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DESCRIPCION
Silenciamiento de genes
Campo de la invencién

La presente invencion se relaciona con constructos Unicos para producir un producto de acido nucleico que subregula o
evita la expresion de un polinucledtido objetivo deseado.

Antecedentes de la invencion

La supresion de la expresion genética puede ser lograda por constructos que disparan silenciamiento de genes
postranscripcional o transcripcional. Estos mecanismos de silenciamiento pueden subregular la expresion de
polinucleétidos o genes deseados por modificacion de la cromatina, escision del ARN, represion translacional, o a través
de mecanismos hasta ahora desconocidos, véase Meister G. and Tuschl T., Nature, vol.431, pp. 343-349, 2004.

Un constructo que es tipicamente utilizado en este aspecto contiene un polinucledtido deseado, el cual comparte
identidad de secuencia con al menos una parte de un gen objetivo que esta operablemente enlazado a un promotor y a
un terminador. Como es bien evidente, el promotor inicia la transcripcién, mientras que el terminador termina la
transcripcion en un sitio especifico y subsecuentemente media en la poliadenilacién. Tal procesamiento de transcripto
es importante para la estabilidad del transcripto y su transporte desde el nicleo y hacia el citoplasma.

En este aspecto, el terminador juega un papel importante en los constructos convencionales para silenciamiento de
genes. Por ejemplo, la WO 99/53050 describe un constructo que comprende un promotor, un polinucleétido que
comprende una primera secuencia con homologia a un gen objetivo y una segunda secuencia que es inversa
complementaria al gen objetivo, y un terminador. Un terminador de constructos convencional no necesariamente tiene
que estar posicionado inmediatamente corriente abajo a partir del polinucledtido deseado. Por ejemplo, Mette y
colaboradores describen un plasmido que contiene un polinucledtido deseado que esta separado de un terminador
operativamente enlazado mediante un gen de higromicina (Mette et al., EMBO J 18:241-8, 1999; Mette et al., EMBO J
19: 5194-201, 2000).

Otros constructos convencionales disefiados para silenciar genes contienen un polinucledtido en la orientacion sentido o
antisentido entre el promotor y el terminador. Tal constructo silenciador de genes convencional produce tipicamente
transcriptos de ARN que son similares en tamafio, determinados por la distancia desde el inicio de la transcripcién al
sitio de escision de la terminacion y la cola poliadenilada.

La presente invencidn se relaciona con nuevas estrategias y constructos para silenciamiento de genes que son en
general mas efectivas que los constructos convencionales. Adicionalmente, la presente invencién se relaciona con
nuevas estrategias y constructos para el silenciamiento de genes utilizando un polinucle6tido que no esta enlazado
operativamente a un promotor y un terminador pero que en vez de esto esta enlazado operativamente a dos promotores
orientados convergentemente.

Resumen de la invencion

Estrategias y constructos pueden ser caracterizados por ciertas caracteristicas. Un constructo, por ejemplo, puede no
comprender una region de ADN, tal como un terminador, que esta involucrado en la formacién del extremo 3" y la
poliadenilacion. Alternativamente, el constructo puede comprender un terminador no funcional que es de manera natural
no funcional o que ha sido modificado o mutado para hacerse no funcional.

Un constructo puede ser caracterizado también por la disposicion de promotores a cada lado del polinucleétido
deseado. Por lo tanto, un constructo puede comprender dos o mas promotores que flanquean uno o mas polinucleétidos
deseados o que flanquea copias de un polinucleétido deseado, de tal manera que se transcriben ambas cadenas del
polinucleétido deseado. Esto es un promotor puede estar orientado para iniciar la transcripcién del extremo 5" de un
polinucleétido deseado, mientras que un segundo promotor puede estar orientado operativamente para iniciar la
transcripcion desde el extremo 3" del mismo polinucleétido deseado. Los promotores orientados opuestamente pueden
flanquear copias multiples del polinucledtido deseado. Por lo tanto, el “niumero de copias” puede variar de tal manera
gue un constructo puede comprender 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 o0 100, o mas de 100
copias, o cualquier entero intermedio, de un polinucleétido deseado finalmente flanqueado por promotores que estan
orientados para inducir la transcripciéon convergente.

Alternativamente, un primer promotor puede estar enlazado operativamente a un primer polinucleétido en el “casete A”,
por ejemplo, y un segundo promotor puede estar enlazado operativamente a un segundo polinucleétido, por ejemplo,
“casete B”. Los polinucleétidos de cada casete pueden o pueden no comprender la misma secuencia de nucleétidos,
pero pueden compartir algin porcentaje de identidad de secuencia con un &cido nucleico objetivo de interés. Los
casetes pueden ser dispuestos aleatoriamente, esto es, de tal forma que son adyacentes uno a otro en el constructo.
Adicionalmente, el casete B, por ejemplo, puede estar orientado en la orientacién complementaria inversa al casete A.
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En esta disposicion, por lo tanto, la transcripcion a partir del promotor del casete B procedera en la direccion hacia el
promotor del casete A. Por lo tanto, los casetes estan dispuestos para inducir “transcripcion convergente”.

Si ningun casete comprende una secuencia de terminador, entonces tal constructo, en virtud de la disposicién de
transcripcion convergente, puede producir transcriptos de ARN que son de longitudes diferentes.

En esta situacién, por lo tanto, pueden existir subpoblaciones de transcriptos de ARN parcial o completamente
transcritas que comprenden secuencias de longitud parcial o completa del polinucleétido transcrito deseado a partir del
casete respectivo. Alternativamente, en la ausencia de un terminador funcional, la maquinaria de transcripcién puede
proceder después del final de un polinucleétido deseado para producir un transcripto que es mas largo que la longitud
del polinucleétido deseado.

En un constructo que comprende dos copias de un polinucleétido deseado, por lo tanto, donde uno de los
polinucleétidos puede o puede no estar orientado en la direccion complementaria inversa al otro, y donde los
polinucleétidos estdn enlazados operativamente a promotores para inducir la transcripcion convergente, y no hay un
terminador funcional en el constructo, la maquinaria de transcripciébn que se inicia desde un polinucleétido deseado
puede proceder a transcribir la otra copia del polinucleétido deseado y viceversa. Las copias multiples del polinucle6tido
deseado pueden estar orientadas en diversas permutaciones: en el caso donde dos copias del polinucleétido deseado
estan presentes en el constructo, las copias pueden, por ejemplo, estar orientadas en la misma direccion, en la
orientacion inversa una a otra, o en la orientaciéon complementaria inversa una a otra, por ejemplo.

En una disposicion en donde uno de los polinucleétidos deseados esta orientado en la orientacion complementaria
inversa del otro polinucleétido, puede ser producido un transcripto de ARN que comprende no solamente la secuencia
“en sentido” del primer polinucleétido sino también la secuencia “antisentido” del segundo polinucleétido. Si el primero y
segundo polinucledtidos comprende las mismas o sustancialmente las mismas secuencias de ADN, entonces el
transcripto de ARN individual puede comprender dos regiones que son complementarias una a otra y que pueden, por lo
tanto, fusionarse. Por lo tanto, el transcripto de ARN individual que es transcripto de esta manera, puede formar una
estructura duplex de horquilla parcial o completa.

Por otro lado, si se produjeran dos copias de tal transcripto largo, una de cada promotor, entonces existirian dos
moléculas de ARN, cada una de las cuales compartiria regiones de complementariedad de secuencias con la otra. Por
lo tanto, la region “en sentido” del primer transcripto de ARN puede fusionarse a la region “antisentido” del segundo
transcripto de ARN y viceversa. En esta disposicion, por lo tanto, puede formarse otro ddplex de ARN el cual consiste de
dos transcriptos de ARN separados, en oposicién a un duplex en horquilla que se forma a partir de un transcripto de
ARN individual autocomplementario.

Alternativamente, dos copias del polinucleétido deseado pueden estar orientadas en la misma direccion de tal manera
que, en el caso de lectura a través de la transcripcion, el transcripto de ARN largo que es producido a partir de un
promotor puede comprender, por ejemplo, la secuencia en sentido de la primera copia del polinucleétido deseado y
también la secuencia en sentido de la segunda copia del polinucleétido deseado. El transcripto de ARN que es
producido a partir del otro promotor orientado de manera convergente, por lo tanto, puede comprender la secuencia
antisentido de la segunda copia del polinucleétido deseado y también la secuencia antisentido del primer polinucleétido.
De acuerdo con lo anterior, es probable que ningun transcripto de ARN contenga regiones de complementariedad
exacta y, por lo tanto, ningln transcripto de ARN probablemente va a plegarse sobre si mismo para producir una
estructura de horquilla. Por otro lado los dos transcriptos de ARN individuales podrian hibridar y fusionarse uno a otro
para formar un ddplex de ARN.

En un primer aspecto de la invencidn, se provee un constructo de transformacion de plantas, que comprende al menos
dos copias de un polinucleétido deseado enlazado operativamente a elementos reguladores, en donde el polinucleétido
deseado comprende una secuencia a partir del promotor de un gen objetivo pero ninguna secuencia localizada corriente
abajo del inicio de la transcripcion del gen objetivo.

La presente divulgacién provee un constructo que carece de un terminador o carece de un terminador que este
precedido por una regiéon de ADN que codifica ribozima autodividible, pero que comprende un primer promotor que esta
enlazado operativamente a un primer polinucleétido y un segundo promotor que esta enlazado operativamente al
segundo polinucleétido, con lo cual (1) el primero y segundo polinucleétidos comparten al menos una identidad de
secuencia uno con otro, (2) el primer promotor estd orientado de tal manera que la direccion de transcripcién iniciada
por este promotor procede hacia el segundo promotor, y viceversa, y (3) esta disposicion convergente produce un rango
de transcriptos de ARN que generalmente son diferentes en longitud.

Los polinucledtidos deseados pueden ser repeticiones perfectas o imperfectas uno de otro, o repeticiones
complementarias inversas perfectas o imperfectas una de otra. En el caso de un constructo que comprende un primer
polinucleétido y un segundo polinucleétido, el segundo polinucleétido puede ser completa o parcialmente idéntico en la
secuencia de nucledtidos al primer polinucleétido y orientado en la orientacion complementaria directa o inversa con
respecto al primer polinucledétido. Por lo tanto, el primero y segundo polinucleétidos pueden ser repeticiones perfectas
uno del otro. Por otro lado, el segundo polinucleétido puede ser una repeticién imperfecta del primer polinucleétido, esto
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es el segundo polinucleétido puede compartir identidad de secuencia con el primer polinucleétido, pero no es total o
parcialmente idéntico en secuencia, esto es, el segundo polinucleétido es una repeticion imperfecta. Ese segundo
polinucleétido también puede estar orientado como una repeticion directa o posicionada en la orientacion
complementaria inversa con respecto al primer polinucleétido.

Cualquiera de los polinucledtidos descritos aqui, tal como un polinucleétido deseado, o un primero o segundo
polinucleétidos, por ejemplo, pueden ser idénticos a al menos una parte de la secuencia objetivo, o pueden compartir
identidad de secuencia con al menos una parte de una secuencia objetivo. Cuando un polinucleétido deseado
comprende una secuencia que es homéloga a un fragmento de una secuencia objetivo, esto es, comparte identidad de
secuencia con “al menos una parte de” una secuencia objetivo, puede ser deseable entonces que la secuencia de
nucledtido del fragmento sea especifica al fin objetivo y/o la secuencia parcial perfecta o imperfecta del objetivo que esta
presente en el polinucleétido deseado es de longitud suficiente para conferir especificidad al objetivo. Por lo tanto la
porcion del polinucleétido deseado que comparte identidad de secuencia con una parte de una secuencia objetivo
puede comprender un dominio, sitio de enlazamiento o secuencia de nucleétidos caracteristicos conservados
tipicamente por isoformas u homélogos de la secuencia objetivo. Es posible, por lo tanto disefiar un polinucleétido
deseado que sea Optima para direccionar un acido nucleico objetivo en una célula.

El polinucledtido deseado puede comprender una secuencia de preferiblemente entre 4 y 5,000 nucledtidos, mas
preferiblemente entre 50 y 1,000 nucleétidos y lo méas preferiblemente entre 150 y 500 nucleétidos que comparten
identidad de secuencia con la secuencia de ADN o ARN de un acido nucleico objetivo. El polinucleétido deseado puede
compartir identidad de secuencia con al menos 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33,
34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170,
180, 190, 200, 300, 400, 500, o mas de 500 nucledtidos contiguos, o cualquier entero entre ellos, que son 100%
idénticos en secuencia con una secuencia en una secuencia objetivo, o un polinucleétido deseado comprende una
secuencia que comparte aproximadamente 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91%, 90%, 89%, 88%, 87%,
86%, 85%, 84%, 83%, 82%, 81%, 80%, 79%, 78%, 77%, 76%, 75%, 74%, 73%, 72%, 71%, 70%, 69%, 68%, 67%, 66%,
65%, 64%, 63%, 62%, 61%, 60%, 59%, 58%, 57%, 56%, 55%, 54%, 53%, 52%, 51%, 50%, 49%, 48%, 47%, 46%, 45%,
44%, 43%, 42%, 41%, 40%, 39%, 38%, 37%, 36%, 35%, 34%, 33%, 32%, 31%, 30%, 29%, 8%, 27%, 26%, 25%, 24%,
23%, 22%, 21%, 20%, 19%, 18%, 17%, 16%, 15%, 14%, 13%, 12%, 11%, 10%, 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%
de identidad de secuencia de nucleétido con una secuencia de la secuencia objetivo. En otras palabras el polinucleétido
deseado puede ser homologo a o compartir homologia con la secuencia de longitud completa de una secuencia objetivo
o de un fragmento de la misma de una secuencia objetivo.

Por lo tanto, la presente divulgacion provee una molécula de acido nucleico aislada que comprende un polinucleétido
que comparte homologia con una secuencia objetivo y la cual, puede hibridar bajo condiciones de hibridacion
restrictivas o0 moderadas a una porcién de una secuencia objetivo descrita aqui. Por un polinucleétido que hibrida a una
“porcion” de un polinucledtido se entiende un polinucleétido (bien sea ADN o ARN) que hibrida a al menos
aproximadamente 15 nucledtidos, y méas preferiblemente al menos aproximadamente 20 nucleétidos, y todavia mas
preferiblemente al menos aproximadamente 30 nucledétidos, e incluso méas preferiblemente mas de 30 nucledtidos del
polinucleétido de referencia. Para el propdsito de la invencion, dos secuencias que comparten homologia, esto es como
un polinucledtido deseado y una secuencia objetivo, pueden hibridar cuando forman un complejo de doble cadena en
una solucion de hibridacion de 6X SCC, SDS al 0.5%, 5x de solucién de Denhardt y 100 pg del ADN portador no
especifico. Véase Ausubel et al., seccion 2.9, suplemento 27 (1994). Tal secuencia puede hibridar a “restriccion
moderada”, la cual se define como una temperatura de 60°C en una solucién de hibridacion de 6X SSC, SDS al 0,5%,
5X solucion de Denhardt y 100 ug de ADN portador no especifico. Para hibridacién a “alta restricciéon”, la temperatura se
incrementa a 68°C. Después de la reaccién de hibridacion con restriccion moderada, los nucledtidos son lavados en una
soluciéon de 2X SCC mas SDS al 0.05% por cinco veces a temperatura ambiente, con lavados subsecuentes con 0.1X
SSC mas SDS al 0.1% a 60°C durante 1 hora. Para alta restriccion, la temperatura de lavado se incrementa a
tipicamente una temperatura que es aproximadamente 68°C. Los nucleétidos hibridados pueden ser aquellos que son
detectados utilizando 1 ng de una sonda radiomarcada que tiene una radioactividad especifica de 10,000 cpm/ng,
cuando los nucledtidos hibridados son claramente visibles después de la exposicion a una pelicula de rayos X a -70°C
durante no mas de 72 horas.

El constructo puede comprender un casete de expresion que produce un acido nucleico que reduce el nivel de
expresion de un gen objetivo que es expresado normalmente por una célula que contiene el constructo, en 99%, 98%,
97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91%, 90%, 89%, 88%, 87%, 86%, 85%, 84%, 83%, 82%, 81%, 80%, 79%, 78%, 77%,
76%, 75%, 74%, 73%, 72%, 71%, 70%, 69%, 68%, 67%, 66%, 65%, 64%, 63%, 62%, 61%, 60%, 59%, 58%, 57%, 56%,
55%, 54%, 53%, 52%, 51%, 50%, 49%, 48%, 47%, 46%, 45%, 44%, 43%, 42%, 41%, 40%, 39%, 38%, 37%, 36%, 35%,
34%, 33%, 32%, 31%, 30%, 29%, 8%, 27%, 26%, 25%, 24%, 23%, 22%, 21%, 20%, 19%, 18%, 17%, 16%, 15%, 14%,
13%, 12%, 11%, 10%, 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1% en comparacion con una célula que no contiene el
constructo.

Cualquier polinucleoétido, sea un “polinucledtido deseado” un “primer polinucleétido” un “segundo” polinucleétido puede
compartir un cierto porcentaje de identidad de secuencia con una secuencia objetivo. Como se explica aqui, una
secuencia objetivo puede ser, pero no limitarse a, una secuencia, de longitud parcial o completa, de un gen, elemento
regulador, tal como un promotor o terminador, exén, intrén, una region no traducida, o cualquier secuencia corriente
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arriba o corriente abajo de una secuencia gendmica objetivo. De acuerdo con lo anterior, un polinucleétido puede
comprender una secuencia que es idéntica a lo largo de la longitud de esa secuencia hasta tal secuencia objetivo. Por
otro lado, el polinucleétido puede comprender una secuencia que comparte identidad de secuencia con tal secuencia
objetivo. Por lo tanto, un polinucleétido deseado puede compartir aproximadamente 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%,
93%, 92%, 91%, 90%, 89%, 88%, 87%, 86%, 85%, 84%, 83%, 82%, 81%, 80%, 79%, 78%, 77%, 76%, 75%, 74%, 73%,
72%, 71%, 70%, 69%, 68%, 67%, 66%, 65%, 64%, 63%, 62%, 61%, o0 60% de identidad de secuencia de nucledtido con
una secuencia de secuencia objetiva.

Un polinucledtido deseado puede comprender una secuencia que es derivada de un promotor objetivo. El promotor
objetivo bien puede estar presente de manera natural en un genoma de una célula, esto es, el promotor objetivo es
enddégeno al genoma de la célula, o puede ser introducido en ese genoma a través de transformacién. El promotor
derivado del polinucleétido puede ser funcionalmente activo y contener una caja TATA 0 una secuencia similar a caja
TATA pero nunca la transcripcibn ni comienza ninguna secuencia transcritas mas alla de la transcripcion.
Alternativamente, el promotor deseado del polinucle6tido puede ser funcionalmente inactivo, por ejemplo, en ausencia
de una caja TATA. Tal promotor derivado puede representar solamente parte del promotor objetivo.

El polinucledtido deseado puede comprender una secuencia que es especifica a un intrébn que es enddgeno a un
genoma celular.

El polinuclettido deseado puede comprender una secuencia que es parte de un terminador que es enddgeno a un
genoma celular.

El constructo puede comprender dos promotores idénticos que son funcionalmente activos en un tejido objetivo. El
constructo puede comprender dos promotores diferentes, cada uno de los cuales es funcionalmente activo en un tejido
objetivo.

Un constructo puede comprender adicionalmente uno o mas polinucledtidos adicionales entre el casete A y el casete B.
Por ejemplo, en la orientacién 5" a 3°, un constructo puede comprender (i) un primer promotor, (ii) un polinucleétido
deseado, (iii) un espaciador de polinucledtidos adicional, por ejemplo, un intron, (iv) la copia complementaria inversa del
polinucleétido deseado, y (v) un segundo promotor, en donde el primero y segundo promotores estdn enlazados
operativamente al polinucleétido deseado y la copia complementaria, respectivamente, y estan orientados para inducir
una transcripcién convergente.

El polinucleétido espaciador adicional puede ser de cualquier longitud. Esto es, el polinucleétido espaciador puede ser
un intrén que tiene 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,13,14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31,
32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 30,140,150, 160,
170, 180, 190, 200, 300, 400, 500, o mas de 500 nucledtidos o cualquier entero entre ellos de longitud. Si el
polinucleétido espaciador entre dos polinucleétidos deseados es lo suficientemente largo, la transcripcién puede nunca
proceder del promotor al otro. Esto es, por cualquier razén, la transcripcion puede detenerse mientras que la maquinaria
de transcripcion esta localizada en el espaciador que no contiene un elemento terminador activo funcionalmente. De
acuerdo con lo anterior, el transcripto resultante puede comprender la secuencia de longitud completa de un primer
nucledtido deseado y una secuencia parcial del intrén, pero no una parte del segundo nucleétido deseado. Asi, puede
ser posible disefiar un constructo tal como se describe aqui con un polinucleétido espaciador que evite que la
transcripcion proceda de un polinucleétido deseado al otro. En tal situacidn, si uno de los polinucleétidos deseados esta
orientado como una copia complementaria inversa del otro, entonces la prevencion de la lectura a través de la
transcripcion evitaria, por lo tanto, la sintesis de un transcripto de ARN que sea autocomplementario.

De acuerdo con lo anterior, dependiendo de cualquiera de (i) la disposicion convergente de promotores y polinucleotidos
deseados, (ii) el nimero de copias de los polinucleétidos deseados, (iii) la ausencia de una region de terminacion a
partir del constructo, y (iv) la complementariedad y longitud de los transcriptos resultantes, pueden producirse diversas
poblaciones de moléculas de ARN a partir de los presentes constructos.

Por lo tanto, un constructo individual puede producir (i) un transcripto de ARN “en sentido” de cadena sencilla (ii) un
transcripto de ARN “antisentido” de cadena sencilla, (iii) un duplex de horquilla formado por un transcripto de ARN de
cadena sencilla que se fusiona asi mismo, o (iv) un daplex de ARN formado a partir de dos transcriptos de ARN distintos
gue se fusionan uno a otro. Un constructo individual puede ser disefiado para producir solamente transcriptos de ARN
en sentido o solamente antisentido a partir de cada promotor puesto de manera convergente.

La presente divulgacion también describe un método para reducir la expresiéon de un gen que normalmente es capaz de
ser expresado en una célula vegetal, incorporando de manera estable cualquiera de los constructos descritos aqui en el
genoma de una célula.

En este aspecto, cualquier tipo de célula de cualquier especie puede ser expuesta o transformada de manera estable o
transiente con un constructo. Por lo tanto, una célula bacteriana, una célula viral, una célula fangica, una célula de
algas, una célula de gusano, una célula vegetal, una célula de insecto, una célula de réptil, una célula de ave, una célula
de pez o una célula de mamifero puede ser transformada con un constructo. La secuencia objetivo, por lo tanto, puede
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estar localizada en el ndcleo o en un genoma de cualquiera de tales tipos de células. La secuencia objetivo, por lo tanto,
puede estar localizada en un gen en el genoma de la célula. Por lo tanto, la secuencia objetivo puede estar localizada
en al menos unos de los elementos reguladores del gen, un exdn del gen, un intrén del gen, la region 5 no traducida al
gen, o la regiéon 3" no traducida al gen. El elemento regulador del gen puede ser al menos uno del promotor o un
elemento potenciador del gen.

Alternativamente, la secuencia objetivo puede estar localizada en un transcripto de ARN que esta presente en una de
estas células y que puede o no ser producido normalmente por la célula. Esto es, el transcripto de ARN que comprende
la secuencia objetivo puede ser producido a partir de una fuente que es foranea a la célula anfitriona. Por ejemplo, el
transcripto de ARN que comprende la secuencia objetivo puede ser de origen viral pero existe en una célula vegetal.

La presente divulgacién también contempla la exposicién e integracion in vitro, ex vivo, ex planta e in vivo del constructo
deseado en un genoma celular o en preparaciones de acidos nucleicos aislados.

Los constructos, por ejemplo, pueden ser insertados en plasmidos de transformacion derivados de Agrobacterium que
contienen los elementos de frontera de T-ADN requeridos para las células de plantas transformantes. De acuerdo con lo
anterior, un cultivo de células vegetales puede ser transformado, con tal constructo de transformacion y, sucesivamente,
las células transformadas exitosamente, pueden ser cultivadas en una planta transgénica deseada que exprese los
casetes del promotor/polinucleétido que operan de manera convergente.

Los promotores pueden ser promotores constitutivos o inducibles o permutaciones de los mismos. Promotores “fuertes”
por ejemplo, pueden ser los aislados a partir de virus, tales como, el virus baciliforme de tungro de arroz, el virus de
mancha del maiz, el virus de vena de casava, el virus mirabilis, el caulimovirus de mancha clorético del cacahuete, el
virus mosaico del higo y el virus chlorella. Otros promotores pueden ser clonados a partir de especies bacterianas tales
como los promotores del gen de nopalina sintasa y octopina sintasa. Hay diversos promotores inducibles, pero
tipicamente un promotor inducible puede ser un promotor sensible a la temperatura, un promotor inducido quimicamente
0 un promotor temporal.

Especificamente, un promotor inducible puede ser un promotor Ha hasp 17.7 G4, un promotor de trigo WCS120, un
promotor de gen Rab 16A, un promotor del gen de la [alfa]-amilasa, 0 un promotor del gen pin2, o un promotor de
carboxilasa.

La presente divulgacion también describe un constructo, que comprende un casete de expresion que comprende (i) un
primer promotor enlazado operativamente a un primer polinucleétido y (i) un segundo promotor enlazado
operativamente a un segundo polinucleétido, en donde (a) ni el primero ni el segundo polinucledtidos estan enlazados
operativamente a un terminador, (b) al menos una parte del segundo polinucleétido es sustancialmente idéntico en
secuencia de nucleétidos a al menos una parte de la secuencia del primer polinucle6tido pero esta posicionado dentro
del casete en una orientacion diferente al primer polinucledtido, y (c) la direccion de transcripcion iniciada a partir del
primer promotor es hacia el segundo promotor y la direccién de transcripcion iniciada desde el segundo promotor es
hacia el primer promotor.

Al menos una parte del segundo polinucledtido puede estar orientada como una copia complementaria inversa de al
menos una parte del primer polinucledtido.

La secuencia que termina la transcripcion, a la cual ningin polinucleétido esta enlazado operativamente, puede ser una
secuencia en el extremo 3" de un gen que esta involucrado en la formacion del extremo 3" y la poliadenilacion del
transcripto de ese gen.

La secuencia que estéa involucrada en la formacién del extremo 3 y de la poliadenilacién puede ser de terminacion.

El casete de expresiéon puede no comprender (i) un terminador de gen nos, (ii) la secuencia de 3" no traducida del gen 7
de T-ADN, (iii) las secuencias de 3" no traducidas del gen de la proteina corporal de inclusién principal del virus mosaico
de la coliflor, (iv) las secuencias no traducidas 3" de la subunidad pequefia 1,5-bifosfato carboxilato de la ribulosa de
guisante, (v) las secuencias no traducidas de 3" del gen de ubiquitina-3 de patata, o (vi) las secuencias no traducidas de
3" del gen inhibidor Il de la proteinasa de patata, (vii) las secuencias no traducidas de 3" de los genes opina, (viii) las
secuencias no traducidas de 3" de genes enddgenos.

El primer polinucleétido puede comprender una secuencia que comparta identidad de secuencia con un gen objetivo o al
menos uno de un elemento regulador que esta asociado con el gen objetivo, un exén del gen objetivo, in intrén del gen
objetivo, la region 5" no traducida del gen objetivo, o la region 3"no traducida del gen objetivo.

El primer polinucleétido puede comprender una secuencia que comparte aproximadamente 99%, 98%, 97%, 96%, 95%,
94%, 93%, 92%, 91%, 90%, 89%, 88%, 87%, 86%, 85%, 84%, 83%, 82%, 81%, 80%, 79%, 78%, 77%, 76%, 75%, 74%,
73%, 72%, 71%, 70%, 69%, 68%, 67%, 66%, 65%, 64%, 63%, 62%, 61%, 60%, 59%, 58%, 57%, 56%, 55%, 54%, 53%,
52%, 51%, 50%, 49%, 48%, 47%, 46%, 45%, 44%, 43%, 42%, 41%, 40%, 39%, 38%, 37%, 36%, 35%, 34%, 33%, 32%,
31%, 30%, 29%, 8%, 27%, 26%, 25%, 24%, 23%, 22%, 21%, 20%, 19%, 18%, 17%, 16%, 15%, 14%, 13%, 12%, 11%,
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10%, 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1% de identidad de secuencia de nucleétidos con una secuencia de la
secuencia objetivo.

Un gen objetivo puede ser un gen COMT involucrado en la biosintesis de lignina, un gen CCOMT involucrado en la
biosintesis de lignina, cualquier otro gen involucrado en la biosintesis de lignina, un gen R1 involucrado en la
fosforilacion de almidén, un gen de fosforilasa involucrado en la fosforilacién de almidén, un gen PPO involucrado en la
oxidacion de polifenoles, un gen de poligalacturonasa involucrado en la degradacion de pectina, un gen involucrado en
la produccién de alérgenos, un gen involucrado en la biosintesis de acidos grasos tal como FAD2.

En la presente divulgacion, (a) el elemento regulador del gen objetivo puede ser el promotor o un elemento potenciador
asociado con el gen objetivo o (b) el primer polinucleétido puede comprender una secuencia que comparte identidad de
secuencia con un intrén de un gen objetivo, en donde el intron comprende la secuencia de SEQ ID NO: 44.

El gen objetivo puede estar localizado en el genoma de una célula. Por lo tanto, la célula puede ser una célula de una
bacteria, virus, hongo, levadura, planta, réptil, ave, pez o mamifero.

La secuencia objetivo puede estar localizada en una secuencia de ADN que codifica un transcripto de ARN.
El primero y segundo promotores pueden ser funcionales en una planta.

El casete de expresion puede estar localizado entre las secuencias de frontera del ADN de transferencia de un plasmido
que es adecuado para la transformacion de plantas mediada por bacterias.

La bacteria puede ser Agrobacterium, Rhizobium, o Phyllobacterium. La bacteria puede ser Agrobacterium tumefaciens,
Rhizobium trifolii, Rhizobium leguminosarum, Phyllobacterium myrsinacearum, SinoRhizobium meliloti, vy
MesoRhizobium loti.

El constructo puede comprender adicionalmente un polinucleétido espaciador posicionado entre el primero y segundo
polinucleétidos. El polinucleétido espaciador puede tener 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,
21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50 60, 70,
80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 300, 400, 500, 0 mas de 500 nucledtidos de longitud.

El primer promotor puede ser un promotor constitutivo cercano, un promotor especifico para tejidos, o un promotor
inducible y en donde el segundo promotor es un promotor constitutivo cercano, un promotor especifico para tejido o un
promotor inducible.

El promotor constitutivo fuerte puede ser seleccionado del grupo que consiste del promotor de ubiquitina 7 de patata, un
promotor de ubiquitina 3 de patata, un promotor de ubiquitina de tomate, un promotor de petE de alfalfa, un promotor
Pal de alfalfa, un promotor de napina de canola, un promotor de ubiquitina de maiz, un promotor de ubiquitina de arroz,
un promotor de ubiquitina de cafia de azudcar, un promotor de actina de arroz, un promotor de la subunidad pequefia
rubisco, y un promotor de la rubisco activasa.

El promotor especifico de tejido puede ser un promotor de la sintasa de enlazamiento de granulos de almidon o un
promotor del gen de la ADP glucosa fosforilasa.

El promotor inducible puede ser un promotor sensible a la temperatura, un promotor inducido quimicamente o un
promotor temporal.

El promotor inducible es seleccionado del grupo consistente de un promotor Ha hsp 17.7 G4, un promotor WCS120 de
trigo, un promotor del gen Rab 16A, un promotor del gen de a-amilasa, un promotor del gen pin2 y un promotor de
carboxilasa. La presente divulgacion también describe un plasmido de transformacién que comprende un casete de
expresion el cual comprende en la orientacion 5" a 3" (1) un primer promotor que esta enlazado operativamente a (2) un
primer polinucledtido deseado, el cual sostiene (3) al menos un polinucleétido espaciador opcional, en donde el extremo
3" de uno de los polinucledtidos espaciadores sostiene un (4) segundo polinucleétido deseado, el cual esta enlazado
operativamente a (5) un segundo promotor, en donde ningun polinucleétido deseado en el casete de operacion esta
enlazado operativamente a ningun terminador de transcripcion conocido.

Al menos una parte del primer polinucleétido deseado puede estar en la orientacion antisentido y en donde al menos
una parte del segundo polinucleétido deseado puede estar orientado como el complemento inverso del primer
polinucleétido deseado.

Al menos parte del primer polinucleétido deseado puede estar en la orientacion en sentido y en donde al menos parte
del segundo polinucleétido deseado puede estar orientado como el complemento inverso del primer polinucleétido
deseado.

Al menos parte del primer polinucleétido deseado puede ser una secuencia promotora.
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La secuencia promotora puede ser de un promotor seleccionado del grupo consistente de (1) un promotor del gen R1
asociado con almidoén, (2) un promotor del gen apolifenol oxidasa, (3) un promotor del gen acido graso desaturasa 12,
(4) un promotor del gen de acido graso omega-6 desaturasa microsémico, (5) un promotor del gen de delta 9-
desaturasa de la proteina portadora de estearoil-acilo de algodén, (6) un promotor del gen de omega 6-desaturasa de
oleoil-fosfatidil colina (7) un gen promotor de &cido cafeico/acido g/5-hidroxifertlico/5-O-metiltransferasa (COMT) de
Medicago truncatula, (8) un gen promotor de &cido cafeico/acido 5-hidroxiferdlico 3/5-O-metiltransferasa (COMT) de
Medicago sativa (alfalfa), (9) un gen promotor de la cafeil CoA 3-O-metiltransferasa (CCOMT) de Medicago truncatula,
(10) un gen promotor de la cafeoil CoA 3-O-metiltransferasa (CCOMT) de Medicago sativa (alfalfa), (11) un gen
promotor principal del alérgeno Mal d1 de manzana, (12) un gen promotor principal del alérgeno Ara h2 de cacahuete,
(13) un gen promotor principal de Gly m Bd 30 K del alérgeno de soja y (14) un gen promotor de poligalacturonasa.

En la presente divulgacion, (i) al menos uno del primero y segundo promotores pueden ser un promotor GBSS, vy (ii) el
primer polinucleétido deseado puede ser una secuencia de un gen de polifenol oxidasa.

El primero y segundos promotores pueden ser promotores de GBSS.
Tanto el primer promotor puede ser un promotor de GBSS y el segundo promotor puede ser un promotor de AGP.

La presente divulgacion también describe un método para reducir la expresién de un gen que es normalmente capaz de
ser expresado en una célula vegetal, que comprende la exposicion de una célula vegetal a cualquier constructo descrito
aqui, en donde el constructo es mantenido en una cepa bacteriana, en donde el polinucleétido deseado comprende una
secuencia que comparte identidad de secuencia con una secuencia objetivo en el genoma de la célula vegetal.

La cepa bacteriana puede ser Agrobacterium tumefaciens, Rhizobium trifolii, Rhizobium leguminosarum,
Phyllobacterium myrsinacearum, Sino-Rhizobium meliloti, y MesoRhizobium loti.

La presente divulgacion describe un constructo, que comprende un casete de expresion que comprende en la
orientaciéon 5" a 3" (i) un primer promotor, (ii) un primer polinucle6tido que comprende una secuencia que comparte
identidad de secuencia con al menos una parte de una secuencia promotora de un gen objetivo, (iii) un segundo
polinucleétido que comprende una secuencia que comparte identidad de secuencia con el complemento inverso de al
menos una parte del promotor del gen objetivo, y (iv) un segundo promotor, en donde el primer promotor esta enlazado
operativamente al extremo 5 del primer polinucleétido y el segundo promotor esta enlazado operativamente al extremo
3’ del segundo polinucleotido.

La presente divulgacion también describe un constructo, que comprende un casete de expresion el cual comprende en
la orientacién 5" a 3" (i) un primer promotor, (ii) un primer polinucleétido que comprende una secuencia que comparte
identidad de secuencia con al menos una parte de una secuencia del promotor de un gen objetivo, (iii) un segundo
polinucleétido que comprende una secuencia que comparte identidad de secuencia con el complemento inverso de al
menos una parte del promotor del gen objetivo (iv) un terminador, en donde el primer promotor esti enlazado
operativamente al extremo 5" del primer polinucleétido y el segundo polinucleétido esta enlazado operativamente al
terminador.

La presente divulgacion también describe un plasmido de transformacién vegetal que comprende la secuencia
representada en SEQ ID NO: 40 o 42.

La presente divulgacion también describe un método para reducir endulzamiento inducido por frio en un tubérculo, que
comprende expresar cualquier constructo descrito aqui en una célula de un tubérculo, en donde (a) el primer
polinucleétido comprende la secuencia de parte de un gen R1 (b) el segundo polinucleétido es el complemento inverso
del primer polinucleétido en comparacion con el primer polinucleétido, (c) ambos o uno del primero y segundo
promotores son GBSS o AGP, y (d) la expresion del constructo en la célula reduce la transcripcion y/o traduccion de un
gen R1 en el genoma de la célula del tubérculo, reduciendo por lo tanto el endulzamiento inducido por el frio en el
tubérculo. El primer polinucledtido puede comprender la secuencia representada en SEQ ID NO: 23 o 24. El tubérculo
puede ser una patata. El primer polinucleétido puede comprender dos copias de la secuencia de SEQ ID NO: 23 o 24.

La presente divulgacion también se relaciona con un método para potenciar la tolerancia a la lesion por mancha negra
en un tubérculo, que comprende la expresion de cualquier constructo descrito aqui en una célula de un tubérculo, en
donde (a) el primer polinucledtido comprende la secuencia de parte de un gen de polifenol oxidasa, (b) el segundo
polinucleétido es el complemento inverso del primer polinucleétido, (¢) uno o ambos del primero y segundo promotores
son GBSS o AGP, y (d) la expresién del constructo en la célula reduce la transcripcion y/o traduccién de un gen de
polifenol oxidasa en el genoma de la célula de tubérculo, potenciando por lo tanto la tolerancia del tubérculo a la lesion
por mancha negra. En una realizacion, el primer polinucleétido comprende la secuencia de SEQ ID NO: 26 o 27. El
tubérculo puede ser una patata. El primer polinucleétido puede comprender dos copias de la secuencia de SEQ ID NO:
26 0 27.

La presente divulgacion también se relaciona con un método para incrementar los niveles de acido oleico en una planta
portadora de aceite, que comprende expresar cualquier constructo descrito aqui en una célula de una semilla de una
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planta portadora de aceite, en donde (a) el primer polinucleétido comprende la secuencia de parte de un gen Fad2, (b)
el segundo polinucleétido es un complemento inverso del primer polinucleétido, (c) uno o ambos del primero y segundo
promotores son el gen de napina, el gen Fad2, o promotores del gen de estearoil-ACP desaturasa, y (d) la expresion
del constructo en la célula reduce la transcripcion y/o traduccion de un gen Fad2 en la célula de la semilla de la planta
portadora de aceite, incrementando por lo tanto el contenido de aceite de la semilla. El primer polinucleétido puede
comprender la secuencia representada en SEQ ID NO: 28. La secuencia del promotor del gen napina puede
comprender la secuencia representada en SEQ ID NO: 30.

La secuencia del promotor del gen de estearoil-ACP desaturasa puede comprender la secuencia representada en SEQ
ID NO: 31.

La secuencia del promotor de gen Fad2 puede comprende la secuencia representada en SEQ ID NO: 32.

La planta portadora de aceite puede ser una planta de Brassica, planta de canola, planta de soja, planta de algodén o
planta de girasol.

La presente divulgacion también describe un método para reducir el contenido de lignina en una planta, que comprende
expresar cualquier constructo descrito aqui en una célula de la planta, en donde (a) el primer polinucleétido comprende
la secuencia de parte de un gen de &cido cafeico/acido 5-hidroxiferdlico 3/5-O-metiltransferasa (COMT), (b) el segundo
polinucleétido es el complemento inverso del primer polinucleétido, (¢) uno o ambos del primero y segundo promotores
son los promotores de gen petE o pal y (d) la expresion del constructo en la célula reduce la transcripcion y/o traduccién
de un gen COMT en la célula de la planta, reduciendo por lo tanto el contenido de lignina en una planta. La célula puede
estar presente en el sistema vascular de la planta. En una realizacién preferida, la planta es una planta de alfalfa. El
primer polinucledtido puede comprender la secuencia representada en SEQ ID NO: 33 o 37.

La presente divulgacion describe un método para reducir la degradacién de la pectina en una fruta de una planta,
comprendiendo la expresion de cualquier constructo descrito aqui en una célula de fruta de la planta, en donde (a) el
primer polinucleétido comprende la secuencia de parte de un gen de poligalacturonasa, (b) el segundo polinucleétido es
el complemento inverso del primer polinucledtido, (c) tanto el primero como el segundo promotores son promotores
especificos de la fruta, y (d) la expresion del constructo en la célula de la fruta reduce la transcripcién y/o traduccion de
un gen de poligalacturonasa en la célula de la planta, reduciendo por lo tanto la degradacion de la pectina en la fruta. El
primer polinucledtido puede comprender la secuencia representada en SEQ ID NO: 39.

La presente divulgaciéon describe un método para reducir la alergenicidad de un alimento producida por una planta, que
comprende la expresion de cualquier constructo descrito aqui en una célula de una planta, en donde (a) el primer
polinucleétido comprende la secuencia de parte de un gen que codifica un alérgeno, (b) el segundo polinucleétido es el
complemento inverso del primer polinucleétido, y (c)la expresion del constructo reduce la transcripcién y/o traduccién del
alérgeno, reduciendo por lo tanto la alergenicidad de un alimento producido por la planta.

En la presente divulgacion, (a) la planta puede ser una planta de manzana, (b) el alimento puede ser una manzana, (c)
el primer polinucleétido puede comprender una secuencia del promotor de gen Mal d |, y (d) la expresiéon del constructo
en la planta de manzana puede reducir la transcripcién y/o traduccion de Mal de | en la manzana.

En la presente divulgacién, (a) planta puede ser una planta de cacahuete, (b) el alimento puede ser un cacahuete, (c) el
primer polinucleétido puede comprender una secuencia del promotor del gen Ara h2, y (d) la expresién del constructo
en la planta de cacahuete reduce la transcripcion y/o traduccion de Ara h2 en el cacahuete.

En la presente divulgacion, (a) la planta puede ser una planta de soja, (b) el producto puede ser una soja, (c) el primer
polinucleétido puede comprender una secuencia del promotor de gen Gly m Bd, y (d) la expresion del constructo en la
planta de soja puede reducir la transcripcion y/o traduccion de Gly m Bd en la soja.

La presente divulgacion describe un método para subregular la expresion de genes mudltiples en una planta, que
comprende expresar en una célula de una planta un constructo que comprende la secuencia representada en SEQ ID
NO: 40, la cual subregula la expresién de la polifenol oxidasa, el gen de la fosforilasa L y el gen de R1 en la célula de
vegetal.

La presente divulgacion describe un método para subregular la expresion de genes miltiples en una planta que
comprende expresar en una célula de una planta un constructo que comprende la secuencia representada en SEQ ID
NO: 42, la cual subregula la expresién de polifenol oxidasa, gen de fosforilasa L y el gen R1 en la célula vegetal.

La presente divulgacion describe un constructo, que comprende un promotor deseado que estd enlazado
operativamente a (i) un primer promotor en su extremo 5 (ii) un segundo promotor en su extremo 3", en donde el
promotor deseado comparte identidad de secuencia con un promotor objetivo en un genoma de interés.

La presente divulgacion describe un constructo, que comprende dos copias orientadas de manera convergente de un
promotor deseado que estan separadas por un polinucleétido, en donde el promotor deseado comparte identidad de
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secuencia con un promotor objetivo en un genoma deseado de interés. El polinucleétido que separa los promotores
orientados de manera convergente puede ser un intrén.

La presente divulgacion se relaciona con un constructo, que comprende dos promotores deseados que estan enlazados
operativamente a un promotor y un terminador, en donde los promotores deseados comparten identidad de secuencia
con un promotor objetivo en un genoma de interés. Los dos promotores deseados pueden compartir, a lo largo de al
menos una parte de sus longitudes respectivas, identidad de secuencia uno con otro y en donde uno de los promotores
deseados puede estar orientado como el complemento inverso del otro.

La presente divulgacion se relaciona con un constructo, que comprende dos promotores deseados que estan enlazados
operativamente a un promotor y un terminador, en donde los promotores deseados comparten identidad de secuencia
con un promotor objetivo en un genoma de interés. Los dos promotores deseados pueden compartir, a lo largo de al
menos una parte de sus longitudes respectivas, identidad de secuencia uno con otro y en donde uno de los promotores
deseados puede estar orientado como el complemento inverso del otro.

La divulgacién de productos se relaciona con un constructo que comprende cuatro repeticiones directas de un
polinucleétido de interés, las cuales son precedidas por un fragmento de ADN antisentido del polinucleétido de interés.
Tal constructo esta representado por pSIM1111.

La presente divulgacion también provee un método para reducir el nivel de expresion de un gen endégeno en una planta
de alfalfa, que comprende introducir un casete en una célula de alfalfa, en donde el casete comprende dos promotores
especificos de alfalfa dispuestos en una orientacidon convergente uno a otro, en donde la actividad de los promotores en
el casete reduce el nivel de expresion de un gen de alfalfa endogeno, el cual estd enlazado operativamente en el
genoma de la alfalfa a un promotor que tiene una secuencia que comparte identidad de secuencia con al menos una
parte de uno de los promotores en el casete. La secuencia de al menos uno de los promotores esta representada en
SEQ ID NO: 54 o0 SEQ ID NO: 55.

La presente divulgacion también provee un método para reducir la expresion de un gen Comt, que comprende expresar
un fragmento de un gen Comt o un fragmento de un promotor de Comt en una célula que comprende un gen Comt en
su genoma.

La presente divulgacion también provee un método para reducir la expresion de un gen de Comt o un gen Ccomt, que
comprende expresar el constructo de cualquier constructo descrito aqui en una célula que comprende un gen Comt o un
gen Ccomt en su genoma, en donde el primer polinucleétido comprende una secuencia de un gen Comt o un promotor
de gen Comt o un gen Ccomt o un promotor de gen Ccomt.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 representa diagramas especificos para T-ADN de vectores binarios que (a) representan un control negativo
(pSIM714) y (b) comprende constructos que representan constructos de silenciamiento convencionales, pSIM374,
pSIM718 y pSIM755. “B” denota una secuencia frontera de ADN de transferencia; “T” denota una secuencia de
terminacion; “hptll” es un gen de resistencia que confiere resistencia a la higromicina a una planta; “P1” denota una
secuencia promotora y, en este ejemplo, es un promotor que es idéntico al promotor que guia un gen de beta-
glucoronidasa activo funcionalmente (gus) en la planta gus transgénica; “P2” denota una secuencia promotora que
también es funcionalmente activa pero diferente de P1; “gus-S” denota un fragmento de un gen gus; “gus-A” denota un
complemento inverso del fragmento del gen de gus; “I” denota un intrén. Con respecto a gus-S y gus-A la flecha gruesa
sélida significa (parte de los) transcriptos de ARN que comparten identidad con una parte del transcripto producido por
la expresion del gen gus; las flechas gruesas punteadas significan (parte de) los transcriptos de ARN que comparten
identidad con una parte del complemento inverso del transcripto del gen gus; las lineas regadas significan partes del
transcripto con homologia o complementariedad inversa a otra secuencia tal como el intrén del constructo. En este
aspecto, la flecha abierta que apunta hacia la izquierda (la cual denota el elemento “gus-A” en el casete) indica que el
elemento gus-A esta orientado en el casete de expresidon como el complemento inverso del gus-S, la flecha que sefiala
hacia la derecha. Por lo tanto, los promotores P1 y P2 estan orientados de tal manera que la transcripcion desde cada
uno procede de una manera convergente, esto es, la transcripcion de P1 proceda hacia P2 y viceversa.

La figura 2 representa diagramas esquematicos para T-ADN de vectores binarios que comprenden constructos que
recuerdan los constructos de silenciamiento convencionales excepto en que carecen de un terminador, pSIM728,
pSIM140 y pSTM758. Con respecto a gus-S y gus-A, la flecha gruesa sélida significa la parte de los transcriptos de
ARN que comparten identidad con una parte del transcripto producido por la expresion del gen gus; la flecha punteada
gruesa significa parte de los transcriptos de ARN que comparten identidad con una parte del complemento inverso del
transcripto del gen gus; las lineas delgadas significan partes del transcripto con homologia o complementariedad inversa
a otra secuencia tal como el intron del constructo.

La figura 3 representa diagramas esquematicos para T-ADN que comprende constructos “de transcripcion colisionante
libre de terminador” (TFCT). Especificamente, ilustra los T-ADN de pSIM715, pSIM717, pSIM756 y pSIM771. La clave
para los elementos identificados y las flechas soélidas y punteadas es la misma que la explicada en la descripcién de la
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figura 1. En pSIM717, la lectura de la transcripcion originada tanto desde P1 como P2 sobre el intrén produce
transcriptos que contienen secuencias 5 idénticas a la parte del transcripto del gen gus y secuencias 3" que son
inversas complementarias al transcripto del gen gus. Estos transcriptos pueden plegarse para producir parcialmente
ARN de doble cadena. Dependiendo de la capacidad del complejo de transcripcion P1 para proceder cargado, un
transcripto de ARN, iniciado desde el promotor P1, podria transcribir predeciblemente secuencias corriente abajo de la
secuencia de gus-S a la cual esta enlazado operativamente. De acuerdo con lo anterior, cuando se lee el “tope”, esto
es, la cadena en sentido de pSIM717, en una direcciéon 5" a 3", un transcripto de P1 puede comprender la secuencia del
intrén que interviene (“I”), asi como la secuencia del elemento gus-S de complemento inverso. La secuencia de la
cadena “tope” del elemento gus-S de complemento inverso es el antisentido de gus-S.

La figura 4 representa diagramas esquematicos para T-ADN que comprenden constructos de “transcripcion colisionante
libre de terminador” (TFCT). Especificamente, ilustra a los T-ADN de pSIM754, pSIM773 y pSIM767. La clave para los
elementos identificados y las flechas sélidas y punteadas es la misma que la explicada para la descripcion de la figura 1.
PIn indica la parte del promotor pl que esta corriente arriba de la caja TATA. Esta secuencia no es funcional como
promotora.

La figura 5 representa diagramas especificos para T-ADN que comprende constructos de “transcripciéon colisionante
libre de terminador” (TFCT). Especificamente, ilustra el T-ADN de pSIM782. La clave para los elementos identificados y
las flechas sdlidas y punteadas es la misma que la explicada en la descripcién de la figura 1. Gusl indica el intrén del
gen de gus.

La figura 6 representa diagramas esquematicos para T-ADN que comprende constructos de “transcripcién colisionante
libre de terminador” (TFCT). Especificamente vy, ilustra los T-ADN de pSIM765, pSIM922F, pSIM922G, pSIM774 y
pSIM775. La clave para los elementos identificados y las flechas sélidas y punteadas es la misma que la explicada en la
descripcién de la figura 1. PPO indica un fragmento del gen PPO del tabaco.

La figura 7 muestra geles de agarosa teflidos con bromuro de etidio que contiene los productos de RT-PCR + = control
de plasmido positivo; - = control negativo; M = marcador; T1 = transcripto del promotor P1; T2 = transcripto del promotor
P2.

La figura 8 muestra autorradiogramas de siembras en gel de ARN. La sonda utilizada para la hibridacion fue derivada
del gen gus.

La figura 9 muestra un andlisis de secuencia de los diversos fragmentos promotores e identifica una secuencia de 89-bp
que puede ser ventilada durante el silenciamiento basado en el promotor.

La figura 10 representa mapas de plasmido. G: fragmento de gen gus; H: casete de expresion para el gen hptll; LB:
region de frontera izquierda; RB: region de frontera derecha; T: terminador; P1: promotor P1; P1n: promotor P1 no
funcional que carece de una caja TATA; P2: promotor P2; P3: promotor P3; GB: promotor GBSS; PP: fragmento del gen
PPO; PT = fragmento del gen PPO de tabaco. La direccidn de la transcripcion esté indicada con una flecha solida negra
pequefa.

Descripciones detalladas de las realizaciones preferidas

Un constructo de la presente realizacién puede ser utilizado para reducir o prevenir eficientemente la transcripcion o
traduccion de un acido nucleico objetivo disparando la transcripcion convergente de un polinucleétido deseado. Por lo
tanto una meta de la presente invencién es proveer constructos que produzcan moléculas de acido nucleico que
previenen o reducen la expresion de un gen o de un producto genético, tal como un transcripto de ARN o proteina.

Una caracteristica particular de tal constructo es que, en contraste con los constructos de silenciamiento
convencionales, no se inserta un terminador funcional y operativamente enlazado al extremo 3" de un polinucleétido
deseado. Esta bien establecido que un terminador es una secuencia de nucledtido, tipicamente localizada en el extremo
3" de un gen, que esta involucrada en la escision del trascripto de ARN que es trascripto desde el gen y en la
poliadenilacién de ese trascripto. Tipicamente, un terminador esta localizado corriente abajo del codén de detencion del
gen.

Los terminadores que fueron utilizados para la construccion de casetes de silenciamiento convencionales, y que estan
excluidos de los constructos de la presente invencion, fueron derivados a partir de tales regiones 3" de ciertos genes y
frecuentemente también incluian incluso mas secuencias de ADN no trascritas corriente abajo. La seleccion de cudl
terminador usar ha sido méas frecuentemente simplemente un asunto de conveniencia. Por lo tanto, los terminadores de
opina o las regiones de terminacion de genes enddgenos y caracterizados previamente han sido utilizados en
constructos de silenciamiento convencionales. Uno de los terminadores usados mas frecuentemente, por ejemplo, es el
terminador del gen de nopalina sintasa (nos) de Agrobacterium, el cual comprende tres secuencias no traducidas 3" y
algo de ADN adicional corriente abajo. Otros terminadores incluyen:

Las secuencias de 3" no traducidas del gen 7 de T-ADN (Genbank accession V00090).
11
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Las secuencias de 3" no traducidas del gen de la proteina de inclusién de cuerpo principal del virus mosaico de la
coliflor.

Las secuencias no traducidas de 3" de la subunidad pequefia de 1,5-bifosfato carboxilasa de la ribulosa de guisante
(Genbank accession M21375).

Las secuencias no traducidas de 3" del gen de ubiquitina-3 de patata (Genbank accession Z11669).
Las secuencias no traducidas de 3" del gen inhibidor de proteinasa Il de patata (Genbank accession CQ889094).
Las secuencias no traducidas de 3" de genes de opina.

Las secuencias no traducidas de 3" de genes enddgenos; esto es genes que normalmente son expresados por el
genoma de un organismo.

Con respecto a la presente divulgacion, sin embargo, ninguno de tales terminadores, en efecto, ningin terminador
funcional, esta enlazado operativamente de manera directa a un polinucleétido deseado del presente constructo. Ni esta
un polinucledtido deseado enlazado operativamente de manera directa a un terminador que es precedido por una
secuencia codificadora de ribozima autodividible.

Otra caracteristica del constructo de la presente divulgacién es que promueve la transcripcion convergente de una o
mas copias del polinucledtido que estd o no enlazado operativamente de manera directa a un terminador, a través de
dos promotores opuestos. Debido a la ausencia de una sefial de terminacion, la longitud del conjunto de las moléculas
de ARN que es transctrito a partir del primero y segundo promotores puede ser de diversas longitudes.

Ocasionalmente, por ejemplo, la maquinaria de transcripcion puede continuar transcribiendo después del ultimo
nucledtido que significa el “final” de la secuencia de polinucleétido deseada. De acuerdo con esto, en esta disposicién
particular, la terminacién de la transcripcion puede ocurrir bien sea a través de la accién débil y no prevista de la
secuencias corriente abajo que, por ejemplo, promueven la formacion de horquilla o a través de la acciéon de
terminadores transcripcionales no previstos localizados en el ADN de planta que flanquea el sitio de integracion del ADN
de transferencia.

Un constructo de transcripcion de colisionamiento libre de terminador (TFCT) de la presente divulgacion, por lo tanto,
puede comprender un primer promotor enlazado operativamente a un primer polinucleétido y un segundo promotor
enlazado operativamente a un segundo polinucleoétido, con lo cual (1) el primero y segundo polinucleétidos comparten
al menos alguna identidad de secuencia uno con otro y una secuencia objetivo, y (2) el primer promotor esta orientado
de tal manera que la direccion de la transcripcién iniciada por este promotor procede hacia el segundo promotor, y
viceversa, (3) el constructo produce moléculas de ARN que son en general diferentes en tamafio, representando
algunos transcriptos las contrapartes de ARN de al menos una parte del polinucleétido y comprendiendo otras las
contrapartes al menos alguno de los dos polinucleétidos y su complemento inverso.

El polinucledtido deseado puede estar enlazado en dos orientaciones diferentes al promotor. En una orientacion, por
ejemplo, “en sentido”, al menos la parte 5" del transcripto de ARN resultante compartira identidad de secuencia con al
menos una parte de al menos un transcripto objetivo. Un ejemplo de esta disposicion es mostrada en la Figura 3 como
pSIM717. En la otra orientacion disefiada como “antisentido”, al menos la parte 5” del transcripto predicho sera idéntica
u homoéloga a la al menos parte del complemento inverso de al menso un transcripto objetivo. Un ejemplo de esta Ultima
disposicion se muestra en la Figura 3 como pSIM756.

Tal como se utiliza aqui, “identidad de secuencia” o “identidad” en el contexto de dos secuencias de acidos nucleicos o
polipéptidos incluye referencia a los residuos en las dos secuencias que son la misma cuando se alinean para
correspondencia maxima a lo largo de una regién especificada. Cuando el porcentaje de identidad de secuencia se
utiliza de referencia a proteinas se reconoce que las posiciones de los residuos que no son idénticas difieren
frecuentemente por sustituciones de amino4cidos conservadoras, en donde los residuos de aminodcidos estan
sustituidos por otros residuos de aminoacidos con propiedades quimicas similares (por ejemplo carga o hidrofobicidad) y
por lo tanto no cambian las propiedades funcionales de la molécula. Cuando las secuencias difieren en sustituciones
conservadoras, la presente identidad de secuencia puede ser ajustada hacia arriba para corregir la naturaleza
conservadora de la sustitucion. Se dice que las secuencias que difieren en tales sustituciones conservadoras tienen
“similitud de secuencias” o “similitud”. Los medios para hacer este ajuste son bien conocidos para los experimentados
en el arte. Tipicamente esto involucra calificar una sustitucion conservadora como parcial en vez de una no coincidencia
completa, incrementando por tanto el porcentaje de identidad de secuencia. Asi, por ejemplo, cuando a un aminoacido
idéntico se da un marcador de 1 y a una sustitucion no conservadora se da un marcador de cero, se da a una
sustitucién conservadora un marcador entre cero y 1. El marcador de las sustituciones conservadoras es calculado, por
ejemplo, de acuerdo con el algoritmo de Meyers y Miller, Computer Applic. (Intelligenetics, Mountain View, California,
Estados Unidos).
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Tal como se utiliza aqui, “porcentaje de identidad de secuencia” significa el valor determinado por comparacién de dos
secuencias Optimamente alineadas a lo largo de una ventana de comparacion, en donde la porcién de la secuencia de
polinucleétidos en la ventana de comparacion puede comprender adiciones o eliminaciones “esto es, brechas” en
comparacion con la secuencia de referencia (la cual no comprende adiciones o eliminaciones) para un alineamiento
optimo de las dos secuencias. El porcentaje es calculado determinando el nimero de posiciones en las cuales el
residuo de bases de acido nucleico o aminoacidos idénticos se presentan ambas secuencias para generar el nimero de
posiciones coincidentes, dividiendo el nimero de posiciones coincidentes por el nimero total de posiciones en la
ventana de comparacion y multiplicando el resultado por 100 para dar el porcentaje de identidad de secuencia.

Los métodos de alineamiento de secuencias para comparacion son bien conocidos en la técnica. El alineamiento éptimo
de las secuencias por comparacion puede llevarse a cabo mediante el algoritmo de homologia local de Smith y
Waterman, Adv. Appl. Match. 2: 482 (1981); mediante el algoritmo de alineamiento de homologia de Needleman y
Waunsch, J. Mol. Biol. 48: 443 (1970); mediante la busqueda de método de similaridad de Pearson y Lipman, Proc. Natl.
Acad. Sci. 85: 2444 (1988); por la implementacién por ordenador de estos algoritmos, incluyendo, pero no limitandose a:
CLUSTAL en el programa PC/Gene de Intelligenetics, Mountain View, California; GAP, BESTFIT, BLAST, FASTA, y
TFASTA en el Wisconsin Genetics Software Package, Genetics Computer Group (GCG), 575 Science Dr., Madison,
Wisconsin, Estados Unidos; el programa CLUSTAL esté bien descrito en Higgins and Sharp, Gene 73: 237-244 (1988);
Higgins and Sharp, CABIOS 5: 151-1153 (1989); Corpet, et al., Nucleic Acids Research 16: 10881-90 (1988); Huang, et
al., Computer Applications in the Biosciences 8: 155-65 (1992), y Pearson, et al., Methods in Molecular Biology 24: 307-
331 (1994).

La familia BLAST de programas que pueden ser utilizados para busquedas de similitud en bases de datos incluyen:
BLASTN para la busqueda de secuencias de nucleétidos contra secuencias de bases de datos de nucleétidos; BLASTX
para busqueda de secuencias de nucle6tidos contra secuencias de bases de datos de proteinas; BLASTP para
blusquedas de secuencias de proteina contra secuencias de bases de datos de proteinas; TBLASTN para busquedas de
secuencias de proteinas contra secuencias de bases de datos de nuclettidos; y TBLASTX para busqueda de
secuencias de nucleotidos contra secuencias de bases de datos de nucleotidos. Véase, Current Protocols in Molecular
Biology, Chapter 19, Ausubel, et al., Eds., Greene Publishing and Wiley-Interscience, New York (1995); Altschul et al., J.
Mol. Biol., 215:403-410 (1990); y, Altschul et al., Nucleic Acids Res. 25:33 89-3402 (1997).

El software para llevar cabo analisis BLAST estad disponible de manera publica, por ejemplo, a través del National
Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Este algoritmo involucra primero identificar pares de
secuencias de alto marcador (HSP) identificando palabras cortas de longitud W en la secuencia buscada, la cual bien
sea coincide o satisface con algin marcador de umbral de valor positivo T cuando se alinea con una palabra de la
misma longitud en una secuencia de la base de datos. T se considera como el umbral de marcador de la palabra vecina.
Estos impactos de palabra vecina iniciales actian como semillas para iniciar blisquedas para encontrar los HSP mas
largos que las contienen. Los impactos de palabra se extienden entonces en ambas direcciones a lo largo de cada
secuencia en la medida en que el marcador de alineamiento acumulativo puede ser incrementado. Los marcadores
acumulativos se calculan utilizando, para secuencias de nucledtidos, los parametros M (marcador de recompensa para
un par de residuos coincidentes; siempre > 0) y N (marcador de penalidad para residuos no coincidentes; siempre < 0).
Para secuencias de aminoacidos, se utiliza una matriz de marcacion para calcular el marcador acumulativo. La
extension de los impactos de palabra en cada direccion se detiene cuando: el marcador de alineamiento acumulativo
cae por fuera de la cantidad X a partir de su valor maximo alcanzado; el marcador acumulativo llega a cero o menos,
debido a la acumulaciéon de uno o mas alineamientos de residuos de marcador negativo; o se alcanza el extremo de
cada secuencia. Los parametros W, T y X del algoritmo BLAST determinan la sensibilidad y velocidad del alineamiento.
El programa BLASTN (para secuencias de nucleétido) utiliza como valor de fondo una longitud de palabra (W) de 11,
una expectativa (E) de 10, un corte de 100, M=5, N=-4 y una comparacion de ambas cadenas. Para secuencias de
aminoécidos, el programa BLASTP utiliza como valor de fondo una longitud de palabra (W) de 3, una expectativa (E) de
10, y la matriz de marcacion BLOSUM62 (véase Henikoff & Henikoff (1989) Proc. Natl. Acad. Sci, Estados Unidos
89:10915).

Ademas del célculo del porcentaje de identidad de secuencia, el algoritmo BLAST también lleva a cabo un analisis
estadisticos de la similitud entre dos secuencias (véase, por ejemplo, Karlin & Altschul, Porc. Natl. Acad. Sci, Estados
Unidos 90:5873-5877 (1993)). Una medida de similitud provista por el algoritmo BLAST es la probabilidad de suma mas
pequefia (P(N)), la cual provee una indicacién de la probabilidad con la cual una coincidencia entre dos secuencias de
nucledtidos o aminoacidos ocurriria por casualidad.

Las busquedas BLAST asumen que las proteinas pueden ser modeladas como secuencias aleatorias. Sin embargo,
muchas proteinas reales comprenden regiones de secuencias no aleatorias las cuales pueden ser tractos
homopoliméricos, repeticiones de periodo corto, o regiones enriquecidas en uno o mas aminoacidos. Tales regiones de
baja complejidad pueden ser alineadas entre proteinas no relacionadas incluso aunque otras regiones de la proteina
sean completamente disimiles. Un cierto nimero de programas de filtro de baja complejidad pueden ser empleados
para reducir tales alineamientos de baja complejidad. Por ejemplo, los filtros de baja complejidad SEG (Wooten y
Federhen, Comput. Chem., 17:149-163 (1993)) y XNU (Claverie y States, Comput. Chem., 17:191-201 (1993)) pueden
ser empleados solos 0 en combinacién.
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El alineamiento mudltiple de las secuencias puede llevarse a cabo utilizando el método CLUSTAL de alineamiento
(Higgins and Sharp (1989) CABIOS 5:151:153) con los parametros de fondo (PENALIDAD DE BRECHA=10,
PENALIDAD DE LONGITUD DE BRECHA =10). Los parametros de fondo para alineamientos apareados utilizando el
método CLUSTAL son KTUPLE 1, PENALIDAD DE BRECHA=3, VENTANA=5, y DIAGONALES GUARDADAS=5.

Cualquiera o todos los elementos de las secuencias de ADN que se describen aqui pueden ser endégenos para uno o
mas genomas de plantas. De acuerdo con lo anterior, todos los elementos y secuencias de ADN, que son seleccionados
para el casete de transferencia final pueden ser endégenos para, o nativos para, el genoma de la planta que va a ser
transformado. Por ejemplo, todas las secuencias pueden venir de un genoma de patata. Alternativamente, uno o mas de
los elementos o secuencias de ADN pueden ser enddgenos a un genoma de planta que no es la misma que la especie
de la planta que va a ser transformada, pero que funciona en cualquier evento en la célula de la planta anfitriona. Tales
plantas incluyen plantas de patata, tomate y alfalfa. La presente divulgacion también abarca el uso de uno o mas
elementos genéticos de una planta que es infértil con la planta que va a ser transformada.

Las preocupaciones publicas fueron abordadas a través del desarrollo de una metodologia completamente natural para
hacer plantas manipuladas genéticamente, como se divulga en Rommens et al., en W02003/063980, US-2003-
0221213, US-2004-010745, y W0O2005/004585. Rommens et al., ensefia la identificacién y aislamiento de elementos
genéticos de plantas que pueden ser utilizados para la transformacion de plantas mediada por bacterias. Asi, Rommens
ensefia que un ADN de transferencia derivado de una planta (“P-ADN”), por ejemplo, puede ser aislado a partir de un
genoma de planta y utilizado en lugar de un T-ADN de Agrobacterium para manipular genéticamente plantas.

En este aspecto, una “planta” incluye, pero no esta limitada a angiospermas y gimnospermas tales como patata, tomate,
tabaco, aguacate, alfalfa, lechuga, zanahoria, fresa, remolacha de azlcar, casava, patata dulce, soja, guisante, alubia,
cocombro, uva, brassica, maiz, pasto para césped, trigo, arroz, cebada, sorgo, avena, roble, eucalipto, nogal y palma.
Asi, una planta puede ser una monocotiledénea o una dicotiledonea. “Planta” y “material vegetal”, también abarca
células de plantas, semillas, progenie de una planta, propagulo bien sea generado sexual o asexualmente, y
descendientes de cualquiera de estos, tales como cortes o semillas. “Material vegetal” puede referirse a células
vegetales, cultivos de suspension de células, callus, embriones, regiones meristeméticas, tejido de callus, hojas, raices,
brotes, gametofitos, esporofitos, polen, semillas, semillas en germinacién y microsporas. Las plantas pueden estar en
diversas etapas de madurez y pueden ser cultivadas en cultivo liquido o sélido, o en suelo o en medios adecuados en
macetas, invernaderos o campos. La expresion de secuencias de guia, de arrastre o genéticas introducidas en las
plantas puede ser transiente o permanente.

Asi, cualquiera de tales plantas o materiales vegetales pueden ser transformados. En este aspecto, la transformacion de
una planta es un proceso mediante el cual el ADN es integrado de manera estable en el genoma de una célula vegetal.
“De manera estable” se refiere a la retencidn y/o expresion permanente, o no transiente de un polinucledtido en y por un
genoma de célula. Asi, un polinucleétido integrado de manera estable es aquel que es una fijacién dentro de un genoma
de célula transformada y puede ser replicado y propagado a través de la progenie sucesiva de la célula o de la planta
transformada resultante. La transformacion puede ocurrir bajo condiciones naturales o artificiales utilizando diversos
métodos bien conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, METHODS IN PLANT MOLECULAR BIOLOGY AND
BIOTECHNOLOGY, Bernard R. Glick and John E. Thompson (eds), CRC Press, Inc., London (1993); Chilton, Scientific
American, 248) (6), pp. 36-45, 1983; Bevan, Nucl. Acids. Res., 12, pp. 8711-8721,1984; y Van Montague et al., Proc R
Soc Lond B Biol Sci., 210(1180), pp. 351-65, 1980. Las plantas también pueden ser transformadas utilizando técnicas
de “transformacion refinada” y “cruces precisos”. Véase, por ejemplo, Rommens et al., en W02003/069980, US-2003-
0221213, US-2004-010745, WO2005/004585, US-2004-0003434, US-2005-0034188, WO2005/002394, vy
W02003/079765.

Una o mas caracteristicas de una planta portadora de tubérculos puede ser modificado utilizando las secuencias y
elementos de transformacion descritos aqui. Un “tubérculo” es un érgano de almacenamiento de alimento engrosado,
usualmente subterrdneo que carece de una placa basal y de un cubrimiento similar a tlnica, los cuales tienen los
bulbos. Las raices y los brotes crecen desde las yemas de crecimiento, denominadas “ojos” sobre la superficie del
tubérculo. Algunos tubérculos, tales como los caladiums, disminuyen en tamafio a medida que la planta crece, y forman
unos tubérculos en los ojos. Otros tales como las begonias tuberosas, se incrementan en tamafio a medida que
almacenan nutrientes durante la estacion de crecimiento y desarrollan nuevas yemas de crecimiento al mismo tiempo.
Los tubérculos pueden ser apergaminados y duros o ligeramente carnosos. Pueden ser redondos, planos, de forma
irregular o burdos. Ejemplos de tubérculos incluyen, pero no se limitan a ahipa, apio, arracacha, saeta de agua, raiz de
saeta, baddo, casava amarga, raiz de saeta brasilefia, casava, alcachofa china, castafia de agua china, coco, cocoyam,
taro, eddo, oreja de elefante, girasol, goo, alcachofa Japonesa, patata Japonesa, alcachofa de Jerusalén, jicama, raiz
de lirio, ling gaw, mandioca, mafioca, patata Mejicana, lame Mejicano, cocoyam viejo, patata, saa got, satooimo,
seegoo, alcachofa de Jerusalén, raiz de sol, casava dulce, patatas dulces, tanier, orja de elefante, tannier, raiz de
tapioca, topinambour, raiz de lirio de agua, semilla de fiame, flame, y yautia. Ejemplos de patatas incluyen, pero no se
limitan a patatas Russet, patatas blancas redondas, patatas blancas largas, patatas rojas redondas, patatas carnosas
amarillas y patatas azules y purpura.

Los tubérculos pueden ser clasificados como "microtubérculos,”, "minitubérculos”, tubérculos "casi maduro" y tubérculos
"maduros”. Los microtubérculos y tubérculos se cultivan sobre medios de cultivo de tejidos y son pequefios en tamafio.
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Por “pequefios” se entiende aproximadamente 0.1 cm—1 cm. Un “minitubérculo” es un tubérculo que es mas grande que
un microtubérculo y se cultiva en suelo. Un tubérculo “casi maduro” es derivado de una planta que comienza a
senescer, y tiene aproximadamente 9 semanas de edad si se cultiva en un invernadero. Un tubérculo “maduro” es uno
que es derivado de una planta que ha sufrido senescencia. Un tubérculo maduro es, por ejemplo, un tubérculo que tiene
aproximadamente 12 o mas semanas de edad.

En este aspecto, una secuencia de frontera de un ADN de transferencia derivado de una planta (“P-ADN”) de la
presente divulgacion no es idéntica en secuencia de nucledtidos a una secuencia de frontera de T-ADN derivado de
bacterias conocido, pero funciona esencialmente para el mismo propoésito. Esto es, el P-ADN puede ser utilizado para
transferir e integrar un polinucleétido en otro. Un P-ADN puede ser insertado en un plasmido que induce tumor, tal como
un plasmido Ti de Agrobacterium en lugar de un T-ADN convencional y puede mantenerse en una cepa de bacteria, tal
como los plasmidos de transformacion convencionales el P-ADN puede ser manipulado de tal manera que contenga un
polinucleétido deseado, el cual esta destinado a integrarse en un genoma vegetal a través de transformacion de una
planta mediada por bacteria. Véase Rommens et al., en W02003/069980, US-2003-0221213, US-2004-0107455 y
W02005/004585.

Asi, una secuencia de frontera de P-ADN es diferente en 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,19y
20, o mas nucledtidos a partir de una secuencia de frontera de T-ADN conocida de una especie de Agrobacterium, tal
como Agrobacterium tumefaciens o Agrobacterium rhizogenes.

Una secuencia de frontera de P-ADN no es mayor de 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91%, 90%, 89%,
88%, 87%, 86%, 85%, 84%, 83%, 82%, 81%, 80%, 79%, 78%, 77%, 76%, 75%, 74%, 73%, 72%, 71%, 70%, 69%, 68%,
67%, 66%, 65%, 64%, 63%, 62%, 61%, 60%, 59%, 58%, 57%, 56%, 55%, 54%, 53%, 52%, 51% o 50% similar en
secuencia de nucledtidos a una secuencia de frontera de T-ADN de Agrobacterium.

Se desarrollaron métodos para identificar y aislar ADN de transferencia de plantas, particularmente de patata y trigo, y
se ha hecho uso del consenso de motivos de frontera descritos en US-2004-0107455.

En este aspecto, un ADN derivado de una planta de la presente divulgacion, tal como cualquiera de las secuencias, a
sitios de escision, regiones, o elementos divulgados aqui es funcional si promueve la transferencia e integracion de un
polinucleétido al cual estéd enlazado en otra molécula de acido nucleico, tal como en un cromosoma de una planta, a una
frecuencia de transformacién de aproximadamente 99%, aproximadamente 98%, aproximadamente 97%,
aproximadamente 96%, aproximadamente 95%, aproximadamente 94%, aproximadamente 93%, aproximadamente
92%, aproximadamente 91%, aproximadamente 90%, aproximadamente 89%, aproximadamente 88%,
aproximadamente 87%, aproximadamente 86%, aproximadamente 85%, aproximadamente 84%, aproximadamente
83%, aproximadamente 82%, aproximadamente 81 %, aproximadamente 80%, aproximadamente 79%,
aproximadamente 78%, aproximadamente 77%, aproximadamente 76%, aproximadamente 75%, aproximadamente
74%, aproximadamente 73%, aproximadamente 72%, aproximadamente 71%, aproximadamente 70%,
aproximadamente 69%, aproximadamente 68%, aproximadamente 67%, aproximadamente 66%, aproximadamente
65%, aproximadamente 64%, aproximadamente 63%, aproximadamente 62%, aproximadamente 61%,
aproximadamente 60%, aproximadamente 59%, aproximadamente 58%, aproximadamente 57%, aproximadamente
56%, aproximadamente 55%, aproximadamente 54%, aproximadamente 53%, aproximadamente 52%,
aproximadamente 51%, aproximadamente 50%, aproximadamente 49%, aproximadamente 48%, aproximadamente
47%, aproximadamente 46%, aproximadamente 45%, aproximadamente 44%, aproximadamente 43%,
aproximadamente 42%, aproximadamente 41 %, aproximadamente 40%, aproximadamente 39%, aproximadamente
38%, aproximadamente 37%, aproximadamente 36%, aproximadamente 35%, aproximadamente 34%,
aproximadamente 33%, aproximadamente 32%, aproximadamente 31%, aproximadamente 30%, aproximadamente
29%, aproximadamente 28%, aproximadamente 27%, aproximadamente 26%, aproximadamente 25%,
aproximadamente 24%, aproximadamente 23%, aproximadamente 22%, aproximadamente 21%, aproximadamente
20%, aproximadamente 15%, o aproximadamente 5% o al menos aproximadamente 1%.

Cualquiera de tales secuencias y elementos relacionados con la transformacién pueden ser modificados o mutados para
cambiar la eficiencia de la transformacion. Pueden agregarse otras secuencias de polinucleétidos a una secuencia de
transformacion de la presente divulgacién. Por ejemplo, pueden modificarse para poseer sitios de clonacién mdltiples 5
y 3’, o sitios de restriccion adicionales. La secuencia de un sitio de escision tal como se divulga aqui, por ejemplo,
puede ser modificada para incrementar la probabilidad de que el ADN del esqueleto del vector acompafiante no esté
integrado en un genoma vegetal.

Cualquier polinucleétido deseado puede ser insertado entre cualquier secuencia de escision o frontera descrita aqui. Por
ejemplo, un polinucleétido deseado puede ser un gen tipo silvestre o0 modificado que es natural a una especie de planta,
o puede ser un gen de un genoma no vegetal. Por ejemplo, cuando se transforma una planta de patata, puede hacerse
un casete de expresion que comprende un promotor especifico para la patata que esta enlazado operativamente a un
gen de patata deseado o0 a un fragmento del mismo y a un terminador especifico de la patata. El casete de expresion
puede contener elementos genéticos de patata adicionales tales como una secuencia de péptidos de sefializacion
fusionada en el marco en el extremo 5 del gen, y un potenciador transcripcional de la patata. La presente divulgaciéon
no esta limitada a tal disposicion y puede construirse un casete de transformacion de tal manera que el polinucleétido
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deseado, mientras que esta enlazado operativamente a un promotor, no esta enlazado operativamente a una secuencia
de terminacion.

Ademas de los elementos derivados de la planta, tales elementos también pueden ser identificados, por ejemplo, en
hongos y mamiferos. Véase, por ejemplo, SEQ ID NOs: 173-182. Varias de estas especies han demostrado ser
accesibles a la transformacion mediada por Agrobacterium. Véase Kunik et al., Proc Natl. Acad Sci USA 98: 1871-1876,
2001, y Casas-Flores et al., Methods Mol Biol 267: 315-325, 2004.

Cuando se identifica y aisla una secuencia o elemento relacionados con la transformacién, tales como los descritos
aqui, a partir de una planta, y si esta secuencia o elemento son usados subsecuentemente para transformar una planta
de la misma especie, esa secuencia o elemento pueden ser descritos como “nativos” para el genoma vegetal.

Asi un elemento genético “nativo” se refiere a un acido nucleico que existe por naturaleza en, se origina a partir de, o
pertenece al genoma de una planta y que va a ser transformado. En la misma linea, el término “endégeno” también
puede ser utilizado para identificar un acido nucleico particular, por ejemplo, ADN o ARN, o una proteina como “nativo”
para una planta. Endogeno significa un elemento que se origina dentro del organismo. Asi, cualquier acido nucleico,
gen, polinucledtido, molécula de ADN, ARN, ARNm o ADNc que es aislada bien sea a partir del genoma de una planta o
de una especie de planta que va a ser transformado o es aislado a partir de una planta o especie que es sexualmente
compatible o infértil con la especie de planta que va a ser transformada, es “nativo”, para, esto es indigena, para la
especie de planta. En otras palabras, un elemento genético nativo represente todo el material genético que es accesible
a los cultivadores de plantas para el mejoramiento de plantas a través de cruce de plantas clasico. Cualquier variable de
acido nucleico nativo también se considera como “nativa” de acuerdo con la presente divulgacion. En este aspecto, un
acido nucleico “nativo” también puede ser aislado a partir de una planta o de especies sexualmente compatibles de la
misma y modificado o mutado de tal manera que la variante resultante tiene mayor que o igual a 99%, 98%, 97%, 96%,
95%, 94%, 93%, 92%, 91%, 90%, 89%, 88%, 87%, 86%, 85%, 84%, 83%, 82%, 81%, 80%, 79%, 78%, 77%, 76%, 75%,
74%, 73%, 72%, 71%, 70%, 69%, 68%, 67%, 66%, 65%, 64%, 63%, 62%, 61%, o 60% similar en secuencia de
nucledtidos al acido nucleico nativo no modificado aislado de una planta. Una variante de &cido nucleico nativo puede
también tener menos de aproximadamente 60%, menos de aproximadamente 55%, o menos de aproximadamente 50%
de similitud en la secuencia de nucleétidos.

Un &cido nucleico "nativo” se aislo a partir de una planta también puede codificar una variante del producto proteinico de
origen natural transcrito y traducido a partir de ese acido nucleico. Asi, un acido nucleico nativo puede codificar una
proteina que es mayor que o igual a 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91%, 90%, 89%, 88%, 87%, 86%,
85%, 84%, 83%, 82%, 81%, 80%, 79%, 78%, 77%, 76%, 75%, 74%, 73%, 72%, 71%, 70%, 69%, 68%, 67%, 66%, 65%,
64%, 63%, 62%, 61%, 60% similar en secuencia de aminoacidos a la proteina nativa no modificada expresada en la
planta a partir de la cual se aislo el &cido nucleico.

En un constructo libre de terminador que comprende asi dos copias del polinucleétido deseado, un polinucleétido
deseado puede ser orientado de tal manera que su secuencia es el complemento inverso de la otra. El diagrama
esquematico de pSIM717 en la Figura 3 ilustra tal disposicion. Esto es, la cadena “tope”, “superior” o “en sentido” del
constructo comprenderia, en la direccion 5” a 3", (1) un fragmento de gen objetivo, y (2) un complemento inverso de un
fragmento de gen objetivo. En esta disposicidon, un segundo promotor que esta operativamente enlazado a ese
complemento inverso del polinucledtido deseado producira probablemente un transcripto de ARN que es al menos

parcialmente idéntico en secuencia al transcripto producido a partir del otro polinucleétido deseado.

El polinucledtido deseado y su complemento inverso pueden estar separados por una secuencia de ADN espaciadora,
tal como un intrén, que es de cualquier longitud. Puede ser deseable, por ejemplo, reducir la posibilidad de transcribir la
copia complementaria inversa del polinucleétido deseado a partir del promotor opuesto insertando un intron largo u otra
secuencia de ADN entre el término 3" del polinucleétido deseado y el término 5 de su complemento inverso. Por
ejemplo, en el caso de pSIM717 (Figura 3) el tamafio del intrén (“1”) puede ser dimensionado de tal manera que el
complejo transcripcional de Pi probablemente no alcance la secuencia del complemento inverso de gus-S antes de ser
interrumpido o desalojado. De acuerdo con lo anterior, puede haber aproximadamente 50, 100, 250, 500, 2000 o mas de
2000 nucleétidos posicionados entre las copias en sentido y antisentido del polinucle6tido deseado.

Un polinucleodtido deseado de la presente divulgacion, por ejemplo, un “primero” o “segundo” polinucleétido tal como se
describe aqui puede compartir identidad de secuencia con toda o al menos con parte de una secuencia de un gen
estructural o elemento regulador. Por ejemplo, un primer polinucledtido puede compartir identidad de secuencia con una
secuencia codificadora o no codificadora de un gen objetivo o con una porcion de un promotor de ese gen objetivo. En
una realizacion, el polinucleétido en cuestion comparte aproximadamente 100%, aproximadamente 99%,
aproximadamente 98%, aproximadamente 97%, aproximadamente 96%, aproximadamente 95%, aproximadamente
94%, aproximadamente 93%, aproximadamente 92%, aproximadamente 91%, aproximadamente 90%,
aproximadamente 89%, aproximadamente 88%, aproximadamente 87%, aproximadamente 86%, aproximadamente
85%, aproximadamente 84%, aproximadamente 83%, aproximadamente 82%, aproximadamente 81%,
aproximadamente 80%, aproximadamente 79%, aproximadamente 78%, aproximadamente 77%, aproximadamente
76%, aproximadamente 75%, aproximadamente 74%, aproximadamente 73%, aproximadamente 72%,
aproximadamente 71%, aproximadamente 70%, aproximadamente 69%, aproximadamente 68%, aproximadamente
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67%, aproximadamente 66%, aproximadamente 65%, aproximadamente 64%, aproximadamente 63%,
aproximadamente 62%, aproximadamente 61%, aproximadamente 60%, aproximadamente 59%, aproximadamente
58%, aproximadamente 57%, aproximadamente 56%, aproximadamente 55%, aproximadamente 54%,
aproximadamente 53%, aproximadamente 52%, aproximadamente 51%, aproximadamente 50%, aproximadamente
49%, aproximadamente 4.8%, aproximadamente 47%, aproximadamente 46%, aproximadamente 45%,
aproximadamente 44%, aproximadamente 43%, aproximadamente 42%, aproximadamente 41%, aproximadamente
40%, aproximadamente 39%, aproximadamente 38%, aproximadamente 37%, aproximadamente 36%,
aproximadamente 35%, aproximadamente 34%, aproximadamente 33%, aproximadamente 32%, aproximadamente
31%, aproximadamente 30%, aproximadamente 29%, aproximadamente 28%, aproximadamente 27%,
aproximadamente 26%, aproximadamente 25%, aproximadamente 24%, aproximadamente 23%, aproximadamente
22%, aproximadamente 21%, aproximadamente 20%, aproximadamente 15%, o aproximadamente 5% o al menos
aproximadamente 1% de identidad de secuencia con un gen objetivo o con un elemento regulador objetivo, tal como un
promotor objetivo.

Por facilidad, el término “polinucleétido deseado” incluye otros términos utilizados aqui tales como “primer
polinucleétido”, y “segundo polinucleétido” o cualquier polinucledtido que es utilizado en un constructo de la presente
invencion para reducir la expresion de un gen o secuencia objetivos. Por lo tanto un “polinucleétido deseado” puede ser
un primero o segundo polinucleétido o ambos.

En una forma mas simple, un constructo de la presente divulgacion no contiene dos copias del polinucleétido sino
solamente una copia. De acuerdo con lo anterior el polinucleétido esta enlazado operativamente a promotores tanto en
sus términos 5° como 3’. En esta disposicién particular, se produciran transcriptos de ARN que comprenden secuencias
para cada cadena del duplex de ADN. Un ejemplo de esta disposicion se muestra en la Figura 3 como pSIM772.

Puede existir un casete libre de terminador como una molécula de ADN extracromosomica en una célula o puede estar

integrado por cualquiera de una variedad de mecanismos en el nacleo, cromosoma, u otro &cido nucleico endégeno de
la célula. Si el casete libre de terminador esté integrado de manera estable en el genoma de la célula, puede ser posible
entonces producir una linea celular, cultivo celular, tejido bioldgico, plata u organismo que comprende el casete en
generaciones subsecuentes de la célula u organismo.

La expresion de tal constructo en una planta reducira o evitard la expresion de los genes que despliegan bien sea
identidad de secuencia compartida o complementariedad inversa con al menos una parte del polinucleétido deseado.
Esta divulgacion no esta limitada por ninguna teoria 0 mecanismo en particular, pero los transcriptos pueden, directa o
indirectamente, afectar la actividad de una secuencia reguladora, tal como un promotor, que esta asociado normalmente
con la expresion de un gen objetivo en una célula; o el transcripto puede afectar negativamente la acumulacion de un
transcripto que es producido de manera endégena en la célula objetivo. De acuerdo con lo anterior, cualquiera o ambas
de acumulacion de transcripto y traduccidn de transcripto pueden ser alterados por la actividad del transcripto producido
por el casete de expresion de la presente invencion.

Una planta de la presente invencién puede ser una planta monocotiledénea, por ejemplo, alfalfa, canola, trigo, pasto
para césped, maiz, arroz, avena, cebada, sorgo, orquidea, iris, lirio, cebolla, banana, cafia de azlucar y palma.
Alternativamente la planta puede ser una planta dicotiledénea, por ejemplo, patata, tabaco, tomate, aguacate, pimienta,
remolacha de azucar, brocoli, casava, patata dulce, almidon, poinsettia, legumbres, alfalfa, soja, guisantes, judias,
cocombro, uvas, brassica, zanahoria, fresa, lechuga, roble, maple, nogal, rosa, menta, calabaza, margarita y cactus.

El efecto de la molécula de ARN, que es producida por un casete de expresion libre de terminador de la presente
divulgacion, puede ser establecido midiendo, directa o indirectamente, el nivel de acido nucleico o proteina objetivo en la
célula o ambiente en el cual esta presente el casete de expresion. Asi, el efecto de un casete de expresion de la
presente divulgacion en la subregulacion, supresion, reduccién o prevencion o eliminacion de la expresion del gen
objetivo puede identificarse por una reduccion en la cantidad de transcripto de ARN que es producida por el gen
objetivo, a una reduccién en la cantidad del producto proteinico del gen objetivo, 0 ambos.

Un polinucleétido deseado de un constructo libre de terminador descrito aqui puede ser idéntico a, o compartir
identidad de secuencia con diferentes clases de regiones de ADN, tales como (1) al menos parte de la secuencia que
codifica un transcripto objetivo, (2) al menos parte del intrén de un gen que codifica un transcripto objetivo, (3) al menos
parte del promotor de un gen que codifica un transcripto objetivo, (4) parte del terminador de un gen que codifica un
transcripto objetivo, mediante el cual el polinucleétido no es un terminador, (5) la regién 3" no traducida de un gen, y (6)
la regién 5° no traducida de un gen. Uno o mas nucleétidos de cualquiera de estas regiones puede ser sometido a
mutacion, alterado, o sustituido para incrementar la identidad de secuencia con una secuencia objetivo o de alguna otra
manera incrementar o potenciar el silenciamiento de la secuencia objetivo.

La localizacién de la secuencia objetivo, por lo tanto, puede estar en, pero no limitandose a, (i) el genoma de una célula;
(i) al menos un transcripto de ARN producido de manera normal en una célula; o (iii) en un plasmido, constructo, vector
u otro vehiculo de ADN o ARN. La célula que contiene el genoma o que produce el transcripto de ARN puede ser una
célula de una bacteria, virus, hongo, levadura, mosca, gusano, planta, réptil, ave, pez o mamifero.
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Por lo tanto, el acido nucleico objetivo puede ser uno que es transcrito normalmente en ARN a partir de un nucleo
celular, el cual es a su vez traducido en un polipéptido de codificacion. Alternativamente, el acido nucleico objetivo
puede no realmente ser expresado en una célula o tipo de célula particular. Por ejemplo, un acido nucleico objetivo
puede ser una secuencia de ADN gendémico residente en un nicleo, cromosoma u otro material genético, tal como una
secuencia de ADN de ADN mitocondrial. Tal &cido nucleico objetivo puede ser de, pero no limitarse a, una region
reguladora, una regién no traducida de un gen o una secuencia no codificadora.

Alternativamente, el acido nucleico objetivo puede ser fordneo a una célula anfitriona pero estar presente o ser
expresado por un organismo no anfitrion. Por ejemplo, un acido nucleico objetivo puede ser la molécula de ADN o ARN
enddgena a, o expresada por, un parasito, virus o bacteria invasores.

Adicionalmente, el acido nucleico objetivo puede ser una molécula de ADN o ARN presente o expresada por una célula
enferma. Por ejemplo, la célula enferma puede ser una célula cancerosa que expresa una molécula de ARN que
normalmente no es expresada en el tipo de célula no cancerosa.

En plantas, el polinucleétido deseado puede compartir identidad de secuencia con un &cido nucleico objetivo que es
responsable de una caracteristica particular de una planta. Por ejemplo, un polinucleétido deseado puede producir un
transcripto que direcciona y reduce la expresion de un gen de polifenol oxidasa objetivo en una planta y, por lo tanto,
modifica una 0 méas caracteristicas o fenotipos asociados con la lesion por mancha negra. De manera similar, un
polinucleétido deseado puede producir un transcripto que direcciona y reduce la expresion de un &cido nucleico objetivo
R1 asociado con almidén o un acido nucleico objetivo de fosforilasa en una planta, modificando por lo tanto una o mas
caracteristicas o fenotipos asociados con el endulzamiento inducido por el frio.

Un casete de expresion en un constructo de la presente divulgacion puede ser flanqueado por una o mas secuencias de
frontera de ADN de transferencia (“T-ADN”). Cualquiera de los casetes de expresion descritos aqui, por ejemplo,
pueden ser insertados en el T-ADN de un plasmido derivado de Agrobacterium, tal como un plasmido Ti de A.
tumefaciens.

Una secuencia de frontera puede comprender una secuencia que es similar a una secuencia de frontera de T-ADN de
Agrobacterium tradicional, pero realmente es una secuencia que es nativa a una planta, pero que puede facilitar la
transferencia e integracion de un éacido nucleico en otro. Por ejemplo, tales secuencias de frontera de ADN de
transferencia derivado de plantas (“P-ADN”) puede ser aislada a partir de patata (SEQ ID NO: 44), tomate (SEQ ID NOs:
45-46), pimienta (SEQ ID NO: 47), alfalfa (SEQ ID NO: 48), cebada (SEQ ID NO: 49) y arroz (SEQ ID NO: 50)
mostrados en la tabla de secuencias en otro sitio de esta solicitud.

De acuerdo con lo anterior, cualquiera de los casetes de expresion descritos aqui pueden ser insertados en un ADN de
transferencia que esta delimitado por tales secuencias de frontera de P-ADN, las cuales son capaces de integrar el
casete en otro &cido nucleico, tal como un genoma vegetal o un cromosoma vegetal.

De acuerdo con lo anterior, un pladsmido de Agrobacterium, que contiene un casete de expresion descrito aqui que no
comprende una region de ADN que esta involucrada en la formacion y poliadenilacion en el extremo 3" de un transcripto
de ARN, puede ser integrado de manera estable en el genoma de una planta a través de transformacion mediada por
Agrobacterium. La progenie de esa planta transformada, por lo tanto, continuard expresando los transcriptos asociados
con el casete de expresion.

Los promotores que son utilizados para iniciar la transcripcion del polinucleétido deseado pueden ser constitutivos,
preferidos para tejido o promotores inducible o permutaciones de los mismos. Promotores “fuertes” por ejemplo,
incluyen los promotores de ubiquitina-7 y ubiquitina-3 de la patata, y promotores de ubiquitina de maiz, arroz y cafia de
azUcar. También incluyen el promotor de actina de arroz, diversos promotores de subunidades pequefias de rubisco,
promotores de la activasa de rubisco, y promotores de la actina del arroz. Buenos promotores preferidos de tejidos que
son expresados principalmente en tubérculos de patata incluyen los promotores de la almiddon sintasa para
enlazamiento de granulos y los genes de la ADP glucosa pirofosforilasa. Hay diverso promotores inducibles, pero
tipicamente, un promotor inducible puede ser un promotor sensible a la temperatura, un promotor inducido
quimicamente, o un promotor temporal. Especificamente, un promotor inducible puede ser un promotor Ha hSp 17.7 G4,
un promotor de trigo wcs120, un promotor del gen Rab 16A, un promotor del gen de la [alfa]-amilasa, un promotor del
gen pin2, o un promotor de carboxilasa.

De acuerdo con lo anterior, para facilitar la identificacién de una planta que ha sido transformada exitosamente con un
casete de expresion libre de terminador, puede ser deseable incluir dentro de la region delineada por las secuencias de
frontera del ADN de transferencia un marcador seleccionable o filtrable. La inclusibn de un marcador es un
procedimiento estandar en la transformacion mediada por Agrobacterium y se emplea para ser posible identificar
facilmente material vegetal transformado con éxito. En los casetes de expresion representados en las Figuras 1-4, por
ejemplo, el marcador es higromicina fosfotransferasa (“hptll”), el cual confiere resistencia a la higromicina a una planta
gue expresa el marcador. En tales casetes, por lo tanto, un terminador o una regién de ADN que esta involucrada en la
formacion del extremo 3 y poliadenilacion de un transcripto de ARN esta enlazado operativamente a la secuencia de
gen hptll. Otros marcadores seleccionables y filtrables pueden ser utilizados en vez del hptll.
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Ejemplo
Ejemplo 1
Constructos de silenciamiento convencionales

La eficacia de diversos constructos de silenciamiento fue probada direccionando el gen reportador de beta
glucoronidasa (gus) enlazado operativamente al promotor constitutivo fuerte del virus mosaico de higo, designado aqui
como “Pi” (SEQ ID NO: 1). El sistema de pruebas es restrictivo porque la proteina gus es altamente estable. Asi,
solamente reducciones relativamente grandes en los transcriptos de gus dan como resultado reducciones
fenotipicamente detectables de niveles de proteina de gus. Los constructos mas silenciadores contienen al menos una
copia del mismo fragmento del gen gus de 304-bp (SEQ ID NO: 2), enlazado operativamente bien sea en la orientacion
sentido o antisentido a un promotor constitutivo fuerte y en algunos casos seguido por el terminador del gen de nopalina
sintasa de Agrobacterium. Los constructos silenciadores fueron insertados cerca a un casete de expresion para el gen
marcador seleccionable de higromicina fosfotransferasa (hptll) entre las fronteras de T-ADN de los vectores de
transformacion. Los vectores resultantes fueron utilizados para retransformar una planta de tabaco que ha sido
transformada antes con un T-ADN que contenia un casete de expresion para el gen gus (véanse también las Figuras 1y
2).

Los siguientes vectores de transformaciéon fueron producidos para estudiar el papel de un elemento terminador en
constructos silenciadores convencionales:

pSIM714: El vector de control negativo pSIM714, el cual no contiene un constructo silenciador.

pSIM718: El vector pSIM718, el cual contiene un fragmento del gen gus “en sentido” enlazado operativamente al
terminador del gen de la nopalina sintasa (SEQ ID NO: 3) que representa estrategias descritas en, por ejemplo, las
Patentes de los Estados Unidos No. 5,283,184 y 5,231,020. Este vector contiene el fragmento de gen gus enlazado
operativamente en la orientacion en sentido del promotor y seguido por el terminador.

pSIM140: Vector pSIM140, el cual es idéntico a pSIM718 excepto en que el constructo silenciador no contiene un
terminador.

pSIM755: El vector pSIM755, el cual contiene un constructo “antisentido” que contiene un terminador que representa
estrategias descritas en las Patentes de los Estados Unidos Nos. 5,107,065 y 5,759,829. Este vector contiene el
fragmento del gen gus enlazado operativamente en la orientacion en sentido al promotor y seguido por el terminador.

pSIM758: El vector pSIM758, el cual es idéntico a pSIM755 excepto en que el constructo silenciador no contiene un
terminador.

pSIM374: El vector pSIM374, el cual contiene un constructo que contiene un terminador que comprende fragmentos del
gen gus tanto en sentido como antisentido y representa estrategias descritas en, por ejemplo, WO 99/53050A1. Este
vector contiene dos copias del fragmento del gen gus, una en orientacidon en sentidos y la otra en la orientacion
antisentido y separadas una de otra por un intrén, representado en SEQ ID NO: 4, e insertado entre el promotor y el
terminador.

pSIM728 y 777: El vector pSIM728, el cual es idéntico a pSIM374 excepto en que el constructo silenciador no contiene
un terminador. Vector pSIM777 es idéntico a pSIM728 excepto que el promotor P2 esta en el otro lado del casete de
expresion.

Vectores binarios que contienen los diversos constructos fueron introducidos en Agrobacterium. Se cultivaron diluciones
a diez veces de cultivos cultivados durante la noche de las cepas resultantes, durante cinco a seis horas, se precipitaron
durante 15 minutos a 2,800 RPM, se lavaron con medio liquido MS (Phyto Technology, KS) suplementado con sacarosa
(3%, pH 5.7) y resuspendido en el mismo medio a 0.2 OD/600 nm. La suspensién fue usada entonces para infectar
explantas de hoja de la planta transgénica de Nicotiana tabacum (tabaco) in vitro que expresaba el gen gus. Los
explantes infectados fueron incubados durante dos dias en medio de cocultivo (1/10 sales MS, 3% de sacarosa, pH 7.5)
que contenia 6 g/L de agar a 25 [grados]C en una camara de crecimiento Percival (fotoperiodo de 16/8 horas) y
transferidos subsecuentemente a un medio de M401l/agar (Phyto Technology) que contenia timentina (150 mg/L) e
higromicina (20 mg/L). Los brotes resultantes fueron transferidos a un medio de enraizamiento libre de hormonas, y tres
hojas de cada planta resultante fueron sometidas a tincién para expresion del gus.

La Tabla 1 muestra que todas las plantas retransformadas con pSIM714 desplegaron los mismos niveles de expresion
de gus que la planta gus original, confirmando que la retransformacion, proliferacion de células individuales y
regeneracion no afecta negativamente la expresion del gen reportador.

La Tabla 1 también muestra que los constructos que representan los tres diferentes métodos de silenciamiento
convencionales disparan el silenciamiento del gen gus con eficiencias variables. De acuerdo con lo que estaba
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reportado en la literatura, el pSIM374 es el mas efectivo. Aproximadamente la mitad de las plantas que fueron
retransformadas con este constructo desplegaron al menos algun nivel reducido de actividad de gus. Los otros dos
constructos soportaron una reduccion en la actividad de gus en solo aproximadamente 6% de las plantas
retransformadas.

De manera importante, la Tabla 1 también demuestra que la remocién del terminador disminuye dramaticamente la
eficacia de los constructos de silenciamiento. Por ejemplo, el pSIM374 es més de seis veces mas eficaz que su derivado
libre de terminador, pSIM728. Dificilmente se observa alguna actividad con el pSIM758 libre de terminador.

Debe concluirse que el terminador juega un papel esencial en la optimizaciéon de la actividad de constructos de
silenciamiento convencionales.

Ejemplo 2

Silenciamiento efectivo de gen con constructos libres de terminador que comprenden al menos dos copias de un
fragmento de gen objetivo que dispara la transcripcion convergente

Los siguientes vectores de transformacién fueron producidos para estudiar el efecto de la transcripcion convergente
sobre el silenciamiento de genes (véase también Figura 3).

pSIM715: El vector pSIM715 contiene un constructo que comprende un primer segmento que consiste del fragmento del
gen gus enlazado operativamente al promotor (Pi) y un segundo segmento en la orientacion opuesta que consiste del
mismo fragmento del gen gus enlazado operativamente al promotor constitutivo 35S del virus mosaico del coliflor,
designado “P2” y representado en SEQ ID NO: 5, mediante lo cual el primero y segundo segmentos estan separados
por dos intrones diferentes.

pSIM717: El vector pSIM717 es idéntico al pSIM715 excepto en que los dos segmentos del constructo estan separados
por un intrén individual.

pSIM789: El vector pSIM789 es idéntico al pSIM717 excepto que el promotor P2 es reemplazado por un promotor P1.

pSIM771: El vector pSIM771 es idéntico al pSIM717 excepto en que el promotor P1 es reemplazado por el promotor de
la ubiquitina-7 de patata, el cual esta representado en SEQ ID NO: 6 y denominado aqui “P3”.

0175 pSIM770: El vector pSIM770 es idéntico al pSIM717 excepto en que el promotor P2 que guia la expresion del gen
marcador seleccionable es reemplazado por P1, y el promotor P1 del constructo silenciador es reemplazado por P2.

pSIM772: El vector pSIM772 contiene el fragmento del gen gus insertado entre dos promotores diferentes orientados de
manera opuesta, P2 y P3.

pSIM756: El vector pSIM756 es idéntico al pSIM717 excepto en que los fragmentos del gen gus estan orientados en la
orientaciébn complementaria inversa con respecto al promotor al cual estan enlazados inmediatamente.

pSIM779: El vector pSIM779 es un ejemplo de una repeticion en tandem de los fragmentos del gen gus insertados entre
dos promotores convergentes.

pSIM787: El vector pSIM787 es similar al pSIM779 pero contiene cuatro repeticiones directas del fragmento de gen
objetivo insertadas entre los promotores convergentes.

El pSIM1111 es idéntico al pSIM779 excepto en que las cuatro repeticiones directas estan precedidas por un fragmento
de ADN antisentido del gen gus que es diferente de SEQ ID NO: 2 y representado como SEQ ID NO: 7.

Los ensayos con el gus llevados a cabo sobre plantas gus retransformadas demuestran que todos los constructos libres
de terminador probados que contienen dos segmentos, conteniendo cada uno un promotor diferente que guia el
fragmento del gen de gus, en la orientacion complementaria inversa, pSIM715, 717 y 756, 771 son més eficaces en
silenciar el gen gus que el pSIM374, el constructo que representa la mejor metodologia convencional. Adicionalmente, el
pSIM789 también confiere el silenciamiento efectivo del gen a muchos de los transformantes dobles.

El experimento también muestra que el uso de un fragmento de gen gus individual (pSIM779) no es tan eficaz. Este
resultado sugiere que la transcripcion convergente de al menos dos copias del polinucleétido deseado es importante
para un silenciamiento efectivo.

El experimento también mostré que un constructo con dos repeticiones directas (pSIM780) disparaba el silenciamiento
del gen. Sin embargo, esta disposicion no fue tan efectiva como la organizacion de repeticién invertida de pSIM756
(Tablal). Adicionalmente, cuatro repeticiones directas (pSIM787) son mas efectivas que las repeticiones directas (Tabla
1).
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Para estudiar la base molecular del silenciador libre de terminador, se aislé ARN a partir de tres plantas que habian sido
retransformadas con pSIM717 y tres plantas adicionales retransformadas con pSIM715. En cada caso, una planta
representaba un evento de silenciamiento no efectivo mientras que las otras dos plantas desplegaron un silenciamiento
de gen gus casi completo.

Se llevaron a cabo reacciones en cadena de transcripcién reversa de polimerasa (RT-PCR) para estudiar la produccion
de transcriptos a partir de los dos promotores diferentes usados en pSIM715 y pSIM717. El primer cebador usado para
estos experimentos (PG, mostrado en SEQ ID NO: 8) es especifico para una secuencia del fragmento de gen gus y se
fusiona a transcriptos producidos a partir de cada cadena. El segundo cebador fue disefiado para fusionarse a
secuencias intron de una de las cadenas solamente (pIF, mostrada en SEQ ID NO: 9, fusionarse a una secuencia de la
region espaciadora derivada del intron GBSS de los transcriptos producidos por el promotor P1 y PIR, mostrado en SEQ
ID NO: 10, se fusiona a transcriptos producidos por el promotor P2). De manera interesante, estos estudios demostraron
que el constructo de las plantas no silenciadas 717-7 y 717-13 contenian solamente transcriptos producidos a partir de
una de las dos cadenas, bien sea T1 o T2 (Figura 7). En contraste, las plantas silenciadas 715-19, 715-38, 717-55 y
717-36 produjeron transcriptos a partir de ambas cadenas (Figura 7). Asi, el silenciamiento efectivo es logrado
solamente si ambos promotores del constructo estan funcionalmente activos simultaneamente.

La hibridacion de siembras en gel de ARN subsecuente con sondas marcadas radioactivamente derivadas del gen gus
demostré que el silenciamiento efectivo en 715-38, 715-55, 717-12, 717-36 y 717-19 esta correlacionado con un
descenso fuerte en la acumulacion de ARN de gus (Figura 8). Adicionalmente, los transcriptos producidos por el
constructo silenciador en plantas completamente silenciadas se encontré generalmente variable en tamafio desde
aproximadamente 0.2 kb hasta aproximadamente 1.0 kb (Figura 8). Aunque la RT-PCR revelo la presencia de
transcriptos grandes adicionales que comprenden no solamente el polinucleétido sino también secuencias promotoras
corriente abajo, la presencia de tales transcriptos podria ser dificilmente detectada sobre siembras en gel de ARN. Por
ejemplo, la hibridacion con una sonda derivada del promotor P1 requirié un tiempo de exposicion de siete dias antes de
que pudiera observarse un trazo extremadamente débil.

Ejemplo 3
Silenciamiento en tubérculos de patata

Se desarrollaron diversos vectores para probar el concepto del silenciamiento libre de terminador en tubérculos. Estos
vectores contenian un casete de expresion para el gen de la neomicina fosfotransferasa (nptll) como sistema marcador
seleccionable (véase también la Figura 6). Los promotores de guia usados para el silenciamiento del gen en tubérculos
de patata fueron seleccionados del grupo consistente de: (1) el promotor fuerte de ubiquitina-7 de patata, (2) el promotor
fuerte de tubérculo y especifico para estolona del gen del enlazamiento en granulos de almidén sintasa (GBSS) (SEQ ID
NO: 12), y (3) el promotor fuerte especifico de tubérculos del gen de ADP glucosa pirofosforilasa (AGP) de patata (SEQ
ID NO: 13). Véase la Figura 4 para mapas de los ADN de transferencia.

pSIM764: El vector pSIM764 contiene un constructo “silenciador de tubérculo” que comprende un primer segmento que
consiste del elemento de traccion 154-bp del gen PPO expresado en tubérculo de patata (SEQ ID NO: 14) enlazado
operativamente al promotor GBSS y un segundo segmento en la orientacion opuesta que consiste del mismo fragmento
de arrastre enlazado operativamente al promotor GBSS con lo cual el primero y segundo segmentos estan separados
por el intrén del gen de ubiquitina-7 de patata representado en SEQ ID NO: 15.

pSIM765: El vector pSIM765 es idéntico al pSIM764 excepto en que los fragmentos del gen PPO estan orientados en la
orientacion opuesta.

pSIM217 representa el plasmido de control y contiene las dos copias del gen PPO insertadas como repeticiones
invertidas entre el promotor GBSS y los terminadores de ubiquitina.

Diluciones a diez veces de los cultivos cultivados durante la noche fueron cultivados durante 5-6 horas precipitadas
durante 15 minutos a 2800 RPM, lavadas con medio liquido MS (Phytotechnology) suplementado con sacarosa (3%, pH
5.7) y resuspendidas en el mismo medio a 0.2 OD/600 nm. Las células resuspendidas fueron mezcladas y utilizadas
para infectar segmentos internodales de 0.4-0.6 mm de la variedad de patata “Ranger Russet”. Los tallos infectados
fueron incubados durante dos dias en medio de cocultivo (1/10 de sales MS, 3% de sacarosa, pH 5.7) que contenia 6
g/L de agar a 22 [grados]C. En una camara de crecimiento Percival (16 horas de luz) y transferidas subsecuentemente
al medio de induccion de callus (CIM, medio MS suplementado con 3% en sacarosa 3, 2.5 mg/L de zeatina ribosido, 0.1
mg/L de &cido naftaleno acético, y 6 g/L de agar) que contenian timentina (150 mg/L) y kanamicina (100 mg/L). Después
de un mes de cultivo sobre CIM, los explantes fueron transferidos a un medio de induccion de brotes (SIM, medio MS
suplementado con 3% de sacarosa, 2.5 mg/L de zeatina ribdsido, 0.3 mg/L de acido giberélico GA3, y 6 g/L de agar)
gue contenian timentina y kanamicina (150 y 100 mg/L respectivamente) hasta que surgen los brotes. Los brotes que
surgen al extremo del periodo de regeneracién fueron transferidos a un medio MS con 3% de sacarosa, 6 g/L de agary
timentina (150mg/L). Las plantas de silenciamiento fueron transferidas al suelo y colocadas en una camara de
crecimiento (11 horas de luz, 25[grados]C). Después de tres semanas, al menos 3 minitubos/linea fueron ensayados en
cuanto a la actividad de PPO. Para este propésito, se pulveriza 1 g de tubérculos de patata en nitrogeno liquido, se
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agrega a 5 ml de (acido 3-(N-morfolino) propano-sulfénico en MOPS regulador (pH 6.5) que contenian 50 mM de
catecol, y se incub6 a temperatura ambiente con rotacidon durante aproximadamente 1 hora. La fraccion sélida fue
precipitada, y el sobrenadante fue transferido a otro tubo para determinar la actividad de PPO. Para este propoésito, 1 g
de tubérculos de patata fue pulverizado en nitrégeno liquido. Este polvo fue agregado luego a 5 ml de MOPS (&cido 3-
(N-morfolino) propano-sulfénico) regulador (pH 6.5) que contenia 50 mM de catecol, y se incubé a temperatura ambiente
con rotacion durante aproximadamente 1 hora. La fraccion sodlida fue precipitada entonces, y el sobrenadante fue
transferido a otro tubo para determinar la actividad PPO midiendo el cambio de OD-410 con el tiempo. El experimento
demostré que el pSIM764 y 765 disparan el silenciamiento efectivo en tubérculos de patata (Tabla 2). Una comparacion
con datos presentados en la WO 2003/069980 demuestra que el método de la presente invencién puede ser mas
efectivo que el del silenciador de gen bajado del terminador convencional tal como lo ejemplifica por pSIM217 el control
PPO.

Ejemplo 4
Silenciamiento de genes mudltiples en tabaco

Se crearon dos constructos para estudiar el efecto de la posicion de fragmentos de genes dentro del constructo de
silenciamiento. Para este propésito, las dos copias del fragmento del gen gus de pSIM771 fueron reemplazados por dos
copias del fragmento de gen gus enlazadas a un fragmento del gen de polifenol oxidasa (PPO) de tabaco (SEQ ID NO:
16) (también, véase Figura 6).

pSIM774: EI vector pSIM774 contiene un constructo de silenciamiento teniendo los fragmentos del gen gus
inmediatamente enlazados al promotor y los fragmentos del gen PPO adyacente enlazados al intrén central.

pSIM775: EI vector pSIM775 contiene un constructo de silenciamiento con los fragmentos del gen de PPO
inmediatamente enlazados a los promotores y los fragmento del gen gus adyacentes enlazados al intron central.

Se espera que la retransformacién de las plantas gus con esos vectores disparen el silenciamiento tan eficientemente
como el pSIM771.

Ejemplo 5
Silenciamiento de genes mudltiples en patata

El silenciamiento de genes miltiples es implementado direccionando simultaneamente tres genes de tubérculo de
patata indeseables.

El plasmido pSIM1121 (Russet Boise Il) comprende un ADN de transferencia completamente inactivo representado en
SEQ ID NO: 17 que comprende un constructo de silenciamiento que comprende dos copias de un segmento de ADN,
separadas por el intron del gen de ubiquitina-7 de patata y posicionado como repeticion invertida entre dos promotores
GBSS convergentes, mediante lo cual el segmento de ADN comprende (i) un fragmento de la guia del gen de polifenol
oxidasa expresado en el tubérculo del pariente de la patata silvestre Solanum verrucosum Schitdl. TRHRG 193, nimero
de acceso 498062 (véase: USDA, ARS, National Genetic Resources Program. Germplasm Resources Information
Network - (GRIN). [Online Database] National Germplasm Resources Laboratory, Beltsville, Maryland. Available:
http://www.ars-grin.gov2/cqgi-bin/npgs/html/acchtml.pl?1392998, 12 de septiembre de 2005) (SEQ ID NO: 18) (ii) un
fragmento de la guia del gen fosforilasa L (SEQ ID NO: 19), y (iii) un fragmento de la guia del gen R1 (SEQ ID NO: 20).

El empleo de este plasmido hace posible producir plantas de patatas transformadas que contienen solamente ADN
nativo y despliegan las siguientes caracteristicas nuevas: (1) tolerancia a las lesiones debido a silenciamiento del gen
PPO expresado en tubérculos, (2) acumulacion reducida de glucosa inducida por el frio debido a silenciamiento de los
genes de fosforilasa y R1

Ejemplo 6
Direccionamiento de promotor altamente efectivo

Los siguientes vectores de transformacién fueron producidos para demostrar que las secuencias del promotor objetivo
pueden ser utilizados para silenciar la expresion del gen objetivo (véase también Figura 4).

pSIM773: El vector pSIM773 contiene un constructo que comprende un primer segmento que comprende el promotor P3
enlazado a P1, y un segundo segmento, el cual esta orientado en la orientaciéon opuesta, y que comprende el P2
enlazado a P1. El primero y segundo segmentos estan separados por un intrén. Asi, este constructo contiene cuatro
promotores activos funcionalmente. Los dos promotores en el medio son idénticos, representan el promotor objetivo, y
esta en orientacion convergente. Los dos promotores externos son diferentes uno de otro y en orientaciéon convergente.
Todos los cuatro promotores contienen una caja TATA y llegan hasta un par de bases corriente arriba desde el inicio de
la transcripcion.
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pSIM1101: El vector pSIM1101 es idéntico al pSIM773 excepto en que el promotor P3 fue reemplazado por el
terminador nos.

pSIM788: El vector pSIM788 es similar al PSIM773 excepto en que los dos promotores P1 centrales del gen gus
objetivo contienen solamente secuencias corriente arriba de la caja TATA (SEQ ID NO: 21), representando asi
promotores no funcionales.

pSTM1120: El vector pSIM1120 es similar al PSIM 773 excepto en que los dos promotores centrales del gen objetivo
carecen de una caja TATA y no estan en orientaciéon convergente si no divergente.

pSIM1112: El vector pSIM1112 contiene un promotor P1 no funcional sencillo insertado entre los promotores P2 y P3
convergentes.

pSTM1113: El vector pSTM1113 contiene dos promotores Pi convergentes separados por un intron.
pSTM754: El vector de control pSIM754 contiene el promotor P1 que guia la expresion del promotor P2 y viceversa.

La retransformacion de las plantas gus con pSIM773 produjo 35 plantas resistentes a la higromicina. El analisis por PCR
confirmo la presencia del ADN de transferencia de pSIM773. Sorprendentemente, la tincion de gus subsecuente revelo
un silenciamiento completo extremadamente efectivo del gen gus (Tabla 1). Veinte plantas (el 57%) no presentaron
ninguna expresion de gus detectable. Asi, el direccionamiento del promotor utlizando la estrategia pSIM773 es
altamente deseable.

Se obtuvieron resultados similares con los promotores objetivo en orientacion divergente insertados entre dos
promotores guia convergentes, con 77% de las plantas que habian sido retransformadas con pSIM1120 mostrando un
silenciamiento completo del gen gus (Tabla 1).

La Tabla 1 muestra que el silenciamiento del gen también fue logrado utilizando un promotor objetivo individual
insertado entre dos promotores guia convergente (pSIM1112). Sin embargo, este método puede ser menos efectivo que
los métodos que emplean dos copias del promotor objetivo orientadas como repeticion invertida.

Adicionalmente, la eficacia de pSIM1113 demuestra que los promotores de guia no siempre son necesarios. Es posible
silenciar efectivamente un gen simplemente empleando dos promotores objetivo convergente (Tabla 1).

Muchas (44%) de las plantas que fueron retransformadas con pSIM1101 también desplegaron silenciamiento completo
del gen (Tabla 1). Este hallazgo demuestra que el silenciamiento basado en promotores no requiere transcripcion
convergente.

Se ha encontrado frecuentemente que los métodos de silenciamiento convencionales no proveen silenciamiento de
genes estables en generaciones subsecuentes. En contraste, los constructos de cuatro promotores representados por
pSIM773 dieron un silenciamiento completo que se mantiene completamente por transmision del casete de
silenciamiento a la siguiente generacion. La estabilidad potenciada fue demostrada permitiendo que plantas de tabaco
transformadas dobles maduraran, y determinando subsecuentemente los niveles de expresion de gus en progenies T1.
Este estudio demostrd que el 100% de las plantas de la progenie que eran derivadas de una planta con pSIM773 y
contenian ambos genes gus y el casete de silenciamiento desplegaron silenciamiento completo del gen gus (Tabla 3).
En contraste, ninguna de las plantas T1 que portaba el gen gus y el casete de silenciamiento pSIM374 desplegaron un
silenciamiento completo del gen gus (Tabla 3). Se observé un fenotipo intermediario analizando la progenie de una
planta que portaba el gen gus y el casete de silenciamiento de pSIM717 (Tabla 3).

Ejemplo 7
Requerimientos de secuencia para direccionamiento del promotor

Los experimentos anteriores demostraron que las secuencias promotoras pueden ser Utiles para disparar efectivamente
el gerenciamiento de genes. Sin embargo, no debia entenderse que implican que cualquier fragmento promotor del gen
objetivo podria ser empleado para este propdsito.

Para estudiar los requerimientos de secuencia para el silenciamiento basado en promotores, se crearon dos vectores
que comprenden dos copias de solamente parte del promotor P1 insertadas como repeticiones invertidas entre los
promotores guia.

pSIM1118: El vector pSIM1118 contiene dos copias de un fragmento de 300-bp corriente arriba del promotor mostrado
en SEQ ID NO: 11.

pSIM1119: El vector pSIM1119 contiene dos copias de una region central de 300-bop del promotor P1 mostradas en
SEQ ID NO: 51.
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La retransformacién de plantas gus con los dos diferentes constructos produjeron 34 y 20 plantas, respectivamente,
que fueron analizadas histoquimicamente. De manera interesante, ninguna de las plantas analizadas desplegé ninguna
expresion reducida de gus, indicando que los fragmentos de promotores empleados no dispararon efectivamente el
silenciamiento del gen (Tabla 1).

La figura 9 muestra un analisis de secuencia de los diversos fragmentos promotores. El fragmento que facilita el
silenciamiento efectivo del gen esta presente en pSIM773, 788, 1101 y 1120 pero no en pSIM1118 y 1119.

Ejemplo 8

Endulzamiento por frio reducido en tubérculos de platas de patata que contienen un constructo de silenciamiento que
comprende dos copias de un fragmento del promotor del gen R1

La secuencia del promotor del gen R1 asociado con el almidon de la patata, incluyendo el codén de guia y de inicio, se
muestran en SEQ ID NO: 22. Se insertaron dos copias de un fragmento de promotor R1 corto (342-bp) (SEQ ID NO: 23)
como repeticién invertida entre dos promotores orientados convergentemente del promotor GBSS (en el plasmido
pSIM1038) o un promotor GBSS y un AGP en orientacion convergente (en el plasmido pSIM1043). Los vectores
binarios resultantes fueron utilizados para producir plantas de patata transformadas. Se permitid6 que estas plantas
desarrollaran tubérculos, y los tubérculos fueron almacenados durante aproximadamente 1 mes o mas a 4[deg.]C. El
andlisis de glucosa de los tubérculos almacenados en frio demostrara que las plantas almacenadas acumularon menos
glucosa que las plantas de control no transformadas. La acumulacion reducida de glucosa disminuira la formacion de
color durante el procesamiento de patatas fritas y, asi, hace posible reducir el tiempo de blanqueo y preserva mas del
sabor original de la patata. Adicionalmente, el silenciamiento del gen R1 mediado por promotor limitara la fosforilacién
del almidon, y por lo tanto, reduce los problemas ambientales relacionados con la liberacion de aguas residuales que
contiene almidon de patata. Otros beneficios de los tubérculos transformados incluyen: (1) las patatas frita resultantes
contendrdn menos cantidades del compuesto toxico acrilamida, el cual se forma a través de una reaccién entre la
glucosa y la asparagina, y (2) las patatas fritas resultantes desplegaran un fenotipo mas crujiente, segun fue evaluado
por paneles sensoriales profesionales, debido a la estructura ligeramente alterada del almidon.

Pueden obtenerse resultados similares empleando una parte més corta (151-bp) del promotor R1, mostrada en SEQ ID
NO: 24. El vector binario pSIM1056 comprende dos copias de este fragmento insertadas como repeticion invertida entre
dos promotores GBSS convergentemente orientados; el pSIM1062 comprende los fragmentos insertados entre los
promotores GBSS y AGP orientados convergentemente. Este vector fue utilizado para producir 25 plantas
transformadas, de las cuales se puede demostrar que presentan acumulacion de glucosa reducida inducida por el frio y
todos los beneficios asociados con esa caracteristica.

Ejemplo 9

Tolerancia a lesiones de mancha negra potenciada en tubérculos de plantas de patata que contienen un constructo de
silenciamiento que comprende dos copias de un fragmento del promotor del gen de polifenol oxidasa

La secuencia del promotor del gen de polifenol oxidasa expresado en tubérculos de patata se muestran en la SEQ ID
NO: 25. Se insertaron dos copias de un fragmento de promotor PPO de 200-bp (SEQ ID NO: 26) como repeticién
invertida entre los promotores GBSS y AGP convergentes. Se utilizé un vector binario que comprende este constructo
de silenciamiento, designado como pSIM1046, para producir 25 plantas de patata transformadas. Se dej6 que las
plantas desarrollaran tubérculos, y los tubérculos pueden ser analizados en cuanto a la actividad de polifenol oxidasa.
Tales analisis mostraran que el nivel de expresion del gen PPO direccionado es reducido si se compara con los niveles
en controles no transformados.

De manera similar, el plasmido pSIM1045, el cual contiene dos copias de un fragmento del promotor PPO de 460-bop
(SEQ ID NO: 27) insertada entre los promotores GBSS y AGP convergentes, puede ser utilizado para disminuir la
expresion del gen PPO.

Pueden utilizarse estrategias similares en otras especies de cultivo para limitar las lesiones. Por ejemplo, el promotor del
gen PPO expresado en las hojas de lechuga puede ser utilizado para reducir las lesiones en hojas de lechuga, el
promotor del gen PPO expresado en frutas de la manzana puede ser utilizado para reducir las lesiones en la fruta del
manzano, y el promotor del gen PPO expresado en semillas del trigo puede ser utilizado para reducir las lesiones en los
organos del trigo. En todos los otros casos, el promotor puede ser aislado de manera directa disefiando cebadores que
se fusionan a las secuencias del gen PPO conocidas, llevando a cabo métodos de aislamiento de ADN bien conocidos
tales como PCR inversa.

Ejemplo 10

Contenido mejorado de aceite en semillas de plantas de canola que contienen un constructo silenciador que comprende
dos copias de un fragmento del promotor del gen Fad2
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La secuencia del promotor del gen Fad2 de Brassica, que contiene guia, intrén y codén de inicio, se muestra en SEQ ID
NO: 28. Dos copias de un fragmento de este promotor que carecen de cualquier secuencia transcrita tal como el
fragmento 441-bp mostrado en SEQ ID 29 puede ser colocado como una repeticion invertida entre dos promotores
orientados de manera convergente que son expresados en semillas de Brassica. Ejemplos de promotores “guia” son: el
promotor de un gen de napina (gen de la proteina de almacenamiento en semilla 1.7S) mostrado en SEQ ID NO: 30 o el
promotor de un gen de estearoil-ACP desaturasa (SEQ ID NO: 31).

El casete de silenciamiento puede ser colocado dentro de la secuencia del ADN de transferencia de un vector binario, y
este vector binario puede ser utilizado para transformar Brassica. Algunas de las plantas resultantes produciran semillas
gue contienen cantidades incrementadas de acido oleico.

Otros promotores que pueden ser utilizados en constructos de silenciamiento para mejorar la composicién en aceite en
cultivos de semillas oleaginosas tales como canola, soja, algodén y girasol incluyen promotores de otros genes de la
ruta de biosintesis de acidos grasos. Por ejemplo, un promotor de una desaturasa 12 de &cidos grasos objetivo, o de
una desaturasa de acidos grasos omega 6 microsomicos, gen (FAD12) (por ejemplo Genbank Accession Nro.
AF243045 para canola y AB188250 para soja) tal como el promotor FAD12 de soja mostrado en SEQ ID NO: 32 pueden
ser usados para incrementar los niveles de acido oleico en cultivos tales como canola y soja.

Adicionalmente promotores de los genes de la delta 9-desaturasa de la proteina portadora de estearoil acilo de algodén
y de la oleoil-fosfatidil-colina omega 6-desaturasa pueden ser utilizados para incrementar los niveles de acido estearico
y &cido oleico, respectivamente, en algodén. Este promotor puede ser identificado ejecutando métodos tales como PCR
inverso utilizando la secuencia conocida de los genes objetivo (Liu et al., Plant Physiol 129:1732-43,2002). Dos copias
del promotor recién aislado pueden ser utilizadas entonces en estrategia similares a las mostradas para pSIM773 con lo
cual los promotores especificos para la semilla “guia” pueden representar bien sea ADN foraneo o ADN nativo.

Ejemplo 11

Contenido de lignina reducido en el sistema vascular de plantas de alfalfa que contienen un constructo silenciador que
comprende dos copias de un fragmento del promotor del gen Comt

El promotor del gen de &cido cafeico/acido 5-hidroxiferulico 3/5-O-metil transferasa (COMT) de Medicago sativa (alfalfa),
que incluye la guia, se muestra en SEQ ID NO: 33.

Dos copias de un fragmento promotor de 448-bp que carece de las secuencias transcritas (SEQ ID NO: 34) fue
insertado como una repeticion invertida entre dos promotores guia orientados de manera convergente. Este primer
promotor guia es el promotor del gen petE mostrado en SEQ ID NO: 35; el segundo promotor es el promotor del gen Pal
mostrado en SEQ ID NO: 36. Un vector binario que comprende este constructo de silenciamiento, designado como
pSIM1117, fue utilizado para producir plantas de alfalfa transformadas. Los tejidos de tallos de las plantas fueron
ensayados y demostraron contener niveles reducidos de lignina.

El contenido de lignina reducido fue determinado de acuerdo con el siguiente protocolo: (i) se cortan secciones de tallo y
se colocan sobre vidrios de reloj, (i) se sumergen los tallos cortados en permanganato de potasio al 1% durante 5
minutos a temperatura ambiente, (iii) se descarga la solucién de permanganato de potasio utilizando una pipeta
desechable y se lavan las muestras dos veces con agua para retirar el exceso de permanganato de potasio, (iv) se
agrega HCl al 6% (V/V) y se deja que el color de las secciones cambie de negro o pardo oscuro a pardo claro, (v) si es
necesario, se agrega HCI adicional para facilitar la remocién del color oscuro, (vi) se descarta el HCl y se lavan las
muestras dos veces con agua, (vii) se agregan unas pocas gotas de solucién al 15% de bicarbonato de sodio (algunas
veces puede no disolverse completamente), se desarrolla un color rojo oscuro o rojo parpura para maderas duras (mas
alto en unidades S) y color pardo para maderas blandas (mas alto en unidades G).

Se probaron diez y nueve lineas de alfalfa transformadas para contenido reducido de lignina, y se encontrdé que seis
plantas acumulaban cantidades reducidas de la unidad S de la lignina.

En vez del promotor del gen COMT, también es posible utilizar el promotor del gen cafeoil CoA 3-O-metiltransferasa
(CCOMT). La secuencia de este promotor, junto con la guia corriente abajo, se muestra en SEQ ID NO: 37. Un
fragmento de SEQ ID NO: 29 que carece de la secuencias transcritas esta representado en SEQ ID NO: 38 que puede
ser usado para disminuir el contenido de lignina.

De la misma manera, puede reducirse la lignina en arboles utilizando promotores de genes involucrados en la
biosintesis de lignina. También es posible utilizar SEQ ID NO: 59 y reducir el contenido de lignina en maiz empleando la
metodologia de silenciamiento basada en promotores descrita mas arriba.

Ejemplo 12

Vida (til incrementada de frutas de plantas de tomate que contienen un constructo de silenciamiento que comprende
dos copias de un fragmento del promotor del gen de poligalacturonasa.

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2530671 T3

Un promotor de un gen objetivo de poligalacturonasa como el promotor de tomate mostrado en SEQ ID NO: 39 puede
ser utilizado para reducir la ruptura de la pectina, haciendo asi mas lenta la degradacion de la pared celular, retardando
el ablandamiento, potenciando las caracteristicas de viscosidad, incrementando la vida Gtil del tomate insertando dos
copias del fragmento promotor como repeticiones invertidas entre promotores convergentes de guia especificos para
frutas.

Ejemplo 13

Alergenicidad reducida y alimentos de plantas que contienen un constructo de silenciamiento que comprende dos copias
de un fragmento del promotor de los genes que codifican alérgenos

El promotor del gen principal de alérgeno Mal d 1 de manzana puede darse empleando métodos de PCR inversa
utilizando la secuencia de gen conocida (Gilissen et al., J Allergy Clin Immunol 115:364-9, 2005), y este promotor puede
ser utilizado entonces para desarrollar variedades de manzana que contienen niveles de alergenicidad inferiores.

De la misma manera, el promotor del alérgeno principal de cacahuete Ara h 2 (Dodo et al., Curr Allergy Asthma Rep 5,
67-73, 2005) puede ser aislado utilizando métodos de PCR inversa, y usado para desarrollar variedades de cacahuete
que contiene niveles de alergenicidad inferiores.

Adicionalmente, el promotor del alérgeno Gly m Bd 30 K principal de soja (Herman et al., Plant Physiol 132, 36-43,
2003) puede ser aislado utilizando métodos de PCR inversa, y usado para desarrollar variedades de cacahuete que
contienen niveles de alergenicidad inferiores.

Ejemplo 14
Metodologia de silenciamiento de genes mlltiples con base en una combinacion de fragmentos de genes y promotor

El plasmido pSIM870 (Russet Boise IlI) comprende el ADN de transferencia completamente nativo representado en
SEQ ID NO: 40 que comprende (1) un primer casete de silenciamiento que comprende dos copias de un segmento de
ADN posicionado como repeticion invertida entre dos promotores GBSS convergentes con lo cual el segmento de ADN
comprende (i) un fragmento de la guia del gen de polifenol oxidasa expresados en tubérculos de Solanum verrucosum,
(ii) un fragmento de la guia del gen de fosforilasa L, y (iii) un fragmento de la guia del gen de fosforilasa L (SEQ ID NO:
41), y (2) un segundo casete de silenciamiento que comprende dos copias del promotor R1 posicionado como repeticion
invertida entre los promotores de guia de los genes AGP y GBSS, respectivamente

El plasmido pSIM899 (Russet Boise 1V) comprende un ADN de transferencia completamente nativo representado en
SEQ ID NO: 42 que comprende un primer casete de silenciamiento que comprende dos copias de un segmento de ADN
posicionado como repeticidn invertida entre dos promotores de GBSS convergentes con lo cual el segmento de ADN
comprende (i) un fragmento de la guia del gen de polifenol oxidasa expresada en tubérculos de Solanum verrucosum, y
(i) un fragmento de la guia del gen de fosforilasa L, y un segundo casete de silenciamiento que comprende cuatro
copias de la guia del gen R1 enlazado operativamente al promotor AGP y seguido por una repeticion invertida que
comprende un fragmento en sentido y antisentido del gen R1.

La transformacion de patata con cualquiera de estos tres plasmidos producira plantas que, en comparacion con plantas
no transformadas, despliegan las siguientes caracteristicas: (1) expresion reducida del gen de polifenol oxidasa
expresada en tubérculos y, consecuentemente, (i) contenido de polifenol en tubérculos incrementado tal como puede
ser determinado por xx, y (ii) tolerancia potenciada a la lesién por mancha negra de tubérculo tal como puede ser
determinado por xx, y (2) la expresion fuertemente reducida de los genes de fosforilasa y R1 y, consecuentemente, (i)
fosforilacion reducida de almidon y, consecuentemente, contenido disminuido de fosfato de aguas residuales que
contiene almidon de fosfato, y (ii) una conversién reducida de almidén en glucosa durante el almacenamiento en frio
segun se determina utilizando el reactivo de glucosa oxidasa/peroxidasa (Megazyme, Irlanda), dando como resultado (a)
menos caramelizacién, y consecuentemente formacién de color reducida durante el freido lo cual hace posible
almacenarlo a temperaturas mas altas y/o blanquear por periodos de tiempos mas cortos (b) formacion menor de
acrilamida, y (c) patatas fritas mas crujientes.

Ejemplo 15

Direccionamiento de intrén

El polinucleétido incrementado para generar un constructo TFCT puede contener el intrébn de un gen que produce el
transcripto objetivo. El concepto de silenciamiento dirigido por intrén puede ser mostrado utilizando el intrén del gen gus

gue es expresado en el tabaco transgénico.

El siguiente vector de transformacion fue producido para demostrar que las secuencias del intron objetivo pueden ser
utilizadas para silenciar la expresion del gen objetivo (véase también Figura 5):
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El vector pSIM782, el cual contiene un constructo que comprende un primer segmento que consiste del intrén del gen
gus enlazado operativamente al promotor (P1) y un segundo segmento en la orientacion opuesta que consiste del
mismo intron del gen gus enlazado operativamente a un segundo promotor constitutivo (P2) con lo cual el primero y
segundo segmentos estan separados por un intron.

Un ejemplo de un intré6n que puede ser usado para silenciar un gen es el intron del gen R1 asociado con almidén de
Solanum vernei SEQ ID NO: 44. El silenciamiento del gen R1 es reducido al grado de endulzamiento inducido por el frio
en tubérculos durante el almacenamiento.

Ejemplo 16
Direccionamiento del terminador

El polinucledtido usado para generar un constructo TFCT puede comprender secuencia corriente debajo de las
secuencias transcritas de un gen objetivo. Este concepto puede ser demostrado utilizando las secuencias corriente
abajo a partir del gen gus que es expresado en tabaco transgénico.

Ejemplo 17

Contenido reducido de lignina en el sistema vascular de plantas de alfalfa que contienen un constructo de silenciamiento
gue comprende dos copias de un fragmento del gen Comt

Un vector binario designado como pSTM856 fue ensamblado de forma que comprende un casete de expresion que
comprende dos fragmentos de gen Comt representados en SEQ ID NOs: 52 y 53 , posicionado como repeticién
invertida entre dos promotores de alfalfa convergentes mostrados en SEQ ID NOs: 54 y 55 de tal manera que los
promotores estd enlazados operativamente a primero el fragmento antisentido y luego al fragmento en sentido. El
casete de expresion es insertado entre secuencias derivadas de alfalfa que funcionan como reemplazo para fronteras
de Agrobacterium y que se muestran en SEQ ID NOs: 56 y 57. El ADN de transferencia completo, representado en SEQ
ID NO: 58 es insertado en un plasmido que porta un casete de expresion para el gen ipt de Agrobacterium en su
esqueleto.

Las transformaciones fueron llevadas a cabo como se describen en Weeks y Rommens, solicitud de Patente de los
Estados Unidos US 20050034188A1. Se probaron dos plantas transformadas en cuanto al contenido de lignina, y se
encontré que ambas no acumulaban visiblemente la unidad S.

Tablas

Tabla 1. Eficacia de constructos convencionales y de silenciamiento libres de terminador

t(?;):ss;(r)lrjrﬁgcién para 2 Plantas de tabaco probadas | Expresion de gus
50-100% 10-50% 1-10% 0%

Ninguno 3 3 (100%) 0 0 0
PSIM714 8 8 (100%) 0 0 0
PSIM374 36 13 (36%) 11(31%) | 9 (25%) 3 (8%)
PSIM718 35 33 (95%) 1 (3%) 1 (3%) 0
PSIM728 23 15 (65%) 5(22%) |3(13%) |0
PSIM715 37 10 (27%) 11 (30%) | 15 (41%) | 1 (3%)
PSIM717 35 11(31%) 3 (9%) 19 (54%) | 2 (6%)
pSIM754 38 38(100%) | O 0 0
PSIM755 36 35 (97%) 0 0 1 (3%)
pSIM756 37 18(49%) 12 (32%) | 5(14%) | 2 (5%)
PSIM758 29 29 (100%) | O 0 0
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PSIM770 38 35(92%) | 3 (8%) 0 0
PSIM771 35 20 (57%) | 3 (9%) 9(26%) | 3 (9%)
PSIM772 35 34(97%) |0 1 (3%) 0
PSIM773 35 15(43%) |0 0 20 (57%)
PSIM774 35 31(89%) | 2 (6%) 2 (6%) 1 (3%)
PSIM775 36 22 (61%) | 6 (17%) | 7(19%) | 1(3%)
PSIM777 36 33 (92%) 1 (3%) 1 (3%) 1 (3%)
PSIM778 36 32 (89%) | 2 (6%) 2 (6%) 0
PSIM779 36 33 (92%) 1 (3%) 2 (6%) 0
PSIM782 35 34(97%) |0 1 (3%) 0
PSIM787 32 20 (63%) | 7 (22%) | 3 (9%) 2 (6%)
PSIM788 35 14 (40%) |0 0 21(60%)
PSIM789 35 19 (54%) | 4 (11%) | 6 (17%) | 6 (17%)
PSEM1101 34 14 (41%) |0 5(15%) | 15 (44%)
PSIM1111 36 21(58%) | 9(25%) | 6(17%) | O
pSIM1112 36 33 (92%) 1 (3%) 0 2 (6%)
pSIM1113 34 24 (71%) | 2 (6%) 3 (9%) 5 (15%)
PSIM118 34 34 (100%) | 0 0 0
PSIM1119 20 20 (100%) | O 0 0
pSIM1120 35 8 (23%) 0 0 27 (77%)

Tabla 2. Actividad de PPO en minitubérculos de patata. “wt” = plantas tipo silvestre no transformadas; “401” = plantas
transformadas que portan un ADN de transferencia que comprende solamente un casete de expresion para el gen
marcador seleccionable nptll, “OD” = medicién de OD260, “S.E.” = error estandar.

Control rep-1 (OD) rep-2 (OD) rep.3 (OD) % de WT S.E.
wt-1 0.127 0.121 0.137 87 2.6
wt-2 0.129 0.141 0.125 89 2.7
wt-3 0.138 0.146 0.123 92 3.7
wt-4 0.134 0.157 0.159 101 4.4
wt-5 0.152 0.173 0.169 111 3.6
wt-6 0.153 0.152 0.151 103 0.3
wt-7 0.173 0.158 0.187 112 2.4
wt-8 0.149 0.165 0.152 105 2.7
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401-1 0.138 0.155 0.174 105 5.7
401-2 0.182 0.193 0.163 121 4.8
401-3 0.139 0.145 0.152 98 21
pSIM764 rep-1 (OD) rep-2 (OD) rep.3 (OD) % de WT S.E.
1 0.051 0.055 0.060 37 14
2 0.071 0.072 0.068 48 0.7
3 0.063 0.070 0.075 47 1.9
4 0.035 0.032 0.030 22 0.8
5 0.045 0.031 0.030 24 2.7
6 0.053 0.056 0.056 37 0.6
7 0.079 0.108 0.117 68 6.3
8 0.035 0.042 0.041 27 1.2
9 0.039 0.042 0.043 28 0.7
10 0.081 0.073 0.077 52 1.3
11 0.059 0.061 0.052 39 15
12 0.055 0.046 0.053 35 15
13 0.036 0.039 0.032 24 1.1
14 0.052 0.068 0.062 41 2.6
15 0.037 0.033 0.034 23 0.7
16 0.066 0.057 0.066 43 1.7
17 0.063 0.061 0.057 41 1.0
18 0.063 0.041 0.047 34 3.6
19 0.045 0.049 0.041 30 1.3
20 0.061 0.051 0.048 36 2.2
21 0.043 0.039 0.039 27 0.7
22 0.111 0.102 0.112 73 1.8
23 0.058 0.049 0.057 37 1.6
24 0.043 0.041 0.042 28 0.3
25 0.041 0.040 0.045 28 0.8
26 0.044 0.042 0.042 29 0.4
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pSIM765 rep-1 (OD) rep-2 (OD) rep.3 (OD) % de WT S.E.
1 0.044 0.035 0.039 27 1.4
2 0.041 0.048 0.055 32 2.2
3 0.064 0.060 0.058 41 1.0
5 0.122 0.118 0.102 77 3.4
10 0.042 0.066 0.059 38 3.9
14 0.087 0.103 0.111 68 3.9
15 0.045 0.049 0.059 34 2.3
16 0.033 0.042 0.035 25 15
19 0.033 0.048 0.045 28 2.5
20 0.043 0.040 0.052 30 2.0
21 0.044 0.035 0.033 25 1.9
24 0.046 0.049 0.047 32 0.5
28 0.046 0.048 0.033 29 2.6
29 0.071 0.082 0.078 52 1.8
30 0.051 0.059 0.056 37 1.3
32 0.105 0.134 0.129 83 4.9
34 0.045 0.047 0.038 29 1.5
35 0.143 0.168 0.171 109 4.9
36 0.115 0.128 0.097 77 5.0
37 0.057 0.049 0.040 33 2.7
38 0.062 0.067 0.063 43 0.8
39 0.046 0.055 0.045 33 1.8
40 0.040 0.036 0.036 25 0.7
41 0.083 0.069 0.072 50 2.3
Tabla 3

Linea progenitora

PCR positiva para constructo de

Parcialmente silenciado

Completamente

gen gus y silenciamiento silenciado
374-18 25/50 (50%) 24/25 (96%) 0
717-54 35/50 (70%) 28/35 (80%) 3/35 (9%)
773-4 23/50 (46%) 0 23/23 (100%)
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SEQ
ID

NO:

NOMBRE (Si lo hay)

SECUENCIA

Promotor FMV (“P1”)

ATTTAGCAGCATTCCAGATTCGCITCAATCARCARGCTACGRAGCCATATCA
CTTTATTCRAAATTGGTATCGCCARAACCAAGAAGGAACTCCCATCCTCARA
GETTTIGTAAGCARGRATTCTCAGTCCARAGCCTCAACRAGGTCAGEGTACA
BAGTCTCCARACCATTAGCCARAAGCTACAGGRAGATCARTGAAGARTCTTC
AATCAARGTARACTACTGTITCCAGCACATECATCATGGTCAGTARGTTTCA
SRARAAGACATCCACCEAACACTTARAGTTAGTEGCCATCT ITGARAGTAR
ICTTETCARCATCCAGCAGCIGECT TETGEEEACCAGACAAARDAGEAATE
TGCAGAATTIGTTAGECECACCTACCARAAGCATCTTTGCCTITATIGCAR
AGATAARGCAGAT TCCTCTAGTACAAGTGGCERACARAATAACCTGGARRA
SAGCTETCCTGACAGCCCACTCACTAATGCETATGACCAACGCAGTGACHEA
SCACRARAGARTTCCCTCTATATARGRAGEGCATTCATTCCCATTTGAACGA
ICATCAGATACTCAACCAAT

Fragmento de gen gus de 304-bp

CAACGCGTAAACTCEACCCCRACECATCCEATCACCTECE T CAATGTAATET
TCTECEACGCTCACACCGATACCATCAGCGATCTCTTTGATETGCPETCCC
TGAACCGTTATTACGGATGCTATGTCCAARGCGECEGATTTGEAAACGGCAG
AGAAGETACTEGRAAAAGRACTICTERCCTGECAGRAGARACTGCATCAGT
CGATTATCATCACCGAATECEACGTEGATACGTTAGCCGEGCTGCACTCAR
TETACRCCGACATGTGEAGT CRAAGAGTATCAGTGTGCATEGCTGEATAT

Terminador de pSIM718

CETTUAAACAT TIGECAATAAAGITTCTTAAGAT TEAATCCTET TECCGET
CITGCGATGATTATCATATAATTICTGTIGAATTACGTTARGCATGTARTA
ATTRARCATGCTAATGCATCACGTTATTTATGAGATCEGTITTTAT GATTAGA
GTCCCGCAATTATACATTTAATACECGATAGARAACARRATATAGCGCGCA
AACTAGGATARATTATCGCGCGCGETGTCATCTATGTTACTAGATCGEG

Intron de pSIM374

GTEGTAACTTTTACTCATCTCCTCCARTEATT ECTGATTTCATGCATGTTT
CCCTACATICTATTATGAATCETET TATGEIGTATAARCGI TEGTTTCATAT
CTCATCTCATCIATICIGATTITCATTCICLTGCCTACTGAAT ITGACCCT
ACTGTAATCGGTEATAAATGTAARTGCTICCTCTTICTFCTTICTTCTTCTCA
GARATCAATTTCIGITITGTTTTIGITCATCY GTAGCTIG

Promotor 35S de virus mosaico de
coliflor (“P27)

TAGCTPCATGGAGTCARAGATTCAAATAGAGCCACCTAACAGRACTCECCGET
ARAGACTEECEARCAGTTCATACAGAGTCTCT TACGACTCARTGACARGAR
GRAAATCTTCETCAACATCETGEACCACGACACACTTGTCTACTCCARANA
TATCAAAGATACAGTCTCAGARGACCAARGGECAATTGRAGACTTTTCRACA
ARGGGTAATATCCEEARACCTCCTCGEGAT T CCATTGCCCAGCTATCTGTCA
CTTIATTGTGAAGATACT GEAAAAGCAARGTECCTCCTACARATGCCATCA
TTGCOATAAAGGARAGECCATCGTTCAAGATECCTCTGCCEACAGTEAETCC
CARAGATGEACCCCCACCCACGAGGAGCAT CGTGEARAAMAGARGACGTTCC
ARCCACGTCTTCARAGCAAGTGEATTEGATGTGATATCTCCACTGACGTRAG
CEATEACCCACARATCCCACTATCCT TOECAAGACCOCTTCOTOTATATARGH
BAGITTCATT‘TGBTTTGGAGEGMCRCGGGGGRCTC

Promotor de gen de ubiquitina-7 de
patata

TCGAGBCACATTGATTGAGTTTTATATGCARTATAGTARTAATARTAATATT
TCTTATAARGCRAGAGGTCAATTTTTTTTTATTATACCARCETCACTARAT
TATATITGATRAATGTARRACARTTCRATTTTACTTAARTATCATGAAATAR
ACTATTTTTATAACCAARTTACTARATTTTTCCARTARAARAAAGTCATTA
AGAAGRCATAANATARATTTCACTARAAACAGTGAAGTCGACTEACTTTTY
TITTTTTATCATAAGARBATARATTATTARCT TTAACCTAATAARACACTA,
ATATAATTTCATGEAATCTARTACTTACCTCTTAGAAATARGARARMGTET
TTCTARTAGACCCTCAATTTACATTARATATTITCAATCARATTTARATAR
CARATATCAATATGAGGETCAATARCAATATCARMATARTATEARARAAGAG
CARTACRTAATATAAGAARGAAGATTTAAGTECCATTAT CAAGCTAGTATT
ATRATCCTAATTTCCTAATATTTARACTCTTATATTTARCETCATGTTCATE
ATABACTTGARATACGCTATATTAGAGCATATATTAARATARARAAATACC
TARARATAAAATTAAGITAT M T TAGTATATAT T T TTACAT GACCTACAT

TTTTLTECETTITTICTAARGGAGCGTETARGTCTCEACCTCATTCTCCTAA
TTTFCCCCACCACATARRARTTAAARAGGRAAAGGTAGCTTITGCGTGTTET
TTTGETACACTACACCTCAT TATTACACGTGTCCTCATATAAT TGETTARAC
CCTATGAGECGETTTCETCTAGAGTCGECCATGCCATCTATARAATGRAGC
TTTCTECACCTCATTTTTTTCATCTT CFATCTEATTTCTATTATAATTTCT
CTCAATTGCCTYCAAATTITCTCTTTAAGCTTAGRAATCTTCTCTATTTETG
GTTTTTGTCTCTITTAGATTCTCGAAT TAGCTAATCAGGTGCTGTTATAGCC
CTTA

Fragmento de gen gus antisentido

CCTTCACCCGRTTGUCAGAGLET GCGGATTCACCACTTECAARGICCCEUTA
GIGCCTIGTCCAGTTGCAACCACCTGITGATCCGCATCACGUAGTTCRALG
CTGACATCACCATT GGCCACCACCTGCCAGT CAACAGACGCATGGTTACAG
TCTTECECGACATGCGETCACCA
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Cebador PG

CARCGCGTAARACTCEACCCGACGCATC

Cebador PIF

TIGTTTTTGITCATCTGTAGCTTCTGT

10

Cebador PIR

TECAGGAGATGAGTARARGT TACCACE

11

Fragmento 5" de promotor P1 de 300-bp

ATTTAGUAGCATICCAGATTGGETTCAARTCARCAAGGTACGAGCCATATCR |
CITTATTCAAATTGGTATCECCARARCCARGRAGEAACTCCCATCOTCARA
GETTTGTARGGARGRATTCTCAGTCCARAGCCTCANCAAGGICAGGGTACA
GAGTCTCCAARCCATTAGCCARARGCIACAGGAGATCAATGRAGARTCTTC
ARTCRARGTAARCTACIGTTCCAGCACATGCAT CATGGTCAGTAAGTTTCA
GARAARAGACATCCACCGAAGACTTARAGTTAGTGGGCATCTITGA

12

Promotor de gen GBSS de patata

GAACCATGCATCTCAATCITAATACTARAARATGCARCARAATICTAGTGE
AGGGRCCAGTACCAGTACATTAGATATTATCTTTITATTACTATAATARTAT
TTAAT TAACACGAGACATAGEAAT GTCAACTGETAGCGGTAGGAGGGAGT
TEETTCAGTITITTAGATACTAGGAGACAGAACCEGRGEEGCCCATTACRAA
GECCCAAGTTGAAGTCCAGCCGT GRATCARCAARGAGRAGEGCCCATARTAC
TGTCEATGAGCATITCCCTATAATACAGTGT CCACAGTTGCCITCCGCTRAA
GEEATAGCCACCCGCTATTCTCT TGACACGTGTCACTGALACCTGCTACAA
ATAAGGLAGGCACCY CCTCATTCTCACACTCACTCACT CACACAGCTCAAC
WAGTGETARCTTTTACTCATCTCCTCCAATTATTPCTGAT T TCATGCATGT
TTCCCTACATTCTATTATCAATCETETTATGETETATARRCGTTGTTTCAT
ATCTCATCICATCTAT TCTEATTTTEAT TCTCTTECCTACTEARTTTGACG
CTACTGIARTCCGTGATARATGTGAATGCITCCICTTICTTCTICTTCTTCT
CAGARATCRATTITCTGLITTGTTTTTGTTCATCTGIAGCTTGGTAG

13

Promotor de gen AGP de patata

G CAG TG TGCCAGGECTGTCGECAGATEGACATAAATGEHCACAUUGULCY
GCTCETEAAARGAGTATGETCAGT TTCATTGATAAGTATTTACTCGTATTC
GETGTTTACATCAAGT TAATATGTTCARACACATGTGATATCATACATCCA
PTAGTTAAGTATARATGCCARCTTTTTACTTGAATCGCCGAATARATT TAC
T TACETCCARTATTTAGT P T TCT G TCTCAAACATATCATECACTATT TGAT
TAAGAATAAATAARCGATGTGTAAT T TCARARCCAAT TAGAAARGAAGTAT
GACGGEATTGATGTTCTCTGAAATCACT GG P ALATTGGACGCACGATCARA
TTTGATCGTCCATT TARGCATAGCARCATGEETCT T TAGTCATCATCATTA
TEPTATAATTAT M MECTTGARBCTTGATACACCANCT TTCATTCCCARRGT
GACAGCATAGTATAAACTATAATATCARTTCTGGCART TTCGAATTATTCC
ARATCTCTTTTGTCATTTCATITCCTCCCCTATETCTEGCARGTACCARTTA
LTTAAGTACARRAAATCT T GATTARACARTTTATTT TCICACTARTAATCA
CATTTARTCATCARCGETTCATACACGTCTGTCACTCPT T I TITATTCTCT
JARGCECATGTGATCATACCAATTAT TTAAATACAAAARATCTTGATTARA
IARATTCAGTTTCTCACTAATAATCACATTTAATCATCANCGETTCATACAC

ATCCGTCACTCITITITTATTCTCTCAAGUGCATGTGATCATACCAATTAT
TTAARATACARRAARTCTTGATTAMMCAATTCAT T ETCTCACTARTAATCAC
ATTTARTCATCARCGGTTTATACACGTCCGCCACTOTTT T TTATTCTCIC
ARGCGTATGTEATCATATCTAACTCTCGTGCARRCRAGTGRARTGROGTTC
ACTARTAAATARTCTTTTGAATACTT TGT TCRAGTTTAAM TTATTTARTTTE
ATAR

14

Guia de 154-bp de gen PPO de patata

TIAGTCTCTATTGRATCTIGCTGAGATTACACTT TGATGGATGATGCTCTGT
TTTIETIPICTIGTTCTET T I T TICCTCTET TEARLTCAGCI T TG TTGCTT
GATTICATTGARGT TGTTATTCAAGAATARATCAGTTACAATTATGITTER
G

15

Intron de gen de ubiquitina-7 de patata

GRTAGAARATCTTCTCTIATTITTGCTT T TTGICTET TTACATTCTCEALTTA
GCTAATCAGETGCTGI TATAGCCCTTAATTTTGAGTTTTTTTTCEETTGTT
TTGATGEARAAGGCCTAAARTTTGAGTIT TTITACGT TGGTTTGATGEARA
BEGCCTACARTTGEAGTTTTICCCCETTETTTTGATGARARAGECCCTAGTT
TGAGATTTTITTTCTGTCGATTCGATTCTARAGGTTTAARATTAGRGTITT
TACATTTGTTTEATGARAAAGGCCTTARATTTGAGTT TTICCGGTTGATTT
CATGAAMARGCCCTAGAATTTET GTTTITTCETCGETITGATTICTCGARGGC
CTARRATTTGAGTTTCTICCOECTGTTTTGATCARAAAGCCCTAAATTTCAG
ITTCTCCAECTETTTTGAT GARBARGCCO AT P EAGTT ITTTCCCCGT
GITITAGATTGTTTGGTTTTAATTCTCGAATCAGCTAATCAGGGAGTGTGA
AARAGCCCTARAATTTEAGT TTTTTTCETTGTTCTEGATTETTECT T TTTATCA
ATTTGCAG )

16

Fragmento de gen PPO de tabaco

TAGTCICEATIGARTCIEU  GAGAL TACAUT I GATEGATUATEUTUIGY
PTG TTICTIGICTET I P I T CCTCTGT T GARATCAGCTT TG TTGGTT
GATTTCATICAAGITETTATT CARGAATAAATCAGTTACAATTATCTTTCE

[
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17

ADN de transferencia de Russet Boise I

TEECABCATATATACCGETETARACGAAGTETEGTGTEETTEGATCCARRATC
PATCOTACCTT TAGARAGTETAGCTATGAACGATAGTCTCACTTAT GARGA
ACTACCTATTGAGATICTTGATCGICAGGTCCEAAGGTTCGACGARRAATAGA
AGTCGCTTCAGTTACGGCTTTGTEECAGEAGT ANGEGTACCGAACCATGCAT
CTCARTCTTARTACTARAAAATGCARCAARAT TCIAGTECACECACCAGTA
CCAGTACATTAGATATTATCT TTTATTACTATAATARTATTITTAATTAACA
CEGAGACATAGGAATGTCAAGTGGTACCEETAGCGRGGGAGTICCTTCAGTTT
TTTACATACTACEAGACAGAACCGERGGEGCCCAT TGCARAGECCCRAGTTG
AAGTCCAGCCGIGARTCARCARRGAGAGECCCCATARTACTGTCGATEAGC
ATTTCCCTATAATACAGTGTCCACAGT TECCTTCCECTAAGEGATAGCCAC
CCECTATTCTCTTGACACGTGTCACTEAARCCT BCTACARATARGECAGED
BCCTCCTCATTCTCACACTCACTCACTCACACAGCTCAMCAAGT GETARCT
TTTACTCATCTCCTCCAATTATTTCTGATTT CATGCATGTTTCCCTACATT
CTATTATGRATCGTGTTATGGTATATARRCGT TG T TCATATCTCATCTCA
TCTATTCTGATI TTGATTCI CITECCTACTGARTTTGACCCTACTGTARTC
GETGATAARTGTGAATGCTTCCTCTTCTICTTCTTCTTCTCAGAAATCART
PTCTETTTIG T T TG TCATCTGTAGCTTEETAGATTCCCCTTT TTGTAS
ACCACACATCACGGATCCCCCABACATARTTGTAACYGATTTATTCTTGAA
TARCRACTTCRATGRAATCARGCARCARAGCTGATTTCAACRATGARRBARRC
AGAACARGARAACGHAMACAGAGCATCATCCOATCARRGTGTARTCTCAGOA
GATTCARTAGAGACTAACTCGRGETEGCTCTCTATGCAAATCTAGCTTTTCG
AAT CRGAGTEATARCAGAGTGAGGATTETGARTTATTTTATIGATGAAGAT
TGGAGAAGTCAATTATTEATTCACACACAGGARAT TAAGTETGTTETGTTGE

GICCTCTTHIGGAARTTARATGTCACCCTTT TT L LATLTATCARTAARAGC
ACGARAATCICCTGCACTACTCCCCTGCACTCTCTITATATTTGICCATTTC
CCRCRRATCCCTAACTIAATTACTTACCCACACTCARGCTTCARCACTGTT
GAGGTTAGEAATCCCTGGTACAGCAAGT TATTCCCTARGGART TACTCATA
TCCTCCCACTGGCTTART TCACTCAAGTTCAGCTAGARACGTCGATTTCTA
GrEAAGTRAACGAGEAAAT TAGCEGARGAAGCET COAGARATTCGATGARGAT
GAATTCACGARGCAAAATGAAGATTGCACCAGACAGTATGGEGATTGGAGA
GTCGARAGTGATAGTGANATRAGGTCCGCGGGITAAATTCATGATTTTATG
AACTCRATAGCTTTTCATAATGACCAATATTATCTTTCT TCAGTAGCAAAT
CCACATGCICTTATECTCECTEAAATAGTTTTGECCGTGERGTTTCACCAT
CrATGITTACAATTGATTCITGTACCYGCAGACCTTATTTCACTACCACTT
TCCACTCTCCAATCCCOATACTCTCTECTCCAATCTTCATI I TGCTTCETS
AATTCATCTTCATCGRATTTCTCGACGCTTCTTCGCTAATTTCCTCGTTAC
TTCACTAGARATCGACGITICTAGCTGAACTTGAGTGAATTAAGCCAGTGG
GAGEATATGAGTAATTCCI TAGCEAATAACTIGCT GTACCAGEGATTCCTA
ACCTCRACAGTGTTEARCCTIGAGTGTCCCTANGTAATTARGTTAGEGATT
TEIGEEARATGEACAAATATAAGAGAGTGCAGCGGAGTAGTECAGGAGATT
TTCETECTTITATTCATARATARAARANGGETGACATTTAATTTCCACARG
AGGACGCAACACARCACACETAATTCCTGTGTGIGRATCARTART TGACTT
CTCCRAATCTITCATCAATARRATAATTCACAATCCTCACECTCITATCACTC
TCATTCGRAAAGCTACATTTGCATACGACAGUACCTCORUTTAGTCTCTATT
GAATCTGCTRAGATTACACTTTGATGGATGATGCTCTGTTITCGT TITCTT
GITCTGTTTTTICATGT TGARATCAGCITTIGITGCTTGATT TCAT TGRAGT
TGETTATTCARGAATAAATCAGT TACAATYATCTTTGCETCTAGAGTGATET
GIEETCTACAARMAGCEEGRRTCTACCARGCTACAGATCAACARRAACHARA
CAGAAATTGATTTCTGACAAGRACARGRAGARGAGEARGCATTCACATTTA
TCACCEATTACAGTAGEGTCARATTCAGTAGGCAAGACANTCAAAATCAGA
ATAGATGAGATGAGATATGAAACAACGTTTATACACCATALCACGATTCAT
AATAGAATGTAGGGARACATGCATGARATCAGRAATARTTGEAGGAGATGA
GTAARAGITACCACTTGTIYGAGCTGTGTGAGTOAGTGAGTGTGACGRAATGAG
GAGGTECCTECCTTATTTGIAGCAGGT TICAGTGACACGT GTCAAGAGART
AGCGGGTGECTATCCCTTAGUGGRAAGGCAACTETGGACACT GTATTATAGG
GRAATGCTCATCGACAGTATIATEGGCCCTCTCTTTETTCATICACGECTE
GACITCAACTTGGGCCTTGCAATEEGCCCCTCCGGTTCTEGTCTCCTAGTAT
CTAARRARCTGAACCARCTCCCTCOTACCGCTACCACTTGACRTTCCTATG
TCTCGTETTAATTARAATATTAT TATAGTAATAARAGATAATATCTARTGT
ACTGETACTGGTCCCTCCACTAGRATTTITGTTGCATTTITTAGTATTAAGA
TTGAGATGCATGGTTCEGAGCTCCTTCARCATGI TATAARCT TCACATATTC
AGTTGECAATAGGCTTTATAATGAGTTGCACTACGITATGICCCCCTCARG
TCCCAGART TATGTGCCCCCETATET TATARGTCCCCTCTGCGECCATCAR
TITAGTEAT CROGCCAGACATGCCTCTATACCTCGECCAGGATATATTTET
TCGGTAATG
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18

Fragmento de guia del gen PPO
expresado en tubérculo de Solanum
verrucosum

CCCARACATAATTGTAACTGATTIATTCTTGAATAACRACTTCRATGRAAT
CAAGCARCAAAGCTGATTTCALCATGAARRALCAGAACAAGALAACGAARA
CAGAGCATCATCCATCAMAGTGTAATCTCAGCAGATTCAATAGAGACTAR

19

Fragmento de guia de fosforilasa

GIGCTCTCIATGCARATCTAGCTTTTCGAATGAGAGTEATAAGAGAGTGAG
GATTGIGAATTATTT TATTGATGAAGAT TCEAGARGTCAATTATTGATTCA
CACACAGGAATIAAGTGTETRGTGTTGCETCCTCTTGTCEARM TAAATGT

CACCCTTTTTTTATT TATCARTARAAGCRCGARRATCTCCTGCACTACTCC
CCTGCACTCTCTTATATITETCCATTTCCCACAARTCCCTAACTTAATTAC
TTACCCACACTC

20

Fragmento de guia de R1

CRACACTGTTGAGCTTAGCARTCCCTGETACAGCAAGT EATTCCCTARGEA,
ATTBRCTCATATCCTCCCACTEECT TARTTCACT CRAAGTTCASCTAGRAACE
TCGATTICTAGTGARGTARCGAGCARATTAGCCAAGAARGCGICGAGARATT
CGATGRAGATGAATTCACGRAAGCAAAATGAAGRTTCGAGCAGRGAGTATGE
GGATTGGAGAGTGEAMAGTGETAGTCARATARGET

21

Promotor al P1 sin funciéon sin caja
TATA de pSIM788

ATTTAGCAGCATTCCAGATTGEET TCARTCAACAAGGTACGAGCCATATCA
CTTTATICAANTTEGTATCCCCARRACCAAGARGGARCTCCCATCCTCARR
GETTTGIAAGGARGRATTCT CAGTCCAAAGCCT CARCARGGTCAGGGTACA
GAGTCTCCAAACCATTAGCCARAAGCTACAGGAGATCAATGAAGAATCTYC
BATCARAGTARACTACTGTTCCAGCACATGCAT CAYTGETCAGTAAGTTTCA
GARARRGACATCCACCEAAGACTTAARGTTAGTGEECATCTITGARAGTAA
TCTTETCAACATCEAGCAGCTEGCTTETERECACCAGACAAAANAGGAATE
GIGCAGARTTGTTAGCCECACCTACCARRAGCATCTT TGCCTTITATTGCAA
RGATAAAGCAGATTCCTICTAGTACAAGTCEGEAACAARATARCGTGGAARR
GAGCTGTCCTGACAGCCCACTCACTAATGCGTATGACEAACECAGTGACGA
CCACRARRGA

22

Promotor del gen R1 de patata

TTCARATTTCATLY GEGTCATATARATTGAGACATATAATTGTCGGCACAT
GCTCATGTATCCRARCARAGGATARTTTGATCATCTATTCTTATATATTTGA
AN ATTACGATAATARTACTT TARATCACAATARTTAACRAGTTARARTATT
TAAARGTCATATARAAARTTAATTGACTCTCARAATTOTGTARGTACTATR,
AATTARPATAARTRACRACT TAAGARTTTCARAGTCATAARARBATTTGGTS
GOICTCTARRATATATCART GTCACATAMAARGCTARCATATATTATTCAGA
BATTACGTARAAGATACCACAAATTACAATAATTARCARCTTGAARTATTT
AAARTACATAAABATARTTAATT I TAGRAATTCCAGGCETIGCCACATARAT
TEGEACAACCGARATARATATATACTATTATTTTANARTTATGTAARARAARTA
RTTCTARATCATGATAARTTAATAACT TARAATATTATIARAARTCATATAR
BAATTTARATAATTGCTCAGGTTTCA GCCGTA'E:@'E&_@&’;‘M TAGGATARA
BAATARTATATATIGEECCCCGTECTIECCACGEEEECCOETATCTAGTTTA
TATAATAAATATCGITTCTAGY CTATCYCT TCTGATGCTARRTAMAGTCTG
PGATTATCTTTTAATETPTTCTACTCAGCATEEEETCGCCETATCTAGTTTA
TATARTAAATATCGIITCTAGTCTATCTCTTCTGATGCTAAATRARGT CAG
TGATTATTTTTTRATTTTTTCTACTAGGTAATETARRATICTTATGTTAAC
CARATAAATTOAGACARATTAATTCAGTTAACCAGAGT TAAGAGTAAAGTA
CTATTGCARGAAMATATCAAAGGCARRAGAARAGAT CATGARAGARMATAT
SBARGARARAGAAGAGGT TACAATCAANCTCCCATAALRACTCCAARANTAR
LCATTCAARTTGCARBAACATCCAATCARATTGCTCTACTTCACGGGGCCT
LTplcle] : .

23

Fragmento de 342-bp del promotor del
gen R1

AAAATTCTTANGTTAACCAAATAAATMPCACACAAAT TARTTCAGTTARCCA
GAGTTAAGAGTARAGTACTATTGCARGRAARTATCARAGGCARRAGARARG
ATCATGARRGARAATATCARACGAANARGAACACGGT TACAATCAAACTCCCA
TAARACTCCARAAATAARCATTCARATTGCARARNCATCCARTCARATTEC
TCTACTTCACGGEGCCCACGCCGECTACATCTCARACTTTCCCACUTEACA
TCCCATAACABATCACCRCCGTARCCCTTCTCABAACTCEACACCTCACTC
TTTTICTCTATATTACAATARRARATATACGTGTCC

24

Fragmento de 151-bp del promotor de
gen R1

CATTCAAATTGCAARAACATCCAATCAAATTGCTCTACTTCACGEAGCCCCA
CECCEGCTECATCTCABACTTTCCCACGTGACATCCCATARCARAT CACCR
CCGTAACCCTTCTCARAACT CGACACCTCACTCTITITICTCTATATTAC
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25

Promotor del gen PPO expresado en
tubérculo de patata

TAATATAAUATAGUATGUULGLALULAGSAET GIGAT TAGAARTTL VTGS
ARTTCAACBATATTITGCTTARATARTATATTTGTATAGTAATTTITRTTAC
ARBATATATACAAATTTACGTCARGEATTCAGT TATTAACCCTTTRARATC
GTETCATAMAATTCRATGTTARRAT TCTGACTTICCCCGTGCTTAACATTA
CTTATCRAATTTATGTTTCTGEGTAGARARGTACTAGTACTACTCITTGAC
TCETCTAGRCGTCTACTATAGATCTCCTTAGAT TADARACT CCAGTTTTAA
TATTTTCCTCACAATTATTATTCTTAATCTACCACCTACCEEAGTCACAAA
TATATTAAATGCAAAATATICTATCTATTAATTTATGATCTACCTATTGATA
ATTTGTAATCTAGTCARMATGATGGCAARARARATATARTATCTACGACTGA
AGTTCTTAGTCAATAGCCTARATGARAGAARAARAAAAARGCTCARGARAGA
AACATGATATCTTTGTTGCTCYGATTCGTARRAARARAAACATAGTARCTT
CATAARATATCTTATCCTTTGGACRGAGCEATGANAAARATATATTACTAG
TAATACTGAGATTACTTACCTGAGACTATTCCPATCTTCTGTTITEATTT
GATTTATTAAGGARBATTATGTTTCARCGECCATGCTTATCCATGCATTAT
TAATGATCAATATATTACTAAATGCTATTACTATAGEITGCTTATATGTTC
TGTARTACTGRATATGATGTATAACTARTACATACRTTARRTTCTCTAATA
AATCTATCAACAGAAGCCTAMGAGAT TAACARATACTACTATTATCCAGAC

TAAGTTATTTTTCTGT T TACTACRGATCCTTCCANGRAACARAARCTTAATR
ATTGTATEECTGCTATACATAATTCCCCACCTACCGCTTOCTGEARTRATT
GATATGGAAGCCECCTCTAARATTGAATAATTATACTGTTTTACATATTAT

ATAA

26

Fragmento de 200-bp del promotor del
gen PPO

AAGTTATTITTCTGTTTACTACAGATCCTTCCAAGRACARABACTTARTAR
TTETATEGECTECTATACATAATTCCCCACCTACCGCTTCCTGGAATART TG
ATATGEAAGCCGCCTCTARAAATTGAATAAT TATACTGT TTTACATATTATA
TARAGCAABGTATAGCCCAATGRATTTTCAT TCARAAGCTAGCRAATA

27

Fragmento de 460-bp del promotor del
gen PPO

CTAGTAATACTGAGATTAGTTACCTGAGACTATTTCCTATCTTCTETITTIG
ATTTEATTTATTALGGAAAATTATGTTTCAACGECCATGCTTATCCATGCA
TTATTAATCGATCAATATATIACTARATGCIATTACTATAGGTTGCTTATAT
GITTCTGTAATACTGAATATGATGTATAACTAATACATACATTARATTCTCT
AATAAATCTATCARCAGARSCCTAAGRGATTAACARATACTACTATTATCC
AGACTAAGPTATTTTICTGTTTACTACRGATCOTT CCAAGARCARAAACTT
AATAATTCTATCECTGCOTATACATAATTCCCCACCTACCGCTTCCTGGART
ARTEGATATGGARGCCECCTCTARAATTIGAATAAT TATACTGITITACATA
PTTATATAARGCAAGGTATAGCCCANTAAATTTTCATTCARAARGCTAGCART
2 .

28

Promotor del gen Fad2 de Brassica

ATTEAFUETEAAGEAALATTUGAGUAGATARAUUEAALTUEALEUGLARLTGTLY
AGACAGCTGATTECRAGECTTART TCCECAT CTAGGAGACCACCTGETEGC
GGTGAETGGECEECRGT GEECTTEETTCTGAAGGGAAACCACATCCAGGAAGC
ARCTTICAAGACGRAGATGTGTGAGREATTCTCTAAAGGARGCTGTACATTT
GGTGATAGATGTCACTTT GCTCACCECEAAGCAGACCTACGCAGGTCATEA
ATTGCGCCTAGAGTTACTGETGARACAAGTCTCTTTCATTITGCTTGTGETGA
TTCCTARTATCATCTTCTCCTACTTECTTT T TAGTTGTCTTCGTTTTITGRAA
ACTACRATGTTTAGTTITCATTGICAGTGTAAGETTTCCCCATTTGGTGTT
TTTTTAGAATCTAGTTTGRATTIGAGATGGGECAACCTIGATGRATGATTG
GCARMARCAGTEGTTACCATTICTATECTATCIC TACT TAATAT P PCATGTT
TTATCTACTITATITTEAT CAGCRAGTIT GATGTGTTTCTCTCGATGIGTGIG
TPEATPATCAGCTTAGATTATTTTCTGAGTATGCTAGACTGTATARCTARTC
GTPETCEATCTTATAGTTCTCTTATAAT AT I I GATAGACTATATARCTARA
BATTCATGITATTAATAGCCGICCCTCATAGTARCAGCTGAATABATGARA
TGAAATCATCETACGTGATGATCTTTAAAGARTGT TARARATARTGTGTICG
TTATAAGCEETANIGCATAGARRBACTCTAATCATCT TARCATARGAGAGA
GCGATAGCTTTARTAAAGTACTTARATTAATTACTAGT CEEGCAGTCGCTEC
CTACTTETGTACCACCTARATTAATT TATTATAATATATGACCARTCTCCA
AAGTACATCACACACACTCGEBECTATTCACGTGATCTCALCCACAATETC
TROAAATATTRPP DA ACTIP rOT POTOACATERGRARARGAAGAAGCCARG

CACG

29

Fragmento de 441-bp de promotor Fad2

CCGRCTACCACTAACTICTACAGTTCTACT TETGAGTCOECAARCACCTTT
CCTCATATTARAGTAARCACATCARATACCATARATCTTARTHCTAAT TARC
GIAACGGATGAGTTCTATAACATAACCCARACTAGTCTTTGTGRAACATTAG
GATTGEGTAAACCAATATT TACATT TTAAARACANAATACARARAGARACG
TGATAAACT TTATARARGCARTTATAT GATCACCGCATCTTT TTCACTTTT
CCGTAAATATATATARGTGETGIAAATATCAGATATTTGERETAGRANARAR
ARAAARRGRAAAAAGARATATGARCACACGAARTARTGGAGECGCCTACTT
GTAARARARGARAGAAARGAGATETCACTCARTCGICTCACRCGRECCCCOR
TCAATTTAAACGGCCTGECCTTCTGCCCARTCGEC
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30

Promotor del gen de napina especifico
de semilla

AAGCTTYCTICATCGETEATTGATTCCT I TARAGACTTATGTTTCT TATCT
TGCTTCTEACCCAAGTAT TCAGT TACCACT TATATTCT GGACTTTCTEACT
GCATCCTCATTTTTCCARCAT I T TAAATITCACTAT TGECTGART GCTTCT
TCTTTGAGGARGAAACAATTCAGATGGCAGAAATGTATCARCCARTGCATA
TATACANATETACCTCTIGTPCTCAARACATCTATCEGRATGETTCCATTTE
CTTTETCATCCAATTAGTGACTACT TTATATTATTCACTCCTCTTTATTAC
TATTTTCATGCOAGETTECCATETACAT TATATTTGTARGEAT TGACGCTA
TTGAGCET TP TCTTCAAT TP PCT P TATT T T ACACAT GEETATGARATGET
TGTTAGAGITCCET TCARTGAGATATACGT TCARGTGAATGGCATACCGTT
CTCGAGTARGGATEACCTACCCATTCTT CRGACAARTGTTACAT T TTACTA
TCAGRGTAANATGTGTACCTATAACT CAARTTCGATTGACATGTAT CCATT
CARCATAAAATTARACCAGCCTECACCT CCATOCACAT TTCARGTATTTIC
ARACCEITCEECTCCTATCCACCEEGTGTANCARGACGGATTCCEARTTTG
GARGATTTTGACTCARRT TCCCARTTTATAT I GACCETGACTAARTCAACT
CTARCTTCTATAATTCIGAT TAAGCTCCCART T TATAT FCCCAACGECACT
ACCTCCARARTTTATAGACTCTCATCCCCTT T ARACCARCTTAGTRAACG
CTTTTTIT TTTAAT T T TATGARGTTAAGTTT TTACCTTGTT TTTABAAAGA
ATCETTCATAAGATECCATEGCCAGRACATTAGCTACACGTTACACATAGCA
FECAGCCECAGAGAATICTITTTCT TCCCCACTTGTCACTCCUTTCARACA
JCTARGRGCTTCTCTCTCACAGCACACACATACAATCACATGOGTGCATGE

ammn

31

Promotor de Brassica napus especifico
de semilla

CTGCAGATACARAGAGOAGCTCTACTTAGTTTATGACT T TATCCCCAGTCE
ARGCCTTGACARGTACCTCTACACCGARTCACATCAAGARTATAT CAAGTT
CRCAAGAARARTCTTAGTATTTGTTTACT CIATCTTTCTATGTAAATGTET
TITTGCTTITCAABABACAGCTTICAGRAAART TAAAGAAGATAACTIGTC
TTAACCTATTITT PEGTICEEET T I TECEEAGRACTTI TCAAAATARTGACA
ACTAGETETTTTGCCCTCGATGCGEAT TTARACATTTTCATANI TT TTGAR
ARGTFCTTTGTACACTATATTCATTATACTAAARTARATCTTAARAATAATT
TAATATTATATTTTARRTTATATAAT TAAARAACAATTATTTGAT TAATAT
TTAATTATATAATTTATGT T AACT T TT TACTARRTACT T ICAGATAR
CAATACAATACATATATATAGARATTATCTITTT I TARATTATATTTTTA
GATCTTGGATAATTTAATATTATAT T TTATTATATARTTAAGAATTTTAT
TPCATTARTATT TAGTTATATARTTCATCTTTTAAACT T TATATATATART
FCATEITTTTAACT TTTTACTARARTACTTTETCAGATARCAATACAATAT
ATACATAAATTATCTCTTTTTARARTTATATTTTCAGRTTTTGGATAATGC

TEACTATYATTARTTTTARTCAAT TATCTAATCARATARRTTARARTTITTG
TTTTATAGEGATATAAACGATATTAATCATTCTART T T TRACGTEAGASTT
CGATTCCARAAATTTACTICGCAAATARTAGTATATATCTAGCTTATTAGG
GCTTTAAAAGGTTTAGGTTTCTTTACCCTTTAATTGTTT I TTTTAACTATA
ATTGTARACGTGTTAARCATAACTAATCAGTGTTAARACT TECTTTATTTT
ATTTTTCCAACTTTTAGAT TARAGCATAARGTGTTACCATARARRRGARGA
TTARRGCATARRGRAGATATCATTTGUTATAATATTTATGCCAACGTATAAT
ITGITTY TATCT T T TATGCARACGCATACACATCT GEACT TEGAAAGRARCG
ACARTGAGCACACTTAACACAAACTCCCARARTCTCACTTAARGCTATAGT
ICTETCACGEECTCTCAATGGARRATCGTEETGCTAYCARTGABARBACGT
I'GTGCTEARRCTGECAGRGCACRANACTATAGTCTAARARAGGATTIGAATGA
AGCARARARATGCARGRARCCARAGECACRACGAT TCTCACATTTGARTGATA
[TAGAARTATTAGTTTCATTTECCAAGTCGACACATCCACGTGETAGAGEA
3CCAT@CCACTTGICICTITICETRGETTCICACEGCCCEACTTACATTTEAR,
LA TTACARARTRAARAGRACATITTGTATATGTATTGRACAT TTYTACCCTTE
CATATACATGTGTTTAGATCTAAATTCACAACTAATCCATCTCTTATCATT
PTPAGTTAACTARGAGCATCAATGTTAACCATGAT TCTAAT I T GARATTAN
PTCATEATTYGATATTTTATTATT I TAT T T T TATATI TTT TGGTTARNARAD
AGACTCTTATATCTTTTATTTAAGAGATAGT TCTTAATTTTCT TART PAAA
ASTTARGARACGGTTCITARCCARATGTARARACCATATTGTARGAGCTCG
FATTIATTAYGATCTAAGEARCTCACGAGTCAATTCACCTARTCARATCTA
VATATAGTART TATAGCTTTACC GACATETGATACTGCCARARATAATARN
ATAATATATAGACACRAGAAGGRT GTOATAGT CAGCAATCTCGAGGGCATT

'MTAGRACTGATGCTCGATTAARAACAGARARTAATCTCAAAATTTTARTT

'ACRCGATAGATGACGTCATTTTTCCATTTGTTTTGT TAAT TAGTTATTTA
'TTCCTTCTCTCTCTTTCCTCCGAGTETAGACTCTTCCCTCARACCGCTGT

MCTCATAACCATATYCICTTTCT GPEEACGARACTCALCCTTARGAGRCC

\GAGAGAGCATTAGCCTAGAGAGAGCT CGCTUGTGTCICARAGAACATCAR

ICCTOGTATCARARAAAAGARR
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Promotor del gen Fad12 de soja

CRGAMARNGECAATAGTTTGGATAAAATAGATTTTAGGTCTCT CARTTCCT
AGTCAARATTAGTCTCARTCATTATGCTT TAMARRT GATGATTTTGACACT
TEEGAGRTAACARTAT ITCTTARAGT TTGATTCTCARGT TNGTATATATGR
ALTAGTGTGTTCECAGARCTARACTCTTAARATARATTT TTATATTTTAGA
GATGATTCTCTCATTCTTATGARGGRAGATATACTAGARAARRARTCATTTT
TATTTTTTTATTTTTTATTATGAAACT TARGARTTARGATRACCAGGATGAG
GEACAARAGTCATTARTTATTARRRRARARTACAAGAAT CARGRTTATTAT
TTTIAAARTATAAAARABACTARY TTTGATATATAAAGAAATCCAGGGGAT
ATAATACACRCTCTATCCCRAAATATTTEET TARACCCCCAGEGGCOCARTG
TTTCETCTTICOTCAACAGTATAAATTECTAATCATATTATTIGTCTTGAR
TTEETTCCPETGECTAGCATAT CTCTGCAACT TETECARCCATTTGGTART
TCAATTAACGAATATATAATATACTTIARATTTACTAGGATGCATARARRAC
CCTGTGACTTGTCTGACCARGACTTGCCARATTT T T T IATCATGCATTACA
ARAACCAGCCATTTATTTITATTTTTTEEAT T ICTATICTTTCCARNTGAR
BECCTARCAGATAAATTECATGTCTAATTTCCCCTIGTTATTAGAGARATA
RGAARTTATARGCT T TTGCTTTGACTITTGRACATATTTTACACTCTTTEC
AGETTGCTTTTTATCTTOCAAGACCAGAGGAGTCARAATARCAGTGTCGCG
5TAAGTRAGTGCTCGACATICTGEGARTAGTCTCTTATTGCETATIGTECCA
[CATTTTGAGGCCTTGTNGGCTTECATCACCATTGARAGARRT TAGTTTGA
IGETTARAATEETATACCTTTIGTCITCATTATTACTCARATTACAT T TAG

ARANS

33

Promotor del gen Comt de alfalfa

ARATGAAAGAGAGTTAAGGAT TGARATGANACTGETANARNACAGCTTATT
TPAMACATCTTATTCARARCAACT TAT T T TATT TARARACAATTTATTTTA
TTCABRACATGTTTTGAATAAGTTGT T TT TCRARAT ARGCTGTTTTGART
ARGCTGTTTTTABAATAAGGTGETTT TCATARAATAAGT TETTTTTGTTAR
ARTARGTTETTTTTTCARATARGCTGTT TTGAAT ARGCTGTTTTTITTTAR
ATAAGTTETTTTCARTAAGCTGTITTI TTTARATARGTTGTTTTT T TAART
ARGCTETTTTCAATAAGTTGTI TTARAATAAGETGTTTT GCATAARATAMG
CTGTTTTEARTAAGT TGT T T TGRATARGTTGT T TGAATAAGC TGTTTTIT
TEARAALTAAATT GT T T T CATAAAAT ARGCTET T TTTAARATAAGGTETTT
TETATAAATARGCTTTTTAARATARGCTATT CARATARGTTETTTTITIGE
AARGATCCAACAARGAGTTCAAGTGETTTCT TTAANATAAAATAAAARGTT
CALGTGGTTTGETTCGEY P CARACGGET TCEETIOGET TCARGATGGETTCGE
TTATEGTTCARGRACTET TAATARAT TAACGETTCCGGTTCOTEGRACCATTA
TAACGATTCEEITATTITTGGTITCE3TTCEGTTCECECAGTICGUTTCEET
TCATGGTTCTTTEGCCCACCCCTAMLGARARATARATGAATGCT GGITGAG
TATTCITARAATGATTTGTITICIAGAATAAAGAGTTARTAAGGGEGETCAA
RAGAGCARCCATCTAAGGTARACTCICACAT T TAGAGTTEGATECCETTARA
ATTTGEATATAACACT TP TGTTGACCAAAATEICTCT TATCAATAAGACT G
AAAGRAGTAATAATTTARAAARAARAANTCCEECTET TECATT T T T T AALR
CATTARTCCGRAGRRRAGATATTIGARRATTGI TTATARTCAGARGTTRATT
TPEAGTTETTTITCCTYCTARAARRATAATCTTATTE TCATTATGTTTAAC
ACCCATARAACTACTTCTGTTYTITTARRGAAT CTCTARARATCAATTTCT
AARCGTCARARRGTTTTTYATACAATTAGT TTAGGGTGTTTCTAT GRGGETT
TEATAATATTTC TACGACTATATATATT TP TT T I TARGEAAAT TCTACGA
CrPACT TGTAGT T GEAATATCGGRAATACGACTACTT M CTATGAAGAGCAGE
ITACGGCTAGACACARARGCTGACTCT TECGCARAGCTTGTTCARCCCAATA
FTGACATATTAGEAARTGARARATACCCTARTGCCTCCTTTICAATACTCA
AGAAARRGTCCTCCT TACCATATTETCCCATTTTCT TTAAGAGCACGRGAAGA
ACACATTTETTCACACCAACATGATT ITTGY ATGCT T GTABAT GARARGCT
ICTAGTTATCCAGCT CRAACCCGTGACTRAAGGTCTAT TCRATITGUTTAGRA
ATEAGGCATCAATTATCATGCARATITITGTACTCATTACTCAATTCARRA
ACTATATGAACTTGTEET GTCACCTAAGT GRATAACACTATCTAAATTTGA
FTACAGTACTTCRCCTGTCACGGGEGAGAARAACRCTCARRATCAATTGTTA
FAGATAAATTTTGTATCATAAATTARTTAATTTTACALATTACATCAATARRL
IETCATTGTT TAR I CARRTAATATATCACARARCT TCTT TGARARTATACT
SAGCARARACAARACTATTARAT TGCATGCARCCGECAACRCATTTCIGTITA
TAATYATATTCGCTGAGTACTCAGTCAGTATAACCCRATTACCACATATGTC
\CECRATTCTCTTAGTEGETCCACATTETEGT CECTTCACTCCCACCCARTT G
AATEGATGGCCCACATACACCARACTCARCCARRCARTTTCTCATARAGT
'CTATATAATAGCAATCCACTTTEGCATCATIGAGE

34

Fragmento de 448-bp de promotor Comt

CACCAACATGATTTITGTATGCTIGTAAATGRARRGCTTCTAGT TAT CCAG
CTCARCCCGTGACTRAGGTCTATTCARTTTGCTTAGAANT GREGCATCART
TATCATGCARATTTITCTACTCATTACTCAATTCAANAACTATATGARCTT
ATCGTETCACGTAAGTGAATRACACTATCTARATT TGAGTACTTCTCCTGT
CRCGEEGRGAAARACACTCARARTCARTTGCATGCAACGECARCACATTTC
TETTTACAATTATATTCEETEACTACT CAGTCACTATAACCCART TACCAC
ATATECACGAAT TCTCITAGTGEETCCACAT TCTCETEGTTEAGTGEEACT
CARTTGTAATGEGATGECUCCACATACACCAAACTCAACCARACARTITCTICA
TAARETTTATATAATARCAATNCACTTTOCATOATTOAR
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Promotor del gen Pet de alfalfa

ATAGTGBACCAGTTAGGTAGGTGGAGAAAGANATTATTARARARATATATT
TATATGTTETCAAATARCTCARAARTCATAAARGT PTAAGTTAGCAAGTGY
GCACATTTTTATTIGCACAARAGTATTCACCTACTACTGT TATAARTCATT
ATTARACATTAGAGTARAGBAATATGGATCATAAGAATAAGRGTAGTGATA
PTTTGACAACKATTT TGTTACARCAT T TEAGAAAAT T TGTITGTTCTCTCT
TTECATIGETCAARAACAATAGACACAGAGAGAGAAAAACCAACAGGEAGA.
ATARRBACATANTGTGAGTATGAGAGAGAAAGT IGTACARARGTTGTACCA
AAATCETTETACAALTATCATTCAGGAAT TTGACAAANGCTACACARATAA
CEGTTARTTGOTETAARTAAATARGGATGACGCATTAGAGRGATGTACCAT
TAGAGRATTTTTGGCANGTCATTAARARGARAGAATARAT TATTTTTAALA
TTARAAGTTGAGTCATTECATTARACAT GTCATTATITAATGART TEATGA
GAGAGTTGOATTAAAGTT GTATTAATGAT TAGAATT TGETGTCARATTTAR,
TPTGACATTTGATCTTTT COTATATATTGCCCCATAGAGT CATTTARCTCA
TP TTATATTTCATAGAT CAAATARCAGAAATAACCETATATTARTCCOTC
CAACAARAARARARADAARACGGTATAT T TACTAARABATCTAAGCCACGT
BECAGGATARACATCCART CCAACCAATCACRACRATCCTGATGAGATAACE
CACTTTAAGCCCACGCACTCTGTGECACATCTACATTAT CTAAATCACACA
TTCETCCACACATCTGAGCCACACABMAACCARTCCACATCETTATCATCC
ATTCTATAAARRATCACACTITGTGAGTCTACACTTTGATICCCTTCARAC
ACATACABAGAGAAGAGACTANTTAATTAATTAATCATCTTCAGAGAAAGT
¢

36

Promotor del gen Pal de alfalfa

AGAGAGGAGECAGTGTACACAGCGCECAGAGACAGGTGAGTCETCTITTCTGE
TAGGECTGRTETTGEGEATAGTGETTEGGTTTCAGAGTCACCTGETGAGGRAG
GGTTEECEATECEGTIGRTACGT TCTITTGET TGEATAGGIGCTTAGEAGA
TECTCOTTT I TG TGTTTETTICAGCACGTTGT TTGAGTTARACACRGAACHA
AT TGTCTCTETEECTARTT TG T P ATC AT TEACTCEGACCAGTEGEEEAA
GOTGTTGAGATGARCGCGTAT GETCGECAGAGGETGETAGCAGRAGTGANGCGT
ATGGTGECAGCTEAGGGAGGCAGTGTACACAGRGGTGGAGABAGAGGRAGAG
AGAACAGAGAACGAGAGAGRAMATGCACAACGAGAGANGAGAAGAGAGAGALG
ACRAATTTITETGICTGTGACCAANCCARAATMT CTTEETCCTGETCCACAT
AAGATTTTCTCCCARCCRAGGTACARGAATACCACGATCCARGAGTGCCAC
GTTCCAACATCATAACCETTCAATAGTAAGAGATARTCGAACGECCATART
TEATTTTCRACAAACCCACTTTTTTCCTCCTACTTTTGCAACTTGTCCCTC
ATCACCTACCRARCACACATAGCACACCARCACARCATAATAATAT TATART
RATTGTAAATATATCTACCCTCCARATTAGAARGARMACCTCTATATARRGC
CTRACTACTTCCTTCACARATCAGGRRATTCACANCTCTAATATTCATTTC
ITTCCTAATCATTAGRATTTCCATTCT TATARAAT TCTAGGTACCACCACA
CRACAARTARAGGLRACATTARTCAATACTAT TAAGAT GEGATC

37

Promotor del gen Ccomt de alfalfa

CITCTATTARTGATTTAATCALCCTTTTTTAARATACGARGE T GRCCTTAT
TTTGCARATARTCCATGCAT GGAARTCCATCATCCTTTT GAAAATEGEATT
ATCIGAATTCTTAAGTTACGTGAARATTTARATACATTTCATITTAGATARL
TITATTATTARRATTCACACTTAGATGECCTARAAAT TARCACTTATTTTTY
AACAATTCAAATAABATATACGACGAAATCAGTGYAATTTACTTGETTAAG
CATCGTCAAGCTTGGRGAGARAGATCATAGTTTGATCTTTGAAANCTACAC
TATTGAARRGGETGAAGATATCTARACAT CCAARCARBATTTATYY TGATA
GTCGATTCAAATTATCAAAATT TGTGARAAATATTTT GTARATT GT TARGTT
GGCAMARATATGTTAATTTTCAARTTACCATTTGCACATTITTCTAATCTC
ABATCACATITARGGEATCT TCACTACTT TAGTTTTGTACARATCTTTACA
ATTTTAACATTTATARAATGTGTTTCEGTAGATARARACTGTGAGTATT ST
TTATARCAGATTGTEITTTTCTTTTGTTTARACTTATARAATARATATATA
TTTTATTTTATTTTRAATGTGAGATTCTAAGAATTCATTATAAGATTATGTC
ATTCCCTCAAAAGARAATTAGATGATGTCATETTCATAACT CATTTTCT AT
AAATACAGANAATCCTCAARBATGARARACCTCAGTCARAARATARARGARA
AARCATCAATAGTGEACTGECCCACACTCATTGCTTTECTTTAGTATARAGR
AAGTACACCICACCAACCACGAACCGOACGCCARCCEATTCAACCARACAT
TACACCRATTTTCCTTAACCATACCGETTTTICCCTCCCTTATATRAACCAT
CTPCCTACCTCTTATCTARCCAAGCTCCATTCARCTCTTCARCACATATCA

GRARCAGARRARGAAGCARRACATTCCARGRATTTARCA

38

Promotor de 171-bp del promotor Ccomt

CATCAATAGTGEACTGECCCACACTCATTIGCTT TECT I TAGTATARGAARS
TAGACCTCACCARCCACGAACCGGACCCCARCCGETTCARCCARACATTAC
ACCAATTTTCCTTAACCATACCEETTTTTCCCTCCCTTATATARCCATCTT
CCTACCTCTTATCTAACC

38
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Promotor del gen de poligalacturonasa
de tomate

RAGCTICTTABARRGECARAT TGATIANT T TGARGTCARAATANE TARTTA
TAACAATEETARAGCACCT TARGARACCATAGT TIGANARST TACCALTEC
GCTATATATTAATCAACTTARNTANTATAR A RARARTTTORNT TCCARARGE
GOCTARAATATTCTCARRGTATTCARAATGETACARARCTACCATCOGTCD
ACCTATTGRCTCCARMAATAAART TATTATCCACCTTTEAGTTTARALTTEA
CTACTTATATARCARTTCTAAAT ITARRCTATTTTARATACTTTTARRANTA
A GECE T TR AR T AT I TAR TATAAT T TAR T TATGALTATCATT TATARR
CCRACCRACTACCARCTCATTAATCATTARATCOC RCGCB,EHTTCTBDTET
CARANT T GTCCTARACACTACTAARACAAGACGARATTGT ICGAGTCCGAA
TCERAGCACCARTCTARTT TAGGTTGAGCCGCATATY YRAGEAGEACRCTTT
CRATRGTATTITT Y TCARGUATGRATTIGARATTTARGRAT TAATGGTRARG
AAGTAGTACACCCENATTART TCATGCCTITTTTARA TATARTTATATAAAL
TATTTATGATT MG TARAT ATTARAACT TGAATATATTATT TTTARAAR
AATTATCTATTARGTACCAT CACATARTTGAGACGAGGARTANTTARGATG
ARCRTAGTGTTTARTTAGIART GEATGGGTACTARATITATTITATARATTA
TATCAATARGTTARRTTATARCARATATT TGAGCECCATGTATI TTARAAR
ATATTAAATARG TT TERAATTTARRACCGT TAGATARATEGEICARTTEIGAR
COooARAAGT GGATGAGAGGETNT T T TACAGCCAATAGEEEAAT GAGAAGG
ATATTTTEAAGCCAATATGT GATGEATCEAGGATARATTTTETATCATTTCT
LATACT CTARAGATATTTTAGETCATT TTCCCTRCTTTAGTI TATAGACTA
TRET

40

ADN de transferencia de pSIM870
(Russet Boise Ill)

TECCAGGATATATACCEETGTAAACCAAGYGTGTGTIGGITGATCCARAATC
TATCETACCTTTACAAAGTGTAGCTATGAAGGATACT CTCACTTATGRAGA
ACTACCTATTGAGRATICTIGATCGICAGGTCCGAAGCT TGAGAARALTAGA
AGTCECTTCAGT TACGECTTTGTGEAGGAGTARGGETACCGAACCATGCAT
CICAATCTTAATACTARAAAATGCAACAARAT TCTAGTCCAGCENCCAGTA
CCAGTACRITAGATATIATCTITTATTACTATAATEATATTTTARTTAACA
CGAGACATAGGAATGTCAAGTGGTAGCCETAGGAGEGAGITEGITCAGTIT
TITACATACTACGAGACAGAACCGEACCHECCCATTECAACECCCAAGTTE
AAGTCCAGCCOTCAATCAACANACAGREGECCCATAATACTGTUCATCRAGC
ATTTCCCTATAATACRGTGTCCACAGTTGCCTTCCEGCTARGEGATAGCCAC
CCGOTATTCTCTYGACRCETETCACTGAARCCTGCTACARATARGECAGET
ACCTCCTCATTCTCACACTCACTCACT CACACAGCTCARCALGTGETAACT
TTPACTCATCTCCTCCARTTATRTCIGATTITCATGCATGTTTCCCTACATT
CTATTATGRATCGTGTTATGGTGTATAAACGTTGT TTCATATCTCATCTCA
TCTATTCTGATTTTGATTCTCTIGCCTACTGARTT TGACCCTACTGTAATC
GETGATARATGTGRATECTTCCTCITCITCTTCRICTTCTCAGAARTCAAT
TICTGTTTTGTTITTETTCATCIGTAGCT TECTAGATTCCCCITTITRTAG
ACCACACATCACGEATCCCCCARACATAATT GTARCECGATITATTCTTCAR
TRACAACTTCAATEARATCAAGCAACARAGCTGATTTCARCATGARARAARC
BGAACRAGARRACGARAACAGAGCATCATCCATCARAGTGTARATOTONGOR

GATT

41

Fragmento de la guia de gen de
fosforilasa

GAGEUGEARGTGAATGAARAATARCAARGECACAGTAAGTAGTTTCTCLTY
TTATCATGTGATGARGETATATAATGTATGT GTAAGAGGATGATGTTATTA
CCACATAATARGAGATCRAAGACTCTCATTTTCTECTT
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ADN de transferencia de pSIM870
(Russet Boise V)

TEEUABGATATAYACCGE) GTARACHARGTEIGTGIGELTEATCUARARTC
TATCETACCTTTAGAMAGTGTAGCTATCAAGEATAGT CTCACT TATGANGA
ACTACCTATTGAGATICTIGATCETCAGGTCCGAAGGT TRAGAARRATAG
AGTCECTICAGTTACCECTTTGTCAACEAGTAAGEGTACCGARCCATGCAT
CTCRATCTTARTACTAARRARTGCARCARAATTCTAGT GGAGGGACCAGTA
CCAGTACATTAGATATTATCTTITATTACTATARTAATATITTARTTAACA
CGAGACATAGGRATGT CAAGTEGTAGCEGTAGGAGCEAGT TGATTCAGTTT
TTTAGATACTAGGAGACAGRACCGGRAGEEGCCCATTECARGECCORAGTTE
ARGTCCAGUCETEAATCAACARACAGAGEGCCCATAATACTGTCGATGAGT
ATTTCCCTATAATACAGT GTCCACAGTTGCCTT CCGCTARGGGATAGCCAC
CCGCTATTCTCTIGACACET GTCACTEGAAACCTGCTACAARTARGECACET
ACCTCCTCATTCTCACACTCACTCACTCACACAGCICARCARGTGETAACT
TPTACTCATCTCCTCCRATTATTTCTGATTTCATECATGTTTCCCTACATT
CTATTATGAATCGRGITATEGIGTATARACCTTGTTYCATATCTCATCTCA
TCTATTCTGATTITGATTCTCTTGCCTACTGRATI TGACCCTACTGTAATC
GETGATAAATETGAATCCTTCCTCTTCETCTYTCT TCTTCTCAGAARTCART
TICTETTTIGTTTTTETICATCTGTAGCT TEETAGAT TCCCOTTTTTGTAG
ACCACACATCACGGATCCCCCARACATAATTRTAACTGATTTATTCTTGRA
TARCAACTTCAATAARATCAAGCAACAALGCTGATITCAACATGARAARAC
AGAACAAGABRRACGARARCAGRECATCAT COATCAAAGTGTAATCTCAGCA
GATTCARTAGAGACTAACTCGAGHTGCTCTCTAT GCARATCTAGCTTTICG
AATGAGAGTGATAAGAGAGTGAGEATTGTGAAT TATT TTATTGATCAAGAT
TGEAGAAGTCAATTATTGAT TCACACACAGGRATTARGTCTGTTGTCTTGEC
GPCCTCTTETEEAAATTAARTGICACCCTTTT TT TAT TTATCAATARRAGC
ACEAARATCTCCTGCACTACTCCCCTGCACTCTICITATALTIGTICCATTIC
CCRCARATCCCTAACTTAATTACTTACCCACACTCARGCT TARCCAGARRRL
IGAGACTCITCATCTCI TATIATGTEETAATAACATCATCCTCTTACACAT
ACATTATATACCTTCATCACATOATARARRAGAGAAACTACT TACTETECCT
ITGITATTTTTCATTCACTTCCCCCTCCOGCERCTTAAATY CATCAT TITA
IGAACTCAATAGCTTITCATARTCGAGCARTATTATCTTTCT TCAGTAGCAR
ATCCACATGCTCTTATCCTUGCTEARATAGTT TTBECCETEEAGTITCACT
ARCTATGTTTACRATTGATTCT TGTAGCTGCACCAGEIGEAAGTGAATGAA
SAATARCARAGGCACAGTARGTAGTTICTCTITTTATCATETGATGAAGET
APATAATCTAYGTCTAAGAGCATCATCTTATTACCACATANTARGAGATGA
ABAGTCTCATTITCTGCT TAAGCTTGAGT GTGGGTAAGTAAT TARGTTAGG
ATTICTCCCARATCEACAAATATARCAGAGTGCAGGECAGTACTGCAGER
SATTITCOTECTTTTAT TCATARATALMAAALGEETEACAT TTAATTTCCA

CARGAGEACGCAACACRACACACTIAATTCCTETGTETGAATCAATAATTG
ACTTCTCCARTCITCATCARTAAARATARTTCACAATCCTCACTCTCTTATC
ACTCICATT CCARARGCTAGATT T GCATAGAGAGCACCTCGAGTTAGTCTC
TATTGARTCTGCTGAGRTTACACTTTGATGGATGAT GCTCTGTTTTCGTTT
TCTTGTTCIGTTTITICATGT TGAAATCAGCTTTIGTTGCTTGATTTCATTG
AAGTTGTTATTCAAGAATAAATCAGTTACAATTATETTTSGETCTAGAGTG
ATGTCTCCTCTACARRARGCEGARTCTACCAAGCTACAGATGAACRRARARAAC
ARRACAGRAATTEATTTCTEASARGAAGARGAAGARGAGGRAAGCATTCACA
TPTATCACCGAT TACAGTAGGGTCAART TCAGTAGGCAAGAGAR TCAARAT
CAGAATAGATGAGATGAGATATGARACAACGTTTATACACCATARCACGAT
TCATAARTAGAATGTAGEEAAACATGCATGAAATCAGAAATARTTEGAGGAG
AFGAGTAARAGTTACCACTIETTEAGCTOTCTAAGCTGAGTEAGTGTGAGAR
TEAGCAGGTECCTECCT TAT TTETAGCAGGT T TCAGTGACACETGTCAAGA
GRATAGCEEETGGCTATCCCTTAGCGEARGECAMCTCTGGACACTGTATTA

ARTGCTCATCGACA CCTCTCTTTETTEATTICACG
GCTGGACTTCARCTTEEECCTTGCAATEEGCCCCTCUGGTTCTGICTCCTA
GTATCTAARARRCTGAACCARCTCCCTCCTACCECTACCACTTGACATTCC
TATGICTUGTGTTAATTARAATATTATTATAGTALTARARGNTAATATOTA
ATGTACTEGETACTEGTCCCT CCACTAGAATTITETTGCAT TTT TTAGTATT
ARGATTGAGATGCATCGTTCEGAGCTCCCGCAGTETBCOABGECTETCGGCA
GATGGACATAAATGECACACCECTCEGOTCETGEGAAAGAGTATGGT CAGTT
TCATTEATAAGTATTTACTCGTATTCGETGTTTACAT CARGTTAATATGTT
CAMRCACATETGATATCATACATCCATTAGT TARGTATARATGCCAACTTT
TTACTTCRATCECCGARTARATTTACT TACGTCCARTATT TAGTTITGTET
GTCARACATATCATGCACTATTTGATTAAGAATAAATARACGATCTCTAAT
TTEARAACCHAATTACGAAAACGAACTATCACCGEATTIGATCGTTCTCTCAANTC
ACTGETAAATTGCACCERACCATCGARATTTGATCCTCCATTTARGCATAGCA.
ACATERGTCT T TAGTCATCATCATTATSTTATARTTAT T TCT TEARACTT
GATACACCAACTTITCATTGEGARAGTCGACAGCATACTATARACTATARTAT
CAATTCTGECARTTTCGART TATTCCAAATCTCTITFGTCATTTCATTTCC
TCCCOTATETCTECARGIACCAATTATT FARGTACARANANTCT TGATTAA
ACAATTTATTTICTCACTARTAATCACATTTARATCATCAACGETTCATACA
CEICTGTCACTCETTTTITATICTCTICARGCACATETCATCATACCARTTA
TTTARATACAARADATCITGATTARRCAATTCAGTTTCTCACTBATARTCA
CATTIARTCATCAACGOTTCATACACATCCETCACTCITTITTTATTCTCE
CAAGCGCATGTIGATCATACCAATTAT TTAAATACAARAAATCTTGATTARA
CAATTCATTTTCTCACTAATARTCACATTTAATCATCAACCETTIATACAC
GTCCGCCACTCTTITTEIIATTCTCTCARGCGTATGTGATCATATCTARCTC
TCGTGCARACRAGTAARATEACGTTCACTANTARATAATCTTTTEGARTACT
TTETTCAGTITARTTTATITAAT T TGATAAGBRATTI TTTTTATTATTGRATT
TTTATTGTTT TARATTARADATAAGT TAAATATATCARANTAT CET TTALT
FYTATTITTGAARRATARCGTAGTTCARACARRATTARNATTEAGTAACTET
TTTECGARARATAATGATTCTAATAGTATATTCTTTTTCATCATTAGATAT
TTTT TP TAAGCTAAGTACARARGTCATATTTCARTCCCCARARATAGCCTCA
ATCACAAGRAATECTTAAAT CCCCARRATACCCTCAATCACAAGACETGTG
TACCARTCATACCTATGETCCTCTCGTARAT TCCGACAABATCAGETCTAT
ARAGTTACCCTTGATATCAGTATT AACTAAAAATCTCAGCTGTARTT
CARGTGCAATCACACTCTIACCACACACTCTCTAGTAGAGAGATCAGTTGAT
AACRAGCTTGTTARCGGATCCARAATTCTTATGTTARACCARAATARMETGAG
EBCARRTTAATTCAGTTARCCAGAGTTARGAGTARAGTACTATTGCAAGAAR
ATATCARAGGCARAAGRANAGATCATGAAAGAARATATCAAAGAADAAGAN
GAGGTTACAATCAARCTCCCATARRACTCCARARATARACATTCARAT TGO
ABARRCATCCAATCARRTTGCTCTACTTCACGGEGCCCACGCCEECTECAT
CTCARRCTTTCCCACGTGACATCCCATAACAAATCACCACCGTARCCCTTC
TCRARACTCGACACCTCACTCTITTTTCTCTATAT TACAATARARARTATAC
GTGTCCCCECEEETTARATTCATGATTTTATGAACTCAATACCTTTTCATA
ATGAGCAATATTATCTTTCTTCAGTAGCAAATCCACATGCTCTTATECTCGE
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CREAAALAEL LT EEEU UG L GEAWL T TCAUUAL U LA W T TAGARL KGALTU
TTGTAGCTGCAGGEACACCTATATITTT TATTGTAAT ATAGACAABAACAG
TEAGGTIGTCEAGT TT ICACGAAGEETTACGETGETGATTTETTAT GEEATGT
CACGTGBEARAGTTIGAGATCGCAGCCGECETGEGCCCCETGAAGTACGAGCA
ATTTCATTEGATGTTITIGCAATTIGAATGTTTATTITTCSACTTTTATGE
GAGTTTGATTGTRACCTCTTCTTTITCTITGATAT TTTCTTTCATGATCTT
TTCTTTTGCCTTTGATATTTTCTTGCAATAGTACTTTACTCTTARCTICT GG
TTARCTGAATTANTTTGTCTCAATTTAT T T GCT TARCATAAGAATTTETCY
AGAGTGATGTGTEETCTACAAANAGEEGAATCTACCARGCTACAGATGRAC
ARARACAAAACAGARATTGATTITCTGAGAAGRAGARCAAGAAGAGGARGCA
TTCACATTTATCACCGAT TACAGTAGGGT CARATTCAGTAGGCARAGAGAAT
CAARAATCAGAATAGATGAGATGAGATATCARACARACGTTTATACACCATAA
CACGATTCATAATAGAATGTAGGEAARCATGCATGARAT CAGAAATAATTG
GAGGAGATGAGTARAAGTTACCACTITGTTGAGCTEGTGTCAGTGAGTGRGTG
TGAGAATGAGGAGETGCCTEGCCITATTITGTAGCAGGT TICAGTGACACGTG
TCAAGABAATAGCGEETGGCTATCCCTTAGCEEAAGECARCTCTGGACACT
GTATTATAGGEARATGCTCATCEACAGTATTATGGECCCTCTCTTTGITGA
ITCACGECTEEACTTCAACTTGGGECCT TECAATGEECCCCTCCGETTCTET
CTCCTAGTATCTARRARACTGARCCAACTCCCTCCTACCGOTACCACTTGA
CATTCCTATGTCTICGIGTTAAT TAARATAT TATTATAGTAATARAAGATAA
TATCTAATGTACTGETACTGGTCCCTCCACTAGAATTTTGITGCATTTTTIT
AGTATTAAGATTGAGATGCATGGTICGAGCTCCTTCAACATETITATAARCT
TCACATATTCAGTTGCEAATAGEACTITATARTGAGTTGGACTACGTIATGET
CCCCCTCAAGTCCCAGHATTATGTGCCCCCGTATGTTATAAGTCCCCTCTE
CEEGCATCRATTTAGTGATCACGCCAGRCATECCTCTATACCTCGGCCAGE
ATATATTTGTTGETARTE )

43

Intron R1

CTAARTTICTAGTCATTATACTGTACAT T T CACATAATT TAGGNTCCTATT
TEATATGTTTTACGCT TEATTGATCECAGRACTTARAGCTT TTCTGATCTCR
BATTTEITTTTTGGCATACTCGAGTTGAGRTCCTGGTTARATCAGTGITAT
TTCGATTGAATT T TAGCAARATT PGETGT TGATTT TCAGTAT T LT CATGGT
TTAATGTATATAAACAAGCTTAATTTTTCANAT TCARGCTCGTTTARCCTT
TTAATTACAGCATATTTCTCOARANAGT TTCETGAT TECTCTAGATGTTT
TATTCGAGARANAAACAAARACGAAANAAGGEGAARTGCTGTTCTGTATGT
ACARAAAGTGATTGATCAGCTTTTGETCACCGACRTACATITGAT TAGTAC
ATACACGAGTCATACCAGTATATYTICCETETGCACTTTAT TGTTT TGARGG
AATTCTEEATTIGETTEATTCOTTTY TARARCT TCTARGTTTIT TTTGT A
CATTITACTCTAATTARGTCT T CTCTGTCAACT GACABATACTCACCAGEC
ACACATTACARCCTTOATETGATTATCCGCGARCGATCCATTGCTITTGTG
PATATTGCTTTTCTATIGACTGATITTGTATTGTAT PAGCAG

44

St02 de frontera de patata

CATTACCAACAAATATATCCTGGCC

45

LeO1 de frontera de tomate

CATTACCAACAAATATATCCTGCC

46

Frontera de tomate

CTCTACCTCTGAATATATCCTGCGG

47

ca01 frontera de pimienta

CATTACCAACAAATATATCCTGGCC

48

NsO1 de frontera de alfalfa

GTATACCTCTGTATACATCCTGCCG

49

HvO1 de frontera de cebada

ATATACCAAATGATACATCCTGCCC

50

0s01 de frontera de arroz

ACTTACTCAAGGATATATCCTGGOT

51

Fragmento central de 300-bp

promotor P1

de

GCCTCAPCARGGTCAGGGETACAGRGTCTCCRARCCATTAGCCARARGCTAC
AGGACGATCAATGARGAATCTTCANTCRAARGTARACTACTGTTCCACCACAT
GCATCATGGTCAGTAAGE T TCAGAAAARGACATCCACCGAAGACTTARAGT
TAGTGEECATCT T TCAARGTALTCT TGTCAACAT CEAGCAGCTGGCT TG TE
GGGACCAGACAARRAAGGARTGGTGCAGRATTGTTAGRCACACCTACCARA
AGCATCTTTGCCITTATEGCRAAGATARAGCAGATTCOTCTAGTA

52

Fragmento de gen Comt

ARTGCCCCCATCARGGACTGCATCITT TAGGTEETACCAGC T TTCCATEAG
CACTITATCCTGATTCATGAGAT TARGAGCAGAAATGEATACACCATCITC
ATTCITARCCARATACTTRAGCARCAGTAGCCARACCATARAGTCTCTGARC
CTTTCCATCT IR TCACTACEAACTCAACANGT CAGCGATATTGTAACALGT
CABGRGACGCAACATTCGGTCCAACATAACT GETECAT CAGGGT TAGTTGT
TGETAGCTGAGAAGCAATTTCAATAGCTGAAATTTGAGCACCACGETCCA

53

Fragmento de gen Comt

ARTGCCCCCATCARGGACTGCATCITITAGGTGETACCAGCTTTCCATGAG
CACTTTATCCTGATTCATGAGATTAAGAGCAGAAATCGATACACCATCTIC
ATTCTTAACCAAATACT TAGCALCAGTAGCCANACCATAAAGT CTCTGAAC
CTTTCCATCITGT TEAGTACGAACTGARCANGTGAGGATATTGTARCARGT
CRAGAGACGCAACATTCGGTCCAACATAACTGGTECATCAGCCTTAGTTGT
TGETAGCTCAGRAGCAATTTCARTACETGAAATTTEAGCACCAGGTCCAGA
ATTCAATCT CACAARARCCTCATCRATCACAACCATGGETTCARCAGETCA
ARCTCARATAACACCAACCCACATATCAGATGARGAAGCARACCTCTICEC
CATGCAACTAGCAAGTIGCTTCAGTTCTTCCCATGAT TTTGARATCAGCTCT
TEAACTTGATCTCTTAGRAATCATTGCTARAGE
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54

Promotor de alfalfa

GGECCCATAGTGEACCAGTTAGGTAGGTGGAGARRGARAT AT TARARRAR,
PATATTIAPATGITCTCARRPARCTCAARRATCATARAAGTTTARGTTAGC
BAGTETECACATTTTIATTTEGACARARGTATTCACCTACTACTGTTATAR,
ATCATTATFAAACATTAGAGTABAGARATATGGATCATARGANTARGAGTA
GTGATATTTTGACAACARTTTTET TACARCAT ITGAGAARAT TETCTTGTT
CTCTCTPTPCAT T GETCAAAAACANTAGAGAGACAGAGAGRARANGEAAGA
GGGRGRATARARACATAATGTGAGTATGAGACAGRARGTLGTACARARAGTT
GTACCARBATGGTTGTACARATATCATTGAGGRAT TTGACAAARGCTACAC
ARATANGGHTTANTTGCTCTARATARATANGCATCACCCATAGAGAGATE
TACCATTAGRGAATTTTTEGECARGTCATTARRAAGRAAGAATARLTTATTR
TTAABAT FAAAAGTTGAGECATTTGAT T AAACATGTGAT TATT T AATGART
TGATGAGACAGTTGEATTAAAGT TETATTAATGATTAGAATI TGGTGTCAA
APTTAATTT CACATTIGATCTTTTCCTATATAT TECCCCATACACTCATTT -
BACTCATTT T TATATTTCATAGATCAAATAAGAGAARTAACCETATATTAR
TCCCTCCARCARARRARRARRAAAAACGGTATATITACTAAAAAATCTARG
CCOACGTACGAGGATARCATCCARTCCAACCAATCACAACARTCCTGAT GAG
ATAACCCACTTTAAGCCCACBCACTCTETGECACATCTACATTATCTARAT
CACACATTCTTCCACACATCTGAGCCACACARRARCCAATCCACATCTTTA
TCATCCATTCTATABARAATCACACT TTGTGAGTCTACACT T GATTCCCT
TCRAARCACATACAAAGAGALGAGACTAATT ARTTAAT TAMTCATCTTGAGA
GAAAGCC

55

Promotor de alfalfa

AGAGRGEAGGCAGTGTACACAEGEOCAGAGRGAGETGAGTCETCTTTCTIGE
TAGGECTGETGT TEEEERATRAGTGETTCGTTTGAGAGTCAGGTEGTGAGEAS
GETTBGCEATEGACT ICGATACGTTGT T TECET TGCATAGGTAET TACCAGA
TECTCCTTIEIGTGTTTCTTICAGGAGGT TET T TCAGTTAACAGAGAACRA
ATTTETETCTETEECTAATTTGITATCTAT TGACTCECGAGCAGTGEGEGER
GETGTTGAGGTGAAGCGTATGETCECAGAGGT GETGECACAGGTGARGCET
ATGETGECAGCTEAGCCAGGCAGTGTACACAGAGGTGEAGAGAGAGGRAOAG
AGAAGRGAGAAGAGACACARAATGEAGAAGAGAGNAGRGANGAGAGAGAAG
ACAAATTTTTSTGTETCTGACCARACCAARRT TCTTGET CCLEGTCCACAC
AAGATTITCTCCCARCCAACCTACAAGAATACCACGATCCAAGAGTGOCAC
G IGCRACRTCATAACCCT ICARTAGTIRAGRGATARTCGARCCGCCATAAT
TARTTTTCAACAARCCCACTTTTTTCCTCCTACTTTTGCAACTIGTCCCTC
ATCACCTACCARACACACATAGCACACCRACACACATARTAATATTATAAT
AATTETARATATATGTAGCCTCCARATTRAGAARGARACCTCTATATARAGC
CPARCTACTTCCTTCACARATCACGARATTCACAACTCTARTATTCATTYC
TTTCCTAATCATTAGARTTTCCATTICTTATARBATTCTAGGTACCACCRACA
CARCARATAAACGAACATTAATCAATACTATTAAGAT

56

Fragmento de ADN de alfalfa que
funciona como alternativa a la frontera
izquierda de Agrobacterium

CEGCAGGATGTATACAGAGGTATACGAATTITATAT TACATT TATATITGTG
PTAATTCATTGAATTTICACT T T TATTTETTACT T TGATAAT CARCTGT T
ARAGAATTATTTGARAAATATATATART T PATAGAATT T TI T TITGITATG

57

Fragmento de ADN de alfalfa que
funciona como alternativa a la frontera
derecha de Agrobacterium

CTAGATTATGCGGECTAACAGECTSCCCECGRECCCTTTCGEGCTAGCCCTA
ACGGGTACCGEBCCCCEECACCATGTATACAGAGGTATAC

58

ADN de
pSIM856

transferencia completo de

CEGCAGGATGTATACAGAGETATACAATT TT AT AT TACATITAT AL T IGLG

TTAATTCATTGAATTTITCACTTTTATTTT TTACTTTGATAAT CARCTGTGT
ARBCAATTATTTGARNAATAPATATAATTTATAGCAALT PTTTTTTCTTATG
GGECCCATAGTGGACCAGTTAGETAGGTGGAGARAGAARTTATTARRARRA
TATATTTATATCTTCTCARAT AACTCARAAATCATARAAGTT'PAAGTTAGC
RAAGTGIGCACATTT I TATTIGGACAARAGTATTCACCTACTACTGTTATAR
ATCATTATTAARCATTAGAGTAARAGARATATCGCATGATAAGAATARGAGTA
GTEATATFITGACAACRAT I T GTTACAACAT TTGAGARAAT TTTGT TETT
CICTCT M TCATTGGTCARARACANTAGAGAGACGAGAGAGAAARRGGARGA
GEGAGRATARARACATAAT GTGAGCTATGAGACAGARAGTTGTACARARGTT
GTACCAAAATGETTGTACANATATCATTGACCART TTGACAMARGCTACAC
ABATANGEETTART TECTETARATARATAAGGAT GACGCATTAGAGAGATG
TACCATTAGRCAATTT T TGGCAAGTCAT TARPARGRARGARTARATTATTT
TTARAATTAAARCTTEAGTCATT TCATTARACATCTCATTATTTARTGAAT
TGATEAGAGAGTTGGATTAARGT IGTATTARTGATTACGAATTI TEGTATCAR
ATTTARTTTGACATTTGAYCTTTTCCTATATAT IGCCCCATAGAGTCATIT
ARCTCATTTITATATTTCATACATCARATARGRGARATAACCGTATATTAR
TCCCTCCARCAARAAARRANARARRACGETATATTTACTARARANTCTARG
CCACGTAGGRGGATARCATCCAATCCAACCAATCACAACART CCTGATGAG
ATAACCCACTTTAAGCCCACGCACTCTETCGCACATCTACAT TATCTAART
CACACATTCTTCCACACATCTGAGCCACACRARARCCARATCCACATCTT YA
TCATCCATTCTATAARARATCACACTTTGTGAGTCTACACTTTEATTCCCT
TCAARCACATACABRAGAGAAGAGACTAAT TARTTAATTAATCATCTTGAGA
GARAGCCCTECACRATGCCCCCATCARGGACTECATCT I T TAGGTGETACC
AGOTPTCCATGAGECACTT T ATCOTGAT T CATRAGAT TARGAGCAGRAATGE
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REIVINDICACIONES

1. Un constructo de transformacién de plantas, que comprende al menos dos copias de un polinucleétido deseado que
estan orientadas como una repeticion invertida y que estan enlazadas operativamente a y flanqueadas por elementos
reguladores, en donde el polinucleétido deseado comprende una secuencia del promotor de un gen objetivo pero
ninguna secuencia localizada corriente abajo del inicio de la transcripciéon del gen objetivo y

en donde los elementos reguladores son dos promotores de plantas funcionales orientados para inducir la transcripcién
convergente de las dos copias del polinucleétido deseado, y

en donde el polinucleétido deseado comparte identidad de secuencia hasta al menos 24 oligonucleétidos contiguos de
la secuencia promotora del gen objetivo.

2. El constructo de transformacion de planta de la reivindicacion 1, que comprende adicionalmente un espaciador
posicionado entre las dos copias del polinucleotido deseado.

3. El constructo de transformacion de planta de la reivindicacion 1 o 2, en donde el promotor de planta funcional es un
promotor especifico de tejido.

4. El constructo de transformacién de planta de la reivindicacion 3, en donde el promotor de planta funcional es
especifico para un tejido de planta seleccionado de un tubérculo, una semilla, una fruta, una hoja, una raiz, un sistema
vascular, una flor, polen y un 6vulo.

5. El constructo de transformacion de planta de la reivindicacién 3 o 4, en donde el promotor funcional especifico de
tejido es seleccionado de un promotor de sintasa de almidon de enlazamiento de granulos y un promotor de ADP
glucosa pirofosforilasa.

6. El constructo de transformacién de planta de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el gen objetivo
es seleccionado de un gen COMT involucrado en la biosintesis de la lignina, un gen CCOMT involucrado en la
biosintesis de la lignina, cualquier otro gen involucrado en la biosintesis de la lignina, un gen R1 involucrado en la
fosforilacion de almidon, un gen fosforilasa-L involucrado en la fosforilacion del almidén, un gen PPO involucrado en la
oxidacion de polifenoles, un gen de poligalacturonasa involucrada en la degradacién de la pectina, un gen involucrado
en la produccién de alérgenos, y un gen involucrado en la biosintesis de acidos grasos.

7. El constructo de transformacion de planta de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el gen objetivo
es PPO.

8. El constructo de transformacion de planta de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el gen objetivo
es R1.

9. El constructo de transformacién de planta de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el
polinucleétido deseado comprende secuencias promotoras de multiples genes objetivo.

10. El constructo de transformacién de plantas de la reivindicacion 9, en donde el polinucleétido deseado produce un
transcripto que direccione y reduce la expresion de un gen objetivo de polifenol oxidasa, un gen objetivo de fosforilasa L
y un gen objetivo R1.

11. Un método para reducir la expresion de un gen objetivo en una célula vegetal, que comprende expresar el
constructo de transformacion de planta como se defini6 en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 en una célula
vegetal, en donde el nivel de expresion del gen objetivo es reducido en comparacion con el nivel de expresion del gen
objetivo en una célula vegetal no transformada.

12. El método de la reivindicacion 11, que comprende adicionalmente obtener una planta a partir de la célula vegetal
que expresa el constructo de transformacioén de planta.
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Figura 9

Parte del promotor Pl que facilita el silenciamiento del gen
CAAGTGGGGAACAARATARCGTGGABARGAGCTGTCCTGACAGCCCACTCACTAATGCGTATGACGAACGCAGTGAC
GACCACARRAGA (SEQ ID NO: 60}
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FIGURA 10 (CONTINUACION)
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