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DESCRIPCION
Procedimiento para aumentar la expresion de transgén

La presente invencion se refiere a procedimientos para aumentar la expresion de transgén en plantas. En particular,
la presente invencion se refiere al uso de la region no traducida 5 (5’'UTR) de un gen GOS2, particularmente al uso
del primer intron de un gen GOS2 para potenciar la transcripcion. La presente invencion también se refiere a
procedimientos para modificar la composicion de semillas y en particular para aumentar la transcripcién o expresion
de proteinas en plantas.

Los niveles de proteinas en una célula se determinan por un lado por su velocidad de degradacién y por otro lado
por su velocidad de sintesis. La velocidad de sintesis proteica depende de diversos procesos, tales como
transcripcion, procesamiento de ARN postranscripcional, traduccién y modificaciones postraduccionales. La primera
etapa en la sintesis proteica es la transcripcion, el proceso de copiar ADN a una molécula de ARN. Ademas del
promotor, que es la parte mas importante de un gen que controla el nivel y patron de transcripcion, también se
conoce bien que la regiéon no traducida 5’ (5’'UTR) de un transcrito de ARN primario tiene influencia en el nivel y
patron de expresion de genes vegetales. Se sabe que los genes vegetales contienen un intrén en su 5’UTR; los
estudios de regulacién y expresion génica han demostrado que estos intrones pueden tener un impacto positivo en a
transcripcion. Los ejemplos incluyen intrones de Arabidopsis (Rose y Last, Plant J. 11, 455-464, 1997; Chaubet-
Gigot y col., Plant Mol. Biol. 45, 17-30, 2001), semilla de ricino (Ricinus communis; Tanaka y col., Nucleic Acids Res.
18, 6767-6770, 1990), avena (Avena sativa; Bruce y Quail, Plant Cell 2, 1081-1089, 1990), petunia (Petunia hybrida;
Dean y col., Plant Cell 1, 201-208, 1989; Vain y col., Plant Cell Rep. 15, 489-494, 1996), arroz (Oryza sativa;
McElroy y col., Plant Cell 2, 163-171, 1990; Snowden y col., Plant Mol. Biol. 31, 689-692, 1996; Rethmeier y col.,
Plant J. 12, 895-899, 1997), soja (Glycine max; Kato y col., Biosci. Biotechnol. Biochem. 62, 151-153, 1998), patata
(Solanum tuberosum; Leon y col., Plant Physiol. 95, 968-972, 1991; Fu y col., Plant Cell 7, 1387-1394, 1995; Fu y
col., Plant Cell 7, 1395-1403, 1995) y tabaco (Nicotiana tabacum; Plesse y col., Plant Mol. Biol. 45, 655-667, 2001).

El mecanismo que subyace en esta potenciacion mediada por intrén de la transcripcién aun no esta claro, pero los
intrones deben estar en su orientacién normal con respecto a la regién transcrita del gen (Callis y col., Genes Dev. 1,
1183-1200, 1987; Clancy y col., Plant Sci. 98, 151-161, 1994; Mascarenhas y col., Plant Mol. Biol. 15, 913-920,
1990). Un estudio del intrén 1 de PAT1 en Arabidopsis (Rose, RNA 8, 1444-1453, 2002) demostr6 que se requeria la
maquinaria de corte y empalme, pero que el corte y empalme del intron no era suficiente para potenciar la
acumulacion de ARNm. De acuerdo con al modelo presentado, los intrones podrian estimular la acumulacion de
ARNm aumentando la capacidad de procesamiento de la ARN polimerasa Il mediante una modificacién de su
domino carboxilo terminal, promoviendo de este modo la elongacién del transcrito sin afectar significativamente al
inicio de la transcripcién. Seria por lo tanto mas probable que la transcripcion de genes que contenian un intrén
extendiera la longitud del gen en casos en los que el procesamiento del extremo 3’ produjera transcritos estables.
Los estudios sugieren que la presencia de un intron aumenta la probabilidad de que se realicen transcritos estables
de longitud completa, conduciendo de este modo a acumulacion de ARNm aumentada (Rose, 2002). Clancy y
Hannah (Plant Physiol. 130, 918-929, 2002) usaron fusiones de genes indicadores para identificar elementos del
primer intron de Sh1 requerido para la potenciacion en células de maiz cultivado. Descubrieron que un derivado de
145 pb del intrén Sh1 conferia aproximadamente la misma estimulacién de 20 a 50 veces tipica para el intron de
longitud completa en su sistema de expresion transitoria. Ademas, se descubrié que se requeria un motivo de 35 pb
contenido dentro del intrén para niveles maximos de potenciacién pero no para corte y empalme de transcrito eficaz.
El elemento importante de este motivo de pb redundante es la riqueza en T en lugar de la secuencia especifica.
Cuando se anul6 el corte y empalme del transcrito por mutaciones en los limites de los intrones, la potenciacion se
redujo a aproximadamente 2 veces. Se descubri6 que el requisito de corte y empalme para potenciacion no se debia
a codones de inicio de la traduccion cadena arriba contenidos en transcritos no cortados. Los autores concluyeron
que el corte y empalme del intron Sh1 era integral para la potenciacion y sugirieron que las modificaciones de
transcrito desencadenadas por el motivo rico en T y corte y empalme pueden ligar el ARNm con el sistema de trafico
de la célula. Otros informes sugieren que la longitud y composicion de las secuencias flanqueantes pueden contribuir
a la expresion génica potenciada mediada por intrones (Sinibaldi y Mettler, In WE Cohn, K Moldave, eds, Progress
en Nucleic Acid Research and Molecular Biology, Vol. 42. Academic Press, Nueva York, pp 229-257, 1992; Luehrsen
y Walbot, Prog. Nucleic Acid Res. Mol. Biol. 47, 149-193, 1991; Maas y col., Plant Mol. Biol. 16, 199-207, 1991;
Clancy y col., 1994), o que la magnitud de la estimulacién también depende de las secuencias codificantes (Sinibaldi
y Mettler, 1992; Rethmeier y col., 1997; Rethmeier y col., Plant J. 13, 831-835, 1998), el tejido de expresion y las
condiciones fisiolégicas (Tanaka y col., 1990; Sinibaldi y Mettler, 1992; Gallie y Young, Plant Physiol. 106, 929-939,
1994; Fu y Park, 1995a, 1995b; Chaubet-Gigot y col., 2001; Plesse y col., 2001).

GOS2 del arroz es un gen de copia Unica que codifica el factor de inicio de la traduccién en IF1, que esta implicado
en el ensamblaje del complejo 43S con ARNm y en la exploracion correcta de la 5’UTR hacia el ATG durante el
inicio de la traduccion. El gen GOS2 también se encuentra en otros organismos tales como levadura y mamiferos, y
para cada uno de estos, el primer intrén se localiza en la 5’UTR. En su ambiente natural, la proteina GOS2 del arroz
se expresa bajo el control de su promotor fuerte y constitutivo. Este promotor se usa ampliamente como una
alternativa al promotor CaMV35S en la ingenieria genética de plantas monocotiledéneas. Hensgens y col. (Plant
Mol. Biol. 23, 643-669, 1993) estudiaron la expresion del gen indicador gusA conducido por el promotor GOS2.
Describen un primer tipo de construccion que comprende, de 5” a 3’, un promotor transcripcional de GOS2, el sitio de
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inicio de la traduccién, los dos primeros exones e intrones y parte del tercer exén, una region de poliligador, la
secuencia codificante de gusA y una regién de poliadenilacién. Hensgens y col. también describen un segundo tipo
de construccion, en la que gusA estaba fusionado con los primeros 36 nucleétidos del primer exén de GOS2y por lo
tanto carecia de los primeros dos intrones. Se observé la mayor expresion de GUS para el primer tipo de
construccion, sin embargo los autores no pudieron determinar si la diferencia en el nivel de expresion entre los dos
tipos de construcciones era atribuible a la presencia de los dos intrones. Hasta la fecha, no se ha realizado ningln
andlisis del papel de los intrones en el gen GOS2 en el proceso de transcripcion.

Se determinan propiedades fenotipicas de plantas por la expresion de uno o mas genes en el genoma vegetal. El
nivel y patron de expresion apropiados (patrones de expresiones temporales y espaciales) de los genes pueden
depender de muchos elementos reguladores, incluyendo el tipo de promotor y las regiones no traducidas del ARNm.
Estos elementos reguladores pueden usarse ventajosamente para adaptar la expresion de los genes a necesidades
particulares. Por ejemplo, un promotor puede tener la expresién espacial deseada (tal como expresion especifica de
raiz o especifica de flor), pero puede carecer de la fuerza para asegurar niveles de expresion altos. En dichos casos,
un experto en la materia puede considerar usar elementos reguladores adicionales para potenciar los niveles de
expresion. Se conocen en la técnica ejemplos de elementos reguladores para modular los niveles o patrones de
expresion e incluyen secuencias activadoras corriente arriba, elementos préximos al promotor, potenciadores y
silenciadores. Se han descrito varios genes para los que la presencia de intrones contribuyd significativamente al
nivel de expresion. Sin embargo, el mecanismo de este aumento apenas se entiende.

Para obtener los niveles o patrones de expresion génica deseados, que pueden ajustarse dependiendo de las
necesidades especificas, es deseable tener a disposicion una amplia serie de intrones que sean capaces de
estimular la expresion génica. Existe la necesidad en diversos campos de la ingenieria genética de elementos de
control de la transcripcién capaces de aumentar la expresion génica en plantas. Los inventores han mostrado ahora
por primera vez que la region no traducida 5’ (5’UTR), y particularmente el primer intrén de un gen GOS2 de planta,
tiene un efecto estimulador en la expresion de transgenes en plantas cuando se inserta entre un promotor y un acido
nucleico para expresar. Se descubrié que este era el caso no solamente cuando el primer intrén de un gen GOS2 de
planta se combinaba con el promotor de GOS2 de arroz, sino que también se observé sorprendentemente cuando
una 5’UTR de GOS2, y en particular su primer intrén, estaba unida operativamente con un promotor no GOS2
expresable en plantas.

En una realizacién, la invencién se refiere a un procedimiento para aumentar la expresién génica en una planta
transgénica, comprendiendo dicho procedimiento

a. integrar el primer intron de la 5 UTR de un gen GOS2 de planta en el extremo 5’ de un acido nucleico de
interés, creando de este modo una unidad transcripcional quimérica, en la que dicho primer intrén se representa
en SEC ID N2: 5 o una variante funcional de dicho primer intrén, cuya variante funcional es de al menos 65 pares
de base de longitud, comprende sitios de corte y empalme y una adenosina de punto de ramificacion funcional,
dicha adenosina de punto de ramificacion es parte del motivo conservado con la siguiente secuencia consenso
Y100U100Re4A100Us0 0 Y100U100R64A100Y70, €N la que Y representa los nucle6tidos C o T, y R representa Ay G, y en
la que los nimeros en subindice indican el porcentaje de conservacion del nucleétido respectivo, cuya variante
funcional es capaz de hibridar en condiciones rigurosas con el primer intrén como se representa en SEC ID N¢: 5,
en el que dichas condiciones de hibridacién son hibridacién en SCC 4 x a 65 °C, seguido de una etapa de lavado
en SCC 0,1 x a 65 °C durante una hora;

b. fusionar de forma operativa dicha unidad transcripcional quimérica con un promotor expresable en plantas
para obtener un casete de expresién, a condiciéon de no haya combinacién de la 5° UTR como se representan en
SEC ID N2: 2 del gen GOS2 del arroz con un promotor del gen GOS2 del arroz;

c. introducir en y expresar en una célula vegetal dicho casete de expresién de (b), para crear una célula vegetal
transgénica; y

d. regenerar y/o cultivar una planta a partir de dicha célula vegetal transgénica de (c) para que dicha célula
transgénica transcriba el transgén y en la que la 5’UTR del acido nucleico expresado de interés comprende al
menos el primer intrén de la 5’UTR como se ha definido en (a).

Se describe un procedimiento para aumentar la expresién transgénica en una planta transgénica, comprendiendo
dicho procedimiento

a. integrar toda o parte de una 5’ UTR de un gen GOS2 de planta en el extremo 5’ de un &cido nucleico de
interés, creando de este modo una unidad transcripcional quimérica, en la que dicha parte de una 5UTR
comprende al menos el primer intrén de dicho gen GOS2 o una variante funcional de dicho primer intrén;

b. fusionar de forma operativa la unidad transcripcional quimérica con un promotor expresable en plantas para
obtener un casete de expresion, a condicion de no haya combinacion de una 5 UTR completa del gen GOS2 del
arroz con un promotor del gen GOS2 del arroz;

c. introducir en y expresar en una célula vegetal el casete de expresion de (b), para crear una célula vegetal
transgénica; y

d. regenerar y/o cultivar una planta a partir de la célula vegetal transgénica de (c) de modo que la célula
transgénica transcriba el transgén y en la que la 5’UTR del acido nucleico expresado de interés comprende al
menos la 5’UTR (a).
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El objeto de la presente invencion se refiere al primer intron de un gen GOS2. El gen GOS2 (secuencia codificada
proporcionada en SEC ID N¢: 3), también conocido como SU/1, codifica un factor de inicio de la traduccion elF1
(SEC ID N®: 4). En una realizacién particular, se usa el primer intrén del gen GOS2 de arroz, pero un experto en la
materia apreciara que pueden usarse también los primeros intrones de otros genes GOS2 en los procedimientos de
la invencion. El gen GOS2 del arroz contiene cuatro intrones de respectivamente 998 pb, 94 pb, 90 pb y 105 pb (de
Pater y col., Plant J. 2, 837-844, 1992). El primer intron se localiza dentro de la 5’'UTR (Figura 1), no solamente en
arroz (X51910), sino también en Coffea arabica (AJ519840), y Arabidopsis (At5g54940, At5g54760, At1g54290,
At4g27130). Puede esperarse que este sea el caso para todas las plantas, dada la alta conservacion de secuencia
entre genes GOS2 de plantas. Por lo tanto, en una realizacion preferida de la presente invencidon, se derivan
secuencias intronicas alternativas de genes GOS2 de genes GOS2 de plantas, porque en estos genes los primeros
intrones se localizan en la 5’'UTR. Mas preferentemente, el primer intrébn de un gen GOS2 deriva de una planta
monocotiledénea, mas preferentemente de arroz o maiz. No obstante, un experto en la materia seria capaz de aislar
las primeras secuencias intrénicas de GOS2 de otras plantas sin secuencias codificantes flanqueantes no deseadas
usando técnicas convencionales. Por lo tanto, los primeros intrones derivados de cualquier gen GOS2/SUIT de
planta pueden ser igualmente Utiles en los procedimientos de la presente invencién.

La expresién “intrén” o “secuencia intermedia” como se define en el presente documento es una secuencia de acido
nucleico no codificante que interrumpe frecuentemente secuencias codificantes de genes eucariotas pero que
también puede estar presente fuera de la secuencia codificante y que se transcribe en ARN y posteriormente se
retiran por corte y empalme de ARN para dejar un ARNm funcional u otro ARN. El intrén comprende sitios de corte y
empalme en ambos extremos y una adenosina de punto de ramificaciéon. Se entiende que la expresion “sitios de
corte y empalme” como se define en el presente documento significa los extremos exteriores de la secuencia que se
separan por corte del transcrito primario y los nucleétidos inmediatos en el transcrito primario de la secuencia que se
separa por corte. La adenosina del punto de ramificacion es el nucleétido que forma el lazo durante el
acontecimiento de corte y empalme. La adenosina de punto de ramificacion es parte de un motivo conservado con
las siguiente secuencia consenso (Brown, Plant Journal 10, 771-780, 1996): Yio0U100Re4A100Uso ©
Y100U100Re4A100Y70, €n la que Y representa los nucledtidos C o T, y R representa A o G y en la que los nimeros en
subindice indican el porcentaje de conservacion del nucledtido respectivo. Este motivo determina la funcionalidad de
la adenosina del punto de ramificacion.

Ademas, también pueden ser utiles variantes funcionales del primer intrdn de un gen GOS2 en el aumento de la
expresion de un transgén. Las variantes funcionales abarcan variantes de sustitucion, insercién y delecion y
combinaciones de las mismas. Las “variantes de sustitucion” son en las que se ha retirado al menos una base en la
secuencia de nucledtidos y se ha insertado una base diferente en su lugar. Las “variantes de insercion” de un acido
nucleico son en las que se introducen uno o mas nucleétidos en un sitio predeterminado en la secuencia. Las
“variantes de delecién” de un &cido nucleico se caracterizan por la retirada de uno o mas nucleotidos del acido
nucleico. Puede producirse cualquier combinacién de sustitucion o sustituciones, delecion o deleciones o insercion o
inserciones a condicion de la funcionalidad del intron permanezca esencialmente igual, es decir, que la variante
intrénica, cuando se usa en los procedimientos de acuerdo con la presente invencién, provoque expresion
aumentada de un transgén. La expresion aumentada debe entenderse como aumentada en comparacion con la
expresion del mismo transgén sin la presencia del intron. Ademds, una variante funcional es de al menos 65 pares
de bases de longitud, comprende sitios de corte y empalme y una adenosina de punto de ramificacion funcional, y es
capaz de hibridar en condiciones rigurosas con un primer intrén de origen natural de un gen GOS2 de planta.

El término “hibridacién” como se define en el presente documento es un proceso en el que secuencias de
nucleétidos complementarias sustancialmente homologas hibridan entre si. Para permitir que se produzca
hibridacion, las moléculas de acido nucleico en general se desnaturalizan de forma térmica o quimica para fundir
una doble cadena en dos cadenas individuales y/o para retirar horquillas u otras estructuras secundarias de acidos
nucleicos monocatenarios. La rigurosidad de la hibridacién se ve influida por condiciones tales como la temperatura,
la concentracién salina y la composicion del tampén de hibridacion. Las “condiciones de hibridacién rigurosas” y
“condiciones de lavado de hibridacién rigurosas” en el contexto de los experimentos de hibridacion de acido nucleico
tales como hibridaciones de Southern y Northern dependen de la secuencia y son diferentes en diferentes
parametros ambientales. Por ejemplo, secuencias mas largas hibridan especificamente a temperaturas mayores. La
Tm es la temperatura con fuerza iénica y pH definidos, a la que el 50 % de la secuencia diana hibrida con una sonda
perfectamente coincidente. La especificidad es tipicamente la funcion de lavados posthibridacion. Los factores
criticos de dichos lavados incluyen la fuerza i6nica y temperatura de la solucién de lavado final. Generalmente, se
seleccionan condiciones rigurosas que sean aproximadamente 50 °C inferiores al punto de fusién térmica (Tm) para
la secuencia especifica a una fuerza idnica y pH definidos. La T, es la temperatura con fuerza idnica y pH definidos,
a la que el 50 % de la secuencia diana hibrida con una sonda perfectamente coincidente. La T, depende de las
condiciones de la solucién y la composicion de base de la sonda, y puede calcularse usando la siguiente ecuacion:

Tm= 79,8 °C+(18,5xlog[Na*])+(58,4 2°Cx%[G+C])-(820x(N¢ de pb en doble cadena)")-(0,5x% de formamida)

Son condiciones rigurosas preferidas cuando la temperatura es de 20 °C inferior a la Tm, y son condiciones rigurosas
mas preferidas cuando la temperatura es de 10 °C inferior a la Trm. La unién no especifica también puede controlarse
usando una cualquiera de varias técnicas conocidas tales como bloqueo de la membrana con soluciones que
contienen proteina, adiciones de ARN heterélogo, ADN y SDS al tampén de hibridacién, y tratamiento con RNasa.
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Las condiciones de lavado se realizan tipicamente a o por debajo de la rigurosidad de hibridacion. Generalmente, las
condiciones rigurosas adecuadas para ensayos de hibridacion de acido nucleico o procedimientos de deteccion de
amplificacion génica son como se ha expuesto anteriormente. También pueden seleccionarse condiciones de
rigurosidad aumentada o reducida en comparacion con lo anterior.

Con objeto de definir el nivel de rigurosidad, puede hacerse referencia convenientemente a Sambrook y col. (2001)
Molecular Cloning: a laboratory manual, 32 Edicion Cold Spring Harbor Laboratory Press, CSH, Nueva York o a
Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, N. Y. (1989). El experto en la materia conoce diversos
parametros que pueden alterarse durante la hibridacién y el lavado y que mantendran o cambiaran las condiciones
de rigurosidad. Un ejemplo de las condiciones de alta rigurosidad incluye hibridacién en SSC 0,1-1x / SDS 0,1 % p/v
a 60 °C durante 1-3 horas. Otro ejemplo de condiciones de hibridacién rigurosas es la hibridacién a SSC 4x a 65 °C,
seguido de un lavado en SSC 0,1x a 65 °C durante aproximadamente una hora. Como alternativa, una condicion de
hibridacion rigurosa ejemplar es en formamida 50 %, SSC 4x a 42 °C. Otro ejemplo més de las condiciones
rigurosas incluyen hibridacién a 62 °C en SSC 6x, BLOTTO 0,05x y lavado en SSC 2x, SDS 0,1 % p/v a 62 °C.

Los genes GOS2 de planta tienen su primer intron localizado dentro de la 5’UTR, por lo tanto se prevé que no es
solamente este primer intron sino también el primer intron con sus secuencias flanqueantes hasta el total de la
5'UTR lo que puede tener un efecto estimulador en la expresién génica. Por lo tanto, la presente invencién
proporciona en otra realizacién un procedimiento para aumentar la expresion de transgenes en una planta
transgénica en el que se usa sustancialmente la 5UTR completa de un gen GOS2 de planta, o cualquier parte del
mismo que comprende el primer intrén o una variante funcional del mismo, para aumentar la expresiéon de un
transgén, a condicion de el promotor de GOS2 de arroz no se use en combinacién con la 5’UTR completa del gen
GOS2 del arroz.

La 5’UTR de un gen debe entenderse como la parte de un gen que se transcribe a un transcrito de ARN primario
(pre ARNm) y estando dicha parte localizada cadena arriba de la secuencia codificante. El transcrito primario es el
producto de ARN inicial, que contiene intrones y exones, producido por la transcripcién de ADN. Muchos transcritos
primarios deben experimentar procesamiento de ARN para formar la especie de ARN fisiolégicamente activa. El
procesamiento en un ARNm maduro puede comprender recortar los extremos, retirar intrones, proteccion de los
extremos y/o recortar moléculas de ARNr individuales de sus ARN precursores. La 5’UTR de un ARNm es por lo
tanto la parte del ARNm que no se traduce en proteina y que se localiza cadena arriba de la secuencia codificante.

De acuerdo con la presente invencion, la 5’UTR de un gen GOS2 o una parte del mismo que comprende el primer
intrén, se integra en el extremo 5’ de un &cido nucleico de interés. La fusién da como resultado la formacion de una
unidad transcripcional, que da lugar a un transcrito de ARN primario funcional individual que puede procesarse a un
ARNmM maduro en una célula huésped dada. La 5’UTR de un gen GOS2, o una parte del mismo que comprende el
primer intrén, esta presente en la unidad transcripcional en orientacion con sentido y cadena arriba de cualquier
secuencia codificante de proteina. El intrdn util en los procedimientos de la presente invenciéon habitualmente esta
flanqueado por las secuencias limite que comprenden el sitio de corte y empalme, pero también puede ser funcional
sin estas secuencias limite.

Preferentemente el acido nucleico de interés es un transgén. La expresion “secuencia o secuencias de acido
nucleico”, “acido nucleico” o “gen o genes”, cuando se usa en el presente documento se refiere a nucleétidos, bien
ribonucleétidos (ARN) o bien desoxirribonucleétidos (ADN) o una combinacién de ambos, en una forma polimérica
de cualquier longitud. Estas expresiones incluyen ademas ADN y ARN bicatenario y monocatenario. Estas
expresiones también incluyen modificaciones de nucleétidos conocidas en la técnica, tales como metilacién,
ciclacion, “extremos recubiertos”, sustitucion de uno o mas de los nucleétidos de origen natural con un analogo tal
como inosina, y modificaciones de cadena principal polinucleotidica. El término “transgén” se refiere a un acido
nucleico aislado que se introduce en una planta. En una realizaciéon preferida de la presente invencién, el transgén
codifica un polipéptido.

El término “polipéptido” o “proteina” se define como una cadena molecular que comprende dos 0 mas aminoacidos
unidos covalentemente por enlaces peptidicos.

El término “aislado” en la presente solicitud significa retirado de su ambiente original. Por ejemplo, un acido nucleico
presente en su estado natural en un organismo no esta aislado, mientras que el mismo acido nucleico separado de
los acidos nucleicos adyacentes en los que esta presente de forma natural, se considera “aislado”. El transgén
puede originarse de la misma especie vegetal o de otra, puede aislarse de cualquier fuente, tal como bacterias,
levadura u hongos, plantas (incluyendo algas) o animales (incluyendo seres humanos). El transgén puede
modificarse sustancialmente de su forma nativa en composicién y/o ambiente gendmico mediante manipulacién
humana deliberada. En una realizacién particular de la invencion, el transgén comprende una secuencia que codifica
una proteina. Sin embargo, no es necesario que el transgén codifique una proteina, los procedimientos pueden
aplicarse para cualquier acido nucleico para expresar, tales como ARNt, ARNr, ARN antisentido, ARNip. Una
“secuencia codificante” o “fase abierta de lectura” (ORF) se define como una secuencia de nucleé6tidos que puede
transcribirse en ARNm y puede después traducirse a un polipéptido cuando se sitle bajo el control de secuencias
reguladoras apropiadas, es decir, cuando la secuencia codificante u ORF esté presente en una forma expresable. La
secuencia codificante u ORF se une con un codén de inicio de la traduccion 5 y un cod6n de parada de la



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2463474713

traduccioén 3'. Una secuencia codificante u ORF puede incluir, pero sin limitacién, ARN, ARNm, ADNc, secuencias de
nucleétidos recombinantes, secuencias de nucleétidos fabricadas de forma sintética o ADN gendmico. La secuencia
codificante u ORF puede estar interrumpida por intrones.

Ventajosamente los procedimientos de la presente invencion dan como resultado expresion aumentada del
transgén. Se entiende que el término “expresion” como se define en el presente documento significa la produccién
de una proteina o secuencia de nucleétidos en una célula en si misma o en un sistema sin células. Incluye la
transcripcion en un producto de ARN, modificacién post transcripcional y opcionalmente también traduccién a un
producto proteico o polipéptido de un ADN que codifica ese producto, asi como posibles modificaciones post
traduccionales. Una secuencia codificante puede transcribirse en direccion con sentido o antisentido.

Como se ha mencionado anteriormente, cualquiera gen GOS2/SUI1 puede ser una fuente adecuada de una 5’UTR
y/o un primer intrén para su uso en un procedimiento para aumentar la expresion de transgenes. Los procedimientos
para la busqueda e identificacién de homdlogos de elF1 estarian dentro del alcance de los expertos en la materia.
Dichos procedimientos comprenden la comparacion de las secuencias representadas por SEC ID N° 3 o0 4, en un
formato leible por ordenador, con secuencias que estan disponibles en bases de datos publicas tales como MIPS
(http://mips.gsf.de/), GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html) o EMBL Nucleotide Sequence
Database (http://www.ebi.ac.uk/embl/index.html), usando algoritmos bien conocidos en la técnica para el
alineamiento o la comparacion de secuencias, tales como GAP (Needleman y Wunsch, J. Mol. Biol. 48; 443-453
(1970)), BESTFIT (usando el algoritmo de homologia local de Smith y Waterman (Advances in Applied Mathematics
2; 482-489 (1981))), BLAST (Altschul, S. F., Gish, W., Miller, W., Myers, E. W. y Lipman, D. J., J. Mol. Biol. 215: 403-
410 (1990)), FASTA y TFASTA (W. R. Pearson y D. J. Lipman Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 2444- 2448 (1988)). El
software para realizar analisis de BLAST esta disponible publicamente a través del Centro Nacional para la
Informacién Biotecnolégica. Los homodlogos adecuados pueden identificarse usando parametros por defecto de
BLAST (matriz BLOSUM62, penalizacién de apertura de hueco 11 y penalizacion de extension de hueco 1).
Preferentemente, se usan secuencias de longitud completa (desde el codén de inicio al de parada en el caso del
ADN, o de la proteina madura completa) para su analisis.

También es posible el andlisis de secuencias genémicas para la identificacion de homélogos de GOS2/SUI1. Estan
disponibles varios algoritmos y herramientas informaticas para la identificacion de genes en secuencia de ADN sin
tratamiento. Habitualmente estas herramientas combinan el analisis de parametros estadisticos en la secuencia de
ADN con procedimientos basados en homologia para identificar secuencias homoélogas en bases de datos. Aunque
ninguno de estos procedimientos por si solo es suficientemente fiable para una buena prediccion, la combinacién de
diversos programas habitualmente proporciona buenos resultados. Los ejemplos bien conocidos de dichas
herramientas incluyen GeneMark (http://opal.biology.gatech.edu/genemark, http://www.ebi.ac.uk/genemark,
Borodovsky, M. y Mclninch J. (1993) GeneMark: Parallel Gene Recognition for both DNA Strands. Computers &
Chemistry, 17, 123-133), Gene Locator and Interpolated Markov Modeler (GLIMMER, http://www.tigr.org/softiab, A.L.
Delcher y col. Improved microbial gene identification with GLIMMER. Nucleic Acids Research, 27, 4636-
4641.(1999)), Gene Recognition and Assembly Internet Link (GRAIL, http://compbio.ornl.gov), GenScan
(http://genes.mit.edu/GENSCAN.html, Burge, C. y Karlin, S. (1997) Prediction of complete gene structures in human
genomic DNA. J. Mol. Biol. 268, 78-94.), GeneBuilder (http://www.it-ba.mi.cnr.it/webgene Milanesi L. y col.
GeneBuilder: interactive in silico prediction of genes structure. Bioinformatics, 15 (7): 612-621, 1999). Puede
realizarse una analisis combinado con el programa TIGR Combiner (http://www.tigr.org/softlab, J. E. Allen y col.
Computational gene prediction using multiple sources of evidence. Genome Research, 14(1), 142-148, 2004) que
predice modelos génicos usando el resultado de otro software de anotacién tal como GeneMark, GlimmerM, GRAIL,
GenScan y Fgenes. Usa un algoritmo estadistico para identificar patrones de pruebas correspondientes a modelos
génicos.

Se conocen en la técnica procedimientos para caracterizar la 5’UTR de un gen. Por ejemplo, muchos puntos de
inicio de la transcripcidon en eucariotas estan precedidos por una caja TATA o consisten en un elemento iniciador
reconocido por ARN polimerasa Il. Los elementos iniciadores de origen natural en muchos genes tienen un resto de
citosina (C) en la posicién -1 y uno de adenina (A) en el sitio de inicio de la transcripcién (+1). La secuencia
consenso para un elemento iniciador consiste en 5-Y Y A" NTAYYY3, enla que A*" es el inicio de la
transcripcion, Y es una pirimidina (C o T), N es cualquiera de las cuatro bases, y T/A es T o A en la posicion +3.
Otros genes contienen un tramo rico en CG tipico de 20 a 50 nucle6tidos dentro de una region de aproximadamente
100 pares de bases cadena arriba de la region del sitio de inicio, conocido como isla CpG. También se conocen en
la técnica procedimientos para predecir la presencia de intrones. Los ejemplos incluyen SPL
(http://www.softberry.com/berry.phtml, Softberry), NNSplice (http://www.fruit-fly.org/seq_tools/splice.html, Reese MG
y col. 1997. Improved Splice Site Detection in Genie. J Comp Biol 4(3), 311-23), SpliceView
(http://www.itba.mi.cnr.it/webgene/, Rogozin I. B. y L. Milanesi. Analysis of donor splice signals in different
organisms. J. Mol. Evol., 1997, V.45, 50-59.), NetGene2 (http://www.cbs.dtu.dk/services, S. M. Hebsgaard, y col.
Splice site prediction in Arabidopsis thaliana DNA by combining local and global sequence information, Nucleic Acids
Research, 1996, Vol. 24, 3439-3452.), GeneSplicer (http://www.tigr.org/softlab, Pertea M. y col. GeneSplicer: a new
computational method for splice site prediction. Nucleic Acids Res. 1 Mar 2001; 29(5): 1185-90).

En una realizacién preferida, la presente invencion proporciona un procedimiento para aumentar la expresién de un
transgén como se ha perfilado anteriormente, en el que dicha parte de la 5’UTR de GOS2 es como se representa
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por la SEC ID N? 1. En una realizacion alternativa, se usa la 5UTR de GOS2 completa como se representa por la
SEC ID N2 2. En cualquier caso, los procedimientos de acuerdo con la presente invencion siempre hacen uso de una
unidad transcripcional quimérica que comprende el acido nucleico de interés fusionado en su extremo 5’ con el
extremo 3’ de la 5’UTR de un gen GOS2, o parte del mismo, en el que esa parte de la 5UTR de GOS2 comprende
al menos el primer intrén del gen GOS2 o una variante funcional de este primer intron. Preferentemente, la parte de
la 5’'UTR de GOS2 es como se presenta por la SEC ID N2 1.

it

Como es generalmente aceptado, una cadena de acido nucleico es direccional, teniendo el “extremo 5™ un hidroxilo
(o fosfato) libre en un carbono 5’ y teniendo el “extremo 3™ un hidroxilo (o fosfato) en un carbono 3. En el caso de un
acido nucleico bicatenario, la orientacién de la cadena con sentido establece la direccién. La cadena con sentido
tiene, por definicion, el mismo “sentido” que el ARNm; es decir, puede traducirse exactamente como puede la
secuencia de ARNm.

En una siguiente etapa, la unidad transcripcional estd unida operativamente con un promotor, formando de este
modo un casete de expresion. Como se usa en el presente documento, un “promotor” significa una regién de ADN
cadena arriba del inicio de la transcripcién y que esta implicado en la union de ARN polimerasa y otras proteinas
para iniciar la transcripcion. La referencia en el presente documento a un “promotor” debe interpretarse en su
contexto mas amplio e incluye las secuencias reguladoras de la transcripcion derivadas de un gen gendémico
eucariota clasico, que incluye la caja TATA que se requiere para el inicio de la transcripciéon preciso, con o sin una
secuencia de caja CCAAT y elementos reguladores adicionales (es decir secuencias activadoras cadena arriba,
potenciadores y silenciadores) que alteran la expresion génica en respuesta a estimulos de desarrollo y/o externos,
o de una manera especifica de tejido. En consecuencia, la velocidad de transcripcién de un promotor reprimible se
reduce en respuesta a un agente represor. La velocidad de transcripcién de un promotor inducible aumenta en
respuesta a un agente inductor. La velocidad de promocién de un promotor constitutivo no esta especificamente
regulada, aunque puede variar segun la influencia de las condiciones metabdlicas generales. El término “promotor”
también incluye las secuencias reguladoras de la transcripcion de un gen procariota clasico, en cuyo caso puede
incluir una secuencia de caja -35 y/o una secuencia reguladora de la transcripcién de caja -10. El término “promotor”
también se usa para describir una molécula sintética o de fusién, o derivado que confiere, activa o potencia la
expresion de una molécula de acido nucleico en una célula, tejido u érgano.

Ventajosamente, puede combinarse cualquier tipo de promotor con la unidad transcripcional y usarse para conducir
la expresion del transgén, dependiendo del resultado deseado. Ventajosamente, el promotor es un promotor
expresable en plantas. Por “promotor expresable en plantas” se entiende un promotor que es capaz de actuar en
una célula vegetal. Por ejemplo, un promotor especifico de meristemo, tal como el promotor rnr (ribonucleétido
reductasa), cdc2a y el promotor cyc07, pueden usarse para efectuar la expresion en todas las partes crecientes de
la planta, aumentando de este modo la proliferacion celular, lo que a su vez aumentaria la produccion o la biomasa.
Si el resultado deseado fuera influir en las caracteristicas de las semillas, tales como la capacidad de
almacenamiento, tamarfio de la semilla, nimero de semillas, biomasa, etc., entonces puede seleccionarse un
promotor especifico de semilla, tal como p2S2, pPROLAMIN, pOLEOSIN. Puede seleccionarse un promotor
especifico de aleurona para aumentar el crecimiento en el momento de la germinacion, aumentando de este modo el
transporte de azlcares al embrion. Puede utilizarse un promotor especifico de inflorescencia, tal como pLEAFY, si el
resultado deseado fuera modificar el nimero de 6rganos de flores. Para producir plantas estériles masculinas podria
desearse usar un promotor especifico de anteras. Para influir en la arquitectura florar, por ejemplo tamafno del
pétalo, se puede elegir un promotor especifico de pétalos. Si el resultado deseado fuera modificar el crecimiento y/o
las caracteristicas del desarrollo en 6rganos particulares, la eleccion del promotor para combinar dependeria del
6rgano para modificar. Por ejemplo, el uso de un promotor especifico de raiz conduciria a aumento del crecimiento
y/o aumento de la biomasa o de la produccién de la raiz y/o alteracién fenotipica de la raiz. Esto seria
particularmente importante cuando sea la raiz en si misma lo que sea el producto final deseado; dichos cultivos
incluyen remolacha azucarera, nabo, zanahoria y patata. Puede usarse un promotor especifico de fruto para
modificar, por ejemplo, la fuerza de la piel externa del fruto o para aumentar el tamafo del fruto. Puede usarse un
promotor especifico de tejido verde para aumentar el tamafio de la hoja. Puede usarse un promotor especifico de
pared celular para aumentar la rigidez de la pared celular, aumentando de este modo la resistencia a patégenos.
Puede usarse un promotor especifico de anteras para producir plantas estériles masculinas. Puede usarse un
promotor especifico vascular para aumentar el transporte de hojas a semillas. Puede usarse un promotor especifico
de nédulo para aumentar las capacidades fijadoras de nitrégeno de una planta, aumentando de este modo los
niveles de nutrientes en una planta. Puede usarse también un promotor inducible por tensiéon para conducir la
expresion de un acido nucleico para aumentar la integridad de membrana durante condiciones de tension. Puede
usarse un promotor inducible por tensién tal como el promotor inducible por tensién de agua WSI18, el promotor Trg-
31 inducible por tension de sequia, el promotor relacionado con ABA rab21 o cualquier otro promotor que sea
inducible en una condicion de tension particular tal como tensién por temperatura (frio, congelacién, calor) o tension
osmotica, o puede usarse tensidn de sequia o tensién oxidativa o tensién biética para conducir la expresién de un
transgén.

En una realizacion particular de la invencion, el promotor usado para aumentar la expresion de un transgén es un
promotor constitutivo. El término “constitutivo” como se define en el presente documento se refiere a un promotor
expresado predominantemente en al menos un tejido u érgano y predominantemente en cualquier estadio de vida de
la planta. Preferentemente, el promotor se expresa predominantemente por toda la planta. Preferentemente, el
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promotor constitutivo es un promotor de GOS2, o un promotor de fuerza similar y/o un promotor con un patrén de
expresion similar, mas preferentemente el promotor es el promotor de GOS2 del arroz, a condicién de el promotor de
GOS2 del arroz no se use en combinacion con la 5’UTR completa del gen GOS2 del arroz. En otra realizacion, se
usa un promotor inducible. La velocidad de transcripcidon de un promotor inducible aumenta en respuesta a un
agente o condicién inductor, tal como estimulos quimicos, ambientales o fisicos. En otra realizacién mas, se usa un
promotor regulado por el desarrollo. La expresién “promotor regulado por el desarrollo” se refiere a un promotor cuya
actividad se determina por acontecimientos del desarrollo. En una realizacién preferida, se usa un promotor con
preferencia de 6rgano. Un promotor con preferencia de érgano es un promotor que se expresa predominantemente
en un organo especifico de la planta. En una realizacion mas preferida, se usa un promotor con preferencia de
semillas. La expresion promotor con preferencia de semillas se refiere a un promotor que se expresa
predominantemente en semillas de una planta. En otra realizacién preferida, se usa un promotor con preferencia de
tejido. La expresion “preferencia de tejido” como se define en el presente documento se refiere a un promotor que se
expresa predominantemente pero no necesariamente de forma exclusiva en un tejido u érgano, pero que también
puede expresarse en una célula especifica. Preferentemente, el promotor con preferencia de tejido es un promotor
con preferencia de endospermo. Mas preferentemente, el promotor con preferencia de endospermo es un promotor
de RP6 de prolamina, mas preferentemente el promotor de RP6 de prolamina del arroz.

Los inventores han mostrado también por primera vez que una 5’UTR que se origina de un gen GOS2 de planta o
una parte del mismo, y comprendiendo dicha parte el primer intrén, puede usarse para aumentar la expresiéon de un
transgén en semillas de plantas.

Por lo tanto, se proporciona un procedimiento para aumentar el contenido proteico de semillas de plantas,
comprendiendo dicho procedimiento

a. integrar el primer intron de la 5° UTR de un gen GOS2 de planta en el extremo 5’ de un &cido nucleico que
codifica una proteina de interés, creando de este modo una unidad transcripcional quimérica, en la que dicho
primer intron se representa en la SEC ID N% 5 o una variante funcional de dicho primer intrén, cuya variante
funcional es de al menos 65 pares de base de longitud, comprende sitios de corte y empalme y una adenosina
de punto de ramificacién funcional, dicha adenosina de punto de ramificacion es parte del motivo conservado con
la siguiente secuencia consenso Y10oU100Res4A100Us0 0 Y100U100Re4A100Y70, €N 12 que Y representa los nucleétidos
Co T, yRrepresenta Ay G, y en la que los nimeros en subindice indican el porcentaje de conservacion del
nucleétido respectivo, cuya variante funcional es capaz de hibridar en condiciones rigurosas con el primer intron
como se representa en SEC ID N2 5, en el que dichas condiciones de hibridacién son hibridaciéon en SCC 4 x a
65 °C, seguido de una etapa de lavado en SCC 0,1 x a 65 °C durante una hora;

b. fusionar operativamente dicha unidad transcripcional quimérica con un promotor expresable en plantas para
obtener un casete de expresion, a condicién de no haya combinacién de la 5° UTR como se representa en la
SEC ID N2: 2 del gen GOS2 del arroz con un promotor del gen GOS2 del arroz;

c. introducir y expresar en una célula vegetal el casete de expresién de (b), para crear una célula vegetal
transgénica; y

d. regenerar y/o cultivar una planta a partir de la célula vegetal transgénica de (c) de modo que dicha célula
vegetal transgénica transcriba dicho acido nucleico que codifica la proteina de interés y en la que la 5’UTR del
acido nucleico expresado que codifica dicha proteina comprende al menos el primer intron de la 5’'UTR de (a).

Se describe un procedimiento para aumentar el contenido proteico de semillas vegetales, comprendiendo dicho
procedimiento

a. integrar toda o parte de la 5° UTR de un gen GOS2 de planta en el extremo 5 de un acido nucleico que
codifica la proteina de interés, creando de este modo una unidad transcripcional quimérica, en la que esta parte
de una 5’'UTR de GOS2 comprende al menos el primer intrén del gen GOS2 o una variante funcional de este
primer intrén;

b. fusionar de forma operativa la unidad transcripcional quimérica con un promotor expresable en plantas para
obtener un casete de expresion, a condicion de no haya combinacion de una 5 UTR completa del gen GOS2 del
arroz con un promotor del gen GOS2 del arroz;

c. introducir y expresar en una célula vegetal el casete de expresion de (b), para crear una célula vegetal
transgénica; y

d. regenerar y/o cultivar una planta a partir de la célula vegetal transgénica de (c) de modo que la célula
transgénica transcriba el acido nucleico que codifica la proteina de interés y en la que la 5’UTR del acido nucleico
expresado que codifica la proteina de interés comprende al menos la 5’UTR de (a).

La expresion “unido operativamente” se refiere a una yuxtaposicién entre una secuencia reguladora y una
codificante, en la que los componentes descritos de este modo estan en una relaciéon que les permite actuar de su
manera pretendida. Una secuencia reguladora “unida operativamente” con una secuencia codificante se liga de tal
manera que se consiga expresion de la secuencia codificante en condiciones compatibles con las secuencias de
control. En el caso de que la secuencia reguladora sea un promotor, se conocera por un experto en la materia que
es preferible un &acido nucleico bicatenario.
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De acuerdo con una realizacién adicional, se proporciona un vector en el que el casete de expresién puede estar
ligado. Con “vector” o “construccion genética” se entiende una secuencia de ADN, que puede introducirse en un
organismo por transformacion y puede mantenerse de forma transitoria o estable en este organismo.
Opcionalmente, también pueden usarse una o mas secuencias terminadoras en la construccion introducida en una
planta. El término “terminador” abarca una secuencia de control que es una secuencia de ADN en el extremo de una
unidad transcripcional que sefaliza el procesamiento 3’ y la poliadenilacién de un transcrito primario y terminacion
de la transcripcion. Los elementos reguladores adicionales pueden incluir potenciadores de la transcripcion asi como
de la traduccion. Los expertos en la materia seran conscientes de secuencias terminadoras y potenciadoras distintas
del primer intrén de un gen GOS2, que pueden ser adecuadas para su uso en la realizacion de la invencion. Dichas
secuencias se conocerian o pueden obtenerse facilmente por un experto habitual en la materia. El vector puede
incluir ademas una secuencia de origen de replicacion que se requiere para el mantenimiento y/o replicacién en un
tipo celular especifico. Un ejemplo es cuando se requiere mantener un vector en una célula bacteriana como un
elemento genético episdomico (por ejemplo, molécula plasmidica o cosmidica). Los origenes preferidos de replicacién
incluyen, pero sin limitacién, el ori f1 y colE1. La construccion genética puede comprender opcionalmente un gen
marcador seleccionable. Como se usa en el presente documento, la expresion “gen marcador seleccionable” incluye
cualquier gen que confiera un fenotipo a una célula en la que se exprese para facilitar la identificacion y/o seleccién
de células que se transfectan o transforman con una construccion de acido nucleico de la invencion. Los marcadores
adecuados pueden seleccionarse de marcadores que confieran resistencia a antibidticos o herbicidas, que
introduzcan un nuevo rasgo metabdlico o que permitan la seleccion visual. Los ejemplos de genes marcadores
seleccionables incluyen genes que confieren resistencia a antibiéticos (tales como nptl/l que fosforila la neomicina y
kanamicina, o hpt, que fosforila la higromicina); genes que confieren resistencia a herbicidas (por ejemplo bar que
proporciona resistencia a Basta; aroA o gox que proporciona resistencia contra glifosato); o genes que proporcionan
un rasgo metabdlico (tal como manA que permite a las plantas usar manosa como Unica fuente de carbono). Los
genes marcadores visuales dan como resultado la formacion de color (por ejemplo B-glucuronidasa, GUS),
luminiscencia (tal como luciferasa) o fluorescencia (Proteina Verde Fluorescente, GFP, y derivados de la misma).

En una siguiente etapa, el casete de expresién, insertado o no en un vector, se introduce en una célula vegetal o en
la planta en si misma (incluyendo introduccién en un tejido, érgano o cualquier otra parte de la planta). De acuerdo
con una caracteristica preferida de la presente invencién, el acido nucleico se introduce preferentemente en una
planta por transformaciéon. El término “transformacién” como se indica en el presente documento abarca la
transferencia de un polinucleétido exdgeno en una célula huésped, independientemente del procedimiento usado
para la transferencia. El tejido vegetal capaz de propagacién clonal posterior, bien por organogénesis o bien por
embriogénesis, puede transformarse con una construccién genética de la presente invencién y regenerar una planta
completa a partir del mismo.

El tejido particular seleccionado variara dependiendo de los sistemas de propagacion clonales disponibles, y mejor
adaptados, para la especie particular que se transforme. Las dianas tisulares ejemplares incluyen discos foliares,
polen, embriones, cotiledones, hipocoétilos, megagametofitos, tejido calloso, tejido meristematico existente (por
ejemplo, meristemo apical, yemas axilares, y meristemos radiculares), y tejido del meristemo inducido (por ejemplo,
meristemo del cotiledon y meristemo del hipocoétilo). El polinucleétido puede introducirse de forma transitoria o
estable en una célula huésped y puede mantenerse no integrado, por ejemplo, como un plasmido. Como alternativa,
puede integrarse en el genoma huésped o en el genoma del cloroplasto. La célula vegetal transformada resultante
puede usarse después para regenerar una planta transformada de una manera conocida por los expertos en la
materia.

La transformaciéon de una especie vegetal es ahora una técnica bastante rutinaria. Ventajosamente, puede usarse
cualquiera de varios procedimientos de transformacién para introducir el gen de interés en una célula ancestro
adecuada. Los procedimientos de transformacion incluyen el uso de liposomas, electroporacién, productos quimicos
que aumentan la captacion de ADN libre, inyeccién del ADN directamente en la planta, bombardeo con pistola de
particulas, transformaciéon usando virus o polen y microproyeccién. Los procedimientos pueden seleccionarse del
procedimiento de calcio/polietilenglicol para protoplastos (Krens, F. A. y col., 1982, Nature 296, 72-74; Negrutiu I. y
col., 1987, Plant Mol. Biol. 8, 363-373); electroporacion de protoplastos (Shillito R. D. y col., 1985, Bio/Technol. 3,
1099-1102); microinyeccion en materia vegetal (Crossway A. y col., 1986, Mol. Gen. Genet. 202, 179-185);
bombardeo de particulas recubiertas con ADN o ARN (Klein T. M. y col., 1987, Nature 327, 70) infeccién con virus
(no integrantes) y similares. Un procedimiento preferido para la transformacién del arroz de acuerdo con la presente
invencion es mediante transformacién mediada por Agrobacterium usando cualquiera de los procedimientos bien
conocidos para la transformacion del arroz, tales como los descritos en cualquiera de los siguientes: solicitud de
patente Europea publicada EP 1198985 A1, Aldemita y Hodges (Planta, 199, 612-617, 1996); Chan y col. (Plant Mol.
Biol. 22 (3) 491-506, 1993), Hiei y col. (Plant J. 6 (2) 271-282, 1994). En el caso de la transformacion del maiz, el
procedimiento preferido es como se describe en Ishida y col. (Nat. Biotechnol. Jun 1996; 14(6): 745-50) o Frame y
col. (Plant Physiol. Mayo 2002; 129(1): 13-22).

Generalmente después de la transformacion, las células o agrupaciones de células vegetales se seleccionan con
respecto a la presencia de uno o mas marcadores que se codifican por genes expresables en plantas cotransferidos
con el gen de interés, después de lo cual el material transformado se regenera en una planta completa.
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Después de la transferencia y regeneracion de ADN, pueden evaluarse plantas transformadas potencialmente, por
ejemplo usando analisis de Southern o por PCR, con respecto a la presencia del gen de interés, nUmero de copias
y/u organizacién genémica. Como alternativa, o adicionalmente, los niveles de expresioén del ADN recién introducido
pueden controlarse usando analisis de Northern y/o Western, siendo ambas técnicas bien conocidas por personas
que tienen experiencia habitual en la materia.

En una siguiente etapa de seleccion, las plantas transformadas se evalian con respecto a la expresién deseada del
transgén o con respecto a los fenotipos deseados. Se conocen por los expertos en la materia procedimientos para
medir la expresion modulada (expresion aumentada o reducida). Los niveles de ARN alterados pueden medirse con
técnicas como RT-PCR mientras que los cambios en los niveles proteicos pueden determinarse por ensayos
enzimaticos, tincién de geles de proteina SDS-PAGE, transferencia de Western o ensayos inmunoabsorbentes
ligados a enzima. Ademas, en el caso de las plantas transgénicas, pueden controlarse los cambios en el fenotipo de
las plantas transgénicas. Por ejemplo, pueden medirse cambios en la produccién o biomasa, cambios en la
arquitectura vegetal o respuesta a tensién, o cambios en el contenido proteico o de aceite de las semillas. Se conoce
por expertos en la materia que la expresidén de transgenes en plantas, y por lo tanto también el efecto fenotipico
debido a la expresion de dicho transgén, puede diferir entre diferentes lineas transgénicas obtenidas de forma
independiente y la descendencia de la misma. Los transgenes presentes en diferentes plantas transgénicas
obtenidas de forma independiente pueden diferir entre si por el locus de inserciébn cromosdémica asi como por el
numero de copias del transgén insertadas, y por la configuracién de las multiples copias del transgén en un locus.
Por lo tanto pueden esperarse diferencias en los niveles de expresiéon, que pueden deberse a la influencia del
contexto cromosémico del transgén (el llamado efecto de posicion) o de mecanismos silenciadores desencadenados
por ciertas configuraciones del transgén (por ejemplo las inserciones en tandem orientadas hacia dentro de los
transgenes tienden a silenciar al nivel transcripcional o postranscripcional).

Las plantas transformadas generadas pueden prepararse por una diversidad de medios, tales como por propagacion
clonal o técnicas de cultivo clasicas. Por ejemplo, una planta transformada de primera generacién (o T1) puede auto
sembrarse para proporcionar transformantes de segunda generacién (o T2) homocigotos, y las plantas T2 pueden
propagarse adicionalmente mediante técnicas de cultivo clasicas. Los organismos transformados generados pueden
tomar una diversidad de formas. Por ejemplo, puede haber quimeras de células transformadas y células no
transformadas; transformantes clonales (por ejemplo, todas las células transformadas para contener el casete de
expresion); injertos de tejidos transformados y no transformados (por ejemplo, en plantas, un portainjerto
transformado injertado en un injerto no transformado).

La presente invencién claramente se extiende a cualquiera célula vegetal o planta producida por cualquiera de los
procedimientos descritos en el presente documento, y a todas las partes de plantas y propagulos de las mismas. La
presente invencion se extiende adicionalmente para abarcar la descendencia de una célula primaria transformada o
transfectada, tejido, érgano o planta completa que se haya producido por cualquiera de los procedimientos
anteriormente mencionados, siendo el Unico requisito que la descendencia muestre la misma caracteristica o las
mismas caracteristicas genotipicas y/o fenotipicas que las producidas en el parental por los procedimientos de
acuerdo con la presente invencién. La invencién también se extiende a partes recolectables de una planta, tales
como (pero sin limitacion), semillas, hojas, frutos, flores, tallos o cultivos de tallos, rizomas, raices, tubérculos y
bulbos. La invencion se refiere ademas a productos derivados directamente de una parte cosechable de dicha
planta, incluyendo dichos productos microgranulos secos o polvos, aceite, grasa y acidos grasos, almidéon o
proteinas.

El término “planta” como se usa en el presente documento abarca plantas completas, ancestros y descendencia de
las plantas y partes de plantas, incluyendo semillas, frutos, flores, hojas, brotes, tallos, raices (incluyendo tubérculos)
y células, tejidos y 6rganos vegetales. El término “planta” abarca por lo tanto también cultivos en suspensién,
embriones, regiones meristematicas, tejidos callosos, gametofitos, esporofitos, polen y microesporas. Las plantas
que son particularmente Utiles en los procedimientos de la invencion incluyen algas, helechos y todas las plantas
que pertenecen a la superfamilia Viridiplantae, en particular plantas monocotiledéneas y dicotiledoneas, incluyendo
legumbres de pienso o forraje, plantas ornamentales, cultivos alimentarios, arboles o arbustos seleccionados de la
lista que comprende Abelmoschus spp., Acer spp., Actinidia spp., Agropyron spp., Allium spp., Amaranthus spp.,
Ananas comosus, Annona spp., Apium graveolens, Arabidopsis thaliana, Arachis spp, Artocarpus spp., Asparagus
officinalis, Avena sativa, Averrhoa carambola, Benincasa hispida, Bertholletia excelsea, Beta vulgaris, Brassica spp.,
Cadaba farinosa, Camellia sinensis, Canna indica, Capsicum spp., Carica papaya, Carissa macrocarpa, Carthamus
tinctorius, Carya spp., Castanea spp., Cichorium endivia, Cinnamomum spp., Citrullus lanatus, Citrus spp., Cocos
spp., Coffea spp., Cola spp., Colocasia esculenta, Corylus spp., Crataegus spp., Cucumis spp., Cucurbita spp.,
Cynara spp., Daucus carota, Desmodium spp., Dimocarpus longan, Dioscorea spp., Diospyros spp., Echinochloa
spp., Eleusine coracana, Eriobotrya japonica, Eugenia uniflora, Fagopyrum spp., Fagus spp., Ficus carica, Fortunella
spp., Fragaria spp., Ginkgo biloba, Glycine spp., Gossypium hirsutum, Helianthus spp., Hibiscus spp., Hordeum spp.,
Ipomoea batatas, Juglans spp., Lactuca sativa, Lathyrus spp., Lemna spp., Lens culinaris, Linum usitatissimum,
Litchi chinensis, Lotus spp., Luffa acutangula, Lupinus spp., Macrotyloma spp., Malpighia emarginata, Malus spp.,
Mammea americana, Mangifera indica, Manihot spp., Manilkara zapota, Medicago sativa, Melilotus spp., Mentha
spp., Momordica spp., Morus nigra, Musa spp., Nicotiana spp., Olea spp., Opuntia spp., Omithopus spp., Oryza spp.,
Panicum miliaceum, Passiflora edulis, Pastinaca sativa, Persea spp., Petroselinum crispum, Phaseolus spp.,
Phoenix spp., Physalis spp., Pinus spp., Pistacia vera, Pisum spp., Poa spp., Populus spp., Prosopis spp., Prunus
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spp., Psidium spp., Punica granatum, Pyrus communis, Quercus spp., Raphanus sativus, Rheum rhabarbarum,
Ribes spp., Rubus spp., Saccharum spp., Sambucus spp., Secale cereale, Sesamum spp., Solanum spp., Sorghum
bicolor, Spinacia spp., Syzygium spp., Tamarindus indica, Theobroma cacao, Trifolium spp., Triticosecale rimpaui,
Triticum spp., Vaccinium spp., Vicia spp., Vigna spp., Vitis spp., Zea mays, Zizania palustris, Ziziphus spp., entre
otros.

De acuerdo con una caracteristica preferida de la presente invencién, la planta es una planta de cultivo que
comprende soja, girasol, canola, alfalfa, colza o algodén. Mas preferentemente, la planta de acuerdo con la presente
invencién es una planta monocotileddnea, incluyendo miembros de las Poaceas, tales como cafia de azlcar; mas
preferentemente un cereal, tal como arroz, maiz, trigo, mijo, cebada, avena, sorgo.

La presente invencion también describe el uso de la 5UTR de un gen GOS2 de planta o parte del mismo que
comprende el primer intron. Se prevé cualquier uso de la 5’UTR de un gen GOS2 de planta o parte del mismo que
comprende el primer intron, para aumentar la expresion del transgén, a condicion de no haya combinacién de una
5’'UTR completa del gen GOSZ2 del arroz con un promotor del gen GOS2 del arroz. En particular, la 5’UTR de un gen
GOS2 de planta o parte del mismo que comprende el primer intron puede usarse para modificar las caracteristicas
de crecimiento de una planta, tales como produccién, cantidad de biomasa producida, arquitectura, tolerancia a la
tension. Otros ejemplos de uso de la 5’UTR de un gen GOS2 de planta o parte del mismo que comprende el primer
intrén incluyen la modificacion de la composicién de una planta o partes cosechables de la misma, tales como
semillas. La invencion se refiere al uso del primer intron que se representa en la SEC ID N% 5 o una variante
funcional de dicho primer intrén, cuya variante funcional es de al menos 65 pares de bases de longitud, comprende
sitios de corte y empalme y una adenosina de punto de ramificacion funcional, siendo dicha adenosina de punto de
ramificacion parte del motivo conservado con la siguiente secuencia consenso YigoU100ResA100Uso ©
Y100U100Re4A100Y70, €N la que Y representa los nucleétidos C o T, y R representa Ay G, y en la que los nimeros en
subindice indican el porcentaje de conservaciéon del nucleétido respectivo, cuya variante funcional es capaz de
hibridar en condiciones rigurosas con el primer intrén como se representa en la SEC ID N% 5, en la que dichas
condiciones de hibridacion son hibridacion en SCC 4 x a 65 °C, seguido de una etapa de lavado en SCC 0,1 x a 65
2C durante una hora en un procedimiento para modificar la composicién de semillas de una planta, a condicién de no
haya combinacion de las 5’UTR como se representa en la SEC ID N2: 2 del gen GOS2 del arroz con un promotor del
gen GOS2 del arroz. Dicho uso puede dar como resultado por ejemplo semillas con contenido proteico aumentado.
La invencion se refiere al uso del primer intron que se representa en la SEC ID N% 5 o una variante funcional de
dicho primer intrén, cuya variante funcional es de al menos 65 pares de bases de longitud, comprende sitios de corte
y empalme y una adenosina de punto de ramificacion funcional, siendo dicha adenosina de punto de ramificacion
parte del motivo conservado con la siguiente secuencia consenso Y100U100Re4A100Us0 0 Y100U100Re4A100Y70, €N la que
Y representa los nucleétidos Co T, y R representa Ay G, y en la que los nUmeros en subindice indican el porcentaje
de conservacion del nucleoétido respectivo, cuya variante funcional es capaz de hibridar en condiciones rigurosas con
el primer intron como se representa en la SEC ID N2 5, en la que dichas condiciones de hibridacion son hibridacion
en SCC 4 x a 65 °C, seguido de una etapa de lavado en SCC 0,1 x a 65 °C durante una hora en un procedimiento
para aumentar el contenido proteico de semillas de plantas, a condicién de no haya combinacion de las 5’UTR como
se representa en la SEC ID N®: 2 del gen GOS2 del arroz con un promotor del gen GOS2 del arroz. El contenido
proteico aumentado de las semillas es ventajoso para aumentar el valor nutricional de estas semillas o es ventajoso
ademas en el campo de la agricultura molecular. Las plantas con caracteristicas de crecimiento mejoradas también
pueden usarse para producir proteinas industriales y/u otros compuestos. La invencién se refiere al uso del primer
intrén que se representa en la SEC ID N2 5 o una variante funcional de dicho primer intrdn, cuya variante funcional
es de al menos 65 pares de bases de longitud, comprende sitios de corte y empalme y una adenosina de punto de
ramificacion funcional, siendo dicha adenosina de punto de ramificacién parte del motivo conservado con la siguiente
secuencia consenso Y10oU100Res4A100Uso 0 Y100U100ResA100Y70, €N la que Y representa los nucledtidos C o T, y R
representa A y G, y en la que los nimeros en subindice indican el porcentaje de conservacion del nucleétido
respectivo, cuya variante funcional es capaz de hibridar en condiciones rigurosas con el primer intrén como se
representa en la SEC ID N2 5, en la que dichas condiciones de hibridaciéon son hibridacion en SCC 4 x a 65 °C,
seguido de una etapa de lavado en SCC 0,1 x a 65 °C durante una hora en un procedimiento para

(i) aumentar la expresion de un acido nucleico de interés fusionado con el mismo;
(ii) modificar las caracteristicas de crecimiento de una planta;

(iii) aumentar la produccion de una planta;

(iv) aumentar la tolerancia a tension de una planta; o

(v) alterar la arquitectura de una planta,

a condicién de no haya combinacién de la 5’UTR como se representa en SEC ID N? 2 del gen GOS2 del arroz con el
promotor del gen GOS2 del arroz. En este caso, el objetivo seria asegurar la alta acumulaciéon de los productos
deseados en particular y tejidos vegetales faciles de cosechar.

La presente invencion también describe una composicién que comprende la 5’UTR de un gen GOS2 de planta, o
parte del mismo, para aumentar la expresién de un transgén en plantas transgénicas a condicién de (i) dicha parte
de la 5’UTR de GOS2 comprenda al menos el primer intrén de dicho gen GOS2 o una variante funcional de dicho
primer intron y (i) el intron de GOS2 del arroz no se usa en combinacion con el promotor de GOS2 del arroz.
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La presente invencién se describira ahora con referencia a las siguientes figuras en las que:

Figura 1: representacion esquematica del gen GOS2 del arroz. La flecha inferior muestra la estructura del
ARNm, las partes blancas representan los intrones, mientras que la flecha superior representa la secuencia
codificante correspondiente (partes rellenas).

Figura 2: representacién esquematica del ADN T del plasmido p5024, que comprende comenzando desde el
extremo izquierdo (LB) un casete de expresion nptll para resistencia a kanamicina (SM k7) dentro de 2 sitios de
recombinacion (RS), el promotor del gen RP6 de prolamina del arroz, el lider épsilon del virus del moteado del
dactilo (CfMV) (potenciador, GenBank Z48630), el casete Gateway A (GW), que contiene un gen de resistencia a
cloranfenicol y un gen suicida ccdB flanqueado por el sitio de recombinacion de Gateway attR1 y attR2, una
secuencia terminadora doble (T-zeiny T-rbcS) flanqueada por la secuencia del extremo derecho (RB) del ADN T.

Figura 3: representacion esquematica del ADN T del plasmido p5942, derivado de p5024 insertando el primer
intron de GOS2 del arroz en el sitio de restriccion Spel.

Figura 4: representacion esquematica del ADN T de los plasmidos p06192 y p06193, usado para transformar
plantas de arroz. El casete GW de p5942 y p5024 se reemplaza por un gen indicador.

Figura 5: secuencias de ADN dtiles en la presente invencién. SEC ID N° 1 representa la parte de la 5’UTR de
GOS2 del arroz que se usa en los ejemplos. La secuencia intrénica en si misma (SEC ID N2 5) se indica en
negrita. SEC ID N? 2 representa la 5’UTR completa del gen GOS2 del arroz definido por de Pater y col. (1992),
extraido de la referencia de GenBank X51910. La transcripcion puede comenzar en cualquiera de los tres
primeros nucleétidos. SEC ID N®: 3 representa la secuencia codificante del factor de inicio de la traduccion GOS2
y SEC ID N2 4 es la secuencia de proteina GOS2 codificada por SEC ID N2: 3.

Ejemplos:

La presente invencion se describira ahora con referencia a los siguientes ejemplos, que son solamente para
ilustracion.

Manipulaciéon de ADN: a no ser que se indique de otro modo, se realizan técnicas de ADN recombinante de acuerdo
con protocolos convencionales descritos en (Sambrook (2001) Molecular Cloning: a laboratory manual, 32 Edicién
Cold Spring Harbor Laboratory Press, CSH, Nueva York) o en los Voliumenes 1y 2 de Ausubel y col. (1994), Current
Protocols in Molecular Biology, Current Protocols. Se describen materiales y procedimientos convencionales para el
trabajo molecular de plantas en Plant Molecular Biology Labfax (1993) por R.D.D. Croy, publicado por BIOS
Scientific Publications Ltd (Reino Unido) y Blackwell Scientific Publications (Reino Unido).

Ejemplo 1: construcciones genéticas

Se cre6 un ADN-T modificado (p5024) comprendiendo dentro de sus limites los elementos como se muestran en la
Figura 2. A continuacion se insertd el primer intron del gen GOS2 del arroz en el sitio de restriccién Spel (Figura 3).
Finalmente, el casete GW se reemplaz6 por el gen GUS usando una reaccion LR GW, dando como resultado los
plasmidos p06192 y p06193 (Figura 4).

Ejemplo 2: transformacion del arroz:

Se descascarillaron semillas secas maduras de Oryza sativa japonica cultivar Nipponbare. Se realiz6 esterilizacion
incubando las semillas durante un minuto en etanol al 70 %, seguido de 30 minutos en HgCl> 0,2 % y mediante 6
lavados de 15 minutos con agua destilada estéril. Las semillas estériles se germinaron después en un medio que
contenia 2,4-D (medio de induccion de callo). Después de una incubacion de 4 semanas en oscuridad, se
escindieron callos embriogénicos, derivados de escutelo y se propagaron en el mismo medio. Dos semanas
después, los callos se multiplicaron o se propagaron por subcultivo en el mismo medio durante otras 2 semanas.
Tres dias antes del cocultivo, se subcultivaron trozos de callos embriogénicos en medio nuevo para potenciar la
actividad de divisién celular. La cepa de Agrobacterium LBA4404 que alberga el vector binario p06192 o p06193 se
usé para cocultivo. La cepa de Agrobacterium se cultivé durante 3 dias a 28 °C en medio AB con los antibioticos
apropiados. Las bacterias se recogieron después y se suspendieron en medio de cocultivo liquido a una DOggo de
aproximadamente 1. La suspensién se transfirié a una placa de petri y los callos se sumergieron en la suspension
durante 15 minutos. Los tejidos de los callos se secaron después por transferencia en papel de filtro, se transfirieron
a medio de cocultivo solidificado y se incubaron durante 3 dias en oscuridad a 25 °C. A continuacion, el callo
cocultivado se cultivd en medio que contenia 2,4-D durante 4 semanas en oscuridad a 28 °C en presencia de un
agente selectivo a una concentracion adecuada. Durante este periodo, se desarrollaron islas de callos resistentes de
crecimiento rapido. Tras la transferencia de este material a un medio de regeneracion, e incubacion a la luz, se liberé
el potencial embriogénico y se desarrollaron brotes en las siguientes cuatro a cinco semanas. Se escindieron brotes
del callo y se incubaron durante 2 a 3 semanas en un medio que contenia auxina del que se transfirieron al suelo.
Se cultivaron brotes endurecidos con alta humedad y dias cortos en un invernadero. Finalmente se cosecharon
semillas de tres a cinco semanas después del trasplante. El procedimiento produjo transformantes de un Unico locus
a una velocidad de mas del 50 % (Aldemita y Hodges, Planta 199; 612-617, 1996; Chan y col., Plant Mol. Biol. 22(3),
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491-506, 1993; Hiei y col., Plant J. 6(2), 271-282, 1994).
Ejemplo 3: evaluacion de las plantas transformadas:

Se generaron aproximadamente de 15 a 20 transformantes TO independientes. Los transformantes primarios se
transfirieron de camaras de cultivo tisular a un invernadero para cultivar y cosechar semilla T1. Se conservaron 10 y
15 acontecimientos (respectivamente sin y con intrén). Para cada acontecimiento, se molieron 10 semillas T1 (una
mezcla 1:2:1 de nulicigotos, hemicigotos y homocigotos) hasta un polvo fino y se ensayaron con respecto a actividad
GUS (modificada de Breyne P, y col. (1993), Plant Mol. Biol. Reporter 11, 21-31) en mediciones por triplicado. Los
resultados se proporcionan en la Tabla 1 a continuacion:

Tabla 1: medicion de las actividades de GUS en plantas transformadas con construccion con o sin intron de GOS2:

Promotor + Potenciador + GUS Promotor + intron de GOS2 + Potenciador + GUS

Linea 1 2 3 Media Linea 1 2 3 Media
0S1861-001A 14,3 | 28,7 17,3 20 0S1866-001C 67,1 | 109,5 80,4 86
0S1861-001B 8,8 11,1 11,4 10 0S1866-002C 40,6 | 153,2 259,8 151
0S1861-002A | 46,8 | 54,1 14,8 |39 0S1866-003C | 158,5 | 129,6 | 200,1 163
0S1861-004A | 28,4 | 14,7 24,7 |23 0S1866-005A | 173,8 | 302,8 61,9 180
0S1861-005C 7,5 17,3 29,8 18 0S1866-005B | 162,1 | 217,1 65,6 148
0S1861-006A 13,4 | 53,2 145 |27 0S1866-007A 27,4 | 221,2 281,7 177
0S1861-006B | 4,1 15,5 26,3 (15 0S1866-007C | 72,4 | 130,2 | 183,8 129
0S1861-007B | 2,5 | 106,4 ND |54 0S1866-008A | 196,6 | 186,2 117 167
0S1861-009A 18,3 | 118,7 924 |76 0S1866-008C | 161,5 | 336,6 61,2 186
0S1861-009C | 13,5 | 11,7 1,9 9 0S1866-011A | 162,0 | 238,1 403,4 268
media |29 0S1866-012A | 118,7 | 115,4 449.,8 228
desv est |22 0S1866-013A | 33,6 | 554 ND 45
0S1866-014A 17,7 99.8 79 66
0S1866-014B 93,7 81,2 105,2 93
0S1866-015A | 159,4 | 90,0 10,8 87
media 149
desv est 62

A partir de los datos se puede deducir que la presencia del intron de GOS2 da como resultado un aumento mayor de
5 veces en la expresion del gen indicador.
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<110> CropDesign N.V.
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<160> 5
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<210> 1
<211> 1112
<212> ADN

<213> Oryza sativa

<400> 1

ctagtagaag
atctcttcee
tattgttcta
tgattcctgt
tttgattagt
ggtacggaat
gattttgett
ctcgatttga
aagacgygtcc
ctggcttgtt
aggaacaggg
tatcttaaaa
tatagegtta
gaagaactta
gcagtattca
aagtctggeca
atcctettgt
gaaagaaatt
cctttgtgea

<210>2
<211> 1176
<212> ADN

ccgagegace
tcctecacct
ggttgtgtag
tcttggattt
agtatggttt
cttgegattt
ggtgtaataa
cgaagctatc
cgttgatgag
tagatacagt
gattcectgt
agtcacttte
tcctagetgt
tccgatttet
tttggattat
tgaactgtcc
atctacctgt
tatgaagctg
gttettggtyg

<213> Oryza sativa

<400> 2

taggaggeat
agcegaccgcecd
tccacctect
tgtgtagtac
tggatttggy
atggttttca
gcgattttgt
gtaataaaag
agcetatectt

tgatgagatt
atacagtagt
tceoctgttct
cactttctgg
tagetgtagt
gatttctgat
ggatkattet
actgtectea
tacctgtaga
gaagctgtaa
ctiggtgtag

<210>3
<211> 348

ccaagccaag
ttettegate
cctcacaggyg
gagcgttgat
atagaggggt
atcgtctgga
gagtaccttt
tacggttgtt
tgtttattce

gaatgattga
ccccatcacyg
tcegatttge
ttcagtteaa
tcagttaata
ctccattttt
thttattayge
attttgttt
agtttetttt
tcgggatagt
ettgeecaskt

ES 2463474713

gecttettey
cctectcaca
tacgggcgtt
gggatagagg
tcaategtet
tgtgagtacc
aagtacggtt
ctttgtttac
attgaatgat
agtccceate
tettecgatt
tggttcagtt
agttcagtta
gatctceatt
tttttttatt
tcaattttgt
agaagtttct
taatecgggat
tagettgeea

aagagggaga
catatcttece
tatgtgeccet
gttaggaaag
tettgatgtt
gagctctatg
tgtttgaggt
tggtcectega
ctattgaaca

ttcttaagcee
aaattcatgg
tttagteccca
tgaattgatt
ggtaatacce
aattatatga
tetoacgect
cazattcaca
tggttattce
tatactgctt
tcaceagcaa

atccatatcet
gggtatgtgc
gatgttagga
ggttcttgat
ggagagctct
ttttgtttga
gtttggtect
tcecctattga
tgattcttaa
acgaaattca
tgctttagtce
caatgaattyg
ataggtaata
tttaattata
agctctcace
tttcaaatte
ttttggttat
agttatactg
ct

geaccaagga
ggtegagtte
teggttgtte
gggatctgta
geatgttate
gaaatgaaat
aaaatcagag
ttetggtagt
aaaataatcc

tgtccaaaat
aaacagttat
gaattttttt
gctacaaata
ctatagttta
aatgaactgt
tcattattet
tegattatet
ttgactgett
gttcttatga
agtets

14

tccggtcgag
cctteggttyg
aaggggatct
gttgcatgtt
atggaaatga
ggtaaaatca
cgattctggt
acaaaaataa
gectgtccaa
tggaaacagt
ccagaatttt
attgctacaa
cccctatagt
tgaaatgaac
ccttcattat
acatcgatta
tccttgactyg
cttgttctta

cacgcgacta
ttggtcgatce
ttggatttat
tctgtgatga
ggtteggttt
ggtttagggt
caccggtgat
gatgcttete
aactttgaag

ttcgcagetg
aatcectcagg
tcccaaatat
atgecttttat
gtcaggagaa
agcataagca
gagctgaaag
Aatcgattate
gattacagaa
ttcatttcct

ttettggtey
ttettggatt
gtatctgtga
atcggttegg
aatggtttag
gagcaceggt
agtgatgctt
tccaactttg
aatttcgcag
tataatccte
tttteccaaa
ataatgettt
ttagtcagga
tgtagcataa
tctgagctga
tatatgeatt
cttgattaca
tgattcattt

gcagaagceg
tecttecctee
tgttctaggat
ttcctgttct
gattagtagt
acggaatctt
tttgcttggt
gatttgacga
acggtecccgt

gcttgtttag
aacaggggat
cttaaaaagt
agcgttatcc
gaacttatce
gtattcattt
tetggecataga
ctetkgtate
agaaatttat

ttgtgcagtt

€0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1112

60
120
180
240
300
360
420
480
540

600
660
720
780
840
900
960
1620
1080
1140
1176
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<212> ADN
<213> Oryza sativa
<400> 3
atgtctgate tegacattca gatcccaact
ggagactctg gtgcggctgc aggatcaaag
aatggcegta agagcectgac cactgtecag
atccttaaag atctcaagaa agagttttge
cttggccagg tcattcaact tcagggtgat
caggceggea ttgtgaagaa ggaacacate
<210> 4
<211> 115
<212> PRT
<213> Oryza sativa
<400> 4
Met Ser Asp Leu Asp Ile Gln Ile
1 : 5
Glu Ala Asn Ala Gly Asp Ser Gly
20
Val His Val Arg Ile Gln Gln Arg
35 40
Val Gln Giy Leu Lys Lys Glu Phe
50 55
Leu Lys Lys Glu Phe Cys Cys Asn
&5 ' 70 :
Leu Gly Gln Val Ile Gln Leu Gln
85 :
Asn Phe Leu Val GIn Ala Gly Ile
100
His Gly Phe
115
<210>5
<211> 999
<212> ADN

<213> Oryza sativa

<400> 5

gecttegate
gactacgttc
ggattgaaga
tgcaatggta
cagaggdaga
aagattcatg

Pro Thr Ala

10

Ala Ala Ala Gly Ser Lys

25

Asn Gly Arg Lys

Ser Tyr Asn Lys

Gly Thr Val Vval

75

cetttgetga
atgtacgcat

aggaattecag

ctgttgtcca
acgtatcaaa

ggecaatget
ccagcagegt
ctacaacaag
ggacccagag
ttttettgtt

gtttctga

Phe Ala
15

Phe Asp Pro

Asp Tyr
30

Ser Leu Thr Thr

45

Ile Leu Lys Asp

60

Pro Glu
g0

Gln Asp

Gly Asp Gln Arg Lys Asn Val Ser

Val
105

Lys

15

Ly3

" 95

Iie
110

Glu His Lys Ile

60
120
180
240
300
348



gtatgtgccece
tgttaggaaa
ttcttgatgt
agagctctat
ttgttigagy
ttggtcecteg
cctattgaac
attcttaage
gaaatkcatg
ctttagtcce
atgaattgat
aggtaatacce
taattatatg
ctctcaccee
tcaaattcac
ttggttattc
ttatactgct

ttcggttgtt
ggggatctgt
tgcatgttat
ggaaatgaaa
tazaatcaga
attctggtag
aaaaataatc
ctgtccaaaa
gaaacagtta
agaatttttt
tgctacaaat
cetatagttt
aaatgaactg
ttcattattc
atcgattatc
cttgactgct
tgttecttaty

ES 2463

cttggattta
atctgtgatg
cggttegget
tggtttaggy
gcaceggtga
tgatgcttet
caactttgaa
tttcgcagcet
taatectcag
ttcccaaata
aatgctttta
agtcaggaga
tagcataage
tgagctgaaa
tatgcattat
tgattacaga
attcatttece

474 T3

ttgttctagg
attectgtte
tgattagtag
tacggaatct
ttttgettgy
cgatttgacg
gacggtceeg
ggettgttta
gaacagggga
tcttaaaaag
tagcgttate
agaacttatc
agtattcatt
gtctggcaty
cctecttgtat
aagaaattta
tttgtgcag

16

ttgtgtagta
ttggatttgy
tatggtttte
tgcgattttyg
tgtaataaaa
aagctatcct
ttgatgagat
gatacagtag
ttocctgtte
tcactttctyg
ctagctgtag
cgatttctga
tggattattt
aactgtcecte
ctacctgtag
tgaagctgta

cgggcgttga
gatagagggg
aatcgtetgg
tgagtacctt
gtacggttgt
ttgtetatte
tgaatgattg
tcececatcac
ttcegatttg
gttcagttca
ttcagttaat
tctecatttt
tttttattag
aattttgttt
aagtttettt
atcgggatag

60
120
180
240

- 300

360
420

480

540
600
660
720
780
840
900
960
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para aumentar la expresion de transgenes en una planta transgénica, comprendiendo dicho
procedimiento

a) integrar el primer intron de la 5° UTR de un gen GOS2 de planta en el extremo 5’ de un &cido nucleico de
interés, creando de este modo una unidad transcripcional quimérica, en la que dicho primer intrén se representa
en la SEC ID N2 5 o una variante funcional de dicho primer intrén, cuya variante funcional es de al menos 65
pares de bases de longitud, comprende sitios de corte y empalme y una adenosina de punto de ramificacion
funcional, siendo dicha adenosina de punto de ramificacién parte del motivo conservado con la siguiente
secuencia consenso Yioo0U100Re4A100Us0 0 Y100U100Re4A100Y70, €n la que Y representa los nucleétidos Co T, y R
representa Ay G, y en la que los niumeros en subindice indican el porcentaje de conservacién del nucleétido
respectivo, cuya variante funcional es capaz de hibridar en condiciones rigurosas con el primer intrédn como se
representa en SEC ID N2: 5, en la que dichas condiciones de hibridacion son hibridacién en SCC 4 x a 65 °C,
seguido de una etapa de lavado en SCC 0,1 x a 65 °C durante una hora;

b) fusionar operativamente dicha unidad transcripcional quimérica con un promotor expresable en plantas para
obtener un casete de expresion, a condicidn de no haya combinacién de la 5 UTR como se representa en SEC
ID N2: 2 del gen GOS2 del arroz con un promotor del gen GOS2 del arroz;

¢) introducir y expresar en una célula vegetal dicho casete de expresion de (b), para crear una célula vegetal
transgénica; y

d) regenerar y/o cultivar una planta a partir de dicha célula vegetal transgénica de (c) de modo que dicha célula
transgénica transcriba el transgén y en la que la 5’UTR del acido nucleico expresado de interés comprende al
menos el primer intron de la 5’UTR como se define en (a).

2. Procedimiento de la reivindicacién 1, en el que dicho transgén codifica un polipéptido.

3. Procedimiento de acuerdo con las reivindicaciones 1 y 2, en el que dicha planta transgénica es una planta
monocotiledonea.

4. Procedimiento de la reivindicacién 3, en el que dicha planta monocotiledénea es un cereal, tal como arroz o maiz.

5. Procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dicho gen GOS2 de planta se origina de
una planta monocotileddnea, preferentemente de arroz o maiz.

6. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que dicho promotor expresable
en plantas se selecciona del grupo que consiste en:

i) un promotor constitutivo;
if) un promotor inducible;

iii) un promotor con preferencia de tejido;
iv) un promotor con preferencia de 6rgano;
(v) un promotor regulado por el desarrollo.

(
(
(
(

7. Procedimiento de la reivindicacion 6, en el que dicho promotor con preferencia de érgano es un promotor con
preferencia de semilla.

8. Procedimiento de la reivindicacién 6, en el que dicho promotor con preferencia de tejido es un promotor con
preferencia de endospermo.

9. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que dicha unidad transcripcional
quimérica comprende un acido nucleico de interés fusionado en su extremo 5’ con el extremo 3’ del primer intron de
la 5’UTR de un gen GOS2 de planta.

10. Uso del primer intrén como se representa en la SEC ID N2 5 o una variante funcional de dicho primer intrén,
cuya variante funcional es de al menos 65 pares de bases de longitud, comprende sitios de corte y empalme y una
adenosina de punto de ramificacion funcional, siendo dicha adenosina de punto de ramificacion parte del motivo
conservado con la siguiente secuencia consenso Y1ooU100ResA100Uso 0 Y100U100Re4A100Y70, €N la que Y representa los
nucleétidos Co T, y R representa Ay G, y en la que los nimeros en subindice indican el porcentaje de conservacion
del nucledtido respectivo, cuya variante funcional es capaz de hibridar en condiciones rigurosas con el primer intrén
como se representa en la SEC ID N°: 5, en la que dichas condiciones de hibridacion son hibridacién en SCC 4 x a 65
C, seguido de una etapa de lavado en SCC 0,1 x a 65 °C durante una hora en un procedimiento para

(i) aumentar la expresion de un acido nucleico de interés fusionado con el mismo;
(ii) modificar las caracteristicas de crecimiento de una planta;

(iii) aumentar la produccion de una planta;

(iv) aumentar la tolerancia a tension de una planta;

(v) alterar la arquitectura de una planta;

(vi) modificar la composicion de semillas de una planta; o

17
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(vii) aumentar el contenido proteico de las semillas vegetales.

a condicién de no haya combinacién de la 5’UTR como se representa en SEC ID N° 2 del gen GOS2 del arroz con el
promotor del gen GOS2 del arroz.

18
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SEC ID N° 1:

ctagtagaagccgagcgaccgccttcttecgatccatatcttccggtegagttcttggtegat
ctetteectectecacetectectcacagggtatgtgecctteggttgttettggatttatt
gttctaggttgtgtagtacgggegttgatgttaggaaaggggatctgtatctgtgatgatte
ctgttcttggatttgggatagaggggttcttgatgttgcatgttatcggttcggtttgatta
gtagtatggttttcaategtctggagagectectatggaaatgaaatggtttagggtacggaat
cttgcgattttgtgagtaccttttgtttgaggtaaaatcagagcaccggtgattttgcttgg
tgtaataaaagtacggttgtttggtcectegattetggtagtgatgettetegatttgacgaa
gctatcctttgtttatteccectattgaacaaaaataatccaactttgaagacggteecegttga
tgagattgaatgattgattcttaagcctgtccaaaatttcgecagetggettgtttagataca
gtagteccecatcacgaaattcatggaaacagttataatectecaggaacaggggattcecectgt
tettecgatttgetttagteccagaatttttttteccaaatatettaaaaagtecactttetg
gttcagttcaatgaattgattgctacaaataatgcttttatagegttatecctagetgtagtt
cagttaataggtaataccectatagtttagtcaggagaagaacttatcegatttetgatete
catttttaattatatgaaatgaactgtagcataagcagtattcatttggattatttttitta
ttagctctcacccettecattattetgagetgaaagtetggecatgaactgtecctcaattttgt
tttcaaattcacatcgattatctatgecattatcctettgtatctacetgtagaagtttettt
ttggttattccttgactgecttgattacagaaagaaatttatgaagectgtaatcgggatagtt
atactgcttgttettatgattcatttectttgtgeagttcttggtgtagettgecact

SEC ID N° 2:

taggaggcatccaagccaagaagagggagagcaccaaggacacgcgactagcagaagecegag
cgaccgccttcttcgatccatatcttcecggtcgagttecttggtegatctecttceocctecteca
cctcctectcacagggtatgtgeecctteggttgttettggatttattgttctaggttgtgta
gtacgggcgttgatgttaggaaaggggatctgtatctgtgatgattectgttettggatttg
ggatagaggggttcttgatgttgecatgttatcggttcggtttgattagtagtatggttttca
atcgtctggagagctctatggaaatgaaatggtttagggtacggaatcttgegattttgtga
gtaccttttgtttgaggtaaaatcagagcaccggtgattttgecttggtgtaataaaagtacyg
gttgtttggtcctcgattctggtagtgatgecttctegatttgacgaagetatectttgttta
ttccctattgaacaaaaataatccaactttgaagacggtcccgttgatgagattgaatgatt
gattcttaagcctgtccaaaatttcgcagectggecttgtttagatacagtagtccccatcacyg
aaattcatggaaacagttataatcctcaggaacaggggattccctgttettecgatttgett
tagtcccagaattttttittcccaaatatcttaaaaagtcactttctggttcagttcaatgaa
ttgattgctacaaataatgettttatagegttatecctagetgtagttcagttaataggtaat
acccctatagtttagtcaggagaagaacttatccgatttctgatctccatttttaattatat
gaaatgaactgtagcataagcagtattcatttggattattttttttattagetectcacecect
tcattattctgagctgaaagtctggcatgaactgtectcaattttgttttcaaattcacatce
gattatctatcgattatcctcttgtatctacctgtagaagtttctttttggttattccttga
ctgcttgattacagaaagaaatttatgaagctgtaatcgggatagttatactgecttgttett
atgattcatttcctttgtgecagttcttggtgtagecttgeccactttcaccagcaaagttte

FIGURA 5
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' SEC ID N° 3:

atgtctgatctcgacattcagatcccaactgeccttecgatcecctitgetgaggeccaatgetgg
I'agactctggtgcggctqcaggatCaaaggactacgttcatgtaggcatccagcagcgtaatg
gccgtaagagcctgaccactgtccagggattgaagaaggaattcagctacaacaagatectt -
' aaagatctcaqgaaagagttttqctgcaatggtactgttgtccaggacccagagcttggcca
‘ggtcattcaacttcagggtgatcagaggaagaacgtatcaaattttcttgttcaggeecggcea
ttgtgaagaaggaacacatcaagattcatggtttctga

SEC ID N° 4:

MSDLDIQIPTAFDPFAEANAGDSGAAAGSKDYVHVRIQQRNGRKSLTTVQGLKKEFSYNKIL
KDLKKEFCCNGTVVQDPELGQVIQLOGDORKNVSNFLVQAGIVKKEHIKIHGEF

SEC ID N° 5:

gtatgtgcccttcggttgttcttggafttattgttctaggttgtgtagtacgggcgttgatg
ttaggaaaggggatctgtatctgtgatgattecetgttettggatttgggatagaggggttct
tgatgttgcatgttatcggttcggtttgattagtagtatggttttcaatcgtctggagaget
ctatggaaatgaaatqgtttagggtacggaatcttgcgattttgtgagtaccttttgtttga
ggtaaaatcagagcaccggtgattttgecttggtgtaataaaagtacggttgtttggtecteg
attctggtagtgatgettctcgatttgacgaagctatcctttgtttattececctattgaacaa
aaataatccaactttgaagacggtcccgttgatgagattgaatgattgattcttaagectgt
ccaaaatttcgcagctggcttgtttagatacagtagtcecccatcacgaaattcatggaaaca
gttataatcctcaggaacaggggattccctgttcttecgatttgetttagteccagaatttt
ttttceccaaatatcttaaaaagtcactttectggttcagttcaatgaattgattgectacaaat
aatgcttttatagcgttatcctagectgtagttcagttaataggtaataccecctatagtttag
tcaggagaagaacttatccgatttctgatctccatttttaattatatgaaatgaactgtage
ataagcagtattcatttggattattttttttattagctctcaccccttcattattctgaget
gaaagtctggcatgaactgtcctcaattttgttttcaaattcacatcgattatctatgeatt
atcctcttgtatctacctgtagaagtttctttttggttattecttgactgecttgattacaga
aagaaatttatgaagctgtaatcgggatagttatactgcttgttcttatgattcatttcctt

tgtgcag

FIGURA 5 (continuacion)
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