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DESCRIPCION
Silenciamiento génico
Campo de la invencion

La presente invencién se relaciona con constructos Unicos para producir un producto de acido nucleico que regula
negativamente o previene la expresion de un polinucledtido objetivo deseado.

Antecedentes de la invencién

La supresion de la expresion génica se puede lograr por constructos que desencadenan el silenciamiento génico
postranscripcional o transcripcional. Estos mecanismos de silenciamiento pueden regular negativamente el polinucleétido
deseado o la expresién génica por modificacion de la cromatina, escision de ARN, represion de la traduccion, o a través de
mecanismos desconocidos hasta la fecha, Ver Meister G. y Tuschl T., Nature, vol. 431, pags. 343-349, 2004.

Un constructo que se usa tipicamente en este sentido contiene un polinucleétido deseado, que comparte identidad de
secuencia con al menos parte de un gen objetivo que se enlaza operativamente a un promotor y un terminador. Como bien
se aprecia, el promotor inicia la transcripcion, mientras que el terminador termina la transcripcién en un sitio especifico y
posteriormente media la poliadenilacién. Tal procesamiento del transcrito es importante para la estabilidad del transcrito y su
transporte a partir del nicleo y en el citoplasma.

En este sentido, el terminador desempefia un papel importante en los constructos de silenciamiento génico convencional.
Por ejemplo, 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 complementaria inversa al gen
objetivo y un terminador. Un terminador de constructos convencionales no necesariamente se tiene que posicionar
inmediatamente corriente abajo del polinucleétido deseado. Por ejemplo, Mette y colaboradores describieron un plasmido
que contiene un polinucleétido deseado que se separa de un terminador enlazado operativamente por un gen higromicina
(Mette y otros, EMBO J 18:241-8,1999; Mette y otros, EMBO J 19: 5194-201, 2000).

Otros constructos convencionales disefiados para silenciar genes contienen un polinucleétido en la orientacion sentido o
antisentido entre promotor y terminador. Un constructo de silenciamiento génico convencional de ese tipo tipicamente
produce transcritos de ARN que son similares en tamafio, determinado por la distancia a partir del inicio de la transcripcion
al sitio de la escision de la terminacion y la cola poli-adenilada.

La presente invencién se relaciona con nuevas estrategias y constructos para el silenciamiento génico que son
generalmente mas eficaces que los constructos convencionales. Ademas, la presente invencién se relaciona con nuevas
estrategias y constructos para el silenciamiento génico usando un polinucleétido que no se enlaza operativamente a un
promotor y un terminador, pero en su lugar se enlaza operativamente a dos promotores convergentemente orientados.

Breve descripcion de la invencion

Las estrategias y constructos se pueden caracterizar por ciertas caracteristicas. Un constructo, por ejemplo, puede no
comprender una region de ADN, tal como un terminador, que se implica en la formacién del extremo 3' y poliadenilacion.
Alternativamente, el constructo puede comprender un terminador no funcional que es naturalmente no funcional o que se ha
modificado o mutado para volverse no funcional.

Un constructo se puede caracterizar ademas en el arreglo de los promotores en ambos lados de un polinucleétido deseado.
De ahi que, un constructo puede comprender dos o mas promotores que flanquean uno o mas polinucleétidos deseados o
que flanquean copias de un polinucleétido deseado, tal que se transcriben ambas cadenas del polinucleétido deseado. Es
decir, un promotor se puede orientar para iniciar la transcripcion del extremo 5' de un polinucleétido deseado, mientras que
un segundo promotor se puede orientar operativamente para iniciar la transcripcion a partir del extremo 3' del mismo
polinucledtido deseado. Los promotores orientados de forma opuesta pueden flanquear multiples copias del polinucleétido
deseado. De ahi que, el "nimero de copia" puede variar de manera que un constructo puede comprender 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,
9, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, o 100, o mas de 100 copias, o cualquier nimero entero entre estos, de un
polinucledtido deseado en Ultima instancia flanqueado por promotores que se orientan para inducir la transcripcion
convergente.
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Alternativamente, un primer promotor se puede enlazar operativamente a un primer polinucleétido en el "casete A," por
ejemplo, y un segundo promotor se puede enlazar operativamente a un segundo polinucleétido, por ejemplo, "casete B." Los
polinucledtidos de cada casete pueden o no pueden comprender la misma secuencia de nucleétidos, pero pueden compartir
algun porcentaje de identidad de secuencia con un acido nucleico objetivo de interés. Los casetes se pueden arreglar en
forma de tandem, es decir, de manera que son adyacentes uno al otro en el constructo. Ademas, el casete B, por ejemplo,
se puede orientar en la orientacion complementaria inversa al casete A. En este arreglo, por lo tanto, la transcripcion a partir
del promotor del casete B procedera en la direccion hacia el promotor del casete A. De ahi que, los casetes se arreglan para
inducir la "transcripcion convergente."

Si ninguno de los dos casetes comprende una secuencia de terminador, después un constructo de ese tipo, en virtud del
arreglo de transcripcion convergente, puede producir transcritos de ARN que son de diferentes longitudes.

En esta situacion, por lo tanto, pueden existir subpoblaciones de transcritos de ARN parcialmente o completamente
transcritos que comprenden secuencias parciales o completas del polinucleétido transcrito deseado del casete respectivo.
Alternativamente, en ausencia de un terminador funcional, la maquinaria de transcripcion puede proceder més alla del final
de un polinucledtido deseado para producir un transcrito 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 se
puede o no puede orientar en la direccibn complementaria inversa a la otra, y donde los polinucleétidos se enlazan
operativamente a promotores para inducir la transcripcion convergente, y no existe terminador funcional en el constructo, la
maquinaria de transcripcién que se inicia a partir de un polinucleétido deseado puede proceder hasta transcribir la otra copia
del polinucleétido deseado y viceversa. Las copias mudltiples del polinucleétido deseado se pueden orientar en varias
permutaciones: en el caso donde dos copias del polinucleétido deseado estan presentes en el constructo, las copias se
pueden, por ejemplo, orientar por ejemplo tanto en la misma direccion, en la orientacion inversa una a la otra, como en la
orientacion de complemento inverso una a la otra.

En un arreglo donde uno de los polinucleétidos deseados se orienta en la orientacion complementaria inversa al otro
polinucledtido, se puede producir un transcrito de ARN que comprende no sélo la secuencia "sentido" del primer
polinucledtido, sino ademas la secuencia "antisentido" a partir del segundo polinucleétido. Si el primer y segundo
polinucledtidos comprenden la misma o sustancialmente las mismas secuencias de ADN, el Unico transcrito de ARN puede
comprender después dos regiones que son complementarias una a la otra y que pueden, por tanto, aparear. De ahi que, el
Unico transcrito de ARN que asi se transcribe, puede formar una estructura bicatenaria de horquilla parcial o completa.

Por otro lado, si se produjeron dos copias de un transcrito largo de ese tipo, uno a partir de cada promotor, existirdn después
dos moléculas de ARN, cada una de las cuales puede compartir regiones de complementariedad de secuencia con la otra.
De ahi que, la region "sentido" del primer transcrito de ARN puede aparear con la regién "antisentido" del segundo transcrito
de ARN y viceversa. En este arreglo, por lo tanto, otro ARN bicatenario se puede formar que consistira de dos transcritos de
ARN separados, a diferencia de una horquilla bicatenaria que se forma a partir de un Unico transcrito de ARN
autocomplementario.

Alternativamente, dos copias del polinucleétido deseado se pueden orientar en la misma direccion de manera que, en el
caso de lectura completa de la transcripcion, el transcrito de ARN largo que se produce a partir de un promotor puede
comprender, por ejemplo, la secuencia sentido de la primera copia del polinucleétido deseado y ademas la secuencia
sentido de la segunda copia del polinucle6tido deseado. El transcrito de ARN que se produce a partir del otro promotor
orientado de forma convergente, por lo tanto, puede comprender la secuencia antisentido de la segunda copia del
polinucledtido deseado y ademas la secuencia antisentido del primer polinucleétido. En consecuencia, es probable que
ningun transcrito de ARN pueda contener regiones de complementariedad exacta y, por lo tanto, ningan transcrito de ARN
es probable que se pliegue sobre si mismo para producir una estructura de horquilla. Por otro lado los dos transcritos de
ARN individuales podrian hibridar y aparear el uno al otro para formar un ARN bicatenario.

En un primer aspecto de la invencion, se proporciona un constructo, que comprende un casete de expresion que comprende
() un primer promotor enlazado operativamente a un primer polinucleétido y (i) un segundo promotor enlazado
operativamente a un segundo polinucleétido, en donde ni el primer ni el segundo polinucleétido se enlaza operativamente a
un terminador, en donde dicho constructo produce moléculas de &cido nucleico que previenen o reducen la expresion de un
gen o de un producto génico y en donde (a) el primer polinucleétido comprende una secuencia de al menos 23 nucleétidos
contiguos que comparte identidad de secuencia con un gen objetivo un elemento regulador que se asocia con el gen
objetivo, un exén del gen objetivo, un intron del gen objetivo, una regién no traducida 5' del gen objetivo y/o la regién no
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traducida 3' del gen objetivo, (b) el segundo polinucledtido se orienta como una copia de repeticion invertida del primer
polinucledtido, y (c) el primer promotor y el segundo promotor se orientan para introducir la transcripcion convergente del
primer polinucleétido y el segundo polinucleétido.

En un segundo aspecto de la invencion, se proporciona un plasmido de transformacion que comprende el constructo de la
reivindicacion 1, en donde el plasmido de transformacion comprende un casete de expresion, que comprende en la
orientacion 5' a 3' (1) un primer promotor que se enlaza operativamente a (2) un primer polinucleétido deseado, que esta
contiguo a (3) al menos un polinucleétido separador opcional, donde el extremo 3' de uno de los polinucledtido separadores
esta contiguo a (4) un segundo polinucledtido deseado, que se enlaza operativamente a (5) un segundo promotor, en donde
ninguin polinucleétido deseado en el casete de expresion se enlaza operativamente a cualquier terminador de transcripcion,
en donde dicho constructo produce moléculas de &cido nucleico que previenen o reducen la expresion de un gen o de un
producto génico, y en donde el segundo polinucle6tido deseado se orienta como un complemento inverso del primer
polinucledtido deseado.

En un tercer aspecto de la invencién, se proporciona un método para reducir la expresién de un gen normalmente capaz de
ser expresado en una célula de la planta, que comprende exponer una célula de la planta al constructo de la reivindicacion
1, en donde el constructo se mantiene en una cepa de bacteria, seleccionada del grupo que consiste de Agrobacterium
tumefaciens, Rhizobium trifolii, Rhizobium leguminosarum, Phyllobacterium myrsirzacearum, SinoRhizobium meliloti, y
MesoRhizobium loti, en donde el polinucledtido deseado comprende una secuencia que comparte identidad de secuencia
con una secuencia objetivo en el genoma de célula de la planta.

En un cuarto aspecto de la invencion, se proporciona un método para reducir el endulzamiento inducido por el frio en un
tubérculo, que comprende expresar el constructo de la reivindicacion 1 en una célula de un tubérculo, en donde (a) el primer
polinucledtido comprende la secuencia que comparte identidad de secuencia con al menos una parte de un gen R1 o con al
menos una parte de un promotor del gen R1, (c) uno o ambos del primer 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 de ese modo el endulzamiento inducido por el frio en el tubérculo.

En un quinto aspecto de la invencién, se proporciona un método para mejorar la tolerancia a la mancha negra por
magulladura en un tubérculo, que comprende expresar el constructo de la reivindicacién 1 en una célula de un tubérculo, en
donde (a) el primer polinucleétido comprende la secuencia que comparte identidad de secuencia con al menos parte de un
gen de polifenol oxidasa expresado en tubérculo un promotor del gen de polifenol oxidasa expresado en tubérculo, (c) uno o
ambos del primer y segundo promotores son GBSS o AOP y (d) la expresion 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, mejorando de ese modo
la tolerancia del tubérculo a la mancha negra por magulladura.

En un sexto aspecto de la invencion, se proporciona un método para aumentar los niveles de &cido oleico en un planta
oleaginosa, que comprende expresar el constructo de la reivindicacién 1 en una célula de una semilla de una planta
oleaginosa, en donde (a) el primer polinucleétido comprende una secuencia que comparte identidad de secuencia con al
menos una parte de un gen Fad2 o un promotor del gen Fad2, (c) uno o ambos del primer y segundo promotores son
promotores del gen napina, gen Fad2 o gen 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 oleaginosa, aumentando de ese modo el
contenido de aceite de la semilla.

En un séptimo aspecto de la invencion, se proporciona un método para reducir el contenido de lignina en una planta, que
comprende expresar el constructo de la reivindicacion 1 en una célula de la planta, en donde (a) el primer polinucleétido
comprende una secuencia que comparte identidad de secuencia con al menos parte de la secuencia del promotor asociado
con un gen seleccionado del grupo que consiste de gen &cido cafeico/acido 5-hidroxifertdlico 3/5-0-metiltransferasa (COMT)
y gen cafeoil CoA 3-0-metiltransferasa (CCOMT), (c) uno o ambos del primer y segundo promotores son promotores de los
genes petE o Pal y (d) la expresion del constructo en la célula reduce la transcripcion y/o traduccién de un gen COMT o
CCQMT en la célula de la planta, reduciendo de ese modo el contenido de lignina en una planta.

En un octavo aspecto de la invencidn, se proporciona un método para reducir la degradacién de pectina en una fruta de una
planta, que comprende expresar el constructo de la reivindicacion 1 en una célula de fruta de la planta, en donde (a) el
primer polinucleétido comprende la secuencia de parte del gen de poligalacturonasa, (c) ambos del primer y segundo
promotores son promotores especificos de fruta, y (d) la expresion del constructo en la célula de fruta reduce la transcripcion
y/o traduccion de un gen de poligalacturonasa en la célula de la planta, reduciendo de ese modo la degradacion de pectina
en la fruta.
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En un noveno aspecto de la invencién, se proporciona un método para reducir la alergenicidad de un alimento producido por
una planta, que comprende expresar el constructo de la reivindicacion 1 en una célula de una planta, en donde (a) el primer
polinucledtido comprende la secuencia de parte de un gen que codifica un alergeno, y (c) la expresion del constructo reduce
la transcripcion y/o traduccién del alergeno, reduciendo de ese modo la alergenicidad de un alimento producido por la
planta.

En un décimo aspecto de la invencidn, se proporciona un método para regular negativamente la expresion de mdltiples
genes en una planta, que comprende expresar en una célula de una planta (1) un constructo que comprende la secuencia
que comparte identidad de secuencia con al menos parte de la secuencia representada en la sec. con nim. de ident.: 40,
gue regula negativamente la expresion de polifenol oxidasa, gen de fosforilasa L y el gen R1 en la célula de la planta; o (2)
un constructo que comprende la secuencia representada en la sec. con nim. de ident.: 42, que regula negativamente la
expresion de polifenol oxidasa, gen de fosforilasa L y el gen R1 en la célula de la planta.

Las modalidades preferidas de la invencion en cualquiera de sus varios aspectos son como se describen mas abajo o como
se definen en las sub reivindicaciones.

La presente descripcion proporciona un constructo que carece de un terminador o carece de un terminador que se precede
por una ribozima de autoempalme que codifica la regién de ADN, pero que comprende un primer promotor que se enlaza
operativamente a un primer polinucleétido y un segundo promotor que se enlaza operativamente al segundo polinucleétido,
de manera que (1) el primer y segundo polinucleétido comparten al menos alguna identidad de secuencia uno con el otro,
(2) el primer promotor se orienta tal que la direccién de la transcripcion iniciada por este promotor procede hacia el segundo
promotor, y viceversa, y (3) este arreglo convergente produce una variedad de transcritos de ARN que son generalmente
diferentes en longitud.

Los polinucledtidos deseados pueden ser repeticiones perfectas o imperfectas de uno al otro o repeticiones
complementarias perfectas o imperfectas inversas de uno al otro. En el caso de un constructo que comprende un primer
polinucledtido y un segundo polinucleétido, el segundo polinucleétido puede ser completamente o parcialmente idéntico en
secuencia de nucledtidos al primer polinucleétido y se orienta en la orientacién complementaria directa o inversa con
respecto al primer polinucleétido. De ahi que, el primer y segundo polinucle6tidos pueden ser repeticiones perfectas de uno
al otro. Por otro lado, el segundo polinucleétido, puede ser una repeticién imperfecta del primer polinucleétido, es decir el
segundo polinucleétido puede compartir identidad de secuencia con el primer polinucleétido, pero no es completamente o
parcialmente idéntico en secuencia, es decir, el segundo polinucleétido es una repeticién imperfecta. Ese segundo
polinucledtido ademas se puede orientar como una repeticion directa o posicionada en la orientacion complementaria
inversa con respecto al primer polinucleétido.

Cualquiera de los polinucledtidos descritos en la presente, tales como un polinucleétido deseado, o un primer o segundo
polinucledtido, por ejemplo, pueden ser idénticos con al menos una parte de una 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 homologa a un fragmento de una secuencia objetivo, es decir, comparte identidad de secuencia con
"al menos una parte de" una secuencia objetivo, entonces puede ser deseable que la secuencia de nucleétidos del
fragmento sea especifica al gen objetivo, y/o la secuencia perfecta parcial o imperfecta del objetivo que esta presente en el
polinucledtido deseado sea de suficiente longitud para conferir especificidad de objetivo. De ahi que la porcion del
polinucledtido deseado que comparte identidad de secuencia con una parte de una secuencia objetivo puede comprender
un dominio caracteristico, sitio de unién, o secuencia de nucledtidos tipicamente conservada por isoformas u homoélogos de
la secuencia objetivo. Es posible, por lo tanto, disefiar un polinucleétido deseado que es 6ptimo para dirigir un &cido nucleico
objetivo en una célula.

El polinucleétido deseado puede comprender una secuencia de preferentemente entre 4 y 5,000 nucleétidos, con mayor
preferencia entre 50 y 1,000 nucleétidos, y con la maxima preferencia entre 150 y 500 nucledtidos 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, o0 mas de 500 nucleétidos contiguos, o cualquier entero entre estos, 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%,
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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
nucle6tidos con una secuencia de la secuencia objetivo. En otras palabras el polinucleétido deseado puede ser homdlogo
con o compartir homologia con la secuencia completa de una secuencia objetivo o un fragmento de esta de una secuencia
objetivo.

De ahi que, la presente descripcion proporciona una molécula de &cido nucleico aislado que comprende un polinucleétido
que comparte homologia con una secuencia objetivo y que, por lo tanto, pueden hibridar bajo condiciones de hibridacién
rigurosas 0 moderadas con una porcion de una secuencia objetivo descrita en la presente. Por un polinucleétido que hibrida
con una "porcién" de un polinucleétido se pretende un polinucleétido (ya sea ADN o ARN) que hibrida con al menos
aproximadamente 15 nucledtidos y con mayor preferencia al menos aproximadamente 20 nucle6tidos y ain con mayor
preferencia al menos aproximadamente 30 nucledtidos y aun con mayor preferencia mas de 30 nucledtidos del
polinucledtido de referencia. Para el propdsito de la invencion, dos secuencias que comparten homologia, es decir, un
polinucledtido deseado y una secuencia objetivo, pueden hibridar cuando forman un complejo de cadena doble en una
solucién de hibridacion de 6X SSC, 0.5% SDS, solucién 5X de Denhardt y 100 pg de ADN portador inespecifico. Ver
Ausubel y otros, seccién 2.9, suplemento 27 (1994). Tal secuencia puede hibridar en "rigurosidad moderada,” que se define
como una temperatura de 60 °C en una solucion de hibridacién de 6X SSC, 0.5% SDS, soluciéon 5X de Denhardt y 100 ug
de ADN portador inespecifico. Para la hibridacién de "rigurosidad alta", la temperatura se aumenta a 68 °C. A continuacion
de la reaccion de hibridacién de rigurosidad moderada, los nucleétidos se lavan en una soluciéon de 2X SSC méas 0.05%
SDS por cinco veces a temperatura ambiente con lavados posteriores con 0.1 X SSC mas 0.1% SDS a 60 °C durante 1 h.
Para la rigurosidad alta, la temperatura de lavado se aumenta a tipicamente una temperatura que sea aproximadamente 68
°C. Los nucledtidos hibridados pueden ser los que se detectan usando 1 ng de una sonda radiomarcada que tiene una
radiactividad especifica de 10,000 cpm/ng, donde los nucleétidos hibridados son claramente visibles a continuacion de la
exposicion al film de rayos X a -70 °C durante no mas de 72 horas.

El constructo puede comprender un casete de expresién que produce un acido nucleico que reduce el nivel de expresién de
un gen objetivo que se expresa normalmente por una célula que contiene el constructo, 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%, 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%, 28%, 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 polinucleétido, ya sea un "polinucleétido deseado,"” un "primer" polinucleétido, un "segundo” polinucleétido puede
compartir un cierto porcentaje de identidad de secuencia con una secuencia objetivo. Como se explica en la presente
descripcién, una secuencia objetivo puede ser, pero sin limitarse a, una secuencia, parcial o completa, de un gen, elemento
regulador, tal como un promotor o terminador, exon, intrén, una region sin traducir o cualquier secuencia corriente arriba o
corriente abajo de una secuencia gendmica-objetivo. En consecuencia, un polinucleétido puede comprender una secuencia
gue es idéntica en longitud de la secuencia con una secuencia objetivo de ese tipo. Por otro lado, el polinucleétido puede
comprender una secuencia que comparte identidad de secuencia con una secuencia objetivo de ese tipo. De ahi que; un
polinucledtido 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%, 0 60% de identidad de secuencia de nucleédtidos con una secuencia de la secuencia
objetivo.

Un polinucledtido deseado puede comprender una secuencia que se deriva a partir de un promotor objetivo. ElI promotor
objetivo o puede naturalmente estar presente en el genoma de la célula, es decir, el promotor objetivo es enddgeno al
genoma de la célula, o se puede introducir en el genoma a través de transformacion. El promotor derivado del polinucleétido
puede ser funcionalmente activo y contener una caja TATA o secuencia tipo caja TATA, pero ni la transcripcion comienza ni
cualquier secuencias transcritas comienzan fuera de la transcripcién. Alternativamente, el promotor derivado del
polinucledtido puede ser funcionalmente inactivo por, por ejemplo, la ausencia de una caja TATA. Un promotor derivado de
ese tipo puede representar sélo parte del promotor objetivo.

El polinucleétido deseado puede comprender una secuencia que es especifica a un intron que es endégeno a un genoma de
la célula.

El polinucleétido deseado puede comprender una secuencia que es parte de un terminador que es enddégeno a un genoma
de la célula.
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El constructo puede comprender dos promotores idénticos que son funcionalmente activos en un tejido objetivo. El
constructo puede comprender dos promotores diferentes, cada uno del cual es funcionalmente activo en un tejido objetivo.

Un constructo puede comprender ademdas uno o mas polinucleétidos adicionales entre el casete A y casete B. Por ejemplo,
en la orientaciéon 5' a 3', un constructo puede comprender (i) un primer promotor, (i) un polinucleétido deseado, (iii) un
separador de polinucleétido adicional, por ejemplo, un intrén, (iv) la copia de complemento inverso del polinucleétido
deseado y (v) un segundo promotor, donde el primer y segundo promotores se enlazan operativamente al polinucleétido
deseado y la copia complementaria, respectivamente, y se orientan para inducir la transcripcion convergente.

El polinucle6tido separador adicional puede ser de cualquier longitud. Esto es, el polinucleétido separador puede ser un
intrén que es 2, 3,4,5,6,7,8,9,0, 1,12, 3, 14, 5, 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 méas de 500 nucleétidos, o cualquier entero entre estos de longitud. Si el polinucleétido separador
entre dos polinucleétidos deseados es lo suficientemente largo, la transcripcion nunca puede proceder a partir del promotor
con el otro. Es decir, por cualquier razén, la transcripcion se puede detener mientras la maquinaria de transcripcion se ubica
en el separador que no contiene un elemento terminador funcionalmente activo. En consecuencia, el transcrito resultante
puede comprender la secuencia completa de un primer polinucleétido deseado y una secuencia parcial del intrén, pero
ninguna parte del segundo polinucleétido deseado. Asi, es posible disefiar un constructo como se describe en la presente
con un polinucledtido separador que previene la transcripcion a partir del procedente de un polinucleétido deseado con el
otro. En una situacién de ese tipo y si uno de los polinucleétidos deseados se orienta como la copia complementaria inversa
del otro, después la prevencion de la lectura de la transcripcion puede, por lo tanto, evitar la sintesis de un transcrito de ARN
gue es auto-complementario.

En consecuencia, dependiendo de cualquiera de (i) el arreglo convergente de promotores y polinucleétidos deseados, (i) el
ndamero de copias de los polinucleétidos deseados, (iii) la ausencia de una regién terminador del constructo y (iv) la
complementariedad y longitud de los transcritos resultantes, varias poblaciones de moléculas de ARN se pueden producir a
partir de los presentes constructos.

De ahi que, un Unico constructo puede producir (i) un transcrito de ARN "sentido" monocatenario, (ii) un transcrito de ARN
"antisentido" monocatenario, (iii) una horquilla bicatenaria formada por un transcrito de ARN monocatenario que hibrida a si
mismo o (iv) un ARN bicatenario formado a partir de dos transcritos distintos de ARN que aparean el uno al otro. Un Unico
constructo se puede disefiar para producir transcriptos de ARN sélo sentido o sélo antisentido a partir de cada promotor
arreglado de forma convergente.

La presente descripcion describe ademas un método para reducir la expresion de un gen normalmente capaz de ser
expresado en una célula de la planta, mediante la incorporacion estable de cualquiera de los constructos descritos en la
presente dentro del genoma de una célula.

En este sentido, cualquier tipo de célula a partir de cualquier especie se puede exponer a o transformar establemente o
transitoriamente con un constructo. De ahi que, una célula bacteriana, célula viral, célula fingica, célula de alga, célula de
gusano, célula de la planta, célula de insecto, célula de reptil, célula de ave, célula de pez o célula de mamifero se puede
transformar con un constructo. La secuencia objetivo, por lo tanto, se puede ubicar en el nicleo o un genoma de cualquiera
de tales tipos de células. La secuencia objetivo, por lo tanto, se puede ubicar en un gen en el genoma de la célula. De ahi
que, la secuencia objetivo se puede ubicar en al menos uno de un elemento regulador del gen, un exén del gen, un intrén
del gen, la region 5' no traducida del gen o la region 3' no traducida del gen. El elemento regulador del gen puede ser al
menos uno del elemento promotor o un potenciador del gen.

Alternativamente, la secuencia objetivo se puede ubicar en un transcrito de ARN que esta presente en una de estas células
y que se puede o no se puede normalmente producir por la célula. Es decir, el transcrito de ARN que comprende la
secuencia objetivo se puede producir a partir de una fuente que es ajena a la célula huésped. Por ejemplo, el transcrito de
ARN que comprende la secuencia objetivo puede ser de origen viral pero existe en una célula de la planta.

La presente descripcion contempla ademas la exposicién in vitro, ex vivo, ex planta e in vivo y la integracién del constructo
deseado en el genoma de la célula o preparaciones del acido nucleico aislado.

Los constructos, por ejemplo, se pueden insertar en los plasmidos de transformacion derivados de Agrobacterium que
contienen elementos borde ADN-T necesarios para transformar las células de la planta. En consecuencia, un cultivo de
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células de plantas se puede transformar, con un constructo de transformacion de ese tipo y las células transformadas con
éxito, crecen en una planta transgénica deseada que expresa los casetes promotor/polinucleétido que operan de forma
convergente.

Los promotores pueden ser promotores inducibles o constitutivos o permutaciones de estos. Los promotores "fuerte", por
ejemplo, pueden ser los aislados de virus, tales como virus baciliforme del tungro del arroz, virus del rayado del maiz, virus
de nervadura de mandioca, virus mirabilis, caulimovirus del rayado clorético de cacahuete, virus mosaico de escrofularia y
virus chlorella. Otros promotores se pueden clonar a partir de especies bacterianas tales como los promotores del gen de la
nopalina sintasa y octopina sintasa. Existen varios 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 hspl17.7 G4, un promotor de trigo wcs120, un promotor del gen Rab 16A, un
promotor del gen de [alfa]- amilasa, un promotor del gen pin2 o un promotor de carboxilasa.

La presente descripcién describe ademéas un constructo, que comprende un casete de expresién que comprende (i) un
primer promotor enlazado operativamente a un primer polinucleétido y (ii) un segundo promotor enlazado operativamente a
un segundo polinucleétido, en donde (a) ni el primer ni el segundo polinucleétido se enlazan operativamente a un
terminador, (b) al menos parte del segundo polinucleétido es sustancialmente idéntico en la secuencia de nucleétidos con al
menos parte de la secuencia del primer polinucleétido pero se posiciona dentro del casete en una orientacion diferente al
primer polinucleétido y (c) la direccién de transcripcion iniciada a partir del primer promotor es hacia el segundo promotor y
la direccion de transcripcion iniciada a partir del segundo promotor es hacia el primer promotor.

Al menos parte del segundo polinucleétido se puede orientar como una copia de complemento inverso de al menos parte del
primer polinucleétido.

La secuencia que termina la transcripcion, a la que ningun polinucleédtido se enlaza operativamente, puede ser una
secuencia en el extremo 3' de un gen que se implica en la formacion y la poliadenilacién del extremo 3' del transcrito de ese
gen.

La secuencia que se implica en la formacion y poliadenilacion del extremo 3' puede ser un terminador.

El casete de expresion no puede comprender (i) un terminador de gen nos, (ii) la secuencia no traducida 3' del gen 7 de
ADN-T, (iii) las secuencias no traducidas 3' del gen de la proteina del cuerpo de inclusién mayor del virus del mosaico del
coliflor, (iv) las secuencias no traducidas 3' de la subunidad pequefia 1,5-bifosfato carboxilasa del chicharo ribulosa, (v) las
secuencias no traducidas 3' del gen de ubiquitina-3 de patata, o (vi) las secuencias no traducidas 3' del gen Il inhibidor de
proteinasa de patata, (vii) las secuencias no traducidas 3' de genes opina, (viii) las secuencias no traducidas 3' de genes
enddgenos.

El primer polinucleétido puede comprender una secuencia que comparte identidad de secuencia con un gen objetivo o al
menos uno de un elemento regulador que se asocia con el gen objetivo, un exon del gen objetivo, un intron del gen objetivo,
la regién no traducida 5' del gen objetivo o la region no traducida 3' del gen objetivo.

El primer polinucle6tido 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%, 3%, 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 nucleétidos con una secuencia de la secuencia
objetivo.

El gen objetivo puede ser un gen COMT implicado en la biosintesis de lignina, un gen CCOMT implicado en la biosintesis de
lignina, cualquier otro gen implicado en la biosintesis de lignina, un gen R1 implicado en la fosforilacién de almidén, un gen
de fosforilasa implicado en la fosforilacion de almidén, un gen PPO implicado en la oxidacion de polifenoles, un gen de
poligalacturonasa implicado en la degradacion de pectina, un gen implicado en la produccién de alergenos, un gen implicado
en la biosintesis de &cidos grasos tal como FAD2.

En la presente descripcion, (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 sec. con nim. de ident.: 44.
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El gen objetivo se puede ubicar en el genoma de una célula. De ahi que, la célula puede ser una célula de una bacteria,
virus, hongo, levadura, planta, reptil, ave, pez o mamifero.

La secuencia objetivo se puede ubicar en una secuencia de ADN que codifica un transcrito de ARN.
El primer y segundo promotores pueden ser funcionales en una planta.

El casete de expresion se puede ubicar entre secuencias borde del ADN de transferencia de un plasmido que es adecuado
para la transformacion de planta mediado por bacteria.

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

El constructo puede comprender ademas un polinucledtido separador posicionado entre el primer y segundo polinucleétidos.
El polinucleétido separador puede ser 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, o méas de 500 nucleétidos de largo.

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

El promotor constitutivo fuerte puede seleccionarse del grupo que consiste de un promotor de ubiquitina-7 de patata, un
promotor de ubiquitina-3 de patata, un promotor de ubiquitina de tomate, un promotor 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 ubiquitina de cafia de azucar, un promotor de actina de arroz, un promotor de la subunidad pequefia de rubisco y
un promotor de activasa de rubisco.

El promotor especifico de tejido puede ser el promotor de sintasa de almidon unido a granulo o un promotor del gen de ADP
glucosa pirofosforilasa.

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

El promotor inducible se selecciona del grupo que consiste de un promotor Ha hsp17.7 G4, un promotor wcs120 de trigo, un
promotor del gen Rab 16A, un promotor del gen a-amilasa, un promotor del gen pin2 y un promotor de carboxilasa.

La presente descripcion describe ademas un plasmido de transformacién, que comprende un casete de expresion, que
comprende en la orientacion 5' a 3' (1) un primer promotor que se enlaza operativamente a (2) un primer polinucleétido
deseado, que esta contiguo a (3) al menos un polinucleétido opcional separador, donde el extremo 3' de uno de los
polinucledtidos separadores esta contiguo a (4) un segundo polinucleétido deseado, que se enlaza operativamente a (5) un
segundo promotor, en donde tampoco el polinucleétido deseado en el casete de expresion se enlaza operativamente a
ningun terminador de transcripcion conocido.

Al menos parte del primer polinucle6tido deseado puede estar en la orientacion antisentido y en donde al menos parte del
segundo polinucleétido deseado se puede orientar como el complemento inverso del primer polinucleétido deseado.

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

Al menos parte del primer polinucledtido deseado puede ser una secuencia promotor.

La secuencia promotor puede ser de un promotor seleccionado del grupo que consiste de (1) un promotor del gen R1
asociado de almidén, (2) un promotor del gen polifenol oxidasa, (3) un promotor del gen 12 desaturasa de &cido graso, (4)
un promotor del gen microsomal de desaturasa de acido graso omega-6, (5) un promotor del gen de algodén delta 9
estearoil desaturasa de proteina portadora de acilo, (6) un promotor del gen de desaturasa de oleoil-fosfatidilcolina omega 6,
(7) un promotor del gen de Medicago truncatula de acido cafeico/acido 5-hidroxifeulico 3/5-0-metiltransferasa (COMT), (8) un
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promotor del gen de Medicago de sativa (alfalfa) de acido cafeico/acido 5-hidroxifedlico 3/5-O-metiltransferasa (COMT), (9)
un promotor del gen de Medicago truncatula de cafeoil CoA 3-O-metiltransferasa (CCOMT), (10) un promotor del gen de
Medicago sativa (alfalfa) de cafeoil CoA 3-O-metiltransferasa (CCOMT), (11) un promotor del gen de alergeno mayor de
manzana Mal d 1, (12) un promotor del gen de alergeno mayor de cacahuete Ara h 2, (13) un promotor del gen de alergeno
mayor de soja Gly m Bd 30 Ky (14) un promotor del gen de poligalacturonasa.

En la presente descripcion, (i) al menos uno del pimer y segundo promotores puede ser un promotor GBSS, v (ii) el primer
polinucledtido deseado puede ser una secuencia de un gen de polifenol oxidasa.

El primer y segundo promotores pueden ser promotores GBSS.
Tanto el primer promotor puede ser un promotor GBSS como el segundo promotor puede ser un promotor AGP.

La presente descripcién ademas describe un método para reducir la expresion de un gen normalmente capaz de ser
expresado en una célula de la planta, que comprende exponer una célula de la planta a cualquier constructo descrito en la
presente, en donde el constructo se mantiene en una cepa de bacteria, en donde el polinucle6tido deseado comprende una
secuencia que comparte identidad de secuencia con una secuencia objetivo en el genoma de la célula de la planta.

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

La presente descripcion describe un constructo, que comprende un casete de expresién que comprende en la orientacion 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 promotor de un gen objetivo, (iii) un segundo polinucledtido que comprende una
secuencia que comparte identidad de secuencia con el complemento inverso de al menos parte del promotor del gen
objetivo y (iv) un segundo promotor, en donde el primer promotor se enlaza operativamente con el extremo 5' del primer
polinucledtido y el segundo promotor se enlaza operativamente con el extremo 3' del segundo polinucleétido,

La presente descripcién describe ademas un constructo, que comprende un casete de expresion que comprende en la
orientacion 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 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 parte del
promotor del gen objetivo y (iv) un terminador, en donde el primer promotor se enlaza operativamente con el extremo 5' del
primer polinucleétido y el segundo promotor se enlaza operativamente al terminador.

La presente descripcién ademas describe un plasmido de transformacion de la planta, que comprende la secuencia
representada en la sec. con nim. de ident.: 40 o 42.

La presente descripcion ademas describe un método para reducir el endulzamiento inducido por el frio en un tubérculo, que
comprende expresar cualquier constructo descrito en la presente en una célula de un tubérculo, en donde (a) el primer
polinucledtido comprende la secuencia de parte de un gen R1 (b) el segundo polinucleétido es el complemento inverso del
primer polinucledtido en comparacion con el primer polinucleétido (c) uno o ambos del primer y segundo promotores son
GBSS o0 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 de ese modo el endulzamiento inducido por el frio en el tubérculo. El primer
polinucledtido puede comprender la secuencia representada en la sec. con nim. de ident.: 23 o 24. El tubérculo puede ser
una patata. El primer polinucleétido puede comprender dos copias de la secuencia de sec. con nim. de ident.: 23 0 24.

La presente descripcién ademas se relaciona con un método para mejorar la tolerancia a la mancha negra por magulladura
que comprende expresar cualquier constructo descrito en la presente 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 (c) uno o ambos del primer y segundo promotores son GBSS o AGP y (d) la
expresion del constructo en la célula reduce la transcripcién y/o traduccién de un gen de polifenol oxidasa en el genoma de
la célula de tubérculo, mejorando de ese modo la tolerancia del tubérculo a la mancha negra por magulladura. En una
modalidad, el primer polinucleétido comprende la secuencia de la sec. con nim. de ident.: 26 o 27. El tubérculo puede ser
una patata. El primer polinucleétido puede comprender dos copias de la secuencia de sec. con nim. de ident.: 26 o 27.

La presente descripcion ademas se relaciona con un método para aumentar los niveles de acido oleico en una planta
oleaginosa, que comprende expresar cualquier constructo descrito en una célula de una semilla de una planta oleaginosa,
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en donde (a) el primer polinucleétido comprende la secuencia de parte de un gen Fad2 (b) el segundo polinucleétido es el
complemento inverso del primer polinucleétido (c) uno o ambos del primer y segundo promotores son promotores del gen
napina, gen Fad2 o gen 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 oleaginosa, aumentando de ese modo el contenido de
aceite de la semilla. El primer polinucleétido puede comprender la secuencia representada en la sec. con num. de ident.: 28.
La secuencia del promotor del gen napina puede comprender la_secuencia representada en la sec. con num. de ident.: 30.

La secuencia del promotor del gen estearoil-ACP desaturasa puede comprender la secuencia representada en la sec. con
ndm. de ident.:31.

La secuencia del promotor del gen Fad2 puede comprender la secuencia representada en la sec. con nim. de ident.: 32.

La planta oleaginosa puede ser la planta Brassica, planta de canola, planta de soja, planta de algodén o una planta de
girasol.

La presente descripcion describe ademas un método para reducir el contenido de lignina en una planta, que comprende
expresar cualquier constructo descrito en la presente 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-hidroxifertlico 3/5-O-metiltransferasa (COMT), (b) el
segundo polinucleétido es el complemento inverso del primer polinucleétido, (c) uno o ambos del primer y segundo
promotores son promotores de los genes petE o Pal, y (d) la expresién del constructo en la célula reduce la transcripcién y/o
traduccion de un gen COMT en la célula de la planta, reduciendo de ese modo el contenido de lignina en la planta. La célula
puede estar en el sistema vascular de la planta. En un modalidad preferida, la planta es una planta de alfalfa. El primer
polinucleétido puede comprender la_secuencia representada en la sec. con nim. de ident.:33 o 37.

La presente descripcion describe un método para reducir la degradacién de pectina en una fruta de una planta, que
comprende expresar cualquier constructo descrito en la presente en una célula de fruta de la planta, en donde (a) el primer
polinucledtido comprende la secuencia de parte del gen de poligalacturonasa, (b) el segundo polinucleétido es el
complemento inverso del primer polinucleétido, (c) ambos del primer y segundo promotores son promotores especificos de
fruta, y (d) la expresion del constructo en la célula de fruta reduce la transcripcién y/o traducciéon de un gen de
poligalacturonasa en la célula de la planta, reduciendo de ese modo la degradacion de pectina en la fruta. El primer
polinucledtido puede comprender la secuencia representada en la sec. con num. de ident.: 39.

La presente descripcion describe un método para reducir la alergenicidad de un alimento producido por una planta, que
comprende expresar cualquier constructo descrito en la presente en una célula de una planta, en donde (a) el primer
polinucledtido comprende la secuencia de parte de un gen que codifica un alergeno, (b) el segundo polinucleétido es el
complemento inverso del primer polinucleétido, y (c) la expresion del constructo reduce la transcripcién y/o traduccion del
alergeno, reduciendo de ese modo la alergenicidad de un alimento producido por la planta.

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

En la presente descripcion, (a) la planta puede ser una planta de cacahuate (b) el alimento puede ser un cacahuate, (c) el
primer polinucle6tido puede comprender una secuencia de promotor del gen de Ara h 2 y (d) la expresion del constructo en
la planta de cacahuate reduce la transcripcion y/o traduccion de Ara h 2 en el cacahuate.

En la presente descripcion, (a) la planta puede ser una planta de soja, (b) el alimento puede ser un soja, (c) el primer
polinucledtido puede comprender una secuencia de promotor del gen de 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 el soja.

La presente descripcion describe un método para regular negativamente la expresiéon de mdltiples genes en una planta, que
comprende expresar en una célula de una planta un constructo que comprende la secuencia representada en la sec. con
nam. de ident.: 40, que regula negativamente la expresion de polifenol oxidasa, gen de fosforilasa L y el gen R1 en la célula
de la planta.

La presente descripcion describe un método para regular negativamente la expresiéon de multiples genes en una planta, que
comprende expresar en una célula de una planta un constructo que comprende la secuencia representada en la sec. con
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nam. de ident.: 42, que regula negativamente la expresiéon de polifenol oxidasa, gen de fosforilasa L y el gen R1 en la célula
de la planta.

La presente descripcion describe un constructo, que comprende un promotor deseado que se enlaza operativamente a (i) un
primer promotor en su extremo 5' y (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 descripcion describe un constructo, que comprende unas dos copias orientadas convergentemente de un
promotor deseado que se separan por un polinucleétido, en donde el promotor deseado comparte identidad de secuencia
con un promotor objetivo en un genoma deseado de interés. El polinucledtido que separa los promotores orientados
convergentemente puede ser un intron.

La presente descripcién se relaciona con un constructo, que comprende dos promotores deseados que se enlazan
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, en al menos una parte de
sus respectivas longitudes, identidad de secuencia uno con el otro y donde uno de los promotores deseados se puede
orientar como el complemento inverso del otro.

La presente descripcidon se relaciona con un constructo, que comprende dos promotores deseados que se enlazan
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, en al menos una parte de
sus respectivas longitudes, identidad de secuencia uno con el otro y donde uno de los promotores deseados se puede
orientar como el complemento inverso del otro.

La descripcion del producto se relaciona con un constructo que comprende cuatro repeticiones directas de un polinucleétido
de interés, que se preceden por un fragmento ADN antisentido del polinucleétido de interés. Un constructo de ese tipo se
representa por pSIM1111.

La presente descripcion proporciona ademas 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 arreglados en una orientacion convergente uno con el otro, en donde la actividad de los
promotores del casete reduce el nivel de expresion de un gen endégeno alfalfa, que se enlaza operativamente en el genoma
de alfalfa con 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 se representa en la sec. con num. de ident.:
54 o sec. con num. de ident.: 55.

La descripcion presente proporciona ademas un método para reducir la expresion de un gen Comt, que comprende expresar
un fragmento de gen Comt o fragmento del promotor Comt en una célula que comprende un gen Comt en su genoma.

La presente descripcion proporciona ademas un método para reducir la expresién de un gen Comt o gen Ccomt, que
comprende expresar el constructo de cualquier constructo descrito en la presente 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
promotor del gen Comt o un gen Ccomt o promotor del gen Ccomt.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 representa los diagramas esqueméticos de los ADN-T de vectores binarios que (a) representan un control
negativo (pSIM714) y (b) comprenden los constructos que representan constructos convencionales de silenciamiento,
pSIM374, pSIM718, y PSIM755. "B" denota una secuencia borde de ADN de transferencia; "T" denota una secuencia
terminador; "hptll" es un gen de resistencia que confiere resistencia a higromicina a una planta; "P1" denota una secuencia
promotor y, en este ejemplo, es un promotor que es idéntico al promotor que conduce un gen funcionalmente activo beta-
glucuronidasa (gus) en la planta gus transgénica; "P2" denota una secuencia promotor que es ademas funcionalmente
activo pero diferente de P1; "gus-S" denota un fragmento de gen gus; "gus-A" denota un complemento inverso del fragmento
de gen gus; "I" denota un intron. Con respecto a gus-S y gus-A, las flechas gruesas sdélidas significan (parte del) transcritos
de ARN que comparten identidad con una parte del transcrito producido por la expresion del gen gus; las flechas gruesas
con puntos significan (parte del) transcritos de ARN que comparten identidad con una parte del complemento inverso del
transcrito de gen gus; las lineas delgadas significan partes del transcrito con homologia o complementariedad inversa a otra
secuencia tal como el intr6n del constructo. Con respecto a esto, la flecha abierta que apunta hacia la izquierda (que denota
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el elemento "gus-A" en el casete) indica que el elemento gus-A se orienta en el casete de expresion segun el complemento
inverso de gus-S, la flecha que apunta hacia la derecha. De ahi que, los promotores P1 y P2 se orientan de manera que la
transcripcion de cada uno procede en una manera convergente, es decir, procede de la transcripcién de P1 a P2 y
viceversa.

La Figura 2 representa diagramas esquematicos para los ADN-T de vectores binarios que comprenden constructos que se
asemejan a constructos de silenciamiento convencionales excepto que carecen de un terminador, pSIM728, PSIM140 y
pSTM758. Con respecto a gus-S y gus-A, las flechas gruesas soélidas significan la parte de transcritos de ARN que
comparten identidad con una parte del transcrito producido por la expresion del gen gus; las flechas gruesas con puntos
significan partes de transcritos de ARN que comparten identidad con una parte del complemento inverso del transcrito de
gen gus; las lineas delgadas significan partes del transcrito con homologia o complementariedad inversa a otra secuencia tal
como el intron del constructo.

La Figura 3 representa los diagramas esquematicos de los ADN-T que comprenden constructos de " transcripcion de
colision libre de terminador" (TFCT). Especificamente, ilustra los ADN-T de pSIM715, PSIM717, pSIM756 y pSIM771. La
clave para los elementos identificados y flechas sélidas y con puntos es la misma que la explicada en la leyenda de la Figura
1. En pSIM717, la lectura a través de la transcripcion originada tanto de P1 como P2 en el intrén produce transcritos que
contienen secuencias 5' idénticas a parte del transcrito del gen gus y secuencias 3' que son complementarias inversas al
transcrito del gen gus. Estos transcritos se pueden plegar para producir parcialmente ARN de cadena doble. Dependiendo
de la capacidad del complejo de transcripcién P1 para proceder sin trabas, un transcrito de ARN, iniciado desde el promotor
P1, posiblemente puede transcribir secuencias corriente abajo de la secuencia gus-S a la que se enlaza operativamente. En
consecuencia, al leer la "parte superior”, es decir, cadena sentido de pSIM717, en la direccién 5' a 3', un transcrito de P1
puede comprender la secuencia del introbn que interviene ("I"), asi como la secuencia del elemento gus-S complemento
inverso. La secuencia de cadena de la "parte superior” del elemento gus-S complemento inverso es el antisentido de gus-S.

La Figura 4 representa los diagramas esquematicos de los ADN-T que comprenden constructos de " transcripcion de
colisién libre de terminador" (TFCT). Especificamente, ilustra los ADN-T de pSIM754, pSIM773 y pSIM767. La clave de los
elementos identificados y flechas sdlidas y con puntos es la misma que la explicada en la leyenda de la Figura 1. PIn indica
la parte del promotor P1 que esté corriente arriba a partir de la caja TATA. Esta secuencia no es funcional como promotor.
La Figura 5 representa los diagramas esquematicos de los ADN-T que comprenden constructos de " transcripcion de
colision libre de terminador" (TFCT). Especificamente, ilustra los ADN-T de pSIM782. La clave para los elementos
identificados y flechas sélidas y con puntos es la misma que la explicada en la leyenda de la Figura 1. gusl indica el intron
del gen gus.

La Figura 6 representa los diagramas esquematicos de los ADN-T que comprenden constructos de "transcripcion de colision
libre de terminador" (TFCT). Especificamente, ilustra los ADN-T de pSIM765, pSIM922F, pSIM922G, pSIM774, y pSIM775.
La clave de los elementos identificados y flechas sélidas y con puntos es la misma que la explicada en la leyenda de la
Figura 1. PPO indica un fragmento del gen PPO de tabaco.

La Figura 7 muestra geles de agarosa tefiidos con bromuro de etidio que contienen los productos de RT-PCR. + = control de
plasmido positivo; -= control negativo; M = marcador; T1 = transcrito del promotor P1; T2 = transcrito del promotor P2.

La Figura 8 muestra autoradiogramas de membrana de transferencia de gel de ARN. La sonda usada para la hibridacion se
derivo del gen gus.

La Figura 9 muestra un andlisis de la secuencia de varios fragmentos del promotor e identifica una secuencia de 89-pb que
puede ser metilada durante el silenciamiento basado en el promotor.

La Figura 10 representa mapas del plasmido G: fragmento del gen gus; H: casete expresion para el gen hptll; LB: region
borde izquierdo; RB: regidn borde derecho; T: terminador; P1: promotor P1; P1n: promotor no funcional P1 que carece de
una caja TATA; P2: promotor P2; P3: promotor P3; GB: promotor GBSS; PP: fragmento del gen PPO; PT = fragmento del
gen de tabaco PPO. La direccién de transcripcion se indica con una flecha sélida negra pequefia.

Descripcion detallada de las modalidades preferidas

Un constructo de la presente descripcion se puede usar eficazmente para reducir o prevenir la transcripcion o traduccion de
un &cido nucleico objetivo mediante la activacion de la transcripcion convergente de un polinucleétido deseado. De ahi que
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un objetivo de la presente invencién es proporcionar constructos que producen moléculas de &cido nucleico que previenen o
reducen la expresion de un gen o de un producto génico, tal como un transcrito de ARN o proteina.

Una caracteristica particular de un constructo de ese tipo es que, en contraste con los constructos de silenciamiento
convencionales, el terminador no funcional se inserta y se enlaza operativamente con el extremo 3' de un polinucleétido
deseado. Se establece bien que un terminador es una secuencia de nucledtidos, tipicamente ubicada en el extremo 3' de un
gen, que se implica en la escision del transcrito de ARN que se transcribe a partir del gen y en la poliadenilacion de ese
transcrito. Tipicamente, un terminador se ubica corriente abajo del cod6n de parada de los genes.

Las terminaciones que se usaron para la construccion de los casetes de silenciamiento convencionales, y que se excluyen
de los constructos de la presente invencion, se derivaron a partir de tales regiones 3' de ciertos genes y frecuentemente
incluyen ademas aun més secuencias de ADN no transcrito corriente abajo. La seleccion de cual terminador usar la mayoria
de las veces, simplemente ha sido una cuestion de conveniencia. De ahi que, terminadores opina o regiones de terminacion
a partir de genes enddgenos y previamente caracterizados se han usado en constructos de silenciamiento convencionales.
Uno de los terminadores mas frecuentemente usados, por ejemplo, es el terminador del gen de nopalina sintasa (nos) de
Agrobacterium, que comprende tanto secuencias no traducidas 3' como ADN corriente abajo adicional Oros terminadores
incluyen:

Las secuencias 3' no traducidas del gen 7 de ADN-T (acceso de Genbank V00090).
Las secuencias 3' no traducidas del gen de la proteina mayor del cuerpo de inclusion del virus mosaico de la coliflor.

Las secuencias 3' no traducidas de la subunidad pequefia de ribulosa 1,5-bifosfato carboxilasa de chicharo (acceso de
Genbank M21375).

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

Las secuencias 3' no traducidas de genes enddgenos; es decir genes que se expresan normalmente por el genoma de un
organismo.

Con respecto a la presente descripcion, sin embargo, ninguno de tales terminadores, claramente, terminador no funcional,
se enlaza operativamente directamente a un polinucleétido deseado del presente constructo. Nor es un polinucleétido
deseado directamente enlazado operativamente a un terminador que se precede por una secuencia que codifica el
autoempalme de ribozima.

Otra caracteristica del constructo de la presente descripcién es que promueve la transcripcion convergente de uno o mas
copias de polinucledtido que estdn o no estan directamente enlazadas operativamente a un terminador, a través de dos
promotores opuestos. Debido a la ausencia de una sefial de terminacion, la longitud de la mezcla de moléculas de ARN que
se transcribe a partir del primer y segundo promotores puede ser de varias longitudes.

En ocasiones, por ejemplo, la maquinaria transcripcional puede continuar para transcribir pasado el Gltimo nucleétido que
significa el "fin" de la secuencia de polinucleétido deseado. En consecuencia, en este arreglo particular, la terminacion de la
transcripcion puede ocurrir ya sea a través de accion débil e involuntaria de secuencias corriente abajo que, por ejemplo,
promueven la formacion de la horquilla o a través de la accién de terminadores transcripcionales involuntarios ubicados en
el ADN de la planta que flanquean el sitio de integracién de ADN transferencia.

Un constructo de transcripcion de colision libre de terminador (TFCT) de la presente descripcion, por lo tanto, puede
comprender un primer promotor enlazado operativamente a un primer polinucledtido y un segundo promotor enlazado
operativamente a un segundo polinucleétido, de manera que (1) el primer y segundo polinucleétidos comparten al menos
alguna identidad de secuencia uno con el otro y un secuencia objetivo y (2) el primer promotor se orienta tal que la direccién
de transcripcion iniciada por este promotor procede hacia el segundo promotor y viceversa, (3) el constructo produce
moléculas de ARN que generalmente son diferentes en tamafio, algunos transcritos que representan las contrapartes de
ARN de al menos una parte del polinucleétido y otros que comprenden las contrapartes de al menos alguno tanto del
polinucledtido como su complemento inverso.
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El polinucleétido deseado se puede enlazar en dos orientaciones diferentes al promotor. En una orientacion, por ejemplo,
"sentido”, al menos la parte 5' del transcrito de ARN resultante compartird identidad de secuencia con al menos parte de al
menos un transcrito objetivo. Un ejemplo de este arreglo se muestra en la Figura 3 como pSIM717. En la otra orientacion
designada como "antisentido”, al menos la parte 5' del transcrito previsto serd idéntica u homdloga con al menos parte del
complemento inverso de al menos un transcrito objetivo. Un ejemplo del dltimo arreglo se muestra en la Figura 3 como
pSIM756.

Como se utiliza en la presente, "identidad de secuencia” o "identidad" en el contexto de dos secuencias de acido nucleico o
polipéptido incluye la referencia a los residuos en las dos secuencias que son los mismos cuando se alinean para la
correspondencia maxima en una region especificada. Cuando se usa el porcentaje de identidad de secuencia como
referencia para las proteinas se reconoce que las posiciones de residuos que no son idénticas difieren frecuentemente en
las sustituciones conservativas de aminoacidos, donde los residuos de aminoacido se sustituyen por otros residuos de
aminoacido 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 las sustituciones conservativas, el porcentaje de
identidad de secuencia se puede ajustar hacia arriba para corregir la naturaleza conservativa de la sustitucion. Las
secuencias que difieren en tales sustituciones conservativas se dice que tienen " similitud de secuencia" o "similitud". Los
medios para realizar este ajuste son bien conocidos por aquellos expertos en la técnica. Tipicamente esto implica calificar
una sustitucién conservativa como una parcial en lugar de un desajuste completo, de ese modo aumenta el porcentaje de
identidad de secuencia. Asi, por ejemplo, cuando se da una puntuacién de 1 a un aminoacido idéntico y a una sustitucion
no-conservativa se le da una puntuacioén de cero, a una sustituciéon conservativa se le da una puntuacién entre ceroy 1. La
puntuacion de las sustituciones conservativas se calcula, por ejemplo, de acuerdo con el algoritmo de Meyers y Miller,
Computer Applic. (Intelligenetics, Mountain View, California, USA).

Como se utiliza en la presente, “porcentaje de identidad de secuencia” significa el valor determinado por la comparacion de
dos secuencias 6ptimamente alineadas sobre una ventana de comparacion, en donde la porcién de la secuencia de
polinucledtidos en la ventana de comparacion puede comprender adiciones o deleciones (es decir, interrupciones) en
comparacion con la secuencia de referencia (que no comprende adiciones o deleciones) para la alineacion 6ptima de las
dos secuencias. El porcentaje se calcula determinando el nimero de posiciones en las que el residuo de aminoéacido o de
base de &cido nucleico idéntico ocurre en ambas secuencias para producir 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 obtener el porcentaje de identidad de secuencia.

Los métodos de alineacion de secuencias para comparacion se conocen bien en la técnica. La alineacion 6ptima de las
secuencias para la comparacion puede realizarse por el algoritmo de homologia local de Smith y Waterman, Adv. Appl.
Match. 2: 482 (1981); por el algoritmo de alineacion por homologia de Needleman y Wunsch, J. Mol. Biol. 48: 443 (1970);
por la busqueda para el método de similitud de Pearson y Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. 85: 2444 (1988); por
implementacién computarizada de esos algoritmos, que incluyen, pero sin limitarse a: CLUSTAL en el programa PC/Gene
de Intelligenetics, Mountain View, California; GAP, BESTFIT, BLAST, FASTA, y TFASTA en el paquete de programas
Wisconsin Genetics Software Package, Genetics Computer Group (GCG), 575 Science Dr., Madison, Wisconsin, USA; el
programa CLUSTAL es bien descrito por Higgins y Sharp, Gene 73: 237-244 (1988); Higgins y Sharp, CABIOS 5: 55-153
(1989); Corpet, y otros, Nucleic Acids Research 16: 10881-90 (1988); Huang, y otros, Computer Applications in the
Biosciences 8: 155-65 (1992), y Pearson, y otros, Methods in Molecular Biology 24: 307-331 (1994).

La familia de programas BLAST que se pueden usar para busquedas de similitud de bases de datos incluye: BLASTN para
la busqueda de secuencias de nucle6tidos contra secuencias de nucleétidos de bases de datos; BLASTX para la basqueda
de secuencias de nucleétidos contra secuencias de proteinas de base de datos; BLASTP para la busqueda de secuencias
de proteinas contra secuencias de proteinas de base de datos; TBLASTN para la blsqueda de secuencias de proteinas
contra secuencias de nucleétidos de bases de datos; y TBLASTX para la busqueda de secuencias de nucleétidos contra
secuencias de nucleétidos de base de datos. Ver, Current Protocols in Molecular Biology, capitulo 19, Ausubel, y otros, Eds.,
Greene Publishing and Wiley-Interscience, Nueva York (1995); Altschul y otros, J. Mol. Biol., 215:403-410 (1990); y, Altschul
y otros, Nucleic Acids Res. 25:33 89-3402 (1997).

El software para ejecutar los analisis BLAST esta disponible al publico, por ejemplo, a través del Centro Nacional para la
Informacién Biotecnoldgica (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Este algoritmo incluye primero identificar los pares de secuencia
con puntuacion alta (HSP) mediante la identificacion de palabras cortas de longitud W en la secuencia de busqueda, que
coincide o satisface algunas puntuaciones T umbrales de valor positivo cuando se alinean con una palabra de la misma
longitud en una secuencia de la base de datos. T se refiere como el umbral de puntuaciéon de la palabra vecina. Estos
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aciertos de palabras vecinas iniciales actian como semillas para iniciar las busquedas para encontrar HSP mas largos que
los contengan. Las coincidencias de palabras se extienden entonces en ambas direcciones a lo largo de cada secuencia,
hasta alcanzar un punto en el cual la puntuacion de alineamiento acumulado no aumente mas. Los registros acumulativos
se calculan por medio del uso de, para secuencias de nucleétidos, los parametros M (puntuacién de recompensa para un
par de residuos coincidentes; siempre > 0) y N (puntuacion de penalizacién para residuos no coincidentes; siempre < 0).
Para las secuencias de aminoacidos, se usa una matriz de puntuacion para calcular el registro acumulativo. Las extensiones
de los aciertos de las palabras vecinas en cada direccién se detienen cuando: la puntuacion de alineamiento acumulativa
disminuye en una cantidad X desde su maximo valor alcanzado; la puntuacion acumulativa va a cero o por debajo de cero
debido a la acumulacién de uno o mas alineamientos de residuos con puntuaciéon negativa; o se alcanza el extremo de
cualquiera de las secuencias. Los parametros W, T y X del algoritmo BLAST determinan la sensibilidad y la velocidad del
alineamiento. El programa BLASTN (para las secuencias nucleotidicas) usa como defecto una longitud de palabra (W) de
11, una expectativa (E) de 10, un corte de 100, M=5, N=-4, una comparacion de ambas cadenas. Para secuencias de
amino@cidos, el programa BLASTP usa por defecto una longitud de palabra (W) de 3, una expectativa (E) de 10, y la matriz
de puntuacion BLOSUMG62 (ver Henikoff & Henikoff (1989) Proc. Natl. Acad. Sci, USA 89:10915).

Ademas de calcular el porcentaje de identidad de la secuencia, el algoritmo BLAST también realiza un andlisis estadistico
de la similitud entre dos secuencias (ver, por ejemplo, Karlin & Altschul, Proc. Nat'l. Acad. Sci. Estados Unidos 90:5873-5877
(1993)). Una medida de la similitud proporcionada por el algoritmo BLAST es la probabilidad de la suma méas pequefia
(P(N)), que proporciona una indicacién de la probabilidad con que dos secuencias de nucleétidos o de amino&cidos
coincidan al azar.

Las busquedas BLAST asumen que las proteinas se pueden modelar como secuencias aleatorias. Sin embargo, muchas
proteinas reales comprenden regiones de secuencias no aleatorias, que pueden ser extensiones homopoliméricas,
repeticiones cortas, o regiones enriquecidas en uno o mas aminoacidos. Tales regiones de baja complejidad pueden estar
alineadas entre proteinas no relacionadas a pesar de que otras regiones de la proteina sean completamente diferentes. Un
namero de programas de filtro de baja complejidad se pueden emplear para reducir tales alineaciones 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 emplearse solos 0 en combinacion.

El alineamiento multiple de las secuencias se puede realizar usando el método de alineacion CLUSTAL (Higgins y Sharp
(1989) CABIOS 5:151:153) con los parametros por defecto (penalizacion de interrupcion=10, penalizacién de longitud de
interrupcion =10). Los parametros por defecto para las alineaciones pares usando el método CLUSTAL son KTUPLE 1,
PENALIZACION DE INTERRUPCION = 3, VENTANA =5 y DIAGONALES SALVADAS =5.

Cualquiera o todos los elementos y secuencias de ADN que se describen en la presente pueden ser enddgenos a uno o
mas genomas de plantas. En consecuencia, todos los elementos y secuencias de ADN, los cuales se seleccionan para el
casete de transferencia definitivo pueden ser enddgenos a, o natural a, el genoma de la planta que debe ser transformada.
Por ejemplo, todas las secuencias pueden provenir de un genoma de patata. Alternativamente, uno o mas de los elementos
0 secuencias de ADN pueden ser endégenos a un genoma de la planta que no es lo mismo que las especies de la planta
gue se transforma, pero que funciona en cualquier caso en la célula de la planta huésped. Tales plantas incluyen plantas de
patata, tomate y alfalfa. La presente descripcion abarca ademas el uso de uno o mas elementos genéticos de una planta
que es interfértil con la planta que debe ser transformada.

Las preocupaciones del publico se abordaron a través del desarrollo de un enfoque de todo natural para producir plantas por
ingenieria genética, como lo describe Rommens y otros en W02003/063980, US-2003-0221213, US-2004-0107455, y
W02005/004585. Rommens y otros ensefian la identificacion y aislamiento de elementos genéticos de las plantas que se
pueden usar para la transformacion de la planta mediada por bacteria. Asi, Rommens ensefia que un ADN de transferencia
derivado de planta ("ADN-P"), por ejemplo, se puede aislar a partir de un genoma de planta y usar en lugar de un ADN-T de
Agrobacterium para plantas genéticamente modificadas.

Con respecto a esto, una "planta” incluye, pero sin limitarse a angiospermas y gimnospermas tales como patata, tomate,
tabaco, aguacate, alfalfa, lechuga, zanahoria, fresa, remolacha, mandioca, patata dulce, soja, chicharo, frijol, pepino, uva,
Brassica, maiz, césped, trigo, arroz, cebada, sorgo, avena, roble, eucalipto, nuez de Castilla, y palma. Por lo tanto, una
planta puede ser una monocotiledénea o una dicotiledénea. "Planta” y "material de planta," abarca ademas las células de la
planta, semilla, progenie de planta, propagulo generado ya sea por via sexual o asexual y descendientes de cualquiera de
éstos, tal como recortes o semilla. "Material de planta" puede referirse a las células de la planta, cultivos de suspension
celular, callo, embriones, regiones meristematicas, tejidos de callo, hojas, raices, brotes, gametofitos, esporofitos, polen,
semillas, germinacién de plantulas y microsporas. Las plantas pueden estar en varias etapas de madurez y se pueden
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cultivar en cultivo liquido o sélido, o en el suelo o medios adecuados en macetas, invernaderos o campos. La expresion de
unas secuencias introducidas lider, remolque o génicas en las plantas puede ser transitoria o permanente.

Asi, cualquiera de tales plantas y materiales de plantas puede ser transformado. En este sentido, la transformacion de una
planta es un proceso por el cual el ADN se integra establemente en el genoma de una célula de la planta. "Establemente" se
refiere a la retencién permanente, o no-transitoria y/o expresion de un polinucledtido en y por un genoma de la célula. Asi,
un polinucledtido establemente integrado es uno que es un artefacto dentro de un genoma de la célula transformada y se
puede replicar y propagar a través de la progenie sucesiva de la célula o planta transformada resultante. La transformacién
puede ocurrir bajo condiciones naturales o artificiales usando varios métodos bien conocidos en la técnica. Ver, por ejemplo,
METHODS IN PLANT MOLECULAR BIOLOGY AND BIOTECHNOLOGY, Bernard R. Glick y John E. Thompson (eds), CRC
Press, Inc., London (1993); Chilton, Scientific American, 248)(6), pags. 36-45, 1983 ; Bevan, Nucl. Acids. Res., 12, pags.
8711-8721,1984; y Van Montague y otros, Proc R Soc Lond B Biol Sci., 210(1180), pags. 351-65, 1980. Las plantas pueden
transformarse ademas usando las técnicas de "Transformacion Refinada" y "Cultivo preciso”. Ver, por ejemplo, Rommens y
otros en WO02003/069980, US-2003-0221213, US-2004-010745,W02005/004585, US-2004-0003434, US-2005-
0034188,W02005/002394, y WO2003/079765.

Uno o mas rasgos de una planta que porta tubérculo se pueden modificar usando las secuencias de transformacion y
elementos descritos en la presente. Un "tubérculo" es un 6rgano de almacenamiento de alimentos, engrosado, por lo
general subterraneo, que carece tanto de una placa basal como cubierta de tipo tunica, que tiene cormos y bulbos. Las
raices y brotes crecen a partir de los brotes de crecimiento, llamados "ojos", en la superficie del tubérculo. Algunos
tubérculos, tales como caladiums, disminuiran de tamafio segun las plantas crecen y forman tubérculos nuevos en los ojos.
Otras, tales como las begonias tuberosas, aumentan de tamafio segin almacenan nutrientes durante la temporada de
crecimiento y desarrollan nuevos brotes de crecimiento al mismo tiempo. Los tubérculos pueden ser arrugados y duros o
ligeramente carnosos. Pueden ser redondo, plano, forma irregular o aspero. Los ejemplos de tubérculos incluyen, pero sin
limitarse a ahipa, apio, arracacha, punta de flecha, arrurruz, hard, mandioca amarga, arruruz Brasilefio, mandioca, alcachofa
China, castafia de agua China, coco, ocumo, dasheen, eddo, oreja de elefante, girasol, goo, alcachofa Japonesa, papa
japonesa, alcachofa de Jerusalén, jicama, raiz de lirio, ling gaw, mandioca, yuca, papa mexicana, batata mexicana, viejo
ocumo, papa, saa got, satoimo, seegoo, sunchoke, sunroot, mandioca dulce, papa dulce, tanier, tannia, tannier, raiz de
tapioca, topinambur, raiz de lirio de agua, batata, fiame y yautia. Los ejemplos de papas incluyen, pero sin limitarse a Papas
Russet, Papas Blancas Redondas, Papas Blancas Largas, Papas Rojas Redondas, Papas de Pulpa Amarilla y Papa Azul y
Pdrpura.

Los tubérculos se pueden clasificar como "microtubérculos,” "minitubérculos,” tubérculos "casi-maduros" y tubérculos
"maduros”. Los microtubérculos son tubérculos que se cultivan en medio de cultivo de tejidos y son de tamafio pequefio. Por
"pequefio” se denota aproximadamente 0.1 cm -1 cm. Un "minitubérculo” es un tubérculo que es mas grande que un
microtubérculo y se cultiva en el suelo. Un tubérculo "casi-maduro” se deriva de una planta que comienza a envejecer y es
de aproximadamente 9 semanas si se cultiva en invernadero. Un tubérculo "maduro” es aquel que se deriva de una planta
que ha sufrido el envejecimiento. Un tubérculo "maduro”, por ejemplo, un tubérculo que tiene aproximadamente 12 o mas
semanas de edad.

Con respecto a esto, una secuencia borde de ADN de transferencia derivado de planta ("ADN-P") de la presente descripcion
no es idéntica en la secuencia de nucleétidos a cualquier secuencia borde de ADN-T derivado de bacteria, pero funciona
para practicamente el mismo propdsito. Es decir, el ADN-P se puede usar para transferir e integrar un polinucleétido en otro.
Un ADN-P se puede insertar en un plasmido inductor de tumor, tal como un plasmido-Ti de Agrobacterium en lugar de un
ADN-T convencional y mantener en una cepa de bacteria, al igual que los plasmidos de transformacion convencional. El
ADN-P se puede manipular de manera que contenga un polinucleétido deseado, que se destina para la integracién en un
genoma de la planta a través de transformacion de la planta mediada por bacterias. Ver Rommens y otros, en
W02003/069980, US-2003-0221213, US-2004-0107455, y WO2005/004585.

Asi, una secuencia borde de ADN-P es diferente por 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, o mas
nucleétidos de una secuencia borde de ADN-P conocida de una especie de Agrobacterium, tales como Agrobacterium
tumefaciens o Agrobacterium rhizogenes.

Una secuencia borde de ADN-P no es mas que 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 la secuencia de
nucleétidos a una secuencia borde de ADN-T de Agrobacterium.
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Los métodos se desarrollaron para la identidad y para aislar los ADN de transferencia a partir de las plantas, particularmente
papas y trigo e hicieron uso del consenso de motivos borde descritos en US-2004-0107455.

En este sentido, un ADN derivado de plantas de la presente descripcion, tal como cualquiera de las secuencias, sitios de
escision, regiones, o elementos descritos en la presente descripcion es funcional si promueve la transferencia e integracion
de un polinucledtido al cual esta unida en otra molécula de &cido nucleico, tal como en un cromosoma de la planta, a una
frecuencia de transformacion 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 asociados a la transformacion pueden modificarse o mutarse para cambiar la
eficiencia de transformacion. Otras secuencias de polinucleétidos se pueden afiadir a una secuencia de transformacion de la
presente descripcion. Por ejemplo, puede ser modificarse para poseer multiples sitios de clonacion 5'y 3', o sitios de
restriccion adicionales. La secuencia de un sitio de escision como se describe en la presente, por ejemplo, puede
modificarse para aumentar la probabilidad de que la cadena principal de ADN del vector de acompafiamiento no se integre
en el genoma de la planta.

Cualquier polinucleétido deseado puede insertarse entre cualquiera de las secuencias de escision o bordes descritas en la
presente. Por ejemplo, un polinucleétido deseado puede ser un gen silvestre o modificado que es natural de una especie de
planta, o puede ser un gen de un genoma no-vegetal. Por ejemplo, al transformar una planta de papa, se puede fabricar un
casete de expresion que comprende un promotor especifico de papa que se enlaza operativamente a un gen de la papa
deseado o fragmento de este y un terminador especifico de la papa. El casete de expresién puede contener elementos
genéticos adicionales de la papa tal como un secuencia del péptido sefial fusionada en el marco al extremo 5' del gen, y un
potenciador transcripcional de la papa. La presente descripcion no se limita a un arreglo de este tipo ni a un casete de
transformacion que puede fabricarse tal que el polinucleétido deseado, mientras se enlaza operativamente a un promotor,
no se enlaza operativamente a una secuencia de terminador.

Adicionalmente a los elementos derivados de planta, tales elementos se pueden identificar ademés en, por ejemplo, hongos
y mamiferos. Ver, por ejemplo sec. con nims. de ident.: 173-182. Varias de estas especies se han mostrado ya para ser
accesibles a la transformacion mediada por Agrobacterium. Ver Kunik y otros, Proc Natl Acad Sci USA 98: 1871-1876, 2001,
y Casas-Flores y otros, Methods Mol Biol 267: 315-325, 2004..

Cuando una secuencia o elemento asociado a la transformacion, tales como los descritos en la presente, se identifican y
aislan de una planta, y si esa secuencia o elemento se usa posteriormente para transformar una planta de la misma
especie, esa secuencia o elemento puede describirse como "natural” al genoma de la planta.

Asi, un elemento genético "natural" se refiere a un acido nucleico que existe naturalmente en, se origina a partir de o
pertenece al genoma de una planta que se debe transformar. En el mismo sentido, el término "enddgeno” puede usarse
también para identificar un &cido nucleico en particular, por ejemplo, ADN o ARN, o una proteina como "nativo" a una planta.
Enddgeno significa un elemento que se origina dentro del organismo. Asi, cualquier acido nucleico, gen, polinucleétido,
ADN, ARN, ARNm, o molécula de ADNc que se aisla ya sea a partir del genoma de una planta o especies de planta que se
debe transformar o se aisla de una planta o especies que es sexualmente compatible o interfértil con la especie de planta
que se transforma, es "nativo" a, por ejemplo, autéctono de las especies de plantas. En otras palabras, un elemento
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genético natural, representa todo el material genético que es accesible a los cultivadores de planta para el mejoramiento de
las plantas a través del cultivo de planta clasico. Cualesquiera variantes de un &cido nucleico natural se consideran
"naturales" también de acuerdo con la presente descripcién. Con respecto a esto, un acido nucleico "natural" puede aislarse
de una planta o especies sexualmente compatibles de ella y modificarse o mutarse de manera que la variante resultante 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%, 0
60% similar en la secuencia de nucleétidos al &cido nucleico no modificado, natural aislado de una planta. Una variante de
acido nucleico natural puede ser también menos que aproximadamente 60%, menos que aproximadamente 55%, o menos
que aproximadamente 50% similar en la secuencia de nucleétidos.

Un &cido nucleico "natural" aislado de una planta puede codificar ademas para una variante del producto de proteina de
origen natural transcrito y traducido de ese acido nucleico. Por lo tanto, un acido nucleico natural 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 la secuencia de aminoéacidos a la proteina natural no modificada, expresada en la planta a
partir de la cual se aisl6 el acido nucleico.

En un constructo libre de terminador que comprende ademas dos copias del polinucleétido deseado, un polinucleétido
deseado puede orientarse de manera que su secuencia es el complemento inverso de la otra. El diagrama esquemético de
pSIM717 en la Figura 3 ilustra una disposicién de este tipo. Esto es, la cadena "parte superior”, "superior”, o "sentido" del
constructo puede comprender, en la direccion 5' a 3', (1) un fragmento de gen objetivo, y (2) el complemento inverso de un
fragmento de gen objetivo. En este arreglo, un segundo promotor que se enlaza operativamente al complemento inverso del
polinucledtido deseado producira probablemente un transcrito de ARN que es al menos parcialmente idéntico en secuencia
al transcrito producido a partir del otro polinucleétido deseado.

El polinucleétido deseado y su complemento inverso pueden estar separados por una secuencia de ADN espaciador, tal
como un intrén, que es de cualquier longitud. Puede ser deseable, por ejemplo, reducir la posibilidad de transcribir la copia
del complemento inverso del polinucleétido deseado a partir del promotor opuesto mediante la insercién de un intrén
prolongado u otra secuencia de ADN entre el extremo 3' del polinucleétido deseado y el extremo 5' de su complemento
inverso. Por ejemplo, en el caso de pSIM717 (Figura 3) el tamafio del intrén ("1") se puede prolongar de manera que es poco
probable que el complejo transcripcional de P1 alcance la secuencia del complemento inverso en gus-S antes de
interrumpirse o desconectarse. En consecuencia, puede haber aproximadamente 50, 100, 250, 500, 2000 o mas de 2000
nucleétidos posicionados entre las copias sentido y antisentido del polinucleétido deseado.

Un polinucleétido deseado de la presente descripcion, por ejemplo, un "primer" o "segundo” polinucledtido como se describe
en la presente puede compartir identidad de secuencia con toda o al menos parte de una secuencia de un gen estructural o
elemento regulador. Por ejemplo, un primer polinucleétido puede compartir identidad de secuencia con una secuencia
codificante o no codificante de un gen objetivo o con una porcién de un promotor de gen objetivo. En una modalidad, el
polinucledtido en cuestiébn comparte aproximadamente 100%, 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% de identidad de secuencia con un gen objetivo o elemento regulador objetivo, tal como un promotor
objetivo.
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Para facilidad, el término "polinucleétido deseado” solamente incluye otros términos usados en la presente descripcion tales
como "primer polinucleétido" y "segundo polinucleétido” o cualquier polinucleétido que se usa en un constructo de la
presente invencidn para reducir la expresion de un gen o secuencia objetivo. Por lo tanto un "polinucledtido deseado" puede
ser un primer o segundo polinucleétido o ambos.

En una forma més simple, un constructo de la presente descripcién no contiene dos copias del polinucleétido sino sélo una
copia. Como consecuencia, el polinucleétido se enlaza operativamente a los promotores tanto en su extremo 5' como 3'. En
este arreglo en particular, los transcritos de ARN se producirdn que comprenden secuencias de cada cadena del ADN
bicatenario. Un ejemplo de este arreglo se muestra en la Figura 3 como pSIM772.

Un casete libre de terminador puede existir como una molécula de ADN extracromosOmico en una célula o puede integrarse
en cualquiera de una variedad de mecanismos en el nicleo, cromosoma, u otro &cido nucleico enddgeno de la célula. Si el
casete libre de terminador se integra de forma estable en el genoma de la célula, entonces puede ser posible producir una
linea celular, cultivo celular, tejido bioldgico, planta u organismo que comprenda el casete en las generaciones posteriores
de la célula u organismo.

La expresién de dicho constructo en una planta reducird o evitara la expresion del(de los) gen(es) que se presentan ya sea
identidad de secuencia o complementariedad inversa compartidas con al menos una parte de un polinucleétido deseado. La
descripcién no se limita por ninguna teoria 0 mecanismo en particular, pero los transcritos pueden, directa o indirectamente,
afectar a la actividad de una secuencia reguladora, tal como un promotor, que normalmente esta asociado con la expresion
de un gen objetivo en una célula; o la transcripcion puede afectar negativamente a la acumulacién de un transcripto que se
produce de forma enddgena en la célula objetivo. Como consecuencia, ya sea la acumulacion del transcrito o traduccion del
transcrito o ambas se pueden alterar por la actividad del transcrito producido por el casete de expresion de la presente
invencion.

Una planta de la presente invencion puede ser una planta monocotiledénea, por ejemplo, alfalfa, canola, trigo, césped, maiz,
arroz, avena, cebada, sorgo, orquidea, iris, lirio, cebolla, platano, cafia de azicar, y palma. Alternativamente, la planta puede
ser una planta dicotiled6nea, por ejemplo, papa, tabaco, tomate, aguacate, pimiento, remolacha, brécoli, mandioca, papa
dulce, algodon, flor de Pascua, legumbres, alfalfa, soja, guisante, haba, pepino, uva, brassica, zanahoria, fresa, lechuga,
roble, arce, nogal, rosa, menta, calabacin, margarita, y cactus.

El efecto de la molécula de ARN, que se produce por un casete de expresion libre de terminador de la presente descripcion,
se puede evaluar midiendo, directa o indirectamente, el nivel de &cido nucleico o proteina objetivo en la célula o medio
ambiente en la que estd presente el casete de expresion. Asi, el efecto de un casete de expresion de la presente
descripcién en la regulacién negativa, supresion, reduccion o prevencion o eliminacion de la expresion de genes objetivo se
puede identificar mediante una reduccién en la cantidad de transcrito de ARN que se produce por el gen objetivo, 0 una
reduccion en la cantidad de producto de proteina del gen objetivo, 0 ambos.

Un polinucledtido deseado de un constructo libre de terminador descrito en la presente puede ser idéntico a, 0 compartir
identidad de secuencia con diferentes tipos de regiones de ADN, tales como (1) al menos parte de la secuencia que codifica
un transcrito objetivo, (2) al menos parte del intron de un gen que codifica un transcrito objetivo, (3) al menos una parte del
promotor de un gen que codifica un transcrito objetivo, (4) parte del terminador de un gen que codifica un transcrito objetivo,
mediante el cual el polinucle6tido no es un terminador, (5) la region 3'-no traducida de un gen, y (6) la regién 5'-no traducida
de un gen. Uno o més nucledtidos de cualquiera de las regiones se pueden mutar, modificar o sustituir para aumentar la
identidad de secuencia con una secuencia objetivo o de cualquier otra forma para aumentar o mejorar el silenciamiento de la
secuencia objetivo.

La ubicacion de la secuencia objetivo, por lo tanto, puede estar en, pero sin limitarse a, (i) el genoma de una célula; (i) al
menos un transcrito de ARN que se produce normalmente en una célula; o (iii) en un plasmido, constructo, vector, u otro
ADN o ARN vehiculo. La célula que contiene el genoma o que produce el transcrito de ARN puede ser la célula de una
bacteria, virus, hongo, levadura, mosca, gusano, planta, réptil, ave, pescado o mamifero.

Por lo tanto, el acido nucleico objetivo puede ser uno que se transcribe normalmente en ARN a partir de un nucleo celular,
gue entonces se traduce a su vez en un polipéptido de codificacion. Alternativamente, el acido nucleico objetivo en realidad
no se puede expresar en una célula o tipo de célula en particular. Por ejemplo, un &cido nucleico objetivo puede ser una
secuencia de ADN gendmico que reside en un nucleo, cromosoma, u otro material genético, tal como una secuencia de
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ADN del ADN mitocondrial. Tal objetivo de acido nucleico puede ser de, pero sin limitarse a, una regién reguladora, una
region no traducida de un gen, o una secuencia no codificante.

Alternativamente, el acido nucleico objetivo puede ser foraneo a una célula huésped pero esta presente 0 se expresa por un
organismo no- huésped. Por ejemplo, un &cido nucleico objetivo puede ser la molécula de ADN o ARN enddgena a, o
expresada por, un pardsito invasor, virus, o bacteria.

Ademas, el acido nucleico objetivo puede ser una molécula de ADN o ARN presente 0 expresada por una célula de
enfermedad. Por ejemplo, la célula de enfermedad puede ser una célula cancerosa que expresa una molécula de ARN que
no se expresa normalmente en el tipo de célula no cancerosa.

En las plantas, el polinucleétido deseado puede compartir la identidad de secuencia con un &cido nucleico objetivo que es
responsable de un rasgo particular de una planta. Por ejemplo, un polinucle6tido deseado puede producir un transcrito que
dirige y reduce la expresion de un gen objetivo de polifenol oxidasa en una planta y, por lo tanto, modifica uno 0 mas rasgos
o fenotipos asociados con la mancha negra por magulladura. Del mismo modo, un polinucleétido deseado puede producir un
transcrito que dirige y reduce la expresion de un &cido nucleico objetivo R1 asociado al almidén o acido nucleico objetivo de
fosforilasa en una planta, modificando de este modo uno o mas rasgos o fenotipos asociados con el endulzamiento inducido
por el frio.

Un casete de expresion en un constructo de la presente descripcion puede estar flanqueado por una 0 méas secuencias
bordes del ADN de transferencia ("ADN-T"). Cualquiera de los casetes de expresion descritos en la presente, por ejemplo,
se pueden insertar en el ADN-T de un plasmido derivado de Agrobacterium, tal como un plasmido Ti de A. tumefaciens.

Una secuencia borde puede comprender una secuencia que es similar a una secuencia borde tradicional de ADN-T de
Agrobacterium, pero en realidad es una secuencia que es natural en una planta, pero que puede facilitar la transferencia e
integracion de un acido nucleico en otro. Por ejemplo, tales secuencias bordes de ADN de transferencia derivado de planta
("ADN-P") se pueden aislar de la papa (sec. con nim. de ident.: 44), tomate (sec. con nums. de ident.: 45-46), pimienta (sec.
con num. de ident.: 47 ), alfalfa (sec. con num. de ident.: 48), cebada (sec. con nim. de ident.: 49), y arroz (sec. con nim. de
ident.: 50) mostradas en la tabla secuencia en otra parte de esta solicitud.

Como consecuencia, cualquiera de los casetes de expresion descritos en la presente se pueden insertar en un ADN de
transferencia que esta delimitado por dichas secuencias bordes ADN-P, que son capaces de integrar el casete en otro acido
nucleico, tal como un genoma de planta o cromosoma de planta.

Como consecuencia, un plasmido de Agrobacterium, que contiene un casete de expresion descrito en la presente invencién
gue no comprende una regién de ADN implicada en la formacién del extremo-3 y la poliadenilacion de un transcrito de ARN,
puede estar establemente integrado en el genoma de una planta a través de la transformacion mediada por Agrobacterium.
La progenie de la planta transformada, por lo tanto, continuara para expresar los transcritos asociados con el casete de
expresion.

Los promotores que se usan para iniciar la transcripcion del polinucleétido deseado pueden ser promotores constitutivos,
preferidos del tejido, o inducibles o permutaciones de ellos. Promotores "fuertes", por ejemplo, incluyen los promotores de la
ubiquitina-7 y ubiquitina-3 de la papa, y promotores de la ubiquitina del maiz, arroz y cafia de azGcar. También incluyen el
promotor de la actina de arroz, varios promotores de la subunidad pequefia de rubisco, promotores de la activasa de
rubisco, y promotores de la actina del arroz. Buenos promotores preferidos de tejido que se expresan principalmente en los
tubérculos de la papa incluyen los promotores de los genes de la sintasa de almidén unida al granulo y ADP glucosa
pirofosforilasa. Hay varios promotores inducibles, pero tipicamente un promotor inducible puede ser un promotor sensible a
la temperatura, un promotor quimicamente inducido, o un promotor temporal. Especificamente, un promotor inducible puede
ser un promotor Ha hspl7.7 G4, un promotor wcs120 de trigo, un promotor génico 16A Rab, un promotor génico de la [alfa]
amilasa, un promotor génico pin2, o un promotor de la carboxilasa.

Como consecuencia, para facilitar la identificacion de una planta que se ha transformado exitosamente con un casete de
expresion libre de terminador, puede ser deseable incluir un marcador seleccionable o detectable dentro de la regién
delimitada por las secuencias bordes del ADN de transferencia. La inclusién de un marcador es un procedimiento estandar
en la transformacion mediada por Agrobacterium y se emplea para que sea posible identificar facilmente el material vegetal
transformado con éxito. En los casetes de expresion descritos en las Figuras 1-4, por ejemplo, el marcador es higromicina
fosfotransferasa ("hptll"), que confiere resistencia a la higromicina en una planta que expresa ese marcador. En tales
cassettes, por lo tanto, una regién terminador o ADN que est4 involucrado en la formacion del extremo-3 y la poliadenilacién
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de un transcrito de ARN se enlaza operativamente a la secuencia génica de hptll. Otros marcadores seleccionables y
evaluables se pueden usar en lugar de hptll.

Ejemplos
Ejemplo 1
Constructos de silenciamiento convencionales

La eficacia de varios constructos de silenciamiento se probd mediante la orientacion del gen reportero beta glucuronidasa
(gus) enlazado operativamente al promotor constitutivo fuerte del virus de mosaico de escrofularia, denominado en el
presente documento como "P1" (sec. con num. de ident.: 1). Este sistema de prueba es riguroso debido a que la proteina
gus es altamente estable. Asi, s6lo reducciones relativamente grandes en los transcritos de gus resultan en reducciones
fenotipicamente detectables de los niveles de proteina gus. La mayoria de los constructos de silenciamiento contienen al
menos una copia del mismo fragmento del gen gus de 304-pb (sec. con nim. de ident.: 2), ya sea en la orientacion sentido o
antisentido enlazado operativamente a un promotor constitutivo fuerte y en algunos casos, seguido por el terminador del gen
nopalina sintasa de Agrobacterium. Los constructos de silenciamiento se insertaron a continuacion de un casete de
expresion para el gen marcador seleccionablel de a higromicina fosfotransferasa (hptll) entre los bordes del ADN-T de los
vectores de transformacién. Se usaron vectores resultantes para retransformar una planta de tabaco que se transformé
antes, con un ADN-T que contiene un casete de expresién para el gen gus (ver ademas las Figuras 1y 2).

Los siguientes vectores de transformacion se produjeron para estudiar el papel de un elemento terminador en los
constructos de silenciamiento convencionales:

pSIM714: El vector control negativo pSIM714, que no contiene un constructo de silenciamiento.

pSIM718: Vector pSTM718, que contiene un fragmento del gen gus 'sentido’ enlazado operativamente al terminador del gen
nopalina sintasa (sec. con nim. de ident.: 3) que representa las estrategias descritas en, por ejemplo, las patentes de los
Estados Unidos 5,283,184 y 5,231,020. Este vector contiene el fragmento del gen gus enlazado operativamente en la
orientacion sentido al promotor y seguido por el terminador.

pSIM140: Vector pSIM140, que es idéntico al pSIM718 excepto que el constructo de silenciamiento no contiene un
terminador.

pSIM755: Vector pSIM755, que contiene un constructo 'antisentido’ que contiene terminador que representa las estrategias
descritas en, por ejemplo, las patentes de los Estados Unidos 5,107,065 y 5,759,829. Este vector contiene el fragmento del
gen gus en la orientacion sentido enlazado operativamente al promotor y seguido por el terminador.

pSIM758: Vector pSIM758, que es idéntico a pSIM755 excepto que el constructo de silenciamiento no contiene un
terminador.

pSIM374: Vector pSIM374, que contiene un constructo que contiene terminador que comprende tanto un fragmento del gen
gus sentido como antisentido y representa las estrategias descritas en, por ejemplo, WO 99/53050A1. Este vector contiene
dos copias del fragmento del gen gus, uno en la orientacion de sentido y el otro en la orientacion antisentido y separadas
una de la otra por un intron, representado en la sec. con nim. de ident.: 4, y se inserta entre el promotor y el terminador.

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

Vectores binarios que contienen los diversos constructos se introdujeron en Agrobacterium. Diluciones de diez veces de los
cultivos crecidos durante la noche, se crecieron durante cinco a seis horas, precipitaron durante 15 minutos a 2,800 RPM, se
lavaron con medio liquido MS (Phytotechnology, KS) suplementadas con sacarosa (3%, pH 5.7), y se resuspendieron en el
mismo medio a OD/600 nm de 0.2. La suspensién se us6 después para infectar explantes de hojas de la planta transgénica
de Nicotiana tabacum (tabaco) crecida in vitro que expresa el gen gus. Los explantes infectados se incubaron durante dos
dias en medio de co-cultivo (sales MS 1/10, 3% de sacarosa, pH 5.7) que contienen 6 g/L de agar a 25[grad.]C en una
camara de crecimiento Percival (fotoperiodo de 16/8 hr) y transfirieron posteriormente a medio agar/M401
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(PhytoTechnology) que contiene timentin (150 mg/L) e higromicina (20 mg/L). Los brotes resultantes se transfirieron a medio
de raiz libre de hormonas, y tres hojas de cada planta resultante se tifieron para la expresion de gus.

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

La Tabla 1 muestra ademas que los constructos que representan los tres métodos de silenciamiento convencionales
diferentes inducen el silenciamiento del gen gus con diferentes eficiencias. De acuerdo con lo que se ha informado en la
literatura, pSIM374 es mas eficaz. Aproximadamente la mitad de las plantas que se retransformaron con este constructo
muestran al menos algin nivel reducido de actividad de gus. Los otros dos constructos soportan una reducciéon de la
actividad de gus en sélo aproximadamente 6% de las plantas retransformadas.

Es importante destacar que, la Tabla 1 demuestra también que la eliminaciéon del terminador reduce drasticamente la
eficacia de los constructos de silenciamiento. Por ejemplo, pSIM374 es mas de seis veces mas eficaz que su derivado libre
de terminador, pSIM728. Casi ninguna actividad se observa con el pSIM758 libre de terminador.

Se puede concluir que el terminador juega un papel esencial en la optimizacién de la actividad de los constructos de
silenciamiento convencionales.

Ejemplo 2

Silenciamiento de genes eficaz con constructos libres de-terminador que comprenden al menos dos copias de un fragmento
del gen objetivo que induce la transcripcion convergente.

Los siguientes vectores de transformacion se produjeron para estudiar el efecto de la transcripcién convergente en el
silenciamiento de genes (ver ademas la Figura 3):

pSIM715: Vector pSIM715 contiene un constructo que comprende un primer segmento que consistente en el fragmento del
gen gus enlazado operativamente al promotor (P1) y un segundo segmento en la orientacion opuesta que consiste en el
mismo fragmento del gen gus enlazado operativamente enlazado al promotor 35S constitutivos de virus mosaico de la
coliflor, denominado 'P2' y representado en sec. con nim. de ident.: 5, mediante el cual el primero y segundo segmento
estan separados por dos intrones diferentes.

pSIM717: Vector pSIM717 es idéntico a pSIM715 excepto que los dos segmentos del constructo estan separados por un
anico intrén.

pSIM789: Vector pSIM789 es idéntico a pSIM717 excepto que el promotor P2 se reemplaza por un promotor P1.

pSIM771: Vector pSIM771 es idéntico a pSIM717 excepto que el promotor P1 se reemplaza por el promotor de la ubiquitina-
7 de la papa, que se representa en la sec. con nim. de ident.: 6 y se denomina en el presente documento 'P3'.

pSIM770: Vector pSIM770 es idéntico a pSIM717 excepto que el promotor P2 que conduce la expresion del gen marcador
seleccionable se reemplaza por P1, y el promotor P1 del constructo de silenciamiento se reemplaza por P2.

pSIM772: Vector pSIM772 contiene el fragmento del gen gus insertado entre los promotores diferentes orientados de
manera opuesta, P2y P3.

pSIM756: Vector pSIM756 es idéntico a pSIM717 excepto que los fragmentos del gen gus se orientan en la orientacion
complementaria inversa respecto al promotor al que se unen inmediatamente.

pSIM779: Vector pSIM779 es un ejemplo de una repeticion en tandem de fragmentos del gen gus insertado entre dos
promotores convergentes.

pSIM787: Vector pSIM787 es similar como pSIM779 pero contiene cuatro repeticiones directas del fragmento de gen
objetivo insertado entre promotores convergentes.
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pSIM1111 es idéntico a pSIM779 excepto que las cuatro repeticiones directas estan precedidas por un fragmento de ADN
antisentido del gen gus que es diferente de la sec. con nim. de ident.: 2 y se representa como sec. con num. de ident.: 7.

Ensayos gus realizados en las plantas re-transformadas con gus demuestran que todos los constructos libres de terminador
probados que contienen dos segmentos, cada uno que contiene un promotor diferente conduciendo el fragmento del gen
gus, en la orientacion complementaria inversa, pSIM715, 717, y 756, 771 son mas eficaces en el silenciamiento del gen gus
que pSIM374, el constructo que representa el mejor enfoque convencional. Ademéas, pSIM789 confiere ademas el
silenciamiento de genes eficaz a muchos de los transformantes dobles,

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

El experimento demostré ademéas que un constructo con dos repeticiones directas (pSIM780) indujo el silenciamiento de
genes. Sin embargo, este arreglo no fue tan eficaz como la organizacion de repeticion invertida de pSIM756 (Tabla 1).
Ademas, cuatro repeticiones directas (pSIM787) son mas eficaces que las dos repeticiones directas (Tabla 1).

Para estudiar la base molecular del silenciamiento libre de terminador, se aislé el ARN a partir de tres plantas que se
retransformaron con pSIM717 y tres plantas adicionales retransformadas con pSIM715. En cada caso, una planta
representd un evento silenciamiento ineficaz mientras que las otras dos plantas mostraron el silenciamiento del gen gus casi
completo.

Las reacciones en cadena de la polimerasa de transcripcion inversa (RT-PCR) se realizaron para estudiar la produccién de
transcritos a partir de los dos promotores diferentes usados en pS1M715 y pSIM717. El primer iniciador usado para estos
experimentos (PG, se muestran en la sec. con nim. de ident.: 8) es especifico para una secuencia del fragmento del gen
gus y se aparea con los transcritos producidos a partir de cualquier cadena. El segundo iniciador se disefi6 para aparearse
con las secuencias intron de sélo una de las cadenas (plF, se muestra en la sec. con nim. de ident.: 9, se aparea con una
secuencia de la region espaciadora derivada del intron-GBSS de los transcritos producidos por el promotor P1, y PIR, que
se muestra en la sec. con num. de ident.: 10, se aparea con los transcritos producidos por el promotor P2). Curiosamente,
estos estudios demostraron que el constructo de las plantas no silenciadas 717-7 y 717-13 s6lo contuvieron los transcritos
producidos a partir de una de las dos cadenas, ya sea T1 o T2 (Figura 7). A diferencia, las plantas silenciadas 715-19, 715-
38,717-55, y 717-36 produjeron transcritos a partir de ambas cadenas (Figura 7). Asi, el silenciamiento eficaz se lleva a
cabo solo si ambos promotores del constructo son funcionalmente activos simultdneamente.

La posterior hibridacion de membranas de transferencia de gel de ARN con sondas marcadas radiactivamente derivadas del
gen gus demostré que el silenciamiento eficaz en 715-38, 715-55, 717-12, 717-36, 717-19 se correlaciona con una fuerte
disminucién en la acumulacion de ARN gus (Figura 8). Ademas, los transcritos producidos por el constructo de
silenciamiento en las plantas totalmente silenciadas se encontraron que variaron generalmente en tamafio de
aproximadamente 0.2-kb a aproximadamente 1.0 kb (Figura 8). Aunque RT- PCR revel6 la presencia de grandes transcritos
adicionales que comprenden no sélo el polinucle6tido sino también las secuencias del promotor corriente abajo, la presencia
de tales transcritos apenas se pudieron detectar en las membranas de transferencia de gel de ARN. Por ejemplo, la
hibridacion con una sonda derivada a partir del promotor P1 necesité un tiempo de exposicion de siete dias antes de que se
pudiera observar un frotis muy débil.

Ejemplo 3
Silenciamiento en los tubérculos de papa

Varios vectores se desarrollaron para probar el concepto de silenciamiento libre de terminador en los tubérculos. Estos
vectores contienen un casete de expresion para el gen neomicina fosfotransferasa (nptll) como sistema marcador
seleccionable (ver ademas la Figura 6). Los promotores del conductor usados para el silenciamiento de genes en los
tubérculos de papa se seleccionaron del grupo consistente de: (1) el promotor fuerte de la ubiquitina-7 de la papa, (2) el gen
del promotor fuerte del tubérculo y especifico a estolén de la sintasa de almidén unida al granulo (GBSS) (sec. con nim. de
ident.: 12), y (3) el gen del promotor fuerte especifico al tubérculo de la pirofosforilasa de la ADP glucosa de la papa (AGP)
(sec. con nim. de ident.: 13). Ver Figura 4 para los mapas de los ADN de transferencia.

pSIM764: Vector pSIM764 contiene un constructo de 'silenciamiento de tubérculo’ que comprende un primer segmento que
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consiste en el remolque de 154 pb del gen PPO expresado en el tubérculo de la papa (sec. con nim. de ident.: 14) enlazado
operativamente al promotor GBSS y un segundo segmento en la orientacion opuesta que consiste en el mismo fragmento
de remolque enlazado operativamente al promotor GBSS mediante el cual el primero y segundo segmento estan separadas
por el intrén del gen ubiquitina-7 de la papa representado en la sec. con nim. de ident.: 15.

pSIM765: Vector pSIM765 Vector pSIM765 es idéntico a pSIM764 la excepcién de que los fragmentos de gen PPO se
orientan en la orientacion opuesta.

pSIM217 representa el plasmido de control y contiene las dos copias del gen PPO insertado como repeticién invertida entre
el promotor GBSS y los terminadores de la ubiquitina.

Diluciones de diez veces de los cultivos crecidos durante la noche, se crecieron durante 5-6 horas, precipitaron durante 15
minutos a 2,800 RPM, se lavaron con medio liquido MS (Phytotechnology) suplementadas con sacarosa (3%, pH 5.7), y se
resuspendieron en el mismo medio a 0.2 OD/600 nm. Las células resuspendidas se mezclaron y usaron para infectar
segmentos internodales de 0.4-0.6 mm de la variedad de papa "Ranger Russet". Los tallos infectados se incubaron durante
dos dias en medio de co-cultivo (sales MS 1/10, 3% de sacarosa, pH 5.7) que contiene 6 g/L de agar a 22[grad.]C en una
camara de crecimiento Percival (16 horas de luz) y transfirieron posteriormente al medio de induccion de callos (CIM, medio
MS suplementado con 3% de sacarosa 3, 2.5 mg/L de ribésido de zeatina, 0.1 mg/L de &cido acético naftaleno, y 6 g/L de
agar) que contiene timentin (150 mg/L) y kanamicina (100 mg/L). Después de un mes de cultivo en CIM, los explantes se
transfirieron al medio de induccién de brote (SIM, medio MS suplementado con 3% de sacarosa, 2.5 mg/L de ribésido de
zeatina, 0.3 mg/L de &cido giberélico GA3, y 6 g/L de agar) que contiene timentin y kanamicina (150 y 100 mgi/L,
respectivamente) hasta que surgieron los brotes. Los brotes que se originaron al final del periodo de regeneracion se
transfirieron al medio MS con 3% de sacarosa, 6 g/L de agar y timentin (150 mg/L). Las plantas transgénicas se transfirieron
al suelo y se colocaron en una camara de crecimiento (11 horas de luz, 25[grad.]C). Después de tres semanas, al menos 3
minitubérculos/linea se ensayaron para la actividad de la PPO. Para este propdsito, 1 g de tubérculos de la papa se
pulveriza en nitrégeno liquido, se afiade a 5 ml de 50 mM de tampdn MOPS (3- (N-morfolino) propano-acido sulfénico) (pH
6.5) que contiene catecol 50 mM, y se incuba a temperatura ambiente con rotacion durante aproximadamente 1 hora. La
fraccion sélida se precipitd, y el sobrenadante se transfirié a otro tubo para determinar la actividad de la PPO. Para este
propésito, se pulverizé 1 g de tubérculos de la papa en nitrégeno liquido. Este polvo se afiadié después a 5 ml de 50 mM de
tampon MOPS, acido (3-(N-morfolino) propano-sulfénico) (pH 6.5) que contiene 50 mM de catecol, e incubé a temperatura
ambiente con rotacion durante aproximadamente 1 hora. La fraccidon sélida se precipitd después, y se transfirio el
sobrenadante a otro tubo para determinar la actividad de la PPO midiendo el cambio de OD-410 con el tiempo. El
experimento demostré que pSIM764 y 765 indujo el silenciamiento efectivo en tubérculos de la papa (Tabla 2). Una
comparacion con los datos presentados en WO 2003/069980 demuestra que el método de la presente invencion puede ser
mas eficaz que el de silenciamiento génico basado en terminador convencional como se ejemplifica por pSIM217, el control
de la PPO.

Ejemplo 4

Silenciamiento multi-gen en el tabaco

Dos constructos se crearon para estudiar el efecto de la posicion de los fragmentos de genes dentro del constructo de
silenciamiento. Para este propdsito, las dos copias del fragmento del gen gus de pSIM771 se reemplazaron por dos copias
del fragmento del gen gus enlazados a un fragmento del gen polifenol oxidasa del tabaco (PPO) (sec. con nim. de ident.:

16) (ademads, ver la Figura 6):

pSIM774: Vector pSIM774 contiene un constructo de silenciamiento con los fragmentos del gen gus inmediatamente
enlazados a los promotores y fragmentos del gen PPO adyacentes enlazados al intrén central.

pSIM775: Vector pSIM775 contiene un constructo de silenciamiento con los fragmentos del gen PPO inmediatamente
enlazados a los promotores y fragmentos del gen PPO adyacentes enlazados al intrén central.

Se espera la retransformacion de las plantas gus con estos vectores para inducir el silenciamiento tan eficientemente como
pSIM771.

Ejemplo 5

Silenciamiento multi-gen en la papa
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El silenciamiento génico mdltiple se implementa dirigiendo simultdneamente tres genes indeseables del los tubérculos de la
papa.

El plasmido pSIM1121 (Russet Boise IlI) comprende un ADN de transferencia completamente natural representado en la sec.
con num. de ident.: 17 que comprende un constructo de silenciamiento que comprende dos copias de un segmento de ADN,
separados por el intrén del gen ubiquitina-7 de la papa y ubicado como repeticion invertida entre dos promotores GBSS
convergentes, por lo que el segmento de ADN comprende (i) un fragmento del remolque del gen polifenol oxidasa
expresada en el tubérculo de la papa silvestre relacionada a Solanum verrucosum Schitdl. TRHRG193, nimero de acceso
498062 (ver: USDA, ARS, Programa Nacional de Recursos Genéticos. Red de Informacién de Recursos de Germoplasma -
(GRIN). [Base de datos en linea] Laboratorio Nacional de Recursos de Germoplasma, Beltsville, Maryland. disponible en:
http://www.ars-grin.gov2/cgi-bin/npgs/html/acchtml.pl?1392998, 12 septiembre de 2005) (sec. con num. de ident.: 18) (ii) un
fragmento de la lider del gen fosforilasa L (sec. con nam. de ident.: 19), y (iii) un fragmento de la lider del gen R1 (sec. con
nam. de ident.: 20).

El empleo de este plasmido permite producir plantas de la papa transformadas que sélo contienen ADN natural y muestra
las siguientes nuevas caracteristicas: (1) tolerancia a la magulladura debido al silenciamiento del gen PPO expresado en el
tubérculo, (2) acumulacién reducida de glucosa inducida por el frio debido al silenciamiento de los genes de la fosforilasa y
R1.

Ejemplo 6
Promotor objetivo altamente efectivo

Los siguientes vectores de transformacion se produjeron para demostrar que las secuencias del promotor objetivo se
pueden usar para silenciar la expresion del gen objetivo (ver también la Figura 4):

pSIM773: Vector pSIM773 contiene un constructo que comprende un primer segmento que comprende el promotor P3
vinculado a P1, y un segundo segmento, que se orienta en la orientacion opuesta, y que comprende el P2 enlazado a P1. El
primero y segundo segmento estan separados por un intron. Asi, este constructo contiene cuatro promotores funcionalmente
activos. Los dos promotores en el medio son idénticos, representan el promotor objetivo, y estan en orientacion
convergente. Los dos promotores exteriores son diferentes entre si y estdn en orientacién convergente. Todos los cuatro
promotores contienen una caja TATA y proceden de un par de bases corriente arriba a partir del inicio de la transcripcion.

pSIM1101: Vector pSIM1101 es idéntico a pSIM773 excepto que el promotor P3 se reemplazé por el terminador nos.
pSIM788: Vector pSIM788 es similar a pSIM773 excepto que los dos promotores P1 centrales del gen gus objetivo solo
contienen secuencias corriente arriba a partir de la caja TATA, (sec. con nium. de ident.: 21), representando asi los

promotores no funcionales.

pSTM1120: Vector pSIM1120 es similar a pSIM773 excepto que los dos promotores centrales del gen objetivo carecen de
una caja TATA y no estan en orientacion convergente sino divergente.

pSIM1112: Vector pS1IM1112 contiene un Unico promotor P1 no funcional insertado entre el promotor P2 y P3 convergente.
pSTM1113: Vector pSTM1113 contiene dos promotores P1 convergentes separados por un intrén.

pSTM754: Vector de control pSIM754 contiene el promotor P1 que controla la expresion del promotor P2, y viceversa.

La retransformacion de las plantas gus con pSIM773 rindi6 35 plantas resistentes a higromicina. El analisis por PCR
confirmé la presencia del ADN de transferencia de pSIM773. Sorprendentemente, la tinciébn gus posterior reveld un
silenciamiento completo extremadamente eficaz del gen gus (Tabla 1). Veinte plantas (57%) no mostraron ninguna
expresion gus detectable. Asi, el promotor objetivo usando la estrategia de pSIM773 es altamente deseable.

Se obtuvieron resultados similares con los promotores objetivo en la orientacion divergente insertados entre dos promotores

del conductor convergentes, con el 77% de las plantas que se retransformaron con pSIM1120 que presentan silenciamiento
génico total de gus (Tabla 1).
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La Tabla 1 muestra que el silenciamiento génico se llevé a cabo también mediante el uso de un Unico promotor objetivo
insertado entre dos promotores del conductor convergentes (pSiM1112). Sin embargo, este método puede ser menos eficaz
que los métodos que emplean dos copias del promotor objetivo orientados como repeticién invertida.

Ademas, la eficacia de pSIM1113 demuestra que los promotores del conductor no son siempre necesarios. Es posible
silenciar eficazmente un gen mediante el empleo simple dos promotores objetivo convergentes (Tabla 1).

La mayoria (44%) de las plantas que se retransformaron con pSIM1101 mostraron también silenciamiento génico completo
(Tabla 1). Este hallazgo demuestra que el silenciamiento basado en promotores no requiere la transcripcién convergente.

Se han encontrado frecuentemente métodos convencionales de silenciamiento que no proporcionan silenciamiento génico
estable en las generaciones posteriores. A diferencia, los constructos de cuatro promotores representados por pSIM773
dieron lugar al silenciamiento completo que se mantiene completamente después de la transmision del casete de
silenciamiento a la generacién siguiente. La estabilidad mejorada se demostré dejando madurar las plantas de tabaco
transformadas dobles, y determinando posteriormente los niveles de expresion de gus en las progenies T1. Este estudio
mostré que el 100% de las plantas de la progenie que se derivaron de una planta pSIM773 y contuvieron tanto el gen gus
como el casete silenciar mostraron el silenciamiento génico completo de gus (Tabla 3). A diferencia, ninguna de las plantas
T1 que portan el gen gus y el casete de silenciamiento pSIM374 mostr6 el silenciamiento génico completo de gus (Tabla 3).
Se observo un fenotipo intermedio mediante el analisis de la progenie de una planta que porta el gen gus y el cassette de
silenciamiento de pSIM717 (Tabla 3).

Ejemplo 7
Requisitos de la secuencia del promotor objetivo.

Los experimentos anteriores demostraron que las secuencias de promotor se pueden usar para inducir eficazmente el
silenciamiento génico. Sin embargo, no debe entenderse que significa que cualquier fragmento del promotor del gen objetivo
puede emplearse para este propdsito.

Para estudiar los requisitos de la secuencia para el silenciamiento a base de promotor, se crearon dos vectores que
comprenden dos copias de s6lo una parte del promotor P1 insertado como repeticion invertida entre los promotores del
conductor.

PSIM1118: Vector pSIM1118 contiene dos copias de un fragmento de 300 pb corriente arriba del promotor que se muestra
en la sec. con nim. de ident.: 11.

pSIM1119: Vector pSIM1119 contiene dos copias de una regiéon central de 300 pb del promotor P1 que se muestra en la
sec. con num. de ident.: 51.

La retransformacion de las plantas gus con los dos constructos diferentes rindié 34 y 20 plantas, respectivamente, que se
analizaron histol6gicamente. Curiosamente, ninguna de las plantas analizadas mostraron ninguna expresion de gus
reducida, lo que indica que los fragmentos de promotor empleados no indujeron eficazmente el silenciamiento génico (Tabla
1).

La Figura 9 muestra un andlisis de secuencia de varios fragmentos del promotor. El fragmento que facilita el silenciamiento
génico eficaz esta presente en pSIM773, 788, 1101, y 1120, pero no en pSIM1118 y 1119.

Ejemplo 8

Reduccién del endulzamiento por frio en tubérculos de plantas de papa que contienen unos constructos de silenciamiento
que comprenden dos copias de un fragmento del promotor del gen R1.

La secuencia del promotor del gen R1 asociado al almidén de la papa, incluyendo la lider y el codén de iniciacion, se
muestra en la sec. con nim. de ident.: 22. Dos copias de un fragmento promotor R1 corto (342-bp) (sec. con num. de ident.:
23) se insertaron como repeticion invertida ya sea entre dos promotores convergentemente orientados del promotor GBSS
(en el plasmido pSIM1038) o un promotor GBSS y AGP en la orientacion convergente (en el plasmido pSIM1043). Se
usaron los vectores binarios resultantes para producir las plantas de la papa transformadas. Estas plantas se les dejara
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desarrollar los tubérculos, y los tubérculos se almacenaran durante aproximadamente un mes o mas a 4 [grad.]C. El andlisis
de glucosa de los tubérculos almacenados en frio demostrara que las plantas transformadas acumulan menos glucosa que
las plantas control no transformadas. La acumulacion reducida de glucosa disminuira la formacion de color durante el
procesamiento de papas fritas y, por lo tanto, permitird reducir el tiempo de blanqueo y preservar mas del sabor original de
la papa. Ademas, el silenciamiento génico R1 mediado por el promotor limitara la fosforilacion del almidén y, por lo tanto,
reducira los problemas ambientales relacionados con la liberacion de aguas residuales que contienen almidén de la papa.
Otros beneficios de los tubérculos transformadas incluyen: (1) las papas fritas resultantes contendran cantidades mas bajas
del compuesto tdxico de acrilamida, que se forma a través de una reaccion entre la glucosa y asparagina, y (2) las papas
fritas resultantes mostraran un fenotipo mas crujiente, segin se evalu6 por paneles sensoriales profesionales, debido a la
estructura ligeramente alterada del almidén.

Resultados similares se pueden obtener empleando una parte més corta (151 pb) del promotor R1, mostrado en la sec. con
nam. de ident.: 24. El vector binario PSIM1056 comprende dos copias de este fragmento insertado como repeticién invertida
entre dos promotores GBSS orientados convergentemente; pSIM1062 comprende los fragmentos insertados entre
promotores GBSS y AGP orientados de forma convergente. Este vector se us6 para producir 25 plantas transformadas, que
se pueden mostrar que presentan acumulacién de glucosa inducida por el frio reducida y todos los beneficios asociados con
ese rasgo.

Ejemplo 9

Tolerancia mejorada a la mancha negra por magulladura en tubérculos de plantas de papa que contienen un constructo de
silenciamiento que comprende dos copias de un fragmento del promotor del gen polifenol oxidasa

La secuencia del promotor del gen polifenol oxidasa expresada en el tubérculo de la papa se muestra en la sec. con num. de
ident.: 25. Dos copias de un fragmento del promotor de la PPO de 200 pb (sec. con nim. de ident.: 26) se inserta como
repeticion invertida entre los promotores GBSS y AGP convergentes. Un vector binario que comprende este constructo de
silenciamiento, designado pSIM1046, se usé para producir veinticinco plantas de papa transformadas. Las plantas se
pueden dejar que desarrollen tubérculos, y los tubérculos se pueden ensayar para la actividad de la polifenol oxidasa. Este
andlisis mostrara que el nivel de expresion del gen PPO objetivo se reduce si se compara con los niveles de los controles no
transformados.

De una manera similar, el plasmido pSIM1045, que contiene dos copias de un fragmento del promotor de la PPO de 460 pb
(sec. con num. de ident.: 27) insertados entre los promotores GBSS y AGP convergentes, se puede usar para disminuir la
expresion del gen PPO.

Estrategias similares se pueden usar en otras especies de cultivo para limitar la magulladura. Por ejemplo, el promotor del
gen PPO expresado en hoja de lechuga se puede usar para reducir la magulladura en las hojas de la lechuga, el promotor
del gen PPO expresado en la fruta de la manzana se puede usar para reducir la magulladura en la fruta de la manzana, y el
promotor del gen PPO expresado en semillas de trigo se puede usar para reducir la magulladura en los granos de trigo. En
todos estos y otros casos, el promotor se puede aislar expresamente mediante el disefio de iniciadores que se aparean con
las secuencias de genes de la PPO conocidos, y la realizacion de los métodos de aislamiento de ADN bien conocidos, tal
como la RCP inversa.

Ejemplo 10

Contenido de aceite mejorado en las semillas de las plantas de canola que contienen un constructo de silenciamiento que
comprende dos copias de un fragmento del promotor de gen Fad2

La secuencia del promotor del gen Fad2 de Brassica, incluyendo la lider, el intrdn, y el codon de iniciacién, se muestra en la
sec. con num. de ident.: 28. Dos copias de un fragmento de este promotor desprovisto de cualquiera de las secuencias
transcritas tal como el fragmento de 441-pb que se muestran en la sec. con nim. de ident.: 29 se pueden ubicar como
repeticion invertida entre dos promotores orientados convergentemente que se expresan en las semillas de Brassica.
Ejemplos de promotores 'del conductor' son: el promotor de un gen nabo (1.7s gen de la proteina de almacenamiento de la
semilla) se muestra en la sec. con nim. de ident.: 30 o el promotor de un gen estearoil-ACP desaturasa (sec. con nim. de
ident.: 31).

El casete de silenciamiento se puede ubicar dentro de la secuencia de ADN de transferencia de un vector binario, y este
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vector binario se puede usar para transformar Brassica. Algunas de las plantas resultantes produciran semilla que contiene
cantidades aumentadas de acido oleico.

Otros promotores que pueden usar en los constructos de silenciamiento para mejorar la composicion de aceite en cultivos
de semillas oleaginosas tales como canola, frijol de soja, algodén y girasol incluyen promotores de otros genes de la via de
biosintesis de los acidos grasos. Por ejemplo, un promotor de una desaturasa de acido graso objetivo 12, o desaturasa de
acido graso omega-6 microsomal, gen (FAD12) (por ejemplo, nim. de acceso al Genbank. AF243045 para la canola y
AB188250 para el frijol de soja) tal como el promotor de FAD12 del frijol de soja que se muestra en la sec. con nim. de
ident.: 32 se puede usar para aumentar los niveles de &acido oleico en cultivos tales como la canola y el frijol de soja.

Ademas, los promotores de los genes de la proteina estearoil-acil-portadora delta 9-desaturasa del algodén y oleoil-
fosfatidilcolina omega 6-desaturasa se pueden usar para aumentar los niveles de acido estearico y oleico, respectivamente,
en el algodon. Este promotor se puede identificar mediante la realizacion de métodos tal como RCP inversa usando la
secuencia conocida de los genes objetivo ( Liu y otros, Plant Physiol 129:1732-43,2002 ). Dos copias del promotor recién
aislado se pueden usar después en estrategias similares a las que se muestran por pSIM773 por medio del cual los
promotores 'del conductor' especificos de la semilla pueden representar ya sea el ADN foraneo o ADN natural.

Ejemplo 11

Reduccion del contenido de lignina en el sistema vascular de las plantas de alfalfa que contienen un constructo de
silenciamiento que comprende dos copias de unos fragmentos del promotor de gen Comt

El promotor del gen Medicago sativa (alfalfa) acido cafeico/acido 5-hidroxiferulico 3/5-O-metiltransferasa (COMT),
incluyendo la lider, se muestra en sec. con nim. de ident.: 33.

Dos copias de un fragmento del promotor de 448 pb desprovisto de secuencias transcritas (sec. con nim. de ident.: 34) se
insertaron como repeticidn invertida entre dos promotores del conductor orientados convergentemente. El primer promotor
del conductor es el promotor del gen petE que se muestra en la sec. con nim. de ident.: 35; el segundo promotor es el
promotor del gen Pal que se muestra en la sec. con nim. de ident.: 36. Un vector binario que comprende este constructo de
silenciamiento, designado pSIM1117, se us6 para producir veinticinco plantas de alfalfa transformadas. Tejidos del tallo de
las plantas se ensayaron y mostraron que contienen niveles reducidos de lignina.

La reduccién del contenido de lignina puede determinarse de acuerdo con el siguiente protocolo: (i) cortar las secciones de
tallo y colocarlas en el vidrio de reloj, (ii) sumergir los tallos cortados en permanganato de potasio al 1 % durante 5 minutos a
temperatura ambiente, (iii) descartar la solucion de permanganato de potasio usando una pipeta desechable y lavar las
muestras dos veces con agua para eliminar el exceso de permanganato de potasio, (iv) afiadir HCI al 6% (V/V) y dejar que
el color de las secciones se torne de negro o marrén oscuro a marrén claro, (v) si es necesario, afiadir HCI adicional para
facilitar la eliminacion de color oscuro, (vi) descartar el HCl y lavar las muestras dos veces con agua, (vii) afiadir unas gotas
de solucion de bicarbonato de sodio al 15% (algunas veces puede no ir en la soluciéon por completo), un color rojo oscuro o
rojo-purpura se desarrolla en las maderas duras (mayor en las unidades S) y de color marrén en la madera blanda (mayor
en unidades G).

Diecinueve lineas de alfalfa transformadas se probaron para el contenido de lignina reducido, y se encontraron seis plantas
gque acumulan cantidades reducidas de la unidad-S de la lignina.

En lugar del promotor del gen COMT, es posible usar también el promotor del gen cafeoil CoA 3-O-metiltransferasa
(CCOMT). La secuencia de este promotor, junto con la lider corriente abajo, se muestra en la sec. con nim. de ident.: 37.
Un fragmento de la sec. con num. de ident.: 29 desprovisto de secuencias transcritas como se representa en la sec. con
nam. de ident.: 38 se puede usar para reducir el contenido de lignina.

Del mismo modo, la lignina se puede reducir en los arboles mediante el uso de promotores de genes implicados en la
biosintesis de la lignina. Es posible usar ademas la sec. con num. de ident.: 59 y reducir el contenido de lignina en el maiz
empleando el enfoque de silenciamiento basado en el promotor anteriormente descrito.

Ejemplo 12

Aumento de la vida util de los frutos de plantas de tomate que contienen un constructo de silenciamiento que comprende
dos copias de un fragmento del promotor del gen poligalacturonasa
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Un promotor de un gen poligalacturonasa objetivo tal como el promotor de tomate que se muestra en la sec. con nim. de
ident.: 39 se puede usar para reducir la descomposicion de la pectina, disminuyendo asi la degradacion de la pared celular,
retrasando el reblandecimiento, mejorando las caracteristicas de viscosidad, y aumentando la vida util en el tomate
mediante la insercion de dos copias del fragmento de promotor como repeticion invertida entre los promotores del conductor
convergentes especificos de la fruta.

Ejemplo 13

Reduccion de la alergenicidad de 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 alérgeno de la manzana Mal d 1 puede aislarse mediante el empleo de métodos de RCP
inversa usando la secuencia del gen conocida (Gilissen y otros, J Allergy Clin Immunol 115:364-9, 2005 ), y este promotor
se puede usar después para desarrollar variedades de manzanas que contienen niveles de alergenicidad mas bajos.

Del mismo modo, el promotor del alergeno principal del cacahuate Ara h 2 (Dodo y otros, Curr Allergy Asthma Rep 5, 67-73,
2005) puede aislarse usando métodos de RCP inversa, y se usa para desarrollar variedades del cacahuate que contienen
niveles mas bajos de alergenicidad.

Ademas, el promotor del alergeno principal del frijol de soja Gly m Bd 30 K (Herman y otros, Plant Physiol 132, 36-43, 2003)
puede aislarse usando métodos de RCP inversa, y se usa para desarrollar variedades de cacahuate que contienen niveles
mas bajos de alergenicidad.

Ejemplo 14
Aproximacion de silenciamiento basada en una combinacion de fragmentos del gen y promotor

El plasmido pSIM870 (Russet Boise Ill) comprende un ADN de transferencia todo natural representado en la sec. con ndm.
de ident.: 40 que comprende (1) un primer casete de silenciamiento que comprende dos copias de un segmento de ADN
ubicado como repeticién invertida entre dos promotores GBSS convergentes mediante el cual el segmento de ADN
comprende (i) un fragmento del remolque del gen polifenol oxidasa expresada en tubérculo de Solanum verrucosum, (ii) un
fragmento de la lider del gen fosforilasa L, y (iii) un fragmento del remolque del gen fosforilasa L (sec. con nim. de ident.:
41), y (2) un segundo casete de silenciamiento que comprende dos copias del promotor R1 ubicado como repeticion
invertida entre los promotores del conductor de los genes AGP y GBSS, respectivamente.

El plasmido pSIM899 (Russet Boise IV) comprende un ADN de transferencia todo natural representado en la sec. con nim.
de ident.:42 que comprende un primer casete de silenciamiento que comprende dos copias de un segmento de ADN
ubicado como repeticién invertida entre dos promotores GBSS convergentes mediante el cual el segmento de ADN
comprende (i) un fragmento del remolque del gen polifenol oxidasa tubérculo-expresado de Solanum verrucosum, y (ii) un
fragmento de la lider del gen fosforilasa L, y un segundo casete de silenciamiento que comprende cuatro copias del lider del
gen R1 enlazado operativamente al promotor de AGP y seguido por una repeticién invertida que comprende un fragmento
sentido y antisentido del gen R1.

La transformacion de la papa con cualquiera de estos tres plasmidos producira plantas que, en comparacion con las plantas
no transformadas, muestra las siguientes caracteristicas: (1) expresion reducida del gen polifenol oxidasa expresado en
tubérculo y, como consecuencia, (i) el contenido aumentado de polifenol del tubérculo como se puede determinar por xx, y
(i) la tolerancia mejorada a la mancha negra por magulladura del tubérculo como se puede determinar por xx, y (2) la
expresion fuertemente reducida de la fosforilasa y genes R1 y, como consecuencia, (i) la fosforilacién de almidén reducida vy,
como consecuencia, el contenido de fosfato disminuido de aguas residuales que contienen almidén de la papa, y (i) una
conversion reducida de almidén en glucosa durante el almacenamiento en frio como se determina usando el reactivo de
glucosa oxidasa/peroxidasa (Megazyme, Irlanda), resultando en (a) menos caramelizacién y, como consecuencia, la
formacion reducida de color durante la fritura, lo que hace posible almacenar a altas temperaturas y/o el blanqueo durante
periodos de tiempo mas cortos (b) menos formacién de acrilamida, y (c) aumento de la capacidad crujiente de las papas
fritas.

Ejemplo 15
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Intron objetivo

El polinucleétido usado para generar un constructo TFCT puede contener el intron de un gen que produce el transcripto
objetivo. El concepto de silenciamiento dirigido al intron se puede demostrar usando el intrén del gen gus que se expresa en
tabaco transgénico.

El siguiente vector de transformacion se produjo para demostrar que secuencias del intron objetivo se pueden usar para
silenciar la expresion del gen objetivo (ver ademas la Figura 5):

Vector pSIM782, que contiene un constructo que comprende un primer segmento que consiste en el intrén del gen gus
enlazado operativamente al promotor (P1) y un segundo segmento en la orientacion opuesta que consiste en el mismo
intrén del gen gus enlazado operativamente a un segundo promotor constitutivo (P2) mediante el cual el primero y segundo
segmento estan separados por un intron.

Un ejemplo de un intrén que se puede usar para silenciar un gen es el intron del gen R1 asociado al almidén de Solanum
vernei de sec. con nim. de ident.: 44. El silenciamiento génico de R1 reducira el grado de endulzamiento inducido por el frio
en los tubérculos durante el almacenamiento.

Ejemplo 16
Terminador objetivo

El polinucleétido usado para generar un constructo TFCT puede contener secuencias corriente abajo de las secuencias de
un gen objetivo. Este concepto se puede demostrar usando las secuencias corriente abajo del gen gus que se expresa en el
tabaco transgénico.

Ejemplo 17

Reduccion del contenido de lignina en el sistema vascular de las plantas de alfalfa que contienen un constructo de
silenciamiento que comprende dos copias de un fragmento del gen Comt

Un vector binario designado pSTM856 se ensambld que comprende un casete de expresion que comprende dos fragmentos
de genes Comt representados en las sec. con ndms. de ident: 52 y 53, ubicado como repeticién invertida entre dos
promotores convergentes de la alfalfa mostrados en las sec. con nims. de ident.: 54 y 55 de tal manera que los promotores
estan enlazados operativamente al primer fragmento antisentido y después al fragmento sentido. El casete de expresion se
inserta entre las secuencias derivadas de alfalfa que funcionan como reemplazo para los bordes de Agrobacterium y se
muestran en las sec. con nums. de ident.: 56 y 57. EI ADN de transferencia entero, representado en la sec. con nium. de
ident.: 58 se inserta en un plasmido que lleva un casete de expresion para el gen ipt de Agrobacterium en su cadena
principal.

Las transformaciones se llevaron a cabo como se describe en Weeks y Rommens, solicitud de patente de los Estados

Unidos US20050034188A1. Dos plantas transformadas se probaron para el contenido de lignina, y en ambas se
encontraron que no se acumula visiblemente la unidad-S.
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Tabla 1. Eficacia de los constructos de silenciamiento convencionales y libre de terminador.

Cdonstructo para
2%transformacion.

ninguno
PSIM714
PSIM374

PSIM718
PSIM728
PSIM715

PSIM717
PSIM754

PSIM755
pSIM756

PSIM758

PSM770
PSIM771
PSM772
PSIM773

PSIM774
PSIM775
PSIM777
PSIM778
PSIM779
PSIM782
PSIM787
PSIM788

PSIM789

la | Plantas

ensayadas

36

35
23
37

35

38

36
37

29

38
35
35
35

35
36
36
36
36
35
32
35

35

32

50-100%
3 (100%)
8 (100%)
13 (36%)

33 (95%)
15 (65%)
10 (27%)

11 (31%)

38
(100%)

35 (97%)
18 (49%)

29
(100%)

35 (92%)
20 (57%)
34 (97%)
15 (43%)

31 (89%)
22 (61%)
33 (92%)
32 (89%)
33 (92%)
34 (97%)
20 (63%)
14 (40%)

19 (54%)

tabaco |Expresion de gus

10-50% |1-10% | 0%

0 0 0
0 0 0

11 9 (25%) |3 (8%)
(31%)

1(3%) |1(3%) 0

5 (22%) |3 (13%) |0

11 15 1 (3%)

(30%) | (41%)

3(9%) |19 2 (6%)
(54%)

0 0 0

0 0 1 (3%)

12 5 (14%) |2 (5%)

(32%)

0 0 0

3(8%) |0 0

3(9%) |9 (26%) |3 (9%)

0 1(3%) 0

0 0 20

(57%)
2(6%) |2 (6%) |1(3%)

6 (17%) |7 (19%) |1 (3%)
1(3%) |1(3%) |1(3%)
2(6%) |2 (6%) |0
1(3%) |2(6%) |0
0 1(3%) 0
7 (22%) |3 (9%) | 2 (6%)

0 0 21
(60%)

4 (11%) |6 (17%) |6 (17%)
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20

PSIM1101
PSIM1111
pSIM1112
pSIM1113
PSIM1118
PSIM1119
pSIM1120

Tabla 2. Actividad de la PPO en minitubérculos de la papa. 'wt' = plantas silvestres no transformadas; '401' = plantas
transformadas que portan un ADN de transferencia que comprende sélo un casete de expresién para el gen marcador

34
36
36
34
34
20
35
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14 (41%)
21 (58%)
33 (92%)
24 (71%)
34 (100%)
20 (100%)
8 (23%)

0
9 (25%)
1 (3%)
2 (6%)
0

0

0

5 (15%)
6 (17%)
0

3 (9%)
0

0

0

15 (44%)
0

2 (6%)

5 (15%)
0

0

27 (77%)

seleccionable nptll, 'OD' = medicién a OD260, 'S.E.' = error estandar.
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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
wit-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 0.167 112 2.4
wt-8 0.149 0.165 0.152 105 2.7
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 2.1
pSIM784 rep-1(OD) rep-2 (OD) rep-3 (OD) % de WT S.E.
1 0.051 0.055 0.060 37 1.4
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 0.056 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 3.8
19 0.045 0.049 0.041 30 1.3
20 0.061 0.051 0.048 38 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
28 0.044 0.042 0.042 29 0.4
pSIM765 rep-1(OD) rep-2 (OD) rep-3 (OD) % de WT S.E.
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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 25
20 0.043 0.040 0.052 30 2.0
21 0.044 0.035 0.033 25 19
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 15
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 0.082 0.067 0.063 43 0.8
39 0.048 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

Lineas PCR positiva para el gen gus vy Parcialmente Completamente

Parental constructo de silenciamiento silenciada silenciada

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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SECUENCIAS

Sec. con | NAMEI (si hay) Secuencia
nam. de
ident.:

1 Promotor EMV ('P1") _ 5

) ATTTAGGACCATTCCAGAT TRGCITCAATCANCANGETACUAGCCATATCA,
CRTTATTCARATTGETATCACCARAACCAAGAREERAACTCCCATCCICARA
GO TOTAACCARCARTTOTCAGICCABACHCTCARCANGCTCAGCETACA
GAGTUYCCAARCCATTAGCCARAAGCTACAGGAGATCART GAAGAATCTTC
ARTCARRGTARACTAGPGTTCCASCACATECATCATGETCAGTARGTTTCA
GRARAACACATCCACCORAGACTTANAGT TAGTGGCCATCTITGARRGTAR
T TGTCARCATCEAGCAGCIGECT TETEEEEACCAGRUANBARAGEAATE
GTGCACARTEATTAGCCEUACCTACCARARGCATOTTICCCT ITATTCCAR
ACATAARGCAGATYCCTCT AGTACARGIGEGEARCAAARTARCETCEARAA
FAGOTGTCCLGACAECOCACTCACTAATGUGTATGACOAACGCAGTHACAA
CCACAARAGARTTCCCTCTATATAAGAAGECATTCATTCCCATT TGARGER
TCATCAGATACTCAACCART

2 fragmento del gen gus de
304-pb CARCGUGTAARCTCEACCUGACECETCCHATCACCTECETCARTOTARTET
TCTECHAGCTCACATUGATACUATCACCOATCHCT TTEARCTGUTEIA0Y
TGARCCGTIATPACE GAY GG TATGTCCANAGUGECOATITGEABACGGOAR
AGRAAGETACTEABARAAGHACTTCTEECCIGECACHAGHAACTGUATOAGT
CORTTATCATCACCEARTACHICATGEATACETTAGCCREGCTACACTCAR

TQTACACCGACATOYEEACTGARGARTATCAGTETGOATCCCIGEATAT

3 terminador de pSIM718
COTOCAAACAT I TGGCAATARAGT I ICT T ARGATTORATCCTGT TGCCEET
T GCEATGAT TATCATAT ART T C AT TEAATFACOT TALGCATOTARTA
ATTAACATGTAATGCATGRACGTE TAT T TATGAGATGECI TF T TATIAT TAGA
GECCCEUAATEATACATT TAATACGOGATAGARRACAARATATAGCGCECA
ARCTAGEATARATTATCGCECECEATET CAYCTATGT TAJTAGATCEEE

4 intrén de pSIM374
GPEGTARCTTTTACTCATOTCOTCCARTTATTTCTCRT Y POATGCATATTY
COCTACATTOTATTATAAATCCTGT TATGETGTATARACG T T GPT TCATAT
CTCAYCTCATCT AT CTGAYTE TEATTC LTI GCLTACTGANT HIGACCOT
RCTGTARTECEGTEATAART GIGART GO COTCTRCTTOTTCTT CTTCTCA,
GRARATCAATETCIGT TPETTITTGTTCATCY GTAGCTITA

5 35s promotor del virus
mosaico de la coliflor| TAGCITCATGEAGTCARAGATTICARATAGRGGACCTANCAGRACTCGCORT
(. p2 .) ABRGAGTGGCGRRCAGYT CATACRGAGTCT CP TACGACTCARTGACAAGAA,

GARAATCTICETGAACALGETE FAGCACEACACACTTATCPANTCOARARA
TATCAAAGATACAGICICAGBAGACCARRGRGCAAT TGAGACTTTTCARCA
ARGOETAARANCCEORRACCICCTCEGATTCONTIECCCAGCTIATCTETCA
CTTIAM GYGARGATAGTGEGRARAGCARGETACCTCCTACARAT GCCATCA
PIECYATAANCGANAGCCARCGTTCAAGATACCTOTCOCEACRCTRETOR
CABAGAYGGACCCOCACH CAUGACBAGCAT CHTAEANABAGAAGALETTON
ARCCACGTCTTCBAAGCAAGTGERTGATCTCATATCTCCACTCACGTARG
GEATGACGCACAATCCCACTATCCT TCECAAGACCCTTCCTATATATANGE
AAGTPCATTRCATT PEGAGAGANCACGAGEEAUTC

6 promotor de gen

it TCGAGCACATTGATTCAGT T TATATGCANTATAGTAATAATARTAATATT
ubiquitina-7 de la papa TOTTATAARGCAAGAGUTCAATTTTTT I TAT TATACCARCGTCACTARRT
TATAPTTGATAAYGTABBACANTTCAAT T TTACT TAAATAT CAT GARATAR

ACTATTTT TATAACCABRTIAGIAAATTITTCOAATARDARNARGTCATTA

AGAAGACATANARTARRY TT0ACTARARACAGTGRACTCCACTGAGTTTTT
PRTTRTTATCATARGARMATARAT PATTAACT T PAACCTARTARAACACTD,
ATATAATPTCATEEARTCTAATACT TACCE (L TAGARATAAGABAARGTET
PICTARTAGACCCTCARTTTACATTARRTATIT FCANTCARBT TTAAA TAR.
CARBTATCANTATGAGGTCANTALGARTAY CANAATAATAT GARABDAGAG
CABTACATAATATAAGRAACARGATTTAAGTGCGAT TARCANGOTAGTATT
AYATCCTAATTTECTARTATTTARACTCTTATATT PAAGEYCAYGTICATE

ATARACTIGARATGCECTATAT TAGAGOATATATTARAATARABARATACC

TAABNTARART TAACTTAPTTITAGTATATANT TT T TTACATGACOIACAT
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13

fragmento
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iniciador
PG

iniciador
plE

iniciador
PIR

fragmento
5' del
promotor
P1 de
300-pb

promotor
del gen
GBSS de
la papa

promotor
del gen
AGP de la

papa
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| T TCRGEEN LTI ICTAARGOAGCAT GTARCT G CACCTCATIGTCCTAA
T¥TPCCCCACCACATARRRATTIANALAGCARAGGTAGCTTLTECETEITET
TPIGGIACACTACACCT CATTAT R ACACETOY COTCATAEARTTGETTAAT
CCTATCAGGCCETTTCETUTACACT CEECCATGOUARTCATAARATCARGC
TITCTCCACCTCATI T T TCATCTTCTAT CY GATTTCTAT TATART I RCT
CTCRATIGCCTICARAT T TCICT TTARGGT TAGAARTCE PCPCIATIPITE
GETTTTETCTCTTTAGAI TCTCGAAT TAGCTART CAGET GCTETTATAGCC
CITH

| CETTOACCOEATTECCAGALGIGCGEATTOACCACTTGCARAGTCCOGOTA
GTGCCIETCCAGT P BOARCCACCT G TEATCCGCATCACGEAGT TCARGA
CTEACATCACCATTEG0CACCACCTEGCCAGTOAACARACECETGE T TRCAG
TCTTECECCACATICRTCACTA

CARCGCOTAARCRCAACCOBACHLGTC

TIGITITGRTCATCTETAGCILCTES

TEEAGEAGATGAGTAANACGTTACCACA

ATTTAGCRACATECCAGRIT BEENTCARTCAACAAGGTACGAGCCATATCA
CYTPATTCARATTGGTATCGCCARARCCRAGRAGGAACTCCCATCLTCARA
GETPYGTARGGAAGRATICTCAGTCOARAGCCTCAACAAGETCAGGETACA
GAGYCTCCARACCATTAGCCRAALGCTACAGCGAGATCAAT CLAGARTCTTC
ABTCAAAGTARACTACTGTTCCAGCACATECATCATGETCAGTANGT TTCA
GRARANGACATCCAGCGARGACT IAAAGTTACT GERCATCT I TCA

GARCCATGCATCT CAATCTTRATACTAAAAAATGCAACRARAT TCTAGT GA
RECQACCAGTACCAGTACATTAGATATTATCTTL PATTACTATARTARTAT
ITTARTTANCACGAGACATRGEAAT GICAAGT GETACCCHTACCAGEEAGT
TGEITCAGYYTTPTACATACTAGGACACAGARLCCEGACEIGCCCATIGCAA
GGECCCAAGTTGANGTCCAGCCET CRATCARCARAGABABRGCCCATARTAC
TETCEAYGAGCATI TCCETATAATACAGTGTCCACAGTTGCCTTCCGCTAR
GEOATAGLCAGCCECTATTCTCI T EACACGTGTCACTEARACCYGCTACAA
ATAAGGCAGECACCTCOYCATTCTCACACTCACTCACTCACACAGCTCAAL
AAGTGETARCTTTTACTCATCTCCTCCAATTAT I TCTGATTICAT GUATEY
TLCCCTACATTCTATPATEARNTCCTOFTATGOTCIATARRCGTYGTYTOAT
ATCICATCHCATCTATTCTEATTT TEATTOTCT TECCTACT EABTTTGACT

CTACTGTAATCEETOATAARY CTGAATSCITCCTCTTCITCTICT TCTTCT

CAGARATOAATTITCTGTTTEGTI TP ETTCATCTGIAGCT IEETAA

: COGCAGTGTECCAGGRCTETCGECAGATGUACATARATGGEACACCECT CE
| GCTCETAAAABGAGTATCETCACTITOATTEATAACTATTIACTCETATTC
GOTGTETACATCAAGT TAATATOXTCAAACACATGTGATATCATACATCCA
ITACTYBAGTATABATECCARCITTTTAST PGARTCGUCGAATARATTTAC
PTACETCCAATAT ITACTT TIGIGTGICARACATATCATGCACTATTIGAY
TARGAANANATABACGATCTCTANT P TCARAACCAATTAGRABAGAAGTAT
. GACGEEATTGATGY TCTCEGARRT CACTEGTARATTGAACGORCCATGAR
: TPTEATCCT COATT IARGCATAGCAACATGEGT CETTAGT CATCATCATTA
TGTTATARTTAT TGP T GANACT IGATACACCAACTTICATICEEAARGT
CACAUCRTAGTATAAACTATAATATCAAT TCTGACANT TTCGAATTATTCC
AAATCECTITTFECATTTCATITCCTCCCCIATGTCRECARGTACCARTTA,
TTAAGTACARAARRTCTPGATTARACAATTIAT TTTCTCACTAATANT CA
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14 |remolque de

154-pb  del
gen BPO de
la papa

15 |Intrén del
gen
ubiquitina-7
de la papa

16 | fragmento
del gen PPO
de tabaco

17 | ADN de
transferencia
de  Russet
Boise Il
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| ATCCGTCACTCIT TETTIATTCH CTCAAGCEOATGTGATCATACCART TAT
TTAARTACRARMAATCTREGATTARACAAT TORT T T TCTCACTAREART CAC
ATTTARTCATCANIGETTTATACRCETCCGCCACTCT I T TTITATTCTCTO
AAGCGTATGTEATCATATCTANCTCTCETGCARRGAAGT EAAATGACETTY
ACTARTAAATART CT I T GAATACT T LG TCAGT T TAAT TTAT T TAAT TTG
ATAR )

PIAGTCTICTAITERRATCTGCT GAGAT ERCACTITGARGEAT CATGCTCTAT
TEPTERTLTCTPETRCTET R TTTICCTONETTGARAT CAGCITTGTTGCTT
GATTYCATTGARGTTCTTATICARGAATARATCAGTTACAATTATGTETHR
a8

GRTAGABRTCTECTCTAT T T GETIT I TGO T I T TAGAT TCTCORRTTA
COTAATCAGUTCUTOTTATAGCCCITARTITTGAGTE VA TTCCEITETT
TIGAPGEARBAGHECCTAAARTT T GAGTTTTITTACGTTCCTTIGATCERAR
AGGCCTACAATHGERAGTTITCCUCET I ET TN T GATCARABAGCCCOTAGTT
TEAGATT I TET TP CTRTCOATTCGATICTAAAGG I BTAABATTAGAGE LI
TACATTTEITICATCARAAAGICCTTARM I M TGACTI T TCCEGTTEATTT
GATGRAARAGCCCTAGRATE TEX T II AT TOGYCCET TRGATTCIGRALEC
CTARBANTIGAGT TICYCCOGCT GI T POATCANANAGCCCTARNTTTEAG
TTICTCCARCUEITTTGAYGARBAAGCCCTANAT I GAGCTI TN T ICOCCEY
GO AGAT T GE TP P AA T TCTCEARTCAGCTARTCAGEGAGTEYEA
ARAGCOCTARMAT T IEAGET T T COPTEE TCTGATTCI NG I TIATEA
ATTIGOAG -+

A CTCEATTGART T GCTGAGAT TACACT T TGAT GOATGATGCTLTET
T T TR GTICTET T TGO OTT GAARTCAGETTTGRTGCTT
GATTTCATTGAAGTTGITATTCARGAATARAT CAGTTACANTTARGTTTER
G

PEGCACGATATATACCGETGTARACCARGTETETCTEETTSATCCARBATC
YATCETACCTITAGAAAGTGTAGCPATGARCGATAGTCYCACTTATCGAAGA
ACTACCTATTOAGATICI TEATCCTCAGETCCGRAAGE T T GAUAARARTAGA
AGTCECTECACTTACGCCRT TETCEAGCAGTALGQETACCEAACCATECAT
CICAATCTTAATACTARARAAATGCARCRARRTTCIAGTGCAGCCEACCAGTA
CCAGTACATTAGATAT TATCTITITATTACTATAATARTATT T TARTTAACA,
COAGACATAGORATGTCARGTCGTACCEETAGGRAGEAGITCETTCAGTTT
TETTAGATACTACCGRGACAGRACCEOAGAECRCCOATTE CARCECCCARGETG
BAGTCCAGCOGTAARTCAACARAGACAYGUCCCATAATACEGTICATEAGC
ATTPCCCTATAATACAGTGT CCACAGT TGCCTTCCECTARGEGATARCCAC
CCGCTATTCICTTEACACCTEICATYCARRCCTACTACARRTALGGCAGED
BCCTCCTCATICRCACACTCACYCACTCACACAGCTCARCARGTEETAACTE
TTEACTCATCTCCTCCAAT TATTECTGATTECATGCATETTTCCOTACATT
CTATTATCAATCETEITATAGYGTATAARCATTCI I CATATCTCARCTON
TCTATTCTCATT T TEATTICTCTTECCTACTRART T TGACCOTACYETAATC
GELGATAAATETGARTGCTRCCTCT ICTRCTICTICTICTCACAARTCART
FICrErTTIGTITITGTICATCTGTAGCTTEATAGATICCOCT T I TCLAG
BOCEGACATORCGEATOCCUCARACATARYTGTARGTGATTPARTCITEAR
TAACAACTTCAATGAAAT CHAGCAACAARGCT GATYT CARCATGARABRAC
AGANCAAGAAAACGERARACAGAGCATCATCCATCARAGT GIARTCTCAGCA
GATTCAATAGREGACTAACTCEAGETGCTCTCTATGCARATCTAGCTTITICG
AATEACAGTOATAAGRGRGTCGAGAAT IETGARTTAT TTT ATTCATHAAGET
TEEACAACTCAAT TATTAAT TCACACACAGEAATTARGTCTGR TETATTGS
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18 |fragmento del remolque del gen
PPO expresado en el tubérculo
Solanum verrucos

19 | fragmento de fosforilasa

lider

20 |fragmento de la lider R1

GICCTCTY GTGEANAT PABAT ETCACCOTTTT I IAL FLAT CAATAARAGT
ACGARAATCTCCTECACTACHCCUCT GCACTCTCUTATAY P PGIUCATITC
OCACARATCCCTAACTIBATTACTAUCCACAGTCAAGCTTCARCACGIT
GREGTTAGGAATICCTEE TACABCARGTTATY CCCTARGEARTTACTCATA
TUCTCECACTECCTPARY T CACTCARGTTCAGCTACAARCCTCGATTICTA
GrEAAGIARICAGEAAAT TAGCEAAGARGLCTOCAGAAR T HATHARGAL
GAATTCACHARGCAAANTOARGATTCORGUABAGAGTATCRGEATTGAGA
GTEEARAGTGATAGTCANATARGEICUGUCERT TANATICATCAT T TTALE
ARCTCAATAGCTITTCATARPUAGCAATAT T AT CTTPCTTCAG FAGOALAY
CCRCATGCT I TATECICECTCAMATAGTTT IGECCGIGGAGTITCACCAT
GYATGTTTACAATIGAT TCE TGTAGCTACAGACCTTATTICACTACCACTT
TECACYCTCCARTCCCOATACLCTCTACTCCARTOTTCATE TECTYCETa
AATTCATCTITCATCAANT T TCTCCACCCTTCT T CECTARTTTCCTCSTTAC
TPCACTAGAARTCAACET TTOTASC T CARC I GRAGT GARTTARGCCARTEG
GAGEATATGACTAATICCT TAGHEEAATARC T ECTETACCAGHARTTOCTA
ACCTCAACAGTGT TEAAGCT I GRATGTCACTARGTAATT ARG TTAGGCATY
TETGEEARATECACANAT AIAAGAGAGTECAGCCRAGTAGT UCACEAGATT
PTCGTGEOT T TAT TCAT AR AU ARAALAAGEATCACAT TERATITCCACARG
AGGACGCARCACARCACACTTAMICCTGT GTGTGAATCARTARTTGACTT
CTCCAATCTTCATCARTAPARTART PCACAATCCICACTCTUTTATCACTS
TCATTCEARARGCTAGATPIGCATAGAGAGCACCHCOAGY TAGICTCTATT
GAANCTECTGAGATTACRCT TP RATCAATGATRCTCTGT T I TCGTITTCTT
GIPCTET I TCATGT Y GARRT CAGCIT DG TPECTIGATTTCAT TGARGY
TETTATTCARGAATAAATCAGT TACAATTATCT T TECATCTABAGTGATET
CIGETCTACAARIACGECAATO TACCARGCTACACATGAACARARACARAA
CAGRAATTGATTICTCAGARGARGARGAAGAAGAGEARACATICACATITA
TUACCEAT TACAGTAGECT CAAAT PCASTAGGCARSAGAATCARRATCAGA
ATAGRIGACATGAGATATGARACAACGT ITATACACCATARCACGAT ZCAT
AATAGAATGTAGGORAACAT GCATCAAATCAGRAATAAT TECAGEACATOR
GTAAAAGTTACCACTTRTPEAGCT GO IGAGTEAGTEAGT GTCAGAATCAG
GAGGTGOCTCCCTRATT TATAGCACGTIICAGT GACACETGFCAAGAGHAT
ASCGEETEECIATCOCTTAGCCEARGECARC TG TGEACAC TETATTATAGG
GAAATGCTCALCEACACTAT AT GEECACTCTCE P TETTGATTCACGGETH
GACTTCARCTTGEECOT TECARAT BOGCCCCTCCEBTTOTETCICOTAGTAT
CTAABARACHAABRCORACTCOCTCOTACCEOIATCACITEGACATTACTATE
TCPCGTETTAAT TABARTATTAT CATAG T AATARRAGATARTATCIAAYGT
ACTGETACTSETCCCTCCACTAGARTITIGTT GCATPT TITAGTATTARGA
TEEAYATCCATGGTTORAGCY CCT PO RACATET TATARACT ICACATATTC
AGTTEEEPATAGGCTTTATAATGAGT TAGACTACEI TATGTCCCCOICARG
TCCCAGAATTATGTECCCCOGETANGTTATAAGTGICCTCTGCEEECATCAR
TTTAGTEAT CACGCCABACATECCTOTATACC T CEGCCAGCAY ATATTTGT
TCATANTG

COCAANCATART TETBACTCATTIATTCTEGARTAACRACTTCAATUAAAT
CARGCAACRAAGCTGATTTCARCATGAARAAACAGARCAAGRARACGAARA
CAGRGCATCATCCATCAARGT GTART CECAGCAGRATTCARTAGRGACTAA

QTCCTCTEI AT GOAAATCTACCT T I CUAATAAYAGTEUA TARGAGAGTCAG
GATTETSAN TP AT TTEATTGATCAAGAT PEGAOAAGTCART TATTGATTCA
CACACAOGAATTANGTATETTBTGT IECETCCTCT TG TGEARAT T RARTGT
CACCCTTTTIPTATTATCAATARAAGCACGANARTOTCCTGCACTACTO

CCTGOACTCTCITATAT TEERCCATTTCCCACAARTCCCTANCT TRATTAC
PTACCCACACTEG

CRACHCIGPTGAGETTAGBARTCCCT GETACAGCARGT L ATTCOCTARGEA
ATTACTCATAR CCRCCCACIEGCTTAATTCACT CAAGRT CBGCTACABACE
TCOATTTCTAGTUARGTAACHAGGADAT TAGCERAGRAGCOTCGAGHARATT
CEATCAAGATGARTICACHARGCAAANLIGARGATTCGAGCRACAGAGTALGG
GEATTGEAGACTEGARRCTEETAGTELAATARGAET

39



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

21

22

23

24

25

promotor P1
no-funcional
sin la caja
TATA de
pSIM788

promotor del
gen R1 de la

papa

fragmento de

342-pb  del
promotor del
gen R1

fragmento de
151-pb  del
promotor del
gen R1

promotor del
gen PPO
expresado
en el
tubérculo de
la papa

ES 2534426 T3

ATPTAGCACCATTCOACRTTGUGT PCARTCARCHAGGTACCABCCATATCR
CTTTATICANATTEGTATCECCAARACCAAGRRGGARCTCCCATCCTCAAR
GRITTEEARGUARGARATTCYCAGRCORAAGCCT CRACANGETCAGGETACH.
GAGTCTCCABACCATTAGCCANAAGCTACAGGAGATCARTGARGRATCT G
ARTONAAGTARACTACTGE TCCRAGCACATGCATCATEGT CAGTARGTITCA
GRRAARGACATCCACCGAAGACTTARRFITAGTEEGCATCITTHBAAGTAA
TOTPGICAACATCAAGCACCTEACTY O BACEACCAGACBARAARGCAATE
GTGCAGBATFCTTAGCCECACCTACCARARGCATCTT TCOCTRTANTECAR
AGATANAGCAGRTT COTCTAGTACARGTGEGERACARNATRACGTGOARAN
GAGCTATCCTEACABCOCACTCACTAATGCATATCACEARCECAGT GACEA
CCACRRAARGH

TLCBAATTECATIPETET CATATAART TOAGACAT ATANI Y GUCEECACAT
GOICATCYATCCAANCAAGUATANT M GATCAT CTATTCP TATATATTTGR
AAAPTACGATAAPARTACTITANATCACRAYART TAACAAGTIARRRTATY
TAAAAGTCATATAARAAAT PARTY CACYCTCARBATYL CIGRARGHACTATA
ANTTARAATAAATAACARCT FARGAATT YUARAGICAT AANAANTIICGT G
GCPCHCTARRRTATATCRAT GICACATANARAGTARCATATATPATTCAGA
BRPPACGTAARAGAPACCACARNLPACAATARTTAR CARCTT GARRPAT T
ABARTRACATARARATARTIAALT PTAGRARTTCOAG GOGTGCCACATARAT
PEEGRCRACGARATAAT APATACEALTATY CTARARTTATCTARALARATA
ATTCTARAPCRTCATART TAATAACTTANANTATI AT AARART CATATAA
AARTTTABATAATTQCTCAGET TTCACCCETATTACATARNTFAGCATARA
ABATABTAFATATIGEECTCCEIEITEECACREGESECHETATCTAGTPTA
LATAATABATATCATTTCTAGICTATCIOTIRCIGATECTARATARAGICTE
TEATTATCTETTAATT M T TGTAC TCACCATGIGETGCCHTATCTACTTHA
PATABTARATATCGETTC TAGTCTATCTCTTCTGRTGCTARATARAGTCAG
TEATTAT TN T TTAAT TTI LT CTACTAGETAATGTBAAATTCT FATGT TARC
CAARTRALATTGRGACARATTAAT TCAGT TARCCAGAGT TAAGAGTAARGTA
CTATTGCAAGARAATATCARAGGCARARGAALDGATCATGAAACAARRTAT
CRARGAARBAGAAGACGTTACART CAAACTCCCATAARACTCCANAALT AR
ACATTCAARTTGCAAAAACATCCARTCARNTRGCTCTACTICACEEAGCCC
AcGe S

BABATICITATGTTAACCARRTAAATTCACACARATIARTTCAGTIARCCA
GAGETAACAGTAAAGTACTATY GUARGARAATATCABACGCARAAGARAAG
ATCATCAARGARAAYATCARACARARAGAAGAGCTTACARTCARACTCCCA
TAAARCTCCARRAATAAACATTCARATTCCABARBCATCOART CARATTGC
TCTACTICACEEGECCCACBECEECTECATCTCARACT FTCCCACITEACA
TCCCRTRACARATCACCACCHTAACGCCTTCTCARAACTCEGACACCTOALTC,
TPPRTCTCTATAL TACAATBALABATATACETIGTCC

CATTCAMATTGCARARACATCCARTCARATIGCTOTACTTICACGEEGCOCA
CECCEECTECATGTCABRCT T TCCCACGTEACATCCCATAACARATCACES,
COGTAACCCTTCNCABALC TCCACACCTCACT T MITCT CRAPATIAC

TAATATAACATACCATGGGIEGABCTAGAAGT CTGATI TACAANT TTCGTCA
AATTCAACAATATITGCTIARATAATAYATTTGTATAGTAATTTIT I TYAC
ABDATATATACAAR BT AGGTCARGEAT TCACTTAT T AACCCTT TRAAATC
GTETCATANAATTCANTGTIARBBITCTUACTTICCCCCTECTTARCATTA
CTTATCARATTPATGTTTCOGT G TAGAARAGTACTAGTACTACT CLFRGAC
PCRTCTAGACGTCTAGTATAGRTC I CCTTAGAT TARARACT CCAGTTTIAR
TAPFTTCCTCAGAATTAT TATTCT TAATGTACCACO TACCAUAGTCACAAR
TATATTRANTGCAAARTATTCTATCTAT TAATT TATGATCTACOTANTEATA,
ATTGTAATCTACTCAARATAATEGCAAAABAAATATANY ATOTAGACTER
AGTTCTTAGTCAATAGCCTANATGAARGAANABAMANRARGCTCAAGARGA
BACATGATATCTITEE PECTCTGATTCOT ARAADBAARAACATACTARCT T
CATAAAATATCTTATCCTT TOCACAGAGCCAT CARRARAATATATTACTAG
TAATACTGARAT TAGTIACCTCAGACTAT Y IO CIATLCR T T TIGAT TT
GATTTATTAAGCAARATFATGTT TCARCGECCATGCT TATCCATGCATTAT
PARTEGATCAATATATTACTARATGCTATTACTATAGETTGCTTATATGLTC
TGTARTACTGAATATGAT GTATAACTARTACATACATTARRTTCTCIAATA
ARTCTATCAACAGRAGCCIARGAGATTARCARATACTACTATTATCCAGAD
TAAGTTATIT TRCTGET PACYACACAICO TTCCAAGRACAARRACTTARTA,
ATPETAPGECTACTATACATARTTCCCHACOTANCECTTCOTHEAATANTT
GRATATEEAACCCEOCOPARANE TCARTAAY APACY T TTACATATTAT
ATAR
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26 |fragmento
de 200-pb
del
promotor
del gen
PPO

27
fragmento
de 460-pb
del
promotor
del gen
PPO

28 | promotor
del gen
Fad2 de
Brassica

29 |fragmento
de 441-pb
del
promotor
Fad2

ES 2534426 T3

AAGTTATTITICIGTTTACTACASATCCTTCCAAGAACABRAAACTTAATASA,
TIGTATGECTIGCTATACATANTTCCCCRCOTACCECRICCTGEARTART T
ATRIEGAARCOGCCEOTAASATTGAB AR P IATACTGTTT TACATATTATA,
1AAABCAAGGTATANCCCAATGAAT P T TCAT TCARARGCTAGCAATA

CTAGTAATACTEAGAT TAGTTACCTEAGACTAT TTCCTATCTTCTET I IG
APTNCATTTATTARGGANART AT G TTCARCGECCATICTTATCCATGTA,
TTATTAATGATCANPATATTACTARATGCTATTACTATAGGTTGCTTATAT
GTTCTGTARTACTGAATATGATGTATARC TAATACATACATTARRTTCTCT
AATAART QAT CARCAGAAGCCTAAGAGRT TAACANATACTACTATTATCC
AGACT ARG EATI T T CTGIT TACT ACAGAT COTTOCAAGARCABARACTT
AATAATTGIATGECTACTATACATAATTCCCCACCTACCGCTICCTEEAAT
ARTIGATATGGARGCCRCCTOTAAAATT GAATAATTATACT GL I TACATA
PATATAANGCARGGTATACCOCAATART I I CATT CARARGCTAGCAAT
2 !

ATTGAGCTTOAAGEAACATTCCAGCAGATARACCRAGCGAGCGUARTGGET
AGACAGCTGATTECCAGECTTART TCCAUAT CTAGCAGRCCACCTGATERR
CETEATEECEEAICLAGECTTIGT TOTGAA GGHAAACCACATICCAGGRAGD
ABCTTCAAGAUGAABATATATEACRGATTCECT ARACGRACCTETACATTT
CETGATAGATSCACTITACTCACGEEGRAGCACAICTACECAGGTCATGA
ATTECECUTACAGTTACTEETEANACAAGTCTCTTITCATTTOTTRTGE1GA
TTCCTARTATCATCTECICCTACT ICTETITAG I TETCITCGTRITITGAA
ACTACAATGITTAGT IPYCATYGT CAGT G ARGITITCCCCATTIGETGET
TTTTTAGAATCTAGT TTEAATTICAGATCGHGCANGCTTGATGARTOATEG
GCARARCAGRUGTPAGGATTT TG IGOTGTCICTACT AT AL M TCATGT T
TTATCTACTITATTPTGETCAGCAAGTTCATGT GTITCTCTEATATGIGTY
TEATTATCAGCITACAT AT T IETGRAGTATGCTAGACTATATAACTARTC
GITETCEATSTTATAGTTCICTTATAAT SN T TCATAGACTATATAACTAAR
AATTCATGTTARTARTAGCCETCECTHATACTARCAGCTGAATAMATBANR
TEAARTUATCCTACCTGATCATCITTAAAGANTGETAAARATART GTGYCA
TTATARCCECTAATGCATACARAAAQTCTAATCATCT TANCATAAGRGAGA
GCEATAGCTTIAATARAGTACTTARATTAAT TACTAGTCEECAGTCECTGC
CTPACTTETGTACCACCTARRT TAATF TATTATAATATAT GACGABTCTCCA
AAGTACATCACACACACTUGEEHCTATICACGTGATCTCAAGCACAATGTC
TGCABATATETTE TTAAGT T IOTTCIOACATAGEACGAAGARIAAGCCARG

caca

CCGECTACCACIARCTICTACAGTT CTACTTGT GAGTUCRCARBGACETTY
CCTCATATTARAGTAARGACATCARATACCATAATCT TARTGCTANT PARY
CRAACGCATEAGTTCTATAACATANCCCARACRAGTCT TTETRACATTAG
GATTEEETAAACCRATATIPACATTTTAAZAACABAATACARIANCGRAARCT
TGATAAACTTTATARANGCARTTATAY GATCACGECATCTTTTTCACTTEY
CCGTARRTATATATARGTCETCTAARTATCAGATAT T GEAGTAGRARRAA
AAAARAAGARAARAGARRTATIARGAGAGEADATARTEGEAGGECCCCACTT
CIARAARAGASAGRARAGRGATGTCACHCARYICGTCTCACACEEGCCCOGH
TCAATTIAARCGECCTECCYTCTECCCARTCAE
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30 |promotor
especifico
a la
semilla
del gen
nabo

31 [promotor
especifico
a la
semilla de
Brassica
napus

ES 2534426 T3

ARGCTTTCTIT CATCGETEAT T CATTCOTTT ARAGACT TATGTTTCTTATST
PECTTCTCACCCAAGTATTUAGTIACOACTEATATTOTCEACTTPCTGACT
GUARCCPCATTY TTCCAACATT T TABAT P ICACTAL PEGCTGAATGCTTCT
TOTTT OAGGARGABRCAATICACATGECAGARRTGTATCALCCARTGCATA
TATACARATETACCTCITGT TG T CAARACATCRATCGEATEGTTCCATITG
CITTEICATCCART TAGTEACT AT TTATATTAE TOACTCCTCTETALTAC
TATETECATGCORBET FACCATCTACAT TATAT TTATANGEATIGACECTA
T OAGCET YT T RCANF T PLCT I TATTT TAGACATCCETATCAAATGAT
SGTTABAGITHRGT P GARTEACETATACCT I CARCTGARTGGCATACCETH

:GTGGAQTARGGATG&QCEAQCCAETCfTGAGAGAEAIGTT&CATTTTAGTA
TCAGAGTAAAATGTGTBCCTATAACTGBAATTCGATTIACATGTATCCATT

CARCATARBATTARACCABCCTGCACCRECATCCACATTICARGTATITIC
BARACCGTTCRECTOCTATCCACCEIGTGTAACARGACOEATTCCORATITE
GARGATTTIGACOTCARATT CCCARTETATATICACCAT QRCTARAT QAACT
TTAACTTCTATANT TCTCATTAAGCTCCCART I TATATTCCCAACGGUALT
AGGTCCARARTTTATAGRCTLCTORATCCUCTTITANACCAACTTAG T RAACE
TITPET TP TTTAATT TIATGARCTTANGTITI TACCITETTTI TAARAAGA
ATCETTCATARGATCCCATGCCABARCAT TAGCTACACCTTACACATAGCR
TOCACCCACEERGRATIGTTT T TCY TCECCACTTETCACTCCOTOARACA
CCTARGAGCTTOTCY CTCACAGCACACRUATACARICACATECGTGCATGC

ATTH

CTECAGATACAARGAGEAGCTCTACTTACT MTATOACT I TAT GCCCARTGE
ARGCCITEACARGTAUCTOTACADUGAATOACATCANGBATATAPGARGTT
CAUBAGAARAAT CT TAGTATTTET T TACTOYAYCTTTCTATETARATGIGCT
TTETGCTTITCARRARAGAGCT T TEABRAA AT TAMCARGATAACT IGRC
P ARCCTATT T G TCEEET T TGO GAGRACTTITGABAATAATGACA
ACTAGET G T TECCOTCEATGCGEAT T AARCAT TTTCATARY TITTEAR,
ARGERCE PTG IACAUT AL AN CATIATACT AR ARTARAT CTTAAAATARDY
TARTATTATATFTTARRY CATATANT TAAMANACARTIAL L LOATTAATAT
TTAATIATATAAT T TATC T TAACE T T TACTALATACTTITY CAGATAR
CARTACBSTACATANATATAGAUAT TATC T I T T IPTARATTATAT T TA
GATCTTEORTAATT TAATATTATAY YT TTATTATATANT P AAGABTTTTAT
PEGRTTAATA T TAGTTATATARTICAT CT T T T ARACT T TATATA TR LART
PCATET T TARCT P FIACTAARRTACT T B CAGATALCAL TACAATAT
ATACATAAAT TATCTCTT T TARAATY ATATT I CAGAT TTTCCATANTEC

P ACTAT T AT TAATTT TAATCART TAT CTAATCAANTARAT TARIAFTTTC
PP ATAGGATATARRCGAT AT TAATCATTCTANT I TAA CEGTCAGAGT L
CEATTICCAARAATTTACT I CACAAAT ARTAGTATATATCTAGCTIATTAGH
GOUTTAANAGG TN TAGGT T CT P ACCO M TAAT PGTITT P I TTAACTAYA
ATPGTABACGTE AR ACATAACT ANTCAGTUT TAARACT T GCY TTAT I
APPTTTCCARCTETTAGATTARAGCATAAAGTGT TACCAT R ARAAAGARGA
TTABAGCATBAAGRGATALCAT T GHTATARTAT TTATECCAACGTATAAT
PRGIT AT T T TATECAMCECATACACAT GTGEACT TEAAAGABACE
ACHRIGAGEACACTTAACACARACT CCOARRATET CACTTARRGOTATAGY
TCTETOACEATCTOTCRRTGGARA AT CETGETCGCPATCALTGABABARCET
TGIECT GRARCTGECAGRECACEAAACTATAGT CTAAANA GGATIGAATGA
AGCARANARTGOARGRACCARAGRCACAACGAT TCTCACRTTTCAANGATA
TRAGARATAT TAGT TECATTTGCCBAGTGEACACATCCACGTGATAGAGEA
GCCATECOACT IGTOTON P CETEGGTTCICACGCCCARGTTAGATTTGAR
ARTTACARARTAAAAGRACATITT GTATATGIATTGACAT T ITACCCTIG
CATATACATGTETTTAGATCTAALT? CACARCTARTC ORI O CITATCAT'T
TTTAGTTAACTARGAGCATCAATGT IARCCATCAT TCTAAT TP GAAATIAA
TRCATGAM LCATAT PR AT TATT TFAT TRD TR T AT LT T TEGTTAAARAC
AGACTCTTATATCTITIAT T TARGAGATAGTIC T TAATTE FCTTART TARS
AQTTARGAARCAGTTCTTARCOANATETARARACCATATT CTARGACCTOG
GRATTTATTAYGATCTAACUNRCTCACORGTCAATT CACCTARTCARNICTA
ABRRTATAGTAAT T ATAGETTTACCCACRIGTCATACTGOCARAARTART AR
ADABRTATATAGACACARGAAGEATATHATAGTSAGGAATCTGEAGBGCATY
TTAGARCTCATGCTCERT TARAARCAGARARTARI CLYCAAAATTTTAATY
TACACGATAGATEACATCATTITTCCATYTET TG TAR T PAGTTATTTA
TRICCITCTCTATC M PGGTCCEAGTOTAGACTCTTCGOTCARACCHCTGY
TECTCATAACCATATTOTCITIOT GTEEACGAARCTCARCCTTARGAGACC
AGAGAGAGCATYAGCCTAGAGAGAGCTCCCYCETGTCTCARAGARCATCAA
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32 |promotor
del gen
Fad12
de soja

33 | promotor
del gen
Comt de
alfalfa

ES 2534426 T3

CAGARRRAGECAATAGT TIGGATAARATAGRI T T TAGGTCT CTCAATTCCT
-AGPCARRATYAGTCICAMTICAT TATGCT T TAARAARTGATGAT T IMCACACT
TEEGAGKTAACARTATTTCITARRGTTI TCATTCTCARGT TNCTATATATEA
AATAGIGTOTTOCUACAACTARRCTCHTARRARTAAATITT FATAR I TAGA
GATGATTCTCTCATICTTATOAAGGRGATATACTAGARAAARARTGATTIT
TATLTITTTATTI T TATTATGARACTTAAGAATTARGATACCAUGATGAL
GUACABALGPCATTAAT TATTAARMAARAATACAAGAATCARGAT TATTAT
TYTIAAAATATARAARPARCTAAT TT I GATATATAAAGRAANCCAGEGEEAT
ATAATACACACTCTATCCCAAATATY FEGTTARAACCCCCAGEGSCLCIATE
TTPCETCTTICCICAACAGTATAAAT IGCTAATCATATTATT TCTUR TAAA
TTEEITOCTRTCCCTAGCATANCT (T CCAACTPETACARCCAT ITGATART
TCAMTTAAGARTATATAATATACT ITAAATTTACTAGCAT GCRTARAARAC
CCTGTGACTIGTCTGACCANGACT IGCCARRT TN TY T IATCARGCATTACA
ARAACCAGCCATTIGITTETATTE TTTCAATT ICEATICT R TCCARATERR
GECCTARCAGATARATTGCATGICTAATTE CCCCTTETTATTAGAGALRTA
AGAAATTATARGCTTITECITIGACTTTTGRAACATAT TITACACTCTTHET
AGATTCCTITTTATCTITAGAAGACCAGACGAGTCARARTARCAGTLTLGIG
GTARGTAAGTGUTCOACATICTGEAATAGT CTCTTAT NGCETATTETGUCA
FCATTTICAGGCCTLGINGECTTGCATCACCATTOARACARATTAGT TTOA
TGETTABAATGGTATACCTTINGTCTPCAT TATRACTCUAATTACAT TTAG

AAMG

BAATGARAGAGAGTTABGOATPGAARTGAMACTCCTARA RABCAGCTIALT
THARAACAT T ATTOARAACARGITAT T PP AT T EARAACAAT TTAT T TA
TTCAAAACATE T I TEAATARGTTEIT T T P EARR AT AAGUTCT T TRCANY
AAGCTET T ITARAATANGETGEI PTTCAT AAAATAAGT TCI T T PET TAR
ARTARGTTETTT T TP CAMA T ARGOTET PP CAATARGCT GTTT T F P TTTAR
ATAAGTPETTTEGAATAAGCYETE T I T Y PABATARGT T GITT T TR TARAT
ARGCTETEIYGAN ARG TG TE T TAAAATALGETG LTI GUATAAART ARG
CPET PP GARFARGT TR M EAATRAGT AT TT PG AAT ARGOT G T LT IT
TEARBARTAIAT TGN CATAARA T ARGCTET T T T TAR ANTAA GG PGS
PEATAAATARGC T P I TADAATARGOT AT TCARATA G T IETI I M ETEE
ARAGATCCAACARRGAY T OAAGTGOT T ECT T TARBATARAATANARAGTEY!
CAAGT GGITTGATTCOETTCAARCEGTTCERTTCOBTTCAAGATGRT TCCE
TrATEETICARGAACTCTTARTARATTAACEGTT CCET T CUTERAACCATIA
TARCGATTCEETTATTTIY GO CUGIPCaET TCACECaEMIC GaPICEET
POATGGEITCT T TR GECCACCHCTABAGARAATARATCARTCETGETIGAG
TATTCTTARAATGATTTCTTTICTACAATARAGACTTAAT R ACCGCETCAA
ARGAGCAACCATCTAAGETARLCTCTCACATITRGAGT 'GAYECEATTAAR
AP TCEATATAACACTTITGTTCACCARAAT GTCTCTTATGAR Y ARCGACTE
AALGAAGTAATAATTTAAARBARARARATCOOACT GTIGCAT LT TR AAAL.
CATTARTCCEARGRAAAGA AT GRAAART TG T ATADTOAGAAGT AT
TGP TR T CCT IO AARARARTAATGY PAT Y PTCATTATGT TTARC
ACCORTARRACTRCTTCTGTTET T TTARAGAATC TCTARAAATCAATITCT
AARCGTCARBAG T T T A ACARTIAGT TTAGG G I GT T TCTATGAGG BT
TEATAATATT G TACCACTANATATAT T FT T TR TARGEARAT TG TALEA
CTACERETAGTT GEANTATGGEAATACGACTACT M ITCTATGRAGAGCAGE
ITACEGTAGACACARRAGCTGACTCITGCECAARGC T T RCAACCCARTA
ST CACATATY AGGRARTORARBATACCCTARTGCCTCOT L TCARNACTCR
ACABARGTGCTCCPIACCA P AT TATCCCATY I PC T PTARGAGCAGAGARGS
ACRACATTICTTCACACCAACATGATT ITIGTATACTEGTALATGAARAGCT
TOTAGTTATCCRGOTUARG COCTGACTARGETCT AT IUARNIIT GCPTALAA
ANGACGCATCARTTATEATGCARANT T ILGTACTCANTACTCAAT T CARBA
AGPATATCARCTTGTGOT ST CACCTARGTGARTANCACTATCTARAYTTER
GUACHATACTTCRCCIGTCACEGEERGANRANCACTCARRRTCART TGTTA
GAGATANAT T TETATCATARATTANT TAAT TTTACAAT TACATCARTARR
POPOAT TG T TAALCAAATAAT ATATGACALAACTIC T GRBRATATACT
GAGCAABARCARARCTATTAATTECATGOAACGGCARCACATTTCEGTITA
CAATTATATTCGGTGACTACTCAGTCAGTAT AACCCAATTACCACATATGE
ACGARI IO CETAG FO ST CCACRITGTCET GO T T EAGT GEEATCC ARG
PRATGGATCECOCACATACACOAMOTCARCCARACARATTTCTCATARAGT

TOTATATANTACCAAL CCACTI PECATCAT I AGH )

.
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34 |fragmento de 448-pb

del promotor Comt

35 | promotor del gen Pet

de alfalfa

36 | promotor del gen Pal

de alfalfa

37 |promotor  del
Ccomt de alfalfa

gen

ES 2534426 T3

| CACCRACKIGATTTTIGTAYEOTIGTARATCARARGCTCTAGY FAYCCAG
| I CANC OO CACTARGET AT OAR LT TGO T ACAARTCAGG CATCART
TATGATGOARN P TTGTACTCATEACTCARTTCAAAAACTALALGANCTT
ATCEIGTCACGTAACIGAATARCACTATOTARNT TTEAGTACT TCTCOTET
CRCGRAGAGARNAACACTCARRATCAATIGCATECARCGECARCACARETC
TOPITACARTTATATTCUUTAAGTACTCAGT CAGTATAACCOARTTACCAC
ATATGCACGARTTOTCITAGT IGETCOACAT PETGETEGITORGTEEEACE
CARTTGTAATGEATGECCACATACACCARRCTCARCCARACARTTTCYCA,
PAAAGTTCTATAWAATAGUAATUCCACTITCUATOATTEAS

ATAGTEGACCAGT TAGGTAGGTGGAGAAACAAATTATTARAABAATATATT
TATATGTTSTCAANTARCTCAALARTCATARAAGT TTARGT T AGCARGTGT
GONCATTTTTATT TGERCRARAGTATTCACCTACTACTGT TATAAATCATT
ATPAAMCATLAGAGTARAGARRI AL GGATCATAAGADTAAGAGTAGTGATA
TITIGACANCAATTTTGTTACAACATT TGAGAAAAT T TGITGETCTCTCT
TPTCATEGSTCARAARCANTAGAGACAGAGACAGAARARGERACAGEERGA
ATAARAACATAATGIGACTATGACAGAGARAGT TGTACAAAAGTIETACCA
ARATGGETTOTACAAATATCATICAGGART ¥ TCACARRAGCTACRCARATAA
GEGI AR TTHOTOTAARTAAATARGGRTEACGCATTACACACATGTACCAT
TAGAGAATTITTGECARGTCAT TARRARGAAACAATAAATIATTT TTARAA
TTARMAGTTGAGTCAT PIGATTARACATGTGATTAT TTAATGARTTGATGA
CAGAGTTGHAT TAARGTITETAT TAATGAT TACAATTTGETGICABATTTAR.
TUIGACATITEGATCT I EFCCTATATATIGUCCCATAGAGT CATTTARCT CA
TETTTATATTTCATAGATCARATARGAGAAATAACCCTATATTART(CCTC
CAACAAANARARARAAAARACGCTATAT T TACTANAAAATCTAAGCCACET
BGEAGEATARCATCCARTCCARCCARTCAOAACAATCCTGATCAGATAACT
CACTTTAAGCCUACGCACRCTOTGECACAT CTACATEAT CTABATCACACA
TTCTTCCACASAYCTGACCCACACADARACCARTICCACAT CRPIATCATCC
ATTCTATAAAAAATCACACTITGREAGTCTACACTTTCATICCCTTCARAC
ACATACABOCAGAAGAGACTART TAATTARTTAATCATCT TEACGAGAAAGC
c

AGAGAGGAGGCAGTUTACACAGGIECAGAGACACETAACTCATCTTTCYGE
TABCECTEOTETTEAGEATAGTECTTCCTITCAGAGTCACGTGETGACEAR
GETTCECOATECECTTGATACGTTET TETCET TECATACGCTGETIAGEAGA
PECTCORRTIICTATTTGI T TCACGAGET TGT TTGACTTAACAGAGANCAL
ATTRGTETCICTEECTARTTEGT TATCTETTCACT CGEGABCAGTGREGEEA
GETCTTEAGETOAACCATATCERECUAGAGETEET GGCAGATETCARGCET
ATGETEECAGITGAGGGAGGCAGTGTACACASNGHTECAGAGACAGGAGRS
AGAAGACAGAAGRCACAGARAATGCAUARCAGAGARACACANGAGAGAGAAL
ACABRATPTTTETGTGT ATGACCARACCAAARTTCTTGETCCTGETCCACAC
ARGATTRTCTOCCAACCAAGETACARGAATACCACGATCCARMIAGT GCCAT
GIUGCAACATCATAACCETTCARTAGTANGAGATAATCGRACGECCATAAT
CRATTITCARCRARCCCACTITE I PCCH COTACTTLTICARCTEGTCCCTC
ATCACCTACCAAACACACATAGCACACCAACACACATAATAATATTATARTY
ARTTETARATATATGTAGCCTCCARATTAGRARGARMNACCTCTATATANAGC
CTARCPACTTCCTTCACANATCAGGRART TCACAACTCRARATATTICATRTC
TTLCCTAATCATEAGBATTTCCATY CTTATAMART TCTAGGTACCACCACA
CARCARATAAAGENRCATTAAT CAATACTATTARGATGEATCE

CTTGTAT TARTGRITTAATCARCCTT P N EARANTACCAACGTGRCCTTAT
TLCCAN ATAATCOATGCATGEARATECATOATCCTTFCCAAAAT GEAATT
ATCLEARCTCTTARCT TACCTCAARRT TTANTACATTTCATT TTAGATARA
TIPATTRTTARRRTICACRGTTACRTEGCCTAANAAT TARCACTTAT L IY

| AACAATT CRARTABAATRTRGEACGABATGAGICTARTPTHGTTGETTARG
CAPCOTCARGCTIGCAGAGBAAGRRCATAS M TGATCTINCAAAACTACAQ
TATYCAAAAGGGTEAACATATCTALACATCCARACARAATYT AT I FGATA
GTCOATTCARATTAT CAARATTTGTGARAATAT ITTGTARAT TG TARGTT
GECRAARATATGTTALLTTTCAALY TACCAT T TGCACATT I ICTARTCTC
ARAICACATITARGEGATCTTCACTACT L TACTTITGTACARATCTTPACA,
ATTITBACATTTATAARATGTCT TYCCETACATARARAGTGT GACTATTGT
PTATARCAGATTETEHIT IO EF T CTTTARACT TATAAAATARATATATA,
TRTTATTLPATTETAATGTGAGAT P GIAACANT ICATTATAAGRT TATGRC
ATPCCCTCARAAGARARTTAGATGATGTCATT TTCATARCTCAT TP TOTAR
AAATACAGENAATCCTCIARANTGAARAACCTCAGTCANAAND PAARAGAA
ARBCATCARTAGIGCACIQECCCACACPCATT GCTTTECT TIAGTAYARGA
AAGTAGACCTICACCARCCACGNACCEUACGCCARCCHGTICAACCARACAT
TACACCAATTTTCCTTAACCATACCGAT L TT T CCCTCCCITATATARCOAT
CETCCTACCTCTTATCTARCCAAGCTCCATTICARCTCYTCAACACBTATCA
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CAABCAGAARAAGRACCAAARCATTCCHAWRATITARCA

38| fragmento de 171-pb del
promotor Ccomt

39 |promotor del gen de Ila
poligalacturona de tomate

40 |ADN de transferencia de
pSIM870 (Russet Boise Ill)

41 |fragmento del remolque del gen
fosforilasa

CATCARTAGTGAACTECCCCACACTCAT TGCITTECTT TAGTATALG ARG
TRGACCTCACCARCCACEAACCEGACECCARCCAGTE CARCOARACATTAC
AUCARTTITCCITAACCATACCERRTTTTCCCICCCITATATARCCATC T
CCTACCTCITATCIARCE

ABGUrTC T AR AGECANAT TEAT TART PTCARCTCARNATAATTARTTA
MARCAATGETARAGCACCITAACAARCCATAGT T IGARRGCTIACCAATAS
GCTATATATIAANCARCETGATARTAT AARRAANAT FTCARL NCGARRAGE
GOCTARAATAT QT CARAGTATTOGAAN GETACARRACTRCCATCCRTCR
ACCTATTGACTCCARDATAADATTAT TATCCACCTITTGAGT TEARARTIGA
CTACTRATATARCAATTCTAAAT DTARACTAPT PTAA TACTTTTAAARATA
CATEECGTECARATAT TTARTATARTT TARY I TATCARTATCATTTALALA
CCARUCARCTACCARCTCRT TARTCAT TARATCCCACCCARATTCTACTAT
CARRATTGTCCTAARCAITACTARANCARGACCARATTETTC JAGTCOGRA
TCGRAGCACCARECTAAT I TAGST I EACCCHCATATT TAGUAGGACACETT
CAATAGTATIT I TCARGCA ALY PG ARATTTAAGAT TANTGATARLG
ARGTAGTACACCCOAATFARTTCATGCCTTT ZT TARATAT AL TATATARA,
TATTTATGATTTGTTT TABAT ATTAARACT T GAATATATTAT PV TARAAN
BATTATCTATTAARTACCATCAVATAATEGACACUAGCARTART TANBATS
AACATAGYGPTEARTIAGTARTCCATGGATACTAAATTTAT I TATARRTTA
PATCAATAAGT T ARAT T AACAR AT AT TT GAGCGCCATETATT TTARARA
ATATTAAATAAGTITGRATT TANAACCGTTAGAT ARAYOGT CAAT TTIGAR
CCCARARGTSGATCAGAAEGETAT I TACAGCCARTAGGECUATGAGAAGG
BRI EALGCCARYATOT CATCEATCOAGGATART L TG AT CATI T O
BATACTTTAARGATATTIPAGETCAT TA L CCCTICITTAGT P TATAGACTA,
PAGY

YEECAGGATATATACCEHTGTARACCAAGTEIETELGCTRGATCCRARATS
FATCETACCTTTACAAAGTGTAGCTAT CANGUATAGTCTCACT IATGARGR
BCTACCTATTCAGATTCITGATCGTCAGGICCEARGGTTGAGARBALTAGA
AGTCECTTCAGT PACEGOTIT BTEEAGCAGT ARGCETACCGAACCATECAT
CRCARTCRTARTACTARAANTCCAACARAAT TCTAGTCOAQGEACCAGTA
GCAGTACATTACATATPATCE MY ATTACTATRATARTAT T IAAYTAACA
COAGACATAGGAATGTCARESTGGTACCOETAGRAGUCAGT TEETTCAGYTT
TIPACATACTACCACACAGRACCCEAGGEECCCATTECARGECCCARGTTA
AAGRCCAGCOGTGRATCARCANAGAGREGECCCATARTACTCTCCATEAGC
APPICOCTATAATACAGTGTCCACAGTTECUTTCCEOTARGEEATAGCCAC
CCGECTATTCTCT TRACACGTETCACTGARACCTECTACAARTARGGUAGEC
ACCTCCTCATTCTCACACICACTCACT CDCAUAGCTOARCAAGTEG TAACT
PEACTCATCTCOTCOART P AN TPCTEAT I I CATCCATET I CCCTACAT?
CTATTATCART OGTGT AT OCTGTATARACAT TETT L CATAT CPCATCTCA
TCTATTCIGATT PRGATICT G GCCTACTGRATTTGACOCTACT GTARTC
GEIGATAARTGLGAATECT TCCTCTTCIPCTRCTICTTCTCAGAART CART
TICTEN I PG TI T TTATTCATCI GTACCT TEOTAGATTCCCCITPRTGTAG
ACCACACATCACGHAY CCCCCAARCAT AR T ETARCYEAT T EATECETGAR
TARCRACTECAATORAATCARGOAACARAGCT CATTTCARCATEAAANNAG
AGRACAAGAABACCGARRRCAGAGCATCAT CCATCANAGTGTARTCICAGCA

GATT

GAGOCGGAAGTCRATGAAANATAACRAREGCACAGTAAGTAGTITCTCILT
TTATCALGTOATGARGETATATAATSTATGTCTAACAGGATEATGETATTA
CCACATARTARPAGATGAAGAGTCTCAT TP CTECTT
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Boise 1V)
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TEACACGATATATACCEGTGTAARCGARGTGTGT GTGETTGATCCARAARC
TATCETACCT I TACAALGTGTAGCTATOAAGGATAGT (T CAOTTAY GAABA
ACTACCTATTGAGATTCT TCATCGTCACGT CCORAGATTAAGARAANLAGA,
AGPCEOTTCAGTTACGCOTTIGTEHACHRGTAAGEGTACCGAACCATECAY
CYCAATCTITAAYACTAAARAATECARCARRADTCTAGTOGAGEEACCAGYA
CCAGTACATTAGATATTATCTIRTALTACTATARTAAYATTUEARTTANCA
CEAGACATAGCBATITCAAGTEGTAGGEGTRECAGCRACT TEGTICAGTTT
TTTAGATACTAGGAGACAGAACCGEAGEEECOC AT THONAGECCCRAGTTS
RAGYOCAGUCHTGRAATCAACARAGAGAGRGCCOANAATACTET CAATGRGE
ATTTCCOTATAATACAGTGT COACAGTTGCCTTCCGCTARGGEATAGCCAC
CCECTATTCTCTTCACACAT GTCACTBAAACCTGCTACARATARCECAGE
ACCTCCTCATTCICACACTCACTCACTCACRCAGCTCARCAAGEGGTAACT
TLTACTCATCTCCTCCAATIAT I T CICATT TCAT GCATOTTTCCCTACATT
CTATTATGAATCOTGIYATECTATATALACCT TG YCAYAYCTCATCTCA
TCTATTCIGAT T TTEATTCLCTIGCCTACT GRAAT TTGRCCCYACTGTARTC
GETERTARATETGRATGC L COTCHTCITCYTC IO TCTCAGRAATCART
TRCTETTRIGIT T AINCATICEGTAGCTTGETAGATTCCCOTITIVGTAG
ACCACACATCACGGATCCCCCABACATART YGTARCTGATTTATICTTEAR
TARCAACTTCAATGARAT CAAGCAACRAAGCTGATE YCAACAT GABARARC
AGARLARGAADACECAALACAGRCCATCAT CORTCARACTGTARTCTCAGCA
GATTCAATAGRGACTAAGTCRAGGTECICY CYATECARATCTAGCT TTTCY
DAL CAGAGTEATAACAGAGTOAGEAT TG ARRT AL T TATTGATEAAUAT
TEEABAGTCARETATTAARTCACACACRGERATTAAGTATCETSTGIIGE
GICCICTTEPOOABATTABATCLCACUCCTT TN TTTATTTAT CAATARBAGC
ACGABAATCTCCTECACTACYCCCCTCUACT CY OTTATART TGICCATTIC
COACAAMIMCCCTARCHTRATTACTYRCCCACACTCARGCT TARGCAGAARR
TEREACTCHTCATCTOTTATTATGIGETAATARCATCAYCCTCTTACACAT
ACATTATATACCYTCATCACATOATARANASAGARACTACT TACTGTGCCT
TTGITATTTPTCATT CACTTCCCCCTOCCGUGARGTTARATT CATGRTTITA
TEARCTCAATAGCTT YT CATAATGAGCARTATFATCTTTCTTCAGTAGCAA
BTCCACATGOTOT TATECTCRCTUARATAGT TR EECCATGERGTITUACH
ARCTATCTTTACRATTOATTOITCIAGCYGCAGCAGCOGRAACTGAATGAR.
AAMTAACAAACCECACASTARGTAGTTTCTAT Y T I TARCATGTCATGARGET
APATAAIGTATGTCTAMGAGGATCATETTATPACCACATAATARGROATGA
AGAGLCTCALITTCT GCTTAAGCI Y CAGHGISEGTARGTARI TAAGTTAGA
GATTTETSGEARATECACARATATAACACRRTGCAGCGEAGTAGTECAGEA
GATTTTCGTECTT I PATTCATAAATAARAAARGEATEACATI TAATITCCA
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GARGAGCEACGOARCACARCACACT TAAYTCCIEPGTETEAAYCARTARTTG
ACTTCTCCARTCHICATCAATARAATAAT TCACAATCATCACTCTCITATC
ACTCRCALTCORRARACCTAGRIT TECATAGAGAGCACCTCCABTIAGTCTC
TATTGANTCTECTCAGATTACACTTTUAT GEATCATCCYCTETTTICGTEY
TCETETICTIGT I Tt CAT G T GARATICAGC T T GITGCT oM T ICATTG
BAGTTGTTATTCAAGBATABATCAGTIACRATTATET TTCEEOTCTAGRETG
ATGTCGETCTACABANAGCEUAATCTACCARBC TACAGATGAACARRARL
ARBACAGRAAE TEATTICTCAGARGARGARGAAGHRIRGEARGGATTORCA
PPTATCACCE AT TACAGTACGEICAANITCAGTAGGCAACAGARTCAARAT
CAGAATAGRT CAGBRTCAGATATERAACAACGT I TATACACCATAACORCGAT
PUATAATAGAATATAGEOARACAT GOATHARATCAGAARTAAT TECAGGAY
ATGAGTARAAGTTACCACTRGT 1GAGITETGTOAGT CAGTCAGTGTEAGAA
PEAGGAGGYGCCTEUCTTALTTATAGCAGE T I TCAGIGACACGTCTCAAGA
GARTAGCGEGTGEECIATOCCYTAGCRIALGGCRACTCTCEACACTGTATTA
TAGEERAATGCTCATCEACAGTRTTATGEECCOTCTC MIGT PEATTCACH
GCTGEACTTCARCTTGEECC T ECARTEEGCCCCTCOGEITOTCTCTCCTA
GTATOTARARARCTGARCCANCICOCTCOTACCACTACCACTE GACATT O
TATATUTCGT T TAAT TARAATAT TATTATAGTANTAAAAGATAATATCTA.
ATGTACTECACTEETCLCT CCACTAGAAIT RIGTTGCAT I TITAGTATR
ALGATTCAGATCUATCEETCGAGITOOOGUAGT BT ELCABCRUTCTOGECA
GATGEACATAAATGCCACANCHCTCEECTCETGCARAGAGTATGGTCAGTT
POATTGATAAGTATTYACTCH TATNCGETCGT T TACATCARGPTAATATGYT
CARACACHIGTGATATCATACAT CORTIAGT TAAGT AP ARADECOAACTET
TTACTEAATCGCCEAATARATTTACTTACGTCCAATAT Y T AGTT L IGTAT
GPCAARCATATCATCCACTATT IGAT T AAGA ATABATARACEATGTGTAAT
PrEARARCCAATY AGAAAAGANGTATGACCEEATTEATETTCTEIGAAATC
ACTGETAAATTCEACGOACCATGARAT T TCATCETOCAT I TAAGCATAGCA
ACAPGEETCITIAGTCATCATCATTATGT PATAATTAT I TCTTSARACTE
GATACACCAACTTECATTCRCAARCTCACAGCATAGTATAAACTATAN AT
CANTTCTCECAATTTCEART AT TUCAARTCTCT IR T GTCATTTCATRTCC
PCCCCTATATCTE0AAGTACCAAT TAT TTAACTACADARRRTCTITGATTAR
ACRRT AT TR CTCACTARTAR PCACAT T T AR CATCAACGGTTCATACA
CETCTETCACT ORI TR MG CAAUCECATGT CATCAYACCAATTA
PPPAARTACAARABATCEIGATTAARCAATTCAGT TECTCACTARTARTCA
CATPIANTCATCRACGIITURTACACATCCETCACTCITT T TR TATTCTCH
CAAGCGCATGIEGATCATACCAN I TATT IAAATACARARAATOT TGNITABA
CARTTCATTTTCTCACTARTARICACR TP AATCAT CALCEH T TTATACAC
@POCECCACTCT T TR M AT FCTCY CARGIETATGT GATCATATCTAARCTC
TCOTGCARRCARETERANTGACGT TCACTABTARA M ARTCTT TTGARTACT
TG CAGPIT AR AT CAR T I TOATAAGAAT T I FATT AT T GRATT
TEIAT TGP T TARAT TAADAATARGT TARATATATCARRATAT CITTTART
TYTATTYIT AAAAAATALCETACTTOANACANAT TANARTTGAGTANCTET
TEITCGARAAATARTGATTCTAR T AGTATATTCT T T CATCATTAGATAT
PETETITALGCTAACTACAAARGTCATATTTCAAT CCCCAARATAGCCTCA
ATCACAAGAAATECTTARRTLCCCAAAATACCOFCAATCACARGRATRTGT]
TRCCBATCATACCTATGOTCCICTCETARATTCCGACEABATCAGGTCTAT
ARLGTRACCCTTOATATCAGT AT ATARSACTAAAAAYCTCAGCTGTALTT
CRAAGTECIATOACACT CIACCACRCACTCT CTAGTAGAGACATCACTTGAT
AROARGCTTATTAACGENTCCARAATICT TATGTTARCCAARTARAT TGAG
ACARRTTHARTCAGITANCCAGAGTIYRAGAGTARAGTACTATTGCARGRAL
ATATCARAGGCRARAGIARAGRICATGANAGAANATATCARRGAARAAGAL
GAGGTTACAATCARACTCCCATAARRCT COAAAANTAAACAT FCARAT IE0
AARRNCATCCAATCARATPCCTCTACTTCACGEEEACOACGCHGECTAGAT
CTCARRCTTTCCCAGOTEACATCCCATARCBARYCACCACCETAACCCTTC
TCAARACTCCACACCTCACTOIT T PICT CT ATAT TACAAT ABAARKTATAC
GTETCCCCECEEGTTAAMTITCATGAYPITATGAACT CAATAGCEL T CATE,
ATCAECARTATEATR TG TCAGT AGCAAATCCACATACT I TATCCTCT
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CRGAPATAGTITY GECCET GERGTETCACCATCTATG M TACAATTGALTC
TEGPAGCTGCAGCEACACGTATATIT I TTATICTAAIA TACGAGRABRRAGAG
TEAGGTCICAAGE R IGAGANGGETTACCETGETEAT T TETTATBEHATEY
CACGYGEGAAAGTITEACATGCAGCCEECGTGEGC CCCRTGAAGTATAGCA
ATTTCATTEGATGTTITIGCARTT TERATAT ITATTT TTEEACTTITALGE
CAGRTRGATTETAACCTCILC I ITCL T GATART T RC T CCAT GATCTT
TECETPTEOCTTIGATATTT ICTIGCAATAGTACTTI TACECTTAAOTCTGE
TTARCTOAATTARTPTGICICAAYTTATTT GETTAACAIAAGART TTTTCT
AGAQTOATETGTGHTCTACABAAAGEEEAAT CPACCARGOTACAGATGRAC
ABAAACAAABCAGRAATTGATTTCTEAGRACARGAAGAAGAACAGCARGCA
TTCACATTTATCACCEGAM AOAGTAGGGTCARAY TURGTAGGCAAGAGAAT
CANAATCAGRATAGATGAGATCAGATRTGARACAACGT TTATACACCATAR
CACGATTCATAATAGAATGTAGAGAARCATGCALCARATCAGABATARTTG
GAGGAGATCAGTARARGTTACCACTTET T GAGC NG TG GAGT GRGTGAATE
T GAGANTGAGEAGGT GCUTECCTIATTTETAGCAGGTTICAGTEACACATE
TCARGAGAATAGCEGETEGCTATCCCTTAGCGAAAGCGCARCT GPGEACACT
GTATTAYAGEGARATGCICATCORCAGT AT TAT GEGCCCTICT CINTETIEA
TICACARCTBEAGTTOARCT IGEGCCTTECARTEGGECCCCTCCEETICTGT
CRCCTAGTATCTARRARACTCAACCRACTCCCTCCTACCECTACCACTIGA,
CATTCCIATGTCTCGT O T AATTAAMATAT TARTATACTAATARAACATAA
TATCTARTOLACTEETACTGTCOCT COACTACRAT MY TATTEOAT TTIEY
AGTATTAACATT GACATECATGETTUCAGCTCOTTCAACATGTTATAAACT
TCACATATTCAGITEGEAATACGCTITATARTIGACTTGGACTACGITATET
CCCCCTCAAGTICCCAGAATTATGTECCCCCETATGTTATARGTCCCCTCTE
CAEGCAT CAATETAGTGATCACCCCAGACATACCTCTATACCTCGEUCALE
ATATATTTETTEATARTE .

GTARATTTOTAGTEATTATACTATACATTTCGCATART TTAGCATCETALT
TEATATETTITACCCTTRAT TCATCCAGARCTTARAGCTITTCTGANCTCA
AATTTETI NPT GACATACTCCACTTCAGATCCIEET TARATCAGTAETTAT
TTCGATICAATT TTAGCAAAAT T GETETTGAT T TCAGTATTIT T CATGET
TTAATGIATATAAACARECTIAATT I TCAART PCALGCTCET TTARCCTY
PTRATTACAGCATATTTCTGEARARMAGT TTGETGAY P ICTCTAGATRTIT
TANTCEACARABABACAAARACCRAAARAGEEEARATGCEGTICTGTATET
ACARARAGTGATTGAT CAGCTTT TCETCACCUACATACAT T GATTAGTAC
ATACACGACTOATACCAGTATATTICCGIGTECACT T TATTETTITGAARG
AATTCTECATTIACTIGATTCETY ITPAAMAC T T CTAACTITI T DT TGT LA
CALTTTAGTCTAATTARCTCTICTCTETGAALT GATAAAPACTCACCAGEC
ACACATTACRACCITCATTTOATTATCCGCGARCGATCCATTGCTTRTGTG
TATATTGCTTEIGIATTGACTOATTYTGTAT TG TATTAGORE

CATTACCAACAAATATATCCTGGCC
CATTACCAACAAATATATCCTGGCC
CTCTACCTCTGAATATATCCTGCGG
CATTACCAACAAATATATCCTGGCC
GTATACCTCTGTATACATCCTGCCG
ATATACCAAATGATACATCCTGCCC

ACTTACTCAAGGTATATCCTGCCT
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GUCTCARCARGETGRGOGTACAGAGECTCCARACONTTAGCHARRAGCTAC
AGCAGRTCAMTGAAGAATCT TOARTCARAGTARACTAGTGTTCCAGUACAT
GCATCAIGGYCAGTAAGL PICROARDAAGACAT CCACCEAAGACTTARAGY
TAGTGECUATCTTTCARAGTART T TETCAACATCORACAGCIGECTEC TG
HGCRCCAGACARNARAGCAATCATCCAGART TSI AGHCACACCTACCARA
AGOATCTTIGCCTTIATTGCAARGATAARGCACALTCONCTAGTA

AATECCCCCATCARGGACTECATCT TN TAGCTGETACCAGCY TTCCARGRE
CACTTTATCCTGAT TCATEABAT TARGACCAGARRY GEATACACCATCTIC
ATTCTTARCCARATACTYAGUARCAGTAGCCAARCUATARAGTCTCTGAAC
GTTTCCATCTIGTTGAGTACEAACTGARCARGT GAGCATATT GTAACAAGT
CARGAGACCCARCATTECHETCCAACATARCYGETECATCAGGGTTAGITET
TGEGTAGCTGABAAGCART TTCAATAGGTGRAAT TTGAGCRCCAGGTCCA

ABTGOCCOCATCARGERCRGCATCIY T IAOGTGEGEACTAGEITTCCATEAG
CACTTYATCCTGATTCATGAGATTARGAGCRGRARTGEATACACCAICTTC
ATTCTTAACCABATACTTAGCAACAGTAGCCARACCATEARGICTCRGARG
CITTCCAT CITATTGAGTACEAACTEANCAAG T GAGEATATTGT ARCARGE
CAAGALACECARCATTCGGTCCAACATAACT GETACATCACCAT TACTTAT
TGGFACCTEACRAGCAAT I TCARTAGGTCAART T EGAGCACCAGGTCCAGR
ATTCAATCTCACAARARCCTCATCAATCACAACUATGEETTCARCAGETEA
AACTCARRTARCACCAACCCACATATCAGATGAAGAAGCAARCCTOTICCC
CATGCARCTAGCARGTGCTTCAGTTCITCCCAT GATI T GARAFCAGCTCT
TEAACTTCATCTCT TAGAAATCATTGCTARAGC

GECCCCATACTGOACCAGT TAGRTACGTGCAGARAGAANTTATTARARAARR
TATATTTATATETT GTGWTMCTCAMRA’I’CATMG T TARGTTAGS
AAGTETECACATTTTTAT MTEOACAARAGTATYCACCTACTACTOTTAT AR,
ATCATTATTAARCATTAGAGTARAGRARTAYG CATCGATARGANTRAGRGTA
GUGATATT T TGACAACART PLTGT TACAACAT NI GACARART TRICT TQTT
CTCTCTITTCATTGETCARARACAATAGLCACACAGACAGAARRAUGAAGA
GOGAGRATARAAACATAATGYGAG ] ATGAGRUACAANET TATACARRAGTT
GTACCAAABRTGETICTACARATATCATT CAGGART I TGACARARSCTACAC
ANATAACGATTART T GCTETARATARATAACOATGACGCATTAGAOAGATG
TACCATPAGAGAATT I PEOCARGTCAT TARARACAARGARTABATTATYY
TTARRATYARRAGT TCAGTCAT I TEATTARACATSTGAT TATTTAATGM’{‘
PGATCAGAGAGTTGGATTAARGT TETATTAR TGATTAGAATE TGATETCAA
ATTTARTTTGACATTTGATCT T CCTATATA L PACCCCATAUAGTCATTT
BRCTCATMT TP TATATITCATAGAT CAAATAAGRSANATARCGETATATTAR
TCCCTCCARCARAAAAAABADB AN CEIGTATATI PACTAMARATOTAAG
CCACGTAGGAMGATAACATCOART CUANCCARTCACAAUAATCCTGAT GAG
ATARCCCACTTTAAGCCCACGCACTCTGIGCCACATCTACATTATCTAAAT
CACACATTOTTCCACACATCIGAGCCACACBANMACCBATYCCACATCRTTA
TCATCOATT CPATARARAATCACALTE TG CAGTCTACACTTTGATTCCCT
TCBRACACATACARAGAGRACAGACTAATTART TARTTARATCATCTTGRGA

GAAAGCC

AGAGAUGAGECAGTGTACACACEBECAGAGABAGGTGAGTCRICTTICTEG
TAGEGCTGETGITO (CEATACIGET FECTTT GAGAGT CAGETERTAACEAG
AEYTECCEATEEAETTEATACGI TG LI TGCT TGEATAGGTAGT TAGEAGA
PECTOCTT L R IGTGTTTCT TTCAGEAGGTTOT TNGACT TARCAGAGAACAR
ATTIGTGTCTGNGECTAATITGETATCTATECACTCGEACCAGTEEGEEEA
GATEITCAGGTEAAGIOTATERTECCAGAGETGATEECACAGETGAAGORT
ATGETEGCARCTUAGECACCCAGTGTACACAGAGATECGACAGAGAUGRGAG
AGAAGASATAAGAGAGASAARRTEHAGRRCAGACGAAURCAAGAGAURGARG
ACAANTTUTPETETEYGTCACCARACCARAATRCT TEGTCCTAGYCCACAC
ARGRITETCLCCCAACCRAGGTACAAGAATACCACERTCCARGALT CCCAL
GITGCAACATCATAACCGTICARTAGTARAGAGATANTCARACCECCARIAT

TARTTRTCAACKARCCCAC P ITRICCLCCTACTTTHECARCTITEICCCTC
ATCACCTACCABACACBCATAGCACACCAACACACATAATAATATPATANT
BATTEEAAAPATATGTAGCCTCCARATTAGAARCAAACCTCTATATANAGC
CTAACTACTTOCTTCACAAATCACUARATTCACAACTCTAATALTCATTPC
TITCCTANTCATTACAATTTCOATICTIATARBATYCTAGCTACCACCACA
CAACBARTARAGGAACATFARTCARTACTATTAAGAT
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CEACACGATGTATACACAGETATACAATT T TATATTACATTTATATITGYG
TPAATLCAT LGAAT T TCACT E TATT PITTACT R AT AAT CARCYGT T
ARAGAATTATTTEAARAATATATATAAT T PATAGAATT T N T RTCITATE

CHABATTATACEGECTRACEARCTSCCUEARRCCTTTCEEGCTACLCETA
ACGGETACCEERCCCCRUCAGOATGTATACAGAGGTATAC

CARCAGEATGTATACAGRGGTATACART TTTATAT TACAT ITATATTTGLE
TPAATTCATTGAAT TITCACT TR TAT VITTTACT I GATAATCARCTGIGT
AARGARYTATTTGAARIATATATATAATTTATAGAATTTT TR T T TETTATE
GEECCCATAGCTCCACCAGTTAGGIAGGTGEACRARGHART TATTRARARAR
TATATTTATATC TG CARATARCTCARAAATCATARARGTTTARGTTAGC
ARGTOTGCACATIT R TATY T GCACAAAACT ATTCACCTACTACTGTTATAA
ATCATTATTAAACATTACAGTAAAGAAATATCEATEATALCARTARGAGTA
GTGATATTTIGACRACRAT LI TG TACAACAT TTGAGBAAATTTTOITGTT
CPCTCTTITCAT IGED AR AARCANTAGACAGACACACAGARANAGEANGA
GRGAGAATAARMACATART GTGAGTAYCACAGACRARRGT AT ACAAAAGTT
GTACCAARATGGETTGTACAAATATCAT IGRCGAATTTGACARARGCTACAL
ABATAAGGGTTARITGCTSTARATAAATAAGEAT UACGOATTAGACAGATG
TACCATTAGROAAT T ETTGECAAGTCAT TANARRGARAGRATAARTTATTT
TIAABLTNRAAAGTTGAGTCATT TGATTARACATG L GATTATTTARTGAAT
TRATCAGAGACTIGGATTAAAGT IGTATIARTGATTAGRATTTEGGTATCAR

' ATTTARTE TEACATETGRT CTTTICCTATATAT TECCCCATAGAGTCATTT

ARCTCATTTTRAYATTTCATAGRTCAAATABGAGRAATARCEGYATAT TAA
TCCCRCCARCAARANAARAAAAARARCECTATATTTACT ARMNAATCTARG
CCACGTASHAGEATARCATCCARTCCARCCAATCACANCARTCCTIGATEAG
APAACCCACTITAAGCCCACECACTICTATCECACATCTACATTATCTBAAT
CACACATTCTTCCACACRTCIUABCCACACAAMAACCRATCCACATCTLTA,
TCATCCATTCTATAARARRTCACACT TTGT GAGTCTACACTTTGRTTCCCT
TCARACACATACAARGAGAAGAGACTART TARTTARTIARTCATCTTGAGR
GAAMGCCCIECAGARTRCCCCCATCAACCGACTECATCTTTTAGRIGETACC
AGCTTTCCATCAGCACTITATCCTGAT ! CATGRAATTARGAGUAGARATGG

ATACARCCATCTTCATTCTTARCCAARTACTTAGCAACAGTAGCCAAACCAT
ARAGTCTCTGAACCTTTCCATCTTGTTGAGTACGAACTGAACAAGTGAGGA
TATTGCTAACAAGCCARGAGACGCAACATTCGGTCCARCATRACTGGTGCAT
CAGGETTAGTTGTTGCTAGCTGAGARGCAATTTCAATAGGTGARAATTTGAG
CACCAGGTCCAGCTITAGCRATGAT TTCTARGAGATCAAGT TCAAGAGCTG
ATTTCARAATCATGGGAAGARACTGAAGCACT TGCTAGTTGCATGGCGAAGA
GETTTGCTTCTPCATCTGATATGTGEETTGEGTGTTAT I TGAGT TTCACCTG
TTGAACCCATGETTGTGATTGATGAGETTITTGTGAGATTGRATTCTGGAC
CIGGETGCTCAAATTTCACCTATTGAAATTGCTTCTCAGCTACCRACRACTA
ACCCTGATGCACCAGTTATGTTGGACCCRATGTTGCETCTCTTGECTTGT'T
ACBRATATCCTCACTTGTTCAGTTCGTACTCAACAAGATGGARAGGTTCAGA,
GACTTTATGGTTTGGCTACTGT TGCTAAGTATT TEGT TAAGAATGAAGATG
GTGTATCCATTTCTGCTCTTAATCTCATGAATCAGGATAAAGTGCTCATGE
AAAGCTGGTACCACCTAARAGATGCAGTCCTTGATGCEGGCATTGGATCCA
TCTTARTAGTATTGATTAATGTTCCTTTAT T TGTTGTGTGETGGTACCTAG
AATTTTATAAGAATGGARATICTAATGATTAGGAAAGAAATGARTATTAGA
GTIGTGAATTTCCTGAT TTGPGAAGGAAGTAGT FAGGCTY TATATAGAGGT
TICTTTCTART I TGGAGGCTACATATATTTACAATTATTATAATATTATTA
TGTGIGTTGGTGTGCTATGTCTGT TTGGTAGGT GAT CAGCGACAAGTTGCA
ARAGTAGGAGGARAAAAGTGGGTTTGTTGARAATTAATTATGGCCGTTCGA
TTATCTCTTACTATTGARCGGTTATGATGTTGCARCGTGECACTCTTGGAT
CGTGGTATTCITGTACCTTCETTGGGAGARAATCTTGTGTGGACCAGGACC
ARGARTTTTGGTTTGGTCACACACACARAAATTTGTCTITCTCTCICTICTC
TTCTCTCTTCICCATTTTCICTCTCTTCTCICTTCTCTCTCCTCTCTCICT
ACCTCTGTGTACACTGCCTCCCTCAGCTGCCACCATACGCTTCACCTCTGE
CACCRACCTCTGCCACCATACGCTTCACCT CAACACCTCCCCCCACTGCTCC
GAGTCAACAGATARACRAATTAGCCACAGACACAAATTTGTTCTCTGTTARC
TCARACARACCTCCTGREACARACARCAARAAAGGAGCATCTCCTAACCACCTA
TCCARCCARAACAACGTATCAACCCCATCGCCARCCCTCCTCACCACCTGA
CTCTCARACCARACCACTATCCCCAACACCAGCCCTACCAGARAGACGACTC
ACCTCTCTCTGCCCCTGTGTACACTGCCTCCT CTCTCTAGATTATGCGGGC
TARCGEGCTECCCECEECCCTTTCEEECTAGCCCTAACGGGTACCGGGCCC
CGGCAGGATGTATACAGAGGTATAC

50



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

59 | Promotor COMT de
maiz

ES 2534426 T3

TTCCACGGCAGCTGCCACCGTCGCTATCGCTGACCARCCCEGCTGGTCGCC
TCTGTGCTCCATCCATGCATGTTACAACTATGCAGATGCAGCCGAARCAAA
CACTGGCTAGARAGGCAGCCCAACGGGUCTACTGTCATTCGCTCCGGCATC
CTACTGGTGGGCCCACTTGCACCGGCCGATGACCAGTTICATCATTTTTICTC
GACGRATTTGTCGCACAGARATTTGCTAAARATT CTTCGCACGTGGCARAACT
AGQGGGAARATCGACAACTAGTCGGGET I TTTTTAATTCCCTGATAGRATA
GTCCCPGCTAATCATCCATGAARACCAAACACGTACTCTACETCACCGTCA
TGEATGGAGCGAGTGAACTGATGATTTTTITCCCCATCCCGCACGCARCAGC
ATGGGTGACAACARACCACTCCCGCTGCGGTTGGGCGAGCACATCTCTACGC
ACTTGACACTCACGCARACCTARCGCATACTAGAGTAATCATCGCCACCAA
CTATCGGCGACAGARACGATGEGCCCCGCTTCTCTTAATCACGGTGCTTGA
ATTAGTGCCGUCGCATAGTAGTIGAAAPATARTAGTGARAAATAAGCAGTGCGT
GITTTGGTGTGET GEGTTGEGTGAGCCETCCGCCCCARATARRAAACCCCTCGCA
CCACCTCGTCCCT
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REIVINDICACIONES

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
polinucledtido, en donde ni el primero ni el segundo polinucleétido se enlaza operativamente a un terminador, en
donde dicho constructo produce moléculas de &cido nucleicoque previenen o reducen la expresion de un gen o de
un producto génico, y en donde (a) el primer polinucleétido comprende una secuencia de al menos 23 nucledtidos
contiguos que comparte identidad de secuencia con un gen objetivo un elemento regulador que se asocia con el
gen objetivo, un exdn del gen objetivo, un intrén del gen objetivo, una regién 5'-no traducida del gen objetivo, y/o la
region 3' no-traducida del gen objetivo, (b) el segundo polinucleétido esta orientado como una copia de repeticion
invertida del primer polinucleétido, y (c) el primer promotor y el segundo promotor se orientan para introducir
transcripcion convergente del primer polinucleétido y el segundo polinucleétido.

El constructo de la reivindicacion 1, en donde ni el primero ni el segundo polinucleétido se enlaza operativamente a
(i) un gen terminador nos, (ii) la secuencia 3' no-traducida del gen T-ADN 7, (iii) la secuencia 3' no-traducida del
principal gen de inclusién de la proteina corporal del virus del mosaico de la coliflor, (iv) las secuencias 3' no-
traducidas de la subunidad menor de la ribulosa 1,5-bisfosfato carboxilasa de chicharo, (v) las secuencias 3' no-
traducidas del gen ubiquitina-3 de la papa, o (vi) las secuencias 3' no-traducidas del gen inhibidor de proteinasa Il
de la papa, (vii) las secuencias 3' no-traducidas de los genes de opina (viii) las secuencias 3' no-traducidas de
genes enddgenos.

El constructo de la reivindicacion 1, en donde el gen objetivo es un gen COMT implicado en la biosintesis de
lignina, un gen CCOMT implicado en la biosintesis de lignina, cualquier otro gen implicado en la biosintesis de
lignina, un gen R1 implicado en la fosforilacion del almidon, un gen fosforilasa implicado en la fosforilacion del
almidén, un gen PPO implicado en la oxidacién de los polifenoles, un gen poligalacturonasa implicado en la
degradacion de la pectina, un gen implicado en la produccion de alergénos, un gen implicado en la biosintesis de
acido graso tal como FAD2.

El constructo de la reivindicacion 1, en donde el primer y segundo promotores son funcionales en una planta y en
donde el casete de expresion se ubica entre secuencias bordes del ADN de transferencia de un plasmido que es
adecuado para la transformacion de la planta mediada por bacteria, en donde la bacteria es una cepa de
Agrobacterium, Rhizobium, o Phyllobacterium.

El constructo de la reivindicacion 1, que ademas comprende un polinucledtido separador posicionado entre el
primer y segundo polinucleétidos, en donde el polinucleétido separador es 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 nucleétidos de largo.

El constructo de la reivindicacion 1, en donde el primer promotor es un promotor constitutivo, un promotor
constitutivo cercano, un promotor especifico de tejido, o un promotor inducible y en donde el segundo promotor es
un promotor constitutivo, un promotor constitutivo cercano, un promotor especifico de tejido, o un promotor
inducible.

Un plasmido de transformacion que comprende el constructo de la reivindicacion 1, en donde el plasmido de
transformacién comprende un casete de expresion, que comprende en la orientacion 5' a 3' (1) un primer promotor
que se enlaza operativamente a (2) un primer polinuceétido deseado, que limita con (3) al menos un polinucleétido
separador opcional, donde el extremo 3' de uno de los polinucle6tidos separadors limita con (4) un segundo
polinucledtido deseado, que se enlaza operativamente a (5) un segundo promotor, en donde ningun polinucleétido
deseado en el casete de expresion se enlaza operativamente a cualquier terminador de la transcripcién, en donde
dicho constructo produce moléculas de acido nucleico que previenen o reducen la expresion de un gen o de un
producto génico, y en donde el segundo polinucleétido deseado esta orientado como un complemento inverso del
primer polinucleétido deseado.

El plasmido de transformacioén de la reivindicacion 7, en donde (a) al menos parte del primer polinucleétido deseado
esta en la orientacion antisentido; o (b) al menos parte del primer polinucleétido deseado esta en la orientacion
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sentido; o (c) al menos parte del primer polinucle6tido deseado de (a) o (b) es una secuencia del promotor o
comparte identidad de secuencia con una secuencia del promotor.

El plasmido de transformacion de la reivindicacion 8, en donde la secuencia de (c) comparte identidad de secuencia
con un promotor que se asocia con un gen enddgeno y se selecciona del grupo consistente de (1) un promotor del
gen R1 asociado al almidén, (2) un promotor del gen polifenol oxidasa, (3) un promotor del gen acido graso
desaturasa 12, (4) un promotor del gen microsomal 4cido graso omega-6 desaturasa, (5) un promotor del gen delta
9 portador de estearoilacil-desaturasa de algodoén, (6) un promotor del gen oleoilfosfatidilcolina omega 6-
desaturasa, (7) un promotor del gen &cido cafeico/acido 5-hidroxiferulico 3/5-0-metiltransferasa (COMT) de
Medicago truncatula, (8) un promotor del gen acido cafeico/acido 5-hidroxiferulico 3/5-O-metiltransferasa (COMT)
de Medicago sativa (alfalfa), (9) un promotor del gen cafeoil CoA 3-O-metiltransferasa (CCOMT) de Medicago
truncatula, (10) un promotor del gen cafeoil CoA 3-0-metiltransferasa (CCOMT) de Medicago sativa (alfalfa), (11) un
gen COMT de Zea mays (maiz), (12) un promotor del gen del alérgeno principal de manzana Mal d [, (13) un
promotor del gen del alérgeno principal del cacahuete Ara h 2, (14) un promotor del gen del alérgeno principal del
frijol de soja Gly m Bd 30 K, (15) un promotor del gen poligalacturonasa, (16) cualquier otro promotor endégeno.

El plasmido de transformacion de la reivindicacion 9, en donde (1) (i) al menos uno del primer y segundo
promotores es un promotor GBBS vy (ii) el primer polinucleétido deseado es una secuencia que comparte identidad
de secuencia con al menos una parte de un promotor asociado con un gen polifenol oxidasa; (2) tanto el primero
como el segundo promotores son promotores GBSS; o (3) el primer promotor es un promotor GBBS y el segundo
promotor es un promotor AGP.

Un método para reducir la expresion de un gen normalmente capaz de expresarse en una célula de planta, que
comprende exponer una célula de planta al constructo de la reivindicacion 1, en donde el constructo se mantiene
en una cepa bacteriana, seleccionada del grupo consistente de Agrobacterium tumefaciens, Rhizobium trifolii,
Rhizobium leguminosarum, Phyllobacterium myrsinacearum, SinoRhizobium meliloti, y MesoRhizobium loti, en
donde el polinucleétido deseado comprende una secuencia que comparte identidad de secuencia con una
secuencia objetivo en el genoma celular de la planta.

El constructo de la reivindicacion 1, que comprende un casete de expresion que comprende en la orientacion de 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 de promotor asociada con un gen objetivo, (iii)) un segundo
polinucledtido que comprende una secuencia que comparte identidad de secuencia con el complemento inverso de
al menos parte del promotor asociado con el gen objetivo, y (iv) un segundo promotor, en donde el primer promotor
se enlaza operativamente al extremo 5' del primer polinucleétido y el segundo promotor se enlaza operativamente
al extremo 3' del segundo polinucleétido, en donde dicho constructo produce moléculas de acido nucleico que
previenen o reducen la expresion de un gen o de un producto génico, y en donde ni el primero ni el segundo
polinucledtido se enlaza operativamente a un terminador, y en donde el segundo polinucleétido esta orientado
como un complemento inverso del primer polinucleétido.

Un plasmido de transformacion de planta que comprende el constructo de la reivindicacion 1, en donde el plasmido
de transformacion de planta, comprende la secuencia descrita en la sec. con nim. de ident.: 40 o0 42.

Un método para reducir el endulzamiento inducido por frio en un tubérculo, que comprende expresar el constructo
de la reivindicacién 1 en una célula de un tubérculo, en donde (a) el primer polinucleétido comprende la secuencia
gque comparte identidad de secuencia con al menos una parte de un gen R1 o con al menos una parte de un
promotor del gen R1, (¢c) uno o ambos de los primero y segundo promotores son GBSS o AGP, y (d) expresién del
constructo en la célula reduce la transcripcion y/o traduccion de un gen R1 en un genoma celular de tubérculo,
reduciendo asi el endulzamiento inducido por frio en el tubérculo.

El método de la reivindicacion 14, en donde el primer polinucleétido comprende la secuencia representada en la
sec. con nim. de ident.: 23 o0 24.

Un método para mejorar la tolerancia a la mancha negra por magullamiento en un tubérculo, que comprende
expresar el constructo de la reivindicacién 1 en una célula de un tubérculo, en donde (a) el primer polinucleétido
comprende la secuencia que comparte identidad de secuencia con al menos parte de un gen polifenol oxidase
expresado en un tubérculo un promotor de un gen polifenol oxidase expresado en un tubérculo, (¢) uno o ambos de
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los primero y segundo promotores son GBSS o AOP, y (d) y expresion del constructo en la célula reduce la
transcripcion y/o traduccion de un gen polifenol oxidase en un genoma celular de tubérculo, mejorando asi la
tolerancia del tubérculo a la mancha negra por magullamiento.

El método de la reivindicacion 16, en donde el primer polinucleétido comprende la secuencia de sec. con num. de
ident.: 26 o 27.

Un método para aumentar los niveles de &cido oleico en una planta que porta aceite, que comprende expresar el
constructo de la reivindicacién 1 en una célula de una semilla de una planta que porta aceite, en donde (a) el primer
polinucledtido comprende una secuencia que comparte identidad de secuencia con al menos una parte de un gen
Fad2 o un promotor del gen Fad2, (c) uno o ambos de los primero y segundo promotores son gen nabo, el gen
Fad2, o promotores del gen estearoil-ACP desaturasa, y (d) expresion del constructo en la célula reduce la
transcripcion y/o traduccién de un gen Fad2 en la célula de la semilla de la planta que porta aceite, aumentando asi
el contenido de aceite de la semilla.

El método de la reivindicacién 18, en donde (i) el primer polinucle6tido comprende la secuencia representada en la
sec. con ndim. de ident.: 28 o una secuencia que comparte identidad de secuencia con al menos una parte de la
sec. con nim. de ident.: 28; o (ii) la secuencia la secuencia del promotor del gen nabo comprende la secuencia
representada en la sec. con nim. de ident.: 30; o (iii) la secuencia del promotor del gen estearoil-ACP desaturasa
comprende la secuencia representada en la sec. con nim. de ident.: 31; o (iv) la secuencia del promotor del gen
Fad2 comprende la secuencia representada en la sec. con nim. de ident.: 32, o permutaciones de (i)-(iv) existentes
en el constructo.

El método de la reivindicacion 19, en donde la planta portadora de aceite es una planta Brassica, planta de canola,
planta de frijol de soja, planta de algodén, o una planta de girasol.

Un método para reducir el contenido de lignina en una planta, que comprende expresar el constructo de la
reivindicacién 1 en una célula de la planta, en donde (a) el primer polinucleétido comprende una secuencia que
comparte identidad de secuencia con al menos parte de la secuencia del promotor asociada a un gen seleccionado
del grupo consistente del gen de acido cafeico/acido 5-hidroxiferulico 3/5-0-metiltransferasa (COMT) y gen cafeoil
CoA 3-0-metiltransferasa (CCOMT), (c) uno o ambos de los primero y segundo promotores son promotores de
genes petE o Pal, y (d) expresion del constructo en la célula reduce la transcripcion y/o traduccién de un gen
COMT o CCQMT en la célula de la planta, reduciendo asi el contenido de lignina en una planta.

El método de la reivindicacion 21, en donde la planta es una planta de alfalfa y en donde el primer polinucle6tido
comprende al menos una parte de la secuencia representada en la sec. con nim. de ident.: 33 0 37.

Un método para reducir la degradacion de la pectina en un fruto de una planta, que comprende expresar el
constructo de la reivindicacion 1 en una célula fruto de la planta, en donde (a) el primer polinucleétido comprende la
secuencia de una parte del gen de la poligalacturonasa, (c) ambos de los primero y segundo promotores son
promotores especificos de la fruta, y (d) expresion del constructo en la célula de fruta reduce la transcripcién y/o
traduccion de un gen de la poligalacturonasa en la célula de la planta, reduciendo asi la degradacion de la pectina
en el fruto.

El método de la reivindicacién 23, en donde el primer polinucleétido comprende la secuencia representada en la
sec. con num. de ident.: 39 o al menos una parte de la secuencia representada en la sec. con nim. de ident.: 39.

Un método para reducir la alergenicidad de un alimento producido por una planta, que comprende expresar el
constructo de la reivindicacion 1 en una célula de una planta, en donde (a) el primer polinucleétido comprende la
secuencia de una parte de un gen que codifica un alérgeno, y (c) la expresion del constructo reduce la transcripcion
y/o traduccién del alergeno, reduciendo asi la alergenicidad de un alimento producido por la planta.

El método de la reivindicaciéon 25, en donde (1) (a) la planta es una planta de manzana, (b) la comida es una
manzana, (c) el primer polinucleétido comprende una secuencia del promotor del gen Mal d |, y (d) la expresién del
constructo en una planta de manzana reduce la transcripcion y/o traduccién de Mal d | en la manzana; o (2) (a) la
planta es una planta de cacahuete, (b) la comida es un cacahuete, (c) el primer polinucle6tido comprende una
secuencia del promotor del gen de Ara h 2, y (d) la expresién del constructo en el planta de cacahuete reduce la
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transcripcion y/o traduccién de Ara h 2 en el cacahuete; o (3) (a) la planta es una planta de frijol de soja, (b) la
comida es un frijol de soja, (c) el primer polinucleétido comprende una secuencia del promotor del gen Gly m Bd, y
(d) la expresion del constructo en el planta de frijo de soja reduce la transcripcion y/o traduccion de Gly m Bd en el
frijol de soja.

Un método para la regulacién negativa de la expresion de multiples genes en una planta, que comprende expresar
en una célula de una planta (1) un constructo que comprende la secuencia que comparte identidad de secuencia
con al menos parte de la secuencia representada en la sec. con num. de ident.: 40, que regula negativamente la
expresion del gen de la polifenol oxidasa, fosforilasa L, y el gen R1 en la célula vegetal; o (2) un constructo que
comprende la secuencia representada en la sec. con nim. de ident.: 42, que regula negativamente la expresion del
gen de la polifenol oxidasa, gen fosforilasa L, y gen R1 en la célula vegetal.

El método de la reivindicacién 19, en el que el primer polinucleétido comprende una secuencia con homologia a (i)
al menos parte de la secuencia representada en la sec. con nim. de ident.: 28; o (ii) al menos parte de la secuencia
del promotor asociado con el gen nabo que se representa en la sec. con nim. de ident.: 30; o (iii) al menos parte de
la secuencia del promotor del gen estearoil-ACP desaturasa se representa en la sec. con nim. de ident.: 31; o (iv)
al menos parte de la secuencia del promotor del gen Fac2 representada en la sec. con ndm. de ident.: 32, o
permuataciones de (i) - (iv) existentes en el constructo.
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Figura 9
Parte del promotor P1 que facilita el silenciamiento génico

CARGTGGGGAACAAARTAACGTGGARRAGAGCTGTCCTGACAGCCCACT CACTARTGCGTATGACGARCGCAGTGAC
GACCACARAAGE (SEQ ID NO: 60)
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FIGURA 10 (CONTINUACION)
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FIGURA 10 (CONTINUACION)
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