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DESCRIPCION
Composiciones y métodos para la expresion de una secuencia de nucleétidos heteréloga en plantas
Campo de la invencion

[0001] La presente invencion se refiere al campo de la biologia molecular de plantas, mas concretamente a la
identificacion y uso de elementos reguladores en plantas.

Antecedentes de la invencion

[0002] La biogénesis del cloroplasto en las plantas depende de las actividades coordinadas de dos sistemas
genéticos independientes localizados en el cloroplasto y el nicleo (véase Cline y Henry (1996), Annu. Rev. Cell Dev.
Biol. 12, 1-26). Las grandes proteinas constituyentes del cloroplasto son codificadas por los genes nucleares y se
sintetizan citoplasmicamente como formas precursoras que contienen prolongaciones N-terminales conocidas como
péptidos de transito. El péptido de transito es decisivo para el reconocimiento especifico de la superficie del
cloroplasto y en la mediacion de la translocacion post-traduccional de las pre-proteinas a través de la envoltura del
cloroplasto y de alli a los diversos subcompartimentos diferentes dentro del cloroplasto (por ejemplo, el estroma, el
tilacoide y la membrana del tilacoide).

[0003] Los genes que se ha informado que tienen secuencias de péptidos de transito codificadas naturalmente en
su extremo N-terminal incluyen la subunidad pequefia del cloroplasto de la ribulosa-1,5-bisfosfatocarboxilasa
(RuBisCo), de Castro Silva Filho et al. (1996) Plant Mol. Biol. 30: 769-780; Schnell, D. J. et al. (1991) J. Biol. Chem.
266 (5): 3335-3342; la 5-(enolpiruvil)shikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS), Archer et al. (1990) J. Bioenerg. y
Biomemb. 22 (6):789-810; la triptéfano sintetasa. Zhao, J. et al. (1995) J. Biol. Chem. 2 70 (11):6081-6087; la
plastocianina, Lawrence et al. (1997) J. Biol. Chem. 272 (33):20357-20363; la corismato sintasa, Schmidt et al.
(1993) J. Biol. Chem. 268 (36):27477-27457; y la proteina de union a clorofila a/b que recoge la luz (LHBP), Lamppa
y col. (1988) J. Biol. Chem. 263: 14996-14999, aunque no todas estas secuencias han sido Utiles para la expresion
heteréloga de proteinas dirigidas a cloroplastos en plantas superiores.

Compendio de la invencion

[0004] Se proporcionan composiciones y métodos para dirigir al cloroplasto polipéptidos en una planta. Las
composiciones comprenden casetes de expresion que comprenden una secuencia de nucleétidos que codifica una
secuencia peptidica dirigida a cloroplastos (o péptido de transito al cloroplasto, "CTP") derivada de un organismo de
algas conectada operablemente a la secuencia de nucleétidos de interés.

[0005] Por consiguiente, la presente invencién proporciona una célula vegetal monocotiledonea que tiene
incorporado de manera estable en su genoma un casete de expresion que comprende una secuencia de nucleétidos
que codifica un péptido dirigido al cloroplasto (CTP), en donde dicha secuencia de nucleétidos que codifica dicho
CTP esta conectada operablemente a una secuencia de nucleétidos de interés, y en donde dicha secuencia de
nucledtidos que codifica dicho CTP se selecciona del grupo que consiste en: a) la secuencia de nucledtidos
mostrada en el SEQ ID NO: 6; b) una secuencia de nucleétidos que tiene al menos 90% de identidad de secuencia
con el SEQ ID NO: 6, en donde dicha secuencia de nucleétidos codifica un péptido de transito al cloroplasto; c) una
secuencia de nucledtidos que codifica la secuencia de aminoacidos mostrada en el SEQ ID NO: 7; y, d) una
secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90% de identidad de
secuencia con el SEQ ID NO: 7, en donde dicha secuencia de aminoacidos es un péptido de transito al cloroplasto.

[0006] Los constructos de expresion son Utiles para la expresion y el correcto direccionamiento de la secuencia de
nucledtidos de interés en una planta monocotiledénea. También se mencionan los vectores que comprenden los
casetes de expresion, y las plantas y células de plantas que tienen incorporado establemente o expresado
transitoriamente en sus genomas un casete de expresion ha descrito anteriormente. Adicionalmente, las
composiciones incluyen semillas transgénicas de tales plantas.

[0007] Por lo tanto la invencion proporciona adicionalmente:

e una planta que comprende la célula vegetal monocotiledénea de la invencion; y
e una semilla derivada de tal planta en donde la semilla comprende la secuencia de nucleétidos que codifica
dicho péptido de transito al cloroplasto.

[0008] También se proporcionan métodos para la expresion de una secuencia de nucleétidos en una planta o célula
vegetal, asi como métodos para identificar secuencias de CTP de algas para uso en una planta. En particular, la
invencion proporciona un método para expresar una secuencia de nucleétidos de interés en una planta
monocotiledénea, comprendiendo dicho método:
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a) introducir en una célula vegetal un casete de expresion que comprende una secuencia de nucleétidos que
codifica un péptido dirigido al cloroplasto (CTP), en donde dicha secuencia de nucledtidos que codifica dicho
CTP esta conectada operablemente a dicha secuencia de nucleétidos de interés, y en donde dicha secuencia
de nucleodtidos que codifica dicho CTP se selecciona del grupo que consiste en i) la secuencia de nucleétidos
mostrada en el SEQ ID NO: 6; ii) una secuencia de nuclettidos que tiene al menos 90% de identidad de
secuencia con el SEQ ID NO: 6, en donde dicha secuencia de nucleétidos codifica un péptido de transito al
cloroplasto; iii) una secuencia de nucleétidos que codifica la secuencia de aminoacidos mostrada en el SEQ ID
NO: 7; vy, iv) una secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90%
de identidad de secuencia con el SEQ ID NO: 7, en donde dicha secuencia de aminoacidos es un péptido de
transito al cloroplasto; vy,

b) regenerar una planta transformada a partir de dicha célula vegetal; en donde dicha planta ha incorporado de
forma estable en su genoma dicho casete de expresion.

Descripcion de las figuras

La Figura 1 demuestra la expresion de TagGFP en protoplastos de tabaco.

La Figura 2 demuestra la expresion y el procesamiento del péptido de transito al cloroplasto de EPSPS de
Chlamydomonas en células de maiz. Calle 1: Linea Hi-ll de maiz no transgénico; Calles 2-6: Eventos To
individuales transformados con el constructo de CTP de EPSPS de Chlamydomonas/GRG23(ace3)(R173K);
Calle 7: Marcador de peso molecular de proteina; Calle 8: Proteina GRG23(ace3)(R173K) purificada (4 ng).

La Figura 3 demuestra el calculo del peso molecular de la proteina EPSPS de Chlamydomonas -
GRG23(ace3)(R173K) procesada expresada en el maiz.

[0010] Se utilizd una regresion lineal de la representacion grafica del Log del Peso molecular vs Distancia de
Migracion de los patrones de peso molecular de las proteinas de la Figura 2 para calcular el peso molecular
aparente del patron de proteina GRG23(ace3)(R173K) y EPSPS de Chlamydomonas - GRG-23(ace3)(R173K)
procesada detectada en extractos de plantas.

Descripcion detallada

[0011] En la produccion de plantas transgénicas es a menudo util dirigir proteinas foraneas a localizaciones
subcelulares especificas, por ejemplo, el cloroplasto, la vacuola, la mitocondria, o el RE. Trabajadores previos han
fusionado secuencias de ADN que codifican péptidos de transito de varios genes de plantas a genes de interés.
Cuando se traduce el gen la proteina resultante tiene el péptido de transito de planta fusionado al extremo amino
terminal de la proteina de interés, y por lo tanto la proteina se dirige, con diferente eficacia, al compartimiento
subcelular deseado.

[0012] Por lo tanto, la presente invencion se refiere a composiciones y métodos para la dirigir al cloroplasto
polipéptidos en plantas monocotiledéneas superiores o células de plantas monocotiledéneas. Las composiciones
comprenden casetes de expresion que comprenden una secuencia de nucleétidos que codifica un péptido de
transito al cloroplasto (CTP) derivado de un organismo de algas conectada operablemente a una secuencia de
nucledtidos de interés, donde el CTP se selecciona del grupo que consiste en:

a) la secuencia de nucledtidos mostrada en el SEQ ID NO: 6;

b) una secuencia de nucleétidos que tiene al menos 90% de identidad de secuencia con el SEQ ID NO: 6, en
donde dicha secuencia de nucleétidos codifica un péptido de transito al cloroplasto;

c) una secuencia de nucleétidos que codifica la secuencia de aminoacidos mostrada en el SEQ ID NO: 7; vy,

d) una secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90% de
identidad de secuencia con el SEQ ID NO: 7, en donde dicha secuencia de aminoacidos es un péptido de
transito al cloroplasto.

[0013] En una realizacién, el CTP deriva de Chlamydomonas sp. En otra realizacion, el CTP comprende la
secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID NO: 7 o una secuencia de aminoacidos codificada por el SEQ ID
NO: 6. Se proporcionan plantas, células vegetales, y semillas transformadas.

[0014] Las secuencias que codifican el CTP, cuando se ensambla dentro de un constructo de ADN de tal manera
que la secuencia que codifica CTP esta conectada operablemente a una secuencia de nucleétidos de interés,
facilitan el transporte co-traduccional o post-traduccion del péptido de interés al cloroplasto de una célula vegetal
transformada de manera estable con este constructo de ADN. Los métodos para expresar una secuencia de
nucledtidos en una planta comprenden introducir en células vegetales un casete de expresion que comprende una
secuencia de nucledtidos que codifica el CTP descrito en la presente memoria conectada operablemente a una
secuencia de nucleotidos de interés, y regenerar una planta transformada a partir de la célula vegetal.

[0015] Los articulos "un" y "una" se utilizan en la presente memoria para referirse a uno o mas de uno (es decir, a al
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menos uno) del objeto gramatical del articulo. A modo de ejemplo, "un elemento” significa uno o mas elementos.

[0016] Tal como se utiliza en la presente memoria, se pretende que el término "molécula de acido nucleico" incluya
moléculas de ADN (por ejemplo, ADNc o ADN gendmico) y moléculas de ARN (por ejemplo, ARNm) y analogos del
ADN o ARN generados utilizando analogos de nucleétidos. La molécula de acido nucleico puede ser de hebra
sencilla o de doble hebra, pero preferiblemente es ADN de doble hebra.

Péptidos de transito al cloroplasto

[0017] Los cloroplastos son organulos que se encuentran en células vegetales y algas eucariodticas que llevan a
cabo la fotosintesis. El cloroplasto es un organulo celular complejo compuesto de tres membranas: la membrana de
la envoltura interna, la membrana de la envoltura externa, y la membrana del tilacoide. Las membranas encierran
conjuntamente tres compartimentos acuosos denominados espacio intermedio, estroma, y el lumen de los tilacoides.
Si bien los cloroplastos contienen su propio genoma circular, muchas proteinas constituyentes de cloroplastos estan
codificadas por los genes nucleares y se sintetizan citoplasmicamente como formas precursoras que contienen
prolongaciones N-terminales conocidas como péptidos de transito al cloroplasto (CTP). EI CTP es decisivo para el
reconocimiento especifico de la superficie del cloroplasto y en la mediacion de la translocacion post-traduccional de
las pre-proteinas a través de la envoltura del cloroplasto y a los diversos subcompartimentos diferentes dentro del
cloroplasto (por ejemplo, el estroma, el tilacoide y la membrana del tilacoide).

[0018] Se han identificado al menos dos dominios funcionales distintos en péptidos de transito al cloroplasto: el
dominio de direccionamiento al estroma (DDE) y el dominio de direccionamiento al lumen (DDL). Los DDE regulan el
acceso a la ruta de importacion general y son necesarios y suficientes para la importacion de la proteina pasajera al
estroma. Los precursores de proteinas del estroma poseen péptidos de transito que contienen sélo un DDE,
mientras que los precursores de proteinas luminales del tilacoide tienen tanto un DDE como un DDL.

[0019] Los DDE varian en longitud de aproximadamente 30 a 120 residuos y son ricos en residuos hidroxilados y
deficientes en residuos acidos. Tienden a compartir varios motivos compositivos: un amino terminal de 10-15
residuos carece de residuos de Gly, Pro y cargados; una regiéon media variable rica en Ser, Thr, Lys y Arg; y una
region carboxi-proximal con una secuencia débilmente conservada (lle/VVal-X-Ala/Cys-Ala; SEC ID NO: 17) para el
procesamiento proteolitico. Sin embargo, no hay bloques extensos de conservacion de la secuencia, ni ningin
motivos estructural secundario conservado. Los andlisis tedricos sugieren que los DDE adoptan conformaciones
helicoidales predominantemente al azar.

[0020] Los genes que se ha informado que tienen secuencias de péptidos de transito codificadas naturalmente en
su extremo N-terminal incluyen la subunidad pequefia del cloroplasto de la ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa
(RuBisCo), de Castro Silva Filho et al. (1996) Plant Mol. Biol. 30: 769-780; Schnell, D. J. et al. (1991) J. Biol. Chem.
266 (5): 3335-3342; la 5-(enolpiruvil)shikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS), Archer et al. (1990) J. Bioenerg. and
Biomemb. 22 (6): 789-810; la triptéfano sintetasa. Zhao, J. et al. (1995) J. Biol. Chem. 2 70 (11):6081-6087; la
plastocianina, Lawrence et al. (1997) J. Biol. Chem. 272 (33):20357-20363; la corismato sintasa, Schmidt et al.
(1993) J. Biol. Chem. 268 (36):27477-27457; y la proteina de union a clorofila a/b que recoge la luz (LHBP), Lamppa
y col. (1988) J. Biol. Chem. 263:14996-14999. Aunque se han descrito varios CTP, so6lo unos pocos se han utilizado
con éxito en los intentos de dirigir moléculas quiméricas a los cloroplastos en plantas superiores.

[0021] La presente invencion describe el uso de los CPT derivados de especies de algas, particularmente
Chlamydomonas sp., en plantas superiores donde los CTP se seleccionan del grupo que consiste en: a) la
secuencia de nucledtidos mostrada en el SEQ ID NO: 6; b) una secuencia de nucledtidos que tiene al menos 90%
de identidad de secuencia con el SEQ ID NO: 6, en donde dicha secuencia de nucleétidos codifica un péptido de
transito al cloroplasto; c) una secuencia de nucleétidos que codifica la secuencia de aminoacidos mostrada en el
SEQ ID NO: 7; y, d) una secuencia de nucleotidos que codifica una secuencia de aminoacidos que tiene al menos
90% de identidad de secuencia con el SEQ ID NO: 7, en donde dicha secuencia de aminoacidos es un péptido de
transito al cloroplasto.

[0022] Para los propdsitos de la presente invencion, las "plantas superiores" son consideradas miembros del
subreino Embryophytae. En una realizacion, el CTP util en los métodos y composiciones descritos en la presente
memoria deriva de Chlamydomonas. En otra realizacion, el CTP se muestra en el SEQ ID NO: 7, o es codificado por
la SEC ID NO: 6.

[0023] Los CTP descritos en la presente memoria son Utiles para dirigir un polipéptido al cloroplasto de una célula
vegetal. En una realizacion, los CTP descritos en esta memoria proporcionan una mejor translocacion en
comparacion con los CTP derivados de, por ejemplo, organismos de plantas superiores. Los CTP descritos en la
presente memoria pueden dar como resultado al menos aproximadamente 20%, al menos aproximadamente 30%, al
menos aproximadamente 40%, al menos aproximadamente 50%, al menos aproximadamente 60%, al menos
aproximadamente 70%, al menos aproximadamente 80%, al menos aproximadamente 90%, al menos
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aproximadamente 100%, o mas, o al menos aproximadamente 2 veces, al menos aproximadamente 3 veces, al
menos aproximadamente 4 veces, o mas de mejora en la translocacion del polipéptido al cloroplasto cuando se
compara con un CTP de referencia. Se puede medir una mejora en términos de la cantidad de polipéptido que se
transloca al cloroplasto, la cantidad de polipéptido activo que se transloca al cloroplasto, o ambos. También se
puede medir una mejora en términos de una mejora en el fenotipo de un organismo transformado con la proteina
dirigida al cloroplasto de interés. Por ejemplo, cuando el CTP se utiliza para dirigir una proteina de resistencia a
herbicidas al cloroplasto de la planta, se puede medir una mejora en la actividad en términos de una mejora en la
resistencia a los herbicidas.

Casetes de expresion

[0024] Las secuencias que codifican CTP se pueden proporcionar en un casete de expresion que permite dirigir la
expresion y localizacion de un polipéptido codificado por la secuencia de nucleétidos de interés al cloroplasto de las
células vegetales. Por "casete de expresion" se quiere significar un constructo de ADN que es capaz de dar como
resultado la expresién de una proteina de un marco de lectura abierto en una célula. El casete incluira, en la
direccion de transcripcion 5'-3, una region de inicio de la transcripcién que comprende preferiblemente un promotor
adecuado para la expresion en una célula vegetal de interés, conectado operablemente a una secuencia que
codifica CTP como se describe en la presente memoria, que esta conectada operablemente a una secuencia de
nucledtidos de interés, y una region de terminacion de la traduccion y de la transcripcion (es decir, region de
terminacion) funcional en plantas. La secuencia de nucleétidos que codifica CTP y la secuencia de nucleétidos de
interés pueden estar separadas entre si por secuencias de nucleétidos que codifican uno o mas aminoacidos
"conectores" como se comenta en otra parte en la presente memoria.

[0025] EIl casete puede contener adicionalmente al menos un gen adicional que se va a co-transformar en el
organismo, tal como un gen marcador seleccionable. Alternativamente, el gen o los genes adicionales pueden
proporcionarse en multiples casetes de expresion. Tal casete de expresidn se proporciona con una pluralidad de
sitios de restriccion para la insercion de la secuencia de nucledtidos de interés para estar bajo la regulacion
transcripcional de las regiones reguladoras.

[0026] El casete de expresion puede comprender adicionalmente una o varias regiones 3' y/o 5' no traducidas. Por
"region 3' no traducida" se quiere significar una secuencia de nucledtidos localizada aguas abajo de una secuencia
codificante. Las secuencias sefial de poliadenilacion y otras secuencias que codifican sefiales reguladoras capaces
de afectar a la adicion de extensiones de acido poliadenilico al extremo 3' del precursor de ARNm son las regiones 3'
no traducidas. Por "region 5' no traducida" se quiere significar una secuencia de nucleétidos localizada aguas arriba
de una secuencia codificante. Otros elementos no traducidos aguas arriba o aguas abajo incluyen los potenciadores.
Los potenciadores son secuencias de nucleétidos que actuan incrementando la expresion de una regiéon promotora.
Los potenciadores son bien conocidos en la técnica e incluyen, pero no se limitan a, la regidon potenciadora de SV40
y el elemento potenciador 35S.

[0027] La region de terminacion puede ser nativa con la secuencia de nucleétidos que codifica CTP, puede ser
nativa con la secuencia de nucledtidos de interés, o puede derivar de otra fuente. Las regiones de terminacion
convenientes estan disponibles en el plasmido Ti de A. tumefaciens, tales como las regiones de terminacion de la
octopina sintasa y de la nopalina sintasa. Ver también Guerineau et al. (1991) Mol. Gen. Genet. 262:141-144;
Proudfoot (1991) Cell 64:671-674; Sanfacon et al. (1991) Genes Dev. 5:141-149; Mogen et al. (1990) Plant Cell
2:1261-1272; Munroe et al. (1990) Gene 91:151-158; Ballas et al. (1989) Nucleic Acids Res. 17:7891-7903; y Joshi
et al. (1987) Nucleic Acid Res. 15:9627-9639.

[0028] Los casetes de expresion descritos en la presente memoria pueden comprender adicionalmente uno o mas
elementos reguladores distintos de CTP, asi como los CTP adicionales conocidos en la técnica. Por "elemento
regulador" o "region reguladora” se quiere significar una porcion de acido nucleico encontrada aguas arriba o aguas
abajo de un gen, que puede estar compuesta por ADN o ARN, o por ADN y ARN y que esta implicada en la
expresion génica. Los elementos reguladores pueden ser capaces de mediar la especificidad de 6rgano, o controlar
la activacion de genes de desarrollo o temporales e incluir elementos promotores, elementos promotores esenciales,
elementos que son inducibles en respuesta a un estimulo externo, elementos que se activan constitutivamente,
terminadores de la transcripcion, sefiales de poliadenilacion, y elementos que disminuyen o aumentan la actividad
del promotor tales como elementos reguladores negativos o potenciadores de la transcripcion, respectivamente. Por
"que actlia en cis" se quiere significar una secuencia que es fisicamente contigua a la secuencia transcrita. Las
secuencias que actlan en cis interactian tipicamente con proteinas u otras moléculas para llevar a cabo
(activar/desactivar, regular, modular, etc.) la transcripcion. Por "promotor de la transcripcion" se quiere significar una
secuencia de acido nucleico que, cuando se coloca proxima a un promotor y esta presente en un medio de
transcripcion capaz de soportar la transcripcion, confiere una mayor actividad de transcripcion en comparacion con la
que resulta a partir del promotor en ausencia del potenciador. Los potenciadores pueden actuar aguas arriba, dentro,
0 aguas abajo de un gen, incluso tan lejos como 50 kilobases del sitio de inicio de la transcripcion. Los
potenciadores también pueden funcionar independientemente de su orientacién. Por "terminador de la transcripcién”
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se quiere significar una secuencia de ADN que incluye una secuencia de pares de bases de nucleétidos necesaria
para reducir o eliminar la transcripcién. Por "sefal de poliadenilacion" se quiere significar una secuencia que controla
la terminacién de la transcripcion y la traduccion.

[0029] En un aspecto, las secuencias de ADN sintéticas estan disefiadas para un polipéptido dado, tales como los
polipéptidos dirigidos al cloroplasto Utiles en los métodos descritos en la presente memoria. La expresion del marco
de lectura abierto de la secuencia de ADN sintético en una célula da como resultado la produccién del polipéptido.
Las secuencias de ADN sintéticas pueden ser Utiles para eliminar simplemente los sitios de reconocimiento de
endonucleasas de restriccion no deseados, para facilitar estrategias de clonaciéon de ADN, para alterar o eliminar
cualquier potencial sesgo coddnico, para alterar o mejorar el contenido de GC, para suprimir o alterar los marcos de
lectura alternativos, y/o para alterar o eliminar sitios de reconocimiento de corte y empalme de intrones/exones, sitios
de poliadenilacion, secuencias de Shine-Delgarno, elementos promotores no deseados y similares que pueden estar
presentes en una secuencia de ADN nativa. También es posible que las secuencias de ADN sintéticas se puedan
utilizar para introducir otras mejoras en una secuencia de ADN, tales como la introduccidon de una secuencia de
intrén, la creacién de una secuencia de ADN que es expresada como una proteina de fusidon a secuencias de
direccionamiento a organulos, tales como péptidos de transito al cloroplasto, péptidos del direccionamiento al
apoplasto/vacuolas, o secuencias de péptidos que dan como resultado la retenciéon del péptido resultante en el
reticulo endoplasmico. Los genes sintéticos también se pueden sintetizar utilizando codones de células anfitrionas
preferidas para la expresion mejorada, o se pueden sintetizar utilizando codones con una frecuencia de uso de
codones anfitriones preferidos. Véase, por ejemplo, Campbell y Gowri (1990) Plant Physiol. 92:1-11; Patentes de los
Estados Unidos Nums. 6.320.100; 6.075.185; 5.380.831; y 5.436.391, Solicitudes de Patente de los Estados Unidos
Publicadas Nums. 20040005600 y 20010003849, y Murray et al. (1989) Nucleic Acids Res. 17:477-498.

[0030] Los acidos nucleicos de interés que se van a dirigir al cloroplasto también pueden ser optimizados para la
expresion en el cloroplasto para dar cuenta de las diferencias en el uso de codones entre el nicleo de la planta y
este organulo. De esta manera, los acidos nucleicos de interés pueden ser sintetizados utilizando codones
preferidos de cloroplastos. Véase, por ejemplo, La Patente de los Estados Unidos Num. 5.380.831.

Variantes y fragmentos

[0031] También se hace referencia a las moléculas de acido nucleico que son fragmentos de las secuencias de
CTP descritas. Los empleados en la invencion tienen por lo menos 90% de identidad de secuencia con el SEQ ID
NO: 6. Mediante "fragmento" se quiere significar una porcion de la secuencia de CTP. Un fragmento de una
secuencia de nucledtidos puede ser biolégicamente activo y por lo tanto puede ser capaz de facilitar la translocacion
de un polipéptido de interés al cloroplasto de una planta, o puede ser un fragmento que puede ser utilizado como
una sonda de hibridacién o cebador de PCR usando los métodos descritos a continuaciéon. Los analisis para
determinar si tales fragmentos tienen actividad CTP son bien conocidos en la técnica.

[0032] Las moléculas de acido nucleico que son fragmentos de una secuencia de nucleétidos que codifica CTP
descritas en la presente memoria pueden comprender al menos aproximadamente 90, 100, 125, 150, 175, 200, 225,
250, 275, 300, nucledtidos contiguos, o hasta el nimero de nucledtidos presente en una secuencia de CTP completa
descrita en la presente memoria (por ejemplo, 306 nucleétidos para el SEQ ID NO: 1) dependiendo del uso previsto.
Mediante nucledtidos "contiguos" se quieren significar residuos de acido nucleico que son inmediatamente
adyacentes entre si. Los fragmentos bioldgicamente activos de las secuencias que codifican los CTP codificara un
CTP que conserva la actividad. Mediante "conserva la actividad de CTP" se quiere significar que el fragmento dirigira
la translocacion al cloroplasto de al menos aproximadamente 30%, al menos aproximadamente 50%, al menos
aproximadamente 70%, o al menos aproximadamente 80% del polipéptido codificado por la secuencia de
nucledtidos de interés. En un caso, un fragmento de una secuencia de nucleétidos que codifica los CTP descrita en
la presente memoria puede comprender una o mas deleciones del SEQ ID NO: 6, incluyendo hasta
aproximadamente 2, aproximadamente 3, aproximadamente 4, aproximadamente 5, aproximadamente 6,
aproximadamente 7, aproximadamente 8, aproximadamente 9, aproximadamente 10, aproximadamente 12,
aproximadamente 15, aproximadamente 18 o aproximadamente 21 deleciones. En otra realizacion, un fragmento de
una secuencia de nucleétidos que codifica los CTP descrita en la presente memoria puede codificar un aminoacido
que comprende una o mas deleciones del SEQ ID NO: 7, incluyendo hasta aproximadamente 2, aproximadamente
3, aproximadamente 4, aproximadamente 5, aproximadamente 6 o aproximadamente 7 deleciones de aminoacidos.

[0033] Se puede preparar una porcion bioldgicamente activa de un CTP aislando una porcion de una de las
secuencias de CTP y evaluando la actividad de la porcion de la CTP. Los métodos para medir la actividad de los
CTP son bien conocidos en la técnica. Véase la seccion titulada "Evaluacién de la actividad de CTP" para los
ejemplos de los métodos adecuados.

[0034] También estan incluidas las variantes de las secuencias de nucleétidos que codifican CTP o las secuencias
de aminoacidos de los CTP descritas en la presente memoria. Mediante "variante" se quiere significar una secuencia
suficientemente idéntica, o una secuencia que difiere en al menos un aminoacido de un péptido de transito al
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cloroplasto nativo. Las secuencias que codifican CTP incluidas en la presente invencién son suficientemente
idénticas a la secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 6. Las secuencias de CTP incluidas en la presente memoria
son suficientemente idénticas a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7. Mediante "suficientemente idéntica"
se quiere significar una secuencia de nucledtidos que tiene al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98% o0 99% de identidad de secuencia en comparacion con una secuencia de referencia que utiliza uno de los
programas de alineamiento como se describe en la presente memoria.

[0035] En un ejemplo, las variantes descritas en la presente memoria incluyen nucleétidos o sustituciones de
aminoacidos, deleciones, truncamientos e inserciones de uno o mas nucleétidos del SEQ ID NO: 6, o uno o mas
aminoacidos del SEQ ID NO: 7, incluyendo hasta aproximadamente 2, aproximadamente 3, aproximadamente 4,
aproximadamente 5, aproximadamente 6, aproximadamente 7 sustituciones, deleciones o inserciones de
aminoacidos.

[0036] Las variantes de origen natural se pueden identificar mediante el uso de técnicas de biologia molecular bien
conocidas, tales como reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y técnicas de hibridacion como se describe a
continuaciéon. Las secuencias de nucledtidos variantes también incluyen secuencias de nucleétidos derivadas
sintéticamente que se han generado, por ejemplo, mediante el uso de mutagénesis dirigida al sitio pero que todavia
tiene la actividad de CTP definida en la presente memoria.

[0037] Las variantes empleadas por la presente invencion son biolégicamente activas, es decir contindan
poseyendo la actividad biolégica deseada de la secuencia nativa, esto es, conservando de la actividad de CTP (es
decir, facilitando la translocacion del polipéptido expresado al cloroplasto). Mediante "conserva la actividad de CTP"
se quiere significar que la variante dirigira la translocacion al cloroplasto de al menos aproximadamente 30%, al
menos aproximadamente 50%, al menos aproximadamente 70%, o al menos aproximadamente 80% del polipéptido
codificado por la secuencia nucleétidos de interés. Los métodos para medir la actividad de CTP son bien conocidos
en la técnica. Véase la seccion titulada "Evaluacion de la actividad de CTP" para los ejemplos de los métodos
adecuados.

[0038] EIl experto en la técnica apreciaran adicionalmente que se pueden introducir cambios en el CTP por medio
de mutacién en la secuencia de nucleétidos que codifica los CTP sin alterar la capacidad del CTP para conducir la
translocacién de un polipéptido en el cloroplasto de una célula vegetal. Por lo tanto, se pueden crear moléculas
aisladas de acido nucleico variantes mediante la introduccion de una o mas sustituciones, adiciones o deleciones de
nucledtidos en la secuencia de nucleétidos correspondiente descritas en la presente memoria. Las mutaciones
pueden introducirse por medio de técnicas convencionales, tales como mutagénesis dirigida al sitio y mutagénesis
mediada por PCR.

[0039] Alternativamente, se pueden elaborar secuencias de nucleétidos variantes mediante la introducciéon de
mutaciones al azar a lo largo de la totalidad o parte de la secuencia de CTP, tal como mediante mutagénesis de
saturacion, y los mutantes resultantes se pueden escrutar para determinar la capacidad para conducir la
translocacién de una secuencia de polipéptido conectada operablemente al cloroplasto de una célula vegetal.

[0040] Mediante "conectada operablemente" se quiere significar una conexion funcional entre un elemento
regulador (p. €j., un CTP) y una segunda secuencia, donde la secuencia de CTP dirige la translocacion del
polipéptido de interés al cloroplasto de una célula vegetal. Generalmente, pero no siempre, conectada
operablemente significa que las secuencias de acidos nucleicos que se unen son contiguas y, cuando es necesario
unir dos regiones codificantes de proteinas, contiguas y en el mismo marco de lectura.

[0041] Para determinar el porcentaje de identidad de dos acidos nucleicos, las secuencias se alinean para
propésitos de comparacion éptima. El porcentaje de identidad entre las dos secuencias es una funcion del niumero
de posiciones idénticas compartidas por las secuencias (es decir, porcentaje de identidad = nimero de posiciones
idénticas/nimero total de posiciones (p. €j., posiciones solapantes) x 100). En un caso, las dos secuencias tienen la
misma longitud. En otro ejemplo, la comparacién es a través de la totalidad de la secuencia de referencia (p. €j.,
SEQ ID NO: 1, 2, 4, o 6). El porcentaje de identidad entre dos secuencias se puede determinar utilizando técnicas
similares a las descritas a continuacion, con o sin permitir huecos. Al calcular el porcentaje de identidad, se cuentan
los emparejamientos tipicamente exactos.

[0042] La determinacion del porcentaje de identidad entre dos secuencias se puede lograr utilizando un algoritmo
matematico. Un ejemplo no limitante de un algoritmo matematico utilizado para la comparacién de dos secuencias es
el algoritmo de Karlin y Altschul (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:2264, modificado como en Karlin y Altschul
(1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873-5877. Tal algoritmo se incorpora en el programa BLASTN de Altschul et
al. (1990) J. Mol. Biol. 215:403. Las busquedas de nuclettidos BLAST se pueden realizar con el programa BLASTN,
puntuacion = 100, longitud de palabra = 12, para obtener secuencias de nucleétidos homologas a las secuencias de
la invencién. Para obtener alineaciones con huecos con fines de comparacion, se puede utilizar Gapped BLAST
como describen Altschul et al. (1997) Nucleic Acids Res. 25:3389. Alternativamente, se puede utilizar PSI-BLAST
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para realizar una busqueda iterada que detecta relaciones distantes entre moléculas. Véase Altschul et al. mas
arriba. Cuando se utilizan los programas BLAST, Gapped BLAST y PSI-Blast, se pueden utilizar los parametros por
defecto de los respectivos programas (p. €j., BLASTN). Véase, www.ncbi.nlm.nih.gov. Otro ejemplo no limitante de
un algoritmo matematico utilizado para la comparacién de secuencias es el algoritmo ClustalW (Higgins et al. (1994)
Nucleic Acids Res. 22:4673-4680). ClustalWW compara secuencias y alinea la totalidad de la secuencia de ADN, y por
lo tanto puede proporcionar datos sobre la conservacion de la secuencia de la secuencia de nucleétidos completa. El
algoritmo ClustalW se utiliza en varios paquetes de soporte l6gico de analisis de ADN disponibles en el mercado,
tales como el modulo ALIGNX del programa Vector NTI Suite (Informax, Inc). Un ejemplo no limitante de un
programa de soporte légico util para el analisis de alineamientos ClustalW es GeneDoc™. Genedoc™ (Karl
Nicholas) permite la evaluacion de la similitud del ADN vy la identidad entre multiples genes. Otro ejemplo no limitante
preferido de un algoritmo matematico utilizado para la comparacion de secuencias es el algoritmo de Myers y Miller
(1988) CABIOS 4:11-17. Tal algoritmo se incorpora en el programa ALIGN (versién 2.0), que es parte del paquete de
soporte légico de alineamiento de secuencia GCG (disponible en Accelrys, Inc., 9865 Scranton Rd., San Diego,
California, USA).

[0043] A menos que se indique lo contrario, se utilizara GAP Version 10, que utiliza el algoritmo de Needleman y
Wunsch (1970) J. Mol. Biol. 48(3):443-453, para determinar la identidad o similitud de secuencia con los siguientes
parametros: % de identidad y % de similitud para una secuencia de nucleétidos utilizando un Peso del HUECO de 50
y un Peso de Longitud de 3, y la matriz de puntuacion nwsgapdna.cmp; % de identidad o % de similitud para una
secuencia de aminoacidos utilizando un peso del HUECO de 8 y un peso de longitud de 2, y el programa de
puntuacion BLOSUM62. También se pueden utilizar programas equivalentes. Por "programa equivalente" se quiere
significar cualquier programa de comparacion de secuencia que, para dos secuencias cualesquiera en cuestion,
genera un alineamiento que tiene emparejamientos de residuos de nucledtidos idénticos y un porcentaje de
identidad de secuencia idéntico cuando se compara con el alineamiento correspondiente generado por GAP Version
10.

[0044] Utlizan do métodos tales como PCR, hibridacién, y similares, se pueden identificar secuencias
correspondientes de otros organismos, en particular de otros organismos de algas, tales secuencias que tienen una
identidad sustancial con las secuencias de la invencion. Véanse, por ejemplo, Sambrook J., y Russell, DW (2001)
Molecular Cloning: A Laboratory Manual. (Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York) e
Innis, et al. (1990) PCR Protocols:A Guide to Methods and Applications (Academic Press, Nueva York).

[0045] En otro ejemplo, los CTP se pueden identificar basandose en la identificacion de secuencias conocidas por
comprender los CTP. Por ejemplo, las secuencias dirigidas al cloroplasto se pueden identificar basandose en la
similitud de las proteinas dirigidas al cloroplastos descritas en la presente memoria o conocidas en la técnica (p. €j.,
acetolactato sintasa (AHAS), subunidad pequefia (SSU), y EPSPS). La secuencia de CTP de estas proteinas
dirigidas se puede identificarse utilizando métodos conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Emanuelsson y von
Heijne (2001) Biochimica et Biophysica Acta 1541:114-119; Nielson et al. (1997) Protein Eng..10:1-6; y, Nielson y
Krogh (1998) Intell. Syst. Mol. Biol. 6:122-130. También estan disponibles para la identificacion una variedad de
programas de ordenador. Véanse, por ejemplo, ChloroP (que se puede encontrar en la direccion de internet
www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/); Predotar (que se puede encontrar en la direccion de internet
www.inra.fr/Internet/Produits/Predotar/); y, SignalP (que se puede encontrar en la direccion de internet
www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/).

[0046] Los cebadores oligonucleotidicos se pueden disefiar para uso en reacciones de PCR para amplificar
secuencias de ADN correspondientes a partir de ADNc o ADN gendmico de un organismo de interés. Los métodos
para disefiar cebadores de PCR y clonacion por PCR son generalmente conocidos en la técnica y se describen en
Sambrook y col. (1989) Molecular Cloning:. A Laboratory Manual (22 ed, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, Nueva York). Véase también Innis et al., Eds. (1990) PCR Protocols: A Guide to Methods and
Applications (Academic Press, Nueva York); Innis y Gelfand, eds. (1995) PCR Strategies (Academic Press, Nueva
York); e Innis y Gelfand, eds. (1999) PCR Methods Manual (Academic Press, Nueva York). Los métodos conocidos
de PCR incluyen, pero no se limitan a, los métodos que utilizan cebadores emparejados, cebadores anidados,
cebadores especificos individuales, cebadores degenerados, cebadores especificos de genes, cebadores
especificos del vector y cebadores con emparejamientos erréoneos parciales.

[0047] En un método de hibridacion, la totalidad o parte de una secuencia de nucleétidos conocida se puede utilizar
para escrutar bibliotecas de ADNc o gendmicas. Los métodos para la constructo de tales genotecas de ADNc y
gendmicas son generalmente conocidos en la técnica y se describen en Sambrook y Russell, 2001, mas arriba. Las
sondas de hibridacion pueden ser fragmentos genémicos de ADN, fragmentos de ADNc, fragmentos de ARN, u otros
oligonucledtidos, y pueden marcarse con un grupo detectable tal como 32P, o cualquier otro marcador detectable, tal
como otros radioisotopos, un compuesto fluorescente, una enzima, o un cofactor enzimatico. Las sondas para la
hibridacion se pueden elaborar marcando oligonucledtidos sintéticos basandose en la secuencia que codifica CTP
conocida descrita en la presente memoria o cebadores para la proteina dirigida al cloroplasto conocida. Se pueden
utilizar adicionalmente cebadores degenerados disefiados sobre la base de nucleétidos conservados en la
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secuencia de nucleotidos. La sonda comprende tipicamente una region de secuencia de nucleétidos que hibrida en
condiciones rigurosas con al menos aproximadamente 12, al menos aproximadamente 20, al menos
aproximadamente 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 75, 100, 125, 150, 175, 200, 250, 300, 350, o 400 nucledtidos
consecutivos de la secuencia que codifica el CTP de la invencién, una secuencia de nucleétidos que codifica una
proteina dirigida al cloroplasto, o un fragmento o variante de la misma. La preparacion de sondas de hibridacion es
generalmente conocida en la técnica y se describe en Sambrook y Russell, 2001, mas arriba.

[0048] Por ejemplo, la secuencia que codifica CTP completa descrita en la presente memoria (o una secuencia
codificadora para la proteina dirigida al cloroplasto), o una o mas porciones de la misma, se puede utilizar como una
sonda capaz de hibridar especificamente a las secuencias de tipo CTP correspondientes. Para conseguir una
hibridacion especifica bajo una variedad de condiciones, tales sondas incluyen secuencias que son Unicas y tienen
al menos aproximadamente 10 nucledtidos de longitud, o al menos aproximadamente 20 nucleétidos de longitud.
Tales sondas se pueden utilizar para amplificar secuencias que codifican los CTP correspondientes a partir de un
organismo seleccionado mediante PCR. Esta técnica se puede utilizar para aislar secuencias codificantes
adicionales de un organismo deseado o como un ensayo de diagnostico para determinar la presencia de secuencias
codificantes en un organismo. Las técnicas de hibridacién incluyen escrutinio por hibridacién de bibliotecas de ADN
cultivados en placa (ya sea placas o colonias; véase, por ejemplo, Sambrook y col. (1989) Molecular Cloning:. A
Laboratory Manual (22 ed, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York).

[0049] La hibridacion de tales secuencias se puede llevar a cabo en condiciones rigurosas. Mediante "condiciones
rigurosas" o "condiciones de hibridacion rigurosas" se quieren significar condiciones bajo las cuales una sonda
hibridara con su secuencia diana en un grado detectablemente mayor que con otras secuencias (por ejemplo, al
menos 2 veces mas sobre el fondo). Las condiciones rigurosas dependen de la secuencia y seran diferentes en
diferentes circunstancias. Al controlar la rigurosidad de la hibridacion y/o las condiciones de lavado, se pueden
identificar las secuencias diana que son 100% complementarias a la sonda (sondeo homologo). Alternativamente,
las condiciones de rigurosidad se pueden ajustar para permitir algunos emparejamientos erréneos en las secuencias
de manera que se detectan menores grados de similitud (sondeo heterélogo). Generalmente, una sonda tiene
menos de aproximadamente 1000 nucledtidos de longitud, o menos de 500 nucledtidos de longitud.

[0050] Tipicamente, las condiciones rigurosas seran aquellas en las que la concentracion de sal es menor de
aproximadamente 1,5 M de ién de Na, tipicamente de aproximadamente 0,01 a 1,0 M de concentracién de i6n de Na
(u otras sales) a pH de 7,0 a 8,3 y la temperatura es de al menos aproximadamente 30°C para sondas cortas (p. €.,
de 10 a 50 nucledtidos) y al menos aproximadamente 60°C para sondas largas (p. €j., mayor que 50 nucleétidos).
Las condiciones rigurosas también se pueden lograr con la adicion de agentes desestabilizantes tales como
formamida. Las condiciones de baja rigurosidad ilustrativas incluyen hibridacién con una solucién tampén de
formamida de 30 a 35%, NaCl 1 M, SDS (dodecil sulfato de sodio) al 1% a 37°C, y un lavado en 1X a 2X SSC (20X
SSC = NaCl 3,0 M/citrato trisddico 0,3 M) de 50 a 55°C. Los ejemplos de condiciones de rigurosidad moderada
incluyen hibridacion en formamida de 40 a 45%, NaCl 1,0 M, SDS al 1% a 37°C, y un lavado en 0,5 X a 1X SSC de
55 a 60°C. Las condiciones de alta rigurosidad ilustrativas incluyen hibridacion en formamida al 50%, NaCl 1 M, SDS
al 1% a 37°C, y un lavado en 0,1 X SSC de 60 a 65°C. Opcionalmente, los tampones de lavado pueden comprender
SDS de aproximadamente 0,1% a aproximadamente 1%. La duracion de la hibridacion es generalmente menor de
aproximadamente 24 horas, normalmente de aproximadamente 4 a aproximadamente 12 horas. Opcionalmente, los
tampones de lavado pueden comprender SDS de aproximadamente 0,1% a aproximadamente 1%.

[0051] La especificidad es tipicamente la funcién de los lavados de post-hibridacion, siendo los factores criticos la
fuerza idnica y la temperatura de la solucion de lavado final. Para los hibridos ADN-ADN, la Ty, se puede aproximar
de la ecuacion de Meinkoth y Wahl (1984) Anal. Biochem. 138:267-284: T,, = 81,5°C + 16,6 (log M) + 0,41 (%GC) -
0,61 (% form) - 500/L; donde M es la molaridad de cationes monovalentes, % GC es el porcentaje de nucleétidos de
guanosina y citosina en el ADN, % form es el porcentaje de formamida en la solucién de hibridacién, y L es la
longitud del hibrido en pares de bases. La Tn, es la temperatura (bajo una fuerza iénica y pH definidos) a la que 50%
de una secuencia diana complementaria hibrida con una sonda perfectamente emparejada. La T, se reduce en
aproximadamente 1°C por cada 1% de emparejamiento erroneo; por lo tanto, la Tn, las condiciones de hibridacion,
y/o lavado se pueden ajustar para hibridar con secuencias de la identidad deseada. Por ejemplo, si se buscan
secuencias con = 90% de identidad, la T, se puede disminuir 10°C. Generalmente, se seleccionan condiciones
rigurosas para que sean aproximadamente 5°C mas bajas que el punto de fusion térmico (T) para la secuencia
especifica y su complemento a una fuerza iénica y pH definidos. Sin embargo, las condiciones severamente
rigurosas pueden utilizar una hibridacion y/o lavado 1, 2, 3, o 4°C inferiores que el punto de fusion térmico (Tn); las
condiciones moderadamente rigurosas pueden utilizar una hibridacion y/o lavado 6, 7, 8, 9, o 10°C inferiores que el
punto de fusién térmico (Tm); las condiciones de baja rigurosidad pueden utilizar una hibridacién y/o lavado 11, 12,
13, 14, 15, o 20°C inferiores que el punto de fusién térmico (Tm). Utilizando la ecuacion, la hibridacion y las
composiciones lavado, y T, deseada, los expertos normales entenderan que las variaciones en la rigurosidad de la
hibridacion y/o las soluciones de lavado se describen inherentemente. Si el grado deseado de emparejamientos
erroneos da como resultado una T, de menos de 45°C (soluciéon acuosa) o 32°C (solucién de formamida), la
concentracion de SSC se puede aumentar de manera que se puede utilizar una temperatura mas alta. Una guia
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extensa para la hibridacion de acidos nucleicos se encuentra en Tijssen (1993) Laboratory Techniques in
Biochemistry and Molecular Biology-Hybridization with Nucleic Acid Probes, Parte I, Capitulo 2 (Elsevier, Nueva
York); y Ausubel y col., Eds. (1995) Current Protocols in Molecular Biology, Capitulo 2 (Greene Publishing y Wiley-
Interscience, Nueva York). Véase Sambrook y col. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual (22 ed, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York).

[0052] También se conocen las secuencias aisladas que tienen actividad de CTP y que hibridan en condiciones
rigurosas con las secuencias de CTP descritas en esta memoria, o a fragmentos de las mismas.

Meétodos de uso

[0053] Los métodos de la presente invencion se refieren a la expresion, translocacion, y procesamiento adecuados
de secuencias dirigidas al cloroplasto en plantas superiores y células vegetales bajo el control de las secuencias de
CTP. Por lo tanto, la presente invencion proporciona un método para expresar una secuencia de nucleétidos de
interés en una planta monocotiledénea, comprendiendo dicho método:

a) introducir en una célula vegetal un casete de expresion que comprende una secuencia de nucleétidos que
codifica un péptido dirigido al cloroplasto (CTP), en donde dicha secuencia de nucledtidos que codifica dicho
CTP esta conectada operablemente a dicha secuencia de nucleédtidos de interés, y en donde dicha secuencia
de nucledtidos que codifica dicho CTP se selecciona del grupo que consiste en
i) la secuencia de nucleétidos mostrada en el SEQ ID NO: 6;
ii) una secuencia de nucleétidos que tiene al menos 90% de identidad de secuencia con el SEQ ID NO: 6,
en donde dicha secuencia de nucleétidos codifica un péptido de transito al cloroplasto;
i) una secuencia de nucledtidos que codifica la secuencia de aminoacidos mostrada en el SEQ ID NO: 7; y,
iv) una secuencia de nucleotidos que codifica una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90% de
identidad de secuencia con el SEQ ID NO: 7, en donde dicha secuencia de aminoacidos es un péptido de
transito al cloroplasto; vy,
b) regenerar una planta transformada a partir de dicha célula vegetal;

en donde dicha planta ha incorporado de forma estable en su genoma dicho casete de expresion.

[0054] Para los propositos de la presente invencion, una proteina dirigida al cloroplasto "procesada" es una en la
que se ha eliminado el CTP. En el momento de la translocacion de una proteina dirigida al cloroplasto al cloroplasto
de una célula vegetal, el CTP se elimina de la proteina especifica mediante escision en un "sitio de escision"
concreto entre el CTP y la proteina madura. El sitio de escision se puede determinar experimentalmente, o se puede
pronosticar basandose en la estructura de la secuencia (p. €j., mediante el alineamiento de la proteina no procesada
con proteinas dirigidas al cloroplastos en las que se conoce el sitio de escision, mediante el analisis de la secuencia
para determinar la presencia de dominios CTP caracteristicos, y similares) o mediante el uso de uno o mas
algoritmos para la prediccion de sitio de escision comentado en otra parte en la presente memoria (por ejemplo,
SignalP).

[0055] Las plantas transgénicas pueden tener un cambio en el fenotipo, incluyendo, pero no limitado a, un
mecanismo de defensa de patdgenos o insectos alterado, un aumento de la resistencia a uno o mas herbicidas, una
mayor capacidad para resistir las condiciones ambientales de estrés, una capacidad modificada para producir
almidon, un nivel modificado de la produccion de almidon, un contenido y/o composicion de aceite modificado, una
capacidad modificada para utilizar, repartir y/o almacenar nitrégeno, y similares. Estos resultados se pueden lograr a
través de la expresion y el direccionamiento de un polipéptido de interés a los cloroplastos en las plantas, en donde
el polipéptido de interés funciona en el cloroplasto. Las secuencias de CTP son utiles para dirigir secuencias nativas,
asi como secuencias heterélogas (no nativas) en plantas superiores. Para los propésitos de la presente invencion,
"plantas superiores" se consideran miembros del subreino Embryophytae. La planta es una monocotiledénea.

[0056] En general, la secuencia de nucledtidos que codifica el CTP se proporciona en un casete de expresion con
una secuencia de nucleétidos de interés para la expresion en la planta de interés. En una realizacion, las secuencias
que codifican CTP son utiles para la mejora de la translocacion de secuencias nativas en una planta. En otras
realizaciones, las secuencias que codifican CTP son utiles para la expresion y translocacion de polipéptidos
codificados por secuencias de nucleétidos heterélogas. Mediante "secuencia de nucleétidos heterdloga" se quiere
significar una secuencia que no esta conectada operablemente de forma natural a la secuencia que codifica CTP de
la invencion, incluyendo multiples copias de origen no natural de una secuencia de ADN de origen natural. Si bien
esta secuencia de nucledtidos es heterdloga a la secuencia que codifica CTP, puede ser homologa, o "nativa", o
heterdloga, o "foranea", a la planta huésped. En algunos casos, la planta transformada puede tener un cambio en el
fenotipo. "Heterdloga" generalmente se refiere a las secuencias de acido nucleico que no son endogenas a la célula
o parte del genoma nativo en el que estan presentes, y se han afadido a la célula por medio de infeccion,
transfeccion, microinyeccion, electroporacion, microproyeccion, o similar .
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[0057] Se puede utilizar cualquier secuencia de nucledtidos de interés con las secuencias que codifican CTP,
siempre y cuando el polipéptido codificado por la secuencia de nucleétidos de interés (es decir, el "polipéptido de
interés") sea funcional en un cloroplasto. Dichas secuencias de nucledtidos incluyen, pero no se limitan a,
secuencias que codifican tolerancia a herbicidas, secuencias que codifican insecticidas, secuencias que codifican
nematicidas, secuencias que codifican antimicrobianos, secuencias que codifican antifungicos, secuencias que
codifican antivirales, secuencias que codifican tolerancia al estrés abidtico y biotico, o secuencias que modifican
caracteristicas de las plantas tales como el rendimiento, la calidad del grano, el contenido de nutrientes, la calidad y
la cantidad de almidén, la fijacion y/o la utilizacién de nitrogeno, y el contenido y/o la composicion de aceite. Mas
genes especificos de interés para la presente invencion incluyen, pero no se limitan a, genes que mejoran el
rendimiento del cultivo, genes que mejoran la conveniencia de los cultivos, genes que codifican proteinas que
confieren resistencia a estrés abidtico, tal como sequia, temperatura, salinidad, metales toxicos u oligoelementos, o
aquellos que confieren resistencia a toxinas tales como plaguicidas y herbicidas, o a estrés bidtico, tal como ataques
por hongos, virus, bacterias, insectos y nematodos, y al desarrollo de enfermedades asociadas con estos
organismos. Se reconoce que cualquier gen de interés puede conectarse operablemente a las secuencias que
codifican CTP y se expresa en una planta, siempre y cuando el polipéptido codificado por el gen sea funcional en
cloroplastos.

Estas secuencias de nucleétidos de interés pueden codificar proteinas implicadas en la comunicacion de resistencia
a enfermedades o a plagas. Mediante "resistencia a enfermedades” o "resistencia a las plagas" se quiere significar
que las plantas evitan los sintomas nocivos que son el resultado de las interacciones planta-patégeno. Los genes de
resistencia a enfermedades y de resistencia de insectos tales como las lisozimas o las cecropinas para la proteccion
antibacterial, o proteinas tales como las defensinas, las glucanasas o las quitinasas para la proteccion antifingica, o
las endotoxinas de Bacillus thuringiensis, los inhibidores de proteasas, las colagenasas, las lectinas, o las
glicosidasas para el control de nematodos o insectos son todos los ejemplos de productos génicos utiles. Los
ejemplos de los genes de interés se pueden encontrar, por ejemplo, en www.nbiap.vt.edu/cfdocs/fieldtests2.cfm.

[0058] "Plaga" incluye, pero se limita a, insectos, hongos, bacterias, virus, nematodos, acaros, garrapatas, y
similares. Las plagas de insectos incluyen insectos seleccionados de los 6rdenes Coleoptera, Diptera, Hymenoptera,
Lepidoptera, Mallophaga, Homoptera, Hemiptera, Orthroptera, Thysanoptera, Dermaptera, Isoptera, Anoplura,
Siphonaptera, Trichoptera, etc., particularmente Coleoptera, Lepidoptera, y Diptera. Los virus incluyen, pero no se
limitan a virus del mosaico del tabaco o del pepino, el virus de la mancha anular, el virus de la necrosis, el virus del
mosaico enano del maiz, etc. Los nematodos incluyen, pero no se limitan a nematodos parasitos tales como
nematodos del nudo de la raiz, del quiste, y de las lesiones, incluyendo Heterodera spp., Meloidogyne spp., y
Globodera spp.; particularmente miembros de los nematodos del quiste, incluyendo, pero no limitados a, Heterodera
glycines (Nematodo del quiste de soja); Heterodera Schachtii (Nematodo del quiste de la remolacha); Heterodera
avenae (nematodo del quiste de los cereales); y Globodera rostochiensis y Globodera pailida (nematodos del quiste
de la patata). Las lesiones por Nematodos incluyen, pero no se limitan a Pratylenchus spp. Las plagas fangicas
incluyen las que causan las royas de las hojas, amarilla, estriada y del tallo.

[0059] Una "proteina de resistencia a herbicidas" o una proteina resultante de la expresion de una "molécula de
acido nucleico que codifica resistencia a herbicidas" incluye proteinas que confieren a una célula la capacidad para
tolerar una mayor concentracion de un herbicida que las células que no expresan la proteina, o para tolerar una
cierta concentracion de un herbicida durante un periodo de tiempo mas largo que las células que no expresan la
proteina. Los rasgos de resistencia a herbicidas se pueden introducir en las plantas mediante los genes que
codifican la resistencia a herbicidas que actdan inhibiendo la accién de la acetolactato sintasa (ALS), en particular
los herbicidas de tipo sulfonilurea, los genes que codifican para resistencia a herbicidas que acttan inhibiendo la
accion de la glutamina sintasa, tales como fosfinotricina o Basta (por ejemplo, el gen bar), glifosato (por ejemplo, €l
gen de la EPSP sintasa y el gen GAT) u otros tales genes conocidos en la técnica.

[0060] Los genes que mejoran el rendimiento del cultivo incluyen genes de enanismo, como Rht1 y Rht2 (Peng et
al. (1999) Nature 400:256-261), y los que incrementan en crecimiento vegetal, tales como la glutamato
deshidrogenasa inducida por amonio. Los genes que mejoran la conveniencia de los cultivos incluyen, por ejemplo,
los que permiten que las plantas tengan una reduccion del contenido de grasas saturadas, los que refuerzan el valor
nutricional de las plantas, y aquellos que aumentan la proteina de los cereales. Los genes que mejoran la tolerancia
a la sal son aquellos que aumentan o permiten el crecimiento de la planta en un entorno de mayor salinidad que el
entorno nativo de la planta en el que se ha introducido o se han introducido el gen o los genes tolerantes a las sales.

Vectores de transformacion de plantas

[0061] Tipicamente el casete de expresion de plantas se insertara en un "vector de transformacion de plantas".
Mediante "vector de transformacion" se quiere significar una molécula de ADN que es necesaria para la
transformacion eficaz de una células. Tal molécula puede consistir en uno o mas casetes de expresion, y se puede
organizar en mas de una molécula de ADN "vectora". Por ejemplo, los vectores binarios son vectores de
transformacion de plantas que utilizan dos vectores de ADN no contiguos para codificar todas las funciones que
actlan en cis y en trans requisito para la transformacion de células vegetales (Hellens and Mullineaux (2000) Trends
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in Plant Science 5:446-451). "Vector" se refiere a un constructo de acido nucleico disefiado para la transferencia
entre diferentes células anfitrionas. "Vector de expresion" se refiere a un vector que tiene la capacidad de incorporar,
integrar y expresar secuencias o fragmentos de ADN heterélogo en una células foranea. Mediante "introduciendo” se
quiere significar presentar al organismo que esta siendo transformado el constructo nucleotidico de manera que el
constructo obtiene acceso al interior de al menos una célula del organismo.

[0062] Este vector de transformacion de plantas puede estar compuesto de uno o mas vectores con ADN
necesarios para lograr la transformacion de la planta. Por ejemplo, es una practica habitual en la técnica utilizar
vectores de transformacion de plantas que estan compuestos de mas de un segmento de ADN contiguo. Estos
vectores son referidos a menudo en la técnica como 'vectores binarios'. Los vectores binarios asi como los vectores
con plasmidos coadyuvantes se utilizan muy a menudo para la transformacion mediada por Agrobacterium, donde el
tamafio y la complejidad de los segmentos de ADN necesarios para lograr una transformacion eficaz es bastante
grande, y es ventajoso separar las funciones sobre moléculas de ADN separadas. Los vectores binarios contienen
tipicamente un vector plasmidico que contiene las secuencias que actian en cis requeridas para la transferencia de
ADN-T (tal como el borde derecho y el borde izquierdo), un marcador seleccionable que se disefia para que sea
susceptible de expresion en una célula vegetal, y un "gen de interés" (un gen disefiado para que sea susceptible de
expresion en una célula vegetal para la que se desea la generacion de plantas transgénicas). También estan
presentes en este vector plasmidico las secuencias requeridas para la replicacion bacteriana.

[0063] Las secuencias que actuan en cis se disponen de manera que permiten la transferencia eficaz a células
vegetales y su expresion en las mismas. Por ejemplo, el gen marcador seleccionable y el gen de interés estan
localizados entre los bordes izquierdo y derecho. Con frecuencia un segundo vector plasmidico contiene los factores
que actuan en trans que median la transferencia de ADN-T de Agrobacterium a células vegetales. Este plasmido
contiene con frecuencia las funciones de virulencia (genes Vir) que permiten la infeccion de las células vegetales por
Agrobacterium, y la transferencia de ADN mediante la escision en las secuencias de los bordes y la transferencia de
ADN mediada por vir, como se entiende en la técnica (Hellens and Mullineaux (2000) Trends in Plant Science, 5:446-
451). Se pueden utilizar varios tipos de cepas de Agrobacterium (p. €j. LBA4404, GV3101, EHA101, EHA105, etc.)
para la transformacion de plantas. El segundo vector plasmidico no es necesariamente para la transformacion de las
plantas mediante otros métodos tales como microproyeccion, microinyeccion, electroporacion, polietilenglicol, etc.

Transformacién de plantas

[0064] Los métodos de la invencion implican introducir un constructo nucleotidico en una planta. Mediante
"introducir" se quiere significar la presentacion a la planta del constructo nucleotidico de tal manera que el constructo
obtenga acceso al interior de una célula de la planta. Los métodos de la invencion no requieren el uso de un método
concreto de introduccion de un constructo nucleotidico en una planta, Unicamente que el constructo nucleotidico
obtenga acceso al interior de al menos una célula de la planta. Los métodos para introducir constructos nucleotidicos
en plantas son conocidos en la técnica incluyendo, pero no limitados a, métodos de transformacion estable, métodos
de transformacion transitoria, y métodos mediados por virus.

[0065] La transformacion de células vegetales se puede completar por medio de uno de varios mecanismos
conocidos en la técnica. Mediante "planta" que quieren significar plantas completas, érganos de plantas (p. €j., hojas,
tallos, raices, etc.), semillas, células vegetales, propagulos, embriones y su progenie. Las células vegetales pueden
ser diferenciadas o no diferenciadas (p. €j. callos, células de cultivo en suspensién, protoplastos, células de la hoja,
células de la raiz, células del floema, polen). "Plantas transgénicas" o "plantas transformadas" o plantas o células o
tejidos "transformados establemente" se refieren a plantas que han incorporado o integrado secuencias de acido
nucleico exégeno o fragmentos de ADN a la célula vegetal. Por "transformacion estable" se quiere significar que el
constructo nucleotidico introducido en una planta se integra en el genoma de la planta y es susceptible de ser
heredado por su progenie.

[0066] In general, los métodos de transformacion de plantas implican la transferencia de ADN heterdlogo a células
vegetales diana (p. ej. embriones inmaduros o maduros, cultivos en suspension, calllos no diferenciados,
protoplastos, etc.), aplicando a continuacién un nivel umbral maximo de la seleccion apropiada (dependiendo del gen
marcado seleccionable) para recuperar las células vegetales transformadas de un grupo de masas de células no
transformadas. Los explantes se transfieren tipicamente a un suministro de nueva aportacion del mismo medio y se
cultivan rutinariamente. Con posterioridad, las células transformadas se diferencian a brotes después de colocarlas
en un medio de regeneracion con un suplemento de nivel umbral maximo de agente de seleccion. Los brotes se
transfieren a continuacién a medio de enraizamiento selectivo para la recuperacién del brote de raiz o plantula. La
plantula transgénica crece a continuacién a una planta madura y produce semillas fértiles (p. €j. Hiei et al. (1994)
The Plant Journal 6:271-282; Ishida et al. (1996) Nature Biotechnology 14:745-750). Una descripcion general de las
técnicas y los métodos para generar plantas transgénicas se encuentra en Ayres y Park (1994) Critical Reviews in
Plant Science 13:219-239 and Bommineni and Jauhar (1997) Maydica 42:107-120. Puesto que el material
transformado contiene muchas células; las células transformadas y no transformadas estan presentes en cualquier
parte del callo o tejido o grupo de células diana sujeto. La capacidad para destruir las células no transformadas y
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permitir que las células transformadas proliferen da como resultado cultivos de plantas transformados. A menudo, la
capacidad para eliminar células no transformadas es un limitacion para la recuperacién rapida de las células
vegetales transformadas y la generacion satisfactoria de plantas transgénicas. Se pueden utilizar métodos
moleculares y bioquimicos para confirmar la presencia del gen heterélogo de interés integrado en el genoma de la
planta transgénica.

[0067] La generacion de plantas transgénicas se puede llevar a cabo por medio de uno de varios métodos,
incluyendo, pero no limitados a, introduccién de ADN heterélogo mediante Agrobacterium en células vegetales
(transformacion mediada por Agrobacterium), bombardeo de células vegetales con ADN foraneo heterélogo
adherido a particulas, y otros diversos métodos no mediados por particulas dirigidas (p. €j. Hiei et al. (1994) The
Plant Journal 6:271-282; Ishida et al. (1996) Nature Biotechnology 14:745-750; Ayres and Park (1994) Critical
Reviews in Plant Science 13:219-239; Bommineni and Jauhar (1997) Maydica 42:107-120) para transferir ADN.

[0068] Los métodos para la transformacion de cloroplastos son conocidos en la técnica. Véanse, por ejemplo, Svab
et al. (1990) Pro. Natl. Acad. Sci. USA 87:8526-8530; Svab y Maliga (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:913-917;
Svab y Maliga (1993) EMBO J. 12:601-606. EI método se basa en la liberacion con pistola de particulas de ADN que
contiene un marcador seleccionable y el direccionamiento del ADN al genoma del plastido a través de
recombinacién homologa. Adicionalmente, la transformacion del plastico se puede completar por medio de
transactivation de un transgen silencioso que porta un plastido mediante expresion preferida del tejido de una ARN
polimerasa codificada en el nucleo y dirigida al plastido. Tal sistema ha sido referendo por McBride et al. (1994)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:7301-7305.

[0069] Las células que han sido transformadas se pueden desarrollar en las plantas de acuerdo con métodos
convencionales. Véase, por ejemplo, McCormick et al. (1986) Plant Cell Reports 5:81-84. Estas plantas se pueden
cultivar a continuacion, y polinizar con la misma cepa transformada o con cepas diferentes, e identificar el hibrido
resultante que tiene la expresion constitutiva de la caracteristica fenotipica deseada. Se pueden desarrollar dos o
mas generaciones para asegurar que se mantiene y se hereda establemente la expresion de la caracteristica
fenotipica deseada y a continuaciéon se cosechan las semillas para asegurar que se la logrado la expresion de la
caracteristica fenotipica deseada. De esta manera, la presente invenciéon proporciona una semilla transformada
(también referida como "semilla transgénica") que tiene un constructo nucleotidico de la invencion, por ejemplo, un
casete de expresion de la invencion, incorporado establemente a su genoma.

Plantas

[0070] La presente invencion se puede utilizar para la transformacion de cualquier especie de planta superior,
incluyendo, pero no limitada a, monocotiledoneas y dicotiledoneas. En una realizacion, el CTP incluido en la
presente memoria es activo tanto en monocotiledoneas como en dicotiledoneas. En otra realizacion, el CTP es
activo unicamente en monocotiledoneas o Unicamente en dicotiledoneas. Los ejemplos de las plantas de interés
incluyen, peso no estan limitadas a, maiz (maiz), sorgo, trigo, girasol, tomate, cruciferas, pimientos, patata, algodon,
arroz, soja, remolacha azucarera, cafia de azucar, tabaco, cebada, y colza, Brassica sp., alfalfa, centeno, mijo,
cartamo, cacahuetes, batata, mandioca, café, coco, pifia, citricos, cacao, te, banana, aguacate, higo, guayaba,
mango, olivo, papaya, anacardo, macadamia, almendra, avenas, hortalizas, plantas ornamentales, y coniferas.

[0071] Las hortalizas incluyen, pero no estan limitadas a, tomates, lechuga, judias verdes, judias de lima, guisantes,
y miembros del género Curcumis tales como el pepino, el melén galia y el melén de almizcle. Las plantas
ornamentales incluyen, pero no estan limitadas a, azalea, hortensia, hibisco, rosas, tulipanes, narcisos, petunias,
claveles, flor de pascua, y el crisantemo. Preferiblemente, las plantas de la presente invencion son plantas de cultivo
(por ejemplo, maiz, sorgo, trigo, arroz, cafia de azucar, cebada, etc.).

[0072] Esta invencion es adecuada para cualquier miembro de la familia de las plantas monocotiledéneas,
incluyendo, pero no limitadas a, maiz, arroz, cebada, avena, trigo, sorgo, centeno, cafia de azucar, pifia, fiame,
cebolla, platano, coco y datiles.

Evaluacién de la Transformacion de la planta

[0073] Después de la introducciéon de ADN foraneo heterdlogo en células vegetales monocotileddneas, la
transformacion o integracion de ADN heterdlogo en el genoma de la planta se confirma por medio de diversos
métodos tales como el analisis de acidos nucleicos o proteinas y metabolitos asociados con el ADN integrado.

[0074] EI analisis mediante PCR es un método rapido para detectar células, tejido o brotes transformados para
determinar la presencia de ADN incorporado en la etapa anterior antes de su trasplante al suelo (Sambrook y
Russell, 2001. Molecular Cloning: A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
Nueva York). La PCR se lleva a cabo utilizando cebadores oligonucleotidicos especificos para el gen de interés o un
fondo de vector de Agrobacterium, etc.
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[0075] La transformacion de plantas se puede confirmar por analisis de transferencia Southern de ADN gendmico
(Sambrook y Russell, 2001, mas arriba). En general, el ADN total se extrae del transformante, se digiere con
enzimas de restriccién apropiadas, se fracciona en un gel de agarosa y se transfiere a una membrana de
nitrocelulosa o de nailon. La membrana o "transferencia" se sondea a continuacion con, por ejemplo, un fragmento
de ADN diana radiomarcado con **P para confirmar la integracion del ADN introducido en el genoma de la planta de
acuerdo con técnicas estandar (Sambrook y Russell, 2001, mas arriba).

[0076] En el analisis de transferencia de Northern, se aisla ARN a partir de tejidos especificos de transformante, se
fracciona en un gel de agarosa-formaldehido, se transfiere sobre un filtro de nailon de acuerdo con procedimientos
convencionales que se utilizan rutinariamente en la técnica (Sambrook y Russell, 2001, mas arriba). La expresion del
ARN codificado por un gen heterélogo conectado operablemente a la secuencia que codifica CTP se somete a
ensayo a continuacion hibridando el filtro con una sonda radioactiva derivada del gen heterélogo, por medio de
métodos conocidos en la técnica (Sambrook y Russell, 2001, mas arriba).

Evaluacién de la Actividad CTP

[0077] Se conocen analisis para determinar la eficacia con la cual las secuencias de CTP dirigen una proteina de
interés a un cloroplasto. Véase, por ejemplo, Mishkind et al. (1985) J of Cell Biol. 100:226-234. Un gen informador tal
como glucuronidasa (GUS), cloranfenicol acetil transferasa (CAT), o proteina fluorescente verde (GFP) esta
conectada operablemente a la secuencia de CTP. Esta fusién se coloca detras del control de un promotor adecuado,
se liga a un vector de transformacion, y se transforma en una planta o célula vegetal. Después de un periodo de
tiempo adecuado para la expresion y localizacion en el cloroplasto, la fraccion del cloroplasto se extrae y se somete
a ensayo la actividad informadora. La capacidad de las secuencias aisladas para dirigir y liberar la proteina
informadora al cloroplasto se puede comparar con otras secuencias conocidas de CTP. Véase de Castro Silva Filho
et al. (1996) Plant Mol. Biol. 30: 769-780. La importacion de proteinas también se puede verificar in vitro a través de
la adicién de proteasas a la fraccion de cloroplastos aislada. Las proteinas que se importaron con éxito al cloroplasto
son resistentes a las proteasas afiadidas externamente mientras que las proteinas que permanecen en el citosol son
susceptibles de digestion. La importacion de proteinas también se puede verificar por la presencia de proteina
funcional en el cloroplasto utilizando técnicas moleculares convencionales para la deteccion, o evaluando el fenotipo
resultante de la expresion de una proteina dirigida al cloroplasto.

[0078] Los siguientes ejemplos se ofrecen a modo de ilustracion y no a modo de limitacion.
SECCION EXPERIMENTAL
Ejemplo 1. CTP de AHAS de Chlamydomonas.

[0079] EI CTP de AHAS de Chlamydomonas (SEC ID NO: 3) se identificé a partir de la comparacion del péptido
AHAS de Chlamydomonas ("ChlamyAHAS") (Acceso GENBANK AF022816; SEC ID NO: 8) con varios péptidos
AHAS de plantas, bacterias, levaduras y hongos. Este alineamiento muestra que el CTP de ChlamyAHAS muestra
muy poca conservacion de la secuencia con los CTP de la planta, mientras que las proteinas maduras muestran
elementos conservados. Por lo tanto, mediante la comparacién de las multiples proteinas AHAS con la proteina
ChlamyAHAS, se dedujo que los aminoacidos 1-99 de la proteina de AHAS de Chlamydomonas comprendian el
CTP. El sitio de procesamiento previsto para este CTP después de la importacion al cloroplasto de Chlamydomonas
es aproximadamente en el aminoacido 92 del SEQ ID NO: 8.

Ejemplo 2. CTP de la subunidad pequeiia de RuBisCo de Chlamydomonas (SSU).

[0080] EI CTP de SSU de Chlamydomonas (SEC ID NO: 5) se identificé a partir de la comparacion del péptido SSU
completo de Chlamydomonas ("ChlamySSU") (Acceso GenBank CAA28160; SEQ ID NO: 9) con péptidos de la
subunidad pequefia de Rubisco de varias plantas. Este alineamiento muestra que el CTP de ChlamySSU muestra
muy poca conservacion de la secuencia con los CTP de la planta de, mientras que las proteinas maduras muestran
elementos conservados. Por lo tanto, mediante la comparacién de los sitios de procesamiento conocidos de varias
proteinas RuBisCo de plantas con la proteina ChlamySSU, se dedujo que los aminoacidos 1-45 de la Proteina SSU
de Chlamydomonas (SEC ID NO: 9) comprendia el CTP.

[0081] El sitio de escisién para el Precursor de la subunidad pequefia de RuBisCo de Chlamydomonas
("ChlamySSU") se ha determinado empiricamente que esta entre los residuos 44 y 45 de SEQ ID NO: 9 (Schmidt et
al 1979, Journal of Cell Biology 83:615-662).

Ejemplo 3. CTP de EPSPS de Chlamydomonas.

[0082] EI CTP de EPSPS de Chlamydomonas (SEQ ID NO: 7) se identifico a partir de la comparacién del péptido
EPSPS completo de Chlamydomonas (GENBANK XP_001702942; SEQ ID NO: 10) con varias plantas y EPSPS
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bacterianos. Este alineamiento muestra que el CTP de ChlamyEPSPS muestra muy poca conservacion de
secuencia con los CTP de la planta de, mientras que las proteinas maduras muestran elementos conservados. Por
lo tanto, mediante la comparacion de varias proteinas EPSPS con la proteina ChlamyEPSPS, se dedujo que los
aminoacidos 1-75 de la proteina EPSPS de Chlamydomonas (SEQ ID NO: 10) comprendia el CTP. El sitio de
procesamiento previsto para este CTP después de la importacion al cloroplasto de Chlamydomonas es
aproximadamente en el aminoacido 61 del SEQ ID NO: 10.

Tabla 1. CTP de Chlamydomonas

Proteina SEC ID NO: Residuos de la Proteina Precursora Sitio de Escision Pronosticado
Utilizados para CTP
ChlamyAHAS 8 1-99 92
ChlamySSU 9 1-45 Aminoacido 44 o Aminoacido 45
ChlamyEPSPS 10 1-75 61

Ejemplo 4. Constructos de ADN para el uso de los CTP de Chlamydomonas para el direccionamiento de proteinas

[0083] Un elemento de ADN que utiliza CTP de Chlamydomonas, incluyendo los CTP de AHAS de
Chlamydomonas, SSU de Chlamydomonas, o EPSPS de Chlamydomonas para generar multiples constructos para
el direccionamiento de proteinas a los cloroplastos puede implicar la inclusién de sitios de reconocimiento de
endonucleasa de restriccion convenientes (por ejemplo, un sitio de restriccion BamHI), asi como pequefios
conectores peptidicos entre el CTP del cloroplasto y la proteina (por ejemplo, un CTP tripeptidico Gly-Ser-Gly; SEQ
ID NO: 18). Ademas, tales elementos de ADN se pueden disefiar y fabricar de forma sintética, de manera que la
secuencia de ADN varie del ADN original, pero codifique el péptido idéntico.

[0084] Alternativamente, se pueden disefiar constructos de ADN de tal manera que no se necesiten sitios de
enzimas de restriccion, y la fusion de CTP/proteina se pueda lograr mediante sintesis total de la region codificante
combinada, o mediante estrategias basadas en PCR, incluyendo "costura de PCR" y similares.

[0085] También se puede disefiar la fusion de CTP/proteina de una manera en la que alguna de cualquiera de las
proteinas esté truncada. Por ejemplo, se pueden eliminar uno o mas aminoacidos del extremo N-terminal de una
proteina expresada en bacterias, y aun asi lograr una fusion funcional a un CTP de Chlamydomonas.

[0086] Se disefid un casete que contenia una secuencia de ADN disefiada sintéticamente que codifica el CTP de
AHAS de Chlamydomonas que incorpora un sitio de restriccion BamHI y un conector Gly-Ser-Gly. Estos constructos
de ADN contienen (de 5' a 3') (1) un sitio de clonacion de Pst |, (2) las bases ACC para proporcionar el contexto
"Kozak" para una traduccion eficaz, (3) la porcion del gen que codifica la metionina amino terminal a través del sitio
de escision del péptido de transito conocido de ChlamyAHAS, y que incluye una region de ADN pequefia que
codifica los aminoacidos C-terminales con respecto al sitio de escision, (4) bases de ADN que codifica los residuos
Gly - Ser - Gly con un sitio de clonaciéon BamH | incorporado, y, (5) la region codificante del gen de interés.

[0087] Se disefid un casete que contenia una secuencia de ADN disefiada sintéticamente que codifica el CTP de
SSU de Chlamydomonas que incorpora un sitio de restriccion BamHI y un conector Gly-Ser-Gly. Estos constructos
de ADN contienen (de 5' a 3') (1) Un sitio de clonacién de PST |, (2) las bases ACC para proporcionar el contexto
"Kozak" para una traduccion eficaz, (3) la porcion del gen que codifica la metionina amino terminal a través del sitio
de escision de péptido de transito conocido de ChlamySSU, y que incluye una region de ADN pequefia que codifica
los aminoacidos C-terminales con respecto al sitio de escision, (4) bases de ADN que codifica los residuos Gly - Ser
- Gly con un sitio de clonacién BamH | incorporado, y, (5) la regién codificante del gen de interés.

[0088] Se disefid un casete que contenia una secuencia de ADN disefiada sintéticamente que codifica el CTP de
EPSPS de Chlamydomonas que incorpora un sitio de restriccion BamHI y un conector Gly-Ser-Gly. Estos
constructos de ADN contienen (de 5' a 3') (1) un sitio de clonacién Pst |, (2) las bases ACC para proporcionar el
contexto "Kozak" para una traduccion eficaz, (3) la porcion del gen que codifica la metionina amino terminal a través
del sitio de escision de péptido de transito conocido de ChlamyEPSPS, y que incluye una region de ADN pequefia
que codifica los aminoacidos C-terminales con respecto al sitio de escision, (4) bases de ADN que codifica los
residuos Gly - Ser - Gly con un sitio de clonacién BamH | incorporado, y, (5) la region codificante del gen de interés.

Ejemplo 5. Fusion de un péptido de transito de una especie no vegetal a una proteina heterdloga, y correcta
localizacion y la escision en monocotiledéneas: CTP de AHAS de Chlamydomonas funciona en monocotiledoneas.

[0089] Se disefiaron constructos de ADN de tal manera que la proteina resultante codificara el péptido de transito

de AHAS de Chlamydomonas ("ChlamyAHAS") en el extremo N-terminal, seguido de una proteina de fusién a un

gen que confiere resistencia a herbicida sobre las células (GRG-1; Patente de los Estados Unidos Nim. 7.405.347).
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Para el precursor de ChlamyAHAS, los sitios de escision del péptido de transito se dedujeron de los alineamientos
de las secuencias de proteinas con las proteinas ALS de bacterias, hongos y levaduras.

[0090] Estos constructos de ADN contienen (de 5' a 3') un sitio de clonacion Pst |, (2) las bases ACC para
proporcionar el contexto "Kozak" para una traduccion eficaz, (3) la porcion del gen que codifica la metionina amino
terminal a través del sitio de escision de péptido de transito conocido del CTP de ChlamyAHAS y que incluye una
region de ADN pequefia que codifica los aminoacidos C-terminales con respecto al sitio de escision, (4) bases de
ADN que codifica los residuos Gly - Ser - Gly con un sitio de clonacién BamH | incorporado, y, (5) la region
codificante del gen de interés (en este caso GRG-1).

[0091] Estas moléculas de ADN se elaboraron sintéticamente (DNA 2.0 de Menlo Park, CA). La secuencia de ADN
de la regién que contiene este constructo se proporciona como SEQ ID NO: 11, y la secuencia de aminoacidos
resultante se proporciona como SEQ ID NO: 12.

[0092] Se elabord un constructo de control (pAG250), que contenia GRG-1 expresado a partir del promotor
TrpPro5, en donde la proteina GRG-1 no tiene un CTP de cloroplasto.

[0093] Este constructo no CTP/GRG-1 fue disefiado en un vector para su uso en la transformacion mediada por
Agrobacterium de embriones de maiz, y se generaron plantas de maiz transgénicas que contenian este constructo.
Las plantas transformadas To fueron analizadas por PCR para confirmar la presencia del constructo en las lineas de
maiz, y estas plantas To se sometieron a cruzamiento natural con una linea no transgénica para generar una
progenie T4 hemizigota. Las plantas T4 transgénicas resultantes producen grandes cantidades de proteina GRG-1.
Sin embargo, las plantas transformadas con pAG250 y que expresan GRG-1 no localizada no son resistentes al
glifosato.

[0094] EI constructo de CTP de ChlamyAHAS/GRG-1 de algas se disefi® en un vector para su uso en la
transformacion mediada por Agrobacterium de embriones de maiz, y se generaron las plantas de maiz transgénicas
que contenian este constructo.

[0095] Las plantas To transformadas se analizaron mediante PCR para confirmar la presencia del constructo en las
lineas de maiz, y estas plantas To se sometieron a cruzamiento natural con una linea no transgénica para generar
una progenie T4 hemizigota. Las plantas T, transgénicas resultantes son resistentes a aplicaciones mediante
pulverizacion de glifosato (en comparacion con los controles no transgénicos).

[0096] Las transferencias Western de tejidos de hoja de plantas de maiz transgénicas muestran que estas plantas
expresan la proteina GRG-1. Ademas, el tamafo de la proteina identificada mediante transferencia Western es
congruente con la importaciéon de la proteina a los cloroplastos, y el procesamiento de la proteina
ChlamyAHAS/GRG-1 en o cerca del sitio de escision.

[0097] De este modo, el CTP de ChlamyAHAS es suficiente para dirigir GRG-1 al cloroplasto de maiz, y dar como
resultado un fenotipo (resistencia a los herbicidas) que no es conferido por GRG-1 en ausencia de direccionamiento
al cloroplasto.

Ejemplo 6. Fusion de un péptido de transito de una especie no vegetal a una proteina heterdloga, y correcto
direccionamiento y escision en monocotiledéneas: CTP de SSU de Chlamydomonas funciona en monocotiledéneas

[0098] Para someter a ensayo si un CTP de cloroplastos de algas puede funcionar en monocotiledéneas, se
generaron plantas monocotiledéneas transgénicas y se evaluaron la expresion y la escision de un CTP de algas por
medio de analisis de transferencia Western.

[0099] Se disefiaron constructos de ADN de tal manera que la proteina resultante codificara el péptido de transito
de algas en el extremo N-terminal, fusionado a una proteina que confiere resistencia a herbicida sobre las células
(en este caso la proteina GRG-8; Publicacion de Patente de los Estados Unidos Num. 20060150270)

[0100] Estos constructos de ADN contienen (de 5' a 3') (1) un sitio de clonacién Pst |, (2) las bases ACC para
proporcionar el contexto "Kozak" para una traduccion eficaz, (3) la porcion del gen que codifica la metionina amino
terminal a través del sitio de escision del péptido de transito conocido de ChlamySSU, y que incluye una region de
ADN pequefia que codifica los aminoacidos C-terminales con respecto al sitio de escision, (4) bases de ADN que
codifica los residuos Gly - Ser - Gly con un sitio de clonacion BamH | incorporado, y, (5) la region codificante del gen
de interés (en este caso GRG-8).

[0101] La secuencia de ADN de la region que contiene este constructo se proporciona como SEQ ID NO: 13, y la
secuencia de aminoacidos resultante se proporciona como SEQ ID NO: 14.
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[0102] Este constructo de CTP/GRG-8 (pAG1675) se disefid en un vector para su uso en la transformacion mediada
por Agrobacterium de embriones de maiz, y se generaron e identificaron las plantas de maiz transgénicas.

[0103] Las plantas To transformadas con pAG1675 se analizaron mediante PCR para confirmar la presencia del
constructo en las lineas de maiz, y estas plantas To se sometieron a cruzamiento natural a continuacién con una
linea no transgénica para generar una progenie T1 hemizigota. La plantas T¢ transgénicas exhibieron resistencia a
aplicaciones mediante pulverizacion de glifosato en comparacion con los controles no transgénicos.

Ejemplo 7. Expresion y procesamiento de CTP de cloroplasto de SSU de Chlamydomonas fusionado a la proteina
GRG-8 en células de maiz

[0104] Se encontré que las transferencias Western de tejido de hoja de plantas de maiz transgénico expresaban la
proteina CTP/GRG-8. La proteina total de la hoja se extrajo de las hojas de maiz (tampdn de extracto de proteinas
P-PER de Pierce) y se separ6 en un gel Bis-Tris al 4-12%. La proteina GRG-8 se visualizé utilizando anticuerpos
policlonales de cabra anti-GRG8. Un extracto de maiz no transgénico se comparé junto (calle 3). Para evaluar el
procesamiento de CTP, se purificé un patron de proteina GRG-8 etiquetada con HIS de una cepa de E. coli. El
tamafio de la proteina identificada mediante transferencia Western es congruente con la importacién de la proteina a
los cloroplastos, y el procesamiento de la proteina CTP/GRG-8 dentro del CTP de ChlamySSU, en o cerca del sitio
de escisién pronosticado.

Ejemplo 8. Evaluacion de la tolerancia al glifosato de la planta de maiz que expresa la proteina SSU-GRGS8 de
Chlamydomonas

[0105] La tolerancia a la pulverizacion de glifosato de un evento de maiz transgénico que expresa la proteina SSU-
GRG8 de Chlamydomonas se comparo con varias plantas To no transgénicas de control. Las plantas individuales se
transfirieron al invernadero y se cultivaron en planos durante 10 dias. Al cabo de 10 dias, se aplicé una
concentracion de glifosato que se aproximé a una velocidad de pulverizacion 1x campo (7 mM con un suplemento de
Tween 20 al 0,1% como agente tensioactivo) a los planos. El glifosato se aplicé mediante una tabla de pulverizacion
para permitir una aplicacion consistente del herbicida a las plantas individuales. Las plantas se clasificaron al cabo
de 3 semanas para determinar si las plantas toleraban la pulverizacion de glifosato (material de la hoja sobre todo
verde: <50% de dafio) o no toleraban la pulverizacion de glifosato (>75% dafio, o muerte de la planta). La planta
transgénica mostré tolerancia a glifosato, mientras que cada una de las plantas de control no logré6 mostrar la
tolerancia.

Ejemplo 9. Fusion de un péptido de transito de una especie no vegetal a una proteina heterdloga, y correcta
localizacion y escision en monocotiledoneas: CTP de EPSPS de Chlamydomonas funciona en monocotiledéneas

[0106] El ADN y las secuencias de aminoacidos para el precursor de EPSPS de Chlamydomonas se obtuvieron de
bases de datos publicas. El sitio de escisidon del péptido de transito se pronosticé basandose en los alineamientos de
las secuencias de proteinas con proteinas EPSPS de bacterias, hongos y levaduras. Se construyd un gen sintético
que codificaba el CTP de la metionina amino terminal a través del sitio de escision pronosticado. Este ADN se ligé
para crear una fusion en marco con el codén de inicio de un gen GRG-23(ace3)(R173K) sintético (Publicacion de la
Solicitud de Patente de los Estados Unidos Num. 20080127372). A continuacion este casete CTP-GRG-
23(ace3)(R173K) se ligd a un vector de transformacion de plantas.

[0107] Se disefiaron constructos de ADN de tal manera que la proteina resultante codificd el péptido de transito de
EPSPS de Chlamydomonas ("ChlamyEPSPS") en el extremo N-terminal, seguido de la fusion a una proteina que
confiere resistencia a herbicidas sobre las células (GRG-23(ace3)(R173K)).

[0108] Estas moléculas de ADN se elaboraron sintéticamente (DNA 2.0 de Menlo Park, CA). La secuencia de ADN
de la regién que contiene este constructo se proporciona como SEQ ID NO: 15, y la secuencia de aminoacidos
resultante se proporciona como SEQ ID NO: 16.

[0109] Estos constructos de ADN contienen (de 5' a 3'), (1) un sitio de clonacién Pst |, (2) las bases ACC para
proporcionar el contexto "Kozak" para una traduccion eficaz, (3) la porcion del gen que codifica la metionina amino
terminal a través del sitio de escision del péptido de transito conocido de ChlamyEPSPS e incluyendo una pequefia
region de ADN que codifica los aminoacidos C-terminales con respecto al sitio de escision, (4) la region codificante
del gen de interés (en este caso GRG-23(ace3)(R173K).

[0110] Este constructo de CTP de EPSPS de Chlamydomonas/GRG-23(ace3)(R173K) se disefid en un vector para
su uso en la transformacion mediada por Agrobacterium de embriones de maiz, y se identificaron los eventos
transgénicos.

[0111] Las plantas transformadas To se analizaron mediante PCR para confirmar la presencia del constructo en las
17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 480 665 T3

lineas de maiz, y estas plantas To se sometieron a cruzamiento natural con una linea no transgénica para generar
una progenie T1 hemizigota. El plantas Ti transgénicas resultante son resistentes a aplicaciones mediante
pulverizacion de glifosato (en comparacion con los controles no transgénicos). Se encontré que las transferencias
Western de tejido de hoja de plantas de maiz transgénico expresaba la proteina CTP de EPSPS de
Chlamydomonas/GRG-23(ace3)(R173K). La proteina detectada en tejidos de la planta es menor que la proteina
EPSPS de Chlamydomonas - GRG-23(ace3)(R173K) completa, y tiene un tamafo similar a la proteina GRG-
23(ace3)(R173K) nativa (Figura 2). La capacidad de la proteina CTP de EPSPS de Chlamydomonas/GRG-23
(ace3)(R173K) para conferir resistencia a herbicidas y el tamafio de la proteina GRG-23(ace3)(R173K) madura
resultante en las plantas resistentes a herbicidas son a la vez congruentes con la importacion de la proteina a los
cloroplastos, y procesamiento de la proteina CTP de EPSPS de Chlamydomonas/GRG-23(ace3)(R173K) en o cerca
del sitio de escision.

Ejemplo 10. Analisis del peso molecular de la proteina EPSPS de Chlamydomonas - GRG-23(ace3)(R173K)
expresada en el maiz.

[0112] A partir de una transferencia Western de lineas de maiz transgénicas que expresan la proteina EPSPS de
Chlamydomonas - GRG-23(ace3)(R173K), se representd graficamente la distancia de migracion de los patrones de
de peso molecular de proteinas para generar un grafico lineal de Log de Peso Molecular vs Distancia de Migracion
(Figura 3). Se utilizé6 la ecuacion de regresion lineal de este grafico para calcular el peso molecular aparente del
patron de proteina de GRG23(ace3)(R173K) (Figura 2, calle 8) y de la proteina EPSPS de Chlamydomonas - GRG-
23(ace3)(R173K) procesada detectada en extractos de plantas. Por medio de este método, se determin6é que el
peso molecular aparente de la proteina GRG23(ace3)(R173K) purificada era de 45,347 gramos/mol, y se determind
que el peso molecular aparente de EPSPS de Chlamydomonas - GRG-23(ace3)(R173K) procesada (calle 6,
distancia de migracion = 48,5 mm) era de 46,227 gramos/mol. Los pesos moleculares estimados de las proteinas
procesadas son congruentes con el procesamiento de varios aminoacidos del CTP de Chlamydomonas aguas arriba
de su unién con GRG-23(ace3)(R173K) (se estima que el peso molecular de GRG23(ace3)(R173K) es de 45,570
gramos/mol). No se detecta proteina de un tamafio coincidente con la proteina EPSPS de Chlamydomonas - GRG-
23(ace3)(R173K) sin procesar (PM = 52,012 gramos/mol) mediante transferencia Western. Por lo tanto, el CTP de la
EPSPS de Chlamydomonas se procesa en el maiz en un sitio de reconocimiento discreto dentro del CTP de
Chlamydomonas. La purificacion y el analisis de aminoacidos N-terminal de esta proteina por medio de métodos
conocidos en la técnica permitirian la determinacién inequivoca del sitio exacto de escisién dentro del CTP de
Chlamydomonas.

Ejemplo 11. Evaluacion de secuencias de CTP de algas en dicotiledéneas

[0113] Para evaluar la capacidad de los CTP de cloroplastos de algas para funcionar en células dicotiledéneas, el
CTP de cloroplasto de AHAS de Chlamydomonas (SEC ID NO: 3) se coloca en marco 5' del gen TagGFP (Evrogen,
Moscu, Rusia). Un vector de control contenia el gen TagGFP sin un péptido de transito al cloroplasto. El constructo
de CTP de ChlamyAHAS (pAX3517) y el constructo de control (pAX3521) se organizaron para iniciar la transcripcion
a partir del promotor UBQ3 de Arabidopsis (Norris et. al, 1993, Plant Molecular Biology 21:895-906). Los constructos
utilizaron terminadores de la transcripccién 35S o Pinll.

[0114] Se utilizaron aproximadamente 12 ug de cada plasmido purificado en experimentos de transformacion de
protoplastos de tabaco mediada por polietilenglicol. Después de la transformacion, los protoplastos se incubaron en
una camara de crecimiento a 25°C durante 23 horas. Se verificd la expresion y la localizacion de la proteina TagGFP
después de la expresion transitoria con un microscopio fluorescente invertido.

[0115] EI constructo que expresa la TagGFP sin un CTP de cloroplasto se detecto unicamente en el citoplasma de
los protoplastos. Sin embargo, el constructo de CTP de AHAS de Chlamydomonas liberd correctamente TagGFP en
el cloroplasto dando como resultado la acumulacién de fluorescencia en el cloroplasto de estos protoplastos (Figura

1).
Ejemplo 12. Evaluacion de una secuencia de CTP de algas en células de soja

[0116] Para evaluar la capacidad de los CTP de cloroplastos de algas para funcionar en células de soja, el
constructo de CTP ChlamyAHAS (pAX3517), el constructo ChlamyEPSPS (pAX4562), y un constructo de control
(pAX3521) que contenia el gen TagGFP sin un péptido de transito al cloroplasto se utilizaron en la transformacion
mediada por polietilenglicol de protoplastos de soja. Expresion y localizacion de la proteina TagGFP después de la
expresion transitoria se verificd con un microscopio fluorescente invertido.

[0117] Para la constructo de control que carecia de un CTP de cloroplasto, se observo la fluorescencia de TagGFP
Unicamente en el citoplasma. Del mismo modo, no se observé expresion en los cloroplastos a partir de dos
constructos independientes que expresaban TagGFP con el CTP de cloroplasto de ChlamyEPSPS. Sin embargo, se
detectd6 TagGFP en el cloroplasto de protoplastos que habian sido transformados con el constructo de CTP de
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cloroplasto ChlamyAHAS. Por lo tanto, este CTP funciona en células de soja y asi como de tabaco.

Tabla 2. Localizacion de proteinas conectadas a CTP de cloroplastos de algas en células dicotiledéneas.

Constructo CTP Gen Localizacion de TagGFP en La localizacion de TagGFP en
protoplastos de tabaco protoplastos de soja
pAX3517 | ChlamyAHAS |TagGFP Cloroplasto Cloroplasto
pAX4562 |ChlamyEPSPS |TagGFP no sometido a ensayo No cloroplasto
pAX3521 Ninguno TagGFP No cloroplasto No cloroplasto

Tabla 3. Resumen de la funcién de los CTP de Chlamydomonas en células vegetales

CTP Funcién en células monocotiledéneas Funcidn en las células Dicotiledoneas
ChlamySSU ++ no sometido a ensayo
ChlamyEPSPS +++ -
ChlamyAHAS +++ +++

[0118] Todas las publicaciones y solicitudes de patente mencionadas en la memoria descriptiva son indicativas del
nivel de conocimiento practico de los expertos en la técnica a la que pertenece esta invencion.

[0119] Aunque la invencidon anterior se ha descrito con cierto detalle a modo de ilustracion y ejemplo para
propésitos de claridad de comprensién, resultara obvio que se pueden poner en practica ciertos cambios y
modificaciones dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas.

LISTA DE SECUENCIAS

<110> Philip E. Hammer Vadim Beilinson Todd K. Hinson
<120> COMPOSICIONES Y METODOS PARA LA EXPRESION
DE UNA SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS HETEROLOGA EN PLANTAS
<130> 045 600/377 480

<150> 61/095.134

<151> 2008-09-08

<160> 18

<170> FastSEQ para Windows version 4.0

<210> 1

<211> 297

<212> ADN

<213> Chlamydomonas reinhardtii

<400> 1

atgaaggccc tgcgaagtgg aaccgctgtg gcgcggggce aagcgggctg tgtttctcce 60
gctcecgegec ctgtgectat gtcgtctcag gegatgattc cgagcaccag ctccccagea 120
gctcgtgcac ccgeccggtc cggtcgeccge gecctcgetg tgtcggccaa gectggetgat 180
gggtctcgtc gcatgcagtc cgaggaggtg cgccgcgcca aggaggtgge ccaggetgeg 240
ctggccaagg acagccctgce cgactgggtg gaccgctacg gctcggagcc gcgcaag 297
<210> 2

<211> 297

<212> DNA

<213> Chlamydomonas reinhardtii

<400> 2
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atgaaggccc tgcgaagtgg aaccgcetgtg gcgeggggec
gctccgcgec ctgtgectat gtcgtctcag gegatgatte
gctcgtgcac ccgeceggtc cggtcgeccge geccctcgetg
gggtcacgtc gcatgcagtc cgaggaggtg cgccgcgeca
ctggctaagg acagccctge cgactgggta gaccgctacg

<210> 3

<211> 99

<212> PRT

<213> Chlamydomonas reinhardtii
<400> 3

Meli'Ly's Ala Leu Agg ser Gly

Cys val

20

Ile Pro ggr Thr ser Ser Pro
Arg Arg Ala Leu Ala val ser

50 55
Met GIn Ser Glu Glu val Arg
65 70
Leu Ala Lys Asp Ser Pro Ala

85

Pro Arg Lys
<210> 4
<211> 135
<212> ADN

<213> Chlamydomonas reinhardtii
<400> 4

Ser Pro Ala Pro Arg

Thr
Pro
Ala
Ala
Arg
Asp

Ala
val
Ala
Lys
Ala

Trp

val
10

Pro
Arg
Leu
Lys

val
90

Ala
Met

Ala

‘A1 a

Glu
75
Asp

atggccgecg tcattgccaa gtcctccgtc tccgeggeeg
agegtgegec ccatggecge getgaagccc geccgtcaagg

gctcaggcta accag

<210> 5

<211> 45

<212> PRT

<213> Chlamydomonas reinhardtii
<400> 5

Met Ala Ala val Ile Ala Lys Ser Ser \1/a1 ser
1 5

0
Pro Ala Arg Ser Ser val Arg Pro Mgt Ala Ala
20 2

Lys Ala /;;a Pro val Ala Ala pPro Ala Gln Ala

<210> 6

<211> 225

<212> ADN

<213> Chlamydomonas reinhardtii
<400> 6

atgcagctge tcaaccageg geaggegetg cggetgggaa
cagcaggtgg cgccgectgge atcaaggccg gcaagcagec
gtggcgeegg cgeccggectg ctcggcgecg geeggcgecy
cgcgectccg ccaccaagga gaaggtggag gagctcacca

<210>7
<211>75
<212> PRT

20

aagcgggetg tgtttctccc 60
cgagcaccag ctccccagca 120
tgtcggccaa gctggctgat 180
aggaggtggc ccaggctgcg 240
gctcggagcc gcgcaag 297

Arg Gly GlIn )ﬂa Gly
ser Ser GIn Ala Met
Pro Ala 229 ser Gly
Asp g%y Ser Arg Arg
val Ala Gln Ala Ala

Arg Tyr Gly gcser Glu

tggcccgece ggececgetec 60
ccgccccecgt ggctgececg %g

Ala Ala val A}a Arg
1
Leu Lys Pro Ala val

Asn GIn
45

gaagctcecge cagcaagaac 60
tctcecgtete cgeetectee 120
gccgecgege cgtggtggtg 180
tccag 225



<213> Chlamydomonas reinhardtii

<400>7

Met Gln
1

Ala ser

Ser Leu

Ala Pro

50
Thr Lys
65

<210> 8
<211> 683

Leu Leu Agn Gln

Lys Asn Gln Gln
20

Ser val ser Ala

35

Ala Gly Ala Gly

Glu Lys val Glu
70

<212> PRT

Arg
val
Ser
Arg

55
Glu

<213> Chlamydomonas reinhardtii

<400> 8

ES 2 480 665 T3

Gln
Ala
ser
40

Arg

Leu

Ala
Pro
val
Ala
Thr

Leu
10

Leu
Ala
val

Ile

21

Arg Leu Gly Arg Ser Ser
Ala Ser Arg Pro %%a Ser
Pro Ala Pro iga Cys Ser
val gg1 zig Ala Ser Ala

Gln
75



Met
Cys
Ile
Arg
Met
65
Leu
Pro
val
GIn
Glu
145
Arg
val
Ile
Glu
Leu
225
Tyr
Lys
ser
GIn
Ile
305
Phe
Gly
His
val
Ala
385
Glu
Lys
Pro
Ala
Gln
465
Ile

Pro

Lys
val
Pro
Arg
GIn
Ala
Arg
Asp
Ala
130
Gin
val
Thr
Thr
Thr
210
val
Leu
Asp
Ile
val
290
Tyr
Ala
val
Gly
Ala
370
Phe
Ile
GIn
Ala
Glu
450
His
Thr

Tyr

Ala
Ser
Ser
Ala
Ser
Lys
Lys
Ser
115
Leu
Gly
Gly
Gly
Gly
195
Pro
Leu
Ala
Ile
Thr
275
Leu
Tyr
Ala
val
Thr
355
Leu
Ala
ser
Ala
Asp
435
Phe
Ala
Thr

Lys

Leu
Pro
Thr
Leu
Glu
Asp
Gly
100
val
Thr
Glu
val
Leu
180
Gln
Ile
Asp
Arg
Gln
260
Gly
Pro
Gly
Arg
Pro
340
val
Gly
Ala
Lys
Leu

420
Lys

Pro\

Ile
Gly
Glu

Arg
5
Ala
Ser
Ala
Glu
Ser
Ala
Phe
Arg
Ile
Cys
165
Ala
val
val
Ile
Thr
245
Gln
TYyr
val
Gly
Thr
325
Ser
Phe
val
Arg
Asn
405
ser
Trp
Met
Gln
val

485
Thr

Ser
Pro
Ser
val
val
70

Pro
Asp
Ala
Ser
Phe
150
Ile
Asp
Pro
Glu
Lys
230
Gly
GIn
Ile
Leu
Gly
310
Gly
Thr
Ala
Arg
Ala
390
Lys
His
Ala
Arg
val

470
Gly

Arg’

Gly
Arg
Pro
ser
55

Arg
Ala
Ile
Tyr
Asp
135
Ala
Ala
Ala
Arg
val
215
Asp
Arg
Leu
Ser
Arg
295
Cys
Ile
Asp
Asn
Phe
375
Arg
Thr
Leu
Gly
Tyr
455
Leu
GIn

Arg

ES 2 480 665 T3

Thr

Pro
Ala
Ala
Arg
ASp
Leu
Pro
120
Arg
Ala
Thr
Met
Arg
200
Thr
Leu
Pro
Ala
Arg
280
Ala
Leu
Pro
Pro
Tyr
360
Asp
Ile
Ala
Asn
Trp
440
Pro
Gly
His

Trp

Ala
val
Ala
Lys
Ala
Trp
val
105
Gly
Ile
Glu
Ser

Met
185

Met

Arg
Pro
Gly
val
265
Leu
Leu
Asp
Leu
ASn
345
Ala
Asp
val
His
Arg
425
Arg
Gln
Glu
Gln

Ile

val
10

Pro
Arg
Leu
Lys
val
GlIn
Gly
Thr
Gly
Gly
170
Asp
Ile
Ala
Arg
Pro
250
Pro
Pro
Gln
Ala
Ala
330
His
val
Arg
His
val
410
Leu
Ala
Arg
Glu
Met

490
Ser

22

Ala
Met
Ala
Ala
Glu
75

Asp
Ala
Ala
ASn
Tyr
155
Pro
ser
Gly
ile
val
235
val
Asp
Pro
Gly
Gln
315
Ser
Leu
Asp
val
Ile
395
Pro
Leu
Glu
Asp
Thr

475
Trp

Arg
ser
Pro
Asp
val

Arg
Leu
ser
val

140
Ala
Gly
Ile
Thr
Thr
220
Ile
Leu
Trp
Pro
Ala
300
Ala
Thr
Gln
Gin
Thr
380
Asp
val

Ala
Leu
Asp
460
Gln

Ala

Gly
Ser
Ala
45

Gly
Ala
Tyr
Glu

Met
125

‘Leu

Lys
Ala
Pro
Asp
205
Lys
Lys
val
Glu
val
285
Ala
Glu
Phe
Met
Ala
365
Gly
Ile
Cys
Ala
Ala
445
Ala
Gly

Ala

ser Gly Gly

GlIn
Gln
30

Arg
Ser
Gln
Gly
Arg
110
Glu
Cys
Ala
Thr
Leu
190
Ala
His
Glu
Asp
Ala
270
Glu
Lys
Leu
Met
Leu
350
ASp
Lys
Asp
Gly
Glu
430
Ala
Ile
Glu
Gln

Leu

Ala
Ala
ser
Arg
Ala
ser
Glu
Ile
Arg
Ala
Asn
175
val
phe
Asn
Ala
val
255
Pro
Glu
Pro
Arg
Gly
Gly
Leu
Leu
Ala
Asp
415
Pro
Lys
val
Ala
Trp

495
Gly

Gly
Met
Gly
Arg
Ala
Glu
Gly
His
His
Gly
160
Leu
Ala
Gln
Tyr
Phe
240
Pro
Met
ser
val
Glu
320
Leu
Met
Leu
Asp
Ala
400
val
Leu
Arg
Pro
Ile
480
Tyr

ser
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Met
Gly
Gly
545
Lys
val
TYyr
Asp
ser
625
Met
Ile

Ile

Gly
Lys
530
Ser
Leu
val
Leu
ITe
610
Arg
Leu
Glu

Ile

<210>9

<211> 185

Phe
515
Asn
Phe
Asp
GIn
Gly
595
Tyr
Arg
Asp
His

Thr
675

<212> PRT

<213> Chlamydomonas reinhardtii

<400> 9

Met Ala Ala
1

Pro
Lys
Trp
Pro
65

Ash
val
Tyr
Arg
Phe
145
val

Trp

Ala
Ala
Thr
50

Leu
Gly
Ser
Asp
Asp
130
Pro
Gln

Glin

<210> 10

<211> 512

Arg
Ala
35
‘Pro
Ser
Trp
Asn
Asn
115
Pro
Asp
Ile

Pro

<212> PRT
<213> Chlamydomonas reinhardtii
<400> 10

500
Gly

Gly
Leu
val
580
Lys
Pro
val
Thr
val

660
Glu

val
Ser
20

Pro
val
Asp
Ile
Glu
100
Arg
Met
Ala
Met

Ala
180

Leu
Arg
Met
Lys
565
Glu
Arg
ASnh
Ile
Pro
645
Leu

Gly

Ile
5
Ser
val
Asn
Glu
Pro
85
Ser
Tyr
Gln
Tyr
Gly

165
Asn

Pro
Pro
Asn
550
val
Asp
Glu
Phe
val
630
Gly
Pro

Asp

Ala
val
Ala
Asn
Gln
70

Cys
Ala
Trp
val
val
150
Phe

Lys

Ala
Lys
535
val
Met
Arg
Ser
val
615
Lys
Pro
Met

Gly

Lys
Arg
Ala
Lys
55

Ile
Leu
Ile
Thr
Leu
135
Arg
Leu

Arg
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Ala
520
Lys
Gln
Leu
Phe
Glu
600
Asn
Glu
Tyr
Ile

Thr
680

ser
Pro
Pro
Met
Ala
Glu
Arg
Met
120
Arg
Leu

val

ser

505
Leu

Thr
Glu
Leu
Tyr
585
Trp
Met
Glin
Leu
Pro

665
val

Ser
Met
Ala
Phe
Ala
Phe
5
Trp
Glu
val
Gln

val
185

Gly Ala
val val
Leu Ala
555
Asn Asn
570
Lys Ala
His Ala
Ala GIn
Leu Arg
635
Leu Glu
650
Gly Gly

Lys Tyr

val ser
Ala Ala
Gin Ala
Glu Thr
Gln val
Ala Glu

90
Gly Sser

Lys Leu:

Ile val

Ala Phe
155

Arg Pro

170

23

Ala
Asp
540
Thr
Gln
Asn
Thr
Ala
620
Gly
val

Ala

Ala
Leu
AsSn
Phe
60

Asp
Ser
val
Pro
Ala
140
ASp

Lys

510
val Ala
525
Ile Asp

Ile Phe
His Leu
Arg Ala
590
Gln Asp
605
Phe Gly
Ala Ile
Met val

Ser Phe
670

Ala val

Lys Pro
30

GIn Met

45

Ser Tyr

Tyr Ile
Asp Lys
Ser Cys
110
Met Phe
125
cys Thr
Asn Gln

Ser Ala

Phe
Gly
Ile
o
His
Glu
val
Arg
Pro

655
Lys

Ala
Ala
Met
Leu
val
Ala
95

Leu
Gly
Lys
Lys

Arg
175

Asp
ASp
Glu
560
Met
Thr
Glu
Pro
Thr
640
His

Asp

Arg
val
val
Pro
Ala
80

Tyr
Tyr
Cys
Ala
Gln

160
Asp



Met
Ala
Ser
Ala
Thr
Ala
Leu
L.eu
Asn
Gly
145
ASn
Gly
Pro
Lys
Gly
225
Tyr
Ala
GIn
val

Gln
305
ser
Thr
Ala
Ser
Ile
385
val

Asn
Leu
val

Ile
465
Ala

Lys

500

Gin
Ser
Leu
Pro
50
Lys
Gly
Leu
Asp
val
130
cys
Ala
Arg
Ile
Ccys
210
Leu
Leu
Gly
Pro
val
290
Thr
Ala
val
Glu
Ile
370
Asp
Ala
Trp
Arg
Thr
450
Asp
Ala

Thr

<210> 11
<211> 1602
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> constructo sintético ChlamyAHAS/GRG1

Leu
Lys
Ser
Ala
Glu
Thr
Leu
Ser
115
Lys
Gly
Gly
Gly
Glu
195
Thr
Pro
Thr
Gly
Tyr
275
Glu
Tyr
ser
Glu
val

355
Thr
His
Ala
Arg
Lys
435

Pro
Thr
Ala

Phe

Leu
Asn
val
Gly
Lys
val
Ala
100
Asp
Leu
Gly
Thr
Lys
180
Asp
Met
Thr
Ala
Asp
260
val
Arg
Lys
Tyr
Gly
340
Met
Ile
Asp
Leu
val
420
Leu
Pro
Tyr
Gly

Pro

Asn
Gln
ser
Ala
val
Lys
Ala

ASp

G'lu.

Arg
Ala
165
Phe
Leu
Gly
Gly
Leu
245
Ala
Asp
Leu
Thr
Phe
325
cys
Gly
Thr
Cys
Phe
405
Lys
Gly
Pro
ASp
val

485
Thr

Gln
Gln
Ala
Gly
Glu
70

Leu
Leu
Ile
Glu
Phe
150
Met
val
val
Thr
Lys
230
Leu
Ile
Met
Asn
Pro
310
Leu
Gly
Leu
Gly
Asn
390
Ala
Glu
Ala
Gly
Asp
470
Pro

Tyr

505

Arg
val
Ser
Arg
Glu
Pro
Ser
Arg
Asn
135
Asp
Arg
Leu
Asp
Gly
215
val
Met
Glu
Thr
Gly
295
Gly
Ala
Ser
Leu
Pro
375
Asp
Asp
Thr
Glu
Gly
455
His
val
Phe
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Gln
Ala
Ser
40

Arg
Leu
Gly
Glu
Tyr
120
Trp
ser
Pro
ASp
Gly
200
Cys
Tyr
Ala
Ile
val
280
Leu
Glu
Gly
ASp
Gly
360
Ser
Ile
Arg
Glu
val
440
val
Arg
val

Lys

Ala
Pro
25

val
Ala

Thr

ser

Gly
105
Met
Glu
Ala
Leu
Gly
185
Leu
Pro
Leu
Ala
Ile
265
Lys
GIn
Ala
Ala
ser
345
Ala
Ala
Pro
Pro
Arg
425
Glu
Lys
Met
Ile

val

Leu
10

Leu
Ala
val
Ile
Lys
90

Thr
val
Ala
Gly
Thr
170
val
val
Pro
Ser
Pro
250
Ile
Leu
His
Tyr
Thr
330
Leu
Lys
Phe
Asp
Thr
410
Met

Glu

Gly

Ala

Arg
490
Phe

Arg
Ala
Pro
val
Gln
Ser
Thr
Gly
Gly
Ala
155
Ala
Ala
Gln
val
Gly
235
Leu
Lys
Met
Leu
val
315
Ile
GIn
val
Gly
Ala
395
Ala
val
Gly
val
Met
475
Asp

Glu

510

24

Leu
ser
Ala
val
60
Pro
Leu
Leuy
Ala
Glu
140
Glu
Ala
Arg
Leu
Glu
220
Lys
Ala
Asp
Glu
Arg
300
Glu
Thr
Gly
Glu
Lys
380
Ala
Ile
Ala
Arg
Lys
460
Ala
Pro

ser

Gly
Arg
Pro
45

Arg
val
Ser
val
Leu
125
Met
Leu
val
Met
Gly
205
val
val
val
Glu
Arg
285
Ile
Gly
Gly
Asp
Trp
365
Pro
Met
Arg
Ile
Asp
445
Ala
Phe
Gly

val

Arg
Pro
Ala
Ala
Lys
Asn
Lys
110
Lys
val
Phe
val
Arg
190
val
Asn
Ser
Pro
Leu
270
Phe
Pro
Asp
Gly
val
350
Ser
Ile
Thr
Asn
val
430
Tyr
Asn
Ser
Cys

Ala

Ser
Ala
Cys
ser
Lys
Arg
95
Asn
Ala
val
Leu
Ala
175
Glu
Asp
ser
Ser
Gly
255
val
Gly
Ala
Ala
Thr
335
Arg
Pro
Thr
Leu
val
415
Thr
Cys
val
Leu
Thr

495
Gln

ser
ser
Ser
Ala
Ile
Ile
Leu
Leu
His
Gly
160
Ala
Arg
Ala
LyS
GlIn
240
Gly
ser
val
Gly
sSer
320
val
Phe
Tyr
Gly
Ala
400
Tyr
Glu
Ile
Gly
val
480
Arg

His
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<400> 11

atgaaggcecc
gctcegegec
gctcgtgcac
gggtctcgtc
ctggccaagg
tccggcatga
tcaaagtctt
atcatcaacc
ggggccagac
ccagtggcgce
atcgtggegce
cctatggatt
gggaagctcc
tctctctcat
gatgttgcca
gttatgaagc
aaggccggga
tcagggggeg
cttgatatcg
gccgggatcg
gagttcgatg
tgcaaggagg
gggctgactc
ctcatgcgtg
catcgcatcg
gaacatgccg
gggggcgtgg

<210> 12
<211> 533
<212> PRT

tgcgaagtgg
ctgtgcctat
ccgececggtc
gcatgcagtc
acagccctgc
aggtgacaat
caatgcagag
ctgggcatag
ttgaagatca
ctttcatcga
tctcaaagga
tcttcgatga
ctctggttat
ctcagttcct
tcaaggtgac
gtttcggcct
acgtgtacga
cgttcctgct
cgtcaactca
cgatcgatgc
ccactgattg
aaacaaagat
ttcaggatga
tgatcggcgg
ccatggcgtg
aagcggttaa
tgtctctgaa

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
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aaccgctgtg
gtcgtctcag
cggtcgccgc
cgaggaggtg
cgactgggtg
ccagcctggc
agcgtgcgceg
caacgatgat
gccagatggc
ttgcggggaa
agaagtgaca
aatcctgcca
ccaggggcca
gacaggcctc
taacctgaag
caagactcct
cgaaacaaag
cgttgcgggg
ggcggataag
caaggaaatc
ccctgatctc
caagggcgtg
gttcgggaag
gaagggggtg
cgcecgtggeg
caagtcttac
ccatcagttc

gcgeggggec
gcgatgattc
gccctcgetg
cgccgegeca
gaccgctacg
gatctcacag
gcggeectgg
aaggccgega
agcctccaga
tcagggctgt
atcaaggggt
catctgggcg
cttaagccag
ctgcttgect
tcacgtcctt
gaaaaccgca
atgcagcgtt
gccatcgeeg
gcgatcgttc
aagctgcatc
ttcccaccac
agccgecttg
atgggcgttg
aagggcgeeg
gcgctcaagg
cctgatttct
aacttctctt

<223> constructo sintético ChlamyAHAS/GRG1

<400> 12
Met Lys
1

Cys val

Ile Pro
35
Arg Arg
50
Met GlIn
65
Leu Ala

Pro Arg

Ala
Ser
Ser
Ala
Ser
Lys
Lys

Leu Arg
5

Pro Ala
Thr ser
Leu Ala

Glu Glu

ser
Pro
ser
val

val

Gly Thr

Arg Pro
Ala
40
Ala

Pro

Ser
55

Arg Arg

70

Asp Ser
85
Gly ser

100

Pro

Gly

Ala Asp

Met LysS

val Ala
10

Pro

Ala

val
25
Ala

Met

Arg Ala

Lys Leu Ala

Ala Glu
75
AsSp

Lys

Trp val

val Thr Ile

105

25

aagcgggctg
cgagcaccag
tgtcggccaa
aggaggtggc
gctcggagcc
gcatcattca
tggcgaaggg
gagatatcgt
tcacttcaga
ctatccgcat
cagggtcact
tgaaggtgaa
cggatgttac
acgccgcegge
acatcgatct
actacgaaga
acactgttga
ggccaatcac
aggcgctcat
ctgccgatct
tcgtggccct
cgcataagga
aaatccatct
aagttagctc
ccgttgggga
actcagattt
ag -

Arg Gly

Ser Ser
Pro Ala
Asp Gly
val Ala
Arg Tyr

Gln Pro

GIn
Gln
Arg
Ser
Gln
Gly
Gly

tgtttctecc
ctcccecagea
gctggctgat
ccaggctgcg
gcgcaaggga
gagcccageg
gatctcagaa
gagccgtctt
aggcgttaag
gttcacacca
cgttactcgc
gtcaaatcag
agttgatggg
ggatgccagc
tactcttgat
gttctacttc
aggggattgg
tgttcgtggc
gagcgccaac
gaacgccttc
cgcctcatac
atctgataga
tgaaggggat
acgtcatgat
aacaacaatc
gaagcagctc

Ala Gly

Ala Met

Ser Gly

Arg Arg

Ala Ala

Ser Glu
95

Asp Leu

110

60

120
180
240
300
360
420
480
540



Thr
Ccys
Gly
145
Gly
Glu
Leu
val
Phe
225
Gly
Thr
Ala
Leu
Phe
305
Lys
Glu
Ala
Asp
Ile
385
Glu
Leu
Leu
Gly
Ile
465
His
Glu
Phe

GlIn

Gly
Ala
130
His
Ala
Gly
Ser
Thr
210
Asp
Lys
val
Tyr
Lys
290
Gly
Ala
Gly
Gly
Lys
370
Asp
Phe
Ala
Ala
Lys
450
Gly
Arg
Thr
Tyr

Phe
530

<210> 13
<211> 1413
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> constructo sintético ChlamyAHAS/GRG8
<400> 13

Ile
115
Ala
Ser
Arg
val
Ile
195
Ile
Glu
Leu
Asp
Ala
275
Ser
Leu
Gly
Asp
Pro
355
A'la
Ala
Asp
ser
His
435
Met
Gly
Ile
Thr
ser

515
Asn

Ile
Ala
AsSn
Leu
Lys
180
Arg
Lys
Ile
Pro
Gly
260
Ala
Arg
Lys
Asn
Trp
340
Ile
Ile
Lys
Ala
Tyr
420
Lys
Gly
Lys
Ala
Ile
500
ASp

Phe

Gln
Leu
ASp
Glu
165
Pro
Met
Gly
Leu
Leu
245
ser
Ala
Pro
Thr
val
325
Ser
Thr
val
Glu
Thr
405
cys
Glu
val
Gly
Met
485
Glu
Leu

ser

Ser
val
Asp
150
Asp
val
Phe
Ser
Pro
230
val
Leu
Asp
Tyr
Pro
310
Tyr
Gly
val
Gln
Ile
390
Asp
Lys
Ser
Glu
val
470
Ala
His

Lys

Pro
Ala
135
Lys
Gln
Ala
Thr
Gly
215
His
Ile
Ser
Ala
Ile
295
Glu
Asp
Gly
Arg
Ala
375
Lys
Cys
Gly
Asp
Ile
455
Lys
Cys
Ala

Glin

ES 2 480 665 T3

Ala
120
Lys
Ala
Pro
Pro
Pro
200
Ser_'
Leu
Glin
ser
Ser
280
Asp
Asn
Glu
Ala
Gly
360
Leu
Leu
Pro
Glu
Arg
440
His
Gly
Ala
Glu

Leu
520

Ser
Gly
Ala
Asp
Phe
185
Ile
Leu
Gly
Gly
Gln
265
Asp
Leu
Arg
Thr
Phe
345
Leu
Met
His
ASp
Thr
425
Gly
Leu
Ala
val
Ala

505
Gly

Lys
Ile
Arg
Gly
170
Ile
val
val
val
Pro
250
Phe
val
Thr
Ash
Lys
330
Leu
Asp
ser
Pro
Leu
410
Lys
Leu
Glu
Glu
Ala
490
val

Gly

ser
Ser
Asp
155
Ser
ASp
Ala
Thr
Lys
235
Leu
Leu
Ala
Leu
Tyr
315
Met
Leu
Ile
Ala
Ala
395
Phe
Ile
Thr
Gly
val
475
Ala
Asn

val

26

ser
Glu
140
Ile
Leu
Ccys
Leu
Arg
220
val

Lys
Thr
Ile
ASp
300
Glu
GIn
val

Ala
Asn
380
AsSp
Pro
Lys
Leu
Asp
460
Ser
Leu
Lys
val

Met
125
Ile
val

Gin
Gly
Ser
205
Pro
Lys
Pro
Gly
Lys
285
val

Glu
Arg
Ala
Ser
365
Ala
Leu
Pro
Gly
GIn
445
Leu
Ser
Lys
ser

ser
525

Gln
Ile
Ser
Ile
Glu
190
Lys
Met
Ser
Ala
Leu
270
val
Met
Phe
Tyr
Gly
350
Thr
Gly
Asn
Leu
val
430
Asp
Met
Arg
Ala
Tyr

510
Leu

Arg
Asn
Arg
Thr
175
ser
Glu
ASp
Asn
Asp
255
Leu
Thr
Lys
Tyr
Thr
335
Ala
Gln
Ile
Ala
val
415
Ser
Glu
Arg
His
val
495
Pro

Asn

Ala
Pro

Leu

160
Ser
Gly
Glu
Phe
Gln
240
val

Leu

Asn
Arg
Phe
320
val

Ile
Ala
Ala
pPhe
400
Ala
Arg
Phe
val
ASp
480
Gly
ASp

His
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ctgcagacca
gcccgetceca
gctgcccegg
attatcccgc
accaaccgcg
ctgaagagcg
gacgagcccg
gceceegettt
ctggtggacg
ccgctagtcg
ccagtcacga
ctgtccagcec
gatgtcgagc
gccatgcegeg
cccaccgget
ctctgggccg
ttctcgcaac
gtcatcgacg
aacgaaatgc
atccgcgegce
gacgatctca
gatagctttg
ggcattacca
ctgtcttcgc

<210> 14
<211> 467
<212> PRT

tggccgeegt
gcgtgegecec
ctcaggctaa
cgggcaagcc
cattgctgct
acgatacccg
acgacaccac
tcctcggcaa
gcaaggtcat
acgcgttgcg
tcaacggcac
agtatgtctc
ttctcggcga
ctttcggegce
atcatgcggce
ccgaagttct
cggatgcgaa
gctcgcagat
ctgtgcgcett
tctcgagecgg
tcatcgcctc
ccgatcaccg
ttctcgaccce

tgggggtcgc

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ES 2 480 665 T3

cattgccaag
catggccgeg
ccagggatcc
tttgaccgga
cgceggectce
ctatatggcc
gttcatcgtc
tgccggeacg
cgtcgacggce
ctcgctegge
cggccgettce
ggcgetectg
acatatcggc
gaaggttgag
cgacttcgtg
gagcggcgge
agcctatgat
gcaggacgcc
cgtcggtatc
cctatcccgce
cgatccgagc
catcgccatg
cgactgcgtc
ctacgaagac

tcctecgtct
ctgaagcccg
ggcatgatga
cgcgccatgce
gccaagggca
gaagcgctgc
aaaggcagcg
gcaacgcgct
gatgcccata
atcgatgcct
gaggcaagcc
atgatggccg
gctctcggcet
cgtgtgagcc
atcgagccgg
aagatcgatc
ctgatttcga
atcccgacgc
gaaaacctgc
atcgttccga
cttgcecggea
agctttgcegce
gccaagacat
tga

<223> constructo sintético ChlamyAHAS/GRG8

<400> 14

Met Ala
1
Pro Ala
Lys Ala

35
Met Met

50

Ala
Arg
Ala

Met

Leu
65

Ala
Ala
Met
Gly
Ala
145
Gly
Gly
Glu

Ala

Thr
Leu
Leu
Gly
ser
130
Gly
Lys
Pro

Thr

‘ser

Gly
Leu
Lys
val
115
Gly
Thr
val
Leu
Gly

195
Arg

Ile
5
ser

val

Ser
20
Pro val

Gly Arg

Arg'A1a

Ala
val
Ala

Ala

Met

Lys Ser

Arg Pro

Ala Pro
40
Lys Leu
55

Pro Pro

70

Ala
85
Asp

Leu

Ser
100
Thr Ile

Lys Leu

Ala Thr

Gly
Asp
Asp
Gln
Arg

Leu Ala

Thr Arg

Glu Pro
120
Pro Pro
135

Phe Leu

150

val
165
AsSp

Ile

val
180
Cys Pro

val GIn

Asp
Ala
Pro

Ile

Gly Asp

Leu Arg
Thr
200
Gly

val

Asp

Sser val Ser

Met Ala Ala

Ala Gln Ala

Thr Ile Ile

Gly Ser Lys
75
Gly Thr
90
Met

Lys

Tyr Ala
105
ASp

Asp Thr

Ala Ala pPro
Ala
155

Met

Thr Ala

His
170
Leu

Ala

ser
185
Ile

Gly
Asn Gly

Gly Leu Ser

27

ccgeggecgt
ccgtcaaggc
tgggtagagc
cgccgggatc
cgagccggct
gtgcgatggg
gcaagctgca
tcctgacggce
tgcgcaagceg
cggctgaaac
gcgtgcagat
ccggeggcega
atatcgacct
cggtcgectg
atgcctctrgce
tcggcacgcec
aattcccgca
tcgececgttct
gcgtcaagga
acctcggcac
aaatcctgac
tggccggcect
tccecgtecta

Ala Ala

Leu Lys
Gln
45

Pro

AsSn

Pro
60
ser Ile

ser Arg

Glu Ala

val
Pro
Gly
Gly

Thr
Leu

Leu

ggcccgeceg
cgeeeccegtg
caaactcacg
gaagtcgatc
aaccggtgeg
tgtaacgatc
gccgecggea
ggccgeggea
gccgatcgga
cggctgeccg
cgatggcggc
tcgegetgte
gaccgttgec
gcgegtcgag
tgcgacctat
ggcggaacag
tctgcctget
cgccgettte
atgcgatcgt
ggaagagggc
cgcagagatc
gaagatcggc
ctggaatgtg

Ala Arg

Ala val
Ser Gly
Lys Pro
Asn Arg
Thr Gly

Arg Ala

110

Phe
125
Phe

Thr

Leu
140
Ala Ala

Arg Lys

Ile Asp

Ile
Leu
Leu
Arg

Ala

val Lys

Gly Asn

val Asp
160
Pro Ile
175

Ser Ala

190

Thr Gly
205

ser GIn

Arg
TYyr

Phe Glu

val ser
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210
Ala Leu
225

Leu

Leu

Leu Gly

Ala Ala Met

Ala Trp Arg

275

Glu Pro Asp
290

Ser Gly Gly

305

Pro

Asp Ala

Ala val 1Ile
Ala
355

Arg

val Leu

AsSn Leu
370
Leu Ser
385
Ile

Arg

Ile Ala

Ile Asp Ser

Gly Leu Lys
435
Thr pPhe
450

Glu

Lys

Tyr
465

<210> 15
<211> 1548
<212> ADN

Asp

Met Met

Ala

ES 2 480 665 T3

215

Ala Gly

230

His
245
Ala

Glu

Arg
260
val Glu
Ala ser

Lys Ile

Ile
Phe
Pro
Ala

Asp

Gly Ala

Gly Ala

Gly
Leu

Lys

Asp Arg
235
Gly Tyr
250

val Glu

265

Thr Gly
280
Ala Thr
295

Leu Gly

310

Ala
325
Gly

Lys

AsSp
340
Ala Pphe

val Lys

Ile val

Tyr
ser
Asn
Glu

Pro

Asp Leu

Gin Met

TYyr
Tyr
Thr
Ile

Gin

His Ala

Leu Trp

Ala
315
Lys

Pro

Ser
330

Asp Ala

345

Glu Met
360
Cys Asp
375

Asn Leu

390

Ser Asp
405
Phe Ala
420
Ile Gly

Pro Ser

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Pro
Asp
Gly
Tyr

Ser Leu

His Arg

pro
Arg
Gly
Ala
Ile

val Arg

Ile Arg
Glu
395
Lys

Thr

Gly
410

Ala Met

425

Thr
440
Asn

Ile

Trp
455

Ile

val

Leu Asp

Leu Ser

220

Ala val Asp

ITe Asp Leu

Arg val ser

Glu
240
val

val

Thr
255

Pro val

270

Ala Asp Phe
285

Ala Ala Glu

300

Glu

GIn Phe

Phe Pro His
Thr
350

Gly

Ile Pro
val
365
Leu

Phe

Ala
380
Glu

Ser

Gly Asp

ITe Leu Thr
Ala
430

Cys

ser Phe

Pro Asp
445
ser Leu

460

Gly

<223> constructo sintético ChlamyEPSPS/GRG23(ace3)(R173K)

<400> 15

atgaaggccc
gctccgegcec
gctcgtgceac
gggtctcgtc
ctggccaagg
tccggcatgg
ttgcttttgg
gatacctcag
gacgattggg
gaggacgcag
ttcaccgtcg
atccgccacc
gggctggcag
ctgatcatgg
tcacagccct
accgacggag
gaaccggatg
ttcgaatttc
cttgggcgge

gaaaggctga
ctcgcggega
cggttgaagg
caaaccgacg
gtgaattgcc
gacgggatta
taccttggac

<210> 16
<211> 515

tgcgaagtgg
ctgtgcctat
ccgeceggtc
gcatgcagtc
acagccctge
aaactgatcg
ctgeccgcagc
cattcaaaac
tcgttgaagg
gtactgtggc
acggatcaga
tgggcgeecg
gcggggagta
ccgecececgta
acctcacgat
ccaccgtcag
cgtcaactgc
aaggccttgg
tcggtgegga

ccggegacat
ttgcececcttt
aatccgaccg
tcggacacga
accgggacca
ccctcgacga
gccttttece

aaccgctgtg
gtcgtctcag
cggtcgecgc
cgaggaggtg
cgactgggtg
ccttgtgatc
gaagggcacg
tgcaatccag
cctgggtcag
ccggttecte
gcagctgegg
cgtctectec
cgaaattgaa
cgcgagacaa
gacactgcgg
cgtcccteca
gtcgtacttc
cacagacagc
ggtccactgg

tgaagtggat
ggccgatgga
catctcagcg
ctggatgaga
caggatcgct
ccctcaatge
cgaaaaggcg

gcgcggggec
gcgatgattc
gccctegetg
cgccgegeca
gaccgctacg
ccaggatcga
tcggtcctgg
gcccteggtg
gcacccaacc
cctccattcg
cggcgecege
gagcagctgc
gcccatcaga
ggcctgegtg
atgatgaggg
gggcgctaca
gccgeegett
atccaaggceg
gcatccaact

atgggcgaga
cccatcacga
atggaaagca
atctacccct
atggcgtttt
gtcgggaaga
cttacgctcc

28

aagcgggctg
cgagcaccag
tgtcggccaa
aggaggtggc
gctcggagcc
aaagcatcac
tgagaccatt
ccaacgtctc
tcgacgccga
tagccgcagg
ttcggcecgt
cccttacaat
gcagccagtt
tgcggatacc
acttcggcat
cagcccggceg
ccgeegtctce
acacgtcatt
cggtcaccat

tttcggacac
taaccaacat
acctgcgeac
ctaccccgea
caatcctgag
cctttcctgg
ccggetag

val Ile

val Leu

Gln
320
Pro

ser

Leu
335
Leu Ala

Ile Glu

Ser Gly
Leu
400
Glu

Asp

Ala
415
Leu Ala

val Ala

val Ala

tgtttctccc
ctccccagca
gctggctgat
ccaggctgeg
gcgcaaggga
caaccgggct
ggtcagcgcc
agccgacggt
catctggtgc
tcaggggaag
ggtcgacggc
tgaagcgagc
cgcctecegge
aaatcccgtg
tgagaccagc
gtatgaaata
tggcaggcgc
Cttcaatgta
acggggaccg

cttcatgaca
tggtcatgca
gctcggtgta
cggcggtaga
actgagagtg
cttcttcgac

60
120
180
240
300
360
420
430
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140

1200
1260
1320
1380
1440
1500
1548



<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> constructo sintético ChlamyEPSPS/GRG23(ace3)(R173K)
<400> 16

Met
1
Ccys
Ile
Arg
Met

65

Leu
Pro
ser
Gly
Phe
145
Asp
Asp
Phe
Leu
Gly
225
Gly
Phe
Arg
Leu
Thr
305
Glu
Ser
Gly
His
Gly
385
Leu
Ile
ser

Met

Arg
465
Asp
Gly

Leu

Lys
val
Pro
Arg
50

Gln
Ala
Arg
Lys
Thr
130
Lys
Asp
Ile
val
Arg
210
Ala
Leu
Ala
val
Arg
290
val
Pro
Gly

Asp

Trp
370
Asp
Ala
Gly
Asn
Arg
450
Asp
Gly
Phe

Pro

<210> 17

‘Ala

Ser
Ser
35

Ala
Ser
Lys
Lys
Ser
115
Ser
Thr
Trp
Trp
Ala
195
Arg
Arg
Ala
Ser

Arg
275

Met

Ser
Asp
Arg
Thr
355
Ala
Ile
Ala
His
Leu
435
Ile
His
Ile
Phe

Gly
515

Leu
Pro
Thr
Leu
Glu
Asp
val
Ala
val
Cys
Ala
Arg
val
Gly
265
Ile
Met
val
Ala
Arg

340
ser

ser
Glu
Ile
%
Arg
Tyr
Arg
Thr

Asp
500

Arg
5
Ala
ser
Ala
Glu
ser

85

ser
Thr
Leu
Ile
val
165
Glu
Gly
Pro
ser
Gly
245
Leu
Pro
Arg
Pro
Ser
325
Phe

Phe

Asn
val
Ala
405
Arg
Thr
Pro
Ile
Leu

485
Tyr

Ser
Pro
Ser
val
val
70

Pro
Gly
Asn
val
Gln
150
Glu
ASp
Glin
Leu
ser
230
Glu
Ile
ASn
Asp
Pro
310
Thr
Glu

Phe

Ser
Asp
390
Pro
Leu
Leu
ser
Ala
470
Asp

Leu

Gly
Arg
Pro
ser
55

Arg
Ala
Met
Arg
Arg
135
Ala
Gly
Ala
Gly
Arg
215
Glu
Tyr
Met
Pro
Phe
295
Gly
Ala
Phe

Asn

val
375
Met
Leu
Lys
Gly
Thr
455
Met
Asp

Gly

ES 2 480 665 T3

Thr
Pro
Ala
40

Ala
Arg
Asp
Glu
Ala
120
Pro
Leu
Leu
Gly
Lys
200
Pro
GlIn
Glu
Ala
val
280
Gly
Arg
Ser
Gln

val
360

Thr
Gly
Ala
Glu
val
440
Pro
Ala
Pro

Arg

Ala
val
25

Ala
Lys
Ala
Trp
Thr
105
Leu
Leu
Gly
Gly
Thr
185
Phe
val
Leu
Ile
Ala
265
Ser
Ile
Tyr
Tyr
Gly

345
Leu

I'1e
Glu
Asp
Ser
425
Glin
His
Phe
Gln

Leu
505

val
10
Pro
Arg
Leu
Lys
val
90
Asp
Leu
val
Ala
GlIn
170
val
Thr
val
Pro
Glu
250
Pro
Glin
Glu
Thr
Phe
330
Leu

Gly

Arg
Ile
%
Asp
Thr
Gly
Ser
Cys

490
Phe

Ala
Met
Ala
Ala
Glu
75

Asp
Arg
Leu
Ser
Asn
155
Ala
Ala
val
Asp
Leu
235
Ala
Tyr
Pro
Thr
Ala
315
Ala
Gly

Arg

Gly
Ser
395
Pro
Arg
Asp
Gly
Ile
475
val

Pro

29

Arg
Ser
Pro
Asp
60
val
Arg
Leu
Ala
Ala
140
val
Pro
Arg
AsSp
Gly
220
Thr
His
Ala
TYyr
Ser
300
Arg
Ala
Thr

Leu

Pro
380
Asp
Ile
Ile
val
Arg
460
Leu
Gly

Glu

Gly
ser
Ala
45

Gly
Ala
Tyr
val
Ala
125
Asp
ser
Asn
Phe
Gly
205
Ile
Ile
Gln
Arg
Leu
285
Thr
Arg
Ala
Asp

Gly
365

Glu
Thr
Thr
ser
Gly
445
val
Gly
Lys

Lys

GlIn
Gln
30

Arg
Ser
GlIn
Gly
Ile
110
Ala
Thr
Ala
Leu
Leu
190
sSer
Arg
Glu
ser
GIn
270
Thr
Asp
Tyr
Ser
Ser

350
Ala

Arg
Phe
Ile
Ala
430
His
Asn
Leu

Thr

Ala
510

Ala
Ala
ser
Arg
Ala
Ser
95
Pro
Ala
ser
Asp
AsSp
175
Pro
Glu
His
Ala
Ser
255
Gly
Met
Gly
Glu
Ala
335
Ile

Glu

Leu
Met
Thr
415
Met
Asp
cys
Arg
Phe

495
Leu

Gly
Met
Gly
Arg
Ala
Glu
Gly
Lys
Ala
S
Ala
Pro
GIn
Leu
Ser
&n
Leu
Thr
Ala
Ile
320
val
Gln

val

Thr
Thr
400
Asn
Glu
Trp
His
val
480
Pro

Thr
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<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> dominio de direccionamiento al estroma
<220>

<221> VARIANTE

<222> 1

<223> Xaa = lle o Val

<220>

<221> VARIANTE

<222> 2

<223> Xaa = cualquier aminoacido
<220>

<221> VARIANTE

<222> 3

<223> Xaa = Ala o Cys

<400> 17

xia Xaa Xaa Ala

<210> 18

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> secuencia conectora
<400> 18

G}y ser Gly

30
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REIVINDICACIONES

1. Una célula vegetal monocotiledénea que tiene incorporado establemente en su genoma un casete de expresion
que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un péptido dirigido al cloroplasto (CTP), en donde dicha
secuencia de nucleétidos que codifica dicho CTP esta conectada operablemente a una secuencia de nucleétidos de
interés, y en donde dicha secuencia de nucledtidos que codifica dicho CTP se selecciona del grupo que consiste en:
a) la secuencia de nucledtidos mostrada en el SEQ ID NO: 6;
b) una secuencia de nucleétidos que tiene al menos 90% de identidad de secuencia con el SEQ ID NO: 6, en
donde dicha secuencia de nucleétidos codifica un péptido de transito al cloroplasto;
c) una secuencia de nucleétidos que codifica la secuencia de aminoacidos mostrada en el SEQ ID NO: 7; vy,
d) una secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90% de
identidad de secuencia con el SEQ ID NO: 7, en donde dicha secuencia de aminoacidos es un péptido de
transito al cloroplasto.

2. Una planta que comprende la célula vegetal monocotiledénea de la reivindicacion 1.

3. Una semilla derivada de la planta de la reivindicacién 2, en donde dicha semilla comprende la secuencia de
nucledtidos que codifica dicho péptido de transito al cloroplasto.

4. La célula vegetal monocotiledénea de la reivindicacion 1, en donde la secuencia de nucledtidos de interés codifica
un producto génico que confiere resistencia a herbicidas, agentes patégenos, o insectos.

5. Un método para expresar una secuencia de nucleétidos de interés en una planta monocotiledénea,
comprendiendo dicho método:
a) introducir en una célula vegetal un casete de expresion que comprende una secuencia de nucleétidos que
codifica un péptido dirigido al cloroplasto (CTP), en donde dicha secuencia de nucledtidos que codifica dicho
CTP esta conectada operablemente a dicha secuencia de nucleétidos de interés, y en donde dicha secuencia
de nucledtidos que codifica dicho CTP se selecciona del grupo que consiste en
i) la secuencia de nucleétidos mostrada en el SEQ ID NO: 6;
ii) una secuencia de nucleétidos que tiene al menos 90% de identidad de secuencia con el SEQ ID NO: 6,
en donde dicha secuencia de nucleétidos codifica un péptido de transito al cloroplasto;
i) una secuencia de nucledtidos que codifica la secuencia de aminoacidos mostrada en el SEQ ID NO: 7; y,
iv) una secuencia de nucleotidos que codifica una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90% de
identidad de secuencia con el SEQ ID NO: 7, en donde dicha secuencia de aminoacidos es un péptido de
transito al cloroplasto; vy,
b) regenerar una planta transformada a partir de dicha célula vegetal;
en donde dicha planta ha incorporado de forma estable en su genoma dicho casete de expresion.

6. El método de la reivindicacion 5, en donde dicha secuencia de nucleétidos de interés codifica un producto génico
que confiere resistencia a herbicidas o plagas.
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FIG. 2
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