, mientras que la azaserina bloquea solo la sintesis de purinas. Si se usa aminopterina o metotrexato, el
medio se complementa con hipoxantina y timidina como fuente de nucleétidos (medio HAT). Si se usa azaserina, el medio
se complementa con hipoxantina.

El medio de seleccion preferido es HAT. Solo células que pueden operar en rutas de rescate de nucleétidos pueden
sobrevivir en medio HAT. Las células de mieloma son defectuosas en enzimas clave de la ruta de rescate, por ejemplo,
hipoxantina fosforibosil transferasa (HPRT), y no pueden sobrevivir. Los linfocitos B pueden operar esta ruta, pero tienen
un duracion limitada en cultivo y generalmente mueren en el plazo de aproximadamente dos semanas. Por tanto, las
Unicas células que pueden sobrevivir en los medios selectivos son aquellos hibridos formados a partir de mieloma y
linfocitos B.

Este cultivo proporciona una poblacién de hibridomas de la que se seleccionan hibridomas especificos. Normalmente, la
seleccion de hibridomas se realiza cultivando las células por dilucién de un Unico clon en placas de microtitulacion,
seguido de prueba de los sobrenadantes clonicos individuales (después de aproximadamente dos a tres semanas) para la
reactividad deseada. El ensayo debe ser sensible, simple y rapido, tal como radioinmunoensayos, enzimoinmunoensayos,
ensayos de citotoxicidad, ensayos en placa y ensayos de inmunounién por puntos.

Los hibridomas seleccionados se diluirian entonces en serie y se clonarian en lineas celulares productoras de anticuerpos
individuales, cuyos clones pueden luego propagarse indefinidamente para proporcionar mAb. Las lineas celulares pueden
explotarse para la producciéon de mAb de dos formas basicas. Una muestra del hibridoma puede inyectarse
(frecuentemente en la cavidad peritoneal) en un animal histocompatible del tipo que se us6 para proporcionar las células
somaticas y de mieloma para la fusion original. El animal inyectado desarrolla tumores que secretan el anticuerpo
monoclonal especifico producido por el hibrido de células fusionadas. Los fluidos corporales del animal, tales como suero
o liquido ascitico, pueden entonces emplearse para proporcionar mAb en alta concentracién. Las lineas celulares
individuales podrian también cultivarse in vitro, si los mAb se secretan naturalmente en el medio de cultivo a partir del cual
pueden obtenerse faciimente en altas concentraciones. Los mAb producidos por cualquier medio pueden purificarse
adicionalmente, si se desea, usando filtracion, centrifugacion y diversos procedimientos cromatograficos tales como
HPLC o cromatografia de afinidad.

Procedimientos de transformacion de células vegetales
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En la técnica se conocen numerosos procedimientos para transformar células vegetales con ADN recombinante y pueden
usarse en la presente invencién. Dos procedimientos cominmente usados para la transformacién de plantas son
transformacion mediada por Agrobacterium y bombardeo con microproyectiles. Los procedimientos de bombardeo con
microproyectiles se ilustran en las patentes de EE.UU. 5.015.580 (soja); 5.550.318 (maiz); 5.538.880 (maiz); 5.914.451
(soja); 6.160.208 (maiz); 6.399.861 (maiz) y 6.153.812 (trigo) y la transformacion mediada por Agrobacterium se describe
en las patentes de EE.UU. 5.159.135 (algoddn); 5.824.877 (soja); 5.591.616 (maiz); y 6.384.301 (soja). Para el sistema
de transformacion de plantas basado en Agrobacterium tumefaciens, elementos adicionales presentes en las
construcciones de transformacion incluiran secuencias de la frontera izquierda y derecha del T-ADN para facilitar la
incorporacion del polinucleétido recombinante en el genoma de la planta.

En general es Util introducir ADN recombinante al azar, es decir, en una localizacién no especifica, en el genoma de una
linea de planta diana. En casos especiales puede ser Util elegir como diana la insercién de ADN recombinante con el fin
de lograr la integracion especifica para sitio, por ejemplo, para sustituir un gen existente en el genoma, para usar un
promotor existente en el genoma de la planta o para insertar un polinucleétido recombinante en un sitio predeterminado
conocido por ser activo para la expresion génica. Existen varios sistemas de recombinacion especificos para sitio que son
conocidos por funcionar en plantas incluyendo cre-lox como se desvela en la patente de EE.UU. 4.959.317 y FLP-FRT
como se desvela en la patente de EE.UU. 5.527.695. Los procedimientos de transformacion se ponen preferentemente en
practica en cultivo de tejido en medios y en un entorno controlado. “Medios” se refiere a las numerosas mezclas nutritivas
que se usan para cultivar células in vitro, es decir, fuera del organismo vivo intacto. Dianas de células receptoras incluyen,
pero no se limitan a, células de meristemo, callo, embriones inmaduros y células gaméticas tales como microesporas,
polen, esperma y évulos. Se contempla que cualquier célula a partir de la cual pueda regenerarse una planta fértil es util
como célula receptora. El callo puede iniciarse a partir de fuentes de tejido que incluyen, pero no se limitan a, embriones
inmaduros, meristemos apicales de plantones, microesporas y similares. Células que pueden proliferar como callo
también son células receptoras para transformacion genética. Los procedimientos de transformacion y los materiales
practicos para producir plantas transgénicas de la presente invencién, por ejemplo, diversos medios y células receptoras
diana, transformacion de embriones inmaduros y posterior regeneracion de plantas transgénicas fértiles, se desvelan en
las patentes de EE.UU. 6.194.636 y 6.232.526.

Las semillas de plantas transgénicas pueden recogerse de plantas transgénicas fértiles y usarse para cultivar
generaciones de progenie de plantas transformadas de la presente invencion que incluyen linea de planta hibrida para la
seleccion de plantas que tienen un rasgo potenciado. Ademas de la transformacion directa de una planta con un ADN
recombinante, las plantas transgénicas pueden prepararse cruzando una primera planta que tiene un ADN recombinante
con una segunda planta que carece del ADN. Por ejemplo, el ADN recombinante puede introducirse en la primera linea de
la planta que es susceptible a transformacion para producir una planta transgénica que puede cruzarse con una segunda
linea de planta para introducir el ADN recombinante en la segunda linea de planta. Una planta transgénica con ADN
recombinante que proporciona un rasgo potenciado, por ejemplo, rendimiento potenciado, puede cruzarse con la linea de
la planta transgénica que tiene otro ADN recombinante que confiere otro rasgo, por ejemplo, resistencia a herbicida o
resistencia a plagas, para producir plantas de progenie que tienen ADN recombinante que confiere ambos rasgos.
Normalmente, en tal cultivo para combinar rasgos, la planta transgénica que dona el rasgo adicional es una linea
masculina y la planta transgénica que lleva los rasgos base es la linea femenina. La progenie de este cruce se segregara
de forma que algunas de las plantas lleven el ADN para ambos rasgos parentales y algunos llevaran el ADN para un
rasgo parental; tales plantas pueden identificarse por marcadores asociados a ADN recombinante parental, por ejemplo,
identificacion de marcadores por analisis para ADN recombinante o, en el caso en el que un marcador de seleccion esté
ligado al recombinante, por aplicacion del agente de seleccion tal como un herbicida para su uso con una tolerancia a
marcador de herbicida, o por seleccion del rasgo potenciado. Las plantas de progenie que llevan ADN para ambos rasgos
parentales pueden retrocruzarse multiples veces en la linea parental femenina, por ejemplo, normalmente 6 a 8
generaciones, para producir una planta de progenie con sustancialmente el mismo genotipo que una linea parental
transgénica original, pero para el ADN recombinante de la otra linea parental transgénica.

En la practica de la transformacion, el ADN se introduce normalmente en solo un pequefio porcentaje de células de la
planta diana en un experimento de transformacion cualquiera. Se usan genes marcadores para proporcionar un sistema
eficiente para la identificacion de aquellas células que se transforman establemente recibiendo e integrando una
construccion de ADN transgénica en sus genomas. Genes marcadores preferidos proporcionan marcadores selectivos
que confieren resistencia a un agente selectivo, tal como un antibiético o herbicida. Cualquiera de los herbicidas a los que
las plantas de la presente invencion pueden ser resistentes son agentes Utiles para marcadores selectivos. Células
potencialmente transformadas se exponen al agente selectivo. En la poblacion de células supervivientes habra aquellas
células en las que, generalmente, el gen que confiere resistencia se integre y exprese a niveles suficientes para permitir la
supervivencia de células. Las células pueden probarse adicionalmente para confirmar la integracion estable del ADN
exogeno. Los genes marcadores selectivos comunmente usados incluyen aquellos que confieren resistencia a antibiéticos
tales como kanamicina y paromomicina (nptll), higromicina B (aph IV) y gentamicina (aac3 y aacC4) o resistencia a
herbicidas tales como glufosinato (bar o pat) y glifosato (aroA o EPSPS). Ejemplos de tales de seleccion se ilustran en las
patentes de EE.UU. 5.550.318; 5.633.435; 5.780.708 y 6.118.047. Los marcadores de seleccién que proporcionan una
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capacidad para identificar visualmente transformantes también pueden emplear, por ejemplo, un gen que expresa una
proteina coloreada o fluorescente tal como una luciferasa o proteina verde fluorescente (GFP) o un gen que expresa un
gen beta-glucuronidasa o uidA (GUS) para el que se conocen diversos sustratos cromogénicos.

Las células vegetales que sobreviven a la exposicion al agente selectivo, o células que han sido puntuadas positivas en un
ensayo de cribado, pueden cultivarse en medios de regeneracion y permitir que maduren en plantas. Las plantulas en
desarrollo regeneradas a partir de células vegetales transformadas pueden transferirse a mezcla de crecimiento de
plantas y aclimatarse, por ejemplo, en una camara medioambientalmente controlada a aproximadamente el 85% de
humedad relativa, 600 ppm de CO; y 25-250 microeinstein m?s” de luz antes de transferirse a un invernadero o camara
de crecimiento para maduracion. Las plantas se regeneran de aproximadamente 6 semanas a 10 meses después de
identificarse un transformante, dependiendo del tejido inicial. Las plantas pueden polinizarse usando procedimientos de
cultivo de plantas convencionales conocidos para aquellos expertos en la materia y producir semilla, por ejemplo,
comunmente se usa la autopolinizacion con maiz transgénico. La planta transformada regenerada o su semilla de
progenie o plantas pueden probarse para la expresion del ADN recombinante y seleccionarse para la presencia de rasgo
agrondémico potenciado.

Plantas y semillas transgénicas

Las plantas transgénicas derivadas de las células vegetales de maiz de la presente invencion se cultivan para generar
plantas transgénicas que tienen un rasgo potenciado con respecto a una planta de control y producen semilla transgénica
y polen haploide de la presente invencion. Tales plantas con rendimiento potenciado se identifican por seleccion de
plantas transformadas o semilla de progenie para el rendimiento potenciado. Para la eficiencia se disefia un
procedimiento de seleccién para evaluar multiples plantas transgénicas (eventos) que comprenden el ADN recombinante,
por ejemplo, multiples plantas de 2 a 20 o mas eventos transgénicos. Las plantas transgénicas cultivadas a partir de
semilla transgénica proporcionada en la presente memoria demuestran rasgos agrondmicos mejorados que contribuyen
al elevado rendimiento u otro rasgo que proporciona elevado valor de la planta, que incluye, por ejemplo, calidad
mejorada de la semilla. Son de particular interés plantas que tienen eficiencia potenciada del uso del agua, tolerancia
potenciada al frio, elevado rendimiento, eficiencia potenciada del uso de nitrégeno, proteina potenciada de la semilla y
aceite potenciado de la semilla.

La Tabla 1 proporciona una lista de ADN que codifica proteina (“genes”) que son utiles como ADN recombinante para la
produccion de plantas transgénicas con rasgo agrondmico potenciado, los elementos de la Tabla 1 se describen por
referencia a:

“SEC PEP” que identifica una secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 5.

“SEC NUC” que identifica una secuencia de ADN de SEC ID N°: 1.

“Vector base” que identifica un plasmido base usado para la transformacion del ADN recombinante.
“NOMBRE DE PROTEINA” que es un nombre comun para la proteina codificada por el ADN recombinante.

“ID de plasmido” que identifica un nombre arbitrario para el plasmido de transformacién de plantas que comprende ADN
recombinante para expresar el ADN recombinante en células vegetales.

Tabla 1
SEC ID N° PEP SEC ID N°NUC Vector base NOMBRE DE PROTEINA ID de plasmido
5 1 pMONG65154 Arabidopsis G1543 pMON68392
5 1 Arabidopsis G1543 pMON74775
5 1 pMON74537 Arabidopsis G1543 pMON83062

Procedimientos de seleccion de plantas transgénicas con rendimiento potenciado

Muchos eventos transgénicos que sobreviven a plantas transgénicas fértiles que producen semillas y plantas de progenie
no presentaran un rendimiento potenciado. La seleccién es necesaria para identificar la planta transgénica de la presente
invencién. Las plantas transgénicas que tienen rendimiento potenciado se identifican de poblaciones de plantas
transformadas como se describe en la presente memoria evaluando el rendimiento en una variedad de ensayos para
detectar un rendimiento potenciado. Estos ensayos también pueden tomar muchas formas, que incluyen analisis para
detectar cambios en la composicion quimica, biomasa, propiedades fisiolégicas, morfologia de la planta. Los cambios en
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las composiciones quimicas tales como composicion nutricional del grano pueden detectarse por andlisis de la
composicion de la semilla y contenido de proteina, aminoacidos libres, aceite, acidos grasos libres, almidén o tocoferoles.
Los cambios en las caracteristicas de la biomasa pueden hacerse en plantas cultivadas en invernadero o en el campo y
pueden incluir la altura de la planta, diametro del tallo, pesos secos de la raiz y brotes; y, para plantas de maiz, longitud y
diametro de las mazorcas. Los cambios en propiedades fisiologicas pueden identificarse evaluando respuestas a
condiciones de estrés, por ejemplo, ensayos que usan condiciones de estrés impuestas tales como déficit de agua,
deficiencia de nitrégeno, condiciones de crecimiento frias, ataque de patdgenos o insectos o deficiencia de luz, o elevada
densidad de la planta. Los cambios en la morfologia pueden medirse por observacion visual de la tendencia de una planta
transformada con un rasgo agronémico potenciado a también parecer que es una planta normal en comparacion con
cambios hacia pobladas, mas altas, mas gruesas, hojas mas estrechas, hojas rayadas, rasgo nodoso, clorosis, albinas,
produccion de antocianinas, o panojas, mazorcas o raices alteradas. Otras propiedades de seleccion incluyen dias hasta
la liberacion de polen, dias hasta la emision de estigmas, velocidad de extension de las hojas, contenido de clorofila,
temperatura de las hojas, posicion, vigor de las plantas de semillero, longitud entrenudos, altura de la planta, nimero de
hojas, area de las hojas, macollamiento, raices de anclaje, capacidad de permanecer verde, encamado del tallo,
encamado de las raices, salud de la planta, esterilidad/prolificidad, quebrado en verde y resistencia a plagas. Ademas,
pueden evaluarse caracteristicas fenotipicas del grano cosechado, que incluyen nimero de granos por fila en la mazorca,
numero de filas de granos en la mazorca, aborto de granos, peso del grano, tamafio del grano, densidad de granos y
calidad fisica de los granos.

Las semillas para plantas transgénicas con rasgos agronémicos potenciados de la presente invencion son plantas de
maiz.

Seleccion de rendimiento elevado

Muchas plantas de maiz transgénico de la presente invencion presentan rendimiento potenciado con respecto a una
planta de control. El rendimiento potenciado puede resultar del potencial de captacion potenciado de la semilla, es decir, el
nimero y tamafio de células del endospermo o granos y/o la fuerza de captacion potenciada, es decir, la tasa de
biosintesis de almidon. El potencial de captacion puede establecerse muy pronto durante el desarrollo de los granos, ya
que el nimero de células del endospermo y el tamafio de las células se determinan dentro de los primeros dias después
de la polinizacién.

Gran parte del aumento en el rendimiento del maiz de varias décadas anteriores ha resultado de un aumento en la
densidad de siembra. Durante ese periodo, el rendimiento del maiz ha aumentando a una tasa de 29,91/ha/afio (2,1
fanegas/acre/afio), pero la densidad de siembra ha aumentado a una tasa de 618 plantas/ha/afio (250 plantas/acre/afio).
Una caracteristica del maiz hibrido moderno es la capacidad de estas variedades para sembrarse a alta densidad.
Muchos estudios han mostrado que una densidad de siembra superior a la actual debe producir mas producciéon de
biomasa, pero los actuales germoplasmas no rinden bien a estas mayores densidades. Un enfoque para aumentar el
rendimiento es aumentar el indice de cosecha (IC), la proporciéon de biomasa que se asigna al grano en comparacion con
la biomasa total, en siembras de alta densidad.

La eficaz seleccion del rendimiento de maiz transgénico usa progenie hibrida del evento transgénico sobre multiples
localizaciones con plantas cultivadas bajo practicas de gestion de la produccion optimas, y control de plagas maximo. Un
objetivo Util para el rendimiento potenciado es un aumento del 5 % al 10 % en el rendimiento con respecto al rendimiento
producido por plantas cultivadas a partir de semilla para una planta de control. La util seleccion en mdltiples y diversas
localizaciones geograficas, por ejemplo, hasta 16 o mas localizaciones, a lo largo de una o mas estaciones de siembra,
por ejemplo, al menos dos estaciones de siembra para distinguir estadisticamente da mejora de los efectos
medioambientales naturales. Es plantar multiples plantas transgénicas, plantas de control positivas y negativas, y plantas
polinizadoras en parcelas convencionales, por ejemplo, parcelas de 2 filas, 6,1 m (20 pies) de largo por 1,5 m (5 pies) de
ancho con 76 cm (30 pulgadas) de distancia entre las filas y un callejon de 91 cm (3 pies) entre campos. Los eventos
transgénicos pueden agruparse por construcciones de ADN recombinante con grupos situados al azar en el campo. Una
parcela polinizadora de una linea de maiz de alta calidad se planta por cada dos parcelas para permitir la polinizacion
abierta si se usan eventos transgénicos estériles macho. Una densidad de siembra util es aproximadamente 74.100
plantas/ha (30.000 plantas/acre).

Los indicadores sustitutos para seleccionar la mejora del rendimiento incluyen capacidad de la fuente (biomasa), salida de
la fuente (sacarosa y fotosintesis), componentes de captacion (tamafio del grano, tamafio de la mazorca, almidon en la
semilla), desarrollo (respuesta a la luz, altura, tolerancia a la densidad), madurez, rasgo de florecimiento temprano y
respuestas fisioldgicas a siembra de alta densidad, por ejemplo, a 111.200 plantas/ha (45.000 plantas por acre), por
ejemplo, como se ilustra en la Tabla 2. Cuando se selecciona para la mejora del rendimiento, un enfoque de medicion
estadistica util comprende tres componentes, es decir, modelado de la autocorrelaciéon espacial del campo de pruebas por
separado para cada localizacion, ajuste de los rasgos de los eventos de ADN recombinante para la dependencia espacial
para cada localizacién y realizacién de un analisis de localizacién cruzada. La primera etapa en el modelado de la
autocorrelacion espacial es estimar los parametros de covarianza del semivariograma. Se asume un modelo de
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covarianza esférica para modelar la autocorrelacion espacial. Debido al tamario y naturaleza del ensayo, es probable que
la autocorrelacién espacial pueda cambiar. Por tanto, también se supone anisotropia junto con la estructura de covarianza

esférica.
Tabla 2
Momento Evaluacion Descripcion comentarios
V2-3 Posicion inicial Puede tomarse cualquier tiempo después de la
germinacion y antes de la eliminacion de cualquier
planta.
Liberacion GDU al 50 % de | GDU al 50 % de plantas Liberacion del 50 % de
de polen liberacién panoja.
Emision de | GDU al 50 % de | GDU al 50 % de plantas que muestran estigmas.
estigmas emision de
estigmas
Madurez Altura de la planta | Altura desde la superficie de la tierra hasta la unién de | 10 plantas por parcela —
la hoja bandera (pulgadas). Ayuda del equipo de
rendimiento
Madurez Altura de la | Altura desde la superficie de la tierra hasta el nodo de | 10 plantas por parcela -
mazorca unién de la mazorca primaria. Ayuda del equipo de
rendimiento
Madurez Hojas por encima | Puntuaciones visuales: erecta, tamafo, ondulado
de la mazorca
Madurez Tamafio de las | Puntuaciones visuales +/- frente a WT
panojas
Pre-cosecha | Posicion final Recuento de la posicion final antes de la cosecha,
excluir retofos
Pre-cosecha | Encamado del | Ningun tallo roto por debajo de la unién de la mazorca
tallo primaria. Excluir inclinaciéon de retofios
Pre-cosecha | Encamado de las | Ningin tallo se inclina >45° de angulo de la
raices perpendicular.
Pre-cosecha | Capacidad de | Después de la madurez fisiolégica y cuando son
permanecer verde | evidentes las diferencias entre genotipos: escala 1 (90-
100 % de tejido verde) - 9 (0-19 % de tejido verde).
Cosecha Rendimiento  del | Rendimiento del grano/parcela (peso de la vaina)
grano

El siguiente conjunto de ecuaciones describe la forma estadistica del modelo de covarianza esférica anisotropica.

C(h0)=vi(h=0)+ a"(l -

3

1,5
2h+2h)1(h<l)

en la que /(e) es la funcién indicadora

h= ,/;&’ + 3
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x =[cos(pr /180)(x, - x,) —sen(pz /180)(y, — »,)) @,

y =[sen(pr /180)(x, — x,) +cos(px /180)(y, - y,))/ @,

en las que s1= (x1, ¥1) son las coordenadas espaciales de una localizacion y s, = (x2,y2) son las coordenadas espaciales de
la segunda localizacion. Hay 5 parametros de covarianza

0=(v,0%, p,0,,0,)

en la que v es el efecto pepita, o’ es la meseta parcial, p es una rotacion en grados en el sentido de las agujas del reloj
desde el norte, w, es un parametro de escala para el eje menor y w; es un parametro de escala para el eje mayor de una
elipse anisotropica de igual covarianza. Los cinco parametros de la covarianza que definen la tendencia espacial se
estimaran entonces usando los datos de parcelas polinizadoras muy replicadas mediante enfoque de probabilidad
maxima limitada. En un ensayo en campos de multilocalizacion, la tendencia espacial se modela por separado para cada
localizacion.

Después de obtener los parametros de la varianza del modelo, se genera una estructura varianza-covarianza para el
conjunto de datos que va a analizarse. Esta estructura varianza-covarianza contiene informacion espacial requerida para
ajustar los datos de rendimiento para la dependencia espacial. En este caso, un modelo anidado que representa mejor el
tratamiento y disefio experimental del estudio se usa junto con la estructura varianza-covarianza para ajustar los datos de
rendimiento. Durante este procedimiento, los efectos del vivero o de los lotes de semillas también pueden modelarse y
estimarse para ajustar el rendimiento para cualquier paridad de rendimiento producida por diferencias de lotes de
semillas.

Después de generarse datos espacialmente ajustados de las diferentes localizaciones, todos los datos ajustados se
combinan y analizan suponiendo localizaciones como replicaciones. En este analisis, las varianzas intra e inter-
localizacién se combinan para estimar el error estandar de rendimiento de plantas transgénicas y plantas de control. Se
usan comparaciones medias relativas para indicar mejoras de rendimiento estadisticamente significativas.

Los siguientes ejemplos ilustran aspectos de la invencion.
Ejemplo 1

Este ejemplo ilustra la construccion de plasmidos para transferir ADN recombinante en células vegetales que pueden
regenerarse en plantas transgénicas de la presente invencion. Los cebadores para la amplificacion por PCR de
nucledtidos codificantes de proteina de ADN recombinante se disefiaron en o cerca de los codones de inicio y de
terminacion de la secuencia codificante, con el fin de eliminar la mayoria de las regiones sin traducir de 5'y 3'. Cada ADN
recombinante que codifica una proteina identificada en la Tabla 1 se amplificé por PCR antes de la insercién en el sitio de
insercion de uno de los vectores base como se menciona en la Tabla 1.

Un vector de transformacion de planta base pMONG65154 se fabricé para su uso en preparar ADN recombinante para
transformacion en tejido de maiz usando sistemas de vectores de expresion en plantas GATEWAY™ Destination
(disponibles de Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA). Con referencia a los elementos descritos en la Tabla 3 a
continuaciéon y SEC ID N°: 9, pMON65154 comprende un casete de expresion del marcador de seleccion y un casete de
expresion de ADN recombinante de molde. El casete de expresidon del marcador comprende un promotor CaMV 35S
operativamente ligado a un gen que codifica neomicina fosfotransferasa Il (nptll) seguido de una regién 3' de un gen
nopalina sintasa (nos) de Agrobacterium tumefaciens. El casete de expresion de ADN recombinante de molde esta
posicionado cola a cola con el casete de expresion del marcador. El casete de expresion de ADN recombinante de molde
comprende ADN regulador en 5' que incluye un promotor de actina 1 de arroz, exén e intron, seguido de un sitio de
insercion GATEWAY™ para ADN recombinante, seguido de una region de 3' de un gen de inhibidor Il de proteinasa de
patata (pinll). Una vez el ADN recombinante se ha insertado en el sitio de insercion, el plasmido es util para la
transformacion de plantas, por ejemplo, por bombardeo con microproyectiles.
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Tabla 3

FUNCION

ELEMENTO

REFERENCIA

Gen de planta del casete de expresion de interés

Promotor 1 de actina de arroz

Patente de EE.UU. 5.641.876

Exoén 1 de actina 1 de arroz, intron
1 potenciador

Patente de EE.UU. 5.641.876

Gen del sitio de insercion de interés

AftR1 Manual de instrucciones de la
tecnologia de  clonacién
GATEWAY™

Gen CmR Manual de instrucciones de la

tecnologia de  clonacién

GATEWAY™

Genes ccdA, ccdB

Manual de instrucciones de la
tecnologia de  clonacién
GATEWAY™

attR2

Manual de instrucciones de la
tecnologia de  clonacién
GATEWAY™

Gen de planta del casete de expresion de interés

Region 3' de pinll de patata

An y col. (1989) Plant Cell
1:115-122

Casete de expresion del marcador de seleccién de
planta

Promotor CaMV 35S

Patente de EE.UU. 5.858.742

Marcador de seleccion de nptll

Patente de EE.UU. 5.858.742

Region 3' de nos

Patente de EE.UU. 5.858.742

Mantenimiento en E. coli Origen de replicacion de ColE1

Origen de replicacion de F1

Resistencia a ampicilina por Bla

Se construy6 plasmido de vector base similar pMON72472 (SEC ID N°: 10) para su uso en procedimientos mediados por
Agrobacterium de transformacion de plantas similar a pMONG65154, excepto (a) el ADN regulador de 5' en el casete de
expresion de ADN recombinante de molde fue un promotor de actina de arroz y un intrén de actina de, (b) las secuencias
limite de T-ADN izquierda y derecha de Agrobacterium se afiaden con la secuencia limite derecha localizada 5' con
respecto al promotor de actina 1 de arroz y la secuencia limite izquierda localizada 3' con respecto al promotor 35S y (c)
ADN se afiade para facilitar la replicacion del plasmido en tanto E. coli como Agrobacterium tumefaciens. EI ADN afiadido
al plasmido fuera de las secuencias limite de T-ADN incluye un origen de amplia gama de huéspedes oriV de replicacion
de ADN funcional en Agrobacterium, un origen pBR322 de replicacion funcional en E. coli y un gen de resistencia a
espectinomicina/estreptomicina para la selecciéon en tanto E. coli como Agrobacterium. pMON74775 se construye en un
vector base esencialmente el mismo que pMON72472.

Ejemplo 2

Este ejemplo ilustra la transformacion de plantas Util en producir las plantas de maiz transgénico de la presente invencion.
Plantas de maiz de una linea faciimente transformable se cultivan en el invernadero y las mazorcas se recogen cuando
los embriones tienen 1,5 a 2,0 mm de longitud. Las mazorcas se esterilizan superficialmente pulverizando o sumergiendo
las mazorcas en 80 % de etanol, seguido de secado al aire. Los embriones inmaduros se aislan de granos individuales
sobre las mazorcas esterilizadas en la superficie. Antes de la inoculacion de células de maiz, las células de Agrobacterium
se cultivan durante la noche a temperatura ambiente. Los embriones de maiz inmaduros se inoculan con Agrobacterium
poco después de la escision, y se incuban a temperatura ambiente con Agrobacterium durante 5-20 min. Entonces, los
embriones inmaduros se co-cultivan con Agrobacterium durante 1-3 d a 23 °C en la oscuridad. Los embriones co-
cultivados se transfieren a medios de seleccion y se cultivan durante aproximadamente dos semanas para permitir que se
desarrolle callo embriogénico. El callo embriogénico se transfiere a medio de cultivo que contiene 100 mg/l de
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paromomicina y se subcultiva a intervalos de aproximadamente dos semanas. Los transformantes se recuperan 6 a 8
semanas después del inicio de la seleccion.

Se preparan vectores de plasmido clonando ADN identificado en la Tabla 1 en la base identificada para su uso en
transformacion de maiz para producir plantas de maiz transgénico y semilla.

Para transformacion mediada por Agrobacterium de callo de maiz, los embriones inmaduros se cultivan durante
aproximadamente 8-21 d después de la escision para permitir que se desarrolle callo. Entonces, el callo se incuba durante
aproximadamente 30 min a temperatura ambiente con la suspension de Agrobacterium, seguido de eliminacion del liquido
por aspiracion. El callo y Agrobacterium se co-cultivan sin seleccion durante 3-6 d seguido de seleccién en paromomicina
durante aproximadamente 6 semanas, con transferencias bisemanales a medios frescos, y el callo resistente a
paromomicina se identificd como que contenia el ADN recombinante en un casete de expresion.

Para la transformacion por bombardeo con microproyectiles, embriones de maiz inmaduros se aislan y se cultivan 3-4 d
antes del bombardeo. Antes del bombardeo con microproyectiles se prepara una suspension de particulas de oro sobre la
que se precipitan casetes de expresion de ADN recombinante deseados. El ADN se introduce en células de maiz como se
describe en las patentes de EE.UU. 5.550.318 y 6.399.861 usando el dispositivo de liberacion de genes de aceleracion de
particulas de descarga eléctrica. Tras el bombardeo con microproyectiles, €l tejido se cultiva en la oscuridad a 27 °C.

Para regenerar plantas de maiz transgénico, callo transgénico resultante de la transformacion se dispone sobre medios
para iniciar el desarrollo de brotes en plantulas que se transfieren a tierra de maceta para el crecimiento inicial en una
camara de crecimiento a 26 °C seguido de un banco de niebla antes de trasplantar a macetas de 12,7 cm (5 pulgadas) en
las que las plantas se cultivan hasta la madurez. Las plantas se autofecundan y la semilla se recoge para seleccion como
semilla, plantas de semillero o plantas de progenie R2 o hibridos, por ejemplo, para ensayos de rendimiento en las
selecciones indicadas anteriormente.

Ejemplo 3

Este ejemplo ilustra adicionalmente la produccion e identificacion de semilla transgénica para maiz transgénico que tiene
un elevado rendimiento con respecto a plantas de control. La semilla de maiz transgénico y plantas que comprenden ADN
recombinante de cada uno de los genes clonados en uno de los vectores base como se ha identificado en la Tabla 1 se
preparan por transformacion. Muchos eventos transgénicos que sobreviven a plantas transgénicas fértiles que producen
semillas y plantas de progenie no presentaran un rasgo agronomico potenciado. Las plantas transgénicas y semillas que
tienen rasgos agronémicos potenciados de la presente invencion se identifican seleccionando la eficiencia de uso de
nitrégeno, rendimiento, eficiencia de uso de agua y tolerancia al frio. Las plantas transgénicas que proporcionan semillas
con composiciones de semilla mejoradas se identifican analizando las composiciones de semilla que incluyen niveles de
proteina, aceite y almidon.

Rendimiento

Las plantas transgénicas con rendimiento potenciado proporcionadas por la presente invencion se seleccionaron
mediante el procedimiento de seleccién segun el procedimiento convencional descrito anteriormente y el rendimiento de
estas plantas transgénicas se muestra en las Tablas 4 y 5 a continuacion que indican el cambio en el rendimiento de maiz
medido en fanegas por acre.

Tabla 4
Rendimiento por acre de extension Rendimiento de alta densidad

Evento | Afo1 Ao 2

24861 3,9 -2,22 -5,3
24862 0,51 -1,86 2,8
24870 2,33 5,41 7,81
24874 5,21 2,61 8,21
26391 1,13 -3,59 5,1
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Tabla 5
Evento Delta Porcentaje de cambio | Valor de p
ZM M81660 -6,20 -3,47 0,05
ZM M81671 -21,99 -12,32 0,00
ZM M81675 | -23,94 -13,41 0,00
ZM M81677 -3,71 -2,08 0,23
ZM M81682 -5,58 -3,12 0,11
ZM M81684 | -14,72 -8,25 0,00
ZM M81687 4,83 2,71 0,13
ZM M81688 | -14,64 -8,20 0,00

Ejemplo 4

Este ejemplo ilustra plantas transgénicas con rendimiento potenciado mediante combinaciones. Como se ilustra en el
Ejemplo 3, las plantas transgénicas con rendimiento potenciado se generan empleando el ADN recombinante de cada
uno de los genes identificados en la Tabla 1. Para producir el potenciamiento adicional de rasgos agrondémicos en plantas
transgénicas, los genes de la Tabla 1 se combinan con uno o mas genes adicionales que potencian rasgos agronémicos
para generar una planta transgénica con mayor potenciamiento en uno o mas rasgos agronémicos que cualquier gen
solo. Esta combinacion se logra tanto mediante transformacion como cultivo. El siguiente ejemplo ilustra este principio.

Una planta de maiz transgénico establemente transformada con una construccion, pMON74923, que contiene el gen
fitocromo B (phyB) de Zea mays (SEC ID N°: 15) bajo el control de un promotor de aldolasa (FDA) de maiz (solicitud de
patente de EE.UU. n° de serie 09/757.089) se cruzd con una planta de maiz transgénico establemente transformada con
pMONG68392. El cruce demostré un aumento del rendimiento (fan/ac) del 7,2 % en comparacion con la planta de maiz
que contiene el gen phyB solo (2,4 %).

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Monsanto Technology LLC
Lund, Adrian
Deikman, Jill
Anstrom, Donald
Chomet, Paul

Heard, Jacqueline

<120> Plantas transgénicas con rasgos agronémicos potenciados

<130> 38-21(53720)C

<150> 60/638.099

<151> 21-12-2004

<150> 60/660.320

16



10

15

20

<151> 10-03-2005

<160> 15

<170> PatentIn version 3.3

<210>1
<211> 828

<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 1

atgataaaac
catatggatt
tgtctcetttt
ctagctctta
tcttcaaact
gaaggaagtg
gaagacggag
ctccgtctaa
cttaatccca
gaagtttggt
gagtatctca
gtagaagagc
actatgtgte

ccggttcecgg

<210>2
<211> 678
<212> ADN

<213> Zea mays

<400> 2

tactatttac
acgcatgcegt
atattaaact
agaaccctaa
tggatcttac
gcggaggaag
acgatgaaga
ccagagaaca
aacaaaagga
ttcaaaaccyg
aaaggtggtt
ttagagccat
ctecgctgega

ctaagaaaac

ES 2459369 T3

gtacatatgc
gtgtatgtat
gagagttttc
taattcattg
tatctcecgtt
agaccagcta
attcagtcac
gtcacgtcét
agtacttgcc
tagagcaagg
tggttcatta
aaaggttggce
gcgagttacc

gtttccgecg

acatacacat
aaatataaag
ctctcaaact
atcaaaataa
ccaggcttct
aggctagaca
gatgatggct
cttgaagata
aagcatttga
agcaaattga
acggaagaaa
ccaacaacgg
cctgcecgega

caagagcgtg

17

ataaactata
gcatcgtcac
ttaccttttce
tggcgatttt
cttcatccce
tgaatcggtt
ctgctcctee
gtttcagaca
tgctacggce
agcaaaccga
accacaggct
tgaactctgce
gceccttcgag

atcgttga

tgctctatat
gcttcaagtt
ttcttecgatce
gccggaaaac
tctcteecgat
accgtcgtet
gcgaaagaaa
gaatcatacc
aagacaaatt
gatggaatgce
ccatagagaa

ctcgagcectt

ggcggtggtg

180

240

300

360

480

540

600

660

720

780

828
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atggggtcca
tcctctgget
atgagggacc
gggagcgtgg
aagctccggce
accctcacac
gtggaggtct
tgcgagtacc
gaggtggagg
cggcagccgce
gcaacggccg

ccgteccgegg

<210>3
<211> 642

<212> ADN

<213> Glicina max

<400> 3

atggcggttt
gcttcttcac
cctcttgaag
gaacctcctc
tttagacaaa
ctgcgaccaa
cagacagaga
cggaggctcce
atctccecte
gagcgtgtca

gtgccgccaa

<210> 4
<211>690

<212> ADN

cttctectte
cagaggggtt
tggacatgaa
aggaggagga
tgtccaagga
cgaagcaaaa
ggttccagaa
tgaagcgcetg
agctgcgcecgce
tcceggegte
cgcgcaccce

cgttttag

taccaagtag
caacccttct
aagattggat
gaaagaaact
accacacgtt
ggcaagtgga
tggagtgcga
agagggaagt
actecctgcega
cctecacege

ctcaatcccg
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aggcctggag
tggatgcaac
céagccggcg
ggacgagcgce
gcagtccege
ggaggccttg
ccgcaggget
cttcggetcg
gatgcgggtg
cgcgectcace

acgcecgecg

ctcctcaagce
tcectcatca
ggcatcaaac
ccgtctcaca
gaacccaaag
ggtgtggttt
gtacctcaag
ggaggagctg
accgctcecg
cgacaaaccg

ccaaccctcc

ctcaccatgg
aacaacaacg
agcggeggcg
ggcggegecyg
ctcctggagg
gctgtcaage
aggacgaagc
ctgaccgagg
gcceccgecea
atgtgceccge

ccecgecegega

ttggaattga
tctgtgaaag
atggaagatg
aaggaacaat
cagaaagagt
cagaaccgta
aggtggttcg
cgagccatta
gcctccacac
ccecteecgeeg

gcggectgtt

18

ctgtccecggg
ggagcgggaa
aggaggagga
gcgggceegea
agégcttccg
tcaagbtgcg
ttaagcagac
agaaccggcg
ccgtgctcte
gctgcgageg

gccccttceca

ccatatctgt
aattggacat
aagaagaaag
ctcttctect
ctttggcaat
gggccaggag
gttccectcac
aggtgggceccc
tttccatgtg

cggccacttt

ag

cctcagcetcee
cgggaacaac
gtﬁcccaatg
ccgcgecaag
cctcaaccac
gceccaggcag
ggagctggag
gctgcagcgg
cccgcacacce
catcaccgece

ccegegecge

acctggtttt
aaatcaagta
cagcaatgga
tgaagaaagc
gcaactgaag
caagctgaag
agagcagaac
acccaccgtg
tecceegetge

gtccgectaaa

120

180

420

480

540

600

660

678

60

120

180

300

360

420

480

540

600

642
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<213> Oryza sativa

<400> 4

atgatggggyg
tcctectggtt
agggacctgg
agcgtggagyg
cgcctcteea
acgccgaagce
gtctggtttc
tacctgaagc
gaggagctgce
ccgctececgg
ggcccgectg

caccctecgec

ccacttctcc

cagaaggggc

acatcaacca

aggacgagga
aggagcagtc
aaaaggagyc
agaaccétag
gctgcttegg
gggcgatgeg
cgteccgeget
ccgtgegece

gcccctetge

<210>5
<211> 275
<212> PRT

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 5

ES 2459369 T3

gtcaggcety
cggttgcaac
gceggcegage
ggagaggggce
ccgectecte
cttggcgatc
ggcaaggacg
gtcgctgacg
ggtggccecey
caccatgtgc
gecgecegteg

ggccttctag

gagctcacca
aacaacaacg
ggcggcgagyg
gtcggtggge
gaggagagct
aaactgaagc
aagctgaagc
gaggagaacc
ccecacggtge
cceegetgeg

tcagccgeeg

19

tggctgtcecece
ccggtggegg
aggaggagtt
cccacegecee
tccgcectcaa
tgcggcecgag
agacggagat
gccggcectgea
tctegecgea
agcgcatcac

ccgcegecee

cggectcecage
ctgcaacatg
cccgatgggce
caagaagctc
ccataccctc
gcaggtggag
ggagtgcgag
gcgggaggty
caccaggcag
cgccgecace

ctcgcecttc

180

240

300

360

420

480

540

600

660

690



Met

Tyr

Lys

Val

Asn

65

Ser

Pro

Asp

Ser

Arg

145

Leu

Pro

Leu

Ser

Arg

225

Thr

Arg

Arg

Ile

Ala

Gly

Phe

50

Pro

Ser

Leu

Met

His

130

Glu

Asn

Arg

Lys

Leu

210

Ala

Met

Ala

Asp

Lys

Leu

Ile

35

Leu

Asn

Asn

Ser

Asn

115

Asp

Gln

Pro

Gln

Gln

195

Thr

Ile

Cys

val

Arg
275

Leu

Tyr

S
A

Val

Ser

Asn

Leu

Asp
100

Arg

Asp

Ser

Lys

Ile

180

Thr

Glu

Lys

Pro

Val
260

Leu

His

Thr

Asn

Ser

Asp

85

Glu

Leu

Arg

Gln

165

Glu

Glu

Glu

Val

Arg

245

Pro
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Phe

Met

Leu

Phe

Leu

70

Leu

Gly

Pro

Ser

Leu

150

Lys

Val

Met

Asn

Gly

230

Cys

Val

Thr

Asp

Gln

Thr

55

Ile

Thr

Ser

Serx

Ala

135

Leu

Glu

Trp

His

215

Pro

Glu

Pro

Tyr

Tyr

Val

40

Phe

Lys

Ile

Gly

Ser

120

Pro

Glu

val

Phe

Arg

Thr

Arg

Ala

Ile

Ala

25

Cys

Ser

Ile

Ser

Gly
105

Glu

Pro

Asp

Leu

Gln

185

Glu

Leu

Thr

val

20

Cys
10

Cys
Leu
Ser
Met
Val
90

Gly

Asp
Arg
Ser
Ala
170
Asn
Tyxr
His
Val
Thr

250

Lys

Thr

Val

Phe

Sexr

Ala
75

Pro

Arg

Gly

Lys

Phe

155

Lys

Arg

Leu

Arg

Asn

235

Pro

Thr

Tyr

Cys

Tyr

Ile

60

Ile

Gly

Asp

Asp

Lys

140

Arg

His

Arg

Lys

Glu

220

Ser

Ala

Phe

Thr

Met

Ile

45

Leu

Leu

Phe

Leu

Gln

Leu

Ala

Arg

205

Val

Ala

Ala

Pro

Tyr

Tyr

30

Lys

Ala

Pro

Ser

Leu
110

Glu

Arg

Asn

Met

Arg

190

Trp

Glu

Ser

Ser

Pro
270

Lys

15

Lys

Leu

Leu

Glu

Ser
95

Leu

His

Leu

175

Ser

Phe

Glu

Ser

Pro

255

Gln

Leu

Tyr

Arg

Lys

Asn

80

Ser

Leu

Phe

Thr

Thr

160

Arg

Lys

Gly

Leu

Leu

240

Ser

Glu
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<210>6
<211> 225
<212> PRT

<213> Zea mays

<400> 6

Met Gly Ser Thr Ser Pro Ser Gly Leu Glu Leu Thr Met Ala Val Pro
1 5 10 15

Gly Leu Ser Ser Ser Ser Gly Ser Glu Gly Phe Gly Cys Asn Asn Asn
20 25 30

Asn Gly Ser Gly Asn Gly Asn Asn Met Arg Asp Leu Asp Met Asn Gln

21
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35

Pro Ala Ser
50

Glu Glu Glu
65

Lys Leu Arg

Arg Leu Asn

Lys Leu Lys
115

Arg Ala Arg
130

Lys Arg Cys
145

Glu Val Glu

Ser Pro His

Pro Arg Cys
195

Pro Pro Pro
210

Phe
225

<210>7
<211>213
<212> PRT

<213> Glicina max

<400> 7

Asp

Leu

His

100

Leu

Thr

Phe

Glu

Thr

180

Glu

Ala

Gly

Glu

Ser

85

Thr

Arg

Lys

Gly

Leu

165

Arg

Arg

Ala

ES 2459369 T3

Glu

Arg

Lys

Leu

Pro

Leu

Ser

150

Arg

Gln

Ile

Ser

Thr

Arg

Lys

135

Leu

Ala

Pro

Thr

Pro
215

40

Gly

Gln

Pro

Gln

120

Thr

Met

Leu

Ala

200

Phe

Glu

Ala

Lys

105

Val

Thr

Glu

Arg

Pro

185

Ala

His

Phe

Gly

Arg

Gln

Glu

Glu

Glu

Val

170

Ala

Thr

Pro

Pro

Gly

Leu

Lys

Val

Leu

Asn

155

Ala

Ser

Ala

Arg

Met

60

Pro

Leu

Glu

Trp

Glu

140

Arg

Pro

Ala

Ala

Arg
220

45

His

Glu

Ala

Phe

125

Cys

Arg

Pro

Leu

Arg

205

Pro

Ser

Arg

Glu

Leu

110

Glu

Leu

Thr

Thr

190

Thx

Ser

Val

Ala

Ser

95

Ala

Asn

Tyr

Gln

Val

175

Met

Pro

Ala

Glu

Lys

80

Phe

Val

Axrg

Leu

Arg

160

Leu

Cys

Arg

Ala

Met Ala Val Leu Pro Ser Ser Ser Ser Ser Leu Glu Leu Thr Ile Ser

1

5

22
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Val Pro Gly

Lys Glu Leu
35

Ser Asn Met
50

Lys Lys Leu
65

Phe Arg Gln

Met Gln Leu

Arg Arg Ala
115

Leu Lys Arg
130

Arg Glu Val
145

Ile Ser Pro
Cys Pro Axg
Ala Ala Ala

195

Pro Ser Ala

210
<210> 8
<211> 229
<212> PRT
<213> Oryza sativa
<400> 8

Phe

Asp

Glu

Arg

Asn

Lys

100

Arg

Trp

Glu

His

Cys

180

Thr

Ala

Ala

Ile

Asp

Leu

His

85

Leu

Ser

Phe

Glu

Ser

165

Glu

Leu

Cys
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Ser

Asn

Glu

Thr

70

Thr

Arg

Lys

Gly

Leu

150

Cys

Arg

Ser

Ser

Gln

Glu

55

Lys

Leu

Pro

Leu

Ser

135

Arg

Glu

Val

Ala

Pro Thr
25

Val Pro
40

Glu Ser

Glu Gln

Asn Pro

Arg Gln
105

Lys Gln
120

Leu Thr

Ala Ile

Pro Leu

Thr Ser

185

Lys Val
200

Leu

Leu

Ser

Ser

Lys

90

Val

Thr

Glu

Lys

Pro

170

Thr

Pro

Leu

Glu

Asn

Leu

75

Gln

Glu

Glu

Gln

Val

155

Ala

Ala

Pro

Pro

Glu

Gly

60

Leu

Lys

Val

Met

Asn

140

Gly

Ser

Asp

Thr

Ser

Asp

45

Glu

Leu

Glu

Trp

Glu

125

Arg

Pro

Thr

Lys

Gln
205

Ser

30

Trp

Pro

Glu

Ser

Phe

110

Cys

Arg

Pro

Leu

Pro

150

Ser

Ser

Met

Pro

Glu

Leu

95

Gln

Glu

Leu

Thr

Sexr

175

Pro

Arg

Val

Ala

Arg

Ser

80

Ala

Asn

Tyr

Gln

Val

160

Met

Ser

Gln

Met Met Gly Ala Thr Ser Pro Ser Gly Leu Glu Leu Thr Met Ala Val

23



Pro

Asn

Ala

Asp

65

Arg

Asn

Lys

Arg

Cys

145

Glu

His

Cys

Pro

Pro
225

<210>9
<211> 9215
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

Ala

Ser

50

Glu

Leu

His

Leu

Thr

130

Phe

Glu

Thr

Glu

Ser

210

Ser

Leu

Gly

Gly

Glu

Ser

Thr

Arg

115

Lys

Gly

Leu

Arg

Arg

195

Serxr

Ala

Ser

20

Gly

Gly

Glu

Lys

Leu

100

Pro

Leu

Ser

Arg

Gln

180

Ile

Ala

Ala

Ser
Gly
Glu
Arg
Glu
85

Thr
Arg
Lys
Leu
Ala
165
Pro
Thr

Ala

Phe
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Ser

Cys

Glu

Gly

70

Gln

Pro

Gln

Gln

Thr

Gly

Asn

Glu

55

Val

Sexr

Lys

Val

Thr

135

Glu

150 -

Met

Leu

Ala

Ala

Arg

Pro

Ala

Ala
215

Ser G

Met

40

Glu

Gly

Arg

Gln

Glu

120

Glu

Glu

Val

Ala

Thr

200

Ala

Arg

Phe

Gly

Leu

Lys

105

Val

Met

Asn

Ala

Ser

185

Gly

Pro

24

10

Gly

Asp

Pro

Pro

Leu

90

Glu

Trp

Arg

Pro

170

Ala

Pro

Ser

Ala

Leu

Met

His

75

Glu

Ala

Phe

Arg

155

Pro

Leu

Pro

Pro

Gly

Asp

Cys

Ile

45

Gly

60

Arg

Glu

Leu

Gln

Glu

140

Leu

Thr

Thr

Ala

Phe
220

Ser

Pro

Ser

Ala

Asn

125

Tyr

Gln

Val

Met

Val

205

His

Asn

30

Asn

Val

Lys

Phe

Ile

110

Arg

Leu

Arg

Leu

Cys

190

Arg

Pro

15

Asn

Gln

Glu

Lys

Arg

Lys

Arg

Lys

Glu

Ser

175

Pro

Pro

Arg

Asn

Pro

Glu

Leu

80

Leu

Leu

Ala

Arg

val

160

Pro

Arg

Pro

Arg
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<223> vector

25

<400> 9
actcaccagt cacagaaaag catcttacgg atggcatgac agtaagagaa ttatgcagtg 60
ctgccataac catgagtgat aacactgcgg ccaacttact tctgacaacg atcggaggac 120
cgéaggagct aaccgctttt ttgcacaaca tgggggatca tgtaactcgc cttgatcgtt 180
gggaaccggaigctgaatgaa gccataccaa écgacgagcg tgacaccacg atgcctgtag 240
caatggcaac aacgttgcgc aaactattaa ctggcgaact acttactcta gctteccgge 300
aacaattaat agactggatg gaggcggata aagttgcagg acéacttctg cgcteggccec 360
ttccggectgg ctggtttatt gctgataaat ctggagccgg tgagcgtggg tctcgeggta 420
tcattgcaéc actggggcca gatggtaagc cctcceccgtat cétagttatc tacacgacgg 480
ggagtcaggc aactatggat gaacgaaata gacagatcgc tgagataggt gcctcactga 540
ttaagcattg gtaactgtca gaccaagttt actcatatat actttagatt gatttaaaac 600
ttcattttta atttaaaagg atctaggtga agatcctttt tgataatctc atgaccaaaa 660
tcccttaacg tgagttttcg ttccactgag cgtcagaccec cgtagaaaag atcaaaggat 720
cttcttgaga tccttttttt ctgcgcgtaa tctgcectgctt gcaaacaaaa aaaccaccgce 780
taccagcggt ggtttgtttg ccggatcaag agctaccaac tcectttttecg aaggtaactg 840
gcttcagcag agcgcagata ccaaatactg tccttctagt gtagccgtag ttaggccace 900
acttcaagaa ctctgtagca ccgcctacat acctcgectct gctaatcctg ttaccagtgg 960
ctgctgccag tggcgataag tcgtgtctta ccgggttgga ctcaagacga tagttaccgg 1020
ataéggcgca gcggteggge tgaacggggg gttcgtgecac acagcccage ttggagcgaa 1080
cgacctacac cgaactgaga tacctacagc gtgagctatg agaaagcgcc acgcttccceg 1140
aagggagaaa ggcggacagg tatccggtaa gcggcagggt cggaacagga gagcgcacga 1200
gggagcttcc agggggaaac gcctggtatc tttatagtec tgtcgggttt cgccacctct 1260
gacttgagcg tcgatttttg tgatgctegt caggggggcg gagcctatgg aaaaacgcca 1320
gcaacgcggce ctttttacgg ttcctggect tttgcectggee ttttgctcac atgttctttce 1380
ctgegttate ccctgattcect gtggataace gtattaccge ctttgagtga getgataccg 1440
ctcgeccgecag ccgaacgacc gagcgcagcg agtcagtgag cgaggaagcg gaagagcgece 1500
caatacgcaa accgcctctc cccgegegtt ggecgattca ttaatgcage tggcacgaca 1560
ggtttccecga ctggaaageg ggcagtgagc gcaacgcaat taatgtgagt tagctcactce 1620



attaggcacc
gcggataaca
accctcacta
ggtcattcat
acctggtcaa
aaggtggcce
teggtactet
atgcatatct
ttgtataaga
atatatattc
ttécagcgca
tacaaaaaca
gceccageccea
caccceccgge
aaaaaagaaa
gaaaagcgag
acgcccecceca
caccaccacc
cébctccgcc
ttcgtetegg
ccagatcggt
ccggatecte
gatgatgggy
cactatggtt
tttektttctt
tcttttcatg
ggatatcaca
tatattaaat
ccagtcacta
tataatgtgt

atggagaaaa

ccaggcttta
atttcacaca
aagggaacaa
atgcttgaga
aagtgaaaac
aaagtgaaat
gatacgtcat
gtatttgagt
aatatcttta
aggcgaattce
tgggtatttt
acccctaaag
acccaaccca
actatcaccg
gaaaaaaaag
gaggatcgeyg
tcgeccactat
accaccacct
gccgcecggta
tctcgatctt
gcgegggagyg
geggggaatg
ggtttaaaat
tatattttta
ctttttgtgg
atttgtgaca
agtttgtaca
tagattttgc
tggeggcege
ggattttgag

aaatcactgg

ES 2459369 T3

cactttatgce
ggaaacagct
aagctggage
agagagtcgg
atcagttaaa
ttactectttt
ﬁtttgtatga
cgggttttaa
aaaaaaccca
tcacaatgaa
ttctagtaaa
ttcctaaage
acccaaccca
tgagttgtcc
aaaaagaaaa
agcagcgacyg
atacataccc
cctcceccect
accaccccgce
tggccttggt
ggcgggatcet
gggctctegyg
ttccgeecatg
tatatttctg
gtagaatttg
aatgcagcct
aaaaagctga
ataaaaaaca
attaggcacc
ttaggatccg

atataccacc

tteceggetceg
atgaccatga
tgagtactgg
gatagtccaa
aggtgétata
ctactattat
attggttttt
gttegtttge
tatgctaatt
caataataag
aataaaagat
ccaaagtgct
ccccagteca
gcaccaccgce
acagcaggtg
aggceccggcece
cccectetee
cgctgccgga
ccctetecte
agtttgggtg
cgcggetggce
atgtagatct
ctaaacaaga
ctgct{cgtc
aatccctcag
cgtgcggage
acgagaaacg
gactacataa
ccaggcttta
tcgagatttt

gttgatatat
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tatgttgtgt
ttacgccaag
cgcgcctgeyg
aataaaacaa
aagtaaaata
aaaaattgag
aagtttattce
ttttgtaaat
tgacataatt
attaaaatag
aaacttagac
atccacgatc
gccaactgga
acgtctecgea
ggtccgggtce
ctcectcecge
tccecateccece
cgacgagctc
tttctttcte
ggcgagagcg
gtctccggge
gatccgecgt
tcaggaagag
aggcttagat
cattgttcat
ttttttgtag
taaaatgata
tactgtaaaa
cactttatge
caggagctaa

cccaatggca

ggaattgtga
ctcgaaatta
gccgectcega
aggtaagatt
tcggtaataa
gatgtttttg
gcttttggaa
acagagggat
tttgagaaaa
ctttcececey
tcaaaacatt
cattagcaag
caatagtctc
gccaaaaaaa
gtgggggecy
ttccaaagaa
ccaaccctac
ctceceeecte
cgtttttttt
gcttcgtcge
gtgagtcgge
tgttggggga
gggaaaaggg
gtgctagatc
cggtagtttt
gtagaccgcyg
taaatatcaa
cacaacatat
ttceggeteg
ggaagctaaa

tcgtaaagaa

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480



cattttgagg
attacggcct
cacattcttg
gagctggtga
acgttttcat
tcgcaagatg
aatatgtttt
gccaatatgg
gacaaggtgc
gtcggcagaa
acgcgtggat
tgcggtataa
tgaagcagcg
tgatgtcaat
tgccgaacgce
aatgaacggc
cctataaaag
cgecegggeyg
ccegtgaact
atatggccag
aaaatgacat
ttatacacag
tatgtagtct
gtttctegtt
ccctagactt
acatagtgac
ctaattatct
tgtctttata
aatattaatc

gttttgctaa

catttcagtc
ttttaaagac
cccgectgat
tatgggatag
cgctctggag
tggcgtgtta
tcygtctcage
acaacttctt
tgatgccget
tgcttaatga
ccggcttact
gaatatatac
tattacagtg
atctccggtce
tggaaagcgg
tecttttgetg
agagagccgt
acggatggtg
ttacccggtg
tgtgccggtce
caaaaacgcc
ccagtctgea
gttttttatg
cagctttcett
gtccatcttce
atgctaatca
gaataagaga
attetttgat

atatataatt

ttattggggg
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agttgctcaa
cgtaaagaaa
gaatgctcat
tgttcaccct
tgaataccac
cggtgaaaac
caatcccectgg
cgcceccegtt
ggcgattcag
attacaacag
aaaagccaga
tgatatgtat
acagttgaca
tggtaagcac
aaaatcagga
acgagaacag
tatcgtcectgt
atcccectgg
gtgcatatcg
tccgttateg
attaacctga
ggtcgaccat
caaaatctaa
gtacaaagtg
ggatggccaa
ctataatgtg
aagagatcat
gaaccagatg
aatatcaatt

atagtgcaaa

tgtacctata
aataagcaca
ccggaattec
tgttacaccg
gacgatttcc
ctggcctatt
gtgagtttca
ttcaccatgg
gttcatcatg
tactgcgatg
taacagtatg
acccgaagta
gcgacagcta
aaccatgcag
agggatggcet
gggctggtga
ttgtggatgt
ccagtgcacg
gggatgaaag
gggaagaagt
tgttetgggg
agtgactgga
tttaatatat
gtgatgggga
cttaattaat
ggcatcaaag
ccatatttcet
cattttatta
gggttagcaa

aagaaatcta
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accagaccgt
agttttatcc
gtatggcaat
ttttccatga
ggcagtttct
tccctaaagg
ccagttttga
gcaaatatta
ccgtctgtga
agtggcaggy
cgtatttgcg
tgtcaaaaag
tcagttgctc
aatgaagcecc
gaggtcgecce
aatgcagttt
acagagtgat
tctgctgtcea
ctggcgcatg
ggctgatctc

aatataaatg

tatgttgtgt

tgatatttat
tcecccacee
gtataaataa
ttgtgtgtta
tatcctaaat
accaattcca
aacaaatcta

cgttctcaat

tcagctggat
ggcctttatt
gaaagacggt
gcaaactgaa
acacétatat
gtttattgag
tttaaacgtg
tacccaaggce
tggcttccat
cggggcgtaa
cgctgatttt
aggtgtgcta
aaggcatata
gtcgfctgcg
ggtttattga
aaggtttaca
attattgaca
gataaagtct
atgaccaccg
agccaccgeg
tcaggctecc
tttacagtat
atcattttac
tgcaatgtga
aaggatgcac
tgtgtaatta
gaatgtcacg
tatacatata
gtctaggtgt

aattcagata

3780
3840

3900

4020
4080

4140

4260
4320
4380
1440
1500
4560
4620
1680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220

5280



gaaaacttaa
accatgcatg
aacaatttaa
attttgatgt
gatttttgtt
tagaaacgaa
éttattttag
caaaagcata
ttaaatttaa
gaaaaatcta
acgggccaag
tggcacctac
cgacagtggt
tccaaccacg
cgcacaatcc
ggagaggaca
gatcgtttcg
agaggctatt
tcecggetate
tgaatgaact
gcgcagcetgt
tgeeggggea
ctgatgcaat
cgaaacatcg
atctggacga
gcatgcccecga
tggtggaaaa
gctatcagga
ctgaccgett
atcgecttet

tcaaacattt

taaagtgaga
atataaggaa
ttcaagaagc
tcaatgaagt
tctatgccgt
tggattgtca
tcatgattaa

tcaggatgat

cttaaaagtg

atcttctatg
ctttccgatce
aaatgccatc
cccaaagatg
tcttcaaage
cactatcctt
cgctgaaatc
catgattgaa
cggctatgac
agegcaggyag
gcaggacgag
gcﬁcgacgtt
ggatctecctg
gcggeggctyg
catcgagcga
agagcatcag
cggcgaggat
tggccgettt
catagcgttg
cctegtgett
tgacgagttc

ggcaataaag
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taatttacat
aatagataga
taggaatata
tttttttaat
agttatcttt
attttttttt
aatgtggcct
tgatatttat

tcctaaccgt

aatcgacctg

ctacctgtca
attgcgataa
gacccccacce
aagtggattg
cgcaagaccc
accagtctct
caagatggat
tgggcacaac
cgceccggtte
gcagcgegge
gtcactgaag
tcatctcacce
catacgcttyg
gcacgtactc
gggctcgege
ctcgtegtga
tctggattca
gctacccgtg
tacggtatcg
ttectgagegg

tttcttaaga

agattgcttt
gaaataattt
aatattgagg
ttcatatgaa
aatatatttg
aaagcaaata
taattgaatc
ctattttaaa
agttaaaggt
caggatttaa
cttcatcaaa
aggaaaggct
cacgaggagc
atgtgatact
ttcctctata
ctctacaaga
tgcacgcagg
agacaatcgg
tttttgtcaa
tatcgtgget
cgggaaggga
ttgctcctge
atccggctac
ggatggaagc
cagccgaact
cccatggcga
tcgactgtgg
atattgctga
ccgcteccga
gactctgggg

ttgaatcectg
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tatcctttga
tttacatcgt
agtttatgat
gtatécaaaa
tggttgaaga
tatatgaaat
atctttctca
aattaattta
ttactttaaa
atccategtt
aggacagtag
atcattcaag
atcgtggaaa
tccactgacg
taaggaagtt
tcggggatcet
ttctecggec
ctgctctgat
gaccgacctg
ggccacgacg
ctggctgcta
cgagaaagta
ctgcccattce
cggtcttgte
gttcgecagg
tgcctgettyg
ccggetgggt
agagcttgge
ttegecagcge
ttcgaagaat

ttgceggtcet

tatatgtgaa
tgaatatgta
tattattatt

attcttcata

aatttattge

tatactgtat
ttcatttttt
agggttcaaa
aéaatactat
ctggggccta
aaaaggaagg
atgcctctge
aagaagacgt
taagggatga
catttcattt
ctagctagac
gcttgggtgg
gccgeegtgt
tcecggtgeec
ggcgtteett
ttgggcgaag
teccatcatgg
gaccaccaag
gatcaggatg
ctcaaggcge
ccgaatatca
gtggecggace
ggcgaatggg
atcgecttet
tcecegategt

tgcgatgatt

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140



atcatataat
ttatttatga
gaaaacaaaa
ctagatcggg
ccaattccat
acaaatctag
gttctcaata
atcctttgat
ttacatcgtt
gtttatgatt
tatacaaaaa
ggttgaagaa
atatgaaatt
tctttctecat
attaatttaa
tactttaaaa
ggccgetgge
attcactggce
atcgeettge
atcgceecttce
tttgttaaaa
aatcggcaaa
agtttggaac
cgtctatcag
gaggtgecegt
gggaaagcceg
ggcgetggea
gccgetacag
tttatttttce

gcttcaataa

tccetttttt
aaaagatgct
cggtaagatc
agttctgcta

ccgcatacac

ttctgttgaa
gatgggtttt
tatagcgcge
gatatcgcgt
atacatataa
tctaggtgtg
attcagatag
atatgtgaaa
gaatatgtaa
attattatta
ttcttéatag
atttattgct
atactgtata
tcatttttte
gggttcaaat
aaatactatg
gcgccagtac
cgtcgtttta
agcacatccc
ccaacagttg
ttcgegttaa
atcccttata
aagagtccac
ggcgatggece
aaagcactaa
gcgaacgtgg
agtgtagcgg
ggcgcegtcag
taaatacatt

tattgaaaaa

gcggcatttt gecttectgt
gaagatcagt tgggtgcacg
cttgagagtt ttcgccccga
tgtggcgegg tattatccecg

tattctcaga atgacttggt
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ttacgttaag
tatgattaga
aaactaggat
gtctttataa
atattaatca
ttttgctaat
aaaacttaat
ccatgcatga
acaatttaat
ttttgatgtt
atttttgttt
agaaacgaat
ttattttagt
aaaagcatat
tazatttaac
aaaaatctaa
tagctagtac
caacgtcgtg
cctttcgeca
cgcagcctga
atttttgtta
aatcaaaaga
tattaaagaa
cactacgtga
atcggaaccc
cgagaaagga
tcacgctgeg
gtggcacttt
caaatatgta

ggaagagtat

catgtaataa
gtceccgcaat
aaattatcge
ttctttgatg
tatataatta
tattggggga
aaagtgagat
tataaggaaa
tcaagaagct
caatgaagtt
ctatgccgta
ggattgtcaa
catgattaaa
caggatgatt
ttaaaagtgt
tcttctatga
ccaattcgcce
actgggaaaa
gctggecgtaa
atggcgaatg
aatcagctca
atagaccgag
cgtggactcc
accatcaccc
taaagggagc
agggaagaaa
cgtaaccacc
tcggggaaat
tccgeteatg
gagtattcaa

ttttgctcac

agtgggttac

agaacgtttt

tattgacgcee

tgagt

29

ttaacatgta
tatacattta
gcgeggtgte
aaccagatgc
atatcaattg
tagtgcaaaa
aatttacata
atagatagag
aggaatataa
ttttttaatt
gttatcttta
ttttttttta
atgtggcctt
gatatttatc
cctaaccgfa
atcgaccgcet
ctatagtgag
ccctggegtt
tagcgaagag
gaaattgtaa
ttttttaace
atagggttga
aacgtcaaag
taatcaagtt
ccecgattta
gcgaaaggag
acacccgccg
gtgcgecggaa
agacaataac

catttcegtg

atgcatgacg

atacgcgata

atctatgtta

attttattaa
ggttagcaaa
agaaatctac
gattgetttt
aaataatttt
atattgagga
tcatatgaag
atatatttgt
aagcaaatat
aattgaatca
tattttaaaa
gttaaaggtt
gatcgatcge
tcgtattaca
acccaactta
gceccgecaccg
gcgttaatat
aataggccga
gtgttgttecc
ggcgaaaaac
ttttggggtc
gagcttgacg
cgggcgctag
cgcttaatge
ccectatttg
cctgataaat

tcgcecttat

ccagaaacgce
atcgaactgg
ccaatgatga

gggcaagagc

tggtgaaagt
atctcaacag
gcacttttaa

aactcggtcg

7380

7440

7500

7560

7620

7980

8040

8100

8160

8220

8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000

9060

9180

9215
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<210> 10
<211> 9747
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

<223> vector

10

30

<400> 10
ccgatcctac ctgtcacttc atcaaaagga cagtagaaaa ggaaggtggc acctacaaat 60
gccatcattg cgataaagga aaggctatca ttcaagatgc ctctgccgac agtggtccca 120
aagatggacc cccacccacg aggagcatcg tggaaaaaga agacgttcca accacgtcett 180
caaagcaagt ggattgatgt gatacttcca ctgacgtaag ggatgacgca caatcccact 240
atccttcgca agacccttce tctatataag gaagttcatt tcatttggag aggacacget 300
gaaatcacca gtctctctet acaagatcgg ggatctctag ctagacgatc gtttcgecatg 360
attgaacaag atggattgca cgcaggttct ccggccgectt gggtggagag gctattegge 420
tatgactggg cacaacagac aatcggctgc tctgatgececg ccgtgtteceg gectgtcageg 480
caggggcgcec cggttcetttt tgtcaagacc gacctgtccg gtgccctgaa tgaactgcag 540
gacgaggcag cgcggctatc gtggctggcecc acgacgggeg ttccttgege agetgtgetce 600
gacgttgtca ctgaagcggg aagggactgg ctgctattgg gcgaagtgcc ggggcaggat 660
ctcctgtcat ctecaccttge tecctgceccgag aaagtatcca tcatggcectga tgcaatgegg 720
cggctgcata cgcttgatce ggctacctge ccattcgace accaagcgaa acatcgcatc 780
gagcgagcac gtactcggat ggaagccggt cttgtcgatc aggatgatct ggacgaagag 840
catcaggggce tcgcgccage cgaactgttc gccaggectca aggcgcgcat gcccgacggce 900
gaggatctcg tcgtgaccca tggecgatgcce tgcttgeccga atatcatggt ggaaaatgge 960
cgcttttctg gattcatcga ctgtggececgg ctgggtgtgg cggaccgcta tcaggacata 1020
gcgttggeta ccegtgatat tgctgaagag cttggeggeg aatgggcectga ccgettectce 1080
gtgctttacg gtatcgccge tcccgattcg cagcgcatcg ccttctatcg ccttettgac 1140
gagttcttct gagcgggact ctggggttcg aagaattccc gatcgttcaa acatttggea 1200
ataaagtttc ttaagattga atcctgttgc cggtcttgecg atgattatca tataatttcet 1260



gttgaattac
ggtttttatg
gcgcgcaaac
tecgegtgtet
atataaatat
ggtgtgtttt
agatagaaaa
gtgaaaccat
atgtaaacaa
ttattatttt
tcatagattt
attgctagaa
tgtatattat
tttttcaaaa
tcaaattaaa
actatgaaaa
cctcgagagg
atttccgaat
tgtegtttta
aattgaaaaa
gctgatccat
gctgeecgett
aggcagataa
acggggcaac
aggccgttcg
cgggagggtt
gcagcectgg
ttageggtgg
cagccectca

caaggatcgc

gttaagcatg
attagagtcc

taggataaat

ttataattct

taatcatata
gctaattatt
cttaataaag
gcatgatata
tttaattcaa
gatgttcaat
ttgtttctat
acgaatggat
tttagtcatg
gcatatcagg
tttaacttaa
atctaatctt
cctcatctaa
tagaataatt
tcaaaatgta
aaattggtaa
gtagatttce
tgcacccggt
tttccattga
ggagtgatcc
cggccgaggg
cgagaagggyg
ttaaaaacaa
ccgaaaaacg
aatgtcaata

gcccctcatce
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taataattaa
cgcaattata
tatcgcgecge
ttgatgaacc
taattaatat
gggggatagt
tgagataatt
aggaaaatag
gaagctagga
gaagtttttt
gccgtagtta
tgtcaatttt
attaaaatgt
atgattgata
aagtgtccta
ctatgaatcg
gcceccattt
tgtttattge
ctttcatttt
ttactctttc
cggacatgaa
ggagcttgca
gaactgagcc
acatgggact
gcgcagecce
gggcacccce
ggtttataaa
ggcggaaacce
agtgecgeece

tgtcagtagt

catgtaatgc
catttaatac
ggtgtcatct
agatgcattt
caattgggtt
gcaaaaagaa
tacatagatt
atagagaaat
atataaatat
ttaatttcat
tctttaatat
tttttaaagc
ggccttaatt
tttatctatt
accgtagtta
accgctgatc
ggacgtgaat
tttcgectat
ataataacgc
tttttcteca
gccatttaca
tgttggtttc
atgtgcacct
tttcctagcet
tggggggatg
cttcggegtg
tattggttta
cttgcaaatg
tcatctgtca

cgcgececte
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atgacgttat
gcgatagaaa
atgttactag
tattaaccaa
agcaaaacaa
atctacgttc
gcttttatcc
aattttttac
tgaggagttt
atgaagtata
atttgtggtt
aaatatatat
gaatcatctt
ttaaaaatté
aaggtttact
gatcgcggcec
gtagacacgt
aaatacgacg
tgcggacatc
tattgaccat
attgaatata
tacgcagaac
tcccecccaac
tggctgccat
ggaggcccge
cgcggtcacg
aaagcaggtt
ctggatttte
gcactctgcc

aagtgtcaat

ttatgagatg
acaaaatata
atcggggata
ttccatatac
atctagtcta
tcaataattc
tttgatatat
atcgttgaat
atgattatta
caaaaattct
gaagaaattt
gaaattatac
tctcatteat
atttaagggt
ttaaaaaaat
gctggcgegce
cgaaataaaé
gatcgtaatt
tacatttttyg
catactcatt
tecctgecgece
tgagccggtt
acggtgagcg
ttttggggty
gttagcggge
cgcacagggc
aaaagacagg
tgcctgtgga
cctcaagtgt

accgcagggc

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1980

2040

2100

2160

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060



acttatcccce
gccgatttge
tgtcaacgcce
agtgagggcce
cacacggctt
cggcgaggge
gccttcaace
tcaaaggcgg
gcaaaaggcc
aggctcecgece
ccgacaggac
gttccgacce
ctttctcata
ggctgtgtge
cttgagtcca
attagcagag
ggctacacta
aaaagagttg
gtttgcaagce
tctacggggt
gaagcggtga
catctcgaac
aagccacaca
cggcgagett
ctcegegetg
gctaagcgeg
gagccagcca
gttgccttgg
tttgaggcgce
gagcgaaatg

gcgccgaagyg

aggcttgtcc
gaggctggce
gcgeegggtyg
aagttttccecg
cgacggcegtt
aaccagcccg
cagtcagctc
téatacggtt
agcaaaaggc
cccectgacga
tataaagata
tgcegettac
gctcacgetg
acgaaccccce
acccggtaag
cgaggtatgt
gaagaacagt
gtégctcttg
agcagattac
ctgacgctca
tcgccgaagt
cgacgttgct
gtgatattga
tgatcaacga
tagaagtcac
aactgcaatt
cgatcgacat
taggtccagce
taaatgaaac
tagtgcttac

atgtcgectge
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acatcatctg
agctccacgt
agtcggccce
cgaggtatcc
tctggegegt
gtgagcgteg
cttcecggtgg
atccacagaa
caggaaccgt
gcatcacaaa
ccaggecgttt
cggatacctyg
taggtatctc
cgttcagccce
acacgactta
aggcggtget
atttggtatc
atcecggcraaa
gcgcagaaaa
gtggaacgaa
atcgactcaa
ggccgtacat
tttgctggtt
ccttttggaa
cattgttgtg
tggagaatgg
tgatctggcet
ggcggaggaa
cttaacgcta
gttgtecege

cgactgggca

tgggaaacte
cgccggecga
tcaagtgtca
acaacgccgg
ttgcagggcece
gaaagggtcg
gCQCQQQQCa
tcaggggata
aaaaaggccyg
aatcgacgct
cccectggaa
tccgecttte
agttcggtgt
gaccgctgcg
tcgccactgg
acagagttct
tgcgetctge
caaaccaccg
aaaggatctc
aactcacgtt
ctatcagagg
ttgtacggct
acggtgaccg
actteggett
cacgacgaca
cagcgcaatg
atcttgctga
ctctttgatc
tggaactegc
atttggtaca

atggagegec

32

gcgtaaaatc
aatcgagcect
acgtccgecce
cggceggeceg
atagacggec
atcgaccgat
ggactacggt
acgcaggaaa
cgttgctgge
caagtcagag
gctcectegt
tccetteggg
aggtcgtteg
ccttatccgg
cagcagccac
tgaagtggtg
tgaagccagt
ctggtagegg
aagaagatcc
aagggatttt
tagttggegt
ccgcagtgga
taaggcttga
ccectggaga
tcattcegtyg
acattcttge
caaaagcaag
cggttcctga
cgcecgactg
gecgcagtaac

tgccggcecea

aggecgttttce
gcccctcatce
ctcatctgtc
cggtgtcteg
gccagcccag

gcccttgaga

‘atcagctcac

gaacatgtga
gtttttccat
gtggcgaaac
gcgectctect
aagcgtggeg
ctccaagctg
£aactatcgt
tggtaacagyg
gcctaactac
taccttcgga
tggttttttt
tttgatcttt
ggtcatgagg
catcgagcge
tggcggcctg
tgaaacaacg
gagcgagatt
gcgttatcca
aggtatcttce
agaacatagc
acaggatcta
ggctggcgat
cggcaaaatc

gtatcagccece

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920



gtcatacttg
gatcagttgyg
taatgtctaa
agatgctgca
ttcccaacga
cttcggtecect
atcaagccac
tggaatgctg
cgcacggaat
acgaacggat
ttctcttagg
cttaaggtag
tgcttgagaa
agtgaaaaca
aagtgaaatt
atacgtcatt
tatttgagtc
atatctttaa
ggcgaattct
gggtattttt
cccctaaagt
caacccaacc
tatcaccgtg
aaaaaaaaga
gaggatcgcg
tcgecactat
accaccacct
tccgecgeeg
ttteegtete

gcgegeceag

aagctaggca
aagaatttgt
caattcgtte
ggcatcgtgg
tcaaggcgag
ccgatcgagg
agcagcccac
ctccgtegte
gccaagcact
aaaccttttc
tttacccgece
ccaaagcccc
gagagtcggg
tcagttaaaa
tactcttttc
tttgtatgaa
gggttttaag
aaaaacccat
cacaatgaac
tctagtaaaa
tcctaaagece
caacccacce
agttgtccge
aaaagaaaaa
agccagcgac
atacataccc
ccacctccte
ccgecgeeggt
ggtctcgatc

atcggtgcge
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ggcttatctt
tcactacgtg
aagccgacygce
tgtcacgctce
ttacatgatc
atttttegge
tcgaccttcet
aggctttccg
ccecgagggga
acgccctttt
aatatatcct
ggaattcggce
atagtccaaa
ggtggtataa
tactattata
ttggttttta
ttcgtttget
atgctaattt
aataataaga
ataaaagata
caaagtgcta
cagtccagce
acgcaccgda
acagcaggtg
gaggeccggcece
cccectetee
cccccteget
aaccaccceg

tttggcettg

gggaggggcg

ggacaagaag
aaaggcgaga
cgcttcgegg
gtcgtttggt
ccccatgttg
gctgcgctac
agccgaccca
écgtttgggt
accctgtggt
aaatatccga
gtcaaacact
gcgectgegyg
ataaaacaaa
agtaaaatat
aaaattgagg
agtttattcg
tttgtaaata
gacataattt
ttaaaatagc
aacttagact
tccacgatcece
aactggacaa
cgtctcgcecag
ggtcegggte
ctceccteege
tceccatcecce
gccggacgac
cccctectect
gtagtttggg

ggatctcgeg

33

atcgcttgge
tcaccaaggt
cgcggcttaa
atggcttcat
tgcaaaaaag
gtccgcgacce
gacgagccaa
ggttgaacag
tggcatgcac
ttattctaat
gatagtttaa
ccgectegag
ggtaagatta
cggtaataaa
atgtttttgt
cttttggaaa
cagagggatt
ttgagaaaaa
tttceceeccegt
caaaacattt
atagcaagcc
tagtctccac
ccaaaaaaaa
gtgggggceceg
ttccaaagaa
ccaaccctac
gagctcctee
ctttectttcet
tgggcgagag

gctggggcte

ctcgegcegea
agtcggcaaa
ctcaagcgtt
tcagcteecgg
cggttagctc
gcgttgaggg
gggatctttt
aagtcattat
atacaaatgg
aaacgctcett
acatgactct
gtcattcata
cctggtcaaa
aggtggccca
cggtactttg
tgcatatctg
tgtataagaa
tatatattca
tgcagcgcecat
acaaaaacaa
cagcccaacce
accccecceccecac
aaaaagaaag
gaaacgcgag
acgcccceeca
caccaccacc
ccectecece
ccgttttttt
gcggcttegt

tcgceggegt

4980

5040

5100

5160

5220

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720



ggatccggece
tgttggggge
gggaaaaggg
gtgctagatc
cggtagtttt
gtagaccgcg
taaatatcaa
cacaacatat
ttccggeteg
ggaagctaaa
tcgtaaagaa
tcagctggat
ggcctttatt
gaaagacggt
gcaaactgaa
acacatatat
gtttattgag
tttaaacqgtg
tacgcaaggc
tggcttccat
cggggcgtaa
cgctgatttt
aggtatgcta
aaggcatata
gtegtctgeg
ggtttattga
aaggtttaca
attattgaca
gataaagtct
atgaccaccg

agccaccgeg

cggatctcge
gatgatgggyg
cactatggtt
tttctttett
tcttttcatg
ggatatcaca
tatattaaat
ccagtcacta
tataatgtgt
atggagaaaa
cattttgagg
attacggcct
cacattcttg
gagctggtga
acgttttcat
tcgcaagatg
aatatgtttt
gccaatatgg
gacaaggtgc
gtcggcagaa
acgcgtggat
tgcggtataa
tgaagcagceg
tgatgtcaat
tgccgaacge
aatgaacggce
cctataaaag
cgccegggeg
ccegtgaact
atatggccag

aaaatgacat
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ggggaatggg

ggtttaaaat
tatattttta
ctttttgtgg
atttgtgaca
agtttgtaca
tagattttgc
tggcggecge
ggattttgag
aaatcactgg
catttcagtc
ttttaaagac
ccecgectgat
tatgggatag
cgctctggag
tggcgtgtta
tcgtectcage
acaacttctt
tgatgceget
tgcttaatga
ccggcttact
gaatatatac
tattacagtg
atctcecggtce
tggaaagcgg
tettttgetg
agagagccgt
acggatggtg
ttacceggtyg
tgtgecggte

caaaaacgcc

gctctcggat
ttccgecatg
tatatttctg
gtagaatttg
aatgcagcct
aaaaagctga
ataaaaaaca
attaggcacc
ttaggatccg
atataccacc
agttgctcaa
cgtaaagaaa
gaatgctcat
tgttcaccct
tgaataccac
cggtgaaaac
caatccetgg
cgececeegtt
ggcgattcag
attacaacag
aaaagccaga
tgatatgtat
acagttgaca
tggtaagcac
aaaatcagga
acgagaﬁcag
tatcgtectgt
atcccectgg
gtgcatatcg
tcegttateg

attaacctga

34

gtagatectge
ctaaacaaga
ctgcttegte
aatccctcag
cgtgcggage
acgagaaacg
gactacataa
ccaggcttta
tcgagatttt
gttgatatat
tgtacctata
aataagcaca
ccggaattcec
tgttacaccyg
gacgatttcc
ctggcctatt
gtgagtttca
ttcaccatgg
gttcatcatg
tactgcgatg
taacagtatg
acccgaagta
gcgacagcta
aaccatgcag
agggatggcet
gggctggtga
ttgtggatgt
ccagtgcacg
gggatgaaag
gggaagaagt

tgttctgggyg

gatccgeegt
tcaggaagag
aggcttagat
cattgttcat
ttttttgtag
taaaatgata
tactgtaaaa
cactttatgce
caggagctaa
cccaatggeca
accagaccgt
agttttatec
gtatggcaat
ttttccatga
ggcagtttct
tcectaaagg
ccagttttga
gcaaatatta
ccgtttgtga
agtggcaggg
cgtatttgeg
tgtcaaaaag
tcagttgcecte
aatgaagccce
gaggtcgccee
aatgcagttt
acagagtgat
tctgctgtcea
ctggcgecatg
ggctgatcte

aatataaatg

7080

7140

7200

7260

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580
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tcaggctcee ttatacacag ccagtctgca ggtcgaccat agtgactgga tatgttgtgt 8640
tttacagtat tatgtagtct gttttttatg caaaatctaa tttaatatat tgatatttat 8700
atcattttac gtttctcgttvcagctttctt gtacaaagtg gtgatgggga tcccccacce 8760
tgcaatgtga ccctagactt gtccatcttc tggattggcc aacttaatta atgtatgaaa 8820
taaaaggatg cacacatagt gacatgctaa tcactataat gtgggcatca aagttgtgtg 8880
ttatgtgtaa ttactaatta tctgaataag agaaagagat catccatatt tcttatccta 8940
aatgaatgtc acgtgtcttt ataattcttt gatgaaccag atgcatttta ttaaccaatt 9000
ccatatacat ataaatatta atcatatata attaatatca attgggttag caaaacaaat 9060
ctagtctagg tgtgttttge taattattgg gggatagtgc aaaaagaaat ctacgttctc 9120
aataattcag atagaaaact taataaagtg agataattta catagattgc ttttatcctt 9180
tgatatatgt gaaaccatgc atgatataag gaaaatagat agagaaataa ttttttacat 9240
cgttgaatat gtaaacaatt taattcaaga agctaggaat ataaatattg aggagtttat 9300
gattattatt attattttga tgttcaatga agtttttttt aatttcatat gaagtataca 9360
aaaattcttc atagattttt gtttctatgc cgtagttatc tttaatatat ttgtggttga 9420
agaaatttat tgctagaaac gaatggattg tcaatttttt tttaaagcaa atatatatga 9480
aattatactg tatattattt tagtcatgat taaaatgtgg ccttaattga atcatctttc 9540
tcattcattt tttcaaaagc atatcaggat gattgatatt tatctatttt aaaaattaat 9600
ttaagggttc aaattaaatt taacttaaaa gtgtcctaac cgtagttaaa ggtttacttt 9660
aaaaaaatac tatgaaaaat ctaatcttct atgaatcgac ctgcaggatt taaatccatc 9720
gttctggggce ctaacgggcc aagcttt 9747

<210> 11

<211> 1023

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> promotor

<400> 11

Ala Gly Cys Thr Thr Ala Thr Cys Gly Gly Cys Cys Gly Ala Gly Gly
1 5 10 15

Thr Gly Ala Gly Ala Ala Gly Gly Gly Thxr Thr Cys Thr Ala Ala Ala R
20 25 30

Gly Ala Cys Ala Thr Gly Gly Ala Gly Gly Thr Gly Gly Ala ‘Ala Gly

35



Gly

Gly

65

Thr

Thr

la

Cys

Cys

145

Ala

Thr

Ala

Thr

Thr

225

Ala

Gly

Cys

Cys
50

Ala
Thr
Gly
Cys
Ala
130
Ala
Ala
Ala
Thr
Gly
210
Gly
Ala

Cys

Ala

35

Cys

Ala

Cys

Thr

Cys

115

Ala

Cys

Ala

Cys

Thr

185

Cys

Thr

Thr

Thr

Gly
275

Thx

Gly

Ala

Ala

100

Thr

Cys

Thr

Thr

Cys

180

Thx

Thr

Thr

Gly

Cys

260

Gly

Gly

Ala

Thr

Gly

Thr

Cys

Thr

165

Cys

Thr

Ala

Ala

Ala

245

Ala

Cys
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Ala

Thr

70

Thr

Thr

Thr

Cys

150

Gly

Thr

Ala

Ala

Cys
55

Gly

Gly

Cys

Gly
135

Thr

Thr C

Ala

Ala

Thr

215

Gly

230

Ala

Gly

Thr

Ala

Cys

Ala

Cys

40

Gly

Cys

Thr

Ala

Thr

120

Thxr

Thr

Gly

Thxr

200

Gly

Thr

Thr

Gly

Thr
280

Thr

Thr

Cys

Thr

105

Thr

Ala

Thr

Ala

185

Gly

Thr

Ala

Ala

Thr

265

Cys

36

Ala

Cys

Thr

Ala

Cys

170

Cys

Gly

Gly

Gly

Gly

250

Gly

Ala

Gly

Thr

75

Thr

Thr

Thr

Thx

Cys

155

Thr

Thr

Thr

Gly

Ala

235

Thr

Ala

Ala

Thr

Thr

Gly

Thr

Thr

140

Thr

Thr

Ala

Gly

Cys

220

Gly

Thr

Thr

Ala

45

Thx

Ala

Cys

Ala

Thr

125

Thr

Thr

Thr

Gly

Ala

205

Gly

Ala

Ala

Ala
285

Ala

Gly

Thr

Thr

110

Ala

Ala

Thr

Cys

Ala

190

Thr

Cys

Thr

Ala

Ala

270

Ala

Gly

Cys

Thr

95

Thr

Thr

Ala

Thr

Thr

175

Thr

Thr

Cys

Ala

Ala

255

Ala

Thr

Ala

Thr

80

Thr

Thr

Ala

Ala

Cys

160

Thr

Ala

Thr

Ala

Ala

240

Ala

Thr

Thr



Cys

Ala

305

Thr

Ala

Thr

Ala

Ala

385

Ala

Cys

Ala

Thr

Ala

465

Ala

Gly

Gly

Ala

290

Ala

Ala

Ala

Ala

Thr

370

Ala

Thr

Thr

Thr

Thr

450

Thr

Cys

Thr

Thr

Thr

Thr

Cys

Ala

Ala

355

Ala

Ala

Cys

Thr

Cys

435

Gly

Thr

Thr

Ala

Gly
515

Ala

Ala

Ala

Thr

340

Ala

Thr

Ala

Thr

Ala

420

Thr

Ala

Thr

Ala

Cys

500

Gly

Ala

Thr

Thr

325

Thr

Ala

Ala

Ala

Thr

405

Ala

Thr

Gly

Thr

Cys

485

Gly

Ala
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Ala

Cys

310

Gly

Thr

Ala

Gly

Thr

390

Ala

Ala

Thr

Ala

Thr

470

Gly

Thr

Gly

Gly

Ala

Ala

Thr

375

Thr

Ala

Ala

Gly

Cys

455

Thr

Ala

Ala

Thr

Thr

Ala

Ala

Gly

Thr

360

Thr

Ala

Thr

Cys

Ala

Gly

Ala

Ala

Thr

345

Thr

Thr

Thr

Thr

Cys

425

Thr

440

Gly

Thr

Cys

Gly

Cys
520

Ala

Thr

Gly

Ala

505

Gly

37

Thr

Ala

Ala

330

Thr

Cys

Thr G

Gly

Ala

410

Gly

Gly

Thr

Gly

Ala

490

Ala

Thr

Thr

Thr

315

Ala

Thxr

Ala

Ala

395

Thr

Thr

Thr

Thr

Thr

475

Gly

Ala

Gly

Thr

300

Ala

Thr

Ala

Gly

Thr

380

Ala

Thr

Gly

Cys

Ala

460

Gly

Cys

Thr

Cys

Thr

Thr

Ala

Gly

Thr

365

Ala

Thr

Cys

Thr

445

Thr

Cys

Thr

Ala

Cys
525

Thr

Thr

Ala

Thr

350

Thr

Thr

Cys

Thr

Thr

430

Ala

Ala

Thr

Gly

Cys
510

Thr

Thr

Thr

335

Ala

Gly

Thr

Thr

Thr

415

Cys

Gly

Thr

Thr

Ala

495

Thr

Cys

Ala

Thr

320

Ala

Thr

Ala

Cys

Gly

400

Cys

Thr

Thr

Ala

Ala

480

Ala

Ala

Gly



Thr

Cys

545

Ala

Ala

Gly

Gly

Gly

625

Cys

Thr

Gly

Cys

705

Thr

Cys

Gly

Gly
530

Gly

Cys

Cys

610

Cys

Thr

Thr

Gly

Cys

690

Ala

Cys

Ala

Gly

Thr

Thr

Cys

Gly

Gly

585

Cys

Cys

Gly

Gly

Cys

675

Thr

Cys

Cys

Gly

Cys
755

Gly

Ala

Gly

Cys

580

Thr

Ala

Cys

Gly

Gly

660

Cys

Cys

Ala

Gly

Cys

740

Gly

Cys

Cys

Cys

565

Cys

Cys

Cys

Ala

Ala

645

Gly

Thr

Gly

Gly

Gly

725

Cys

Cys
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Cys

Gly

550

Thr

Gly

Gly

Thr

Ala

630

Ala

Thr

Gly

Thr

Gly

710

Gly

Gly

Gly

Thr
535

Cys

Ala

Cys

Cys

615

Gly

Gly

Gly

Gly

Cys

695

Cys

Ala

Cys

Thr

Gly

Thr

Gly

Ala

Gly

600

Gly

Ala

Gly

Thr

Ala

680

Gly

Gly

Thr

Thr

Gly
760

Thr

Ala

Ala

Gly

585

Gly

Cys

Gly

Ala

Thr

665

Gly

Thr

Thr

Ala

Gly

745

Thr

38

Ala

Cys

Gly

570

Gly

Cys

Cys

Ala

Thr

650

Cys

Gly

Cys

Gly

Ala

730

Cys

Gly

Gly

Ala

555

Cys

Thr

Ala

Gly

Cys

635

Gly

Ala

Cys

Cys

Gly

715

Gly

Gly

Ala

Cys
540

Gly

Cys

Gly G

Cys

620

Cys

Ala

Cys

Ala

Gly

700

Ala

Gly

Ala

Ala

Cys

Cys

Cys

Thr

605

Ala

Gly

Gly

Gly

Gly

685

Gly

Gly

Thr

Thr

Cys
765

Ala

Ala

Ala

590

Ala

Ala

Gly

Gly

Ala

670

Gly

Ala

Ala

Gly

Ala

750

Cys

Cys

Cys

Ala

575

Ala

Thr

Ala

Gly

655

Ala

Ala

Gly

Cys

Ala

735

Gly

Cys

Thr

Ala

560

Gly

Gly

Ala

Ala

Gly

640

Thr

Thr

Gly

Cys

Gly

720

Gly

Gly

Cys
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Gly Thr Cys Gly Cys Gly Cys Cys Cys Cys Ala Cys Gly Gly Ala Thr
770 775 780

Gly Gly Thr Ala Thr Ala Ala Gly Ala Ala Thr Ala Ala Ala Gly Gly
785 790 795 800

Cys Ala Thr Thr Cys Cys Gly Cys Gly Thr Gly Cys Ala Gly Gly Ala
805 810 815

Thr Thr Cys Ala Cys Cys Cys Gly Thr Thr Cys Gly Cys Cys Thr Cys
820 825 830

Thr Cys Ala Cys Cys Thr Thr Thr Thr Cys Gly Cys Thr Gly Thr Ala
835 840 845

Cys Thr Cys Ala Cys Thr Cys Gly Cys Cys Ala Cys Ala Cys Ala Cys
850 855 860

Ala Cys Cys Cys Cys Cys Thr Cys Thr Cys Cys Ala Gly Cys Thr Cys
865 870 875 880

Cys Gly Thr Thr Gly Gly Ala Gly Cys Thr Cys Cys Gly Gly Ala Cys
885 890 895

Ala Gly Cys Ala Gly Cys Ala Gly Gly Cys Gly Cys Gly Gly Gly Gly
900 905 910

Cys Gly Gly Thr Cys Ala Cys Gly Thr Ala Gly Thr Ala Ala Gly Cys
915 920 925

Ala Gly Cys Thr Cys Thr Cys Gly Gly Cys Thr Cys Cys Cys Thr Cys
930 935 940

Thr Cys Cys Cys Cys Thr Thr Gly Cys Thxr Cys Cys Ala Thr Ala Thr
945 950 955 360

Gly Ala Thr Cys Gly Thr Cys Gly Ala Ala Cys Cys Cys Ala Thr Cys
965 970 975

Gly Ala Gly Cys Thr Ala Cys Ala Ala Cys Gly Gly Thr Thr Cys Thr
980 985 990

Cys Ala Cys Cys Gly Cys Gly Gly Gly Cys Gly Cys Gly Ala Thr Thr
995 1000 1005
Thr Cys Cys Ala Gly Cys Ala Gly Cys Cys Cys Gly Gly Gly Gly

1010 1015 1020

<210> 12
<211> 804
<212> ADN

<213> Artificial

39
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<220>

<223> elemento

10

15

40

<400> 12
accgtcttcecg gtacgegecte actccgecct ctgectttgt tactgeccacg tttctcectgaa 60
tgctctettg tgtggtgatt gctgagagtg gtttagetgg atctagaatt acactctgaa 120
atcgtgttct gecctgtgetg attacttg‘cc gtcctttgta gcagcaaaat atagggacat 180
ggtagtacga aacgaagata gaacctacac agcaatacga gaaatgtgta atttggtgct 240
tagcggtatt tatttaagca catgttggtg ttatagggca cttggattca gaagtttgcet 300
gttaatttag gcacaggctt catactacat gggtcaatag tatagggatt catattatag 360
gégatactat aataatttgt tcgtctgcag agcttattat ttgccaaaat tagatattcc 420
tattctgttt t£gtttgtgt gctgttaaat tgttaacgce tgaaggaata aatataaatg 480
acgaaatttt gatgtttatc tctgctecctt tattgtgacc ataagtcaag atcagatgca 540
cttgttttaa atattgttgt ctgaagaaat aagtactgac agtattttga tgcattgatc 600
tgcttgtttg ttgtaacaaa atttaaaaat aaagagtttc ctttttgttg ctctcecttac 660
ctcctgatgg tatctagtat ctaccaactg acactatatt gcttctcettt acatacgtat 720
cttgctcgat gccttetecee tagtgttgac cagtgttact cacatagtct ttgctcattt 780
cattgtaatg cagataccaa gcgg 804

<210> 13

<211> 9754

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> vector

<400> 13
gatggggatc agattgtcgt ttceccgectt cagtttaaac tatcagtgtt tgacaggata 60
tattggcggg taaacctaag agaaaagagc gtttattaga ataatcggat atttaaaagg 120
gcgtgaaaag gtttatccgt tcgtccattt gtatgtgecat gccaaccaca gggttccect 180
cgggagtgct tggcattccg.tgcgataatg acttctgttc aaccacccaa acgtcggaaa 240
gcctgacgac ggagcagcat tccaaaaaga tcccttgget cgtctgggtc ggctagaagg 300
tcgagtggge tgctgtgget tgatccctca acgeggtcge ggacgtageg cagcgccgaa 360



aaatcctcga
gtaactcgcce
gacaccacga
gcttgaacga
gtgaacaaat
agcctgecta
gtcgécagcg
caacgtaagc
taaggtttca
cgccgcectgga
atcaatgtcg
tccaaattgce
aatggtgact
aaggtcgttg
caaatcaata
ggccagcaac
cgatactteg
cgaagcggtg
atggcaacaa
caattaatag
cqggctggct
attgcagcac
agtcaggcaa
aagcattggt
catttttaat
ccttaacgtg
tettgagatce
ccagcggtgg
ttcagcagag

ttcaagaact

tcggaggacc
ttgatcgttg
tgcctgecage
attgttagac
tcttcecaact
gcttcaagta
acatcctteg
actacattte
tttagcgecet
cctaccaagg
atcgtggctyg
agttcgeget
tctacagcge
atcaaagctc
tcactgtgtyg
gtcggttcga
gcgatcaccg
tecggcecttgaa
cgttgcgcaa
actggatgga
ggtttattgce
tggggccaga
ctatggatga
aactgtcaga
ttaaaaggat
agttttegtt
ctttttttet
tttgtttgee
cgcagatacc

ctgtagcacc
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gaaggagcta
ggaaccggag

atctaacgct

attatttgcc

gatctgegeg
tgacgggctg
gcgcgatttt
gctecatcgee
caaatagatc
caacgctatg
gctcgaagat
tagctggata
ggagaatctc
gcegegttgt
gcttecaggcece
gatggcgctc
cttcectceat
tgaattgtta
actattaact
ggcggataaa
tgataaatct
tggtaagccce
acgaaataga
ccaagtttac
ctaggtgaag
ccactgagcg
gcgegtaatce
ggatcaagag
aaatactgtc

gcctacatac

accgcttttt
ctgaatgaag
tgagttaagc
gactaccttg
cgaggccaag
atactgggcc
gecggttact
agcccagteg
ctgttcagga
ttctcttget
acctgcaaga
acgccacgga
gctctctcca
ttcatcaaéc
gccatccact
gatgacgcca
gatgtttaac
ggcgtcatece
ggcgaactac
gttgcaggac
ggagceggtyg
tccegtateg
cagatcgctg
tcatatatac
atcctttttg
tcagacccceg
tgctgettge
ctaccaactc
cttctagtgt

ctcgetctge
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tgcacaacat
ccataccaaa
cgcgcecgega
gtgatctcge
cgatcttett
ggcaggcgcet
gcgetgtacce
ggcggcegagt
accggatcaa
tttgtcagca
atgtcattge
atgatgtcgt
ggggaagccyg
cttacggtca
gcggagecgt
actacctctg
tcctgaatta
tgtgctceeg
ttactctagce
cacttctgcg
agcgtgggte
tagttatcta
agataggtgc
tttagattga
ataatctcat
tagaaaagat
aaacaaaaaa
tttttcecgaa
agccgtagtt

taatcctgtt

gggggatcat
cgacgagcgt
agcggcegtceg
ctttcacgta
gtccaagata
ccattgccca
aaatgcggga
tccatagegt
agagttcctc
agatagccag
gctgccattce
cgtgcacaac
aagtttccaa
ccgtaaccag
acaaatgtac
atagttgagt
agccgegeeg
acctgcagcea
ttceceggceaa
ctcggeectt
tegeggtate
cacgacgggg
ctcactgatt
tttaaaactt
gaccaaaatc
caaaggatct
accaccgcta
ggtaactggce
aggccaccac

accagtggct

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160



gctgccagtg
aaggcgcagc
acctacaccyg
gggagaaagg
‘gagcttccag
cttgagegte
aacgcggecet
gcgttatccce
cgcecgeagec
atgcggtatt
aétacaatct
actgggtcat
gtctgctecce
agaggttttc
‘ggtcgtgaag
ccagaagcgt
gtttggtcac
tgaaacgaga
aacgttgtga
agggtcaatg
atcctgcgat
tttacgaaac
agcagcagte
aaccccgceca
aggacccaac
atatgttctg
caattcttgg
ggcceggete
tacaatccat
cagcggtcca

ctgatggtcg

gcgataagtc
ggtcgggcetg
aactgagata
cggacaggta
ggggaaacgce
gatttttétg
ttttacggtt
ctgattctgt
gaacgaccga
ttctecttac
gctctgatge
ggctgegecce
ggcatccget
accgtcatéa
cgattcacag
taatgtctgg
tgatgcctec
gaggatgctc
gggtaaacaa
ccagcgcette
gcagatccgg
acggaaaccg
gcttcacgtt
gcctageegg
gctgecegag
ccaagggttg
agtggtgaat
catgcaccgce
gccaaccegt
atgatcgaag

tcatctacct
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gtgtcttacce
aacggggggt
cctacagcegt
tcecggtaage
ctggtatctt
atgctcgtea
cctggecttt
ggataaccgt
gcgcagcgag
gcatctgtge
cgcatagtta
cgacaccegce
tacagacaag
ccgaaacgcg
atgtctgect
cttctgataa
gtgtaagggg
acgatacggg
ctggeggtat
gttaatacag
aacataatgg
aagaccattc
cgctcgegta
gtcctcaacg
atgcgcegeg
gtttgcgeat
ccgttagcga
gacgcaacgc
tccatgtget
ttaggctggt

gcectggacag

gggttggact
tcgtgcacac
gagctatgag
ggcagggtcyg
tatagtcctg
ggggggcgga
tgctggcectt
attaccgect
tcagtgagcg
ggtatttcac
agccagtata
caacacccgce
ctgtgaccgt
cgaggcagct
gttcatccgce
agcgggcecat
gatttctgtt
ttactgatga
ggatgcggcg
atgtaggtgt
tgcagggcge
atgttgttgce
tcggtgatte
acaggagcac
tgcggetget
tcacagttct
ggtgccgecyg
ggggaggcag
cgccgaggcg
aagagccgceg

catggcctgce
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caagacgata
agcccagcett
aaagcgccac
gaacaggaga
tcgggttteg
gcctatggaa
ttgctcacat
ttgagtgagce
aggaagcgga
accgcatatg
cactccgcta
tgacgcgece
ctcegggage
gcggtaaagce
gtccagctceg
gttaagggcg
catgggggta
tgaacatgcce
ggaccagaga
tccacagggt
tgacttccge
tcaggtcgea
attctgctaa
gatcatgcge
ggagatggeg
ccgcaagaat
gcttccéttc
acaaggtata
gcataaatcg
agcgatcctt

aacgcgggcea

gttaccggat
ggagcgaacyg
gcttcccgaa
gcgcacgagyg
ccacctctga
aaacgccagc
gttctttect
tgataccgcet
agagcgcectg
gtgcactctce
tcgetacgtg
tgacgggcett
tgcatgtgtc
tcatcagcgt
ttgagtttct
gttttttect
atgataccga
cggttactgg
aaaatcactc
agccagcagc
gtttccagac
gacgttttge
ccagtaaggc
acccgtggee
gacgcgatgg
tgattggctce
aggtcgaggt
gggcggcegec
ccgtgacgat
gaagctgtcc

tcecegatgee

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2880

2940

3000

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020



gccggaageyg
caagacgtag
acgtttggtg
cgcaagcgac
ccagagcgct
ggcgacgata
gggcatcggt
tggcggeegt
accécggccg
tgaggggcgy
gggcaggctc
gcctgatttt
cggtattgac
gaggggcaga
ggcagaaaét
ttttaacctg
tgcgegtgac
taacgcggge
aaaaatggca
ccgtgttggg
ctcagttctg
aggatatatt
tatgatggtc
tgtagatgtc
gatccgtegt
ttcgacgtgt
cggccaccac
ataaacgacc
taatttataa

ataaacaact

agaagaatca
cccagcgegt
gcgggaccag
aggccgafca
gcecggceacct
gtcatgcccece
cgatcgaccc
ctatggccct
gecgecggceg
acgtfgacac
gatttcggcce
acgcgagttt
acttgagggyg
gtgctgacag
ccagcatttg
cttttaaacc
cgcgcacgec
ctcccatccee
gccaagctag
gggaaggtgce
cgtagaaacc
caattgtaaa
aatatggaga
cgcagcgtta
atttataggc
ctacattcac
tcgagaagct
atttcegtca
gtgtgaagtt

ccatagattt
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taatggggaa
cggccgecat
tgacgaaggc

tcgtegeget

gtcctacgag

gcgcccaccg
tttccgac?c
gcaaacgcgce

ttgtggatac

ttgaggggce

ggcgacgtgg
cccacagatg
cgcgactact
atgaggggcg
caagggtttc
aatatttata
gaaggggggt
cccaggggcet
gaaaagtccc
acatggctca
aacatgcaag
tggcttcatg
aaaagaaaga
ttataaaatg
gaaagcaata
gtccaaatgg
tactagtcaa
attctccttg
tgaattatga

tcaaaaaaac

ggccatccag
gccggegata
ttgagcgagg
ccagcgaaag
ttgcatgata
gaaggagctg
tcaccgggct
cagaaacgcc
ctcgcggaaa
gactcacccg
agctggccag
atgtggacaa
gacagatgag
cacctattga
cgccegtttt
aaccttgttt
gcececceeccett
gcgccecteg
atgtggatca
gttctcaatg
ctccaccggg
tccgggaaat
gtaattacca
aaagtacatt
aacaaattat
gggcttagat
caattggcca
gttgcaacag
aagacgaaat

agtcacgaga
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cctcgegteg
atggcctgcet
gcgtgcaaga
cggtcctcge
aagaagacag
actgggttga
ggttgcccte
gtcgaagecg
acttggcect
gcgeggegtt
cctcgecaaat
gcctggggat
gggcgegate
catttgaggg
tcggccaccg
ttaaccaggg
ctcgaaccct
gccgcgaacg
dtccgttgcc
gaaattatct
tgcaaagcgg
ctacatggat
attttttttc
ttgataaaac
tctaattcgg
gagaaacttc
atctttgttce
tctaccegtce
cgtattaaaa

aaaaaaccac

cgaacgccag
tctcgeccgaa
ttccgaatac
cgaaaatgac
tcataagtgce
aggctctcaa
gccgetgggce
tgtgcgagac
cactgacaga
gacagatgag
cggcgaaaac
aagtgccctg
cttgacactt
gctgtccaca
ctaacctgtc
ctgcgcectg
cccggecege
gcctcacccce
ccgtegetea
gcctéaccgg
cagcggegge
cagcaatgag
aattcaaaaa
gacaaattac
aaatctttat
acgatcgatg
taaattgcta
aaatgtttac
attcacgaga

agtccgtttg

4080

4140

4380
4440
4500
4560

462

<

4680
4740
4800

4860

4980
5 04'0
5100
5160

5220

5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760

5820



tctgctcette
atttgaacga
tagccgtaac
ggtttagatc
agtgtgaaag
agaagaaata
tactegtttce
atctttectct
tctctagatc
cgattteget
ggttgcttgt
tttatgtgtt
tatttttgtt
gattgatctg
gttttctegt
cgatgtttga
gtttacttca
catggcgcaa
ctcgaaatcce
acgagcttat
ctctgagett
agcttcatct
ccctggegat
gacgagaatc
agcaatgggt
cggaggattg
tcttactatg
cctcactaag
gaaatctgag
aatcacgtac

cctcaacaca

tagtttttat
tgtccgaacc
catcagtcac
aaactcaaaa
ccaggtcacc
gaaaaaaata
gctttectta
ctcgetgett
cgttegettg
agatctgttt
tatgtgattc
agatctatgg
tttttcagty
gttttaatct
tgagatctgt
gtttcaataa
tgagcttate
gttagcagaa
agtcaacgca
ccgatttegt
cgtcctctta
aggccagcta
aaaagtattt
actggtttge
gccagaatcc
ctcgctceccg
ggactggtag
agaccaatgg
gatggtgatc
agggttccga

cctggaatca
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tatttttcta
acaaaagccg
ggcteceeggy
caatctaacg
atagcattgt
aaagagtgag
gtgttagctg
ctcgaatctt
attttgctge
agcatgcgtt
gatccgtget
agtttgagga
aagtgaagtt
tcgatctgtt
gaagtttgaa
acgctgctaa
caattcattt
tctgcaatgg
aatctcccett
cgtegtgggg
aggtcatgtc
ctgccaggaa
cacacaggag
ttgagggcga
qaa;agaggg
aagcgccact
gcgtgtatga
gacgagtgcet
gtcttceggt
tggcgtcage

caaccgtgat

ttaatagttt
agccgataaa
ctaattcatt
gcaacataga
ctctﬁccaga
aaaaatcgta
ctgececgetgt
ctgtatcate
tegttagtceg
gtggttttat
tgttggateg
ttcttetege
gtttagttcg
aggtgttgat
cctagttttc
tcttcgaaac
cggtttcatt
tgtgcagaac
atcggtttet
attgaagaag
ttctgtttce
gtctageggg
cttcatgttc
agatgttatc
cgatacgtgg
tgactttggg
ctttgactct
gaatcccctg
tactctgcga
acaggtcaag

tgaacccatc
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tttgttattt
tcctaagecg
tgaaccgaat
cgcgtecggtg
ttttttattt
gagctatata
tgtttctect
ttecttettet
ttatﬁgttga
gagaaaatct
atctgagcta
ttctgtcgat
aaatgacttc
gtttacaagt
tcaataatca
taagttgtga
ttactttttt
ccatctctta
ctgaagacgc
agtgggatga
acggcgtgea
ctcagtggca
ggaggacttg
aacaccggta
atcatcgacg
aacgcagcta
accttcatcg
agggagatgg
ggccccaaga
tcagcggtac

atgactagag

cgagaataaa
agcctaactt
cataatcaac
agctaaaaag
gggaaataat
ttcgcacatg
ccatttctct
tcaaggtgag
ttctctatge
ttgttttggg
attcttaagg
ctctegetgt
gtgtatgctc
gaattctagt
acatatgaag
tctgattcgt
tttagtgaac
tctcecaatet
agcagcatcc
cgttaattgg
tgc£tcatgg
ccgtgcgeat
ctagtggaga
aggcgatgca
gtgttggtaa
cggggtgecyg
gtgacgcgag
gtgtccaggt
cccccacgece
tcetggeggy

accacacgga

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680



gaagatgttg
gacaateccge
tcecectegtece
gatcctgaat
gggtgctgac
gcgegtgegt
gatcgacgag
gaacggcctt
cctgaagcta
cccagacggg
fagaatcgcc
cgatgctacc
ggccaagatc
gcaataaagt
tctgttgaat
atgggttttt
atagcgcgcea
atcccacgtg
acttttcaac
cactttattg
aaaggaaagg
cccacgagga
tgatgtgatg
ttccattgee
tacaaatgce
ggtcccaaag
acgtcttcaa
tccecactatce
accaggtggt
gatcacctgt
aacaagcact
aacaatgaag
ttttttattt
gtgatgctct

aatgtgagta

cagggtttcg
ttggagggca
acagcgttte
gtcctcatga
atcgaggtta
tctagtacac
taccccattc
gaggagttga
aacggcgtgg
aaggggttgy
atgtcattte
atgatcgcca
gagctgtctg
ttcttaagat

tacgttaagc
atgattagag
aactaggata
cggaccgcct

aaagggtaat

tgaagatagt

ccatcgttga

gcatcgtgga

gtccgattga

cagctatctg
atcattgcga

atggacccce
agcaagtgga
cttcgcecaaga

accggcgegce
cgtacagtat

ggctttaata
ctaaaatttt
tctaattata
ttttttecttce

cattgagctc
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gcgctaatct
gaggtaaact
ccectcgtage
atccaacfag
tcaatcctag
tcaaaggcegt
tcgeegttge
gggttaagéa
actgcgacga
ggaatgcttc
tggtgatggg
cctectttee

atactaaggc

tgaatcctgt

atgtaataat
tccecgcaatt
aattatcgcg
gcaggecgeg
atécggaaac
ggaaaaggaa
agatgcctct
aaaagaagac
gacttttcaa
tcactttatt
taaaggaaag
acccacgagg
ttgatgtgat
cecettectet
caggcctggt
ttctacattt
tgatgataag
atttattgag
tatagtttcc
ctctttettt

atttaaataa

aacggtcgaa
gactggccaa
tgcgttgete
aaccggcctc
gttggcaggt
gaccgtccect
tgetgegttt
gagtgacagg
aggtgaaacg
gggagctget
acttgtctcc
tgagttcatg
cgcttgaatt
tgcecggtett
taacatgtaa
atacatttaa
cgcggtgtca
ttatcaagct
ctcctcggat
ggtggctect
gccgacagtg
gttccaacca
caaagggtaa
gtgaagatag
gccatcgttg
agcatcgtgg
atctccactg
atataaggaa
agtctgatta
gatgtgtgat
tattatggta
ccttgcggtt
tttgctttga
tttaacttta

gctt
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accgacgcecg
gtcatcgatg
gtccctggat
atcctcacat
ggagaggatg
gaggatcgcg
geegagggeg
ctgtccgegg
tcccttgtag
gtggcgacgc
gagaatccgg
gacctcatgg
cccgategtt
gcgatgatta
tgcatgacgt
tacgcgatag
tctatgttac
aactgcaggt
tccattgece
acaaatgcca
gtcccaaaga
cgtcttcaaa
tatccggaaa
tggaaaagga
aagatgcctc
aaaaagaaga
acgtaaggga
gttcatttca
attaagcgat
ttgtgaagaa
attaattaat
aatttcttgt
aatgctaaag

tcatacaaat

acggegtgag
tgcctggaga
ctgatgtgac
tgcaggagat
tggcegatct
ctccatccat
caactgtaat
tggcgaatgg
tcegtggtceg
accttgatca
tgaccgttga
caggcttggg
caaacatttg
tcatataatt
tatttatgag
aaaacaaaat
tagatcgggg
ccgatgtgag
agctatctgt
tcattgcgat
tggaccccca
gcaagtggat
cctectcegga
aggtggctcc
tgccgacagt
cgttccaacc
tgacgcacaa
tttggagagg
cgcgggecect
catcaaacaa
tggcaaaaac
gatgatcttt
gtttgagaga

tttgaataaa

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8340

8400

8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420

9480
9540

3600
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<210> 14
<211> 1696
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

<223> elemento

10

46

<400> 14
caaatttatt atgtgttttt tttccgtggt cgagattgtg tattattctt tagttattac 60
aagactttta gctaaaattt gaaagaattt actttaagaa aatcttaaca tctgagataa 120
tttcagcaat agattatatt tttcattact ctagcagtat ttttgcagat caatcgcaac 180
atatatggtt gttagaaaaa atgcactata tatatatata ttattttttc aattaaaagt 240
gcatgatata taatatatat atatatatat atgtgtgtgt gtatatggtc aaagaaattc 300
ttatacaaat atacacgaac acatatattt gacaaaatca aagtattaca ctaaacaatg 360
agttggtgca tggccaaaac aaatatgtag attaaaaatt ccagcctcca aaaaaaaatc 420
caagtgttgt aaagcattat atatatatag tagatcccaa atttttgtac aattccacac 480
tgatcgaatt tttaaagttg aatatctgac gtaggatttt tttaatgtct tacctgacca 540
tttactaata acattcatac gttttcattt gaaatatcct ctataattat attgaatttg 600
gcacataata agaaacctaa ttggtgattt attttactag taaatttctg gtgatgggcet 660
ttctactaga aagctctcgg aaaatcttgg accaaatcca tattccatga cttecgattgt 720
taaccctatt agttttcaca aacatactat caatatcatt gcaacggaaa aggtacaagt 780
aaaacattca atccgatagg gaagtgatgt aggaggttgg gaagacaggc ccagaaagag 840
atttatctga cttgttttgt gtatagtttt caatgttcat aaaggaagat ggagacttga 900
gaagtttttt ttggactttg.tttagctttg ttgggegttt ttttttttga tcaataactt 960
tgttgggctt atgatttgta atattttcgt ggactcttta gtttatttag acgtgctaac 1020
tttgttggge ttatgacttg ttgtaacata ttgtaacaga tgacttgatg tgcgactaat 1080
ctttacacat taaacatagt tctgtttttt gaaagttctt attttcattt ttatttgaat 1140
gttatatatt tttctatatt tataattcta gtaaaaggca aattttgctt ttaaatgaaa 1200
aaaatatata ttccacagtt tcacctaatc ttatgcattt agcagtacaa attcaaaaat 1260
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47

ttcccatttt tattcatgaa tcataccatt atatattaac taaatccaag gtaaaaaaaa 1320
ggtatgaaag ctctatagta agtaaaatat aaattcccca taaggaaagg gccaagtcca 1380
ccaggcaagt aaaatgagca agcaccactc caccatcaca caatttcact catagataac 1440
gataagattc atggaattat cttccacgtg gcattattcc agcggttcaa gccgataagg 1500
gtctcaacac ctctecttag gccttﬁgtgg ccgttaccaa gtaaaattaa cctcacacat 1560
atccacactc aaaatccaac ggtgtagatc ctagtccact tgaatctcat gtatcctaga 1620
ccctecgate actccaaage ttgttctcat tgttgttatc attatatata gatgaccaaa 1680
gcactagacc aaacct 1696

<210> 15

<211> 1696

<212> ADN

<213> Zea mays

<400> 15
caaatttatt atgtgttttt tttccgtggt cgagattgtg tattattctt tagttattac 60
aagactttta gctaaaattt gaaagaattt actttaagaa aatcttaaca tctgagataa 120
tttcagcaat agattatatt tttcattact ctagcagtat ttttgcagat caatcgcaac 180
atatatggtt gttagaaaaa atgcactata tatatatata ttattttttc aattaaaagt 240
gcatgatata taatatatat atatatatat atgtgtgtgt gtatatggtc aaagaaattc 300
ttatacaaat atacacgaac acatatattt gacaaaatca aagtattaca ctaaacaatg 360
agttggtgca tggccaaaac aaatatgtag attaaaaatt ccagcctcca aaaaaaaatc 420
caagtgttgt aaagcattat atatatatag tagatcccaa atttttgtac aattccacac 480
tgatcgaatt tttaaagttg aatatctgac gtaggatttt tttaatgtct tacctgacca 540
tttactaata acattcatac gttttcattt gaaatatcct ctataattat attgaatttg 600
gcacataata agaaacctaa ttggtgattt attttactag taaatttctg gtgatgggct 660
ttetactaga aagctectegg aaaatcttgg accaaatcca tattceccatga cttcgattgt 720
taaccctatt agttttcaca aacatactat caatatcatt gcaacggaaa aggtacaagt' 780
aaaacattca atccgatagg gaagtgatgt aggaggttgg gaagacaggc ccagaaagag 840
atttatctga cttgttttgt gtatagtttt caatgttcat aaaggaagat ggagacttga 900
gaagtttttt ttggactttg tttagctttg ttgggcgttt ttttttttga tcaataactt 960
tgttgggctt atgatttgta atattttcgt ggactcttta gtttatttag acgtgctaac 1020
tttgttggge ttatgacttg ttgtaacata ttgtaacaga tgacttgatg tgcgactaat 1080
ctttacacat taaacatagt tctgtttttt gaaagttctt attttcattt ttatttgaat 1140



gttatatatt
aaaatatata
ttccecatttt
ggtatgaaag
ccaggcaagt
gataagattc
gtctcaacac
atccacactc
ccctecgatce

gcactagacc

tttctatatt
ttccacagtt
tattcatgaa
ctctatagta
aaaatgagca
atggaattat
ctctccttag
aaaatccaac
actccaaagce

aaacct
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tataattcta
tcacctaatc
tcataccatt
agtaaaatat
agcaccactc
cttccacgtg
gcctttgtgg
ggtgtagatc

ttgttetcat

gtaaaaggca
ttatgcattt
atatattaac
aaattcccca
caccatcaca
gcattattcc
ccgttaccaa
ctagtccact

tgttgttatce
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aattttgcett
agcagtacaa
taaatccaag
taaggaaagg
caatttcact
agcggttcaa
gtaaaattaa
tgaatctcat

attatatata

ttaaatgaaa
attcaaaaat
gtaaaaaaaa
gccaagtcca
catagataac
gccgataagg
cctcacacat
gtatcctaga

gatgaccaaa

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620
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REIVINDICACIONES

1. Una célula vegetal de maiz que tiene establemente integrada en su genoma un ADN recombinante que comprende un
promotor que es funcional en células vegetales y que esta operativamente ligado a ADN que codifica una proteina que
tiene una identidad de secuencias de aminoacidos de al menos el 90 % con respecto a la longitud completa de SEC ID
N°: 5, en la que una planta de maiz que comprende dicha célula vegetal de maiz presenta un rendimiento potenciado con
respecto a plantas de control que no tienen dicho ADN recombinante, y en la que dicha célula vegetal es obtenible por
seleccion de una poblacion de células vegetales con dicho ADN recombinante seleccionando plantas que son
regeneradas de células vegetales en dicha poblacion para un rendimiento potenciado con respecto a plantas de control
que no tienen dicho ADN recombinante.

2. La célula vegetal de maiz de la reivindicacion 1, en la que dicha proteina comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID N°: 5.

3. La célula vegetal de la reivindicacion 1 6 2, que comprende ademas ADN que expresa una proteina que proporciona
tolerancia a la exposicion a un herbicida aplicado a niveles que son letales para un tipo natural de dicha célula vegetal.

4. La célula vegetal de la reivindicacion 3, en la que el agente de dicho herbicida es un compuesto de glifosato, dicamba o
glufosinato.

5. La célula vegetal de maiz de la reivindicacion 1 6 2, en la que dicha proteina comprende un dominio de caja homedtica
y un dominio HALZ.

6. Una planta de maiz transgénico o una semilla de maiz transgénico que comprende una pluralidad de la célula vegetal
de la reivindicacién 1 6 2.

7. La planta de maiz transgénico de la reivindicacion 6, que es homocigoética para dicho ADN recombinante.

8. La semilla de maiz transgénica de la reivindicacion 6, que es una semilla de maiz transgénica no natural que puede
producir plantas de maiz que son resistentes a enfermedad del virus del Mal de Rio Cuarto o el hongo Puccinia sorghi o
ambos.

9. La planta de maiz de la reivindicacion 6, en la que dicha proteina comprende un dominio de caja homedtica y un
dominio HALZ.

10. Un grano de polen transgénico que comprende un derivado haploide de una célula vegetal de la reivindicaciéon 16 2y
que comprende el ADN recombinante como se menciona en la reivindicacion 1 6 2.

11. Un procedimiento para fabricar semilla transgénica no natural de una planta de maiz que puede usarse para producir
una planta de maiz transgénico de la reivindicacion 6, comprendiendo dicho procedimiento para fabricar dicha semilla:

(a) seleccionar una poblacién de plantas para dicho rendimiento potenciado y dicho ADN recombinante, en la que
plantas individuales en dicha poblacién pueden presentar dicho rasgo a un nivel inferior a, esencialmente el mismo
que, o superior al nivel al que, dicho rasgo se presenta en plantas de control que no expresan el ADN recombinante,

(b) seleccionar de dicha poblacién una o mas plantas que presentan el rasgo a un nivel superior al nivel al que dicho
rasgo es presentado en plantas de control,

(c) verificar que dicho ADN recombinante esta integrado establemente en dichas plantas seleccionadas,

(d) analizar tejido de una planta seleccionada para determinar la producciéon de una proteina que tiene la funcion de
una proteina codificada por nucleétidos en una secuencia de una de SEC ID N°: 1; y

(e) recoger semilla de una planta seleccionada.
12. Un procedimiento de la reivindicacién 11, en el que

(i) plantas en dicha poblacion comprenden ademas ADN que expresa una proteina que proporciona tolerancia a la
exposicion a un herbicida aplicado a niveles que son letales para células de plantas naturales, y en el que dicha
seleccién se efectla tratando dicha poblacién con dicho herbicida, preferentemente dicho herbicida comprende un
compuesto de glifosato, dicamba o glufosinato; o

(i) dicha seleccion se efectia identificando plantas con dicho rasgo potenciado.
13. Una semilla de maiz hibrido que comprende una pluralidad de la célula vegetal de la reivindicacién 1 6 2, obtenible

mediante un procedimiento que comprende:
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(a) adquirir semilla de maiz hibrido de una planta de maiz tolerante a herbicida de la reivindicacion 6;

(b) producir plantas de maiz a partir de dicha semilla de maiz hibrido, en la que una fraccién de las plantas producidas
a partir de dicha semilla de maiz hibrido es homocigética para dicho ADN recombinante, una fraccion de las plantas
producidas a partir de dicha semilla de maiz hibrido es hemicigética para dicho ADN recombinante, y una fraccion de
las plantas producidas a partir de dicha semilla de maiz hibrido no tiene ninguno de dicho ADN recombinante;

(c) seleccionar plantas de maiz que son homocigéticas y hemicigéticas para dicho ADN recombinante tratando con un
herbicida;

(d) recoger semilla de plantas de maiz supervivientes tratadas con herbicida y sembrar dicha semilla para producir
adicionalmente plantas de progenie de maiz;

(e) repetir las etapas (c) y (d) al menos una vez para producir una linea endégama de maiz;

(f) cruzar dicha linea endégama de maiz con una segunda linea de maiz para producir semilla hibrida.
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