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DESCRIPCIÓN

Plantas transgénicas con rasgos agronómicos potenciados

Campo de la invención

En la presente memoria se desvelan invenciones en el campo de la genética y biología del desarrollo de las plantas. Más 
específicamente, las invenciones proporcionan células vegetales de maíz con ADN recombinante para proporcionar un5
rendimiento potenciado en una planta de maíz transgénico, plantas de maíz que comprenden tales células, semilla y 
polen derivados de tales plantas de maíz, procedimientos de preparación y uso de tales células, plantas, semillas y polen. 
En particular, el ADN recombinante expresa un factor de transcripción con dominios de caja homeótica.

Antecedentes de la invención

Se desean plantas transgénicas con rasgos agronómicos mejorados tales como rendimiento, tolerancia al estrés 10
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 expresión en exceso de un factor de transcripción. Aunque esfuerzos considerables en el cultivo 
de plantas han proporcionado logros significativos en rasgos deseados, la capacidad para introducir ADN específico en 
genomas de planta proporciona más oportunidades para la generación de plantas con rasgos mejorados y/o únicos. La 15
simple introducción de ADN recombinante en un genoma de planta no siempre produce una planta transgénica con un 
rasgo agronómico potenciado. Se requieren procedimientos para seleccionar eventos transgénicos individuales de una 
población para identificar aquellos eventos transgénicos que se caracterizan por el rasgo agronómico potenciado.

Sumario de la invención

La presente invención desvela ADN recombinante para la expresión de proteínas que son útiles para conferir rendimiento 20
potenciado a plantas de maíz transgénico. El ADN recombinante se proporciona en una construcción que comprende un 
promotor que es funcional en células vegetales y que está operativamente ligado a ADN que codifica una proteína que 
tiene una identidad de secuencias de aminoácidos de al menos el 90 % con respecto a la longitud completa de SEC ID 
Nº: 5. Según el aspecto de la invención se proporcionan células vegetales de maíz transgénico que comprenden el
anterior ADN recombinante, plantas transgénicas que comprenden una pluralidad de tales células vegetales, semilla 25
transgénica de progenie y polen transgénico de tales plantas. Las plantas de maíz que comprenden dichas células 
vegetales de maíz presentan un rendimiento potenciado con respecto a plantas de control que no tienen dicho ADN 
recombinante. Tales células vegetales de maíz son obtenibles seleccionando de una población de plantas transgénicas
regeneradas a partir de células vegetales transformadas con ADN recombinante y que expresan la proteína seleccionando 
plantas transgénicas en la población para un rendimiento potenciado con respecto a plantas de control que no tienen 30
dicho ADN recombinante.

En otro aspecto más de la invención las células vegetales, plantas, semillas y polen comprenden además ADN que 
expresa una proteína que proporciona tolerancia a la exposición a un herbicida aplicado a niveles que son letales para un
tipo natural de dicha célula vegetal. Tal tolerancia es especialmente útil no solo como rasgo ventajoso en tales plantas, 
sino que también es útil en una etapa de selección en los procedimientos de la invención. En aspectos de la invención el 35
agente de tal herbicida es un compuesto de glifosato, dicamba o glufosinato.

Otros aspectos adicionales de la invención proporcionan plantas transgénicas que son homocigóticas para el ADN 
recombinante y semilla transgénica de la invención de plantas de maíz. En otras realizaciones importantes para la 
práctica de diversos aspectos de la invención en Argentina el ADN recombinante se proporciona en células vegetales
derivadas de líneas de maíz que son y mantienen la resistencia al virus del Mal de Río Cuarto o el hongo Puccinia sorghi o 40
ambos.

La presente invención también proporciona procedimientos para fabricar semilla transgénica no natural que puede usarse 
para producir un cultivo de plantas de maíz transgénico con un rasgo potenciado resultante de la expresión de ADN 
recombinante establemente integrado, para expresar una proteína que tiene SEC ID Nº: 5. Más específicamente, el 
procedimiento comprende (a) seleccionar una población de plantas para un rendimiento potenciado y un ADN 45
recombinante, en el que plantas individuales en la población 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 población una o más 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 está establemente integrado en 
dichas plantas seleccionadas, (d) analizar tejido de una planta seleccionada para determinar la producción de una 50
proteína que tiene la función de una proteína codificada por nucleótidos en una secuencia de SEC ID Nº: 1; y (e) recoger 
semilla de una planta seleccionada. En un aspecto de la invención, las plantas en la población comprenden además ADN 
que expresa una proteína que proporciona tolerancia a la exposición a un herbicida aplicado a niveles que son letales para
células vegetales naturales y la selección se efectúa tratando la población con el herbicida, por ejemplo, un compuesto de 
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glifosato, dicamba o glufosinato. En otro aspecto de la invención las plantas se seleccionan identificando plantas con el 
rasgo potenciado. Los procedimientos son especialmente útiles para fabricar semilla de maíz. En otro aspecto, las plantas 
comprenden además un ADN que expresa una segunda proteína que proporciona células vegetales con uno o más 
rasgos agronómicos potenciados.

Otro aspecto de la invención proporciona un procedimiento de producción de semilla de maíz híbrido que comprende 5
adquirir semilla de maíz híbrido de una planta de maíz tolerante a herbicida que también tiene ADN recombinante 
establemente integrado que comprende un promotor que es (a) funcional en células vegetales y (b) está operativamente 
ligado a ADN que codifica una proteína que tiene SEC ID Nº: 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
construcción de ADN; y en el que dicha célula está seleccionada de una población de células transformada con dicha10
construcción de ADN seleccionando plantas de progenie de células en dicha población para un rendimiento potenciado 
con respecto a dicha planta de control. Los procedimientos comprenden además producir plantas de maíz a partir de
dicha semilla de maíz híbrido, en los que una fracción de las plantas producidas a partir de dicha semilla de maíz híbrido
es homocigótica para dicho ADN recombinante, una fracción de las plantas producidas a partir de dicha semilla de maíz 
híbrido es hemicigótica para dicho ADN recombinante, y una fracción de las plantas producidas a partir de dicha semilla 15
de maíz híbrido no tiene ninguno de dicho ADN recombinante; seleccionar plantas de maíz que son homocigóticas y 
hemicigóticas para dicho ADN recombinante tratando con un herbicida; recoger semilla de plantas de maíz supervivientes 
tratadas con herbicida y sembrar dicha semilla para producir adicionalmente plantas de progenie de maíz; repetir las 
etapas de selección y recogida al menos una vez para producir una línea endógama de maíz; y cruzar la línea endógama
de maíz con una segunda línea de maíz para producir semilla híbrida.20

Adicionalmente se desvela un procedimiento de selección de una planta que comprende células vegetales de maíz de la 
invención usando un anticuerpo inmunorreactivo para detectar la presencia de proteína expresada por ADN recombinante 
en tejido de semilla o planta.

Descripción detallada de la invención

Como se usa en la presente memoria, una “célula vegetal” significa una célula vegetal que se transforma con ADN 25
recombinante no natural establemente integrado, por ejemplo, por transformación mediada por Agrobacterium o por
bombardeo usando micropartículas recubiertas con ADN recombinante u otros medios. Una célula vegetal de la presente 
invención 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.30

Como se usa en la presente memoria, una “planta transgénica” significa una planta cuyo genoma ha sido alterado por la
integración 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 35
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 aminoácidos en una 
región conservada de un alineamiento de secuencias de aminoácidos de proteínas homólogas, por ejemplo, como se ha 
determinado por un alineamiento CLUSTALW de secuencia de aminoácidos de proteínas homólogas.40

Como se usa en la presente memoria, “homólogo” significa una proteína en un grupo de proteínas que realizan la misma
función biológica, por ejemplo, proteínas que pertenecen a la misma familia de proteínas Pfam y que proporcionan un 
rasgo común potenciado en plantas transgénicas de la presente invención. Los homólogos se expresan por genes
homólogos. Los genes homólogos incluyen alelos que se producen naturalmente y variantes artificialmente creadas. La 
degeneración del código genético proporciona la posibilidad de sustituir al menos una base de la secuencia codificante de 45
proteínas de un gen con una base diferente sin causar el cambio de la secuencia de aminoácidos del polipéptido 
producido a partir del gen. Por tanto, un polinucleótido útil en la presente invención puede tener cualquier secuencia de 
bases que se haya cambiado de la SEC ID Nº: 1 por sustitución según degeneración del código genético. Los homólogos
son proteínas que, cuando se alinean óptimamente, tienen al menos el 90 % de identidad con respecto a la longitud 
completa de una proteína identificada como que está asociada con conferir un rasgo potenciado cuando se expresa en 50
células vegetales.

Los homólogos van a identificarse por comparación de secuencia de aminoácidos, por ejemplo, manualmente o por el
uso de una herramienta basada en ordenador usando algoritmos de búsqueda basados en homología conocidos tales 
como aquellos comúnmente 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 55
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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 proteína con el mejor valor de E para un organismo particular puede no ser necesariamente un ortólogo 
o el único ortólogo, en la presente invención se usa una búsqueda recíproca para filtrar secuencias de éxito con valores de 
E significativos para la identificación de ortólogos. La búsqueda recíproca implica la búsqueda de éxitos significativos
contra una base de datos de secuencias de aminoácidos del organismo base que son similares a la secuencia de la5
proteína de búsqueda. Un éxito es un ortólogo probable, cuando el mejor éxito de búsqueda recíproco es la propia
proteína de búsqueda o una proteína codificada por un gen duplicado después de la especiación. Otro aspecto 
comprende proteínas homólogas funcionales que se diferencian en uno o más aminoácidos de aquellos de una proteína 
desvelada como resultado de sustituciones de aminoácidos conservativas, por ejemplo, las sustituciones son entre: 
aminoácidos ácidos (negativamente cargados) tales como ácido aspártico y ácido glutámico; aminoácidos básicos 10
(positivamente cargados) tales como arginina, histidina y lisina; aminoácidos polares neutros tales como glicina, serina, 
treonina, cisteína, tirosina, asparagina y glutamina; aminoácidos no polares neutros (hidrófobos) tales como alanina, 
leucina, isoleucina, valina, prolina, fenilalanina, triptófano y metionina; aminoácidos que tienen cadenas laterales alifáticas 
tales como glicina, alanina, valina, leucina e isoleucina; aminoácidos que tienen cadenas laterales de hidroxilo alifáticas 
tales como serina y treonina; aminoácidos que tienen cadenas laterales que contienen amida tales como asparagina y 15
glutamina; aminoácidos que tienen cadenas laterales aromáticas tales como fenilalanina, tirosina y triptófano; 
aminoácidos que tienen cadenas laterales básicas tales como lisina, arginina e histidina; aminoácidos que tienen cadenas 
laterales que contienen azufre tales como cisteína y metionina; aminoácidos naturalmente conservativos tales como 
valina-leucina, valina-isoleucina, fenilalanina-tirosina, lisina-arginina, alanina-valina, ácido aspártico-ácido glutámico y 
asparagina-glutamina. Otro aspecto de los homólogos codificados por ADN útil en las plantas transgénicas de la 20
invención son aquellas proteínas que se diferencian de una proteína desvelada como resultado de deleción o inserción de 
uno o más aminoácidos en una secuencia nativa.

Como se usa en la presente memoria, “identidad en porcentaje” significa el grado al que dos segmentos de ADN o 
proteína óptimamente alineados son invariantes por toda una ventana de alineamiento de componentes, por ejemplo, 
secuencia de nucleótidos o secuencia de aminoácidos. Una “fracción de identidad” para segmentos alineados de una 25
secuencia de prueba y una secuencia de referencia es el número de componentes idénticos que son compartidos por 
secuencias de los dos segmentos alineados dividido entre el número total de componentes de secuencia en el segmento 
de referencia durante una ventana de alineamiento que es la más pequeña de la secuencia de prueba completa o la 
secuencia de referencia completa. “Porcentaje de identidad” (“% de identidad”) es las veces de la fracción de identidad. 

Como se usa en la presente memoria “Pfam” se refiere a una gran colección de alineamientos múltiples de secuencias y 30
modelos ocultos de Markov que cubren muchas familias de proteínas comunes, por ejemplo, la versión de Pfam 18.0 
(agosto de 2005) contiene alineamientos y modelos para 7973 familias de proteínas y se basa en las bases de datos de 
secuencias de proteínas 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 función de las 35
proteínas, los perfiles de modelos ocultos de Markov (perfiles de HMM) construidos a partir de los alineamientos de Pfam 
son útiles para reconocer automáticamente que una nueva proteína pertenece a una familia de proteínas existente,
aunque la homología por alineamiento parezca ser baja. Una vez se identifica un ADN como que codifica una proteína 
que confiere un rasgo potenciado cuando se expresa en plantas transgénicas, otras proteínas que codifican ADN en la 
misma familia de proteínas se identifican buscando la secuencia de aminoácidos de la proteína codificada por ADN 40
candidato contra el modelo oculto de Markov que caracteriza el dominio de Pfam usando el software HMMER, una versión
actual del cual se proporciona en el listado informático adjunto. Las proteínas candidatas que cumplen el corte de reunión 
para el alineamiento de un Pfam particular están en la familia de proteínas y tienen ADN similar que es útil en construir
ADN recombinante para el uso en las células vegetales de la presente invención. Las bases de datos de los modelos 
ocultos de Markov para su uso con el software HMMER en identificar ADN que expresa proteína en un Pfam común para45
ADN recombinante en las células vegetales de la presente invención también están incluidas en el listado informático 
adjunto. El software HMMER y las bases de datos de Pfam son la versión 18.0 y se usaron para determinar que la 
secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 5 se caracteriza por dos dominios de Pfam, es decir, dominio de caja homeótica
y el dominio HALZ. Se identificó que el dominio de caja homeótica comprendía residuos de aminoácidos entre las 
posiciones 130 y 193 con una puntuación de 70,1 que superaba el corte de reunión de -4. Se identificó que el dominio 50
HALZ comprendía residuos de aminoácidos entre las posiciones 194 y 238 con una puntuación de 71,9 que superaba el 
corte de reunión de 17.

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

Como se usa en la presente memoria, “promotor” significa ADN regulador para iniciar la transcripción. Un “promotor de 55
planta” es un promotor que puede iniciar la transcripción 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. Así, 
promotores de planta incluyen ADN promotor obtenido de plantas, virus de planta y bacterias tales como bacterias
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Agrobacterium y Bradyrhizobium. Ejemplos de promotores bajo el control del desarrollo incluyen promotores que inician 
preferencialmente la transcripción en ciertos tejidos tales como hojas, raíces o semillas. Tales promotores se denominan 
“preferidos para tejido”. Los promotores que inician la transcripción solo en ciertos tejidos se denominan “específicos para 
tejido”. Un promotor específico para “tipo de célula” acciona principalmente la expresión en ciertos tipos de células en uno 
o más órganos, por ejemplo, células vasculares en raíces u hojas. Un promotor “inducible” o “represible” es un promotor 5
que está bajo el control medioambiental. Ejemplos de condiciones medioambientales que pueden efectuar la transcripción 
por promotores inducibles incluyen condiciones anaerobias, o ciertos productos químicos o la presencia de luz. Los 
promotores específicos para tejido, preferidos para tejido, específicos para tipo de célula e inducibles constituyen la clase
de promotores “no constitutivos”. Un promotor “constitutivo” es un promotor que es activo bajo la mayoría de las
condiciones. 10

Como se usa en la presente memoria, “operativamente ligado” significa la asociación de dos o más fragmentos de ADN 
en una construcción de ADN de manera que la función del uno, por ejemplo, ADN que codifica proteína, está controlada
por el otro, por ejemplo, un promotor.

Como se usa en la presente memoria, “expresado” significa producido, por ejemplo, una proteína se expresa en una 
célula vegetal cuando su ADN similar se transcribe en ARNm que se traduce en la proteína.15

Como se usa en la presente memoria, una “planta de control” es una planta que no contiene el ADN recombinante que 
expresó una proteína 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 línea
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 línea de planta transgénica hemicigótica que no contiene el 20
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, sequía, sombra, enfermedad fúngica, enfermedad viral, enfermedad bacteriana, infestación por insectos, 
infestación por nematodos, exposición a temperaturas bajas, exposición al calor, estrés osmótico, disponibilidad reducida 25
de nutrientes de nitrógeno, disponibilidad reducida de nutrientes de fósforo y alta densidad de plantas. El “rendimiento”
puede afectarse por muchas propiedades que incluyen, sin limitación, altura de la planta, número de vainas, posición de 
las vainas en la planta, número de entrenudos, incidencia de rotura de vainas, tamaño de grano, eficiencia de nodulación 
y fijación de nitrógeno, eficiencia de la asimilación de nutrientes, resistencia a estrés biótico y abiótico, asimilación de 
carbono, arquitectura de la planta, resistencia al encamado, porcentaje de germinación de semillas, vigor de los plantones 30
y rasgos juveniles. El rendimiento también puede afectarse por la eficiencia de germinación (incluyendo germinación en 
condiciones de estrés), velocidad de crecimiento (incluyendo velocidad de crecimiento en condiciones de estrés), número 
de espigas, número de semillas por espiga, tamaño de la semilla, composición de la semilla (almidón, aceite, proteína) y 
características del relleno de la semilla.

El aumento del rendimiento de una planta transgénica de la presente invención puede medirse de varias formas, que 35
incluyen peso de prueba, número de semillas por planta, peso de la semilla, número de semillas por unidad de área (es 
decir, semillas, o peso de semillas, por acre), fanegas por acre (fan/ac), toneladas por acre, toneladas por acre, 
kilogramos por hectárea. Por ejemplo, el rendimiento del maíz puede medirse como la producción de granos de maíz 
envainado por unidad de área de producción, por ejemplo, en fanegas por acre o toneladas métricas por hectárea, 
frecuentemente informadas en una base ajustada a la humedad, por ejemplo, al 15,5 por ciento de humedad. El aumento 40
del rendimiento puede resultar de la utilización mejorada de compuestos bioquímicos clave tales como nitrógeno, fósforo 
e hidrato de carbono, o de respuestas mejoradas a estreses medioambientales tales como frío, calor, sequía, sal y ataque 
por plagas o patógenos. El ADN recombinante usado en esta invención también puede usarse para proporcionar plantas 
que tienen crecimiento y desarrollo mejorados y, por último lugar, aumento del rendimiento, como resultado de la 
expresión modificada de reguladores del crecimiento de las plantas o modificación del ciclo celular o rutas de fotosíntesis.45
También es de interés la generación 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, proteína 
y almidón, o aceite, componentes de aceite particulares que pueden manifestarse por una alteración en las relaciones de 
componentes de semilla.50

Un subconjunto de las moléculas nucleicas incluye fragmentos del ADN recombinante desvelado que consisten en 
oligonucleótidos de al menos 15, preferentemente al menos 16 ó 17, más preferentemente al menos 18 ó 19, e incluso 
más preferentemente al menos 20 o más, nucleótidos consecutivos. Tales oligonucleótidos son fragmentos de las 
moléculas más grandes que tienen una secuencia de SEC ID Nº: 1 y se usan, por ejemplo, como sondas y cebadores 
para la detección de los polinucleótidos descritos en la presente memoria.55

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 expresión proporciona el rasgo agronómico
potenciado. Otros componentes de construcción pueden incluir elementos reguladores adicionales tales como 
conductores e intrones de 5' para potenciar la transcripción, regiones sin traducir de 3' (tales como señales y sitios de 
poliadenilación), ADN para péptidos de tránsito o señal.

En la bibliografía se han descrito numerosos promotores que son activos en células vegetales. Éstos incluyen promotores 5
presentes en genomas de la planta, además de promotores de otras fuentes, que incluyen promotor de nopalina sintasa 
(NOS) y promotores de octopina sintasa (OCS) llevados sobre plásmidos 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. nº 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 10
US 2002/0192813A1 que desvela elementos de 5', 3' y de intrón útiles en el diseño de vectores de expresión de plantas 
eficaces, documento U.S. 2004/0216189 que desvela un promotor de aldolasa de cloroplastos del maíz, documento U.S. 
2004/0216189 que desvela un promotor de aldolasa de maíz (FDA) y el documento U.S. 2003/0131377 que desvela un 
promotor de nicotianamina sintasa del maíz. Estos y numerosos otros promotores que funcionan en células vegetales son 
conocidos para aquellos expertos en la materia y están disponibles para su uso en polinucleótidos recombinantes de la 15
presente invención para proporcionar la expresión de genes deseados en células vegetales transgénicas.

En otros aspectos de la invención se desea la expresión preferencial en tejidos verdes de planta. Promotores de interés 
para tales usos incluyen aquellos de genes tales como la subunidad pequeña 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).20

Además, los promotores pueden alterarse para contener múltiples “secuencias potenciadoras” para ayudar en la elevación 
de la expresión génica. Tales potenciadores se conocen en la técnica. Incluyendo una secuencia potenciadora con tales 
construcciones, la expresión de la proteína seleccionada puede potenciarse. Estos potenciadores frecuentemente se 
encuentran 5' con respecto al inicio de la transcripción 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, 25
estos elementos potenciadores de 5' son intrones. Particularmente útiles 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 intrón del gen de alcohol 
deshidrogenasa de maíz, el intrón del gen de la proteína de choque térmico 70 del maíz (patente de EE.UU. 5.593.874) y 
el gen reducido 1 de maíz.

En otros aspectos de la invención se desea expresión suficiente en tejidos de semilla de planta para efectuar mejoras en la 30
composición de la semilla. Promotores a modo de ejemplo para su uso para la modificación de la composición de la 
semilla incluyen promotores de genes de la semilla tales como napina (documento U.S. 5.420.034), oleosina L3 de maíz 
(documento U.S. 6.433.252), zeína 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 según la invención 35
también incluirán generalmente un elemento de 3' que normalmente contiene una señal y sitio de poliadenilación. 
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 proteína 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 40
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 tránsito para elegir como diana un gen diana para 
un orgánulo de la planta, particularmente para un cloroplasto, leucoplasto u otro orgánulo plástido. Para descripciones del 
uso de péptidos de tránsito de cloroplastos véanse las patentes de EE.UU. 5.188.642 y 5.728.925. Para la descripción de 45
la región del péptido de tránsito de un gen EPSPS de Arabidopsis útil en la presente invención 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 invención transformadas con 
ADN recombinante pueden potenciarse adicionalmente con rasgos apilados, por ejemplo, una planta de cultivo que tiene 
un rasgo potenciado resultante de la expresión de ADN desvelado en la presente memoria en combinación con rasgos de 50
resistencia a herbicidas y/o a plagas. Por ejemplo, los genes descritos en la presente invención pueden apilarse con otros 
rasgos de interés agronómico, 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 lepidópteros, coleópteros, homópteros, 
hemiópteros y otros insectos. Los herbicidas para los que se ha demostrado tolerancia a plantas transgénicas y el 
procedimiento de la presente invención pueden aplicarse incluyen los herbicidas glifosato, dicamba, glufosinato, 55
sulfonilurea, bromoxinilo y norflurazon. Las moléculas de polinucleótidos que codifican proteínas implicadas en la 
tolerancia a herbicidas son muy conocidas en la técnica e incluyen, pero no se limitan a, una molécula de polinucleótido 
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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 polinucleótidos 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 polinucleótido que codifica 5
bromoxinil nitrilasa (Bxn) desvelada en la patente de EE.UU. 4.810.648 para conferir tolerancia a bromoxinilo; una 
molécula de polinucleótido que codifica fitoeno desaturasa (crtI) 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 polinucleótido que codifica 
acetohidroxiácido 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 polinucleótidos conocidas como genes bar desvelados en 10
DeBlock, y col. (1987) EMBO J. 6:2513-2519 para conferir tolerancia a glufosinato y bialafos; moléculas de 
polinucleótidos desveladas en el documento U.S. 2003/010609 para conferir tolerancia a ácido N-aminometilfosfónico; 
moléculas de polinucleótidos desveladas en la patente de EE.UU. 6.107.549 para conferir resistencia a herbicidas de 
piridina; moléculas y procedimientos para conferir tolerancia a múltiples 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 15
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 
proteínas 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 20
para generar anticuerpos monoclonales (mAb) generalmente empiezan a lo largo de las mismas líneas que aquellos para 
preparar anticuerpos policlonales. Brevemente, un anticuerpo policlonal se prepara inmunizando un animal con una
composición inmunogénica y recogiendo antisueros de ese animal inmunizado. Puede usarse una amplia variedad de 
especies animales para la producción de antisueros. Normalmente, el animal usado para la producción de antisueros es 
un conejo, un ratón, una rata, un hámster, una cobaya o una cabra. Debido al volumen de sangre relativamente grande de 25
los conejos, un conejo es una elección preferida para la producción de anticuerpos policlonales.

Como es bien conocido en la técnica, una composición 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 vehículo. Vehículos a modo de ejemplo y preferidos son hemocianina de lapa californiana 
(KLH) y albúmina de suero bovino (BSA). También pueden usarse otras albúminas tales como albúmina de huevo, 30
albúmina de suero de ratón o albúmina de suero de conejo como vehículos. Medios para conjugar un polipéptido con una 
proteína transportadora son muy conocidos en la técnica e incluyen usar glutaraldehído, éster de m-maleimidobenzoil-N-
hidroxisuccinimida, carbodiimida y bencidina bis-biazotizada.

Como también es bien conocido en la técnica, la inmunogenicidad de una composición de inmunogén particular puede 
potenciarse por el uso de estimulantes no específicos de la respuesta inmunitaria, conocidos como adyuvantes. 35
Adyuvantes a modo de ejemplo y preferidos incluyen adyuvante completo de Freund (un estimulante no específico de la 
respuesta inmunitaria que contiene Mycobacterium tuberculosis muerta), adyuvante incompleto de Freund y adyuvante de 
hidróxido de aluminio.

La cantidad de composición de inmunogén usada en la producción de anticuerpos policlonales varía con la naturaleza del 
inmunogén, además del animal usado para la inmunización. Puede usarse una variedad de vías para administrar el 40
inmunogén (subcutánea, intramuscular, intradérmica, intravenosa e intraperitoneal). La producción de anticuerpos 
policlonales puede monitorizarse muestreando sangre del animal inmunizado en diversos puntos tras la inmunización. 
También puede administrarse una segunda inyección de refuerzo. El procedimiento de refuerzo y titulación se repite hasta 
que se logra un título 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.45

Los mAb pueden prepararse fácilmente mediante el uso de técnicas muy conocidas, tales como aquellas ejemplificadas
en la patente de EE.UU. nº 4.196.265. Normalmente, esta técnica implica inmunizar un animal adecuado con una 
composición de inmunogén seleccionada, por ejemplo, una proteína, polipéptido o péptido antifúngico purificado o 
parcialmente purificado. La composición 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 50
células de conejo, oveja o rana también es posible. El uso de ratas puede proporcionar ciertas ventajas (Goding, 1986, 
pág. 60-61), pero se prefieren ratones, siendo el ratón BALB/c el más preferido ya que éste es el más rutinariamente 
usado y generalmente da un mayor porcentaje de fusiones estables.

Tras la inmunización, las células somáticas con posibilidad de producir anticuerpos, específicamente linfocitos B (células
B), se seleccionan para su uso en el protocolo de generación de mAb. Estas células pueden obtenerse a partir de bazos 55
de biopsia, amígdalas o ganglios linfáticos, o a partir de una muestra de sangre periférica. Se prefieren células del bazo y 
glóbulos sanguíneos periféricos, siendo las primeras debido a que son una fuente rica en células productoras de 
anticuerpos que están en la etapa de división de plasmablastos, y las últimas debido a que la sangre periférica está 
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fácilmente accesible. Frecuentemente se habrá inmunizado un panel de animales y el bazo de animal con el mayor título 
de anticuerpos se extraerá y los linfocitos del bazo se obtendrán homogeneizando el bazo con una jeringuilla. 
Normalmente, un bazo de un ratón inmunizado contiene 5×107 a 2×108 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 inmunizó. Las líneas de células de 5
mieloma aptas para uso en procedimientos de fusión productores de hibridomas son preferentemente no productoras de 
anticuerpos, tienen alta eficiencia de fusión, 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, pág. 65-66; Campbell, 1984, pág. 75-83). Por ejemplo, si el animal inmunizado es un ratón puede usarse10
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 útiles a propósito de fusiones de células humanas.

Una célula de mieloma murina preferida es la línea NS-1 de células de mieloma (también llamada P3-NS-1-Ag4-1), que 
está fácilmente disponible del Depósito de Células Mutantes Genéticas Humanas del NIGMS solicitando el número de 15
depósito de la línea celular GM3573. Otra línea de células de mieloma de ratón que puede usarse es la línea celular no 
productora de mieloma murino de ratón resistente a 8-azaguanina SP2/0. Los procedimientos para generar híbridos de 
bazo productor de anticuerpos o células linfáticas del ganglio y células de mieloma normalmente comprenden mezclar
células somáticas con células de mieloma en una relación 2:1, aunque la relación puede variar de aproximadamente 20:1 
a aproximadamente 1:1, respectivamente, en presencia de un agente o agentes (químicos o eléctricos) que promueven la20
fusión de membranas celulares. Se han descrito procedimientos de fusión 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 fusión eléctricamente inducidos (Goding, 1986, pág. 71-74).

Los procedimientos de fusión normalmente producen híbridos viables a bajas frecuencias, a 1 × 10-6 a 1 × 10-8. Sin 
embargo, esto no plantea un problema, ya que los híbridos fusionados viables se diferencian de las células sin fusionar 25
parentales (particularmente las células de mieloma sin fusionar que normalmente continuarían dividiéndose 
indefinidamente) cultivando en un medio selectivo. El medio selectivo es generalmente uno que contiene un agente que 
bloquea la síntesis de novo de nucleótidos 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 síntesis de novo de tanto purinas
como pirimidinas, mientras que la azaserina bloquea solo la síntesis de purinas. Si se usa aminopterina o metotrexato, el 30
medio se complementa con hipoxantina y timidina como fuente de nucleótidos (medio HAT). Si se usa azaserina, el medio
se complementa con hipoxantina.

El medio de selección preferido es HAT. Solo células que pueden operar en rutas de rescate de nucleótidos 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 35
un duración limitada en cultivo y generalmente mueren en el plazo de aproximadamente dos semanas. Por tanto, las 
únicas células que pueden sobrevivir en los medios selectivos son aquellos híbridos formados a partir de mieloma y 
linfocitos B.

Este cultivo proporciona una población de hibridomas de la que se seleccionan hibridomas específicos. Normalmente, la 
selección de hibridomas se realiza cultivando las células por dilución de un único clon en placas de microtitulación, 40
seguido de prueba de los sobrenadantes clónicos individuales (después de aproximadamente dos a tres semanas) para la
reactividad deseada. El ensayo debe ser sensible, simple y rápido, tal como radioinmunoensayos, enzimoinmunoensayos, 
ensayos de citotoxicidad, ensayos en placa y ensayos de inmunounión por puntos.

Los hibridomas seleccionados se diluirían entonces en serie y se clonarían en líneas celulares productoras de anticuerpos
individuales, cuyos clones pueden luego propagarse indefinidamente para proporcionar mAb. Las líneas celulares pueden 45
explotarse para la producción de mAb de dos formas básicas. Una muestra del hibridoma puede inyectarse 
(frecuentemente en la cavidad peritoneal) en un animal histocompatible del tipo que se usó para proporcionar las células
somáticas y de mieloma para la fusión original. El animal inyectado desarrolla tumores que secretan el anticuerpo 
monoclonal específico producido por el híbrido de células fusionadas. Los fluidos corporales del animal, tales como suero 
o líquido ascítico, pueden entonces emplearse para proporcionar mAb en alta concentración. Las líneas celulares 50
individuales podrían también cultivarse in vitro, si los mAb se secretan naturalmente en el medio de cultivo a partir del cual 
pueden obtenerse fácilmente en altas concentraciones. Los mAb producidos por cualquier medio pueden purificarse 
adicionalmente, si se desea, usando filtración, centrifugación y diversos procedimientos cromatográficos tales como 
HPLC o cromatografía de afinidad.

Procedimientos de transformación de células vegetales55
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En la técnica se conocen numerosos procedimientos para transformar células vegetales con ADN recombinante y pueden 
usarse en la presente invención. Dos procedimientos comúnmente usados para la transformación de plantas son 
transformación 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 (maíz); 5.538.880 (maíz); 5.914.451 
(soja); 6.160.208 (maíz); 6.399.861 (maíz) y 6.153.812 (trigo) y la transformación mediada por Agrobacterium se describe 5
en las patentes de EE.UU. 5.159.135 (algodón); 5.824.877 (soja); 5.591.616 (maíz); y 6.384.301 (soja). Para el sistema 
de transformación de plantas basado en Agrobacterium tumefaciens, elementos adicionales presentes en las 
construcciones de transformación incluirán secuencias de la frontera izquierda y derecha del T-ADN para facilitar la 
incorporación del polinucleótido recombinante en el genoma de la planta.

En general es útil introducir ADN recombinante al azar, es decir, en una localización no específica, en el genoma de una 10
línea de planta diana. En casos especiales puede ser útil elegir como diana la inserción de ADN recombinante con el fin 
de lograr la integración específica 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 polinucleótido recombinante en un sitio predeterminado 
conocido por ser activo para la expresión génica. Existen varios sistemas de recombinación específicos 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 15
como se desvela en la patente de EE.UU. 5.527.695. Los procedimientos de transformación se ponen preferentemente en 
práctica 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 óvulos. Se contempla que cualquier célula a partir de la cual pueda regenerarse una planta fértil es útil 20
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 transformación genética. Los procedimientos de transformación y los materiales 
prácticos para producir plantas transgénicas de la presente invención, por ejemplo, diversos medios y células receptoras 
diana, transformación de embriones inmaduros y posterior regeneración de plantas transgénicas fértiles, se desvelan en 25
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 invención que incluyen línea de planta híbrida para la 
selección de plantas que tienen un rasgo potenciado. Además de la transformación directa de una planta con un ADN 
recombinante, las plantas transgénicas pueden prepararse cruzando una primera planta que tiene un ADN recombinante 30
con una segunda planta que carece del ADN. Por ejemplo, el ADN recombinante puede introducirse en la primera línea de 
la planta que es susceptible a transformación para producir una planta transgénica que puede cruzarse con una segunda
línea de planta para introducir el ADN recombinante en la segunda línea de planta. Una planta transgénica con ADN 
recombinante que proporciona un rasgo potenciado, por ejemplo, rendimiento potenciado, puede cruzarse con la línea de 
la planta transgénica que tiene otro ADN recombinante que confiere otro rasgo, por ejemplo, resistencia a herbicida o 35
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 línea 
masculina y la planta transgénica que lleva los rasgos base es la línea femenina. La progenie de este cruce se segregará
de forma que algunas de las plantas lleven el ADN para ambos rasgos parentales y algunos llevarán el ADN para un 
rasgo parental; tales plantas pueden identificarse por marcadores asociados a ADN recombinante parental, por ejemplo,40
identificación de marcadores por análisis para ADN recombinante o, en el caso en el que un marcador de selección esté 
ligado al recombinante, por aplicación del agente de selección tal como un herbicida para su uso con una tolerancia a 
marcador de herbicida, o por selección del rasgo potenciado. Las plantas de progenie que llevan ADN para ambos rasgos
parentales pueden retrocruzarse múltiples veces en la línea parental femenina, por ejemplo, normalmente 6 a 8 
generaciones, para producir una planta de progenie con sustancialmente el mismo genotipo que una línea parental 45
transgénica original, pero para el ADN recombinante de la otra línea parental transgénica.

En la práctica de la transformación, el ADN se introduce normalmente en solo un pequeño porcentaje de células de la 
planta diana en un experimento de transformación cualquiera. Se usan genes marcadores para proporcionar un sistema 
eficiente para la identificación de aquellas células que se transforman establemente recibiendo e integrando una
construcción de ADN transgénica en sus genomas. Genes marcadores preferidos proporcionan marcadores selectivos 50
que confieren resistencia a un agente selectivo, tal como un antibiótico o herbicida. Cualquiera de los herbicidas a los que 
las plantas de la presente invención pueden ser resistentes son agentes útiles para marcadores selectivos. Células 
potencialmente transformadas se exponen al agente selectivo. En la población de células supervivientes habrá 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 integración estable del ADN55
exógeno. Los genes marcadores selectivos comúnmente usados incluyen aquellos que confieren resistencia a antibióticos 
tales como kanamicina y paromomicina (nptII), 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 selección se ilustran en las 
patentes de EE.UU. 5.550.318; 5.633.435; 5.780.708 y 6.118.047. Los marcadores de selección que proporcionan una
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capacidad para identificar visualmente transformantes también pueden emplear, por ejemplo, un gen que expresa una 
proteína coloreada o fluorescente tal como una luciferasa o proteína 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 exposición al agente selectivo, o células que han sido puntuadas positivas en un 
ensayo de cribado, pueden cultivarse en medios de regeneración y permitir que maduren en plantas. Las plántulas en 5
desarrollo regeneradas a partir de células vegetales transformadas pueden transferirse a mezcla de crecimiento de 
plantas y aclimatarse, por ejemplo, en una cámara medioambientalmente controlada a aproximadamente el 85% de 
humedad relativa, 600 ppm de CO2 y 25-250 microeinstein m-2 s-1 de luz antes de transferirse a un invernadero o cámara 
de crecimiento para maduración. 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 10
cultivo de plantas convencionales conocidos para aquellos expertos en la materia y producir semilla, por ejemplo, 
comúnmente se usa la autopolinización con maíz transgénico. La planta transformada regenerada o su semilla de 
progenie o plantas pueden probarse para la expresión del ADN recombinante y seleccionarse para la presencia de rasgo 
agronómico potenciado.

Plantas y semillas transgénicas15

Las plantas transgénicas derivadas de las células vegetales de maíz de la presente invención 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 invención. Tales plantas con rendimiento potenciado se identifican por selección de 
plantas transformadas o semilla de progenie para el rendimiento potenciado. Para la eficiencia se diseña un 
procedimiento de selección para evaluar múltiples plantas transgénicas (eventos) que comprenden el ADN recombinante, 20
por ejemplo, múltiples plantas de 2 a 20 o más eventos transgénicos. Las plantas transgénicas cultivadas a partir de
semilla transgénica proporcionada en la presente memoria demuestran rasgos agronómicos 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 frío, elevado rendimiento, eficiencia potenciada del uso de nitrógeno, proteína potenciada de la semilla y 25
aceite potenciado de la semilla.

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

“SEC PEP” que identifica una secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 5.30

“SEC NUC” que identifica una secuencia de ADN de SEC ID Nº: 1.

“Vector base” que identifica un plásmido base usado para la transformación del ADN recombinante.

“NOMBRE DE PROTEÍNA” que es un nombre común para la proteína codificada por el ADN recombinante.

“ID de plásmido” que identifica un nombre arbitrario para el plásmido de transformación de plantas que comprende ADN 
recombinante para expresar el ADN recombinante en células vegetales.35

Tabla 1

SEC ID Nº PEP SEC ID Nº NUC Vector base NOMBRE DE PROTEÍNA ID de plásmido

5 1 pMON65154 Arabidopsis G1543 pMON68392

5 1 Arabidopsis G1543 pMON74775

5 1 pMON74537 Arabidopsis G1543 pMON83062

Procedimientos de selección de plantas transgénicas con rendimiento potenciado

Muchos eventos transgénicos que sobreviven a plantas transgénicas fértiles que producen semillas y plantas de progenie 
no presentarán un rendimiento potenciado. La selección es necesaria para identificar la planta transgénica de la presente 40
invención. 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 análisis para 
detectar cambios en la composición química, biomasa, propiedades fisiológicas, morfología de la planta. Los cambios en 
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las composiciones químicas tales como composición nutricional del grano pueden detectarse por análisis de la 
composición de la semilla y contenido de proteína, aminoácidos libres, aceite, ácidos grasos libres, almidón o tocoferoles. 
Los cambios en las características de la biomasa pueden hacerse en plantas cultivadas en invernadero o en el campo y 
pueden incluir la altura de la planta, diámetro del tallo, pesos secos de la raíz y brotes; y, para plantas de maíz, longitud y 
diámetro de las mazorcas. Los cambios en propiedades fisiológicas pueden identificarse evaluando respuestas a5
condiciones de estrés, por ejemplo, ensayos que usan condiciones de estrés impuestas tales como déficit de agua, 
deficiencia de nitrógeno, condiciones de crecimiento frías, ataque de patógenos o insectos o deficiencia de luz, o elevada
densidad de la planta. Los cambios en la morfología pueden medirse por observación visual de la tendencia de una planta 
transformada con un rasgo agronómico potenciado a también parecer que es una planta normal en comparación con 
cambios hacia pobladas, más altas, más gruesas, hojas más estrechas, hojas rayadas, rasgo nodoso, clorosis, albinas, 10
producción de antocianinas, o panojas, mazorcas o raíces alteradas. Otras propiedades de selección incluyen días hasta 
la liberación de polen, días hasta la emisión de estigmas, velocidad de extensión de las hojas, contenido de clorofila, 
temperatura de las hojas, posición, vigor de las plantas de semillero, longitud entrenudos, altura de la planta, número de 
hojas, área de las hojas, macollamiento, raíces de anclaje, capacidad de permanecer verde, encamado del tallo, 
encamado de las raíces, salud de la planta, esterilidad/prolificidad, quebrado en verde y resistencia a plagas. Además, 15
pueden evaluarse características fenotípicas del grano cosechado, que incluyen número de granos por fila en la mazorca, 
número de filas de granos en la mazorca, aborto de granos, peso del grano, tamaño del grano, densidad de granos y 
calidad física de los granos.

Las semillas para plantas transgénicas con rasgos agronómicos potenciados de la presente invención son plantas de 
maíz.20

Selección de rendimiento elevado

Muchas plantas de maíz transgénico de la presente invención presentan rendimiento potenciado con respecto a una 
planta de control. El rendimiento potenciado puede resultar del potencial de captación potenciado de la semilla, es decir, el 
número y tamaño de células del endospermo o granos y/o la fuerza de captación potenciada, es decir, la tasa de 
biosíntesis de almidón. El potencial de captación puede establecerse muy pronto durante el desarrollo de los granos, ya 25
que el número de células del endospermo y el tamaño de las células se determinan dentro de los primeros días después 
de la polinización.

Gran parte del aumento en el rendimiento del maíz de varias décadas anteriores ha resultado de un aumento en la
densidad de siembra. Durante ese periodo, el rendimiento del maíz ha aumentando a una tasa de 29,91/ha/año (2,1 
fanegas/acre/año), pero la densidad de siembra ha aumentado a una tasa de 618 plantas/ha/año (250 plantas/acre/año). 30
Una característica del maíz híbrido 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 más producción de 
biomasa, pero los actuales germoplasmas no rinden bien a estas mayores densidades. Un enfoque para aumentar el 
rendimiento es aumentar el índice de cosecha (IC), la proporción de biomasa que se asigna al grano en comparación con
la biomasa total, en siembras de alta densidad.35

La eficaz selección del rendimiento de maíz transgénico usa progenie híbrida del evento transgénico sobre múltiples 
localizaciones con plantas cultivadas bajo prácticas de gestión de la producción óptimas, y control de plagas máximo. Un 
objetivo útil 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 útil selección en múltiples y diversas
localizaciones geográficas, por ejemplo, hasta 16 o más localizaciones, a lo largo de una o más estaciones de siembra, 40
por ejemplo, al menos dos estaciones de siembra para distinguir estadísticamente da mejora de los efectos 
medioambientales naturales. Es plantar múltiples 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 callejón 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. Una45
parcela polinizadora de una línea de maíz de alta calidad se planta por cada dos parcelas para permitir la polinización 
abierta si se usan eventos transgénicos estériles macho. Una densidad de siembra útil 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 fotosíntesis), componentes de captación (tamaño del grano, tamaño de la mazorca, almidón en la50
semilla), desarrollo (respuesta a la luz, altura, tolerancia a la densidad), madurez, rasgo de florecimiento temprano y 
respuestas fisiológicas 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 medición 
estadística útil comprende tres componentes, es decir, modelado de la autocorrelación espacial del campo de pruebas por 
separado para cada localización, ajuste de los rasgos de los eventos de ADN recombinante para la dependencia espacial55
para cada localización y realización de un análisis de localización cruzada. La primera etapa en el modelado de la
autocorrelación espacial es estimar los parámetros de covarianza del semivariograma. Se asume un modelo de 
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covarianza esférica para modelar la autocorrelación espacial. Debido al tamaño y naturaleza del ensayo, es probable que 
la autocorrelación espacial pueda cambiar. Por tanto, también se supone anisotropía junto con la estructura de covarianza 
esférica.

Tabla 2

Momento Evaluación Descripción comentarios

V2-3 Posición inicial Puede tomarse cualquier tiempo después de la 
germinación y antes de la eliminación de cualquier
planta.

Liberación 
de polen

GDU al 50 % de 
liberación

GDU al 50 % de plantas Liberación del 50 % de 
panoja.

Emisión de 
estigmas

GDU al 50 % de 
emisión de 
estigmas

GDU al 50 % de plantas que muestran estigmas.

Madurez Altura de la planta Altura desde la superficie de la tierra hasta la unión de 
la hoja bandera (pulgadas).

10 plantas por parcela –
Ayuda del equipo de 
rendimiento 

Madurez Altura de la 
mazorca

Altura desde la superficie de la tierra hasta el nodo de 
unión de la mazorca primaria.

10 plantas por parcela -
Ayuda del equipo de 
rendimiento

Madurez Hojas por encima 
de la mazorca

Puntuaciones visuales: erecta, tamaño, ondulado

Madurez Tamaño de las 
panojas

Puntuaciones visuales +/- frente a WT

Pre-cosecha Posición final Recuento de la posición final antes de la cosecha, 
excluir retoños

Pre-cosecha Encamado del 
tallo

Ningún tallo roto por debajo de la unión de la mazorca 
primaria. Excluir inclinación de retoños

Pre-cosecha Encamado de las 
raíces

Ningún tallo se inclina >45º de ángulo de la 
perpendicular.

Pre-cosecha Capacidad de 
permanecer verde

Después de la madurez fisiológica y cuando son 
evidentes las diferencias entre genotipos: escala 1 (90-
100 % de tejido verde) - 9 (0-19 % de tejido verde).

Cosecha Rendimiento del 
grano

Rendimiento del grano/parcela (peso de la vaina)

5

El siguiente conjunto de ecuaciones describe la forma estadística del modelo de covarianza esférica anisotrópica.

en la que I(●) es la función indicadora 

y10
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en las que s1= (x1, y1) son las coordenadas espaciales de una localización y s2 = (x2,y2) son las coordenadas espaciales de 
la segunda localización. Hay 5 parámetros de covarianza

5

en la que ν es el efecto pepita, σ2 es la meseta parcial, ρ es una rotación en grados en el sentido de las agujas del reloj 
desde el norte, ωn es un parámetro de escala para el eje menor y ωj es un parámetro de escala para el eje mayor de una 
elipse anisotrópica de igual covarianza. Los cinco parámetros de la covarianza que definen la tendencia espacial se 
estimarán entonces usando los datos de parcelas polinizadoras muy replicadas mediante enfoque de probabilidad
máxima limitada. En un ensayo en campos de multilocalización, la tendencia espacial se modela por separado para cada10
localización.

Después de obtener los parámetros 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 información espacial requerida para 
ajustar los datos de rendimiento para la dependencia espacial. En este caso, un modelo anidado que representa mejor el 
tratamiento y diseño experimental del estudio se usa junto con la estructura varianza-covarianza para ajustar los datos de15
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 análisis, las varianzas intra e inter-20
localización se combinan para estimar el error estándar de rendimiento de plantas transgénicas y plantas de control. Se 
usan comparaciones medias relativas para indicar mejoras de rendimiento estadísticamente significativas.

Los siguientes ejemplos ilustran aspectos de la invención.

Ejemplo 1

Este ejemplo ilustra la construcción de plásmidos para transferir ADN recombinante en células vegetales que pueden25
regenerarse en plantas transgénicas de la presente invención. Los cebadores para la amplificación por PCR de 
nucleótidos codificantes de proteína de ADN recombinante se diseñaron en o cerca de los codones de inicio y de 
terminación de la secuencia codificante, con el fin de eliminar la mayoría de las regiones sin traducir de 5' y 3'. Cada ADN 
recombinante que codifica una proteína identificada en la Tabla 1 se amplificó por PCR antes de la inserción en el sitio de 
inserción de uno de los vectores base como se menciona en la Tabla 1.30

Un vector de transformación de planta base pMON65154 se fabricó para su uso en preparar ADN recombinante para
transformación en tejido de maíz usando sistemas de vectores de expresión en plantas GATEWAY™ Destination 
(disponibles de Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA). Con referencia a los elementos descritos en la Tabla 3 a 
continuación y SEC ID Nº: 9, pMON65154 comprende un casete de expresión del marcador de selección y un casete de 
expresión de ADN recombinante de molde. El casete de expresión del marcador comprende un promotor CaMV 35S35
operativamente ligado a un gen que codifica neomicina fosfotransferasa II (nptII) seguido de una región 3' de un gen
nopalina sintasa (nos) de Agrobacterium tumefaciens. El casete de expresión de ADN recombinante de molde está 
posicionado cola a cola con el casete de expresión del marcador. El casete de expresión de ADN recombinante de molde 
comprende ADN regulador en 5' que incluye un promotor de actina 1 de arroz, exón e intrón, seguido de un sitio de 
inserción GATEWAY™ para ADN recombinante, seguido de una región de 3' de un gen de inhibidor II de proteinasa de 40
patata (pinII). Una vez el ADN recombinante se ha insertado en el sitio de inserción, el plásmido es útil para la
transformación de plantas, por ejemplo, por bombardeo con microproyectiles.
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Tabla 3

FUNCIÓN ELEMENTO REFERENCIA

Gen de planta del casete de expresión de interés Promotor 1 de actina de arroz Patente de EE.UU. 5.641.876

Exón 1 de actina 1 de arroz, intrón
1 potenciador

Patente de EE.UU. 5.641.876

Gen del sitio de inserción de interés AttR1 Manual de instrucciones de la 
tecnología de clonación 
GATEWAY™

Gen CmR Manual de instrucciones de la 
tecnología de clonación 
GATEWAY™

Genes ccdA, ccdB Manual de instrucciones de la 
tecnología de clonación 
GATEWAY™

attR2 Manual de instrucciones de la 
tecnología de clonación 
GATEWAY™

Gen de planta del casete de expresión de interés Región 3' de pinII de patata An y col. (1989) Plant Cell
1:115-122

Casete de expresión del marcador de selección de 
planta

Promotor CaMV 35S Patente de EE.UU. 5.858.742

Marcador de selección de nptII Patente de EE.UU. 5.858.742

Región 3' de nos Patente de EE.UU. 5.858.742

Mantenimiento en E. coli Origen de replicación de ColE1

Origen de replicación de F1 

Resistencia a ampicilina por Bla

Se construyó plásmido de vector base similar pMON72472 (SEC ID Nº: 10) para su uso en procedimientos mediados por
Agrobacterium de transformación de plantas similar a pMON65154, excepto (a) el ADN regulador de 5' en el casete de 
expresión de ADN recombinante de molde fue un promotor de actina de arroz y un intrón de actina de, (b) las secuencias 5
límite de T-ADN izquierda y derecha de Agrobacterium se añaden con la secuencia límite derecha localizada 5' con 
respecto al promotor de actina 1 de arroz y la secuencia límite izquierda localizada 3' con respecto al promotor 35S y (c) 
ADN se añade para facilitar la replicación del plásmido en tanto E. coli como Agrobacterium tumefaciens. El ADN añadido 
al plásmido fuera de las secuencias límite de T-ADN incluye un origen de amplia gama de huéspedes oriV de replicación 
de ADN funcional en Agrobacterium, un origen pBR322 de replicación funcional en E. coli y un gen de resistencia a 10
espectinomicina/estreptomicina para la selección en tanto E. coli como Agrobacterium. pMON74775 se construye en un
vector base esencialmente el mismo que pMON72472.

Ejemplo 2

Este ejemplo ilustra la transformación de plantas útil en producir las plantas de maíz transgénico de la presente invención. 
Plantas de maíz de una línea fácilmente transformable se cultivan en el invernadero y las mazorcas se recogen cuando 15
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 aíslan de granos individuales 
sobre las mazorcas esterilizadas en la superficie. Antes de la inoculación de células de maíz, las células de Agrobacterium
se cultivan durante la noche a temperatura ambiente. Los embriones de maíz inmaduros se inoculan con Agrobacterium
poco después de la escisión, y se incuban a temperatura ambiente con Agrobacterium durante 5-20 min. Entonces, los 20
embriones inmaduros se co-cultivan con Agrobacterium durante 1-3 d a 23 ºC en la oscuridad. Los embriones co-
cultivados se transfieren a medios de selección 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 selección.

Se preparan vectores de plásmido clonando ADN identificado en la Tabla 1 en la base identificada para su uso en
transformación de maíz para producir plantas de maíz transgénico y semilla.

Para transformación mediada por Agrobacterium de callo de maíz, los embriones inmaduros se cultivan durante 5
aproximadamente 8-21 d después de la escisión para permitir que se desarrolle callo. Entonces, el callo se incuba durante 
aproximadamente 30 min a temperatura ambiente con la suspensión de Agrobacterium, seguido de eliminación del líquido 
por aspiración. El callo y Agrobacterium se co-cultivan sin selección durante 3-6 d seguido de selección en paromomicina 
durante aproximadamente 6 semanas, con transferencias bisemanales a medios frescos, y el callo resistente a 
paromomicina se identificó como que contenía el ADN recombinante en un casete de expresión.10

Para la transformación por bombardeo con microproyectiles, embriones de maíz inmaduros se aíslan y se cultivan 3-4 d 
antes del bombardeo. Antes del bombardeo con microproyectiles se prepara una suspensión de partículas de oro sobre la 
que se precipitan casetes de expresión de ADN recombinante deseados. El ADN se introduce en células de maíz como se 
describe en las patentes de EE.UU. 5.550.318 y 6.399.861 usando el dispositivo de liberación de genes de aceleración de 
partículas de descarga eléctrica. Tras el bombardeo con microproyectiles, el tejido se cultiva en la oscuridad a 27 ºC.15

Para regenerar plantas de maíz transgénico, callo transgénico resultante de la transformación se dispone sobre medios 
para iniciar el desarrollo de brotes en plántulas que se transfieren a tierra de maceta para el crecimiento inicial en una 
cámara de crecimiento a 26 ºC 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 selección como
semilla, plantas de semillero o plantas de progenie R2 o híbridos, por ejemplo, para ensayos de rendimiento en las 20
selecciones indicadas anteriormente.

Ejemplo 3

Este ejemplo ilustra adicionalmente la producción e identificación de semilla transgénica para maíz transgénico que tiene 
un elevado rendimiento con respecto a plantas de control. La semilla de maíz 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 25
preparan por transformación. Muchos eventos transgénicos que sobreviven a plantas transgénicas fértiles que producen 
semillas y plantas de progenie no presentarán un rasgo agronómico potenciado. Las plantas transgénicas y semillas que 
tienen rasgos agronómicos potenciados de la presente invención se identifican seleccionando la eficiencia de uso de
nitrógeno, rendimiento, eficiencia de uso de agua y tolerancia al frío. Las plantas transgénicas que proporcionan semillas 
con composiciones de semilla mejoradas se identifican analizando las composiciones de semilla que incluyen niveles de 30
proteína, aceite y almidón.

Rendimiento

Las plantas transgénicas con rendimiento potenciado proporcionadas por la presente invención se seleccionaron 
mediante el procedimiento de selección según el procedimiento convencional descrito anteriormente y el rendimiento de 
estas plantas transgénicas se muestra en las Tablas 4 y 5 a continuación que indican el cambio en el rendimiento de maíz35
medido en fanegas por acre.

Tabla 4

Rendimiento por acre de extensión Rendimiento de alta densidad

Evento Año 1 Año 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 5
uno de los genes identificados en la Tabla 1. Para producir el potenciamiento adicional de rasgos agronómicos en plantas 
transgénicas, los genes de la Tabla 1 se combinan con uno o más genes adicionales que potencian rasgos agronómicos
para generar una planta transgénica con mayor potenciamiento en uno o más rasgos agronómicos que cualquier gen 
solo. Esta combinación se logra tanto mediante transformación como cultivo. El siguiente ejemplo ilustra este principio.

Una planta de maíz transgénico establemente transformada con una construcción, pMON74923, que contiene el gen10
fitocromo B (phyB) de Zea mays (SEC ID Nº: 15) bajo el control de un promotor de aldolasa (FDA) de maíz (solicitud de 
patente de EE.UU. nº de serie 09/757.089) se cruzó con una planta de maíz transgénico establemente transformada con 
pMON68392. El cruce demostró un aumento del rendimiento (fan/ac) del 7,2 % en comparación con la planta de maíz
que contiene el gen phyB solo (2,4 %).

LISTADO DE SECUENCIAS15

<110> Monsanto Technology LLC

Lund, Adrian

Deikman, Jill

Anstrom, Donald

Chomet, Paul20

Heard, Jacqueline

<120> Plantas transgénicas con rasgos agronómicos potenciados

<130> 38-21(53720)C25

<150> 60/638.099

<151> 21-12-2004

<150> 60/660.32030
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<151> 10-03-2005

<160> 15

<170> PatentIn versión 3.35

<210> 1

<211> 828

<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana10

<400> 1

15

<210> 2

<211> 678

<212> ADN

<213> Zea mays

20

<400> 2
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<210> 3

<211> 642

<212> ADN5

<213> Glicina max

<400> 3

10

<210> 4

<211> 690

<212> ADN
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<213> Oryza sativa

<400> 4

5

<210> 5

<211> 275

<212> PRT

<213> Arabidopsis thaliana10

<400> 5
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<210> 6

<211> 225

<212> PRT

<213> Zea mays

5

<400> 6
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<210> 7

<211> 213

<212> PRT5

<213> Glicina max

<400> 7

10
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<210> 8

<211> 229

<212> PRT5

<213> Oryza sativa

<400> 8

10
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<210> 9

<211> 9215

<212> ADN5

<213> Artificial

<220>
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<223> vector

<400> 9

5
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<210> 10

<211> 9747

<212> ADN

<213> Artificial

<220>5

<223> vector

<400> 10

10
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<210> 11

<211> 1023

<212> PRT5

<213> Artificial

<220>

<223> promotor

<400> 1110
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<210> 12

<211> 8045

<212> ADN

<213> Artificial
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<220>

<223> elemento

<400> 12

5

<210> 13

<211> 9754

<212> ADN10

<213> Artificial

<220>

<223> vector

<400> 1315
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<210> 14

<211> 1696

<212> ADN

<213> Artificial

<220>5

<223> elemento

<400> 14

10
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<210> 15

<211> 1696

<212> ADN5

<213> Zea mays

<400> 15

10
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REIVINDICACIONES

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

2. La célula vegetal de maíz de la reivindicación 1, en la que dicha proteína comprende la secuencia de aminoácidos de 10
SEC ID Nº: 5.

3. La célula vegetal de la reivindicación 1 ó 2, que comprende además ADN que expresa una proteína que proporciona 
tolerancia a la exposición a un herbicida aplicado a niveles que son letales para un tipo natural de dicha célula vegetal.

4. La célula vegetal de la reivindicación 3, en la que el agente de dicho herbicida es un compuesto de glifosato, dicamba o 
glufosinato.15

5. La célula vegetal de maíz de la reivindicación 1 ó 2, en la que dicha proteína comprende un dominio de caja homeótica
y un dominio HALZ.

6. Una planta de maíz transgénico o una semilla de maíz transgénico que comprende una pluralidad de la célula vegetal
de la reivindicación 1 ó 2.

7. La planta de maíz transgénico de la reivindicación 6, que es homocigótica para dicho ADN recombinante.20

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

9. La planta de maíz de la reivindicación 6, en la que dicha proteína comprende un dominio de caja homeótica y un 
dominio HALZ.25

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

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

(a) seleccionar una población de plantas para dicho rendimiento potenciado y dicho ADN recombinante, en la que30
plantas individuales en dicha población 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 población una o más 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 está integrado establemente en dichas plantas seleccionadas,35

(d) analizar tejido de una planta seleccionada para determinar la producción de una proteína que tiene la función de 
una proteína codificada por nucleótidos en una secuencia de una de SEC ID Nº: 1; y

(e) recoger semilla de una planta seleccionada.

12. Un procedimiento de la reivindicación 11, en el que

(i) plantas en dicha población comprenden además ADN que expresa una proteína que proporciona tolerancia a la 40
exposición a un herbicida aplicado a niveles que son letales para células de plantas naturales, y en el que dicha
selección se efectúa tratando dicha población con dicho herbicida, preferentemente dicho herbicida comprende un
compuesto de glifosato, dicamba o glufosinato; o

(ii) dicha selección se efectúa identificando plantas con dicho rasgo potenciado.

13. Una semilla de maíz híbrido que comprende una pluralidad de la célula vegetal de la reivindicación 1 ó 2, obtenible45
mediante un procedimiento que comprende:
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(a) adquirir semilla de maíz híbrido de una planta de maíz tolerante a herbicida de la reivindicación 6;

(b) producir plantas de maíz a partir de dicha semilla de maíz híbrido, en la que una fracción de las plantas producidas 
a partir de dicha semilla de maíz híbrido es homocigótica para dicho ADN recombinante, una fracción de las plantas 
producidas a partir de dicha semilla de maíz híbrido es hemicigótica para dicho ADN recombinante, y una fracción de 
las plantas producidas a partir de dicha semilla de maíz híbrido no tiene ninguno de dicho ADN recombinante;5

(c) seleccionar plantas de maíz que son homocigóticas y hemicigóticas para dicho ADN recombinante tratando con un
herbicida;

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

(e) repetir las etapas (c) y (d) al menos una vez para producir una línea endógama de maíz;10

(f) cruzar dicha línea endógama de maíz con una segunda línea de maíz para producir semilla híbrida.
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