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DESCRIPCION
Elementos reguladores de plantas y sus usos
Antecedentes

Los elementos reguladores son elementos genéticos que regulan la actividad genética modulando la transcripcion de
una molécula de polinucleétido que se puede transcribir a la que se unen operativamente. Tales elementos incluyen
promotores, lideres, intrones, y regiones 3’ sin traducir, que son utiles en el campo de la biologia molecular de
plantas y modificacion genética de plantas.

El documento 2007/0130645 describe promotores del maiz que dirigen la expresion inter alia en las raices.

Sumario de la invencién

La presente invencion proporciona nuevos elementos reguladores del mijo (Setaria italica (L.) Beauv) para su uso en
plantas. En particular la invencién proporciona una molécula de ADN que comprende un elemento regulador que
tiene una secuencia de ADN que se selecciona de entre el grupo que consiste en:

(a) una secuencia que tiene una identidad de secuencia de al menos un 95 por ciento con la secuencia de
longitud completa de ADN que se selecciona de entre las SEC ID N°: 14, 15y 17 y que tiene actividad genética
reguladora,

(b) una secuencia que se selecciona de entre las SEC ID N°: 14, 15y 17-20, y

(c) un fragmento que comprende al menos 250 nucledtidos contiguos de una secuencia de ADN que se
selecciona de entre las SEC ID N°: 14, 15y 17-20 con actividad promotora,

en que dicho elemento regulador esta unido operativamente a una molécula de polinucledtido que se puede
transcribir.

La presente invencion proporciona también construcciones de ADN que comprenden los elementos reguladores. La
presente invencion proporciona también células vegetales transgénicas, plantas y semillas que comprenden los
elementos reguladores unidos operativamente a una molécula de polinucleétido que se puede transcribir.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 ilustra las tres variantes promotoras disefiadas a partir de los elementos reguladores del gen de
proteina de transferencia de lipidos. La SEC ID N° 15 es P-SETit.Rcc3-1:1:1 y tiene una longitud de 2062 pares
de bases de nucleétidos; la SEC ID N° 18 es P-SETit.Rcc3-1:1:10 y tiene una longitud de 1563 pares de bases
de nucleotidos.

La Figura 2 ilustra las dos variantes promotoras disefiadas a partir de los elementos reguladores del gen de la
proteina tipo metalotioneina. La SEC ID N° 5 es P-SETit.Mtha-1:1:1 y tiene 483 pares de bases de larga; la SEC
ID N° 8 es P-SETit.Mthb-1:1:2 y tiene 1516 pares de bases de longitud.

Las Figuras 3A y 3B ilustran colectivamente un alineamiento de secuencia producida con el uso de alineamiento
de secuencias multiples de las dos variantes alélicas de los promotores a partir del gen de la proteina
relacionada con la deshidratacion. En el consenso bajo las secuencias alineadas, las coincidencias se marcan
con “*”, la no coincidencias se marcan con “.”, y las eliminaciones/inserciones se marcan con “-“. Las dos
variantes alélicas tienen idénticas secuencias lider, pero las secuencias promotoras eran variantes de la
secuencia cuando se alineaban. La SEC ID N° 10 es P-SETit.DRPa-1:1:1 y la SEC ID N° 13 es P-SETit.DRPb-
1:1:1.

Descripcion detallada de la invenciéon

Las definiciones y procedimientos siguientes se proporcionan para definir mejor la presente invencion y para guiar a
los expertos habituados en la técnica en la practica de la presente invencién. A menos de que se sefale otra cosa,
los términos se entienden de acuerdo al uso convencional de los expertos habituados en la técnica relevante.

Moléculas de ADN

Como se utiliza en el presente documento el término “ADN” o “molécula de ADN” se refiere a una molécula de ADN
de doble cadena de origen gendémico o sintético, es decir, un polimero de bases de desoxirribonucledtidos o una
molécula de polinucleétido, que se lee desde el extremo 5’ (corriente arriba) hasta el extremo 3’ (corriente abajo).
Como se utiliza en el presente documento, la expresién “secuencia de ADN” se refiere a la secuencia de nucleétidos
de una molécula de ADN. La nomenclatura que se utiliza en el presente documento es la requerida por el Titulo 37
del Cdédigo de Estados Unidos de Regulaciones Federales § 1.822 y se expone en las tablas del WIPO Standard
ST.25 (1998), Apéndice 2, Tablas 1y 3.

Como se utiliza en el presente documento, la expresion “molécula de ADN aislada” se refiere a una molécula de

ADN que esta separada al menos parcialmente de otras moléculas a las que esta asociada normalmente en su
estado nativo o natural. En una realizacion, el término “aislado” se refiere a una molécula de ADN que esta separada
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al menos parcialmente de los acidos nucleicos que flanquean normalmente la molécula de ADN en su estado nativo
o natural. Por lo tanto, las moléculas de ADN fusionadas con secuencias reguladoras o codificantes con las que no
se asocian normalmente, por ejemplo como resultado de técnicas recombinantes, se consideran aisladas en el
presente documento. Tales moléculas se consideran aisladas incluso cuando se integran en el cromosoma de una
célula huésped o estan presentes en una solucién de acido nucleico con otras moléculas de ADN.

Se puede utilizar cualquiera de varios procedimientos bien conocidos por los expertos en la técnica para aislar y
modificar una molécula de ADN, o un fragmento de la misma, que se desvelan en la presente invencion. Por
ejemplo, se puede utilizar la tecnologia PCR (reaccién en cadena de polimerasa) para amplificar una molécula
particular de ADN de partida y/o producir variantes de la molécula original. Las moléculas de ADN, o fragmentos de
las mismas, también se pueden obtener por otras técnicas tales como por sintesis directamente del fragmento por
medios quimicos, como se practica cominmente utilizando un sintetizador de oligonucleétidos automatico.

Como se utiliza en el presente documento, la expresién “identidad de secuencia” se refiere a la extensién en la que
son idénticas dos secuencias de polinucleétidos alineadas 6ptimamente. Un alineamiento de secuencia 6ptimo se
crea por el alineamiento manual de dos secuencias, por ejemplo, una secuencia de referencia y otra secuencia,
maximizando el numero de coincidencias de nucleétidos en el alineamiento de secuencia con las apropiadas
inserciones, eliminaciones o huecos internos de nucleétidos. Como se utiliza en el presente documento, la expresion
“secuencia de referencia” se refiere a una secuencia proporcionada en las SEC ID N°: 14, 15y 17-20.

Como se utiliza en el presente documento, la expresion “porcentaje de identidad de secuencia” o “porcentaje de
identidad” o “% de identidad” es la fraccion de identidad 100 veces. La “fraccion de identidad” de una secuencia que
esta alineada 6ptimamente con una secuencia de referencia es el numero de coincidencias de nucleétidos en el
alineamiento 6ptimo, dividido por el numero total de nucledtidos de la secuencia de nucledtidos, por ejemplo, el
numero total de nucledtidos en la longitud completa de la secuencia de referencia entera. Por lo tanto, una
realizaciéon de la invencién es una molécula de ADN que comprende una secuencia que cuando se alinea
6ptimamente con una secuencia de referencia, que se proporciona en el presente documento como las SEC ID N°:
14, 15y 17-20, tiene aproximadamente una identidad del 95 por ciento o mas, o al menos una identidad de 96 por
ciento, una identidad del 97 por ciento, una identidad del 98 por ciento, o una identidad del 99 por ciento respecto a
la secuencia de referencia y tiene actividad genética reguladora.

Elementos reguladores

Un elemento regulador es una molécula de ADN que tiene actividad reguladora, es decir, la que tiene la capacidad
de afectar a la transcripcion y/o la traduccidon de una molécula de polinucleétido que se puede transcribir a la que
esta unida operativamente. La expresion “actividad genética reguladora” por tanto se refiere a la capacidad para
afectar el patron de expresion de una molécula de polinucleétido que se puede transcribir a la que esta unido
operativamente afectando la transcripcion y/o traduccion de la molécula de polinucleétido que se puede transcribir a
la que se une operativamente. La actividad genética reguladora puede ser positiva y/o negativa y el efecto se puede
caracterizar por sus cualidades temporales, espaciales, de desarrollo, tisulares, ambientales, fisioldgicas,
patolégicas, de ciclo celular, y/o de reaccionar quimicamente asi como por las indicaciones cuantitativas o
cualitativas.

Los elementos reguladores tales como promotores, lideres, intrones, y regiones de terminacion de la transcripcion,
son moléculas de ADN que tienen actividad genética reguladora y tienen un papel en una parte integral en la
expresion total de genes en células vivas. La expresion “elemento regulador” se refiere a una molécula de ADN que
tiene actividad genética reguladora, es decir, que tiene la capacidad de afectar la transcripcién y/o traduccion de una
molécula de polinucledtido que se puede transcribir a la que esta unida operativamente. Los elementos reguladores
aislados, tales como promotores y lideres, que funcionan en plantas y por lo tanto son utiles para modificar los
fenotipos vegetales por medio de los procedimientos de modificacion genética.

Los elementos reguladores se pueden caracterizar por su patron de expresion, es decir, como constitutivo y/o por su
patron de expresion temporal, espacial, de desarrollo, tisular, ambiental, fisiologica, patoldgica, de ciclo celular, y/o
de reaccionar quimicamente, y cualquier combinacion de los mismos, asi como por las indicaciones cuantitativas o
cualitativas. Un promotor es util como elemento regulador para modular la expresion de una molécula de
polinucleétido que se puede transcribir a la que esta unido operativamente.

Como se utiliza en el presente documento, un “patrén de expresion genética” es cualquier patron de transcripcion de
una molécula de ADN unida operativamente en una molécula de ARN que se transcribe. La expresién se puede
caracterizar por sus calidades temporales, espaciales, de desarrollo, tisulares, ambientales, fisiologicas, patoldgicas,
de ciclo celular, y/o de reaccionar quimicamente asi como por las indicaciones cuantitativas o cualitativas. La
molécula de ARN que se ha transcrito se puede traducir para producir una molécula de proteina o puede
proporcionar una molécula de ARN antisentido u otra molécula reguladora, tal como un dsARN, un rARN y un
miARN.

Como se utiliza en el presente documento, la expresidon “expresion proteica” es cualquier patrén de traducciéon de
una molécula de ARN que se transcribe en una molécula de proteina. La expresion proteica se puede caracterizar
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por sus cualidades temporales, espaciales, de desarrollo, o morfolégicas asi como por indicaciones cuantitativas o
cualitativas.

Como se utiliza en el presente documento, el término “promotor” se refiere generalmente a una molécula de ADN
que esta implicada en el reconocimiento y union de la ARN polimerasa Il y otras proteinas (factores de transcripcion
que actuan como trans) para iniciar la transcripcion. Un promotor se puede aislar inicialmente a partir de la regién 5’
no traducida (5° UTR) de una copia genémica de un gen. De manera alternativa, los promotores pueden ser
moléculas de ADN producidas sintéticamente o modificadas. Los promotores también pueden ser quiméricos, es
decir, un promotor que se produce por medio de la fusion de dos o mas moléculas de ADN heterdlogas. Los
promotores utiles en la practica de la presente invencion incluyen la SEC ID N° 20 o fragmentos o variantes de la
misma.

En una realizacién, se proporcionan fragmentos de una secuencia promotora que se desvela en el presente
documento. Los fragmentos de un promotor pueden tener actividad promotora, y pueden ser utiles solos o en
combinacién con otros promotores y fragmentos de promotor, tal como en la construcciéon de promotores quiméricos.
En realizaciones especificas, se proporcionan fragmentos de un promotor que comprenden al menos
aproximadamente 250, 500, o aproximadamente 750 nucledtidos contiguos de una molécula de polinucledtido que
tiene la actividad promotora desvelada en el presente documento. Tales fragmentos pueden tener al menos
aproximadamente un 85 por ciento, aproximadamente un 90 por ciento, aproximadamente un 95 por ciento,
aproximadamente un 98 por ciento, o aproximadamente un 99 por ciento, o mas, de identidad con una secuencia de
referencia cuando se alinea éptimamente con la secuencia de referencia.

Un promotor o fragmento de promotor se puede analizar también por la presencia de elementos promotores
conocidos, es decir, caracteristicos, en la secuencia de ADN, tales como TATA-box y otros motivos conocidos del
sitio de unién del factor de transcripcién. La identificacion de tales elementos promotores conocidos se pueden
utilizar por un experto en la técnica para disefar variantes del promotor que tienen un patrén de expresién similar al
promotor original.

Como se utiliza en el presente documento, el término “amplificador” o “elemento amplificador” se refiere a un
elemento que actlia como regulador cis de la transcripcion, el elemento cis a.k.a., que confiere un aspecto del patréon
de expresion completo, pero que habitualmente es insuficiente solo para dirigir la transcripcion, de una secuencia de
nucledétido a la que esta unido operativamente. A diferencia de los promotores, los elementos amplificadores no
incluyen habitualmente un sitio de inicio de la transcripcion (TSS) o TATA box. Un promotor puede comprender
naturalmente uno o mas elementos amplificadores que afectan la transcripciéon de una secuencia de polinucleétido a
la que estan unidos operativamente. Un elemento amplificador aislado también puede fusionarse con un promotor
para producir un elemento promotor cis quimérico, que confiere un aspecto de la modulacion total de la expresion
genética. Un promotor o fragmento de promotor puede comprender uno o mas elementos amplificadores que
efectlan la transcripcion de genes unidos operativamente. Se cree que muchos elementos amplificadores se unen a
proteinas de uniéon a ADN y/o afectan la topologia del ADN, produciendo conformaciones locales que permiten o
restringen selectivamente el acceso de ARN polimerasa a la estructura de ADN o que facilitan la apertura selectiva
de la doble hélice en el sitio del inicio de la transcripcién. Un elemento amplificador puede funcionar para unir
factores de transcripcion que regulan la transcripcion. Algunos elementos amplificadores se unen a mas de un factor
de transcripcion, y los factores de transcripcion pueden interactuar con diferentes afinidades con mas de un dominio
amplificador. Los elementos amplificadores pueden identificarse por varias técnicas, incluyendo el analisis de
eliminacién, es decir, eliminando uno o mas nucleétidos del extremo 5 o internos de un promotor; analisis de
proteina de unién a ADN que utiliza la huella de DNasa 1, interferencia por metilacion, ensayos de electroforesis de
cambio de movilidad, huella genémica in vivo por PCR mediada por ligadura, y otros ensayos convencionales; o por
analisis de similitud de secuencia de ADN utilizando motivos de elementos cis conocidos o elementos amplificadores
como secuencia diana o motivo diana con procedimientos de comparacién de secuencia de ADN, tal como BLAST.
La estructura detallada de un dominio amplificador se puede estudiar adicionalmente por mutagénesis (o sustitucion)
de uno o mas nucledtidos o por otros procedimientos convencionales. Los elementos amplificadores se pueden
obtener por sintesis quimica o por aislamiento a partir de elementos reguladores que incluyen tales elementos, y se
pueden sintetizar con los nucleétidos adicionales que lo flanquean que contienen sitios de enzimas de restriccion
utiles para facilitar la modificacion posterior. Por lo tanto, el disefio, construccion y uso de los elementos
amplificaciones de acuerdo con los procedimientos que se desvelan en el presente documento para la modulacién
de la expresion de moléculas de polinucleétido que se pueden transcribir a las que estan unidos operativamente
estan englobados en la presente invencion.

Como se utiliza en el presente documento, el término “lider” se refiere a una molécula de ADN que se aisla a partir
de una region 5’ sin traducir (5° UTR) de una copia genética de un gen y se define generalmente como un segmento
de nucledtido entre el sitio de inicio de la transcripcion (TSS) y el sitio de inicio de la secuencia que codifica la
proteina. De manera alternativa los lideres pueden ser moléculas de ADN producidos sintéticamente o modificados.
Un lider se puede utilizar como un elemento regulador 5 para modular la expresién de una molécula de
polinucleétido a la que estd unido operativamente. Las moléculas lideres se pueden utilizar con un promotor
heterélogo o con su promotor nativo. Las moléculas promotoras de la presente invencion pueden por lo tanto unirse
operativamente a su lider nativo o se pueden unir operativamente a un lider heterdlogo. Los lideres utiles en la
practica de la presente invencion incluyen la SEC ID N° 16 o fragmentos o variantes de la misma.
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Como se utiliza en el presente documento, el término “quimérico” se refiere a una Unica molécula de ADN que se
produce por la fusion de una primera molécula de ADN con una segunda molécula de ADN, donde ni la primera ni la
segunda molécula de ADN se encuentran de otra manera normalmente en la naturaleza. Como se utiliza en el
presente documento, la expresiéon “promotor quimérico” se refiere a un promotor que se produce por medio de tal
modificacion de moléculas de ADN. Un promotor quimérico puede combinar dos o mas fragmentos de ADN; un
ejemplo seria la fusién de un elemento promotor a un amplificador. Por lo tanto, el disefio, construccién y uso de los
promotores quiméricos de acuerdo con los procedimientos desvelados en el presente documento para la modulacién
de moléculas de polinucleétido que se pueden transcribir a las que estan unidos operativamente estan englobados
en la presente invencion.

Como se utiliza en el presente documento, el término “variante” se refiere a una segunda molécula de ADN que es
similar en composicioén, pero no idéntica, a una primera molécula de ADN y la segunda molécula de ADN mantiene
aun la funcionalidad general, es decir, el mismo o similar patron de expresion, que la primera molécula de ADN. Una
variante puede ser una version mas corta o truncada de la primera molécula de ADN y/o una version alterada de la
secuencia de la primera molécula de ADN, tal como la que tiene diferentes sitios de enzimas de restriccion y/o
eliminaciones, sustituciones, y/o inserciones internas. En la presente invencion, se puede utilizar una secuencia que
se proporciona como las SEC ID N°: 14, 15y 17-20 para crear variantes que tienen una composicion similar, pero no
idéntica, a la secuencia de polinucleétido del elemento regulador original, aunque aun mantiene la funcionalidad
general, es decir, el mismo o similar patron de expresion, que el elemento regulador original. La produccion de tales
variantes de la presente invencion esta claramente en la experiencia de la técnica de la divulgacion y esta englobada
en el ambito de la presente invencion.

Construcciones

Como se utiliza en el presente documento, el término “construccion” significa cualquier molécula de polinucleétido
recombinante tal como un plasmido, césmido, virus, molécula de polinucledtido que se replica autbnomamente, fago,
o molécula de polinucleétido ADN o ARN de doble cadena o cadena sencilla circular o lineal, derivada de cualquier
fuente, que es capaz de la integracion gendmica o la replicacion autdbnoma, que comprende una molécula de
polinucleétido en que se han unido una o mas moléculas de polinucleétido de una manera funcionalmente operativa,
es decir, unidas operativamente. Como se utiliza en el presente documento, el término “vector” significa cualquier
construccion de polinucleétido recombinante que se puede utilizar con el fin de transformacion, es decir, la
introduccion de ADN heterélogo en una célula huésped.

Como se utiliza en el presente documento, la expresion “unido operativamente” se refiere a una primera molécula
que se une a una segunda molécula, en que las moléculas se disponen de forma que la primera molécula afecta a la
funcién de la segunda molécula. Las dos moléculas pueden ser parte o no de una Unica molécula contigua y puede
estar adyacente o no. Por ejemplo, un promotor esta unido operativamente a una molécula de polinucleétido que se
puede transcribir si el promotor modula la transcripcién de la molécula de polinucleétido que se puede transcribir de
interés en una célula.

Las construcciones de la presente invencion son generalmente construcciones ADN en plasmidos Ti con doble
borde que tienen las regiones de borde derecho (RB o AGRtu.RB) y el borde izquierdo (LB o AGRtu.LB) del
plasmido Ti aisladas de Agrobacterium tumefaciens que comprenden un T-ADN, que junto con las moléculas de
transferencia proporcionadas por las células de Agrobacterium tumefaciens, permiten la integracion del T-ADN en el
genoma de una célula vegetal (véase por ejemplo, la Patente de EE. UU. 6.603.061). Las construcciones pueden
también contener los segmentos estructurales del ADN del plasmido que proporcionan la funcién de replicacion y
seleccion por antibidticos en células bacterianas, por ejemplo, un origen de replicacion en Escherichia coli tal como
ori322, un origen de replicacién con un amplio intervalo de huéspedes tal como oriV o orRi, y una region codificante
de un marcador genético tal como Espec/Estrp que codifica la Tn7 aminoglucdsido adeniltransferasa (aadA) que
confiere resistencia a la espectinomicina o estreptomicina, o un gen marcador genético de gentamicina (Gm, Gent).
Para la transformacion de plantas, la cepa bacteriana huésped es a menudo Agrobacterium tumefaciens ABI, C58, o
LBA4404; sin embargo pueden funcionar otras cepas conocidas por los expertos en la técnica de transformacion de
plantas de la presente invencion.

Se conocen procedimientos en la técnica para ensamblar e introducir construcciones en una célula de tal manera
que se transcriba la molécula de polinucledtido que se puede transcribir en una molécula funcional de ARNm que se
traduce y se expresa como un producto proteico. Para la practica de la presente invencion, las composiciones
convencionales y procedimientos para preparar y utilizar construcciones y células huésped son bien conocidas por el
experto en la técnica, véase, por ejemplo, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 32 edicion Volumenes 1, 2,y 3
(2000) J.F. Sambrook, D.W. Russell, y N. Irwin, Cold Spring Harbor Laboratory Press. Los procedimientos para
producir vectores recombinantes adecuados para la transformacion de plantas incluyen, sin limitacion, los que se
describen en las Patentes de EE. UU. N°° 4.971.908; 4.940.835; 4.769.061; y 4.757.011 en su totalidad. Estos tipos
de vectores se han revisado también en la literatura cientifica (véase, por ejemplo, Rodriguez, y col., Vectors: A
Survey of Molecular Closing Vectors and Their Uses, Butterworths, Boston, (1988) y Glick, y col., Methods in Plant
Molecular Biology and Biotechnology, CRC Press, Boca Raton, FL. (1993)). Los vectores tipicos utiles para la
expresion de acidos nucleicos en plantas superiores son bien conocidos en la técnica e incluyen vectores derivados
del plasmido (Ti) inductor de tumores de Agrobacterium tumefaciens (Rogers, y col., Methods in Enzymology, 153:
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253-277 (1987)). Otros vectores recombinantes Utiles para la transformacion de plantas, incluyendo el vector de
control de transferencia pPCAMVCN, también se han descrito en la literatura cientifica (véase, por ejemplo, Fromm, y
col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82: 5824-5828 (1985)).

Se pueden incluir varios elementos reguladores en una construccion. Cualquiera de tales elementos reguladores se
puede proporcionar en combinacién con otros elementos reguladores. Tales combinaciones se pueden disefiar o
modificar para producir caracteristicas reguladoras deseables. Las construcciones de la presente invencion
tipicamente comprenderian al menos un elemento regulador unido operativamente a una molécula de polinucleétido
que se puede transcribir unida operativamente a una molécula de terminacioén de la transcripcion 3'.

Las construcciones de la presente invencion pueden incluir cualquier promotor o lider que se conoce en la técnica.
Por ejemplo, un promotor de la presente invencién puede estar unido operativamente a un lider 5’ no traducido
heterdlogo tal como uno que se deriva de un gen de proteina de choque térmico (véase por ejemplo, las Patentes de
EE. UU. N*® 5.659.122 y 5.362.865). De manera alternativa, un lider de la presente invencion puede estar unido
operativamente a un promotor heterélogo tal como el promotor 35S de transcripcion del Virus del Mosaico de la
Coliflor (véase, la Patente de EE. UU. N° 5.352.605).

Como se utiliza en el presente documento, el término “intrén” se refiere a una molécula de ADN que se puede aislar
o identificar a partir de la copia gendmica de un gen y se puede definir generalmente como una regién que se
desprende durante el procesamiento del ARNm antes de la traduccién. De manera alternativa, un intrén puede ser
un elemento ADN que esta producido sintéticamente o modificado. Un intrén puede contener elementos
amplificadores que efectian la transcripcion de genes unidos operativamente. Un intrén se puede utilizar como un
elemento regulador para modificar la expresion de una molécula de polinucleétido que se puede transcribir a la que
esta unido operativamente. Una construccion de ADN puede comprender un intrén, y el intrén puede ser o no
heterélogo con respecto a la secuencia de la molécula de polinucleétido que se puede transcribir. Ejemplos de
intrones en la técnica incluyen el intrén de actina de arroz (Patente de EE. UU. N° 5.641.876) y el intrén HSP70 de
maiz (Patente de EE. UU. N° 5.859.347).

Como se utiliza en el presente documento, la expresion “molécula de terminacion de la transcripcion 3” o “3° UTR”
se refiere a una molécula de ADN que se utiliza durante la transcripcién para producir la regiéon no traducida 3’ (3’
UTR) de una molécula ARNm. La regién no traducida 3’ de una molécula de ARNm puede generarse por escision
especifica y poliadenilacion 3, cola poliA a.k.a. Una 3' UTR puede estar unida operativamente a y localizarse
corriente abajo de una molécula de polinucleétido que se puede transcribir y puede incluir polinucleétidos que
proporcionan una sefal de poliadenilacion y otras sefiales reguladoras capaces de afectar la transcripcion, el
procesamiento de ARNm, o la expresion genética. Se piensa que las colas poliA funcionan en la estabilidad del
ARNm y en el inicio de la traduccion. Ejemplos de moléculas 3’ de terminacion de la transcripcion en la técnica son
la regién 3’ de nopalina sintasa (véase, Fraley, y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 80: 4803-4807 (1983)); regién 3’ de
HSP de trigo; region 3’ de la subunidad pequefa de la rubisco de guisante; region 3’ E6 de algodon (Patente de EE.
UU. 6.096.950); regiones 3’ desveladas en el documento WO 0011200A2; y la 3' UTR de coixina (Patente de EE.
UU. N° 6.635.806).

Las construcciones y vectores también pueden incluir una secuencia codificante de un péptido de transito que
expresa un péptido unido que es util para dirigirse a un producto proteico, particularmente a un cloroplasto,
leucoplasto, u otro organulo plasto; mitocondria; peroxisoma; vacuola; o una localizacion extracelular. Para las
descripciones del uso de péptidos de transito en cloroplastos, véase la Patente de EE. UU. N° 5.188.642 y la Patente
de EE. UU. N° 5.728.925. Muchas proteinas localizadas en los cloroplastos se expresan a partir de genes nucleares
y precursores que se dirigen a los cloroplastos gracias a un péptido de transito de cloroplastos (CTP). Ejemplos de
tales proteinas de cloroplastos aisladas incluyen los asociadas con la pequefia subunidad (SSU) de ribulosa-1,5, -
bifosfato carboxilasa, ferredoxina, ferredoxina oxidorreductasa, la proteina | y la proteina Il del complejo de
recoleccion luminica, tiorresoxina F, enolpiruvil shikimato fosfato (EPSPS), y péptidos de transito descritos en la
Patente de EE. UU. N° 7.193.133. Se ha demostrado in vivo e in vitro que las proteinas no cloroplasticas se pueden
dirigir a los cloroplastos por el uso de fusiones proteicas con CTP heterdlogos y que el CTP es suficiente para dirigir
una proteina al cloroplasto. Se ha demostrado que la incorporacién de un péptido de transito al cloroplasto adecuado
tal como el CTP EPSPS (CTP2) de Arabidopsis thaliana (véase, Klee y col., Mol. Gen. Genet., 210:437-442 (1987))
o el CTP EPSPS (CTP4) de Petunia hybrida (véase, della-Cioppa y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 83:6873-6877
(1986)) dirige secuencias proteicas EPSPS heterdlogas a los cloroplastos en plantas transgénicas (véase, las
Patentes de EE. UU. N*° 5.627.061; 5.633.435; y 5.312.910 y documentos EP 0218571; EP 189707; EP 508909; y
EP 924299).

Moléculas de polinucleétido que se puede transcribir

Como se utiliza en el presente documento, la expresion “molécula de polinucleétido que se puede transcribir’ se
refiere a cualquier molécula de ADN capaz de transcribirse en una molécula de ARN, incluyendo las que tienen
secuencias codificantes de proteinas y las que tienen secuencias Utiles para la supresion genética. Un “transgén” se
refiere a una molécula heterdloga de polinucleétido que se puede transcribir en una célula huésped y/o una molécula
de polinucleodtido que se puede transferir que se ha incorporado artificialmente al genoma de una célula huésped.
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Un promotor de la presente invencién puede estar unido operativamente a una molécula de polinucleétido que se
puede transcribir que sea heteréloga con respecto a la molécula promotora. Como se utiliza en el presente
documento, el término “heterdlogo” se refiere a la combinacion de dos o mas moléculas de polinucleétido cuando tal
combinacioén no se encontraria normalmente en la naturaleza. Por ejemplo, las dos moléculas se pueden derivar de
diferentes especies y/o las dos moléculas se pueden derivar de diferentes genes, por ejemplo, genes diferentes de
la misma especie o los mismos genes de diferentes especies. Por lo tanto, un promotor es heterélogo con respecto a
una molécula de polinucleétido que se puede transcribir a la que esta unido operativamente si tal combinacién no se
encuentra normalmente en la naturaleza, es decir, la molécula de polinucleétido que se puede transcribir no esta en
su origen natural unida operativamente en combinacion con la molécula promotora.

La molécula de polinucledtido que se puede transcribir puede ser en general cualquier molécula de ADN cuya
expresion es deseable. Tal expresién en un ARN transcrito puede dar como resultado la traduccién de la molécula
de ARNm resultante y por lo tanto la expresion proteica. De manera alternativa, una molécula de polinucleétido que
se puede transcribir puede disefiarse para que en ultimo término produzca la disminucion de la expresion de un gen
o proteina especifica. Esto se puede conseguir utilizando una molécula de polinucleétido que se puede transcribir
que se oriente en la direccion antisentido. Un experto en la técnica esta familiarizado con el uso de tal tecnologia
antisentido. En resumen, segun se transcribe la molécula de polinucleétido que se puede transcribir, el producto de
ARN se hibrida con y secuestra una molécula de ARN complementaria dentro de la célula. Cualquier gen se puede
regular negativamente de esta manera.

Por lo tanto, una realizacion de la invencion es un elemento regulador de la presente invencion, tal como los que se
proporcionan en las SEC ID N°: 14, 15 y 17-20, que se une operativamente a una molécula de polinucleétido que se
puede transcribir de manera que se module la transcripcién de la molécula de polinucleétido que se puede transcribir
a un nivel deseado o en un patrén deseado con la introduccion de dicha construccion en una célula vegetal. En una
realizacion, la molécula de polinucleétido que se puede transcribir comprende una region codificante de proteina de
un gen, y el promotor afecta la transcripcion de una molécula de ARN que se traduce y se expresa en un producto
proteico. En otra realizaciéon, la molécula de polinucleétido que se puede transcribir comprende una region
antisentido de un gen, y el promotor afecta la transcripcion de una molécula de ARN antisentido u otra molécula
inhibidora de ARN similar con el fin de inhibir la expresién de una molécula especifica de ARN de interés en una
célula huésped diana.

Genes de interés agronémico

Las moléculas de polinucleétido que se pueden transcribir pueden ser genes de interés agronémico. Como se utiliza
en el presente documento, la expresion “gen de interés agrondmico” se refiere a una molécula de polinucleétido que
se puede transcribir que cuando se expresa en un tejido, célula o tipo celular vegetal particular proporciona una
caracteristica deseable que se asocia con la morfologia, fisiologia, crecimiento, desarrollo, rendimiento, producto,
perfil nutricional, resistencia a la enfermedad o peste y/o tolerancia ambiental o quimica de la planta. Los genes de
interés agronémico incluyen los que codifican una proteina de produccién, una proteina de resistencia a la tension,
una proteina de control del desarrollo, una proteina de diferenciacion tisular, una proteina del meristemo, una
proteina ambientalmente sensible, una proteina de senescencia, una proteina sensible a hormonas, una proteina de
abscision, una proteina fuente, una proteina de fijacion, una proteina de control de la floracién, una proteina de
semilla, una proteina de resistencia a herbicidas, una proteina de resistencia a enfermedades, una enzima
biosintética de acidos grasos, una enzima biosintética de tocoferol, una enzima biosintética de aminoacidos, una
proteina pesticida, o cualquier otro agente tal como una molécula antisentido o ARNi que se dirige a un gen
particular para su supresion. El producto de un gen de interés agronémico puede actuar en la planta con el fin de
producir un efecto en la fisiologia o metabolismo de la planta o puede actuar como agente pesticida en la dieta de
una peste que se alimenta de la planta.

En una realizacion de la invencién, un promotor de la presente invencion se incorpora en una construccion tal que el
promotor esta unido operativamente a una molécula de polinucleétido que se puede transcribir que es un gen de
interés agrondémico. La expresion del gen de interés agronémico es deseable con el fin de conferir un rasgo
agronémicamente beneficioso. Un rasgo agrondémicamente beneficioso puede ser, por ejemplo, tolerancia a
herbicidas, control de insectos, modificacion del rendimiento, resistencia a enfermedades fungicas, resistencia a
virus, resistencia a nematodos, resistencia a enfermedades bacterianas, desarrollo y crecimiento de la planta,
produccién de almidoén, produccion de aceites modificados, alta producciéon de aceites, modificacion del contenido en
acidos grasos, alta produccion de proteinas, maduracion de fruta, aumento de nutricion animal y humana,
biopolimeros, resistencia a la tensién ambiental, péptidos farmacéuticos y péptidos que se pueden segregar, mejora
de los tratamientos de procesamiento, mejora de la digestibilidad, produccion de enzimas, fijacion de nitrégeno,
produccion de semillas hibridas, produccion de fibra, y produccion de biocombustible. Ejemplos de genes de interés
agronomico que se conocen en la técnica incluyen los de resistencia a herbicida (Patentes de EE. UU. N°
6.803.501; 6.448.476; 6.248.876; 6.225.114; 6.107.549; 5.866.775; 5.804.425; 5.633.435; y 5.463.175), aumento del
rendimiento (Patentes de EE. UU. N°° USRE38.446; 6.716.474; 6.663.906; 6.476.295; 6.441.277; 6.423.828;
6.399.330; 6.372.211; 6.235.971; 6.222.098; y 5.716.837), control de insectos (Patentes de EE. UU. N* 6.809.078;
6.713.063; 6.686.452; 6.657.046; 6.645.497; 6.642.030; 6.639.054; 6.620.988; 6.593.293; 6.555.655; 6.538.109;
6.537.756; 6.521.442; 6.501.009; 6.468.523; 6.326.351; 6.313.378; 6.284.949; 6.281.016; 6.248.536; 6.242.241;
6.221.649; 6.177.615; 6.156.573; 6.153.814; 6.110.464; 6.093.695; 6.063.756; 6.063.597; 6.023.013; 5.959.091;
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5.942.664; 5.942.658. 5.880.275; 5.763.245; y 5.763.241), resistencia a enfermedades fungicas (Patentes de EE.
UU. N° 6.653.280; 6.573.361; 6.316.407; 6.215.048; 5.516.671; 5.773.696; 6.121.436; 6.316.407; y 6.506.962),
resistencia a virus (Patentes de EE. UU. N°° 6.617.496; 6.608.241; 6.015.940; 6.013.864; 5.850.023; y 5.304.730),
resistencia a nematodos (Patente de EE. UU. N° 6.228.992), resistencia a enfermedad bacteriana (Patente de EE.
UU. N° 5.516.671), desarrollo y crecimiento de la planta (Patentes de EE. UU. N* 6.723.897 y 6.518.488),
producciéon de almidon (Patentes de EE. UU. N°° 6.538.181; 6.538.179; 6.538.178; 5.750.876; 6.476.295),
produccién de aceites modificados (Patentes de EE. UU. N* 6.444.876; 6.426.447; y 6.380.462), alta produccién de
aceite (Patentes de EE. UU. N°° 6.495.739; 5.608.149; 6.483.008; y 6.476.295), modificacién del contenido de acidos
grasos (Patentes de EE. UU. N*° 6.828.475; 6.822.141; 6.770.465; 6.706.950; 6.660.849; 6.596.538; 6.589.767;
6.537.750; 6.489.461; y 6.459.018), alta produccion de proteinas (Patente de EE. UU. N° 6.380.466), maduracion de
fruta (Patente de EE. UU. N° 5.512.466), aumento de la nutricion animal y humana (Patentes de EE. UU. N°°
6,723,837; 6,653,530; 6,5412,59; 5,985,605; y 6,171,640), biopolimeros (Patentes de EE. UU. N*°* USRE37.543;
6.228.623; y 5.958.745, y 6.946.588), resistencia a la tension ambiental (Patente de EE. UU. N° 6.072.103), péptidos
farmacéuticos y péptidos que se pueden segregar (Patentes de EE. UU. N 6.812.379; 6.774.283; 6.140.075; y
6.080.560), mejora de los tratamientos de procesamiento (Patente de EE. UU. N° 6.476.295), mejora de la
digestibilidad (Patente de EE. UU. N° 6.531.648), baja rafinosa (Patente de EE. UU. N° 6.166.292), produccion
industrial de enzimas (Patente de EE. UU. N° 5.543.576), mejora del sabor (Patente de EE. UU. N° 6.011.199),
fijacion de nitrégeno (Patente de EE. UU. N° 5.229.114), produccion de semillas (Patente de EE. UU. N° 5.689.041),
produccién de fibra (Patentes de EE. UU. N°° 6.576.818; 6.271.443; 5.981.834; y 5.869.720) y produccién de
biocombustible (Patente de EE. UU. N° 5.998.700).

De manera alternativa, un gen de interés agronémico puede afectar las caracteristicas o fenotipo de la planta que se
mencionan anteriormente codificando un molécula de ARN que produce la modulacion dirigida de la expresion
genética de un gen enddgeno, por ejemplo, por la via antisentido (véase por ejemplo, la Patente de EE. UU.
5.107.065); ARN inhibidor (“ARNi”, que incluye la modulacion de la expresion genética por medio de mecanismos
mediados por miARN, siARN, siARN que actia como trans, y sSARN en fase, por ejemplo, como se describen en las
publicaciones de solicitudes US 2006/0200878, US 2008/0066206, y US2009/0070898; o mecanismos mediados por
co-supresion. EI ARN podria ser también una molécula de ARN catalitica (por ejemplo, una ribozima o un
ribointerruptor; véase, por ejemplo, el documento US 2006/0200878) que se modifica para escindir el producto de
ARNmM enddégeno que se desee. Por lo tanto, cualquier molécula de polinucledtido que se puede transcribir que
codifique una molécula transcrita de ARN que afecta un fenotipo agronémicamente importante o cambio morfolégico
de interés, puede ser Util para la practica de la presente invencion. Se conocen procedimientos en la técnica para la
construccion e introduccién de construcciones en una célula de tal manera que la molécula de polinucleétido que se
puede transcribir se transcriba en una molécula que sea capaz de producir la supresion genética. Por ejemplo, se
desvela la supresion genética post-transcripcional que utiliza una construccion con una molécula de polinucleétido
que se puede transcribir orientada anti-sentido para regular la expresion genética en células vegetales en las
Patentes de EE. UU. N° 5.107.065 y 5.759.829, y se desvela la supresion post-transcripcional utilizando una
construccién con una molécula de polinucledtido que se puede transcribir orientada anti-sentido para regular la
expresion genética en plantas en las Patentes de EE. UU. N° 5.283.184 y 5.231.020. La expresion de un
polinucledtido que se puede transcribir en una célula vegetal también se puede utilizar para suprimir las pestes de
las plantas que se alimentan de la célula vegetal, por ejemplo, composiciones aisladas de pestes por coledpteros
(Publicacion de Patente de EE. UU. N° US2007/0124836) y composiciones aisladas de pestes por nematodos
(Publicacion de Patente de EE. UU. N° US2007/0250947). Las pestes de las plantas incluyen las pestes por
artropodos, pestes por nematodos, y pestes fungicas y microbianas. Las moléculas de polinucleétido que se pueden
transcribir para la incorporacion en construcciones de la presente invencion incluyen, por ejemplo, moléculas de
ADN o genes de especies distintas a las especies diana o genes que se originan con o estan presentes en la misma
especie, pero que se incorporan en células receptoras por procedimientos de modificacion genética mas que por
técnicas de cruce y reproduccion clasicas. El tipo de la molécula de polinucledtido puede incluir una molécula de
polinucledtido que esta presente en la célula vegetal, una molécula de polinucledtido de otra planta, una molécula de
polinucleétido de un organismo diferente, o una molécula de polinucleétido generada externamente, tal como una
molécula de polinucledtido que contiene un mensaje antisentido de un gen, o una molécula de polinucleétido que
codifica un transgén artificial, sintético, o versién modificada de otra manera.

Marcadores genéticos

Como se utiliza en el presente documento el término “marcador” se refiere a cualquier molécula de polinucleétido
que se puede transcribir cuya expresion, o la falta de la misma, se puede explorar o valorar de alguna manera. Los
genes marcadores para su uso en la practica de la presente invencién incluyen moléculas de polinucledtido que se
puede transcribir que codifican la B-glucuronidasa (GUS descrita en la Patente de EE. UU. N° 5.599.670), proteina
fluorescente verde, y variantes de la misma (GFP descrita en las Patentes de EE. UU. N*° 5.491.084 y 6.146.826),
proteinas que confieren resistencia a antibiéticos, o proteinas que confieren tolerancia a herbicidas. Los marcadores
utiles de resistencia a antibioticos, que incluyen los que codifican proteinas que confieren resistencia a la kanamicina
(nptll), higromicina B (aph 1V), estreptomicina o espectinomicina (aad, espec/estrep) y gentamicina (aac3 y aacC4)
se conocen en la técnica. Los herbicidas a los cuales se ha demostrado la tolerancia en plantas transgénicas y a los
que se puede aplicar el procedimiento de la presente invencion, incluyen: herbicidas de acido amino-metil-fosfonico,
glifosato, glufosinato, sulfonilureas, imidazolinonas, bromoxinil, dalapon, dicamba, ciclohexanodiona, inhibidores de
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la toporfirindgeno oxidasa, y isoxaflutol. Las moléculas de polinucleétido que se puede transcribir que codifican
proteinas implicadas en la tolerancia a herbicidas se conocen en la técnica, e incluyen una molécula de
polinucledtido que se puede transcribir que codifica la 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS para la
tolerancia al glifosato descrita en la Patente de EE. UU. N*® 5.627.061; 5.633.435; 6.040.497; y 5.094.945); una
molécula de polinucleétido que se puede transcribir que codifica una oxidorreductasa y glifosato-N-acetil transferasa
(GOX descrita en la Patente de EE. UU. N° 5.463.175; GAT descrita en la Publicacion de Patente de EE. UU. N°
2003/0083480, y dicamba monooxigenasa en la Publicacion de Patente de EE. UU. N° 2003/0135879); una molécula
de polinucledtido que se puede transcribir que codifica la bromoxinil nitrilasa (Bxn para tolerancia al Bromoxinilo
descrita en la Patente de EE. UU. N° 4.810.648); una molécula de polinucleétido que se puede transcribir que
codifica la fitoeno desaturasa (crtl) descrita en Misawa, y col., Plant Journal, 4:833-840 (1993) y Misawa, y col., Plant
Journal, 6:481-489 (1994) para la tolerancia a la norflurazona; una molécula de polinucleétido que se puede
transcribir que codifica la acetohidroxiacido sintasa (AHAS, aka ALS) descrita en Sathasiivan, y col., Nucl. Acids
Res., 18:2188-2193 (1990) para la tolerancia a los herbicidas sulfonilurea; y el gen bar descrito en DeBlock, y col.,
EMBO Journal, 6:2513-2519 (1987) para la tolerancia a glufosinato y bialafés. Las moléculas promotoras de la
presente invencion pueden expresar moléculas de polinucleétido que se pueden transcribir unidas que codifican
fosfinotricina acetiltransferasa, resistencia a glifosato EPSPS, aminoglucosido fosfotransferasa, hidroxifenil piruvato
deshidrogenasa, higromicina fosfotransferasa, neomicina fosfotrnasferasa, dalapon deshalogenasa, nitrilasa
resistente a bromoxinil, antranilato sintasa, ariloxialcanoato dioxigenasas, acetilCoA carboxilasa, glifosato
oxidorreductasa, y glifosato-N-acetil transferasa.

También se incluyen en la expresion “marcadores genéticos” los genes que codifican un marcador genético cuya
secrecion se puede detectar como un medio para identificar o seleccionar las células transformadas. Los ejemplos
incluyen marcadores que codifican un antigeno segregable que se puede identificar por su interaccion con
anticuerpos, o incluso enzimas segregables que se pueden detectar cataliticamente. Las proteinas marcadores
segregadas que se pueden seleccionar se encuentran en varias clases, que incluyen proteinas pequefias que se
pueden difundir que son detectables (por ejemplo, por ELISA), pequefias enzimas activas que son detectables en
una solucion extracelular (por ejemplo, alfa-amilasa, beta-lactamasa, fosfinotricina transferasa), o proteinas que
estan insertadas o atrapadas en la pared celular (tal como proteinas que incluyen una secuencia lider tal como la
que se encuentra en la unidad de expresion de extension o proteinas relacionadas con la patogénesis en el tabaco
también conocidas como PR-S del tabaco). Otros posibles genes marcadores genéticos seran evidentes para los
expertos en la técnica y estan englobados en la presente invencion.

Transformacion celular

La invencion también se refiere a un procedimiento para producir células transformadas y plantas que comprenden
un promotor unido operativamente a una molécula de polinucleétido que se puede transcribir.

El término “transformacion” se refiere a la introduccion de un acido nucleico en un huésped receptor. Como se utiliza
en el presente documento, el término “huésped” se refiere a bacterias, hongos, o plantas, que incluyen cualquier
célula, tejido, érgano o progenie de la bacteria, hongo o planta. Los tejidos y células vegetales de particular interés
incluyen protoplastos, callos, raices, tubérculos, semillas, tallos, hojas, plantulas, embriones, y polen.

Como se utiliza en el presente documento, el término “transformado” se refiere a una célula, tejido, 6rgano u
organismo en el cual se ha introducido una molécula de polinucleétido ajena, tal como una construccion. La
molécula de polinucledtido que se introduce puede integrarse en el ADN gendmico de la célula, tejido, érgano u
organismo receptor tal que la molécula de polinucleétido que se introduce es heredada por la progenie posterior.
Una célula u organismo “transgénico” o “transformado” también incluye la progenie de la célula u organismo y la
progenie producida a partir de un programa de cruces que emplean tal organismo transgénico como un parental en
un cruce y que muestra un fenotipo alterado que resulta de la presencia de una molécula de polinucleétido ajena. El
término “transgénico” se refiere a una bacteria, hongo o planta que contiene una o mas moléculas de acido
polinucleico heterdlogo.

Hay muchos procedimientos para introducir moléculas de acido polinucleico en células vegetales. El procedimiento
en general comprende las etapas de seleccion de una célula huésped adecuada, la transformacion de la célula
huésped con un vector recombinante, y obtener la célula huésped transformada. Los procedimientos adecuados
incluyen la infeccion bacteriana (por ejemplo, con Agrobacterium), vectores cromosomicos artificiales bacterianos
binarios, suministro directo de ADN (por ejemplo, por medio de transformacién mediada por PEG, captacion de ADN
mediada por desecacion/inhibicion, electroporacion, agitado con fibras de carburo de silicio, y aceleracion de
particulas revestidas de ADN, etc. (revisado en Potrykus, y col., Ann. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol., 42:205
(1991)).

La tecnologia para la introduccién de una molécula de ADN en las células es bien conocida por los expertos en la
técnica. Los procedimientos y materiales para la transformacién de células vegetales introduciendo una construccion
de ADN vegetal en el genoma vegetal en la practica de la presente invencion, pueden incluir cualquiera de los
procedimientos bien conocidos y demostrados que incluyen:

(1) procedimientos quimicos (Graham y Van der Eb, Virology, 54:536-539 (1973) y Zatloukal, y col., Ann. N.Y.
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Acad. Sci., 660:136-153 (1992));

(2) procedimientos fisicos tal como microinyeccion (Capecchi, Cell, 22:479-488 (1980)), electroporacion (Wong y
Neumann, Biochim. Biophys. Res. Commun., 107:584-587 (1982); Fromm, y col, Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
82:5824-5828 (1985); Patente de EE. UU. N° 5.384.253), aceleracién de particulas (Johnston y Tang, Methods
Cell Biol., 43(A):353-365 (1994); Fynan, y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:11478-11482 (1993)), y bombardeo
de microproyectiles (como se ilustra en las Patentes de EE. UU. N°° 5.015.580; 5.550.318; 5.538.880; 6.160.208;
6.399.861; y 6.403.865);

(3) vectores viricos (Clapp, Clin. Perinatol., 20:155-168 (1993); Lu, y col., J. Exp. Med., 178:2089-2096 (1993);
Eglitis y Anderson, Biotechniques, 6:608-614 (1988));

(4) mecanismos mediados por receptores (Curiel y col., Hum. Gen. Ther., 3:147-154 (1992) y Wagner, y col.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:6099-6103 (1992);

(5) mecanismos mediados por bacterias tales como la transformacion mediada por Agrobacterium (como se
ilustra en las Patentes de EE. UU. N*° 5.824.877; 5.591.616; 5.981.840; y 6.384.301);

(6) introduccion directa en el polen inyectandolo en érganos reproductivos de las plantas (Zhou, y col., Methods
in Enzymology, 101:433, (1983); Hess, Intern Rev. Cytol., 107:367 (1987); Luo, y col., Plant Mol Biol. Reporter,
6:165 (1988); Pena, y col., Nature, 325:274 (1987));

(7) transformacion de protoplastos (como se ilustra en la Patente de EE. UU. N° 5.508.184); e

(8) inyeccion en embriones maduros (Neuhaus, y col., Theor. Appl. Genet., 75:30 (1987)).

Cualquiera de los procedimientos que se han descrito anteriormente se puede utilizar para transformar una célula
huésped con uno o mas promotores y/o construcciones de la presente invencion. Las células huésped pueden ser
cualquier célula u organismo tal como una célula vegetal, célula de alga, alga, célula fungica, hongo, célula
bacteriana, o célula de insecto. Los huéspedes y células transformadas preferidos incluyen las células de: plantas,
Aspergillus, levaduras, insectos, bacterias y algas.

Se han publicado procedimientos para la transformacion de plantas dicotiledéneas, primariamente por el uso de
Agrobacterium tumefaciens y la obtencién de plantas transgénicas de algodén (Patentes de EE. UU. N°° 5.004.863;
5.159.135; y 5.518.908); soja (Patentes de EE. UU. N° 5.569.834 y 5.416.011; véase también, McCabe, y col.,
Biotechnology, 6:923 (1988) y Christou y col., Plant Physiol. 87:671-674 (1988)); género Brassica (Patente de EE.
UU. N° 5.463.174); cacahuete (Cheng y col., Plant Cell Rep., 15:653-657 (1996) y McKently y col., Plant Cell Rep.,
14:699-703 (1995)); papaya; y guisante (Grant y col., Plant Cell Rep., 15:254-258 (1995)).

También se han comunicado transformaciones en plantas monocotiledéneas utilizando electroporaciéon, bombardeo
de particulas, y Agrobacterium. La transformacion y regeneracion de plantas se ha conseguido en el esparrago
(Bytebier, y col., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 84:5354 (1987); cebada (Wan y Lemaux, Plant Physiol, 104:37
(1994)); maiz (Rhodes, y col., Science 240:204 (1988), Gordon-Kamm, y col., Plant Cell, 2:603-618 (1990), Fromm, y
col., Bio/Technology, 8:833 (1990), Koziel y col., Bio/Technology, 11:194 (1993), y Armstrong, y col, Crop Science,
35:550-557 (1995)); avena (Somers, y col., Bio/Technology, 10:1589 (1992)); pasto ovillo (Horn, y col., Plant Cell
Rep.. 7:469 (1988)); centeno (De la Pena, y col., Nature, 325:274 (1987)); cafia de azucar (Bower y Birch, Plant
Journal, 2:409 (1992)); festuca alta (Wang, y col.,, Bio/Technology, 10:691 (1992)); y trigo (Vasil, y col,
Bio/Technology, 10:667 (1992) y Patente de EE. UU. N° 5.631.152).

La regeneracion, desarrollo y cultivo de plantas a partir de protoplastos vegetales o explantas transformadas se
conocen bien en la técnica (véase, por ejemplo, Weissbach y Weissbach, Methods for Plant Molecular Biology,
(Eds.), Academic Press, Inc., San Diego, CA (1988) y Horsch y col., Science, 227:1229-1231 (1985)). Las células
transformadas se cultivan generalmente en presencia de un medio selectivo, que selecciona las células
transformadas satisfactoriamente e induce la regeneracion de brotes y raices en plantas intactas (Fraley, y col.,
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 80: 4803 (1983)). Las plantas transformadas se obtienen tipicamente en dos a cuatro
meses.

Las plantas transgénicas regeneradas se auto-polinizan para producir plantas transgénicas homocigotas. De manera
alternativa, el polen que se obtiene de las plantas transgénicas regeneradas se puede cruzar con plantas no
transgénicas, preferentemente en lineas endogamicas de especies agronémicamente importantes. Las
descripciones de los procedimientos de cruce que se utilizan cominmente para diferentes rasgos y cultivos se
pueden encontrar en uno de varios libros de referencia, véase, por ejemplo, Allard, Principles of Plant Breeding,
John Wiley & Sons, NY, U. of CA, Davis, CA, 50-98 (1960); Simmonds, Principles of crop improvement, Longnaan,
Inc., NY, 369-399 (1979); Sneep y Hendriksen, Plant breeding perspectives, Wageningen (ed), Center for Agricultural
Publishing and Documentation (1979); Fehr, Soybeans: Improvement, Production and Uses, 22 Edicion, Monograph.,
16:249 (1987); Fehr, Principles of variety development, Theory and Technique, (Vol 1) y Crop Species Soybean (Vol
2), lowa State Univ., Macmillan Pub. Co., NY, 360-376 (1987). Por el contrario, el polen de las plantas no
transgénicas puede utilizarse para polinizar las plantas transgénicas regeneradas.

Las plantas transformadas se pueden analizar por la presencia de los genes de interés y el nivel de expresion y/o
perfil conferido por los elementos reguladores de la presente invencion. Los expertos en la técnica estan al tanto de
los numerosos procedimientos disponibles para el analisis de plantas transformadas. Por ejemplo, los
procedimientos para el andlisis de plantas incluyen transferencias de Southern o trasferencias de Northern,
estrategias basadas en PCR, analisis bioquimicos, procedimientos de exploracion fenotipica, evaluaciones de
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campo, y ensayos inmunodiagndsticos. La expresion de una molécula de polinucledtido que se puede transcribir se
puede medir utilizando reactivos y procedimientos TagMan® (Applied Biosystems, Foster City, CA) como se
describe por el fabricante y tiempos de ciclo de PCR que se determinan utilizando la TagMan® Testing Matrix. De
manera alternativa, se pueden utilizar los reactivos y procedimientos del Invader® (Third Wave Technologies,
Madison, WI) como describe el fabricante para la expresion transgénica.

Las semillas de las plantas de la presente invencion se pueden recolectar a partir de plantas transgénicas fértiles y
se pueden utilizar para cultivar generaciones de progenie de plantas transformadas de la presente invencion que
incluyen lineas de plantas hibridas que comprenden la construccion de la presente invencion y que expresan un gen
de interés agronémico.

La presente invencién también proporciona partes de las plantas de la presente invencién. Las partes de plantas sin
limitacién, incluyen hojas, tallos, raices, tubérculos, endospermos, 6vulos y polen. La invenciéon también incluye y
proporciona células vegetales transformadas que comprenden una molécula de acido nucleico de la presente
invencion.

La planta transgénica puede pasar junto con la molécula de polinucleétido transgénico a su progenie. La progenie
incluye cualquier parte que se pueda regenerar o semilla de la planta que comprende el transgén derivado de una
planta ancestro. La planta transgénica es preferentemente homocigota para la molécula de polinucleétido
transformada y transmite esta secuencia a toda la descendencia como resultado de reproduccion sexual. La
progenie se puede cultivar a partir de semillas producidas por la planta transgénica. Estas plantas adicionales
pueden entonces auto-polinizarse para generar una linea de plantas por cruce verdadero. La progenie de estas
plantas se evalua, entre otras cosas, por la expresion genética. La expresion genética se puede detectar por varios
procedimientos comunes tales como transferencia de western, transferencia de Northern, inmuno-precipitacion, y
ELISA.

Habiendo ya descrito la invencion en general, la misma se entendera mas facilmente por la referencia a los ejemplos
siguientes. Los ejemplos que no estan cubiertos por el ambito de las reivindicaciones son con fines ilustrativos.

Ejemplos

Se aislaron elementos reguladores utiles para dirigir la expresion de un polinucleétido que se puede transcribir en
plantas transgénicas, y se analiz6 el patréon de expresion de estos elementos reguladores unidos operativamente a
una molécula de polinucleétido que se puede transcribir en plantas transgénicas de maiz.

Ejemplo 1: Identificacion y clonacion de elementos reguladores

Se identificaron nuevos elementos reguladores y se asilaron a partir del ADN gendomico de la especie
monocotiledénea, mijo silvestre (Setaria italica (L.) Beauv). Se utilizé la secuencia EST para disefiar los cebadores,
los cuales se utilizaron entonces con las bibliotecas construidas con el GenomeWalker™ (Clontech Laboratories,
Inc, Mountain View, CA) siguiendo el protocolo del fabricante para clonar la region 5 de la secuencia de ADN
gendémico correspondiente. Esta region clonada contenia la secuencia 5° UTR corriente arriba de la region
codificante de proteina para cada gen de S. jtalica. Utilizando esta secuencia, se identificaron bioinformaticamente
los elementos reguladores en la 5 UTR de cada gen. Se utilizé el analisis bioinformatico para identificar el sitio de
inicio de la transcripcion (TSS) y cualquiera de las secuencias codificantes bi-direccionalmente, intrones, o corriente
arriba presentes en la secuencia. Utilizando los resultados de estos analisis, se definieron los elementos reguladores
en la secuencia 5° UTR. Los cebadores se disefiaron para amplificar los elementos reguladores. La molécula de
ADN correspondiente para cada elemento regulador se amplificé utilizando las condiciones convencionales de la
reaccion en cadena de polimerasa con cebadores que contienen sitios de enzima de restriccion unicos y el ADN
gendmico aislado de S. jtalica. Los fragmentos de ADN resultantes se unieron en un vector basico de expresion en
plantas utilizando la digestion convencional por enzimas de restriccion. Los vectores de expresion en plantas
resultantes contenian una regién de borde derecho de Agrobacterium tumefaciens (B-AGRtu.borde derecho),
elemento(s) regulador de ensayo unido operativamente a un intron derivado de la proteina de choque térmico
HSP70 de Zea mays, ligado operativamente a una secuencia codificante para B-glucuronidasa (GUS), ligada
operativamente a la region de terminacion 3’ de Nopalina sintasa de A. tumefaciens, y una region de borde izquierdo
de A. tumefaciens (B-AGRtu.borde izquierdo).

Las secuencias de los elementos reguladores se proporcionan en el presente documento como las SEC ID N°: 1-20
y se enumeran en la Tabla 1 posteriormente. Las secuencias promotoras se proporcionan en el presente documento
como las SEC ID N°: 3, 6, 11, y 16. Las secuencias que se proporcionan en el presente documento como las SEC ID
N°:1,4,7,9,12, 14,17,y 19 son de un promotor unido operativamente y una secuencia lider.

Tabla 1: Elementos reguladores.

SEC ID Notacion Notacion de ADNc
1 EXP-SETIt.TIP Proteina Intrinseca del Tonoplasto
2 P-SETit.Tip-1:1:1 Proteina Intrinseca del Tonoplasto
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(continuacion)

SEC ID Notacion Notacion de ADNc
3 L-SETit.Tip-1:1:1 Proteina Intrinseca del Tonoplasto
4 EXP-SETit.Mtha Proteina tipo Metalotioneina
5 P-SETit.Mtha-1:1:1 Proteina tipo Metalotioneina
6 L-SETit.Mth-1:1:1 Proteina tipo Metalotioneina
7 EXP-SETit.Mthb Proteina tipo Metalotioneina
8 P-SETit.Mthb-1:1:2 Proteina tipo Metalotioneina
9 EXP-SETit.DRPa Proteina a Relacionada con la deshidratacion
10 P-SETit.DRPa-1:1:1 Proteina a Relacionada con la deshidratacion
11 L-SETit.DRP-1:1:2 Proteina a/b Relacionada con la deshidratacion
12 EXP-SETit.DRPb Proteina b Relacionada con la deshidratacion
13 P-SETit.DRPb-1:1:1 Proteina b Relacionada con la deshidratacion
14 EXP-SETit.Rcc3-1 Proteina de transferencia de lipidos
15 P-SETit.Rcc3-1:1:1 Proteina de transferencia de lipidos
16 L-SETit.Rcc3-1:1:2 Proteina de transferencia de lipidos
17 EXP-SETit.Rcc3-10 Proteina de transferencia de lipidos
18 P-SETit.Rcc3-1:1:10 Proteina de transferencia de lipidos
19 EXP-SETit.Rcc3-11 Proteina de transferencia de lipidos
20 P-SETit.Rcc3-1:1:11 Proteina de transferencia de lipidos

El elemento de expresion, EXP-SETIt.TIP (SEC ID N° 1) esta compuesto por el promotor P-SETit.Tip-1:1:1 (SEC ID
N° 2) y el lider L-SETit.Tip-1:1:1 (SEC ID N° 3).

Para los elementos reguladores del gen de la Proteina de Transferencia de lipidos, se disefiaron tres variantes de
promotor (Figura 1). Una version P-SETit.Rcc3-1:1:1 de 2062 nucledtidos (SEC ID N° 15); una version P-SETit.Rcc3-
1:1:10 de 1563 nucledtidos (SEC ID N° 18); y una version P-SETit.Rcc3-1:1:11 de 915 nucledtidos (SEC ID N° 20).
El elemento de expresion, EXPSETit.Rcc3-1 (SEC ID N° 14) esta compuesto por el promotor P-SETit.Rcc3-1:1:1
(SEC ID N° 15) y el lider PSETiIt.Rcc3-1:1:2 (SEC ID N° 16). El elemento de expresion, EXP-SETit.Rcc3-10 (SEC ID
N° 17) esta compuesto por el promotor P-SETit.Rcc3-1:1:10 (SEC ID N° 18) y el lider L-SETit.Rcc3-1:1:2 (SEC ID N°
16). El elemento de expresion, EXP-SETit.Rcc3-11 (SEC ID N° 19) esta compuesto por el promotor P-SETit.Rcc3-
1:1:11 (SEC ID N° 20) y el lider P-SETit.Rcc3-1:1:2 (SEC ID N° 16).

Para los elementos reguladores del gen de la proteina tipo Metalotioneina, se disefiaron dos variantes de promotor
(Figura 2). Una version P-SETit.Mtha-1:1:1 que es mas corta con 483 nucledtidos; una versién P-SETit.Mthb-1:1:2
de esta que es mas larga con 1516 nucleodtidos. El elemento de expresion, EXP-SETit.Mtha (SEC ID N° 4) esta
compuesto por el promotor P-SETit.Mtha-1:1:1 (SEC ID N° 5) y el lider L-SETit.Mth-1:1:1 (SEC ID N° 6). El elemento
de expresion, EXP-SETit.Mthb (SEC ID N° 7) esta compuesto por el promotor P-SETit.Mthb-1:1:2 (SEC ID N° 8) y el
lider L-SETit.Mth-1:1:1 (SEC ID N° 5).

Para los elementos reguladores del gen de la proteina relacionada con la deshidratacion, se aislaron elementos
reguladores de dos variantes alélicas (Figuras 3A y 3B). Las dos variantes alélicas tienen secuencias lideres
idénticas, pero las secuencias promotoras son variantes con varios cambios e inserciones/eliminaciones de bases
cuando se alineaban. El elemento de expresion, EXPSETIit.DRPa (SEC ID N° 9) esta compuesto por el promotor P-
SETIit.DRP-1:1:1 (SEC ID N° 10) y el lider L-SETit.DRP-1:1:2 (SEC ID N° 11). El elemento de expresion, EXP-
SETIit.DRPb (SEC ID N° 12) estd compuesto por el promotor PSETit.DRPb-1:1:1 (SEC ID N° 13) y el lider L-
SETIit.DRP-1:1:2 (SEC ID N° 11).

Ejemplo 2: Analisis de elementos reguladores que dirigen la GUS en maiz transgénico

Se transformaron plantas de maiz con vectores de expresion en plantas que contenian elementos reguladores de
ensayo que dirigian la expresion del transgén de la B-glucuronidasa (GUS), y se analizaron las plantas resultantes
por la expresion de proteina GUS.

Las plantas de maiz se transformaron con construcciones de expresion de GUS, pMON101552 (EXP-SETIit.TIP,
SEC ID N° 1), pMON99662 (EXP-SETit.Mtha, SEC ID N° 4), y pMON99663 (EXP-SETit.DRPa, SEC ID N° 9). Las
plantas se transformaron utilizando procedimientos de bombardeo de particulas que se conocen por los expertos en
la técnica y embriones zigéticos inmaduros H99 para producir plantas de maiz transgénico. En resumen se
recolectaron mazorcas de plantas de maiz H99 10-13 dias tras la polinizaciéon a partir de plantas cultivadas en
invernadero y esterilizadas. Los embriones zigoticos inmaduros de 1,2-1,5 mm se escindieron de la mazorca y se
incubaron a 28 ° Celsius en oscuridad durante 3-5 dias antes del su uso como tejido diana para el bombardeo. El
vector de transformacion en plantas que contenia el marcador genético de resistencia a kanamicina (gen NPTII) y el
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casete de expresion GUS se digirié con endonucleasas de restriccion. Se purificd en gel un unico fragmento de ADN
que contenia el marcador genético y el casete GUS vy se ultilizé para revestir particulas de oro de 0,6 micrometros (n°
de catalogo 165-2262 Bio-Rad, Hercules, CA) para el bombardeo. Se cargaron macro-portadores con las particulas
de oro revestidas de ADN (n° de catalogo 165-2335 Bio-Rad, Hercules CA). Los embriones se transfirieron a un
medio osmotico, con el scutellum en el lado de arriba. Se utilizd un arma biolistica PDS 1000/Hc para la
transformacion (n° de catalogo 165-2257 Bio-Rad, Hercules CA). Los embriones inmaduros que se bombardearon se
cultivaron y se seleccionaron los callos transgénicos y se transfirieron a un medio de regeneracion tisular. Las
plantas de maiz transgénico se regeneraron a partir de los callos transgénicos y se transfirieron al invernadero.

Se utilizé un analisis histoquimico para el analisis cualitativo de la expresién de plantas transformadas. Todas las
secciones tisulares se incubaron con solucién X-Gluc de tincién de GUS (5-bromo-4-cloro-indolil-b-glucurénido) (1
miligramo/mililitro) durante un tiempo apropiado, se aclararon, y se inspeccionaron visualmente por su coloracion
azul. La actividad de GUS se determinaba cualitativamente por inspeccion visual directa o inspecciéon bajo el
microscopio utilizando érganos vy tejidos vegetales seleccionados. Las plantas Ry se inspeccionan por la expresion
en raices y hojas. Los elementos reguladores EXP-SETIit. TIP (SEC ID N° 1), EXP-SETit.Mtha (SEC ID N° 4), y EXP-
SETit.DRPa (SEC ID N° 9) demostraban la expresion de GUS tanto en raices como en hojas en las transformantes
Ro.

Las plantas transformadas con la expresion de GUS dirigida por EXP-SETIit.TIP (SEC ID N° 1) o EXP-SETit.Mtha
(SEC ID N° 4) se cruzaron con plantas H99 no transformadas para producir una poblacién F1 de transformantes. Los
niveles de expresion de GUS se midieron en tejidos seleccionados durante el curso del desarrollo. Los tejidos de F4
que se utilizaron para este estudio incluian: embriones de semillas embebidas, endospermo de semillas embebidas,
raices (de 3 dias tras la germinacion), coleoptilos (3 dias tras la germinacién), V3 raiz principal y corona, V3 hoja, V7
raiz seminal y de corona, V7 hoja madura, VT (en la formacién de panojas, antes de la reproduccién) raiz seminal,
VT intermodal, VT mazorca, VT antera, VT polen, VT seda, granos 7 dias tras la polinizacion, embrién 21 dias tras la
polinizaciéon, endospermo 21 dias tras la polinizacién, embrién 35 dias tras la polinizacién, endospermo 35 dias tras
la polinizacion. La expresion de GUS en la F1 se veia en todos los tejidos estudiados en ambos de los eventos
transformados EXP-SETIit.TIP (SEC ID N° 1) y EXP-SETit.Mtha (SEC ID N° 4).

Ejemplo 3: Analisis de los elementos reguladores que dirigen la TIC809 en maiz transgénico

Las plantas de maiz se transformaron con vectores de expresidon en plantas que contenian los elementos
reguladores de ensayo que dirigian la expresion del transgén TIC809, y las plantas resultantes se analizaron por la
expresion de la proteina TIC809.

Los elementos reguladores estaban unidos operativamente al transgén de toxina de insecto, TIC809 (documento
PCT US 2006/033867) en vectores de transformacion de plantas. El casete del transgén estaba compuesto por
elementos reguladores unidos operativamente a un intron derivado de la proteina de choque térmico HSP70 de Zea
mays, unido operativamente al transgén TIC809, unido operativamente a una 3’ UTR derivada del gen HSP17 de
Triticum aestivum L.. Los vectores de transformacién de plantas también contenian un marcador genético de
tolerancia a glifosato para la seleccién de las células vegetales transformadas.

El tejido de maiz de la variedad LH244 se transformé utilizando la transformacion mediada por A. tumefaciens con
los plasmidos, pMON70539 (EXP-SETIit.TIP, SEC ID N° 1), pMON70540 (EXP-SETit.Mtha, SEC ID N° 4), y
pMON70538 (EXPSETIt.DRPa, SEC ID N° 9) utilizando procedimientos conocidos en la técnica. Las plantas Ry se
regeneraron a partir del tejido de maiz transformado y se ensayaron para confirmar la presencia e integridad del
transgén TIC809. Las hojas y raices de estas plantas se analizaron en el estadio V4 o V6 utilizando un ensayo de
inmunoabsorcion ligado a enzimas TIC809 (ELISA) para determinar los niveles de acumulacion de proteina TIC809.
Los valores de la proteina se determinaron utilizando una muestra TIC809 de referencia y se expresa en unidades
de partes por millén (ppm). Los datos del ELISA se presentan en la Tabla 2 siguiente en la que “N” indica el nimero
de plantas cruzadas.

Tabla 2: Datos del ELISA de TIC809 R,

N;':ﬂ'::;?:' SEC ID N° Vector Raiz (ppm) | Hoja (ppm) | N
EXP-SETIt.TIP 1 pMON70539 3 6 26
EXP-SETit.Mtha 4 pMON70540 3 8 20
EXP-SETit.DRPa 9 pMON70538 1 2 24

Se apreciaba la expresion de TI809, dirigida por los elementos de expresion, EXP-SETIit.TIP (SEC ID N° 1), EXP-
SETit.Mtha (SEC ID N° 4), y EXP-SETit.DRPa (SEC ID N° 9) tanto en raices como en hojas, demostrando la
capacidad de los elementos reguladores EXP-SETit.TIP, EXP-SETit.Mtha, y EXP-SETit.DRPa para modular la
transcripcion de un transgén de interés agronémico en plantas al que estan unidos operativamente. La media de
expresion de TIC809 dirigida por EXP-SETIt.TIP (SEC ID N° 1), EXP-SETit.Mtha (SEC ID N° 4), y EXP-SETit.DRPa
(SEC ID N° 9) era al menos 2 veces o mayor en la hoja con respecto a la raiz en las tres construcciones.
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Las plantas RO transformadas que contenian los vectores pMON70539 (EXP-SETIt.TIP, SEC ID N° 1), pMON70540
(EXP-SETit.Mtha, SEC ID N° 4), y pMON70538 (EXP-SETit.DRPa, SEC ID N° 9) se cruzaron con variedades LH59,
utilizando la LH59 como la planta hembra y la LH244 como macho, para producir poblaciones Fi transformadas.
Para las plantas que contenian EXP-SETit.TIP (SEC ID N° 1) y EXP-SETit.Mtha (SEC ID N° 4), los niveles de
proteinas TIC809 se median entonces utilizando el ELISA en las hojas de la F4 en los estadios V3, V7, y VT, en las
raices en los estadios V3 y V7; en los tejidos reproductores alrededor del estadio VT (anteras, polen y seda); y en la
semilla o grano en desarrollo. Los resultados del ELISA se expresan en partes por millon (ppm) con las mediciones
del error estandar que se indica como “SE” y se presentan en la Tabla 3 posteriormente. Para las plantas que
contienen EXP-SETit.DRPa (SEC ID N° 9), se midieron los niveles de proteina TIC809 en las raices utilizando el
ELISA con tejidos tomados en el estadio V9. Los resultados del ELISA se expresan en partes por millén (ppm) y se
presentan en la Tabla 4 posteriormente.

Tabla 3: Datos del ELISA TIC809 F; para EXP-SETit.TIP y EXP-SETit.Mtha.

EXP-SETIt.TIP EXP-SETIiT.Mtha

Tejido ppm SE ppm SE
Hoja V3 1,138 0,32 1,312 0,46
Raiz V3 1,254 0,41 1,242 0,39
Tallo V3 0,694 0,14 0,407 0,19
Hoja V7 0,879 0,31 1,295 0,31
Raiz V7 0,755 0,35 1,185 0,46
Hoja VT 0,308 0,17 0,457 0,35
Antera 0,323 0,06 0,364 0,1
Seda 0,249 0,1 0,222 0,05
Polen 0,315 0,16 0,231 0,01

Semilla 0,138 0,02 0 0

Los niveles medios de expresion de proteina TIC809 dirigidos por los elementos reguladores EXP-SETIt. TIP SEC ID
N° 1) y EXP-SETit.Mtha (SEC ID N° 4) en las poblaciones F4 eran consistentes con los niveles de expresion que se
observan en las RO transformadas, lo que confirma la capacidad de los elementos reguladores TIP y Mtha para
dirigir la expresion de un transgén al que estan unidos operativamente. El EXP-SETIt. TIP (SEC ID N° 1) parece que
tiene su maximo nivel de expresion en V3 en las raices y hojas, con un declive de la expresion en el estadio V7 y
bajo en los tejidos reproductivos y semillas en desarrollo. EI EXP-SETit.Mtha (SEC ID N° 4) muestra una expresion
consistente de TIC809 en las raices y hojas entre el estadio V3 y V7, con declive de la expresion en las hojas en
estadio V7, con menor expresion en tejidos reproductivos, y sin expresion en la semilla en desarrollo.

Tabla 4: Datos de ELISA TIC809 F1 para EXP-SETit.DRPa.

Tejidos del cruce F4 ppm
LII59/ZM_S198227 0,95
LH59/ZM_S198230 2,69
LH59/ZM_S198235 0,5
LH59/ZM_S 199429 1,26

LH59/ZM_S201032 1,09
LH59/ZM_S201049 0,64
Expresion media de TIC809 | 1,19
Error estandar 0,79

Los niveles de expresion media de proteina TIC809 dirigida por el elemento regulador EXP-SETit.DRPa (SEC ID N°
9) en las raices de la poblacion F1 eran consistentes con los niveles de expresién que se observada en la Ry
transformada, confirmando la capacidad de los elementos reguladores DRPa para proporcionar la expresion en la
raiz de un transgén al que estan unidos operativamente.

Las poblaciones Ry de las plantas transformadas con pMON120408 (EXP-SETit.Rcc3-1, SEC ID N° 14),
pMON120407 (EXP-SETit.Rcc3-10, SEC ID N° 17), y pMON120410 (EXP-SETit.Rcc3-11, SEC ID N° 19) se
produjeron como se ha descrito anteriormente. Los niveles de proteina TIC809 en estas plantas se midieron en
hojas y raices utilizando un ELISA en el tejido tomado en el estadio V4 o V6. Los resultados del ELISA se expresan
en partes por millén (ppm) y se presentan en la Tabla 5 posterior.
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Tabla 5: Datos del ELISA de TIC809 de Ry para EXP-SETit.Rcc3-1, EXP-SETit.Rcc3-10, y EXP-SETit.Rcc3-11.

Nombre del elemento Evento Raiz (ppm) Hoja (ppm)
EXP-SETit.Rcc3-1 (SEC ID N° 14) 1 0,292 0
EXP-SETit.Rcc3-1 (SEC ID N° 14) 2 2,79 0
EXP-SETit.Rcc3-1 (SEC ID N° 14) 3 1,171 0
EXP-SETit.Rcc3-1 (SEC ID N° 14) Media 1,42 0
EXP-SETit.Rcc3-10 (SEC ID N° 17) 1 2,129 0
EXP-SETit.Rcc3-10 (SEC ID N° 17) 2 1,793 0
EXP-SETit.Rcc3-10 (SEC ID N° 17) 3 0,425 0
EXP-SETit.Rcc3-10 (SEC ID N° 17) 4 0,677 0
EXP-SETit.Rcc3-10 (SEC ID N° 17) 5 0,877 0
EXP-SETit.Rcc3-10 (SEC ID N° 17) 6 1,847 0
EXP-SETit.Rcc3-10 (SEC ID N° 17) 7 1,479 0
EXP-SETit.Rcc3-10 (SEC ID N° 17) 8 0,359 0
EXP-SETit.Rcc3-10 (SEC ID N° 17) 9 1,84 0
EXP-SETit.Rcc3-10 (SEC ID N° 17) 10 3,309 0
EXP-SETit.Rcc3-10 (SEC ID N° 17) 11 1,589 0
EXP-SETit.Rcc3-10 (SEC ID N° 17) 12 3,652 0,294
EXP-SETit.Rcc3-10 (SEC ID N° 17) 13 1,019 0
EXP-SETit.Rcc3-10 (SEC ID N° 17) 14 2,715 0,56
EXP-SETit.Rcc3-10 (SEC ID N° 17) 15 0,981 0
EXP-SETit.Rcc3-10 (SEC ID N° 17) 16 3,147 0,317
EXP-SETit.Rcc3-11 (SEC ID N° 19) 1 2,356 0
EXP-SETit.Rcc3-11 (SEC ID N° 19) 2 2,343 0
EXP-SETit.Rcc3-11 (SEC ID N° 19) 3 1,465 0
EXP-SETit.Rcc3-11 (SEC ID N° 19) 4 2,271 0
EXP-SETit.Rcc3-11 (SEC ID N° 19) 5 0,247 0
EXP-SETit.Rcc3-11 (SEC ID N° 19) 6 2,949 0
EXP-SETit.Rcc3-11 (SEC ID N° 19) 7 3,36 0
EXP-SETit.Rcc3-11 (SEC ID N° 19) 8 4,771 0
EXP-SETit.Rcc3-11 (SEC ID N° 19) 9 1,757 0
EXP-SETit.Rcc3-11 (SEC ID N° 19) 10 2,255 0
EXP-SETit.Rcc3-11 (SEC ID N° 19) 11 3,314 0
EXP-SETit.Rcc3-11 (SEC ID N° 19) 12 4,958 0
EXP-SETit.Rcc3-11 (SEC ID N° 19) 13 0,232 0
EXP-SETit.Rcc3-11 (SEC ID N° 19) 14 1,503 0
EXP-SETit.Rcc3-11 (SEC ID N° 19) 15 1,425 0
EXP-SETit.Rcc3-11 (SEC ID N° 19) 16 3,6 0
EXP-SETit.Rcc3-11 (SEC ID N° 19) 17 3,533 0
EXP-SETit.Rcc3-11 (SEC ID N° 19) 18 2,158 0
EXP-SETit.Rcc3-11 (SEC ID N° 19) Media 2,47 0

La expresion de TIC809 cuando se dirige por las variantes de los elementos de expresion EXP-SETit.Rcc3-1(SEC ID
N° 14), EXP-SETit.Rcc3-10 (SEC ID N° 17), y EXP-SETit.Rcc3-11 (SEC ID N° 19) era fuerte en las raices y débil o
ausente en las hojas. La expresion baja o no expresion en las hojas se observaba en las tres variantes SETit.Rcc3
con la excepcion de tres eventos transformados en los que la variante de elemento de expresion EXP-SETit.Rcc3-10
(SEC ID N° 17) mostraba un bajo nivel de expresion de TIC809 en las hojas. La expresion media en las raices de la
proteina TIC809 era mayor utilizando la variante de elemento de expresion EXP-SETit.Rcc3-11 (SEC ID N° 19) que
con las variantes EXP-SETit.Rcc3-1(SEC ID N° 14) y EXP-SETit.Rcc3-10 (SEC ID N° 17), pero los tres
proporcionaban la expresion del transgén al que se unen operativamente en la raiz.
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tgtactgtca tattgtegtg gtitttcaat tgetgtacct gatgcaaacg taatgggttt 60
actaatcttg cacccgeegg cttcaaaatg aagégtgcta atttggteca pgtcaccatc 120
accggttcega actgtctaga atggcaggca aagatgattg gacaggcatg cagggaaaaa 180
gagcaccgtt gacgatgtat gegagttccc accattgcga gcaatgatta tcagecacac 240
gacttactet tcagagctaa ccactéccat gcagagaaaa agtgaatcat attgtcatga 300
tctacaacga agtgaaacaa tcaggcatge taaagtgectg aaactttact gatctctcat 360
gtitggacaac aaagaatacyg ggaatacatc agcaacgcaa ctcttgagct ttgettgecg 420
aatgaccagc tagaatttcc aagcatttac agaaacatga ctttaagttt cagaaaaaca 480
aatacaagge cactaaataa goegtggggat aacatatccet ccagatgaca ggcaatetge 540
aacttgcagc cattcaaatg tacgattaac aaaatattta agcgccacat gagataatat 600
atcctccaat tagggeettt agtattgtca ttagetcata accatggtge atcctcacat 660
ggacgctgﬁa taagaagttc ataatagcaa cagacatatg aacaaagcat ggtgcgectg 720
ceoggecgga ctagctagta ctaccaatca tggaataage tagtacccta aatgaaatta 780
aaatggtttt tagecgattat ccacgecogte cagaatactc taatccacaa gttgaggeceg 840
cccatgaage cgcgagaggg cgacgccatg tgtataaaag gggcctaage tgagtggact 900
tgctgecatca gattagt 917
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cetettectt tatttttgoc atcagegteg ttgttgaact ctegtgectg ttazagatgt
gtgtgttcecg ctetttecaa atttcccata taatgagtag agtgagactt tgcatagcct
tgegeggtaa gtecagtatt gtagttatag aagtccatca ttccaatgca ttggatgagg

gttgccatge agttggtcectg atgettgget gogeoctaacca tgttgococgtt aaatcccata

tcctcoccttgt
atagggtgca
ctcagttttyg
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cctecttcett tatttttgee atcagegteg ttgttgaact ctegtgoctg ttaaagatgt 60
gtgtgtteceg ctetttocaa atttcoccata taatgagtag agtgagactt tgcatagect 120
tgcgeggtaa gtccagtatt gtagttatag aagtccatca ttcocaatgea ttggatgagg 180
gttgecatge agttggtctg atgettgget gegetaacca tgttgecgtt aaatcccata 240
toccteocttgt gttoetgeac ttagectaga tgtggtgact agﬁttccatg gtttgtetge 300
atagggtgca agtggegttg tatggecatc cacgtttage ctgecctatcc acggaccaaa 360
ctcagttttyg tgtaattage cgcaagaaga atttgeattt tgecggogec cacgttttee 420
agacagaaga gatttetggt gtttcegatge ageccaggaa ctgtgettta tatgecgatg 480
ctattgtata catgacggat cttgttagtt tctagaagat agtatcetet tccacttate 540
gaagcetectyg accatagecec atagggegaa cgatgetaga tgctaaatgt gaagtggtga 600
tgetgttgte gatattgagg tcacagatec agttgttact gatageatceg tgaactgtce 660
tattttgtet tcttgaaatg tcogaagagga gtggagcaat gtocttaggt getggocatg 720
tagctageca gaagtccaga agctagectt titgcgcatca ccaagagtga taaccatgca 780
ggcaacaaat acttgecatgt ctgtctogte geatgggatt tctatgttgg tecagggttt 840
tteeggtgat gectacteat gocaaagcca cctcagacgg agggctegtg cgaatttete 900
gaggtcagec cctegtattg cttcagtagg caggttiteg tocagttgac tttacattta 960
cecteggtta getgttggte teecgetcag aggaattttt tacggatctt gtctaagtet 1020
tggagcecct ctttaaggaa ataataaaag aagazactac ttgtttttge aatgataacg 1080
tacatacaga tatttctaaa gccatcaagt acctagettg tcoctaaataac aagtgtgtoc 1140
tggaacaagt atecgagtacc tgaaagcaac ctgetttgaa ttggaaagga taaaaattcog 1200
acaaggaacg aacaaaggag gcacatttct tgocggccag aaactattgg gtctttgecat 1260
ccttgtgaat tgataaacgt gctggtgtgt ttcaatgatg tccatgagat gggaatacaa 1320
agtcaageat gocttattac cttattgtgt ggotetgtcot gcagaaagca accgggegca 1380
ttttetteog atacegtggt tacttteaaa ttggaagaca gagacgtaca cacaaggcaa 1440
taattcaggg aacaattoca tcecatccact getataaaag geggtgtigy ggtgttgggt 1500
ctettecagtt cagtgt 1516
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cteteoagete
caccategte
gctecaceect
tgcaggttce
ggcgtaggtyg
tctetetote
aacggcoaga
cgtaaggegg
aaaaccagcg
gacggtgaag
ggggcattga
gtaatactag
caatctegty
acttgacaaa
caaggecace
catacacaca
atacgaccect

ctggcecatta

ES 2562 908 T3

cttatactte
atttatttge
agtatttcaa
attagattaa
attgatctac
agaatcttca
tgatgeatca
gtacgcacaa
gtatatatat
agcgtattag
aaggaaaaaa
gtgeectece
tteccegacee
ctgegtgate
cactegtgge
agtgaagaag
ggcggeecty
tatgagcegyg
tccagegaga
ceggeageac
gtgatggggt
actggtitgyg
cattettttt
tagctgatga
cagcacatgyg
tetgtacaaa
aaggatacat
gasggaagag
ctteoctgtac

getcea

aaaaaceaat
ttatatttea
tttatttget
gtatttcaat
tatatatgta
agtggatttce
aatctacage
tatgtctata
aatagtatct
aagtagtata
acaaatcagt
gecaccctet
cttectetee
tceceteotect
agtgaggage
gagctageac
geggogegge
atccggtagg
tgcggoeggt
catttttttyg
atecccatea
agcoggeagt
actaacttte
taagtttgat
acagctatac
atatgctaga
gatgacaacy
atgatgactc

gocteocteat

<210> 10

<211> 1726

<212> ADN

<213> Setaria italica

<400> 10

21

ttatgtgtat
aaaataaatt
tatacttcaa
ttaattgett
ataaactttyg
ttctagacga
accgtcagga
tatatgtata
taaatgtaat
cgtatgaata
accggteggy
ccteocctett
cactgcogee
cacectegge
ageggcaaca
ggatccegacg
cteagettcee
accaaggcag
cggatecggc
tttttttaat
ctaccgaaag
gatgaaccte
ttectaccac
ataagactat
taacgagaag
aaaatattga
gccaatcaga
cagtttaact

tcecaacacag

atacttggaa
cttgtgcata
aaatcaattc
atatttgaag
ccaatgacac
ggtcataaat
ctegggttta
atattattca
attgaagata
tagaataaag
gagacecaacc
ctetegeege
cacteectet
tgeccctect
catagatccq
aagaaggagc
tctceccgta
ttggcggetyg
gagygcaygcge
aggeccttcac
tcagacgatyg
tggagtagtg
gtagtatgea
caageggtet
tegaggacga
accaatcaaa
cttcaaagat
ttcatcgacg

gaacgggatt

60
120
180
2490
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B840
900
960

1020
1080
11490
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740

1766



10

tggtaaaate
aaattagatt
tacttagaaa

ttgtgtatat

taagtcaatt
agatgatgta
cocageggggy
gaatagtaga
tatatgtgta
aatagaactt
aaaaagaaaa
ggcactaatt
cctetoctee
ctcégccgac
ctceccectte
gtggtggcag
tggttgegat
cgectetete
gtggggegge
aaggccgggg
cgccagttes
gatccaaace
cttatggetg
ataattgtac
cgacatttca
cageccaccg
cattgcccat
atctcaacat

actcctataa

aattcatatg
aagtatttea
aattagatta

acttacaaaa

gtgcaaaceco
caggaaagat
agtttcataa
aatgatatgt
tgcataatat
tatatatatt
taagaaaaga
aggeccettta
ctcteagete
cacecategte
getcacecct
tgcaggttce
ggpgtaggtg
tetetetete
aacggecaga
cgtaaggegg
aaaaccageg
gacggtgaag
ggggcattga
gtaatactag
caatctegty
acttgacaaa
caaggeccacc
catacacaca

atacgaccet
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cttatactte
atttatttge
agtatttcaa

attagattaa

attgatctac
agaatcttca
tgatgcatca
gtacgcacaa
gtatatatat
agegtattag
aaggaaaaaa
gtgeceectece
tteccgacce
ctgegtgate
cactegtgge
agtgaagaag
ggeggeecty
tatgageegy
tecagegaga
ccggceagcac
gtgatggggt

actggtttgy

cattcttttt
tagctgatga
cagcacatgg
toctgtacaaa
aaggatacat
gaaggaagag

ctteoctgtac

aaaaaccaat
ttatatttca
tttatttget

gtatttecaat

tatatatgta
agtggattte
aatctacage
tatgtctata
aatagtatct
aagtagtata
acaaatcagt
gccaccctet
cttectetee
tocctetect
agtgaggage
gagctagcac
gcggegeggac
atccecggtagg
tgeggeeggt
catttttttyg
atccccatca
agccggecagt
actaacttte
taagtttgat
acagctatac
atatgctaga
gatgacaacqg
atgatgactc

geoctecteat

<210> 11

<211> 40

<212> ADN

<213> Setaria italica

<400> 11
acaggaacgg gattcttcct tcttctggec attagctcca 40

<210>12
<211>1778

22

ttatgtgtat
aaaataaatt
tatacttcaa

ttaattgett

ataaactttg
ttctagacga
accgtecagga
tatatgtata
taaatgtaat
cgtatgaata
accggteggy
cctocctett
cactgcogee
caccctcgge
agcggcaaca
ggatccgacg
ctcagettee
accaaggcag
cggatecgge
tttttttaat
ctacegaaag
gatgaaccte
ttcetaceac
ataagactat
taacgagaaqg
aaaatattgc
gocaatcaga
cagtttaact

tccaac

atacttggaa
cttgtgcata
aaatcaattc

atatttgaag

ccaatgacac.

ggtcataaat
ctegggttta
atattattca
attgaagata
tagaataaag
gagaccaace
ctctegeege
cccteectet
tgecectect
catagatcecg
aagaaggagc
tctccccgta
ttggeggctyg
gaggcagege
aggectteac
tcagacgatyg
tggagtagtg
gtagtatgca
caageggtet
tegaggacga
accaatcaaa
cttcaaagat

ttecatcgacy

60
120
180

240

300
360
429
480
540
600
660
720
780
840
500
360
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680

1726



10

<212> ADN
<213> Setaria italica

<400> 12

<210> 13

tggtaaaatc
aaattagatt
tacttagaaé
ttgtgtacat
tgagtcaatt
agatgatgta
ccagegygggy
gaatagtaga
tatatgtgta
aatagaactt
aaaagaaaat
éactaattag
tetcetcect
cecgecgacca
ccccecttegy
gcaacacata
ccgacgaaga
gcttectete
agttggcgge
gcgaggeage
acaggactte
agtcagacga
totggagtag
acqtagtatg
atcaageggt
agtcgagaac
gqeaccaatca
gacttcaaag

ctttecatega

aggaacggga

<211>1738
<212> ADN

aattcatatg
aagtatttea
aattagatta
acttagaaaa
gtgcaaacec
caggaaagat
agtttcataa
tatgatatgt
tgcataatat
tatatatatt
aagaaaagaa
gccetttagt
cteoagetect
ccatcgtegt
ctcaccecte
gatccggtgg
aggagctggt
ccegtacgee
tggtggggcg
gcaaggeegg
acdegecagtt
tggatccaaa
tgcttatgge
caataattgt
ctogacatte
gacagececac
aacattgcee
atatctcaac

cgactectat

ttcttectte
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cttatactte
atttatttge
agtatttcaa
attagattaa
attgatctac
agaatcttca
tgatgcatca
gtacgcacaa
gtatatatat
agcgtattag
aggaaaaaac
gectteocage
cecgaccect
gegtgatete
actegtggea
tggcggtgea
tgeggtggeg
tectetetete
gcaacggcca
ggegtaagge
ccaaaaccag
cagacggtga
tgggggcatt
acgtaatact
cacaatetcg
cgacttgaca
atcaaggcea
atcatacaca

aaatacgacc

ttectggecat

aaaaaccaat
ttatatttca
tttatttget
gtatttcaat
tatatatgeca
agtggatttc
aatctacage
tatgtctata
aatagtatet
aagtagtata
aaatcagtac
caccctetce
tecetcotececa
ccteteetea
gtgaggagcyg
ggttecagtyg

taggtgggeg

tctatgagee

gatccagega

ggooggoage

cggtgatggy
agactggttt
gacattottt
agtagetgat
tgcaacacat
aatctgtaca
ccaaggatac
cagaaggaaq

ctettectgt

tagctceca

23

ttatgtgtat
aaaataaatt
tatacttcaa
ttaattgett
ataaactttyg
ttctagacga
accgtcagga
tatatgtata
taaatgtaat
cgtaagaata
cggttgggga
tcectettet
ctgtecgecec
cecteggetg
geggeggggt
aagaaggagc
gecetggagyg
ggatcoggta
gatgetgeceq
accatttttt
gtatccccat
ggagecggea
ttactaactt
gataagtttg
ggacagctat
aaatatgcta
atgatgacaa
agatgatgac

acgectecte

gtacttggaa
cttgtgeata
aaatecaatte
atatttgaag
ccaatgacac
ggtcataaat
ctegggttta
atattatteca
attgaagata
tagaataaag
gaccaaccgg
ctegecgece
ctecctetee
ccectectet
gagagcagcg
tagcacggat
cgoggectaa
ggaccaagge
gteggatecg
tgttttttta
cactaccgaa
gtgatgaacc
tettectace
atataagact
actaacgaga
gaaaaatatt
cggccaatca
teccagtttaa

attccaacac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1029
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
lez0
1680

1740

1778
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<213> Setaria italica

<400> 13
tggtaaaatc aattcatatyg cttatacttce aaaaaccaat ttatgtgtat atacttggaa €0
aaattagatt aagtatttca atttatttge ttatatttca azaataaatt cttgtgcata 120
tacttagaaa aattagatta agtatttcaa tttatttget tatacttcaa aaatcaatte 180
ttgtgtacat acttagaaaa attagattaa gtatttcaat ttaattgett atatttgaag 240
taagtcaatt gtgcaaaccc attgatctac tatatatgea ataaactttg ccaatgacac 300
agatgatgta caggaaagat agaatcttca agtggatttce ttctagacga ggtcataaat 360
ccageggggy agtttcataa tgatgeatca aatctacage accgtcagga ctegggttta 420
gaatagtaga tatgatatgt gtacgcacaa tatgtctata tatatgtata atattattca 480
tatatgtgta tgcataatat gtatatatat aatagtatct taaatgtaat attgaagata 540
aatagaactt tatatatatt agoegtattag aagtagtata cgtaagaata tagaataaag 600
aaaagaaaat aagaaaagaa aggaaaaaac aaatcagtac cggttgggga gaccaaccgg 660
cactaattag gccctttagt gecttecege cacccteotee tecetcttet ctogecgece 720
tctactecct ctcageteoet ceocgacecact toctceteoca ctgtegecce ctocectcoctec 780
ccgecgacea ccategtegt gegtgatcte cctetectea ceccteoggetg cocctectet - 840
cccccctteg ctcacccocte actogtggea gtgaggageyg goggoggagt gagagcageg 900
gcaacacata gatceggtygy tggoggtgea ggttccaghtg aagaaggage tagcacggat 960
ccgacgaaga aggagcetggt tgcggtggeg taggtgggeg gocetggegg cgeggectca 1020
gcttectete coccgtacgoe totcotetcte tctatgagec ggatccggta ggaccaagge 1080
agttggegge tggtggggeg gcaacggeca gatccagega gatgetgecyg gteggatceg 1140
gagaggcage gcaaggecgy ggcegtaagge ggocggcage accatttttt tgttttttta 1200
acaggcctte accgcecagtt ccaaaaccag cggtgatggg gtatccoccat cactaccgaa 1260
agtcagacga tggatccaaa ccgacggtga agactggttt ggageeggea gtgatgaace 1320
tctggagtag tgottatgge tgggggcatt gacattcttt ttactaactt tettectace 1380
acgtagtatg caataattgt acgtaatact agtagectgat gataagtttg atataagact 1440
atcaageggt ctcgacattt cacaatctecg tgecaacacat ggacagctat actaacgaga 1500
agtegagaac gacagcecac cgacttgaca aatctgtaca aaatatgeta gaaaaatatt 1560
gcaccaatca aacattgocoe atcaaggeoea ccaaggatac atgatgacaa cggecaatca 1620
gacttcaaag atatctcaac atcatacaca cagaaggaag agatgatgac tccagtttaa 1680
ctttecatega cgactectat aaatacgace ctottectgt acgectecte attccaac 1738

<210> 14

<211> 2128

<212> ADN

<213> Setaria italica

24



<400> 14

tatcggegac
agcgcgatta
tctgactagt
agtcgaagta
cggcgacttyg
gcttgeggty
gacgtagatt
atcttgatga
gcgccaactg
tgtggtggyy
aagttcggge
gattgatcag
gggctacagg
taattgctac
cgtocttgeac
tatcecaaget
ggtcagtact
cgtaacccac
accaatattt
tgtccacgtyg
catgatacat
agtatttatyg
cttaaaaaca
tcaaaagata

cttagetttg

cgctaagaga
ctgatgtgca
tattgattgt
gaccatocte
attatttgee
gaaaccgact
tgtctgettg
tgaggtoctt
ttggtgectta
ctegteogaag
tgcttatgee
atatttggag
teggttgtty
aagtagttte
ctagtetctyg
tcccagtagg
atccttatct
caatatttgg
cgtggcatag
ttgctaatac
gtgcatgtce
agggggagag
tacaatgttg

ggtgtcatgt

ttacccagaa
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agacatttaa
ggttctegat
atggaacceg
aactactttt
tcaatctgtg
cagtcttoga
gaactccaac
caagctcgcee
gacccagcaa
atcaggaact
gcataatace
ggggecctge
tacaagagta
ctaatccttg
tgtttgatac
cccatagatg
atatagacac
tggcatagac
agatctctta
aatgttctaa
gaacaaatat
gggcgttgac

tteocageate

‘tecttttagt

tgaacegcta

aataagtagt
tgttgatgaa
cecctegacta
ctagttgaga
tgtgacttga
ttggaacacg
tcagtgactt
tgatgatcte
cctaccgagg
tgaaggtgaa
ccatgtcatg
ctegecttat
ctagteggtt
actagtcoctt
atettggtgt
tatggecegac
azacaacgta
cacgtattge
ggcéataaat
accttacage
ttatgggtac
gaaaaaaata
aagcctacgt
gcaaaactta

agetegagga

25

cggcattgty
gtegactagt
gttttctagt
tgagtagtcg
tegacgagee
gagegegtea
gcttettgtt

gacgatcace

gggtacccga

ctegaacaca
tgtgttggtt
attgcccatt
ttgaccageg
gtaecgecacy
acagtccgat
aactggataa
ctatagceaga
tgatatagtg
tagcagtacg
ctactggaca
ccgaaaggtt
acttagctaa
gatcatttca
aggacaccta

gotctgaact

ataasaagay
cggagtcgat
cgagacgagt
aagtagtogt
gtatgcagea
attectatgte
gagtagatty
tctacctgac
ggtagtgttt
cgatttagac
ggattgtatt
gcoggaggea
agtcctactce
tagaccacga
attgtaggac
tgtaactctg
agtttaagct
ctogtaacee
aaacaatcta
gttctetage
aattttttgt
gogtaattgy
caaaaccaac
ccttgcaaaa

tacatgacca

€0
120
180
240
300
360
420
480
540
€00
660
720
780
840
$00
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440

1500



10

aatatattaa

cgggtgtett
ggtgcaaggg
gaaggaagaa
attcttaaaa
tatgccaagt
catcaaccaa
ccagatcacc
caccaactaa
ataaaccate

tccagtaatt

<210> 15

<211> 2062

<212> ADN

<213> Setaria italica

<400> 15

tatcggegac
agcgegatta
tctgactagt
agtcgaagta
cggcgacttg
gettgoggtg
gacgtagatt
atcttgatga
gegecaactg
tgtggtgggg
aagttcggge
gattgatcag
gggctacagyg
taattgectac
cgtcttgeac

tatecaagcet

acacaaaagt
tcgtctcata
ggctcaagec
gaaaceaacet
cecatttectt
tactazacta
tgeageaatc
catcteatca
tecagecattge
acaggcactt

actttcocgtyg

cgctaagaga
ctgatgtgca
tattgattgt
gaccatccte
attatttgee
gaaaccgéct
tgtetgeteg
tgaggtecett
ttggtgetta
ctegteogaag
tgettatgec
atatttggag
tcggttgttyg
aagtagttte
ctagtctctyg

tcccagtagg
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catgcatgat
cctctattgt
ccoctaccte
atattctaat
ggcatttgceg
aactatgatc
ttgategeta
cagtcacaty
aacactette
aggatcaagt

tagcaaaa

agacatttaa
ggttcectcgat
atggaacccg
aactactttt
tcaatetgtg
cagtcttcga
gaactccaac
caagctogee
gacccagcaa
atcaggaact
gcataatacce
ggggecetge
tacaagagta
ctaatccttg
tgtttgatac

cccatagatyg

tttetttaat
cectceegtgat
tecccaaagga
gctaceteeg
catgttacaa
caccatggag
gtactgtceg
cattecatggt
ctcctataaa

taattttgtt

aataagtagt
tgttgatgaa
cectegacta
ctagttgaga
tgtgacttga
ttggaacacg
tcagtgactt
tgatgateote
cctaccgagy
tgaaggtgaa
ccatgteatg
ctegecttat
ctagtcggtt
actagtcctt

atcttggtgt

tatggecgac

26

aagtatcgag
caacaagggt
gaaagaaggyg
ccactgetga
ggtacaaaag
cgagaacaaa
geattatate
cacgggaacce
tgcagegage

tctgetttgt

cggcattgtg
gtagactagt
gttttetagt
tgagtagtcyg
tocgacgagoc

gagegegtca

gettottgtt

gacgatcace
gggtaccoga
ctcgaacaca
tgtgttggtt
attgcocatt
ttgaccageyg
gteegecacy
acagtccgat

aactggataa

caatatggtt
ggatccgggt
agaagaaagt
tcaacacaac
agccagcceca
cgtcaacagg
tgaaacaaat
gttagcaaac
gggggacacc

gegectgtgt

ataaaaagag
cggagtegat
cgagacgagt
aagtagtcgt
gtatgcageca
attctatgtc
gagtagattg
tctacctgac
ggtagtgttt
cgatttagac
ggattgtatt
gceggaggea
agtoctacte
tagaccacga
attgtaggac

tgtaactctg

1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100

2128

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800

960



ggtcagtact

cgtaécccac
accaatattt
tgteccacgtg
catgatacat
agtatttatyg
cttaaaaaca
tcaaaagata
cttagctttg
aatatattaa
caggtgtett
gatgcaagqgy
gaaggaagaa
attecttaaaa
tatgecaagt
catcaaccaa
ccagatcace
caccaactaa

ataaaccatc

atccttatct
caatatttgg
cgtggecatag
ttgctaatac
gtgcatgtece
agggggaggyg
tacaatgttg
ggtgtcatgt
ttacccagaa
acacaaaagt
tegtetecata
ggcteaagee
gaaacccoccet
ccatttecott
tactaaacta
tgecageaate
catcteateca
tcagcattge

acaggcactt
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atatagacac
tggcatagac
agatctectta
aatgttctaa
gaacaaatat
gggegttgac
ttcecageate
teettttagt
tgaacegceta
catgcatgat
cctotattgt
ceectacete
atattctaat
ggcatttgeg
aactatgate
ttgatcgeta
cagtcacatg
aacactette

ag

aaacaacgta
cacgtattgce
ggcaataaat
accttacagc
ttatgggtac
gaaaaaaata
aagcectacgt
gcaaaactta
agctcgagga
tttotttaat
cctacgtgat
tecccaaagga
gctaccteog
catgttacaa
caccatggag
gtactgtceg
cattcatggt

ctcctataaa

ctatageaga
tgatatagtyg
tageagtacg
ctactggaca
ccgaaaggtt
acttagctaa
gatcatttea
aggacaccta
gctetgaact
aagtatcgag
caacaagggt
gaaagaaggg
ccactgetga
ggtacaaaayg
cgagaacaaa
geattatate
cacgggaace

tgcagaogage

agtttaagct
ctagtaaccee
aaacaatcta
gttetetage
aattttttgt
gcgtaattgg
caaaagcaac
ccttgeaaaa
tacatgacca
caatatggtt
ggatccgggt
agaagaaagt
tcaacacaac
ageccagcoeca
cgtcaacagg
tgaaacaaat
gttagcaaac

gggggacacc

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1280
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040

2062

<210> 16

<211> 66

<212> ADN

<213> Setaria italica

<400> 16

gatcaagtta attitgtttc tgctttgtge gectgtgtte cagtaattac tttecgtgta 60

gcaaaa -66

<210> 17

<211> 1629

<212> ADN

<213> Setaria italica

<400> 17

27



agacccagca
gatcaggaac

cgeataatac

gggggeccty
gtacaagagt
cctaatectt
gtgtttgata
goccatagat
tatatagaca
gtggcataga
gagatctétt
caatgttcta
cgaacaaata
ggggcgttga
gttccageat
tteettttag
atgaaccgct
tcatgcatga
acctctattg
cecectacot
tatattctaa
tggecatttge
aaactatgat
cttgateget
acagtcacat
caacactctt
taggatcaag

gtagcaaaa

acctaccgag

ttgaaggtga

cccatgtcat

actegectta
actagteget
gactagtcct
catcttggtg
gtatggecga
caaacaacgt
ccacgtattg
aggcaataaa
aaccttacag
tttatgggta
cgaaaaaaat
caagectacyg
tgcaaaactt
aagctcgagg
ttttctttaa
tectecgtga
cteccaaagg
tgctacctee
geatgttaca
ccaccatgga
agtactgtee
geatteatgy
cctectataa

ttaattttgt
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ggggtacceg

agtogaacac

gtgtgttggt

tattgocecat
tttgaceage
tgtecogecac
tacagtccga
caactggata
actatageag
ctgatatagt
ttagcagtac
cctactggac
cecgaaaggt
aacttageta
tgatcattte
aaggacacet
agctctgaac
taagtatega
tcaacaagygy
agaaagaagg
gecactgetg
aggtacaaaa

gcgagaacaa

ggcattatat

tcacgggaac
atgcagegag

ttetgetttg

aggtagtgtt
acgatttaga

tggattgtat

tgccggagge
gagteoctact
gtagaccacyg
tattgtagga
atgtaactcet
aagtttaage
gctcgtaace
gaaacaatct
agttctctag
taattttttg
agegtaattyg
acaaaaccaa
accttgcaaa
ttacatgace
gcaatatggt
tggatccgygy
gagaagaaaqg
atcaacacaa
gageccageec
acgtcaacag
ctgaaacaaa
cgttagcaaa
cgggggacac

tgeogectgtyg

<210> 18

<211> 1563

<212> ADN

<213> Setaria italica

<400> 18
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ttgtggtggg
caagttegag

tgattgatca

aggygctacag
ctaattgcta
acgtcecttgea
ctateocaage
gggtcagtac
tegtaaccca
caccaatatt
atgtccacgt
ccatgataca
tagtatttat
gettaaaaac
ctcaaaagat
acttagottt
aaatatatta
tegggtatet
tggtgcaagg
tgaaggaaga
cattcttaaa
atatgecaag
gcatcaacca
tccagatcac
ccaacaacta
cata#accat

tteccagtaat

gctcgtegaa
ctgcettatge

gatatttgga

gtcggtigtt
caagtagttt
cctagtctet
ttceocagtag
tatccttate
ccaatattty
tcgtggeata
gttgctaata
tgtgecatgte
gagggggagy
atacaatgtt
aggtgtcatyg
gttaccecaga
aacacaaaag
ttegtotecat
gggctcaage
agaaacecce
accatttect
ttactaaact
atgcagcaat
ccatctcate
atcagecattyg
cacaggcact

tactttcogt

60
120

180

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620

1629



agacccagca

gatcaggaac

cgcataatac
gggggcccty
gtacaagagt
cctaatectt
gtgtttgata
gcccatagat
tatatagaca
gtggcataga
gagatctctt
caatgtteta
cgaacaaata
ggggegttga
gttccageat
ttecttttag
atgaacecgct
tcatgecatga
acctctattg
ccecctacet
tatattctaa
tggcatttge
aaactatgat
cttgateget
acagteacat
caacactett

tag

acctaccgag

ttgaaggtga

cccatgtcat
cetagectta
actagtegygt
gactagtcet
catcttggtyg
gtatggccga
caaacaacgt
ccacgtattyg
aggcaataaa
aaccttacag
tttatgggta
cgaaaaaaat
caagcctacg
tgcaaaactt
aagctcgagg
tttteotttaa
tectecgtga
ctoccaaagy
tgctaccteo
geatgttaca
ccaccatgga
agtactgtce
geattcatgg

cetoctataa
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ggggtacceg

actcgaacaq

gtgtgttgat
tattgeceat
tttgaccage
tgtcegeeac
tacagtecga
caactggata
actatagecag
ctgatatagt
ttagcagtac
cctactggac
coegaaaggt
aacttagcta
tgatcattte
aaggacacct
agctctgaac
taagtatcga
tcaacaaggg
agaaagaagy
gccactgcetyg
aggtacaaaa
gcgagaacaa
ggeattatat

tcacgggaac

atgcagcgag

aggtagtgtt

acgatttaga

tggattgtat

tgceagagge

gagtcctact
gtagaccacg
tattgtagga
atgtaactct
aagtttaage
gctegtaace
gaaacaatct
agttctctag
taattttttg
agcgtaattyg
acaaaaccaa
accttgcaaa
ttacatgace
gcaatatggt
tggatceggg
gagaagaaagq
atcaacacaa
gagceagece
acgtcaacag
ctgaaacaaa
cgttagcaaa

cygyggacac

<210> 19

<211> 981

<212> ADN

<213> Setaria italica

<400> 19
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ttatggtggg

caagtteggg

tgattgatca
agggcetacag
ctaattgeta
acgtcttgea
ctatccaage
gggtcagtac
tcocgtaaccca
caccaatatt
atgtecacgt
ccatgataca
tagtatttat
gettaaaaac
ctcaaaagat
acttagettt
aaatatatta
tcogggtgtet
taggtgcaagg
tgaaggaaga
cattcttaaa
atatgecadg
gcatcaacea
tecagatcac
ccaccaacta

cataaaccat

gotegtegaa

ctgettatge

gatatttgga
gteggttgtt
caagtagttt
cctagtcetcet
ttccocagtag
tatccttate
ccaatatttg
tegtggeata
gttgctaata
tgtgcatgtce
gagggggagyg
atacaatgtt
aggtgtcatg
gttaccecaga
aacacaaaag
ttegtcteat
gggctcaagce
agaaaccccc
accatttcct
ttactaaact
atgcagcaat
ccatctecate
atcagcattyg

cacaggcact

60
120

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B840
900
950
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560

1563
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gtgttgetaa tacaatgtte taaaccttac agectactgg acagttctcet agocatgata €0
catgtgcatg tcegaacaaa tatttatggg taccocgaaag gttaatttit tgtagtattt 120
atgaggggga ggggggcgtt gacgaaaaza ataacttagc taagcegtaat tggcttazaa 189
acatacaatg ttgttccage atcaageecta cgtgatcatt tcacaaaacc aactcaaaag 240
ataggtgtca tgttcctttt agtgcaaaac ttaaggacac ctaccttgca aaacttaget 300
ttgttaccca gaatgaaceg ctaagctcga ggagctctga acttacatga ¢caaatatat 360
taaacacaaa agtcatgcat gattttettt aataagtatc gagcaatatg gttogggtgt 420
ctttegtete atacctetat tgtectecgt gatcaacaag ggtggatcocg ggtggtgcaa 480
gggggctcaa goccocecctac ctetcccaaa ggagaaagaa gggagaagaa agtgaaggaa 5440
gaagaaaccc cctatattet aatgctacet cegeccactge tgatcaacac aacattetta 600
aaaccattte cttggecattt gegeatgtta caaggtacaa aagagecagce ccatatgeca 660
agttactaaa c¢taaactatg atccaccatg gagocgagaac aaacgtcaac aggcatcaac 720
caatgcagca atcttgatcg ctagtactgt ceggcattat atctgaaaca aatccagate 780
acccatctca tcacagtcac atgcattcat ggtcacggga accgttageca aaccaccaac 840
taatcagcat tgcaacacte ttectccectat aaatgcagcq agcgggggac accataaace 900
atcacaggeca cttaggatca agttaatttt gttteotgett tgtgegectg tgttecagta 960
attactttec gtgtagcaaa a 981

<210> 20

<211> 915

<212> ADN

<213> Setaria italica

<400> 20

30



gtgttgctaa
catgtgcatg
atgaggggga
acatacaatg
ataggtgtca
ttgttaccca
taaacacaaa
ctttegtcte
gggggctcaa
gaagaaaceoce
aaaccattte
agttactaaa

caatgcagca

acccatcteca
taatcagcat

atcacaggca

tacaatgttc
tccgaacaaa
ggggggcgtt
ttgttecage
tgttcctitt
gaatgaaccg
agtcatgeat
atacctctat
gcececcectace
cctatattet
ettggeattt
ctaaactatg

atcttgatcg

tcacagtcac
tgcaacactc

cttag
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taaaccttac
tatttatggg
gacgaaaaaa
atcaagccta
agtgcaaaac
ctaagctcga
gattttettt
tgtcctccgt
ctcteccaaa
aatgctacct
gegeatgtta
atccaccatg

ctagtactgt

atgecattecat

ttectectat

agcctactgyg
tacccgaaag
ataacttagc
cgtgatgatt
ttaaggacae
ggagctcoctga
aataagtatc
gatcaacaag
ggagaaagaa
cegcecactge
caaggtacaa
gagcgagaac

ceggeattat

ggtcacggga

aaatgcagcg

31

acagttctet
gttaattttt
taagcgtaat
tcacaaaace
ctacctigea
acttacatga
gagcaatatg
ggtggatceg
gggagaagaa
tgaﬁcaacac
a#gagccagc
aaacgtcaac

atctgaaaca

accgttagea

agcgggggac

agccatgata
tgtagtattt
tggcttaaaa
aactcaaaag
aaacttaget
ccaaatatat
gttegggtgt
ggtggtgcaa
agtgaaggaa
aacattctta
ccatatgecca
aggcatcaac

aatecagatc

aaccaccaac

accataaacc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

915
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de ADN que comprende un elemento regulador que tiene una secuencia de ADN que se selecciona
de entre el grupo que consiste en:

(a) una secuencia que tiene una identidad de secuencia de al menos un 95 por ciento con la secuencia de
longitud completa de ADN que se selecciona de entre las SEC ID N°: 14, 15y 17-20 y que tiene una actividad
genética reguladora,

(b) una secuencia que se selecciona de entre las SEC ID N°: 14, 15y 17-20, y

(c) un fragmento que comprende al menos 250 nucledtidos contiguos de una secuencia de ADN que se
selecciona de entre las SEC ID N°: 14, 15y 17-20 con actividad promotora,

en la que dicho elemento regulador esta unido operativamente a una molécula de polinucleétido heterélogo que
se puede transcribir.

2. Una construccion de ADN que comprende un elemento regulador que tiene una secuencia de ADN que se
selecciona de entre el grupo que consiste en:

(a) una secuencia que tiene una identidad de secuencia de al menos un 95 por ciento con la secuencia de
longitud completa de ADN que se selecciona de entre las SEC ID N°: 14, 15y 17-20 y que tiene una actividad
reguladora genética,

(b) una secuencia que se selecciona de entre las SEC ID N°: 14, 15y 17-20, y

(c) un fragmento que comprende al menos 250 nucledtidos contiguos de una secuencia de ADN que se
selecciona de entre las SEC ID N°: 14, 15y 17-20 con actividad promotora,

en la que dicho elemento regulador esta unido operativamente a una molécula de polinucleétido heterdlogo que
se puede transcribir.

3. La construccion de ADN de la reivindicacién 2, en la que la molécula de polinucleétido que se puede transcribir es
un gen de interés agronémico.

4. La construcciéon de ADN de la reivindicacion 2, en la que la molécula de polinucleétido que se puede transcribir es
un gen capaz de proporcionar resistencia a herbicidas en plantas.

5. La construccion de ADN de la reivindicacién 2, en la que la molécula de polinucleétido que se puede transcribir es
un gen capaz de proporcionar a las plantas un control de plagas de plantas.

6. Una célula vegetal transgénica transformada establemente con la molécula de ADN de la reivindicacion 1.

7. La célula vegetal transgénica de la reivindicacion 6, en que dicha célula vegetal transgénica es una célula vegetal
monocotileddnea.

8. Una planta transgénica transformada establemente con la molécula de ADN de la reivindicacion 1.

9. Una parte de planta de la planta transgénica de la reivindicacion 8, en que la parte de planta comprende la
molécula de ADN.

10. Una semilla de la planta transgénica de la reivindicacion 8, en que la semilla comprende la molécula de ADN.
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2062 nt I SEC ID N° 15
1563 nt N SEC ID N° 18

915 nt NN SEC D N° 20

FIGURA 1
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1516 nt I SEC D N° 8

483 nt N sEC DN° 5

FIGURA 2
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TGGTAAAATCAATTCATATGCTTATACTTCAAAAACCAATTTATGTGTATATACTTGGAA
TGGTAAAATCAATTCATATGCTTATACTTCAAAAACCAATTTATGTGTATATACTTGGAA
ok kK K K Kk ok kK kK Kk ok ok kK K K ko ok ok ok kK Kk ok ok ok kR kK kR kK Kk ok kR ok ok ok K K
AAATTAGATTAAGTATTTCAATTTATTTGCTTATATTTCAAAAATAAATTCTTGTGCATA
AAATTAGATTAAGTATTTCAATTTATTTGCTTATATTTCAAAAATAAATTCTTGTGCATA
ok kK K K Kk ok ok Kk kK ko ok ok kK K K ko ok ok ok ok kK ko ok ok kR kK kR kK Kk ok ok kR ok ok ok K K
TACTTAGAAAAATTAGATTAAGTATTTCAATTTATTTGCTTATACTTCAAAAATCAATTC
TACTTAGAAAAATTAGATTAAGTATTTCAATTTATTTGCTTATACTTCAAAAATCAATTC
ok kK K K Kk ok kK kK Kk ok ok kK K K ko ok ok ok ok K K ko ok ok Rk kK ko ko kR K o ko kR ok ok kK K K
TTGTGTATATACTTACAAAAATTAGATTAAGTATTTCAATTTAATTGCTTATATTTGAAG
TTGTGTACATACTTAGAAAAATTAGATTAAGTATTTCAATTTAATTGCTTATATTTGAAG
Kokokkok ok k| kokkkokkok | ko kok ok ok ok k ok ok ok K ok ok ok ok K ok ok ok ok Kk K ok ok k ok ok ok k ok ok ko k ok Kk Rk kK
TAAGTCAATTGTGCAAACCCATTGATCTACTATATATGTAATAAACTTTGCCAATGACAC
TAAGTCAATTGTGCAAACCCATTGATCTACTATATATGCAATAAACTTTGCCAATGACAC
Kok ok ok ok k ok ok ok k ok ok ok ok ok ok ok kkk ok ok ok ok ok ok ok ok kkkkok kK kokkok ok ko kok ok k ok ok ok ok k ok k ok k
AGATGATGTACAGGAAAGATAGAATCTTCAAGTGGATTTCTTCTAGACGAGGTCATAAAT
AGATGATGTACAGGAAAGATAGAATCTTCAAGTGGATTTCTTCTAGACGAGGTCATAAAT
ok kK K K Kk ok ko Kk kK ko ok ok kK K K ko o ok ok ok kK K ko ok ok R R kK kR kK K K ok ok ok ok ok K K
CCAGCGGGGGAGTTTCATAATGATGCATCAAATCTACAGCACCGTCAGGACTCGGGTTTA
CCAGCGGGGGAGTTTCATAATGATGCATCAAATCTACAGCACCGTCAGGACTCGGGTTTA
ok kK K K Kk ok ok kR kK ko ok ok kK K K ko ok ok ok ok K K ko ok ok ok ok kK ko ko kR ok Kk ok ok kR ok ok ok K K
GAATAGTAGAAATGATATGTGTACGCACAATATGTCTATATATATGTATAATATTATTCA
GAATAGTAGATATGATATGTGTACGCACAATATGTCTATATATATGTATAATATTATTCA
Kok ok ki ok Kk ok k ok |k k ok K ok K ok ok ok ok K ok ok ok ok ok ok K ok ok ok ok ok ok ok ok ok Kk ok ok Kk Kk ok ok ok ok ko k kK
TATATGTGTATGCATAATATGTATATATATAATAGTATCTTAAATGTAATATTGAAGATA
TATATGTGTATGCATAATATGTATATATATAATAGTATCTTAAATGTAATATTGAAGATA
ok kK K K Kk ok kK kK K ko ok ok kK K K ko ko ok ok K K ko ok ok R ok kK kR ok K Kk ok ok kR ok ok ok K K
AATAGAACTTTATATATATTAGCGTATTAGAAGTAGTATACGTATGAATATAGAATAAAG
AATAGAACTTTATATATATTAGCGTATTAGAAGTAGTATACGTAAGAATATAGAATAAAG
Kok ok ok Kk ok ok ok k ok ok ok kk ok ok ok kkk ok kkkkkkkkkkkokkkkkokkk  kokkokkkkkokkkkkok*x
AAAAAGAAAATAAGAAAAGAAAGGAAAAAAACAAATCAGTACCGGTCGGGGAGACCAACC
AAAAG-AAAATAAGAAAAGAAAG-GAAAAAACAAATCAGTACCGGTTGGGGAGACCAACC
Kokok ok ok ok ok ok kkkkokkkk ok kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkok ko kokkkkkokkk kK

GGCACTAATTAGGCCCTTTAGTGCCCTCCCGCCACCCTCTCCTCCCTCTTCTCTCGCCGC
GGCACTAATTAGGCCCTTTAGTGCCTTCCCGCCACCCTCTCCTCCCTCTTCTCTCGCCGC
Kok ok ok Kk ok k ok Kk ok k ok Kk ok k k Kk Kk k| kK k ok k ok ok ok ok ok Kk K ok ok k ok ok kK ok ko k ok Kk ok k kK
CCTCTCCTCCCTCTCAGCTCTTCCCGACCCCTTCCTCTCCCACTGCCGCCCCCTCCCTCT
CCTCTCCTCCCTCTCAGCTCCTCCCGACCCCTTCCTCTCCCACTGTCGCCCCCTCCCTCT
Kokokkkkk ok Kk ok ok ok kkkkkkk  kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk  kkkkkkkkkkkkk*x
CTCCGCCGACCACCATCGTCCTGCGTGATCTCCCTCTCCTCACCCTCGGCTGCCCCTCCT
CCCCGCCGACCACCATCGTCGTGCGTGATCTCCCTCTCCTCACCCTCGGCTGCCCCTCCT

K KK KAKRAKRAAKRAKNEAIAAA A AR A AR AR A A A A AR A A A AR AR A A A A AR A A A A A A A A AR hA Ak K,k

CT-CCCCCTTCGCTCACCCCTCACTCGTGGCAGTGAG—=====——————————— GAGCAG
CTCCCCCCTTCGCTCACCCCTCACTCGTGGCAGTGAGGAGCGGCGGCGGGGTGAGAGCAG

R R e b i b b S b e b b S b I I R S b S b b b b A b b i S (b S i, PR S — Kk ok kk kK

CGGCAACACATAGATCCGGTGGTGGCAGTGCAGGTTCCAGTGAAGAAGGAGCTAGCACGG
CGGCAACACATAGATCCGGTGGTGGCGGTGCAGGTTCCAGTGAAGAAGGAGCTAGCACGG
‘k*k‘k******************‘k*‘k*‘k.**k*****************‘k*‘k*‘k*********
ATCCGACGAAGAAGGAGCTGGTTGCGGTGGCGTAGGTGGGCGGCCCTGGCGGCGCGGLCT
ATCCGACGAAGAAGGAGCTGGTTGCGGTGGCGTAGGTGGGCGGCCCTGGCGGCGCGGLCT

KA AR R AR AR A AR A A A AR A AR AR A AR AR A AR AR A A A AR A A A A A A AR A A A A A A A A kA Ak kK%

FIGURA 3A
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CAGCTTCCTCTCCCCGTACGCCTCTCTCTCTCTCTCTCTATGAGCCGGATCCGGTAGGAC
CAGCTTCCTCTCCCCGTACGCCTCTCTCTCTCTCT----ATGAGCCGGATCCGGTAGGAC
R e I b I b S b I b b S b b I S b b S b S IR b b b b b b b g G 3 b 3 S S S R I b 2 b I 2b 4 b 4
CAAGGCAGTTGGCGGCTGGTGGGGCGGCAACGGCCAGATCCAGCGAGATGCGGCCGGTCG
CAAGGCAGTTGGCGGCTGGTGGGGCGGCAACGGCCAGATCCAGCGAGATGCTGCCGGTCG
‘k*k‘k*k**************‘k**************‘k‘k****************.‘k*k**k*k**‘k
GATCCGGCGAGGCAGCGCAAGGCCGGGGCGTAAGGCGGCCGGCAGCACCATTTTTTTGTT
GATCCGGCGAGGCAGCGCAAGGCCGGGGCGTAAGGCGGCCGGCAGCACCATTTTTTTGTT
KA AR A AR AR A AR A A A AR A AR AR A AR AR A AR AR A A A AR A A A A A A A A AR A A A A A A A kA A Ak Kk
TTTTTAATAGGCCTTCACCGCCAGTTCCAAAACCAGCGGTGATGGGGTATCCCGATCACT
TTTTTAACAGGCCTTCACCGCCAGTTCCAAAACCAGCGGTGATGGGGTATCCCCATCACT
‘k*k‘k*k**k*'*******k*k*****‘k*k‘k*k‘k*k**k*****************‘k*‘k*‘k*********
ACCGAAAGTCAGACGATGGATCCAAACCGACGGTGAAGACTGGTTTGGAGCCGGCAGTGA
ACCGAAAGTCAGACGATGGATCCAAACCGACGGTGAAGACTGGTTTGGAGCCGGCAGTGA
KA AR AR AR A AR A A A AR A AR AR A AR A A A AR AR A A A AR A AR A A A A A AR A A A A A A A kA A A kK%
TGAACCTCTGGAGTAGTGCTTATGGCTGGGGGCATTGACATTCTTTTTACTAACTTTCTT
TGAACCTCTGGAGTAGTGCTTATGGCTGGGGGCATTGACATTCTTTTTACTAACTTTCTT
KA AR R AR AR A AR A AR A AR A AR AR AR A AR A AR AR A A A AR A A A A A A AR A A A A A A A A kA A A kKK
CCTACCACGTAGTATGCAATAATTGTACGTAATACTAGTAGCTGATGATAAGTTTGATAT
CCTACCACGTAGTATGCAATAATTGTACGTAATACTAGTAGCTGATGATAAGTTTGATAT
KA A A AR AR A AR A AR A AR A A A AR AR A A A A AR AR A A A AR A A A A A A A A A A A A A A A A kA Ak kK%
AAGACTATCAAGCGGTCTCGACATTTCACAATCTCGTGCAGCACATGGACAGCTATACTA
AAGACTATCAAGCGGTCTCGACATTTCACAATCTCGTGCAACACATGGACAGCTATACTA
‘k*k‘k*k‘k*k‘k*k**k**k**k**************************.******************‘k
ACGAGAAGTCGAGGACGACAGCCCACCGACTTGACAAATCTGTACAAAATATGCTAGARA
ACGAGAAGTCGAGAACGACAGCCCACCGACTTGACAAATCTGTACAAAATATGCTAGARA
*************.*k*k*****‘k*k‘k*k‘k*k**k*****************‘k*‘k*‘k*********
AATATTGCACCAATCAAACATTGCCCATCAAGGCCACCAAGGATACATGATGACAACGGC
AATATTGCACCAATCAAACATTGCCCATCAAGGCCACCAAGGATACATGATGACAACGGC
KA AR AR AR A AR A A A AR A AR AR AR A A A A AR AR A A A AR A A A A A A AR A A A A A A A Ak A Ak kK%
CAATCAGACTTCAAAGATATCTCAACATCATACACACAGAAGGAAGAGATGATGACTCCA
CAATCAGACTTCAAAGATATCTCAACATCATACACACAGAAGGAAGAGATGATGACTCCA
KA AR AR AR A AR AR A AR A AR AR AR A AR A AR AR A AR AR A I A A A A AR AR A A A A A A Ak kA Ak kK%
GTTTAACTTTCATCGACGACTCCTATAAATACGACCCTCTTCCTGTACGCCTCCTCATTG
GTTTAACTTTCATCGACGACTCCTATAAATACGACCCTCTTCCTGTACGCCTCCTCATTC
KA AR R AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A A A AR A A A AR A A A A A A AR AR A A A A A A Ak A Ak kK%
CAAC

CAAC

* Kk kK

FIGURA 3B
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