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DESCRIPCION
Un método para la expresion transitoria de acidos nucleicos en plantas
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere generalmente a plantas transgénicas. Mas especificamente, se refiere a métodos y
composiciones de expresion de transgenes en plantas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los avances en la biologia molecular han potenciado la capacidad de los cientificos para manipular el genoma de
animales y plantas. Pueden identificarse y aislarse genes que controlan diversos aspectos de los procesos
moleculares de plantas y animales a partir de los genomas de aquellos organismos respectivos. Por ejemplo, se han
aislado genes que confieren resistencia a antibioticos, herbicidas e insectos, o sequia, de diversos organismos. Es
incluso mas importante la capacidad de coger un gen aislado de un organismo e introducir dicho gen en otro
organismo (transformacioén heteréloga). Esta integracion puede llevarse a cabo incluso donde el organismo receptor
sea de un filo, género o especie diferente del que derivo el gen.

Generalmente, la transformacion de plantas se basa en dos enfoques para el suministro y expresion de genes
extrafios en plantas: transformacion genética estable y expresion transitoria. Se han empleado varias técnicas de
ingenieria genética para introducir establemente los rasgos deseados en genomas de planta. La introduccion de
estos rasgos deseados se ha llevado a cabo por medios que incluyen infeccion por Agrobacterium (Nester et al.,
1984), captacion de ADN mediada por polietilenglicol (PEG) (Lorz et al., 1985), electroporacion de protoplastos
(Fromm et al., 1986) y bombardeo con microproyectiles (Klein et al., 1987). Muchas especies de plantas pueden
ahora transformarse establemente rutinariamente usando los métodos anteriormente mencionados o variantes de los
mismos (para una revision véase: Christou et al., 1996, Trends Plant Sci. 1, 423-431). La expresion transitoria en
plantas puede llevarse a cabo mediante agro-infiltracion, bombardeo con particulas o infeccion viral (para una
revision véase: Fischer et al., 1999, Biotechnol. Appl. Biochem., 30, 113-11 6; véase también Song et al., 2003, Plant
Biotech., 20, 235-239).

La expresion transitoria de acidos nucleicos tiene un gran potencial como un medio para predecir cuantos genes,
promotores, casetes de expresion, u otros elementos, podrian rendir en una planta transgénica estable. Es
altamente deseable el desarrollo de un ensayo in planta de expresion transitoria para permitir la rapida evaluacién de
la expresion de genes heterdlogos en plantas. El establecimiento y la caracterizacion convencionales de una linea
de planta transgénica estable implica un largo proceso que frecuentemente dura mas de dos afos. Seria ideal tener
un método de ensayo transitorio rapido para evaluar rapidamente como un casete de expresion y o sus elementos
asociados (es decir, promotor, gen, potenciadores) rendiran en lineas de planta estables. Por ejemplo, seria ideal
tener un método transitorio donde pudiera correlacionarse rapidamente usando datos transitorios el mejor método de
expresion (es decir, direccionamiento celular, combinaciones de potenciador, seleccidon de promotores, etc.) para ser
empleado en lineas de planta estables. Este método también podria utilizarse para identificar rapidamente
problemas de expresion tales como escision de proteinas, toxicidad de tejido, fenotipos desfavorables, ademas de
otros problemas que pudieran identificarse antes de invertir tiempo y recursos para expresar candidatos a gen en
lineas de planta estables. La expresion transitoria puede lograrse agro-infilirando tejido de planta con un casete de
expresion estandar bajo el control de un promotor constitutivo tal como el promotor 35S para conducir la expresion
del gen de interés (Vaquero et al., 1999, Proc. Natl. Acad. Sci. US, 96, 11128-11133). Una desventaja de expresar
transitoriamente genes de interés usando el método de agro-infiltracion es que el método produce niveles de
expresion de proteinas muy bajos. La baja expresion de proteinas dificulta correlacionar como un gen o casete de
expresion podria rendir establemente in planta. Se ha encontrado que la inclusién de supresores del silenciamiento
génico post-transcripcional en agro-infiltracion, tales como p19 o HcPro, produce un aumento de 50 veces en la
proteina expresada transitoria (Voinnet et al., 2003, Plant J., 33, 549-556). Aunque los niveles de expresion de
proteina transitoria son mas altos, la expresion transitoria agro-infiltrada empleando supresores de silenciamiento
génico post-transcripcionales puede en algunos casos ser incoherente con respecto a la expresion de proteinas y no
en absoluto predictivos de como un gen o casete de expresion dado podria rendir en plantas estables. También
pueden usarse vectores virales para expresar transitoriamente proteinas de interés. Los vectores virales vencen el
problema de producir altos niveles de expresion transitoria (para una revision véase: Porta & Lomonossoff, 1996,
Mol. Biotechnol., 5, 209-221; Yusibov et al., 1999, Curr. Top. Microbiol. Immunol., 240 81-94). Sin embargo, el uso
de vectores virales para expresar transitoriamente una proteina en plantas esta limitado por un estrecho intervalo de
huéspedes en términos de su mejor rendimiento, ademas de limitaciones al tamafio del gen. También esta el
problema de que no se ha identificado método de ensayo transitorio que funcione coherentemente a través de una
variedad de especies de planta. Las monocotiledéneas son un grupo de plantas especialmente dificil de expresar
coherentemente genes de interés transitoriamente de un modo que puedan usarse datos transitorios como indicador
predictivo de como un gen o casete de expresion puede rendir en lineas de planta estables. De particular interés,
seria un método de ensayo in planta de expresion transitoria que podria funcionar en cultivos de cereales (por
ejemplo, maiz o trigo), cafia de azucar, remolacha azucarera, soja, arroz, ademas de otros cultivos comercialmente
importantes.
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SUMARIO DE LA INVENCION

Se proporcionan composiciones y métodos para expresar transitoriamente proteinas en una planta. Las
composiciones comprenden plantas, semillas, tejidos de planta y partes de planta que expresan una proteina, en las
que la proteina se expresa transitoriamente y la expresion transitoria de la proteina puede usarse como modelo
predictivo de como dicha proteina se expresara en plantas transgénicas estables con respecto a datos cualitativos y
cuantitativos. El modelo predictivo puede usarse, pero no se limita a: evaluacién de promotores, evaluacién de la
construccion de casetes de expresion para el mejor rendimiento (por ejemplo, adicién de potenciadores o supresores
del silenciamiento génico), evaluacion de las mejores formas para expresar genes heterdlogos (por ejemplo,
mutaciones puntuales, direccionamiento), evaluacion rapida de la inactivacion de genes endogenos, evaluacion de
los niveles de expresion de proteinas, direccionamiento celular, direccionamiento de tejidos, potenciadores
transcripcionales, toxicidad de proteinas potenciadoras de la traduccion y perfilado metabdlico. Ademas, se
proporcionan métodos de uso.

Usos aguas abajo del método de ensayo transitorio que comprenden los métodos descritos en el presente
documento incluyen usos agronémicos, farmacéuticos e industriales, por ejemplo, alimento humano, pienso para
animales, biocombustible, alcohol industrial, materias primas de fermentacion, y similares.

Estas y otras caracteristicas, objetivos y ventajas de la presente invencion llegaran a entenderse mejor a partir de la
descripcion que sigue. Por tanto, debe hacerse referencia a las reivindicaciones citadas en el presente documento
para interpretar el alcance de la invencion.

DEFINICIONES

Debe entenderse que la presente invencidon no se limita a la metodologia particular, protocolos, lineas celulares,
especies de planta o géneros, construcciones y reactivos descritos como tales. También debe entenderse que la
terminologia usada en el presente documento es con el fin de describir realizaciones particulares solo, y no pretende
limitar el alcance de la presente invencion. Como se usa en el presente documento, las formas en singular "un", "y",
"el" y "la" incluyen referencia al plural, a menos que el contexto dicte claramente de otro modo. Asi, por ejemplo,
referencia a "un vector" es una referencia a uno o mas vectores e incluye equivalentes de los mismos conocidos

para aquellos expertos en la materia.

El término "aproximadamente" se usa en el presente documento para significar aproximadamente, alrededor de o en
la region de. Cuando el término "aproximadamente" se usa conjuntamente con un intervalo numérico, modifica ese
intervalo, extendiendo los limites por encima y por debajo de los valores numéricos expuestos. En general, el
término "aproximadamente" se usa en el presente documento para modificar un valor numérico por encima y por
debajo del valor establecido por una diferencia del 20 por ciento.

Como se usa en el presente documento, la palabra "o0" significa una miembro cualquiera de una lista particular y
también incluye cualquier combinacion de miembros en esa lista.

"Inhibicién antisentido" se refiere a la produccién de transcritos de ARN antisentido capaces de suprimir la expresion
de proteina de un gen enddégeno o un transgén.

"Elemento en cis" se refiere a un elemento regulador de la transcripcion que actia en cis que confiere un aspecto del
control global de la expresidon génica. Un elemento en cis puede funcionar uniéndose a factores de transcripcion,
factores de proteina que actian en trans que regulan la transcripcion. Algunos elemento en cis se unen a mas de un
factor de transcripcion, y los factores de transcripcion pueden interaccionar con diferentes afinidades con mas de un
elemento en cis. Los elemento en cis pueden identificarse por varias técnicas, que incluyen analisis de deleciones,
es decir, delecionar uno o mas nucleétidos del extremo 5' o internos a un promotor; analisis de proteinas de union de
ADN usando huella de DNasa |, interferencia de metilacion, ensayos de desplazamiento de la movilidad por
electroforesis, huella genémica in vivo por PCR mediada por ligacion, y otros ensayos convencionales; o por analisis
de similitud de secuencias de ADN con motivos de elementos en cis conocidos por métodos de comparacion de
secuencias de ADN convencionales. La estructura fina de un elemento en cis puede estudiarse ademas por
mutagénesis (o sustitucion) de uno o mas nucleétidos o por otros métodos convencionales. Los elementos en cis
pueden obtenerse por sintesis quimica o por aislamiento de promotores que incluyen tales elementos, y pueden
sintetizarse con nucleédtidos flanqueantes adicionales que contienen sitios de enzimas de restriccion Utiles para
facilitar la manipulacién de subsecuencias.

"Quimérico" se usa para indicar que una secuencia de ADN, tal como un vector o un gen, comprende dos o mas
secuencias de ADN de origen distinto que estan fusionadas juntas por técnicas de ADN recombinante, produciendo
una secuencia de ADN, que no se produce naturalmente.

"Cromosomicamente integrado” se refiere a la integracion de un gen extrafio o construccion de ADN en el ADN
huésped por enlaces covalentes. Donde los genes no estan "cromosomicamente integrados”, pueden estar
"transitoriamente expresados”. La expresion transitoria de un gen se refiere a la expresion de un gen que no esta
integrado en el cromosoma del huésped, pero funciona independientemente, bien como parte de un plasmido
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autbnomamente replicante o casete de expresion, por ejemplo, o bien como parte de otro sistema biolégico tal como
un virus.

"Secuencia codificante" se refiere a una secuencia de ADN o ARN que codifica una secuencia de aminoacidos
especifica y excluye las secuencias no codificantes. Puede constituir una "secuencia codificante no interrumpida”, es
decir, que carece de un intrén, tal como en un ADNc, o puede incluir uno o mas intrones limitados por uniones de
corte y empalme apropiadas. Un "intrén" es una secuencia de ARN que esta contenida en el transcrito primario, pero
que se elimina mediante escision y re-ligacion, o corte y empalme, del ARN dentro de la célula para crear el ARNm
maduro que puede traducirse en una proteina.

"Promotor constitutivo” se refiere a un promotor que es capaz de expresar el gen que controla todos o casi todos los
tejidos de planta durante todas o casi todas las etapas de desarrollo de la planta, generando asi la "expresion
constitutiva" del gen.

"Co-supresion" y "supresion de sentido" se refieren a la produccion de transcritos de ARN sentido capaces de
suprimir la expresion de transgén idéntico o sustancialmente idéntico o genes endégenos.

"Contiguo" se usa en el presente documento para significar secuencias de acidos nucleicos que son inmediatamente
precedentes o siguen a ofra.

"Expresion" se refiere a la transcripcion y acumulacion estable de ARNm. La expresion puede también referirse a la
produccién de proteina.

"Casete de expresion"”, como se usa en el presente documento, significa una secuencia de ADN capaz de dirigir la
expresion de una secuencia de nucleétidos particular en una célula huésped apropiada, que comprende un promotor
operativamente unido a la secuencia de nucleétidos de interés que esta operativamente unido a sefiales de
terminacion. También comprende normalmente secuencias requeridas para la apropiada traduccién de la secuencia
de nucledtidos. La regién codificante normalmente codifica una proteina de interés, pero también puede codificar un
ARN funcional de interés, por ejemplo ARN antisentido o un ARN no traducido, en la direccién sentido o antisentido.
El casete de expresion que comprende la secuencia de nucledtidos de interés puede ser quimérico, que significa que
al menos uno de sus componentes es heterdlogo con respecto a al menos uno de sus otros componentes.

El "patrén de expresion” de un promotor (con o sin un potenciador) es el patron de expresion que muestra donde en
la planta y en qué estadio de desarrollo el promotor inicia la transcripcion. Se dice que los patrones de expresion de
un conjunto de promotores son complementarios cuando el patron de expresién de un promotor muestra poco
solapamiento con el patrén de expresion del otro promotor.

"Gen" se refiere a un fragmento de acido nucleico que expresa ARNm, ARN funcional, o proteina especifica, que
incluye secuencias reguladoras. El término "gen nativo" se refiere a un gen como se encuentra en la naturaleza. El
término "gen quimérico" se refiere a cualquier gen que contiene 1) secuencias de ADN, que incluyen secuencias
reguladoras y codificantes que no se encuentran juntas en la naturaleza o 2) secuencias que codifican partes de
proteinas no naturalmente contiguas, o 3) partes de promotores que no son naturalmente contiguos. Por
consiguiente, un gen quimérico puede comprender secuencias reguladoras y secuencias codificantes que se derivan
de diferentes fuentes, o comprenden secuencias reguladoras y secuencias codificantes derivadas de la misma
fuente, pero dispuestas de un modo diferente al encontrado en la naturaleza. Un "transgén" se refiere a un gen que
se ha introducido en el genoma por transformacién y se mantiene establemente. Los transgenes pueden incluir, por
ejemplo, genes que son tanto heterdlogos como homologos a los genes de una planta particular que va a
transformarse. Adicionalmente, los transgenes pueden comprender genes nativos insertados en un organismo no
nativo, o genes quiméricos. El término "gen enddgeno” se refiere a un gen nativo en su localizacion natural en el
genoma de un organismo. Un gen "extrafo" se refiere a un gen no normalmente encontrado en el organismo
huésped, sino uno que se introduce en el organismo por transferencia génica.

Una secuencia de acidos nucleicos "aislada" esta sustancialmente separada o purificada de otras secuencias de
acidos nucleicos con las que el acido nucleico normalmente esta asociado en la célula del organismo en la que el
acido nucleico naturalmente se produce, es decir, otro ADN cromosémico o extracromosémico. El término engloba
acidos nucleicos que se purifican bioquimicamente de manera que eliminen sustancialmente acidos nucleicos
contaminantes y otros componentes celulares. El término también engloba acidos nucleicos recombinantes y acidos
nucleicos quimicamente sintetizados. El término "sustancialmente purificado”, como se usa en el presente
documento, se refiere a una molécula separada de otras moléculas normalmente asociadas a ella en su estado
nativo. Mas preferentemente, una molécula sustancialmente purificada es la especie predominante presente en una
preparacion. Una molécula sustancialmente purificada puede estar mas del 60 % libre, preferentemente el 75 %
libre, mas preferentemente el 90 % libre, de las otras moléculas (sin incluir disolvente) presentes en la mezcla
natural. El término "sustancialmente purificado" no pretende englobar moléculas presentes en su estado nativo.

Puede disefarse y sintetizarse quimicamente una "secuencia de acidos nucleicos sintética" para la expresion
potenciada en células huésped particulares y para los fines de clonacién en construcciones apropiadas. Las células
huésped frecuentemente muestran un patrén preferido de uso de codones (Murray et al., 1989). Los ADN sintéticos
disefiados para potenciar la expresion en un huésped particular deben, por tanto, reflejar el patron de uso de
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codones en la célula huésped. Estan disponibles programas informaticos para estos fines que incluyen, pero no se
limitan a, Vector NTI Advanced Software Package Release 10.0, Invitrogen, Carlsbad California.

"Silenciamiento génico" se refiere a la supresion dependiente de homologia de genes virales, transgenes o genes
nucleares endogenos. El silenciamiento génico puede ser transcripcional, cuando la supresion es debida a la
reducida transcripcion de los genes afectados, o post-transcripcional, cuando la supresion es debido a la elevada
renovacion (degradacion) de especies de ARN homologas a los genes afectados (English, et al., 1996, Plant Cell
8:179-1881). El silenciamiento génico incluye silenciamiento génico inducido por virus (Ruiz et al., 1998, Plant Cell
10:937-946).

"Genéticamente estable" y "heredable" se refieren a elementos genéticos cromosémicamente integrados que son
establemente mantenidos en la planta y establemente heredados por la progenie mediante generaciones sucesivas.

"Secuencia de ADN heterdlogo" es una secuencia de ADN no naturalmente asociada a una célula huésped en la que
se introduce, que incluye multiples copias que no existen de forma natural de una secuencia de ADN que existe de
forma natural.

"Promotor inducible" se refiere a aquellos promotores regulados que pueden convertirse en uno o mas tipos de
células por un estimulo externo, tal como una sustancia quimica, luz, hormona, estrés, o un patdgeno.

"Insecticidas" se define como una actividad biolégica toxica capaz de controlar insectos, preferentemente
destruyéndolos.

"Secuencia no codificante 5™ se refiere a una secuencia de nucleétidos localizada 5' (en la direccién 5') con respecto
a la secuencia codificante. Esta presente en el ARNm completamente procesado en la direccién 5' del codén de
iniciacion y puede afectar el procesamiento del transcrito primario a ARNm, estabilidad de ARNm o eficiencia de
traduccion (Turner et al., 1995, Molecular Biotechnology, 3:225).

"Secuencia no codificante 3" se refiere a secuencias de nucleoétidos localizadas 3' (en la direccion 3') con respecto a
una secuencia codificante e incluyen secuencias de sefial de poliadenilacion y otras secuencias que codifican
sefiales reguladoras capaces de afectar el procesamiento de ARNm o la expresion génica. La sefal de
poliadenilacion se caracteriza normalmente por afectar la adicién de extensiones de acido poliadenilico al extremo 3'
del precursor de ARNm. El uso de diferentes secuencias no codificantes 3' se ejemplifica por Ingelbrecht et al. (1989,
Plant Cell, 1:671-680).

El término "acido nucleico" se refiere a un polinucleétido de alto peso molecular que puede ser monocatenario o
bicatenario, compuesto de mondémeros (nucleétidos) que contienen un azucar, fosfato y una base que es tanto una
purina como pirimidina. Un "fragmento de acido nucleico" es una fraccion de una molécula de acido nucleico dada.
En plantas superiores, el acido desoxirribonucleico (ADN) es el material genético, mientras que el acido ribonucleico
(ARN) participa en la transferencia de informacion contenida dentro de ADN en proteinas. Un "genoma" es el cuerpo
entero de material genético contenido en cada célula de un organismo. El término "secuencia de nucleétidos" se
refiere a un polimero de ADN o ARN que puede ser mono- o bicatenario, que contiene opcionalmente bases de
nucledtidos sintéticas, no naturales o alteradas capaces de incorporacién en polimeros de ADN o ARN.

Los términos "marco de lectura abierto” y "ORF" se refieren a la secuencia de aminoacidos codificada entre los
codones de iniciacion y de terminacion de la traduccion de una secuencia codificante. Los términos "coddn de
iniciacion" y "codon de terminacion” se refieren a una unidad de tres nucleétidos adyacentes (‘codén’) en una
secuencia codificante que especifica la iniciacion y terminacion de cadena, respectivamente, de la sintesis de
proteinas (traduccion de ARNm).

"Operablemente unidas" y "operativamente unidas" se refiere a la asociacion de secuencias de acidos nucleicos en
un unico fragmento de acido nucleico de manera que la funciéon de una se afecte por la otra. Por ejemplo, un
promotor esta operativamente unido a una secuencia codificante o ARN funcional cuando es capaz de afectar la
expresion de esa secuencia codificante o ARN funcional (es decir, que la secuencia codificante o ARN funcional esta
bajo el control de la transcripcion del promotor). Secuencias codificantes en orientacion sentido o antisentido pueden
estar operativamente unidas a secuencias reguladoras.

"Expresion en exceso" se refiere al nivel de expresion en organismos transgénicos que supera los niveles de
expresion en organismos normales o no transformados.

"Tejido de planta" incluye tejidos o plantas diferenciados y no diferenciados, que incluyen, pero no se limitan a,
raices, tallos, brotes, hojas, polen, semillas, tejido tumoral y diversas formas de células y cultivo tal como células
individuales, protoplasto, embriones y tejido de callo. El tejido de planta puede estar en plantas o en érgano, tejido o
cultivo celular.

"Expresion preferida", "transcripcion preferencial® o "transcripcion preferida" se refieren indistintamente a la
expresion de productos génicos que se expresan preferentemente a un nivel mas alto en uno o algunos tejidos de
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planta (limitacién espacial) y/o a uno o algunos estadios de desarrollo de la planta (limitacion temporal), mientras que
en otros tejidos/estadios de desarrollo hay un nivel relativamente bajo de expresion.

"Transformante primario" y "generacion TO" se refieren a plantas transgénicas que son de la misma generacion
genética que el tejido que se transform¢ inicialmente (es decir, que no han pasado por meiosis y fecundacion desde
la transformacion). "Transformantes secundarios" y las "generaciones T1, T2, T3, etc." se refieren a plantas
transgénicas derivadas de transformantes primarios mediante uno o mas ciclos meiéticos y de fecundacion. Pueden
derivarse por auto-fecundacién de transformantes primarios o secundarios o cruces de transformantes primarios o
secundarios con otras plantas transformadas o no transformadas.

Los términos "proteina”, "péptido" y "polipéptido" se usan indistintamente en el presente documento.

"Promotor" o "secuencia de nucleétidos reguladora de la transcripcion" se refiere a una secuencia de nucledtidos
que controla la expresion de una secuencia codificante proporcionando el reconocimiento para ARN polimerasa y
otros factores requeridos para la apropiada transcripcion. "Secuencias reguladoras de promotor" pueden comprender
elementos en la direccién 5' y/o elementos en la direccion 3' proximales y mas distales. Las secuencias reguladoras
de promotor influyen en la transcripcion, procesamiento o estabilidad de ARN, o la traduccién de la secuencia
codificante asociada. Secuencias reguladoras incluyen potenciadores, secuencias conductoras no traducidas,
intrones, exones y secuencias de sefial de poliadenilacion. Incluyen secuencias naturales y sintéticas, ademas de
secuencias que pueden ser una combinacidon de secuencias sintéticas y naturales. Un "potenciador" es una
secuencia de nucledtidos que puede estimular la actividad de promotor y puede ser un elemento innato del promotor
o un elemento heterdlogo insertado para potenciar el nivel o especificidad de tejido de un promotor. La secuencia
primaria puede estar presente en cualquier hebra de una molécula de ADN bicatenario, y es capaz de funcionar
incluso cuando se pone tanto en la direccion 5' como en la direccién 3' del promotor. El significado del término
"promotor" incluye "secuencias reguladoras de promotor".

"Secuencia de referencia", como se usa en el presente documento, se define como una secuencia que se usa como
base para la comparacion de secuencias. Una secuencia de referencia puede ser un subconjunto o la totalidad de
una secuencia especificada; por ejemplo, como un fragmento de una secuencia de ADNc o de gen de longitud
completa, o la secuencia de ADNc o de gen de longitud completa.

"Promotor regulado" se refiere a promotores que dirigen la expresién génica no constitutivamente, sino de una
manera temporal y/o espacialmente regulada, e incluyen tanto promotores especificos de tejido como inducibles.
Incluye secuencias naturales y sintéticas, ademas de secuencias que pueden ser una combinacién de secuencias
sintéticas y naturales. Diferentes promotores pueden dirigir la expresion de un gen en diferentes tejidos o tipos de
células, o en diferentes estadios de desarrollo, o en respuesta a diferentes condiciones medioambientales.

"Secuencias reguladoras” y "secuencias reguladoras adecuadas" se refieren cada uno a secuencias de nucleétidos
localizadas en la direccion 5' (secuencias no codificantes 5'), dentro de, o en la direccion 3' (secuencias no
codificantes 3') de una secuencia codificante, y que influyen en la transcripcién, procesamiento o estabilidad de
ARN, o traduccidon de la secuencia codificante asociada. Secuencias reguladoras incluyen potenciadores,
promotores, secuencias de potenciador de la traduccién, intrones y secuencias de sefial de poliadenilacion. Incluyen
secuencias naturales y sintéticas, ademas de secuencias que pueden ser una combinacion de secuencias sintéticas
y naturales.

El término "transcrito de ARN" se refiere al producto resultante de la transcripcion catalizada por ARN polimerasa de
una secuencia de ADN. Cuando el transcrito de ARN es una copia complementaria perfecta de la secuencia de
ADN, se denomina el transcrito primario o puede ser una secuencia de ARN derivada por procesamiento post-
transcripcional del transcrito primario y se denomina el ARN maduro. "ARN mensajero" (ARNm) se refiere al ARN
que es sin intrones y que puede ser traducido en proteina por la célula. "ADNc" se refiere a un ADN mono- o
bicatenario que es complementario a y se deriva de ARNm. Un "ARN funcional" se refiere a un ARN antisentido,
ribozima, u otro ARN que no se traduce, pero participa en una reaccion o proceso como un ARN.

"Intréon" se refiere a una seccion intermedia de ADN que se produce casi exclusivamente dentro de un gen eucariota,
pero que no se traduce a secuencias de aminoacidos en el producto génico. Los intrones se eliminan del ARNm pre-
maduro mediante un proceso llamado corte y empalme, que une los exones para formar un ARNm. Para los fines de
la materia presentemente desvelada, la definicion del término "intron" incluye modificaciones a la secuencia de
nucleétidos de un intrén derivado de un gen diana.

"Exén" se refiere a una secciéon de ADN que lleva la secuencia codificante para una proteina o parte de ella. Los
exones se separan por secuencias no codificantes intermedias (intrones). Para los fines de la materia presentemente
desvelada, la definicion del término "exén" incluye modificaciones a la secuencia de nucleétidos de un exén derivada
de un gen diana.

Un "gen marcador de seleccion" se refiere a un gen cuya expresion en una célula de planta da a la célula una
ventaja selectiva. La ventaja selectiva poseida por las células transformadas con el gen marcador de seleccion
puede ser debida a su capacidad para crecer en presencia de un agente selectivo negativo, tal como un antibiético o
un herbicida, en comparacién con la capacidad para crecer de células no transformadas. La ventaja selectiva
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poseida por las células transformadas también puede ser debida a su capacidad potenciada, con respecto a células
no transformadas, para utilizar un compuesto afiadido como nutriente, factor de crecimiento o fuente de energia. Una
ventaja selectiva poseida por una célula transformada también puede ser debido a la pérdida de un gen previamente
poseido en lo que se llama "seleccion negativa". En esto, se afiade un compuesto que es toxico solo para células
que no perdieron un gen especifico (un gen marcador de seleccion selectivo) presente en la célula parental
(normalmente un transgén).

"Expresion especifica" es la expresion de productos génicos que esta limitada a uno o algunos tejidos de planta
(limitacion espacial) y/o a uno o algunos estadios de desarrollo de planta (limitacion temporal).

Sustancialmente idénticas: la expresiéon "sustancialmente idénticas", en el contexto de dos secuencias de acidos
nucleicos o de proteinas, se refiere a dos o mas secuencias o subsecuencias que tienen al menos el 60 %,
preferentemente el 80 %, mas preferentemente el 90, incluso mas preferentemente el 95 %, y lo mas
preferentemente al menos el 99 % de identidad de restos de nucledtidos o de aminoacidos, cuando se comparan y
se alinean para correspondencia maxima, como se mide usando uno de los siguientes algoritmos de comparacién de
secuencias o por inspeccion visual. Preferentemente, la identidad sustancial existe a lo largo de una region de las
secuencias que tiene al menos aproximadamente 50 restos de longitud, mas preferentemente a lo largo de una
region de al menos aproximadamente 100 restos, y lo mas preferentemente las secuencias son sustancialmente
idénticas a lo largo de al menos aproximadamente 150 restos. En una realizacién especialmente preferida, las
secuencias son sustancialmente idénticas a lo largo de la longitud entera de las regiones codificantes. Ademas,
secuencias de acidos nucleicos o de proteinas sustancialmente idénticas realizan sustancialmente la misma funcién.

Para la comparacion de secuencias, normalmente una secuencia actia de una secuencia de referencia con la que
se comparan las secuencias de prueba. Si se usa un algoritmo de comparaciéon de secuencias, las secuencias de
prueba y de referencia se entran en un ordenador, se designan coordenadas de subsecuencia, si fuera necesario, y
se designan parametros de programa del algoritmo de secuencias. El algoritmo de comparacion de secuencias
calcula entonces el porcentaje de identidad de secuencias para la(s) secuencia(s) de prueba con respecto a la
secuencia de referencia, basandose en los parametros de programa designados. Aquellos expertos en la materia
entienden que para evitar una alta similitud con una secuencia de referencia debido a la inclusiéon de huecos en la
secuencia de polinucleétidos, normalmente se introduce una penalizacion por hueco y se resta del nimero de
coincidencias.

El alineamiento 6ptimo de secuencias para la comparacion puede realizarse, por ejemplo, por el algoritmo de
homologia local de Smith & Waterman, Adv. Appl. Math., 2: 482 (1981), por el algoritmo de alineamiento de
homologia de Needleman & Wunsch, J. Mol. Biol., 48: 443 (1970), por la busqueda por el método de similitud de
Pearson & Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85: 2444 (1988), por implementaciones computerizadas de estos
algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en el Wisconsin Genetics Software Package, Genetics Computer
Group, 575 Science Dr., Madison, WI), o por inspeccion visual (véase generalmente Ausubel et al., abajo).

Un ejemplo de algoritmo que es adecuado para determinar el porcentaje de identidad de secuencia y la similitud de
secuencias es el algoritmo BLAST, que se describe en Altschul et al., 1990, J. Mol. Biol. 215:403-410. El software
para realizar los analisis BLAST esta publicamente disponible a través del Centro Nacional para Informacion
Biotecnoldgica. Este algoritmo implica identificar primero pares de secuencias de alta puntuacion (HSP) identificando
palabras cortas de longitud W en la secuencia de busqueda, que tanto se corresponden como satisfacen alguna
puntuacion T de umbral de valor positivo cuando se alinean con una palabra de la misma longitud en una secuencia
de base de datos. T se denomina el umbral de puntuacion de palabra vecina (Altschul et al., 1990). Estos aciertos
iniciales de palabras vecinas actian como semillas para iniciar busquedas para encontrar HSP mas largos que los
contienen. Los aciertos de palabra se extienden entonces en ambas direcciones a lo largo de cada secuencia para
que, en la medida de lo posible, pueda aumentarse la puntuacién acumulada de alineacién. Las puntuaciones
acumuladas se calculan usando, para secuencias de nucleoétidos, los parametros M (puntuacion de recompensa
para un par de residuos de correspondencia; siempre >0) y N (puntuacion de penalizacion para restos de no
correspondencia; siempre <0). Para secuencias de aminoacidos se usa una matriz de puntuacion para calcular la
puntuacién acumulada. La extension de los aciertos de palabra en cada direccion se detiene cuando la puntuacién
acumulada de alineacion cae fuera por la cantidad X de su valor maximo logrado, la puntuacion acumulada va a cero
o por debajo debido a la acumulaciéon de una o mas alineaciones de restos de puntuacion negativa, o se alcanza el
extremo de cualquier secuencia. Los parametros del algoritmo BLAST W, T y X determinan la sensibilidad y
velocidad del alineamiento. El programa BLASTN (para secuencias de nucleétidos) usa por defecto una longitud de
palabra (W) de 11, una esperanza (E) de 10, un corte de 100, M = 5, N = -4 y una comparaciéon de ambas hebras.
Para secuencias de aminoacidos, el programa BLASTP usa por defecto una longitud de palabra (W) de 3, una
esperanza (E) de 10 y la matriz de puntuacion BLOSUM 62 (véase Henikoff & Henikoff, 1989, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 89:10915).

Ademas de calcular el porcentaje de identidad de secuencias, el algoritmo BLAST también realiza un analisis
estadistico de la similitud entre dos secuencias (véase, por ejemplo, Karlin & Altschul, 1993, Proc. Nat'l. Acad. Sci.
USA 90: 5873-5787 (1993)). Una medida de la similitud proporcionada por el algoritmo BLAST es la probabilidad de
suma mas pequefia (P(N)), que proporciona una indicacion de la probabilidad por la cual se producira por casualidad
una correspondencia entre dos secuencias de nucleétidos o de aminoacidos. Por ejemplo, una secuencia de acidos
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nucleicos de prueba se considera similar a una secuencia de referencia si la probabilidad de suma mas pequefia en
una comparacion de la secuencia de acidos nucleicos de prueba con la secuencia de acidos nucleicos de referencia
es menos de aproximadamente 0,1, mas preferentemente menos de aproximadamente 0,01, y lo mas
preferentemente menos de aproximadamente 0,001.

Para los fines de la presente invencion, la comparacion de secuencias de nucleétidos para la determinacion del
porcentaje de identidad de secuencia con las secuencias promotoras desveladas en el presente documento se hace
preferentemente usando el programa BLASTN (version 1.4.7 o posterior) con sus parametros por defecto o cualquier
programa equivalente. Por "programa equivalente" esta previsto cualquier programa de comparacion de secuencias
que, para dos secuencias cualquiera en cuestion, genere un alineamiento que tiene coincidencias de restos de
nucledtidos o de aminoacidos idénticas y un porcentaje de identidad de secuencia idéntico cuando se compara con
el alineamiento correspondiente generado por el programa preferido.

Otra indicacion de que dos secuencias de acidos nucleicos son sustancialmente idénticas es que las dos moléculas
se hibridan entre si bajo condiciones de hibridacion rigurosas. La expresion "hibridar especificamente con" se refiere
a la union, duplexado o hibridacion de una molécula solo con una secuencia de nucleétidos particular bajo
condiciones de hibridacion rigurosas cuando esa secuencia esta presente en una mezcla compleja (por ejemplo,
celular total) de ADN o ARN. "Se une(n) sustancialmente" se refiere a hibridacién complementaria entre un acido
nucleico de sonda y un acido nucleico diana y engloba incompatibilidades menores que pueden ser ajustadas
reduciendo la rigurosidad de los medios de hibridacion para lograr la deteccion deseada de la secuencia de acidos
nucleicos diana.

"Condiciones de hibridacién rigurosas" y "condiciones de hibridacién-lavado rigurosas", en el contexto de los
experimentos de hibridacion de acidos nucleicos tales como hibridaciones Southern y Northern, son dependientes de
secuencia, y son diferentes bajo diferentes parametros medioambientales. Secuencias mas largas se hibridan
especificamente a temperaturas mas altas. Una extensa guia para la hibridacion de acidos nucleicos se encuentra
en Tijssen (1993) Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology-Hybridization with Nucleic Acid
Probes Parte | Capitulo 2, "Overview of principles of hybridization and the strategy of nucleic acid probe assays",
Elsevier, New York. Generalmente, las condiciones de hibridacion y de lavado de alta rigurosidad estan
seleccionadas para ser aproximadamente 5 °C mas bajas que el punto de fusion térmico (Tm) para la secuencia
especifica a una fuerza iénica y pH definidos. Normalmente, bajo condiciones de alta rigurosidad una sonda se
hibridara con su subsecuencia diana, pero no con otras secuencias.

La Tm es la temperatura (bajo fuerza idnica y pH definidos) a la que el 50 % de la secuencia diana se hibrida con una
sonda perfectamente coincidente. Se seleccionan condiciones de rigurosidad muy alta para ser iguales a la Ty, para
una sonda particular. Un ejemplo de condiciones de hibridacion de alta rigurosidad para la hibridacion de acidos
nucleicos complementarios que tienen mas de 100 restos complementarios sobre un filtro en una transferencia
Southern o Northern es 50 % de formamida con 1 mg de heparina a 42 °C, llevandose a cabo la hibridacion durante
la noche. Un ejemplo de condiciones de lavado de rigurosidad muy alta es NaCl 0,15 M a 72°C durante
aproximadamente 15 minutos. Un ejemplo de condiciones de lavado de alta rigurosidad es un lavado 0,2x SSC a
65 °C durante 15 minutos (véase, Sambrook, abajo, para una descripcion de tampon SSC). Frecuentemente, un
lavado de alta rigurosidad va precedido de un lavado de baja rigurosidad para eliminar la sefial de fondo de la sonda.
Un lavado de rigurosidad media de ejemplo para un duplex de, por ejemplo, mas de 100 nucledtidos, es 1x SSC a
45 °C durante 15 minutos. Un lavado de baja rigurosidad de ejemplo para un duplex de, por ejemplo, mas de 100
nucledtidos, es 4-6x SSC a 40 °C durante 15 minutos. Para sondas cortas (por ejemplo, aproximadamente 10 a 50
nucleétidos), condiciones de alta rigurosidad normalmente implican concentraciones de sales de i6n Na inferiores a
aproximadamente 1,0 M, normalmente concentracion de i6n Na aproximadamente 0,01 a 1,0 M (u otras sales) a pH
7,0 a 8,3, y la temperatura normalmente es al menos aproximadamente 30°C. También pueden lograrse
condiciones de alta rigurosidad con la adicion de agentes desestabilizantes tales como formamida. En general, una
relacion de sefial con respecto a ruido de 2x (o mas alta) que la observada para una sonda no relacionada en el
ensayo de hibridacién particular indica deteccién de una hibridacién especifica. Acidos nucleicos que no se hibridan
entre si bajo condiciones de alta rigurosidad son todavia sustancialmente idénticos si las proteinas que codifican son
sustancialmente idénticas. Esto se produce, por ejemplo, cuando se crea una copia de un acido nucleico usando la
maxima degeneracion de codones permitida por el codigo genético.

Condiciones de baja rigurosidad incluyen hibridacion con una disolucion de tampén de 30 al 35 % de formamida,
NaCl 1 M, 1 % de SDS (dodecilsulfato de sodio) a 37 °C, y un lavado en 1X a 2X SSC (20X SSC = NaCl 3,0 M/
citrato de trisodio 0,3 M) a 50 a 55 °C. Condiciones de rigurosidad reducida a modo de ejemplo incluyen hibridacién
en 40 al 45 % de formamida, NaCl 1,0 M, 1 % de SDS a 37 °C, y un lavado en 0,5X a 1X SSC a 55 a 60 °C.
Condiciones de alta rigurosidad a modo de ejemplo incluyen hibridaciéon en 0 % de formamida, NaCl 1 M, 1 % de
SDS a 37 °C, y un lavado en 0,1 X SSC a 60 a 65 °C.

Lo siguiente son ejemplos de conjuntos de condiciones de hibridacidon/lavado que pueden usarse para clonar
secuencias de nucledtidos homdlogas que son sustancialmente idénticas a secuencias de nucleétidos de referencia
de la presente invencion: una secuencia de nucleétidos de referencia preferentemente se hibrida con la secuencia
de nucledtidos de referencia en 7 % de dodecilsulfato de sodio (SDS), NaPO, 0,5 M, EDTA 1 mM a 50 °C con lavado
en 2X SSC, 0,1 % de SDS a 50 °C, mas deseablemente en 7 % de dodecilsulfato de sodio (SDS), NaPO4 0,5 M,
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EDTA 1 mM a 50 °C con lavado en 1X SSC, 0,1 % de SDS a 50 °C, mas deseablemente todavia en 7 % de
dodecilsulfato de sodio (SDS), NaPO4 0,5 M, EDTA 1 mM a 50 °C con lavado en 0,5X SSC, 0,1 % de SDS a 50 °C,
preferentemente en 7 % de dodecilsulfato de sodio (SDS), NaPO4 0,5 M, EDTA 1 mM a 50 °C con lavado en 0,1X
SSC, 0,1 % de SDS a 50 °C, mas preferentemente en 7 % de dodecilsulfato de sodio (SDS), NaPO4 0,5 M, EDTA 1
mM a 50 °C con lavado en 0,1X SSC, 0,1 % de SDS a 65 °C.

La especificidad normalmente es la funcion de lavados post-hibridacion, siendo los factores criticos la fuerza iénica 'y
la temperatura de la disolucién de lavado final. Para hibridos de ADN-ADN, la T, puede aproximarse a partir de la
ecuacion de Meinkoth y Wahl, Anal. Biochem., 138: 267-284 (1984): TM 81,5°C + 16,6 (log M) +0,41 (% de GC) -
0,61 (% de forma) - 500/L; en la que M es la molaridad de cationes monovalentes, % de GC es el porcentaje de
nucledtidos guanosina y citosina en el ADN, % de forma es el porcentaje de formamida en la disolucion de
hibridaciéon y L es la longitud del hibrido en pares de bases. La TM es la temperatura (bajo fuerza i6nica y pH
definidos) a la que el 50 % de una secuencia diana complementaria se hibrida con una sonda perfectamente
coincidente. T se reduce aproximadamente 1°C por cada 1 % de desapareamiento; asi, Tm, las condiciones de
hibridacién y/o de lavado pueden ajustarse para hibridarse con secuencias de la identidad deseada. Por ejemplo, si
se buscan secuencias con > 90 % de identidad, la Ty, puede disminuirse 10 °C. Generalmente, se seleccionan
condiciones de alta rigurosidad para ser aproximadamente 19 °C inferiores al punto de fusién térmico (Tn) para la
secuencia especifica y su complemento a una fuerza iénica y pH definidos. Sin embargo, condiciones de muy alta
rigurosidad pueden utilizar una hibridacion y/o lavado 1, 2, 3 0 4 °C mas bajo que el punto de fusion térmico (Tn);
condiciones moderadamente rigurosas pueden utilizar una hibridacion y/o lavado 6, 7, 8, 9 o 10 °C mas bajo que el
punto de fusiéon térmico (Tn); condiciones de baja rigurosidad pueden utilizar una hibridacién y/o lavado a
11,12,13,14, 15 o 20 °C mas bajo que el punto de fusién térmico (Tn). Usando la ecuacion, composiciones de
hibridacion y lavado, y T deseada, aquellos expertos habituales entenderan que las variaciones en la rigurosidad de
hibridaciéon y/o disoluciones de lavado estan inherentemente descritas. Si el grado deseado de incompatibilidad
produce una T inferior a 45 °C (disolucion acuosa) o 32 °C (disolucién de formamida), se prefiere aumentar la
concentracion de SSC de manera que pueda usarse una temperatura mas alta. Una extensa guia para la hibridacion
de acidos nucleicos se encuentra en Tijssen (1993), Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology-
Hybridization with Nucleic Acid Probes, Parte 1, Capitulo 2 (Elsevier, New York); y Ausubel et al., eds. (1995) Current
Protocolos in Molecular Biology, Capitulo 2 (Greene Publishing and Wiley - Interscience, New York). Véase
Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual (22 ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Plainview, New York).

Una indicacion adicional de que dos secuencias de acidos nucleicos o proteinas son sustancialmente idénticas es
que la proteina codificada por el primer acido nucleico reacciona de forma inmunolégicamente cruzada con, o se une
especificamente a, la proteina codificada por el segundo acido nucleico. Asi, una proteina normalmente es
sustancialmente idéntica a una segunda proteina, por ejemplo, donde las dos proteinas se diferencian solo por
sustituciones conservativas.

"Promotor especifico de tejido" se refiere a promotores regulados que no se expresan en todas las células vegetales,
sino solo en uno o mas tipos de células en o6rganos especificos (tales como hojas, raices o semillas), tejidos
especificos (tales como embrion o cotileddn), o tipos de células especificas (tales como parénquima de la hoja o
células de almacenamiento de semillas). Estos también incluyen promotores que son temporalmente regulados,
tales como en embriogénesis temprana o tardia, durante la maduracién del fruto en semillas en desarrollo, en hoja
completamente diferenciada o en la aparicion de senescencia.

"Gen transactivador" se refiere a un gen que codifica una proteina transactivadora. Puede codificar un factor de
transcripcion. Puede ser un gen natural, por ejemplo, un activador transcripcional de planta, o un gen quimérico, por
ejemplo, cuando las secuencias reguladoras de planta estan operativamente unidas al marco de lectura abierto de
un factor de transcripcion de otro organismo. Los "genes transactivadores" pueden estar cromosémicamente
integrados o expresarse transitoriamente. "Activacion en trans" se refiere a la activacion del gen por la expresion de
otro gen (regulador) en frans.

Un "casete transcripcional" comprendera en la direccion 5'-3' de la transcripcion una region de iniciacion
transcripcional y traduccional, una secuencia de ADN de interés y una region de terminacién transcripcional y
traduccional funcional en plantas. La regién de terminacion puede ser nativa con la region de iniciacion de la
transcripcion, puede ser nativa con la secuencia de ADN de interés, o puede derivarse de otra fuente.

El "sitio de iniciacion de la transcripcion" es la posicién que rodea al primer nucleétido que es parte de la secuencia
transcrita, que también se define como la posicién +1. Con respecto a este sitio, se numeran todas las otras
secuencias del gen y sus regiones de control. Secuencias en la direccién 3' (es decir, secuencias codificantes de
proteina adicionales en la direccion 3') se denominan positivas, mientras que las secuencias en la direccion 5' (la
mayoria de las regiones de control en la direccién 5') se denominan negativas.

El término "transformacion" se refiere a la transferencia de un fragmento de acido nucleico en el genoma de una
célula huésped, produciendo herencia genéticamente estable. "Transitoriamente transformado” se refiere a células
en las que se han introducido transgenes y ADN extrafio (por ejemplo, por métodos tales como transformacion
mediada por Agrobacterium o bombardeo biolistico), pero no se seleccionan para mantenimiento estable.
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"Transformacioén transitoria”, en el contexto de un polinucledtido, pretende significar que un polinucledtido se
introduce en la planta y no se integra en el genoma de la planta.

"Establemente transformada" se refiere a células que se han seleccionado y regenerado en un medio de seleccion
tras la transformacion.

"Transformado / transgénico / recombinante" se refieren a un organismo huésped tal como una bacteria o una planta
en la que se ha introducido una molécula de acido nucleico heteréloga. La molécula de acido nucleico puede
integrarse establemente en el genoma del huésped o la molécula de acido nucleico también puede estar presente
como una molécula extracromosémica. Una molécula extracromosémico tal puede ser auto-replicante. Se entiende
que células transformadas, tejidos o plantas engloban no solo el producto final de un proceso de transformacion,
sino también la progenie transgénica del mismo. Un huésped "no transformado”, "no transgénico" o "no
recombinante" se refiere a un organismo no mutante, por ejemplo, una bacteria o planta, que no contiene la
molécula de acido nucleico heterdloga.

"Expresion transitoria" se refiere a la expresion en células en las que se introduce un virus o un transgén por
infeccion viral o por métodos tales como transformacion mediada por Agrobacterium, electroporacion o bombardeo
biolistico, pero no se seleccionan para su mantenimiento estable.

Como se usa en el presente documento, "componente genético" o "componentes genéticos" se refiere a cualquier
secuencia de acidos nucleicos o elemento genético que también pueda ser un componente o parte de una
construccion de expresion. Ejemplos de componentes genéticos incluyen, pero no se limitan a, regiones de
promotor, conductores no traducidos &', intrones, genes, regiones no traducidas 3', potenciadores traduccionales o
transcripcionales y otras secuencias reguladoras o secuencias que afectan la transcripcion o traducciéon de una o
mas secuencias de acidos nucleicos. Un componente genético puede ser secuencias de nucledtidos localizadas en
la direccion 5' (secuencias no codificantes 5'), dentro de, o en la direccion 3' (secuencias no codificantes 3') de una
secuencia codificante, y que influyen en la transcripcion, procesamiento o estabilidad de ARN, o traduccion de la
secuencia codificante asociada. Incluyen secuencias naturales y sintéticas, ademas de secuencias, que puede ser
una combinacion de secuencias sintéticas y naturales.

El término "secuencia de potenciador traduccional” se refiere a esa porcion de secuencia de ADN de un gen entre el
la secuencia de promotor y codificante que se transcribe en ARN y esta presente en el ARNm completamente
procesado aguas arriba (5') del codon de iniciacion de la traducciéon. La secuencia de potenciador traduccional
puede afectar el procesamiento del transcrito primario a ARNm, estabilidad de ARNm o eficiencia de traduccién.

"Vector" se define para incluir, entre otros, cualquier plasmido, césmido, fago o vector binario de Agrobacterium en
forma lineal o circular bi- o monocatenaria que puede o puede no ser auto-transmisible o movilizable, y que puede
transformar huésped procariota o eucariota tanto por integracion en el genoma celular como existir
extracromosomicamente (por ejemplo, plasmido de replicacién auténoma con un origen de replicacion).
Especificamente se incluyen vectores lanzadera por los que se indica un vehiculo de ADN capaz, naturalmente o por
disefio, de replicacién en dos organismos huésped diferentes, que pueden seleccionarse de actinomicetos y
especies, bacterias y eucariotas relacionados (por ejemplo, células de planta superior, mamifero, levadura o
fangicas).

"Marcador visible" se refiere a un gen cuya expresion no confiere una ventaja a una célula transformada, pero puede
hacerse detectable o visible. Ejemplos de marcadores visibles incluyen, pero no se limitan a, B-glucuronidasa (GUS),
luciferasa (LUC) y proteina verde fluorescente (GFP).

"No mutante" se refiere al gen normal, virus u organismo encontrado en la naturaleza sin ninguna mutacion
conocida.

El término "planta" se refiere a cualquier planta, particularmente a plantas agrondmicamente utiles (por ejemplo,
plantas de semilla), y "célula de planta" es una unidad estructural y fisiolégica de la planta, que comprende una
pared celular, pero puede también referirse a un protoplasto. La célula de planta puede estar en forma de una célula
individual aislada o una célula cultivada, o como parte de unidades organizadas superiores tales como, por ejemplo,
un tejido de planta, o un 6rgano de planta diferenciado en una estructura que esta presente en cualquier estadio de
desarrollo de una planta. Los promotores y composiciones descritos en el presente documento pueden utilizarse en
cualquier planta. Ejemplos de plantas que pueden utilizarse en realizaciones contenidas en el presente documento
incluyen, pero no se limitan a, maiz (grano), trigo, arroz, cebada, soja, algodén, sorgo, judias en general,
colzal/canola, alfalfa, lino, girasol, alazor, mijo, centeno, cafia de azucar, remolacha azucarera, cacao, té, remolacha
azucarera tropical, Brassica spp., algodén, café, patata dulce, lino, cacahuete, trébol; verduras tales como lechuga,
tomate, cucurbitaceas, yuca, patata, zanahoria, rabano, guisante, lenteja, repollo, coliflor, brécoli, coles de Bruselas,
pimientos y pifa; frutas de arbol tales como citricos, manzanas, peras, melocotones, albaricoques, nueces,
aguacate, banana y coco; y flores tales como orquideas, claveles y rosas. Otras plantas utiles en la practica de la
invencion incluyen pastos perennes, tales como pasto varilla, pasto de pradera, pasto indio, pasto Big bluestem,
miscanto y similares. Se reconoce que pueden usarse mezclas de plantas.
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Como se usa en el presente documento, "material de planta", "parte de planta” o "tejido de planta" significa células
vegetales, protoplastos de planta, cultivos de tejido de células de planta de los que pueden regenerarse plantas,
callos de planta, masas de planta y células vegetales que estan intactos en plantas o partes de plantas tales como
embriones, polen, 6vulos, semillas, hojas, flores, ramas, fruto, granos, espigas, mazorcas, cascarillas, tallos, raices,
puntas de raiz, anteras, tubérculos, rizomas y similares.

El término "tejido de hoja de planta joven" o "material de hoja de planta joven" se refiere a tejido de hoja que puede
ser agro-infiltrado con una cepa de Agrobacterium que comprende un vector binario que comprende un casete de
expresion usando un dispositivo de agro-infiltracion en el que dicho casete de expresion comprende al menos un gen
y el gen se transcribe transitoriamente en dicho tejido de hoja. Los términos "tejido de hoja de planta joven" y
"material de hoja de planta joven" pretenden usarse para referirse indistintamente a tejido de hoja de planta que
tiene como maximo 25 dias de edad, suponiendo que la planta se cultiva en condiciones de invernadero o camara
de crecimiento convencionales. Se entiende que la planta podria cultivarse en condiciones inferiores a las éptimas y
el tejido de planta joven que puede usarse en los métodos como se describen en el presente documento de plantas
de crecimiento inferior al 6ptimo podria superar el maximo de 25 dias. Los términos "tejido de hoja de planta joven" o
"material de hoja de planta joven" pueden también referirse a la primera, segunda, tercera, cuarta o quinta hoja de
una planta. Por ejemplo, la primera, segunda o tercera hoja de una planta de maiz madura se consideraria "tejido de
hoja de planta joven" en la practica de las realizaciones descritas en el presente documento. Ademas, por ejemplo,
hojas de maiz en el estadio de desarrollo V1-V6 se considerarian "tejido de planta joven" en la practica de las
realizaciones descritas en el presente documento, ademas de equivalentes de desarrollo de otras plantas
monocotiledoneas.

Como se usa en el presente documento, "abaxial" se refiere a la parte inferior de una hoja de planta. El término
"abaxial" pretende incluir cualquier porcion de la parte inferior de una hoja de planta.

Como se usa en el presente documento, un "dispositivo de agro-infiltracion" se refiere a cualquier dispositivo que
pueda usarse para infiltrar una disolucion de Agrobacterium en la parte inferior de una hoja. El término "dispositivo
de agro-infiltracién" pretende englobar jeringas sin aguja como se describen en los métodos en el presente
documento. EIl término "dispositivo de agro-infiltracion" también puede referirse a cualquier dispositivo que pueda
usarse para infiltrar una disolucion de Agrobacterium en la parte inferior de una hoja aplicando presion a dicha
disolucion y dicha disolucion entra en el espacio celular intersticial de la hoja.

Preferentemente, una secuencia de nucledtidos reguladora de la transcripcion de la invenciéon comprende al menos
una secuencia de promotor localizada en la direccion 5' del inicio de la transcripciéon del gen respectivo y es capaz
de inducir la transcripcion de secuencias en la direccion 3'. La secuencia de nucledtidos reguladora de la
transcripcion puede comprender la secuencia de promotor de dichos genes, pero puede comprender ademas otros
elementos tales como la secuencia no traducida 5', secuencias de potenciador, intrén, exon, y/o incluso comprender
intrén y exones del gen gendémico asociado.

Los promotores pueden comprender varias regiones que desempefian una funcién en la funcién del promotor.
Algunas de estas regiones son modulares, en otras palabras, pueden usarse en el aislamiento para conferir actividad
de promotor o pueden ensamblarse con otros elementos para construir nuevos promotores. La primera de estas
regiones de promotor se encuentra inmediatamente en la direccién 5' de la secuencia codificante y forma la "region
de promotor central" que contiene secuencias consenso, normalmente 20-70 pares de bases inmediatamente en la
direccion 5' de la secuencia codificante. La region de promotor central normalmente contiene una caja TATA y
frecuentemente un elemento iniciador, ademas del sitio de iniciacion. La longitud precisa de la region de promotor
central no es fija, pero es normalmente bien reconocible. Una region tal normalmente esta presente, con alguna
variacion, en la mayoria de los promotores. La region de promotor central se denomina frecuentemente una region
de promotor minima debido a que es funcional sola para promover un nivel basal de transcripcion.

La presencia de la regidon de promotor central define que una secuencia es un promotor: si la region esta ausente, el
promotor es no funcional. La region central actia atrayendo la maquinaria de transcripcion general al promotor para
la iniciacion de la transcripcion. Sin embargo, la region de promotor central normalmente no es suficiente para
proporcionar actividad de promotor a un nivel deseado. Una serie de secuencias reguladoras, frecuentemente en la
direccion 5' del nucleo, constituye el resto del promotor. Las secuencias reguladoras pueden determinar el nivel de
expresion, el patrén espacial y temporal de la expresion y, para un subconjunto de promotores, la expresion bajo
condiciones inductivas (regulacién por factores externos tales como luz, temperatura, productos quimicos y
hormonas). Secuencias reguladoras pueden ser regiones cortas de secuencia de ADN de 6-100 pares de bases que
definen los sitios de unién para los factores que actian en trans, tales como factores de transcripcion. Las
secuencias reguladoras también pueden ser potenciadores, regiones mas largas de secuencia de ADN que pueden
actuar desde una distancia de la regidon de promotor central, algunas veces durante varios kilobases desde la region
central. La actividad de secuencia reguladora puede influirse por factores que actdan en trans que incluyen, pero no
se limitan a, maquinaria de transcripcion general, factores de transcripcion y factores de ensamblaje de la cromatina.

En el presente documento, el término "datos cuantitativos" se refiere a cualquier dato que pueda expresarse como
una cantidad. Por ejemplo, una cantidad de enzima expresada en planta por gramo de tejido de planta. Otro ejemplo
puede ser el numero de células transfectadas transitoriamente con un gen indicador tal como GUS, GFP o algun otro
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gen indicador adecuado. Otro ejemplo puede ser el nimero de copias de genes transcritas como se determina
mediante PCR. Los datos cuantitativos no tienen que ser exactos; en el presente documento estos datos se
denominaran "semi-cuantitativos”. Por ejemplo, puede determinarse que una planta produce mas de una proteina
relevante que otra planta mirando visualmente, por ejemplo, una transferencia Western. O, puede, por ejemplo,
determinarse rapidamente la cantidad de almidén producida expresando transitoriamente un gen implicado en la via
de sintesis de almidon, simplemente por tincion del tejido transitoriamente transfectado con yodo. El tejido con la
tincion mas oscura contendria semi-cuantitativamente mas almidén que el tejido transfectado tefiido mas claro o de
control.

En el presente documento, el término "datos cualitativos" se refiere a cualquier dato que pueda expresarse con
respecto a la calidad. Por ejemplo, la visualizacién en una transferencia Western de que una proteina de tejido de
planta transitoriamente transfectado esta siendo escindida en comparacion con proteina de longitud completa se
consideraria datos cualitativos. Los datos cualitativos también podrian ser la presencia o no presencia de un fenotipo
particular. Por ejemplo, una xilanasa transitoriamente expresada en tejido de hoja de planta puede producir una
clorosis del tejido de hoja.

En el presente documento, los términos "modelo predictivo", "modelo predictivo transitorio”, "modelo predictivo de
expresion génica" se refieren a cualquier correlacion entre gen transitoriamente expresado, casetes de expresion y/o
componentes génicos y el rendimiento respectivo en lineas de plantas transgénicas estables. Por ejemplo, un casete
de expresion A en el que una amilasa esta operativamente unida a una secuencia de direccionamiento de
cloroplasto y un casete de expresion B en el que una amilasa esta operativamente unida a una secuencia de
direccionamiento de reticulo endoplasmico (ER) y todos los otros componentes genéticos son iguales, los efectos del
direccionamiento génico pueden ser rapidamente comparados transitoriamente en tejido de hoja con respecto a los
niveles de expresion de enzima y formularse un "modelo predictivo" para el que el direccionamiento rendiria mejor
en lineas transgénicas estables. Esto puede lograrse, por ejemplo: a) suministrando el casete de expresion A y el
casete de expresion B en plantas separadas mediante agro-infiltracion de tejido de hoja de 7 dias de edad; b)
expresando transitoriamente los casetes de expresion A y B en dicho tejido de hoja; c) muestrear tejido de hoja a las
24, 48 o 72 horas; d) realizar un ensayo de enzima amilasa tal como un ensayo Ceralpha (MEGAZYME, Irlanda); e)
recoger datos cuantitativos; y f) formular un modelo predictivo basandose en la expresion de proteinas transitoria por
gramo de tejido de hoja. En algunas realizaciones, el rendimiento transitorio puede no coincidir exactamente con el
rendimiento de transgénicos estables que expresan el mismo gen, casete de expresion o componente genético, sin
embargo puede observarse una tendencia. Por ejemplo, el casete de expresion A en el ejemplo anterior puede
producir 1 ug/g de tejido de hoja de amilasa y el casete de expresion B en el ejemplo anterior puede producir 10 pg/g
y si uno era para transformar establemente el casete de expresion A y B en lineas de maiz transgénicas estables,
los niveles de expresion pueden ser 5 ug/g y 50 pug/g, manteniendo respetuosamente la tendencia que se observé en
los datos transitorios. En otra realizacion, los datos transitorios en tejido de hoja pueden ser predictivos de como un
gen, casete de expresion o componente genético rinde en otras partes de planta, por ejemplo, semilla, raiz o tejido
reproductivo. Un modelo predictivo en este escenario indicaria a un experto en la materia que el direccionamiento de
una amilasa al ER seria una estrategia mejor que a la vacuola si se quieren producir grandes cantidades de amilasa
in planta. Modelos predictivos que usan los métodos descritos en el presente documento no se limitan a los niveles
de expresién de proteina, pero también pueden usarse para cualquier dato cuantitativo o cualitativo derivado de
genes transitoriamente expresados, casetes de expresién o componente genéticos.

"Transfeccion transitoria" o "transitoriamente transfectado" en el presente documento significa que la introduccion de
dicha secuencia de ADN heteréloga se hace sin seleccion de células transfectadas para la incorporacion estable de
dicha secuencia de ADN heterdloga en un cromosoma de planta. Un casete de expresion puede introducirse en una
parte de planta usando una cepa de Agrobacterium capaz de introducir ADN extrafio en células vegetales. La
expresion transitoria de un gen y/o casete de expresion puede observarse 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19 o 20 o mas dias. Preferentemente, la expresion transitoria puede observarse durante 24 horas.
Mas preferible, la expresion transitoria puede observarse durante 48 horas. Lo mas preferentemente, la expresion
transitoria puede observarse durante 72 horas.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Se proporcionan métodos para expresar transitoriamente genes, casetes de expresién o componentes génicos. El
método comprende agro-infiltracion de un vector binario que comprende al menos un casete de expresion en una
parte de planta (por ejemplo, hoja de planta), en el que el casete de expresion contiene al menos un promotor
operativamente unido a un gen heterélogo. Las plantas resultantes de la presente invencion expresan
transitoriamente genes, casetes de expresion o componentes génicos in planta a niveles de expresion suficientes en
servir como modelo predictivo para como un gen respectivo, casete de expresidon o componente génico rendira
operativamente en lineas de plantas transgénicas estables.

En el proceso de la invencion, un gen, casete de expresion y/o componente genético se expresa transitoriamente en
partes de planta o mas preferentemente hojas de planta. La expresiéon génica, rendimiento de promotor, actividad
génica, funcion y forma de la proteina son algunos ejemplos de lo que puede evaluarse en casetes de expresion
transitorios y sirven de modelo predictivo de como una cierta configuracion de casete de expresion, gen y/o
componente genético pueden rendir en lineas de plantas establemente transgénicas. Un método para expresar
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transitoriamente genes, casetes de expresion, o componentes génicos in planta, puede ser deseable a través de
multiples industrias, por ejemplo, pero no se limitan a, agricultura comercial, etanol, pienso para animales, plasticos,
productos quimicos, aplicaciones médicas y otras industriales.

Los métodos de la invencidn encuentran uso en la integracion de las actuales practicas para el cultivo de plantas de
cultivo con el fin de obtener una linea de planta transgénica estable comercialmente deseada que expresa
optimamente un gen de interés. La capacidad para evaluar rapidamente el rendimiento génico, configuracion del
casete de expresion y efectos de componentes genéticos sobre el rendimiento de expresion esta englobada en la
presente invencion. Los métodos de la invencion pueden reducir el tiempo, recursos y el espacio necesario para
evaluar genes, casetes de expresion o componentes génicos en comparacion con los medios convencionales de
generacion de lineas de plantas transgénicas estables y dar las mismas evaluaciones en la parte o partes de planta
transgénica estable correspondientes. En una realizacion, la invencion puede reducir el tiempo de evaluacion en la
seleccion de expresion génica optima en plantas transgénicas estables a los 6-12 meses, ademas de permitir
rapidamente la seleccion de la mejor configuracion de casete de expresidon para la expresion génica. En otra
realizacion, la invencion puede reducir el tiempo de evaluacion en la seleccién de expresion génica optima en
plantas transgénicas estables a los 12-24 meses o mas. En algunas realizaciones, la invencion puede reducir el
tiempo de evaluacion en la seleccidon de expresion génica optima en plantas transgénicas estables a los 1-12 meses
0 mas.

En una realizacion, los métodos descritos en el presente documento pueden emplearse en cualquier planta. Mas
preferentemente, los métodos descritos en el presente documento pueden emplearse en plantas de cultivo. Otro
aspecto de los métodos descritos en el presente documento es que un casete de expresion y sus componentes
génicos relevantes pueden expresarse transitoriamente en cualquier parte de planta como se describe. Mas
preferentemente, un casete de expresion puede expresarse transitoriamente en material de planta fotosintético. Lo
mas preferible es que los actuales métodos puedan emplearse para expresar transitoriamente un casete de
expresion, gen y/o componente genético en tejido de hoja de planta. Otro aspecto mas de la invencion es que la
agro-infiltracion de casetes de expresion descrita en el presente documento transfectada transitoriamente en tejido
de hojade 1, 2, 3, 4,5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20 o mas dias de edad producira una
expresion transitoria de dicho casete de expresion de un modo donde pueden recogerse datos cualitativos y/o
cuantitativos mediante procedimientos muy conocidos en la técnica, que pueden ser ademas predictivos de como
dicho casete de expresion rendira en lineas transgénicas estables transformadas con dicho casete de expresion o
componentes genéticos correspondientes. En una realizacion preferida, tejido de hoja de maiz de 7 dias se agro-
infiltra con el casete de expresion y los componentes genéticos como se describe en el presente documento.

En una realizacién preferida de la invencion, la parte de planta se agro-infiltra en tejido de hoja en el que una
disolucion de Agrobacterias transformada con el casete de expresion de interés se infilira en el espacio intersticial
del tejido de planta (por ejemplo, tejido de hoja). También se entiende que la invencion puede realizarse usando
biolistica o cualquier otra tecnologia de transformaciéon conocida por aquellos expertos en la técnica relevante o
descrita en el presente documento.

En una realizacién de la invencion, el tejido de hoja de planta joven es de maiz y el tejido de hoja de maiz tiene una
edad de hoja maxima de aproximadamente V1 a aproximadamente V6 o aproximadamente 2 meses de edad en la
que la planta de maiz se cultivé en condiciones de invernadero y/o de camara de crecimiento convencionales. En
otra realizacion, el tejido de hoja joven de maiz es la hoja 1 de una planta de maiz que tiene aproximadamente un
maximo de aproximadamente 20 a aproximadamente 30 dias de edad. Se entiende que las plantas de maiz
cultivadas en condiciones inferiores a las 6ptimas deben comprenden tejido de hoja joven que puede utilizarse en
realizaciones como se describen en el presente documento en las que la edad de la planta de maiz supera 30, 40,
50, 60 o 70 dias de edad.

Genotipos de maiz preferidos que pueden usarse con la invenciéon puede ser, pero no se limitan a, por ejemplo,
AX5707 y FF6096. Genotipos de arroz preferidos que pueden usarse con la invencion puede ser, pero no se limitan
a, arroz Nipponbare 198. Genotipos de sorgo preferidos que pueden usarse con la invencion pueden ser, pero no se
limitan a, brandes, della y dale. Genotipos de trigo preferidos que pueden usarse con la invencidon en algunas
realizaciones pueden ser, pero no se limitan a, AC Nanda, TLAXCALA F2000, CALINGIRI, OMSKAYA 33, Catalido.
Genotipos de avena preferidos que pueden usarse con la invencién pueden ser, pero no se limitan a, avena integral
SSC-31-913200.

En una realizacion de la invencion, el tejido de hoja de planta joven es de cafia de azucar y el tejido de hoja de cana
de azucar es de una edad de hoja maxima de aproximadamente 7 a 12 dias de edad en la que la planta de cafia de
azucar se cultivd en condiciones de invernadero y/o de camara de crecimiento convencionales. En otra realizacion,
el tejido de hoja joven de cafia de azucar es la hoja 1 de una planta de cafia de azUcar que tiene aproximadamente
un maximo de aproximadamente 20 a aproximadamente 30 dias de edad. Se entiende que las plantas de cafia de
azucar cultivas en condiciones inferiores a las 6ptimas podrian comprender tejido de hoja joven que puede utilizarse
en realizaciones como se describen en el presente documento en las que la edad de la planta de cafia de azucar
supera los 30, 40, 50, 60 o 70 dias de edad.
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En ofra realizacion de la invencion, el tejido de hoja de planta joven es de sorgo y el tejido de hoja de sorgo es de
una edad de hoja maxima de aproximadamente 20 dias de edad en la que planta de sorgo se cultivd en condiciones
de invernadero y/o de camara de crecimiento convencionales. En otra realizacion, el tejido de hoja joven de sorgo es
la hoja 1 de una planta de cafia de azucar que tiene aproximadamente un maximo de aproximadamente 20 a
aproximadamente 30 dias de edad. Se entiende que las plantas de sorgo cultivadas en condiciones inferiores a las
optimas podrian comprender tejido de hoja joven que puede utilizarse en realizaciones como se describen en el
presente documento en las que la edad de la planta de sorgo supera los 30, 40, 50, 60 o 70 dias de edad.

En otra realizacion mas de la invencion, el tejido de hoja de planta joven es de arroz y el tejido de hoja de arroz es
de una edad de hoja maxima de aproximadamente 40 dias de edad en la que la planta de arroz se cultivé en
condiciones de invernadero y/o de camara de crecimiento convencionales. En otra realizacion, el tejido de hoja joven
de arroz es la hoja 1 de una planta de arroz que tiene aproximadamente un maximo de aproximadamente 20 a
aproximadamente 30 dias de edad. Se entiende que las plantas de arroz crecidas en condiciones inferiores a las
optimas podrian comprender tejido de hoja joven que puede utilizarse en realizaciones como se describen en el
presente documento en las que la edad de la planta de arroz supera los 30, 40, 50, 60 o 70 dias de edad.

En otra realizacion mas de la invencion, el tejido de hoja de planta joven es de un pasto y el tejido de hoja de pasto
es de una edad de hoja maxima de aproximadamente 30 dias de edad en la que el pasto se cultivé en condiciones
de invernadero y/o de camara de crecimiento convencionales. En otra realizacion, el tejido de hoja joven de pasto es
la hoja 1 de un pasto que tiene aproximadamente un maximo de aproximadamente 20 a aproximadamente 30 dias
de edad.

En una realizacion de la invencién pueden usarse potenciadores traduccionales o transcripcionales para aumentar la
expresion de proteinas transitoria. En una realizacion preferida, puede usarse una region de potenciador del virus del
mosaico de la escrofularia (eFMV). En otra realizacién preferida, el potenciador del virus del mosaico de la
escrofularia (eFMV) se usa en combinacidon con un potenciador del virus del mosaico de la coliflor 35s para el
aumento de la expresion de un gen en plantas transitorias y/o establemente transformadas.

Un aspecto de la invencidon es que no hay limitacién de tamafio en el gen que esta siendo transitoriamente
expresado, a diferencia de los métodos de transfeccién transitoria viral. Los sistemas de transfeccion transitoria viral
estan limitados en el tamafio del gen que puede transfectarse en una célula de planta. En una realizacion de la
invencion, el gen heterélogo que se introduce mediante agro-infiltracion puede ser superior a 0,1, 0,5, 0,75, 1,0, 2,0,
3,0,4,0,5,0,6,0,7,0, 8,0,9,0 0 10,0 kilobases.

Los métodos descritos en el presente documento pueden ser Utiles en evaluar las enzimas de procesamiento
expresadas in planta. Por ejemplo, la enzima de procesamiento relevante puede evaluarse cuantitativamente o
cualitativamente expresando transitoriamente la enzima de procesamiento en tejido de planta como se describe en
los métodos en el presente documento. "Enzimas de procesamiento" adecuadas incluyen, pero no se limitan a,
enzimas degradadoras o isomerizantes de almidén que incluyen, por ejemplo, a-amilasa, endo o exo-1,4, o 1,6-a-D,
glucoamilasa, glucosa isomerasa, 3-amilasas, a-glucosidasas, y otras exo-amilasas; y enzimas desramificantes de
almidon, tales como isoamilasa, pululanasa, neo-pululanasa, iso-pululanasa, amilopululanasa y similares,
glicosiltransferasas tales como ciclodextrina glicosiltransferasa y similares, celulasas tales como exo-1,4-B-
celobiohidrolasa, exo-1,3-O-D-glucanasa, hemicelulasa, B-glucosidasa y similares; endoglucanasas tales como
endo-1,3-B-glucanasa y endo-1,4-B-glucanasa y similares; L-arabinasas, tales como endo-1,5-a-L-arabinasa, a-
arabinosidasas y similares; galactanasas tales como endo-1,4-B-D-galactanasa, endo-1,3-B-D-galactanasa, 1-
galactosidasa, a-galactosidasa y similares; mananasas, tales como endo-1,4-3-D-mananasa, -manosidasa, a-
manosidasa y similares; xilanasas, tales como endo-1,4-1-xilanasa, B-D-xilosidasa, 1,3-B-D-xilanasa, y similares; y
pectinasas; y enzimas de procesamiento no de almidon, que incluyen proteasa, glucanasa, xilanasa,
tiorredoxina/tiorredoxina reductasa, esterasa, fitasa y lipasa. En un aspecto de la invencion, puede evaluarse una
enzima de procesamiento y formularse un modelo predictivo transitorio basandose en las mediciones de la enzima
de procesamiento y subproducto reactivo del sustrato respectivo. Por ejemplo, un experto en la materia puede usar
los métodos descritos en el presente documento para expresar transitoriamente una amilasa en planta, poner la
amilasa en contacto con un sustrato y medir la cantidad de maltodextrinas liberadas usando HPLC u otros métodos
conocidos por aquellos expertos en la materia. El sustrato puede estar presente in planta o la enzima
transitoriamente expresada puede aislarse y ponerse en contacto in sifu con su sustrato relevante. También puede
evaluarse la combinacion de enzimas sobre un sustrato (por ejemplo, almidon o celulosa) usando los métodos
descritos en el presente documento.

Casetes de expresion en planta

Las composiciones de la invencion pueden contener secuencias de acidos nucleicos para la transformacion y
expresion transitoria o estable en una planta de interés. Las secuencias de acidos nucleicos pueden estar presentes
en construcciones de ADN o casetes de expresion. Un casete de expresion bajo la definicion previa puede ser una
molécula de acido nucleico capaz de dirigir la expresidon de una secuencia de nucleétidos particular en una célula
huésped apropiada, que comprende un promotor operativamente unido a la secuencia de nucleétidos de interés (por
ejemplo, una secuencia de nucleétidos que codifica una enzima de procesamiento) que esta operativamente unida a
sefales de terminacion. Los casetes de expresion también comprenden normalmente secuencias requeridas para la
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apropiada traduccion de la secuencia de nucledtidos. La region codificante normalmente codifica una proteina de
interés, pero puede también codificar un ARN funcional de interés, por ejemplo ARN antisentido o un ARN no
traducido, en la direccion sentido o antisentido. El casete de expresiéon que comprende la secuencia de nucleétidos
de interés puede ser quimérico, que significa que al menos uno de sus componentes es heterélogo con respecto a al
menos uno de sus otros componentes. El casete de expresion también puede ser uno que existe de forma natural,
pero ha sido obtenido en una forma recombinante Util para expresion heteréloga. Normalmente, sin embargo, el
casete de expresion es heterélogo con respecto al huésped, es decir, la secuencia de ADN particular del casete de
expresion no se produce naturalmente en la célula huésped y debe haber sido introducida en la célula huésped o un
antepasado de la célula huésped por un evento de transformacion. La expresion de la secuencia de nucleétidos en
el casete de expresion puede ser bajo el control de un promotor constitutivo o de un promotor inducible que inicia la
transcripcion solo cuando la célula huésped se expone a algun estimulo externo particular. Adicionalmente, el
promotor también puede ser especifico para un tejido u érgano particular o estadio de desarrollo.

La presente invencion engloba la transformacion de plantas con casetes de expresion capaces de expresar
transitoriamente polinucledtidos. En realizaciones representativas, el casete de expresion incluira en la direccién 5'-3'
de la transcripcidon una region de iniciacion transcripcional y traduccional (es decir, un promotor) y un polinucleétido
de interés, y componentes genéticos (es decir, potenciadores traduccionales). El casete de expresion puede
comprender opcionalmente una region de terminacion transcripcional y traduccional (es decir, region de terminacion)
funcional en plantas. Los casetes de expresién de la invencién también pueden comprender una secuencia
conductora y/o una secuencia que permite la expresion inducible del polinucleétido de interés. Véase, Guo et al.
(2003) Plant J. 34:383-92 y Chen et al. (2003) Plant J. 36:731-40 para ejemplos de secuencias que permiten la
expresion inducible. Las secuencias reguladoras de la construccion de expresion estan operativamente unidas al
polinucleétido de interés.

Cualquier promotor capaz de conducir la expresion en la planta de interés puede usarse en la practica de la
invencion. En una realizacion, puede evaluarse un promotor preferido no de hoja y/o especifico no de hoja
cuantitativa y/o cualitativamente y formularse un modelo predictivo para predecir cémo un promotor rendira en su
tejido preferido y/o especifico respectivo. Por ejemplo, puede evaluarse transitoriamente un promotor especifico de
semilla en tejido de hoja usando métodos descritos en el presente documento. Se ha informado de varios genes y/o
promotores regulados especificos de tejido en plantas. Algunos genes especificos de tejidos informados incluyen los
genes que codifican las proteinas de almacenamiento de semillas (tales como napina, cruciferina, beta-conglicinina y
faseolina), zeina o proteinas de cuerpos de aceite (tales como oleosina), o genes implicados en la biosintesis de los
acidos grasos (incluyendo proteina transportadora de acilo, estearoil-ACP desaturasa y acido graso desaturasas (fad
2-1)), y otros genes expresados durante el desarrollo embrionario (tales como Bce4, véase, por ejemplo, el
documento EP 255378 y Kridl et al., Seed Science Research, 1:209 (1991)). Ejemplos de promotores especificos de
tejido, que se han descrito, incluyen la lectina (Vodkin, Prog. Clin. Biol. Res., 138;87 (1983); Lindstromet al., Der.
Genet., 11:160 (1990)), alcohol deshidrogenasa 1 de maiz (Vogel et al., 1989; Dennis et al., Nucleic Acids Res.,
12:3983 (1984)), complejo captador de luz de maiz (Simpson, 1986; Bansal et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
89:3654 (1992)), proteina de choque térmico de maiz (Odell et al., 1985; Rochester et al., 1986), carboxilasa de
subunidad RuBP pequefia de guisante (Poulsen et al., 1986; Cashmore et al., 1983), manopina sintasa de plasmido
Ti (Langridge et al., 1989), nopalina sintasa de plasmido Ti (Langridge et al., 1989), chalcona isomerasa de petunia
(vanTunen et al., EMBO J., 7;1257 (1988)), proteina 1 rica en glicina de judia (Keller et al., Genes Dev., 3:1639
(1989)), CaMV 35s truncado (Odell et al., Nature, 313:810 (1985)), patatina de patata (Wenzler et al., Plant Mol.
Biol., 13:347 (1989)), célula de raiz (Yamamoto et al., Nucleic Acids Res., 18:7449 (1990)), zeina de maiz (Reina et
al., Nucleic Acids Res., 18:6425 (1990); Kriz et al., Mol. Gen. Genet., 207:90 (1987); Wandelt et al., Nucleic Acids
Res., 17:2354 (1989); Langridge et al., Cell, 34:1015 (1983); Reina et al., Nucleic Acids Res., 18:7449 (1990)),
globulina-1 (Belanger et al., Genetics, 129:863 (1991)), a-tubulina, cab (Sullivan et al., Mol. Gen. Genet., 215:431
(1989)), PEPCasa (Hudspeth & Grula, 1989), promotores asociados al complejo del gen R (Chandler et al., Plant
Cell, 1:1175 (1989)) y promotores de chalcona sintasa (Franken et al., EMBO J., 10:2605 (1991)). Particularmente
util para la expresion especifica de semilla es el promotor de vicilina de guisante (Czako et al., Mol. Gen. Genet.,
235:33 (1992). (Véase también la patente de EE.UU. N.° 5.625.136). Otros promotores utiles para la expresion en
hojas maduras son aquellos que se activan con el inicio de la senescencia, tales como el promotor de SAG de
Arabidopsis (Gan et al., Science, 270:1986 (1995). El promotor puede ser nativo o analogo o extrafio o heterélogo a
la planta huésped.

Modelos predictivos transitorios formulados por los métodos descritos en el presente documento pueden evaluar los
promotores basados en varios factores, que incluyen, pero no se limitan a, eficiencia, capacidad de seleccion,
inducibilidad, nivel de expresion deseado y preferencia de expresion en célula o tejido. Es una cuestion rutinaria que
un experto en la materia module la expresién de una secuencia seleccionando y posicionando apropiadamente
promotores y otras regiones reguladoras con respecto a esa secuencia. Los métodos descritos en el presente
documento permiten la rapida evaluacion de la seleccion y posicionamiento de promotores.

Algunos promotores adecuados inician la transcripcion solo, o predominantemente, en ciertos tipos de células. Asi,

como se usa en el presente documento, un tipo de promotor preferencial de células o de tejido es uno que conduce

la expresion preferencialmente en el tejido diana, pero puede también conducir a alguna expresion en otros tipos de

células o tejidos también. Se entiende que algunos promotores que muestran direccionamiento preferencial de la

expresion en tejidos diana pueden también presentar expresion "con fugas" en tejidos dirigidos no preferenciales. Un
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ejemplo puede ser un promotor cuyo perfil de expresion muestra expresion preferencial en semilla de maiz, pero
también presenta fuerte expresion en tejido de hoja maduro. Métodos de identificacion y caracterizacion de regiones
de promotor en ADN gendémico de planta incluyen, por ejemplo, aquellas descritas en las siguientes referencias:
Jordano, et al., Plant Cell, 1:855-866 (1989); Bustos, et al., Plant Cell, 1:839-854 (1989); Green, et al., EMBO J. 7,
4035-4044 (1988); Meier, et al., Plant Cell, 3, 309-316 (1991); y Zhang, et al., Plant Physiology 110: 1069-1079
(1996). Se han descrito varios promotores de planta con diversas caracteristicas de expresion. Ejemplos de algunos
promotores constitutivos que se han descrito incluyen la actina 1 de arroz (Wang et al., Mol. Cell. Biol., 12:3399
(1992); patente de EE.UU. N.° 5.641.876), CaMV.sup.35S (Odell et al., Nature, 313:810 (1985)), CaMV 19S (Lawton
et al., 1987), nos (Ebert et al., 1987), Adh (Walker et al., 1987), sacarosa sintasa (Yang & Russell, 1990) y los
promotores de ubiquitina.

Promotores activos en el tejido fotosintético con el fin de conducir la transcripcion en tejidos verdes tales como hojas
y tallos pueden ser de interés en la presente invencion. Ejemplos de tales promotores incluyen los promotores de
ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa (RbcS) tales como el promotor de RbcS de alerce oriental (Larix laricina), el
promotor cab6 de pino (Yamamoto et al. (1994) Plant Cell Physiol. 35:773-778), el promotor del gen Cab-1 de trigo
(Fejes et al. (1990) Plant Mol. Biol. 15:921-932), el promotor CAB-1 de espinaca (Lubberstedt et al. (1994) Plant
Physiol. 104:997-1006), el promotor cab1R de arroz (Luan et al. (1992) Plant Cell 4:971-981), el promotor de piruvato
ortofosfato dicinasa (PPDK) de maiz (Matsuoka et al. (1993) Proc Natl Acad Sci USA 90:9586-9590), el promotor
Lhcb1*2 de tabaco (Cerdan et al. (1997) Plant Mol. Biol. 33:245-255), el promotor SUC2 simporter sacarosa-H+ de
Arabidopsis thaliana (Truernit et al. (1995) Plant 196:564-570) y promotores de la proteina de membrana tilacoidal de
espinaca (psaD, psaF, psak, PC, FNR, atpC, atpD, cab, rbcS). Otros promotores que conducen la transcripcion en
tallos, hojas y tejido verde se describen en la publicacion de patente de EE.UU. N.° 2007/0006346. Promotores
activos en tejido fotosintético pueden ser transitoriamente evaluados y formularse modelos predictivos.

Puede desearse la evaluacion de promotores inducibles. Los promotores inducibles conducen la transcripcién en
respuesta a estimulos externos tales como agentes quimicos o estimulos medioambientales. Por ejemplo, los
promotores inducibles pueden conferir la transcripcion en respuesta a hormonas tales como acido giberélico o
etileno, o en respuesta a luz o sequia. Se ha informado de varios promotores inducibles. Muchos se describen en
una revision por Gatz, en Current Opinion in Biotechnology, 7:168 (1996) y Gatz, C., Annu. Rev. Plant Physiol. Plant
Mol. Biol., 48:89 (1997). Ejemplos incluyen sistema represor de tetraciclina, sistema represor de Lac, sistemas
inducibles por cobre, sistemas inducibles por salicilato (tales como el sistema PR1a), sistemas inducibles por
glucocorticoides (Aoyama T. et al., N-H Plant Journal, 11:605 (1997)) e inducibles por ecdisona. Otros promotores
inducibles incluyen promotores inducibles por ABA vy turgor, el promotor del gen de la proteina de unién a auxina
(Schwob et al., Plant J., 4:423 (1993)), el promotor del gen de glicosil-transferasa de UDP-glucosa flavonoide
(Ralston et al., Genetics, 119:185 (1988)), el promotor de inhibidores de MPI proteinasa (Cordero et al., Plant J.,
6:141 (1994)) y el promotor del gen gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (Kohler et al., Plant Mol. Biol., 29; 1293
(1995); Quigley et al., J. Mol. Evol., 29:412 (1989); Martinez et al., J. Mol. Biol., 208:551 (1989)). También estan
incluidos los sistemas inducibles por bencenosulfonamida (patente de EE.UU. N.° 5.364.780) e inducibles por
alcohol (documentos WO 97/06269 y WO 97/06268) y promotores de glutation S-transferasa. Otros estudios se han
centrado en genes induciblemente regulados en respuesta a estrés medioambiental o estimulos tales como elevada
salinidad, sequia, patéogeno y dafos (Graham et al., J. Biol. Chem., 260:6555 (1985); Graham et al., J. Biol. Chem.,
260:6561 (1985), Smith et al., Plant, 168:94 (1986)). Se ha informado de la acumulacién de proteina del inhibidor de
la metalocarboxipeptidasa en hojas de plantas de patata dafiadas (Graham et al., Biochem. Biophys. Res. Comm.,
101:1164 (1981)). Se ha informado que ofros genes de planta son inducidos por jasmonato de metilo,
desencadenantes, choque térmico, estrés anaerobio o protectores de herbicidas. La expresion regulada de una
proteina de replicacién viral de accion en trans quimérica puede regularse adicionalmente por otras estrategias
genéticas, tales como, por ejemplo, activacion génica mediada por Cre (Odell et al. Mol. Gen. Genet., 113:369
(1990)). Asi, un fragmento de ADN que contiene la secuencia reguladora 3' unida por sitios lox entre el promotor y la
secuencia codificante de proteina de replicacion que bloquea la expresion de un gen de replicacion quimérica del
promotor puede eliminarse por escision mediada por Cre y producir la expresion del gen de replicacion que actua en
trans. En este caso, el gen Cre quimérico, el gen de replicacion que actia en trans quimérico, o ambos, pueden
estar bajo el control de promotores especificos de tejido y de desarrollo o inducibles. Una estrategia genética
alternativa es el uso de un gen supresor de ARNt. Por ejemplo, la expresion regulada de un gen supresor de ARNt
puede controlar condicionalmente la expresidn de una secuencia codificante de proteina de replicacién que actua en
trans que contiene un codén de terminacion apropiado (Ulmasov et al. Plant Mol. Biol., 35:417 (1997)). Otra vez,
tanto el gen supresor de ARNt quimérico, el gen de replicacién de actuacion en trans quimérico, o ambos, pueden
estar bajo el control de promotores especificos de tejido y de desarrollo o inducibles. Preferentemente, en el caso de
un organismo multicelular, el promotor también puede ser especifico para un tejido particular, érgano o estadio de
desarrollo. Ejemplos de tales promotores incluyen, pero no se limitan a, el promotor ADP-gpp de Zea mays y de y-
zeina de Zea mays y de globulina de Zea mays. Una realizacion de la invencion puede ser una forma rapida para
evaluar el rendimiento de promotor inducible sobre la expresiéon de un gen de interés en transgénicos de linea
estable formulando modelos predictivos de datos cuantitativos y/o cualitativos derivados de la expresion transitoria
usando los métodos descritos en el presente documento.

La expresion transitoria de un gen en una parte de planta puede desearse solo en un cierto periodo de tiempo
durante el desarrollo de la planta. EI momento preciso del desarrollo se correlaciona frecuentemente con expresion
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génica especifica de tejido. Por ejemplo, la expresién de proteinas de almacenamiento de zeina se inicia en el
endospermo aproximadamente 15 dias después de la polinizacion.

Esta disponible una variedad de terminadores transcripcionales para su uso en casetes de expresion. Estos son
responsables de la terminacién de la transcripcion mas alla del transgén y la correcta poliadenilacion de ARNm. La
region de terminacién puede ser nativa con la region de iniciacion de la transcripcion, puede ser nativa con la
secuencia de ADN operativamente unida de interés, puede ser nativa con el huésped de planta, o puede derivarse
de otra fuente (es decir, extrafia o heterdloga al promotor, la secuencia de ADN de interés, la planta huésped, o
cualquier combinacién de los mismos). Terminadores transcripcionales apropiados son aquellos que son conocidos
por funcionar en plantas e incluyen el terminador de CAMV 358, el terminador tml, el terminador de nopalina sintasa
y el terminador rbcs E9 de guisante. Estos pueden usarse en tanto monocotiledéneas como dicotiledoneas. Ademas,
puede usarse un terminador de transcripcion nativo del gen. Una realizacion de la invencion puede ser una forma
rapida de evaluar los efectos de secuencias terminadoras sobre la expresion de un gen de interés en transgénicos
de linea estables formulando modelos predictivos a partir de datos cuantitativos y/o cualitativos derivados de la
expresion transitoria usando los métodos descritos en el presente documento.

Se ha encontrado que numerosas secuencias potencian la expresion génica desde dentro de la unidad
transcripcional y estas secuencias pueden usarse conjuntamente con los genes de la presente invencion para
aumentar su expresion en plantas transgénicas.

Se ha mostrado que diversas secuencias de intron potencian la expresion, particularmente en células
monocotiledoneas. Por ejemplo, se ha encontrado que los intrones del gen Adhl de maiz potencian
significativamente la expresion del gen no mutante bajo su promotor relacionado cuando se introducen en células de
maiz. Se encontré que el intrén 1 era particularmente eficaz y potencio la expresion en construcciones de fusion con
el gen cloranfenicol acetiltransferasa (Callis et al., Genes Develop. 1: 1183-1200 (1987)). En el mismo sistema
experimental, el intrén del gen bronce 1 de maiz tuvo un efecto similar en potenciar la expresion. Las secuencias de
intrén se han incorporado rutinariamente en vectores de transformacion de planta, normalmente dentro del conductor
no traducido.

También se conocen varias secuencias conductoras no traducidas derivadas de virus para potenciar la expresion.
Especificamente, se ha mostrado que secuencias conductoras del virus del mosaico del tabaco (TMV, la "secuencia
W"), virus moteado clorético del maiz (MCMV) y virus del mosaico de la alfalfa (AMV) son eficaces en potenciar la
expresion (por ejemplo, Gallie et al. Nucl. Acids Res. 15: 8693-8711 (1987); Skuzeski et al. Plant Molec. Biol. 15: 65-
79 (1990)). Otras secuencias conductoras conocidas en la técnica incluyen, pero no se limitan a: conductores de
picornavirus, por ejemplo, conductor de EMCV (region no codificante 5' de encefalomiocarditis) (Elroy-Stein, O.,
Fuerst, T. R., y Moss, B. PNAS USA 86:6126-6130 (1989)); conductores de potyvirus, por ejemplo, conductor de
TEV (virus del grabado del tabaco) (Allison et al., 1986); conductor de MDMV (virus del mosaico del enanismo del
maiz); conductor de proteina de unién de la cadena pesada de inmunoglobulina humana (BiP) (Macejak, D. G., y
Samow, P., Nature 353: 90-94 (1991)); conductor no traducido de ARNm de proteina de la envuelta del virus del
mosaico de la alfalfa (ARN 4 de AMV), (Jobling, S. A., y Gehrke, L., Nature 325:622-625 (1987)); conductor del virus
del mosaico del tabaco (TMV), (Gallie, D. R. et al., Molecular Biology of RNA, paginas 237-256 (1989)); y conductor
del virus moteado clorético del maiz (MCMV) (Lommel, S. A. et al., Virology 81:382-385 (1991)). Véase, por tanto,
Della-Cioppa et al., Plant Physiology 84:965-968 (1987). Una realizacion de la invencién puede ser una forma rapida
para evaluar los efectos de secuencias de potenciador o de componente genético sobre la expresion de un gen de
interés en transgénicos de linea estable formulando modelos predictivos a partir de datos cuantitativos y/o
cualitativos derivados de la expresion transitoria usando los métodos descritos en el presente documento.

Los métodos descritos en el presente documento pueden usarse para formular modelos predictivos de los efectos
del direccionamiento génico y la expresion de proteinas. Se sabe que existen diversos mecanismos para el
direccionamiento de productos génicos en plantas y las secuencias que controlan el funcionamiento de estos
mecanismos han sido caracterizadas con cierto detalle. Por ejemplo, el direccionamiento de productos génicos al
cloroplasto esta controlado por una secuencia de sefial encontrada en el extremo amino de diversas proteinas que
se escinde durante la importacion de cloroplastos para dar la proteina madura (por ejemplo, Comai et al. J. Biol.
Chem. 263: 15104-15109 (1988)). Estas secuencias de sefial pueden fusionarse con los productos de gen
heterdélogo para efectuar la importacion de productos heterdlogos en el cloroplasto (van den Broeck, et al. Nature
313: 358-363 (1985)). EI ADN que codifica secuencias de sefial apropiadas puede aislarse del extremo 5' de los
ADNCc que codifican la proteina RUBISCO, la proteina CAB, la enzima EPSP sintasa, la proteina GS2 y muchas
otras proteinas que se sabe que estan localizadas en cloroplastos. Véase, por tanto, la seccion titulada "Expression
With Chloroplast Targeting" en el ejemplo 37 de la patente de EE.UU. N.° 5.639.949.

Los mecanismos anteriormente descritos para el direccionamiento celular pueden utilizarse no solo conjuntamente
con sus promotores relacionados, sino también conjuntamente con promotores heterélogos para efectuar un objetivo
de direccionamiento celular especifico bajo la regulaciéon transcripcional de un promotor que tiene un patrén de
expresion diferente de aquél del promotor del que se deriva la sefal de direccionamiento.

Con el fin de garantizar la localizacion en los plastidos es concebible usar uno de los siguientes péptidos de transito:
la ferredoxina: NADP+ oxidorreductasa (FNR) plastidica de espinaca que se desvela en Jansen et al. (Current
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Genetics 13 (1988), 517-522). En particular, puede usarse la secuencia que oscila de los nucleétidos -171 a 165 de
la secuencia de ADNc desvelada en el presente documento, que comprende la region no traducida 5', ademas de la
secuencia que codifica el péptido de transito. Otro ejemplo es el péptido de transito de la proteina cerosa de maiz
que incluye los primeros 34 restos de aminoacidos de la proteina cerosa madura (Klosgen et al., Mol. Gen. Genet.
217 (1989), 155-161). También es posible usar este péptido de transito sin los primeros 34 aminoacidos de la
proteina madura. Ademas, pueden usarse los péptidos sefial de la subunidad pequefia de ribulosa bisfosfato
carboxilasa (Wolter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85 (1988), 846-850; Nawrath et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
91 (1994), 12760-12764), de la NADP malato deshidrogenasa (Galiardo et al., Plant 197 (1995), 324-332), de la
glutation reductasa (Creissen et al., Plant J. 8 (1995), 167-175) o de la proteina R1 Lorberth et al. (Nature
Biotechnology 16, (1998), 473-477).

Pueden incluirse supresores del silenciamiento génico dentro del casete de expresién para aumentar la expresion
génica. Se conoce en la técnica que la inclusion de tales supresores del silenciamiento génico puede aumentar la
expresion génica transitoria en dicotileddneas (véase por ejemplo, Voinnet et al., 2003, Plant J., 33, 549-556).

No hay limitacion preconcebida a los tipos de proteinas que pueden usarse en la invencion descrita en el presente
documento.

En un aspecto, los métodos se ponen en practica con secuencias de acidos nucleicos que codifican proteinas
deseadas, en los que las secuencias de acidos nucleicos se disefian para proporcionar codones preferidos por la
planta que se usan para la transformacion transitoria. Estan disponibles caracteristicas de uso de los codones para
varias plantas y se describen en Wada et al., "Codon Usage Tabulated From the GenBank Genetic Sequence Data",
Nucleic Acids Research 19: 1981-1986 (1991).

En un aspecto no es necesario que el casete de expresion contenga un marcador de seleccion y/o no se requiere
que la construccion de ADN carezca de genes inductores de tumor.

En la presente invencién pueden usarse marcadores de seleccion para permitir la selecciéon de plantas y tejido de
planta transitoriamente transformados. Puede desearse emplear un gen marcador de seleccién o detectable como, o
ademas de, el gen expresable de interés. "Genes marcadores” son genes que confieren un fenotipo distinto a células
que expresan el gen marcador y asi permiten que tales células transformadas se distingan de células que no tienen
el marcador. Tales genes pueden codificar tanto un marcador de seleccion como detectable, dependiendo de si el
marcador confiere un rasgo que puede seleccionarse o no por medios quimicos, es decir, mediante el uso de un
agente selectivo (por ejemplo, un herbicida, antibidtico, o similares), o si es simplemente un rasgo que puede
identificarse mediante observacion o prueba, es decir, detectando (por ejemplo, el rasgo del locus R). Por supuesto,
se conocen muchos ejemplos de genes marcadores adecuados en la técnica y pueden emplearse en la practica de
la invencion.

Dentro de los términos genes marcadores de seleccion o detectables también estan genes que codifican un
"marcador secretable" cuya secrecion puede detectarse como un medio de identificacion o seleccion para células
transitoriamente transformadas. Ejemplos incluyen marcadores que codifican un antigeno secretable que puede
identificarse por interaccion de anticuerpos, o incluso enzimas secretables que pueden detectarse por su actividad
catalitica. Las proteinas secretables se clasifican en varias clases, que incluyen proteinas detectables difusibles
pequefias, por ejemplo, por ELISA; enzimas activas pequefias detectables en disolucion extracelular (por ejemplo, a-
amilasa, B-lactamasa, fosfinotricina acetiltransferasa); y proteinas que se insertan o atrapan en la pared celular (por
ejemplo, proteinas que incluyen una secuencia conductora tal como la encontrada en la unidad de expresion de
extensina o PR-S de tabaco).

Con respecto a marcadores secretables de seleccion, se considera que es particularmente ventajoso el uso de un
gen que codifica una proteina que llega a ser secuestrada en la pared celular, y proteina que incluye un Unico
epitope. Un marcador de antigeno secretado tal emplearia idealmente una secuencia de epitope que proporcionaria
bajo ruido de fondo en tejido de planta, una secuencia conductora de promotor que conferiria expresion eficiente y
direccionamiento a través de la membrana plasmatica, y produciria proteina que esta unida en la pared celular y
todavia accesible a anticuerpos. Una proteina de pared normalmente secretada modificada para incluir un epitope
Unico satisfaceria todos aquellos requisitos.

Un ejemplo de una proteina adecuada para modificacion de este modo es la extensina, o glucoproteina rica en
hidroxiprolina (HPRG). Por ejemplo, la molécula de HPRG de maiz (Steifel et al., The Plant Cell, 2:785 (1990)) esta
bien caracterizada en términos de biologia molecular, expresion y estructura de proteina. Sin embargo, podrian
modificarse una cualquiera de una variedad de extensinas y/o proteinas de la pared ricas den glicina (Keller et al.,
EMBO Journal, 8:1309 (1989)) mediante la adicion de un sitio antigénico para crear un marcador detectable.

a. Marcadores de seleccion

Posibles marcadores de seleccion para su uso a proposito de la presente invencion incluyen, pero no se limitan a, un
gen neo o nptll (Potrykus et al., Mol. Gen. Genet., 199:183 (1985)) que codifica resistencia a kanamicina y puede
seleccionarse para usar kanamicina, G418, y similares; un gen bar que confiere resistencia al herbicida fosfinotricina;
un gen que codifica una proteina EPSP sintasa alterada (Hinchee et al., Biotech., 6:915 (1988)), confiriendo asi
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resistencia a glifosato; un gen de nitrilasa tal como bxn de Klebsiella ozaenae que confiere resistencia a bromoxinilo
(Stalker et al., Science, 242:419 (1988)); un gen de acetolactato sintasa (ALS) mutante que confiere resistencia a
imidazolinona, sulfonilurea u otros productos quimicos inhibidores de ALS (solicitud de patente europea 154.204,
1985); un gen de DHFR resistente a metotrexato (Thillet et al., J. Biol. Chem., 263:12500 (1988)); un gen de dalapon
deshalogenasa que confiere resistencia al herbicida dalapon; un gen de fosfomanosa isomerasa (PMI); un gen de
antranilato sintasa mutado que confiere resistencia a 5-metil-triptéfano; el gen hph que confiere resistencia al
antibidtico higromicina; o el gen de manosa-6-fosfato isomerasa (también denominado en el presente documento el
gen de fosfomanosa isomerasa), que proporciona la capacidad de metabolizar manosa (las patentes de EE.UU. N.°
5.767.378 y 5.994.629). Un experto en la materia es capaz de seleccionar un gen marcador de seleccion adecuado
para su uso en la presente invencion. Donde se emplea un gen de EPSP sintasa mutante, puede alcanzarse
beneficio adicional mediante la incorporaciéon de un péptido de transito de cloroplastos adecuado, CTP (solicitud de
patente europea 0.218.571, 1987).

Una realizacion ilustrativa de un gen marcador de seleccion capaz de ser usado en sistemas para seleccionar
transformantes son los genes que codifican la enzima fosfinotricina acetiliransferasa, tal como el gen bar de
Streptomyces hygroscopicus o el gen pat de Streptomyces viridochromogenes. La enzima fosfinotricina
acetiltransferasa (PAT) inactiva el principio activo en el herbicida bialafos, fosfinotricina (PPT). PPT inhibe la
glutamina sintetasa (Murakami et al., Mol. Gen. Genet., 205:42 (1986); Twell et al., Plant Physiol. , 91:1270 (1989)),
causando la rapida acumulacion de amoniaco y muerte celular. El éxito en el uso de este sistema selectivo
conjuntamente con monocotileddneas fue particularmente sorprendente debido a las importantes dificultades que se
han informado en la transformacion de cereales (Potrykus, Trends Biotech., 7:269 (1989)).

Donde se desee emplear un gen de resistencia a bialafos en la practica de la invencion, un gen particularmente Uutil
para este fin es los genes bar o pat obtenibles de especies de Streptomyces (por ejemplo, ATCC N.° 21.705). Se ha
descrito la clonacion del gen bar (Murakami et al., Mol. Gen. Genet., 205:42 (1986); Thompson et al., EMBO Journal,
6:2519 (1987)) ya que tiene el uso del gen bar en el contexto de plantas distintas de monocotiledéneas (De Block et
al., EMBO Journal, 6:2513 (1987); De Block et al., Plant Physiol., 91:694 (1989)).

b. Marcadores detectables

Marcadores detectables que pueden emplearse incluyen, pero no se limitan a, un gen de glucuronidasa o uidA
(GUS) que codifica una enzima para la que se conocen diversos sustratos cromogénicos; un gen del locus R, que
codifica un producto que regula la produccion de pigmentos de antocianina (color rojo) en tejidos de planta
(Dellaporta et al., en Chromosome Structure and Function, pp. 263-282 (1988)); un gen de B-lactamasa (Suitcliffe,
PNAS USA, 75:3737 (1978)), que codifica una enzima para la que se conocen diversos sustratos cromogénicos (por
ejemplo, PADAC, una cefalosporina cromogeénica); un gen xylE (Zukowsky et al., PNAS USA, 80:1101 (1983)) que
codifica una catecol dioxigenasa que puede convertir catecoles cromogénicos; un gen a-amilasa (lkuta et al.,
Biotech., 8:241 (1990)); un gen de tirosinasa (Katz et al., J. Gen. Microbiol., 129:2703 (1983)) que codifica una
enzima capaz de oxidar tirosina a DOPA y dopaquinona que a su vez condensa para formar el compuesto facilmente
detectable melanina; un gen de B-galactosidasa, que codifica una enzima para la que hay sustratos cromogénicos;
un gen de luciferasa (lux) (Ow et al., Science, 234:856 (1986)), que permite la deteccién de bioluminiscencia; o un
gen de aecuorina (Prasher et al., Biochem. Biophys. Res. Comm., 126:1259 (1985)), que puede emplearse en la
deteccion de bioluminiscencia sensible al calcio, o un gen de la proteina verde fluorescente (Niedz et al., Plant Cell
Reports, 14: 403 (1995)).

Se contempla que genes del complejo del gen R de maiz son particularmente utiles como marcadores detectables.
El complejo del gen R en maiz codifica una proteina que actua regulando la produccion de pigmentos de antocianina
en la mayoria de las semillas y tejidos de planta. Un gen del complejo del gen R es adecuado para la transformacion
en maiz, debido a que la expresion de este gen en células transformadas no dafia las células. Asi, un gen R
introducido en tales células producira la expresién de un pigmento rojo y, si se incorpora establemente, puede ser
visualmente puntuado como un sector rojo. Si una linea de maiz lleva alelos dominantes para genes que codifican
los productos intermedios enzimaticos en la via biosintética de antocianina (C2, A1, A2, Bz1 y Bz2), pero lleva un
alelo recesivo en el locus R, la transformacién de cualquier célula a partir de esa linea con R producira la formacién
de pigmento rojo. Lineas a modo de ejemplo incluyen Wisconsin 22 que contiene el alelo rg-Stadler y TR112, un
derivado de K55 que es r-g, b, PI. Alternativamente puede utilizarse cualquier genotipo de maiz si los alelos C1y R
se introducen juntos. Otro marcador detectable contemplado para su uso en la presente invencion es la luciferasa de
luciérnaga, codificada por el gen lux. La presencia del gen lux en células transformadas puede detectarse usando,
por ejemplo, pelicula de rayos X, recuento por centelleo, espectrofotometria fluorescente, camara de video de luz
baja, camaras de recuento de fotones o luminometria multipocillo. También se prevé que este sistema pueda
desarrollarse para la deteccion de poblaciones para bioluminiscencia, tal como sobre placas de cultivo de tejido, o
incluso para la deteccion de plantas enteras.

Los polinucledtidos usados para transformar la planta pueden incluir, pero no se limitan a, ADN de genes de planta 'y
genes no de planta tales como aquellos de bacterias, levaduras, animales o virus. El ADN introducido puede incluir
genes modificados, porciones de genes, o genes quiméricos, que incluyen genes del mismo genotipo o diferente. El
término "gen quimérico" o "ADN quimérico" se define como un gen o secuencia de ADN o segmento que comprende
al menos dos secuencias de ADN o segmentos de especies que no combinan ADN bajo condiciones naturales, o
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cuyas secuencias de ADN o segmentos estan posicionados o unidos de un modo que normalmente no se produce
en el genoma nativo de la planta no transformada.

Puede formularse un modelo predictivo transitorio para evaluar los efectos de la inhibicion génica. Los términos
"inhibir", "inhibicién", "regulacion por disminucién” e "inhibicién", como se usan en el presente documento, se refieren
a cualquier disminucion en la expresion o funcién de un producto de gen diana, que incluye cualquier reduccion
relativa en la expresion o funcion hasta y que incluye la supresién completa de la expresion o funcion del producto

de gen diana.

La inhibicion de la expresion o funcién de un producto de gen diana (es decir, un producto génico de interés) puede
ser en el contexto de una comparacion entre dos plantas cualquiera, por ejemplo, expresion o funcion de un
producto de gen diana en una planta genéticamente alterada frente a la expresion o funciéon de ese producto de gen
diana en una planta no mutante correspondiente. Alternativamente, la inhibicién de expresion o funcion del producto
de gen diana puede ser en el contexto de una comparacion entre células vegetales, organulos, érganos, tejidos, o
partes de planta dentro de la misma planta o entre plantas, e incluye comparaciones entre estadios de desarrollo o
temporales dentro de la misma planta o entre plantas.

Métodos de inhibicion o eliminacion de la expresion de un gen en una planta son muy conocidos en la técnica, y
puede usarse cualquier método tal en los métodos de la presente invencién. Pueden utilizarse construcciones
antisentido, complementarias a al menos una porcion del ARN mensajero (ARNm) para la secuencia diana. Se
construyen nucleétidos antisentido para hibridarse con el ARNm correspondiente. Pueden hacerse modificaciones
de las secuencias antisentido en tanto que las secuencias se hibriden con e interfieran con la expresiéon del ARNm
correspondiente. De este modo, pueden usarse construcciones antisentido que tienen al menos aproximadamente el
70 %, al menos aproximadamente el 80 %, al menos aproximadamente el 85 % o identidad de secuencia mas alta
con las secuencias sentido correspondientes. Ademas, pueden usarse porciones de los nucleétidos antisentido para
alterar la expresion del gen diana. Generalmente, pueden usarse secuencias de al menos aproximadamente 10
nucledtidos, al menos aproximadamente 20 nucleétidos, al menos aproximadamente 30 nucledtidos, al menos
aproximadamente 40 nucleétidos, al menos aproximadamente 50 nucleétidos, al menos aproximadamente 100
nucledtidos, al menos aproximadamente 200 nucledtidos, al menos aproximadamente 300, al menos
aproximadamente 400, al menos aproximadamente 450, al menos aproximadamente 500, al menos
aproximadamente 550, o mas. Se conocen en la técnica métodos antisentido, véanse, por ejemplo, Sheehy et al.
(1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:8805-8809; y las patentes de EE.UU. N.° 5.107.065; 5.453.566; y 5.759.829);
incorporadas en el presente documento por referencia.

También puede usarse co-supresion para suprimir la expresion del gen diana. De este modo, una secuencia de gen
heterélogo se expresa en una planta de interés en la orientacion sentido para suprimir la expresion del gen
enddgeno en la planta. Se conocen en la técnica métodos para la co-supresion. Véanse, por ejemplo, Taylor (1997)
Plant Cell 9:1245; Jorgensen (1990) Trends Biotech. 8(12):340-344; Jorgensen et al. (1996) Plant Mol. Biol. 31:957-
973; Johansen y Carrington (2001) Plant Physiol. 126:930-938; Broin et al. (2002) Plant Cell 14:1417-1432;
Stoutjesdijk et al (2002) Plant Physiol. 129:1723-1731; Yu et al. (2003) Phytochemistry 63:753-763; Flavell (1994)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:3490-3496; Finnegan et al. (1994) Bio/Technology 12:883-888; Neuhuber et al. (1994)
Mol. Gen. Genet. 244:230-241; y las patentes de EE.UU. N.° 5.034.323, 5.283.184 y 5.942.657; todas las cuales se
incorporan en el presente documento por referencia.

La co-supresion implica transformar plantas con una construccion de ADN que comprende un promotor que conduce
la expresion en una planta operativamente unida a al menos una porcién de un polinucleétido que se corresponde
con el transcrito del gen de interés o el gen diana. La secuencia de nucleétidos se construye o elige para tener
identidad de secuencia sustancial con la secuencia del transcrito del gen enddégeno, normalmente superior a
aproximadamente el 60 % de identidad de secuencia, mas normalmente superior a aproximadamente el 80 % de
identidad de secuencia, mas normalmente superior a aproximadamente el 90 % de identidad de secuencia, y en
algunos casos superior a aproximadamente el 95 % de identidad de secuencia.

También puede usarse interferencia por ARN (iARN) para regular por disminucién genes. Véanse, generalmente,
Napoli et al. (1990) Plant Cell 2:279-289; patente de EE.UU. N.° 5.034.323; Sharp (1999) Genes Dev. 13:139-141;
Zamore et al. (2000) Cell 101:25-33; y Montgomery et al. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:15502-15507. En
iARN, pueden usarse ARN bicatenarios (ARNbc) largos, normalmente >200 nucleétidos, para silenciar la expresion
de un gen diana en una planta. Tras la introduccion, los ARNbc largos entran en una via celular que cominmente se
denomina la via de interferencia por ARN (iARN). Primero, los ARBbc se procesan en ARN interferentes pequefios
(ARNip) de 20-25 nucleétidos (nt) por una enzima similar a RNasa Ill. Estos ARNip se ensamblan en complejos que
contienen endorribonucleasa conocidos como complejos de silenciamiento inducido por ARN (RISCs), que se
desenrollan en el proceso. Las hebras de ARNip guian posteriormente a los RISCs a moléculas de ARN
complementarias, donde escinden y destruyen el ARN relacionado. La escision de ARN relacionado tiene lugar
cerca del centro de la region unida por la hebra de ARNip.

De este modo, puede usarse interferencia por ARN bicatenario (ARNbc). Para interferencia por ARNbc, una
molécula de ARN sentido y una antisentido que es completamente o parcialmente complementaria a la molécula de
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ARN sentido se expresan en la misma célula, produciendo la inhibicion de la expresion del ARN mensajero
enddgeno correspondiente.

Las moléculas sentido y antisentido pueden expresarse a partir de un casete de expresion Unico o separado.
Alternativamente, se criban entonces mudltiples lineas de plantas transformadas con el casete de expresion o casetes
de expresion de interferencia por ARNbc para identificar lineas de plantas que muestran la mayor inhibicion de la
expresion génica. Métodos de uso de interferencia por ARNbc para inhibir la expresion de genes de planta
enddgenos se describen en Waterhouse et al. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:13959-13964, Liu et al. (2002)
Plant Physiol. 129:1732-1743, y los documentos WO 99/49029, WO 99/53050, WO 99/61631 y WO 00/49035; cada
uno de los cuales se incorpora en el presente documento por referencia.

La inhibicion de la expresién de un gen puede obtenerse por interferencia por ARN de horquilla (ARNh) o
interferencia por ARN de horquilla que contiene intron (ARNhi). Un ARN de horquilla corta (ARNhc) es una
secuencia de ARN que hace un ajustado giro de horquilla que puede usarse para silenciar la expresion génica. Estos
métodos son altamente eficaces en la inhibicion de la expresion de genes enddgenos. Véase Waterhouse y Helliwell
(2003) Nat. Rev. Genet. 4:29-38 y las referencias citadas en su interior.

Para la interferencia por ARNh, el casete de expresion se disefia para expresar una molécula de ARN que se hibrida
consigo mismo para formar una estructura de horquilla que comprende una regién de bucle monocatenaria y un tallo
de bases apareadas. La region de tallo de bases apareadas comprende una secuencia sentido correspondiente a
toda o parte del ARN mensajero endégeno que codifica el gen cuya expresion va a inhibirse, y una secuencia
antisentido que es completamente o parcialmente complementaria a la secuencia sentido. Asi, la region de tallo de
bases apareadas de la molécula generalmente determina la especificidad de la interferencia por ARN. Las moléculas
de ARNh son altamente eficientes en inhibir la expresion de genes endodgenos, y la interferencia por ARN que
inducen se hereda por generaciones posteriores de plantas. Véase, por ejemplo, Chuang y Meyerowitz (2000) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 97:4985-4990; Stoutjesdijk et al. (2002) Plant Physiol. 129:1723-1731; y Waterhouse y Helliwell
(2003) Nat. Rev. Genet. 4:29-38. Métodos de uso de interferencia por ARNh para inhibir o silenciar la expresion de
genes se describen, por ejemplo, en Chuang y Meyerowitz (2000) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97:4985-4990;
Stoutjesdijk et al. (2002) Plant Physiol. 129:1723-1731; Waterhouse y Helliwell (2003) Nat. Rev. Genet. 4:29-38;
Pandolfini et al. BMC Biotechnology 3:7, y la publicacion de patente de EE.UU. N.° 20030175965; cada uno de los
cuales se incorpora en el presente documento por referencia. Un ensayo transitorio para la eficiencia de
construcciones de ARNh para silenciar la expresion génica in vivo se ha descrito por Panstruga et al. (2003) Mol.
Biol. Rep. 30:135-140, incorporado en el presente documento por referencia.

También puede usarse ARN de horquilla interferente (ARNhi) en los métodos de la invencién. Los ARNhi tienen la
misma estructura general que para ARNh, pero la molécula de ARN comprende ademas un intréon que es capaz de
ser cortado y empalmado en la célula en la que se expresa el ARNhi. El uso de un intrén minimiza el tamario del
bucle en la molécula de ARN de horquilla tras el corte y empalme, aumentando asi la eficiencia de interferencia.
Véase, por ejemplo, Smith et al. (2000) Nature 407:319-320. Métodos de uso de interferencia por ARNhi para inhibir
la expresion de genes de planta endogenos se describen, por ejemplo, en Smith et al. (2000) Nature 407:319-320;
Wesley et al. (2001) Plant J. 27:581-590; Wang y Waterhouse (2001) Curr. Opin. Plant Biol. 5:146-150; Waterhouse
y Helliwell (2003) Nat. Rev. Genet. 4:29-38; Helliwell y Waterhouse (2003) Methods 30:289-295, y la publicacion de
patente de EE.UU. N.° 20030180945, cada uno de los cuales se incorpora en el presente documento por referencia.
Véase también el documento WO 02/00904, donde el ARNh se disefia de forma que la region de bucle determine la
especificidad de la interferencia por ARN.

Puede usarse interferencia por ARN por expresion transitoria de un gen que codifica un microARN (miARN). Los
miARN son agentes reguladores que consisten en aproximadamente 22 ribonucleétidos. Los miARN son altamente
eficientes en inhibir la expresion de genes enddgenos. Véase, por ejemplo, Javier et al. (2003) Nature 425: 25 7-263.

Para interferencia por miARN, el casete de expresion se disefia para expresar una molécula de ARN que se modela
en un gen de miARN enddégeno. El gen de miARN codifica un ARN que forma una estructura de horquilla que
contiene aproximadamente una secuencia de 22 nucleétidos que es complementaria al transcrito diana. Por ejemplo,
se selecciona una secuencia de 22 nucleétidos de una secuencia de transcrito diana y contiene 22 nucleétidos de
dicha secuencia diana en orientacion sentido y 22 nucledtidos de una secuencia antisentido correspondiente que es
complementaria a la secuencia sentido.

Otros métodos para regular por disminucion la actividad de una proteina diana incluyen silenciamiento de genes
inducido por virus (Burton et al. (2000) Plant Cell 12:691-705; y Baulcombe (1999) Curr. Op. Plant Bio. 2:109-113);
ribozimas (Steinecke et al. (1992) EMBO J. 11:1525; y Perriman et al. (1993) Antisense Res. Dev. 3:253);
modificacion dirigida mediada por oligonucleétido (por ejemplo, documentos WO 03/076574 y WO 99/25853);
moléculas dirigidas por dedo de Zn (por ejemplo, documentos WO 01/52620; WO 03/048345; y WO 00/42219);
marcado de transposones (Maes et al. (1999) Trends Plant Sci. 4:90-96; Dharmapuri y Sonti (1999) FEMS Microbiol.
Lett. 179:53-59; Meissner et al. (2000) Plant J. 22:265-274; Phogat et al. (2000) J. Biosci. 25:57-63; Walbot (2000)
Curr. Opin. Plant Biol. 2:103-107; Gai et al. (2000) Nucleic Acids Res. 28:94-96; Fitzmaurice et al. (1999) Genetics
153:1919-1928; Bensen et al. (1995) Plant Cell 7:75-84; Mena et al. (1996) Science 274:1537-1540; y la patente de
EE.UU. N.° 5.962.764).
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Ademas, pueden usarse moléculas de acidos nucleicos que codifican anticuerpos que reconocen especificamente
proteinas, u homologos de las mismas, segun la invencién en una célula de planta, es decir, fragmentos especificos
o epitopes de una proteina tal, para inhibir la actividad de esta proteina. Estos anticuerpos pueden ser anticuerpos
monoclonales, anticuerpos policlonales o anticuerpos sintéticos, ademas de fragmentos de anticuerpos, tales como
fragmentos Fab, Fv o scFv, etc. Pueden prepararse anticuerpos monoclonales, por ejemplo, por las técnicas que se
describieron originalmente en Kohler y Milstein (Nature 256 (1975), 495) y Galfre (Meth. Enzymol. 73 (1981) 3), que
comprenden la fusiéon de células de mieloma de ratén con células del bazo derivadas de mamiferos inmunizados.
Ademas, pueden obtenerse anticuerpos o fragmentos de los mismos para los péptidos anteriormente mencionados
usando métodos que se describen, por ejemplo, en Harlow y Lane "Antibodies, A Laboratory Manual", CSH Press,
Cold Spring Harbor, 1988. Puede lograrse la expresion de anticuerpos o moléculas similares a anticuerpo en plantas
por métodos muy conocidos en la técnica, por ejemplo, se han expresado satisfactoriamente anticuerpos de tamafio
completo (During, Plant. Mol. Biol. 15 (1990), 281-293; Hiatt, Nature 342 (1989), 469-470; Voss, Mol. Breeding 1
(1995), 39-50), fragmentos Fab (De Neve, Transgenic Res. 2 (1993), 227-237), scFvs (Owen, Bio/Technology 10
(1992), 790-794; Zimmermann, Mol. Breeding 4 (1998), 369-379; Tavladoraki, Nature 366 (1993), 469-472) y dAbs
(Benvenuto, Plant Mol. Biol. 17 (1991), 865-874) en tabaco, patata (Schouten, FEBS Lett. 415 (1997), 235-241) o
Arabidopsis, alcanzado niveles de expresion de hasta el 6,8 % de la proteina total (Fiedler, Immunotechnology 3
(1997), 205-216).

Ademas, pueden usarse moléculas de acidos nucleicos que codifican una forma mutante de una proteina (por
ejemplo, una enzima) segun la invencion para interferir con la actividad de la proteina natural. Una forma de mutante
tal ha perdido preferentemente su actividad y puede derivarse de la proteina natural correspondiente a modo de
delecion (deleciones), sustitucion (sustituciones) y/o adiciones de aminoacidos en la secuencia de aminoacidos de la
proteina. Formas mutantes de tales proteinas pueden mostrar, ademas de la pérdida de actividad, un aumento de la
afinidad por sustrato y/o una elevada estabilidad en la célula, por ejemplo, debido a la incorporacién de aminoacidos
que estabilizan las proteinas en el entorno celular. Estas formas mutantes pueden ser mutantes que existen de
forma natural o, como se prefiere, genéticamente manipulados.

Transformacién en plantas

Una vez se ha clonado un casete de expresion, gen y/o componente génico de interés en un sistema de expresion,
se transforma en una célula de planta. El casete de expresidon, gen y o componente génico puede expresarse
transitoriamente o establemente en la planta. El término "introducir”, en el contexto de un polinucledétido, por ejemplo,
una construccion de nucleodtidos de interés, pretende significar presentar a la planta el polinucleétido en una manera
tal que el polinucledtido acceda al interior de una célula de la planta. Donde va a introducirse mas de un
polinucleétido, estos polinucleétidos pueden ensamblarse como parte de una construccion de nucleétido Unico, o
como construcciones de nucleétidos separadas, y puede localizarse en los mismos vectores de transformacion o
diferentes. Por consiguiente, pueden introducirse polinucleétidos en la célula huésped de interés en un Unico evento
de transformacion, en eventos de transformacion separados, o, por ejemplo, en plantas, como parte de un protocolo
de cultivo. Los métodos de la invencidon no dependen de un método particular para introducir uno o mas
polinucledtidos en una planta, solo que el (los) polinucleétido(s) accedan al interior de al menos una célula de la
planta.

a. Transformacion en plantas transitoria

Los métodos en el presente documento se refieren a métodos para expresar transitoriamente un casete de
expresion, gen y/o componente genético de interés in planta con el fin de formular modelos predictivos para como
dicho gen de casete de expresion y/o componente genético de interés rendiran en plantas transgénicas estables. La
aplicacion temprana de infiltracion de Agrobacterium (Agro-infiltracion) para la expresion transitoria se basé en alamo
y Phaseolus (Kapila et al., 1997), y entonces después se extendié a tabaco (Vaquero et al., 1999). La expresion
transitoria de genes en plantas ha sido conocida en la técnica como se describe antes, véase Fischer et al., 1999,
Biotechnol. Appl. Biochem., 30, 113-116, para una revisiéon. Sin embargo, los anteriores métodos de ensayo
transitorio han estado limitados en su capacidad para formar modelos predictivos de cdmo un gen relevante, casete
de expresion y/o componente genético de interés rendiran en lineas transgénicas estables. Por tanto, hay
limitaciones que incluyen, pero no se limitan a: el nimero de dias que una proteina se expresara transitoriamente, la
cantidad de proteina capaz de ser expresada, consistencia en el analisis, ademas de la longitud, del gen que va a
expresarse transitoriamente. Los métodos desvelados en el presente documento pueden vencer estas limitaciones.
Ademas, la invencién proporciona un proceso sustancialmente mejorado para producir proteinas in planta, usando
plantas comercialmente disponibles sin la necesidad de tener instalaciones de crecimiento de plantas. EI método
puede usarse para producir al menos aproximadamente 0,1-1,0 mg, al menos aproximadamente 5 mg, o al menos
aproximadamente 10 mg de proteina para el analisis. En una realizacion, tejido de hoja de 1-7 dias de edad se agro-
infiltra con un vector binario que comprende un casete de expresion que comprende un promotor, un intréon y un gen
de interés. En algunas realizaciones, el casete de expresion puede comprender potenciadores traduccionales y/o
transcripcionales. En otra realizacion, el tejido de hoja de planta es un tejido de hoja de planta de maiz que tiene 1-7
dias de edad tras la agro-infiltracion. En algunas realizaciones, la agro-infiltracién puede llevarse a cabo en tejido de
planta de 1-20 dias de edad.
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En una realizacién, se usan células de Agrobacterium que llevan un casete de expresion con un gen heterélogo o
genes de interés para administrar el gen heterélogo o genes a un tejido de planta para la expresion transitoria en las
células y/o espacios extracelulares del tejido de planta. Generalmente, una construccion de expresion adecuada
comprende: al menos una secuencia frontera de T-ADN, una secuencia reguladora (por ejemplo promotor) y un gen
de interés operativamente unido a la secuencia de control reguladora. En un aspecto, una construccion de expresion
es parte de un vector que comprende uno o mas origenes de replicacion, al menos un origen de replicacion
adecuado para replicar el vector que comprende el casete de expresion en Agrobacterium.

Cultivos de células de Agrobacterium que comprenden los casetes de expresion descritos en el presente documento
se infiltran en tejido de planta. En realizaciones preferidas, los casetes de expresion se infiltran en tejido de hoja de
planta intacto de 1-7 dias de edad. Preferentemente, la infiltracién se produce en presencia de un vacio. Después de
incubar el tejido de planta bajo condiciones adecuadas que permiten que el casete de expresion exprese la proteina
en una pluralidad de células vegetales, la proteina o subproductos de sustrato de proteina pueden aislarse de las
células. EI método requiere poner en contacto el tejido de planta con Agrobacterium que comprende un vector
binario que comprende un casete de expresion que va a expresarse transitoriamente en células vegetales, infiltrando
el tejido de planta con dicho Agrobacterium que comprende un casete de expresidn que va a expresarse
transitoriamente en células vegetales para obtener rendimiento de aproximadamente 500 uyg a aproximadamente
500 mg de una proteina relevante. Si se necesita mas proteina para formular modelos predictivos, pueden realizarse
una o mas rondas adicionales de agro-infiltracion y purificacion o mas preferentemente puede usarse tejido de planta
mas intacto.

El Agrobacterium usado puede ser no mutante (por ejemplo, virulento) o desarmado. Pueden usarse multiples cepas
de Agrobacterium, expresando cada una un gen diferente, para producir las proteinas individuales o proteinas
heteromultimeras (por ejemplo, anticuerpo) o para reproducir una via, tal como una via metabdlica, una via de
sintesis quimica o una via de sefalizacion. Alternativamente, o adicionalmente, una cepa de Agrobacterium
individual puede comprender una pluralidad de secuencias que comprenden diferentes genes heterélogos para
evaluar interacciones. En una realizacion, al menos una cepa de Agrobacterium comprende Agrobacterium
tumefaciens.

Se ha documentado bien la transformacién de una planta con Agrobacterium y su uso en la generacion de
transgénicos de planta estables. La interaccion de una célula de Agrobacterium que comprende una secuencia
frontera de T-ADN con una célula de planta produce la transferencia de una copia de hebra Unica de T-ADN de
Agrobacterium complejado con proteinas al nucleo de planta. Para la transformacion estable, el T-ADN se integra en
el ADN nuclear. Aunque el proceso es evidentemente bastante eficiente, las copias no integradas de T-ADN son
capaces de ser transitoriamente transcritas, produciendo la expresion a corto plazo de los genes de T-ADN y
cualquier otro gen que sea co-transformado. Como la expresion transitoria no depende de la integracién de ADN o
regeneracion de plantas, es posible usar las cepas mas virulentas de Agrobacterium sin la necesidad de usar
vectores desarmados (es decir, vectores que ya no contienen genes inductores de tumor), aunque los ultimos
también pueden usarse.

Cepas de Agrobacterium adecuadas incluyen cepas no mutantes (por ejemplo, Agrobacterium tumefaciens) o cepas
en las que uno o mas genes estan mutados para aumentar la eficiencia de transformacion, por ejemplo, tal como
cepas de Agrobacterium en las que la expresion del gen vir y/o la induccion del mismo esta alterada debido a la
presencia de genes virA o virG mutantes o quiméricos (por ejemplo, Chen y Winans, 1991, J. Bacteriol. 173: 1139-
1144; y Scheeren-Groot et al., 1994, J. Bacteriol. 176: 6418-6246). En otra realizacion, la cepa de Agrobacterium
puede comprender una copia de gen virG adicional, tal como el gen super virG derivado de pTiBo542,
preferentemente unido a un plasmido de multiples copias como se describe, por ejemplo, en la patente de EE.UU.
N.° 6.483.013.

Es bien entendido en la materia que Agrobacterium puede transformarse con un vector binario de interés dado
usando, por ejemplo, electroporacién o induccién quimica. Véase, por ejemplo, Mersereau M., Pazour G.J., Das A.
1990. Efficient transformation of Agrobacterium tumefaciens by electroporation. Gene 90: 149-151 o R. Nishiguchi et
al. (1987) Mol. Gen. Genetics 206 1-8.

Otras cepas de Agrobacterium adecuadas incluyen, pero no se limitan a: C58C1 de A. tumefaciens (Van Larebeke
et. al., Nature 252: 169-170 (1974)), A136 (Watson et. al., J. Bacteriol 123: 255-264 (1975)), LBA401 (Klapwijk et al.,
J Bacteriol 141: 128-136 (1980)), LBA4404 (Hoekema et. al., Nature 303: 179-180 (1983)), EHA101 (Hood et. al., J.
Bacteriol. 168: 1291-1301 (1986)), EHA105 (Hood et. al., Trans. Res. 2: 208-218 (1993)), AGL1 (Lazo et. al.,
Bio/Technology 2: 963-967 (1991)) y A281 (Hood et. al., arriba (1986)).

Los cultivos de Agrobacterium (es decir, que comprenden un casete de expresion segun la invencion) se cultivan
durante aproximadamente dos dias en medio YEB o cualquier variacion del mismo (por ejemplo, extracto de
levadura 6 g/l, peptona 5 g/l, sulfato de magnesio 2 mM y sacarosa 5 g/l) complementado con antibiéticos
apropiados para seleccionar determinantes de resistencia encontrados en los vectores y el huésped. Para cultivar
células para la expresion transitoria, los cultivos de Agrobacterium iniciadores pueden diluirse 1:50 en medio YEB
fresco. Pueden afiadirse antibioéticos, tampon fosfato de potasio 50 mM (pH 5,8) y acetosiringona 20 uM. Después de
18-24 horas de incubacion a 28 °C, las células alcanzan una absorbancia (también denominada densidad optica o
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D.0.) a 600 nm de 2,5-3,5. Las células se diluyen preferentemente a una absorbancia a 600 nm de 2,5, si fuera
necesario, usando medio YEB.

Los cultivos de Agrobacterium (es decir, que comprenden un casete de expresion segun la invencion) se cultivan
durante aproximadamente 24-48 horas en medio LB o cualquier variacién del mismo y se complementan con
antibioticos apropiados para seleccionar determinantes de resistencia encontrados en los vectores y el huésped.
Para cultivar células para la expresion transitoria, los cultivos de Agrobacterium iniciadores pueden diluirse 1:50 en
medio LB fresco. Pueden afadirse antibioticos, MES 10 uM (pH 5,6) y acetosiringona 100 yM. Las Agrobacterias se
cultivan en un agitador durante la noche a 250 rpm. Después de 18-24 horas de incubacion a 28 °C, las células
alcanzan una absorbancia (también denominada densidad 6ptica o D.O.) a 600 nm de 2,5-3,5. Las células se diluyen
preferentemente a una absorbancia a 600 nm de 2,5, si fuera necesario, usando medio LB. Tras la incubacion, las
Agrobacterias se sedimentan por centrifugacion a 4000 g durante 10 minutos. Los sedimentos pueden entonces
resuspenderse en medio de infeccién (sales de Murashige y Skoog con vitaminas, 2 % de sacarosa, MES 500 M
(pH 5,6), MgSO4 10 uM y acetosiringona 100 yM) a D.O. de 600 nm igual a 0,5 y posteriormente se mantienen a
28 °C durante 2-3 horas.

Una realizacién de la invencion es que tras el crecimiento y la preparacion de cultivos de Agrobacterium que
comprenden un vector binario que comprende un casete de expresion segun la invencion, puede llevarse a cabo la
infiltracion de hojas intactas individuales. La agro-infiltracion se lleva a cabo preferentemente en plantas receptoras
de 1-9 dias de edad. Mas preferentemente, la agro-infiltracion se lleva a cabo en plantas de 3-7 dias de edad o lo
mas preferible plantas de 7 dias de edad usando una jeringa de 5 ml presionando la punta de la jeringa (sin una
aguja) contra la parte inferior de la superficie de la hoja. El cultivo de Agrobacterium se infilira entonces en el espacio
extracelular de las células vegetales localizadas donde el casete de expresion puede con el tiempo entrar en la
célula de planta y traducirse en una proteina. Las plantas infiliradas pueden mantenerse a aproximadamente 25 °C
con un fotoperiodo de ciclo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad. El tejido de hoja puede analizarse entre 1-10
dias después de la agro-infiltracion, mas preferentemente 3-7 dias, y lo mas preferentemente 7 dias después de la
agro-infiltracion. En una realizacion preferida, el tejido de hoja monocotiledénea se agro-infiltra como se describe en
el presente documento y en una realizacion mas preferida el tejido de hoja de maiz puede ser agro-infiltrado como
se describe en el presente documento.

La invencion engloba ademas métodos de expresar transitoriamente una secuencia de nucleétidos de interés en una
parte de planta que comprende las etapas de: a) agro-infiltracién de un vector binario que comprende un casete de
expresion que comprende al menos una secuencia de nucleétidos en una parte de planta; y b) expresar
transitoriamente la al menos una secuencia de nucleétidos en la parte de planta. En realizaciones de la invencién, el
método comprende agro-infiliraciéon de un casete de expresion que comprende al menos una secuencia de
nucledtidos en una parte de planta in planta. Como es entendido por aquellos expertos en la materia, la agro-
infiltracion comprende generalmente la infiltracion de un cultivo de Agrobacterium que comprende un vector binario
que comprende el casete de expresion.

Los casetes de expresion y partes de planta se describen en mas detalle en cualquier parte en el presente
documento. En realizaciones de la invencion, la parte de planta es tejido de hoja.

Ademas, la al menos una secuencia de nucledtidos de interés puede codificar una proteina o ARN funcional (cada
uno como se describe en mas detalle en cualquier parte en el presente documento).

En realizaciones representativas, la planta es una planta monocotiledénea, opcionalmente una planta de cereal.
Plantas de cereal son como se describen en el presente documento e incluyen sin limitacion: maiz, trigo, sorgo,
cebada, mijo, avena, arroz y/o centeno. En realizaciones de la invencion, la planta de cereal es una planta de maiz o
una planta de sorgo. En realizaciones de la invencion, la planta de cereal no es una planta de arroz.

En realizaciones a modo de ejemplo de la invencién, el método puede llevarse a cabo ventajosamente en plantas
relativamente jovenes. Para ilustrar, la planta puede tener de aproximadamente 1 a aproximadamente 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8 0 9 dias de edad o cualquier subconjunto de los mismos, por ejemplo, de aproximadamente 3 a aproximadamente
4, 5,6, 7, 8 0 9 dias de edad, o de aproximadamente 5 a aproximadamente 6, 7, 8 o 9 dias de edad. En
realizaciones de la invencion, la planta tiene aproximadamente 7 dias de edad.

Como otras realizaciones a modo de ejemplo, una planta de cereal puede estar en aproximadamente el estadio de 1
hoja, 2 hojas, 3 hojas, 4 hojas, 5 hojas, 6 hojas o 7 hojas, o cualquier subconjunto de los mismos, por ejemplo,
aproximadamente el estadio de 1 hoja a aproximadamente el estadio de 2 hojas, 3 hojas, 4 hojas, 5 hojas, 6 hojas o
7 hojas; aproximadamente el estadio de 2 hojas a aproximadamente el estadio de 3 hojas, 4 hojas, 5 hojas, 6 hojas o
7 hojas; aproximadamente el estadio de 3 hojas a aproximadamente el estadio de 4 hojas, 5 hojas, 6 hojas o 7 hojas.
En realizaciones de la invencion, la planta de cereal estd en aproximadamente el estadio de 2 hojas o
aproximadamente el estadio de 3 hojas. En realizaciones, la planta de cereal estan en aproximadamente el estadio
de 2 hojas. En realizaciones, la planta de cereal esta en aproximadamente el estadio de 3 hojas.

Los estadios de desarrollo de maiz estan bien definidos, y aquellos expertos en la materia son capaces de
determinar los mismos. Por ejemplo, los estadios de desarrollo de maiz se han dividido en estadios vegetativos (V) y
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reproductivos (R). Los estadios V pueden subdividirse en VE (emergencia), seguido de V1, V2, V3, V4, V5, V6, etc. a
V(n), donde (n) representa el estadio de ultima hoja antes del desarrollo de panoja (VT) (Special Report No. 48, How
a corn plant develops, lowa State University of Science and Technology Cooperative Extension Service, Ames, IA
(2005)). Los estadios de hoja se definen segun la hoja mas superior cuyo collar de hoja es visible; la primera parte
del collar que es visible es la espalda, que aparece como una linea descolorida entre el limbo de la hoja y la vaina de
la hoja (/d.). La primera hoja tiene generalmente una forma ovalada caracteristica y puede usarse como punto de
referencia para contar hacia arriba hasta el collar de hoja visible superior (/d.). Si se ha producido pérdida de hojas
inferiores (generalmente empezando alrededor de V6), el tallo mas bajo puede fraccionarse longitudinalmente y el
primer nodo por encima del primer internodo de tallo alargado es generalmente el quinto nodo de la hoja, que puede
usarse como punto de referencia (/d.). Esta nomenclatura ha sido desarrollada para maiz, pero puede generalizarse
para otras plantas de cereal también, por ejemplo, para una planta de cereal en el estadio de 2 hojas, la hoja mas
superior es la segunda hoja, cuyo collar de hoja es visible, como se describe en mas detalle anteriormente con
respecto a V2.

Por consiguiente, con respecto particular a plantas de maiz, la planta de maiz puede estar en aproximadamente el
estadio V1, V2, V3, V4, V5, V6 o V7, o cualquier subconjunto de los mismos, por ejemplo, aproximadamente el
estadio V1 a aproximadamente el estadio V2, V3, V4, V5, V6 o V7; aproximadamente el estadio V2 a
aproximadamente el estadio V3, V4, V5, V6 o V7; aproximadamente el estadio V3 a aproximadamente el estadio V4,
V5, V6 o V7. En realizaciones de la invencion, la planta de maiz esta en aproximadamente el estadio V2 o
aproximadamente el estadio V3. En realizaciones, la planta de maiz esta en aproximadamente el estadio V2. En
realizaciones, la planta de maiz planta esta en aproximadamente el estadio V3.

El listado de estadios de planta, edad de la planta y otros intervalos descritos en el presente documento pretende ser
incluyente. Por ejemplo, el término "estadio V1 a V3 " (y términos similares) incluye los estadios V1, V2 y V3.

La agro-infiltracion puede opcionalmente llevarse a cabo usando una jeringa. En realizaciones representativas, la
jeringa es una jeringa sin aguja. En el caso de una jeringa sin una aguja, la punta de la jeringa puede colocarse
contra el envés de la parte de planta (por ejemplo, una hoja, opcionalmente la superficie abaxial de la hoja). En una
realizacion representativa, la jeringa es una jeringa de 5 mililitros. El cultivo de Agrobacterium puede entonces
infiltrarse en la parte de planta, donde el casete de expresion puede con el tiempo entrar en la(s) célula(s) de planta
y expresarse. Métodos de mantenimiento y recogida de tejido de plantas infiltradas se conocen en la técnica y se
describen en el presente documento. En realizaciones de la invencion, el método no comprende frotar la hoja (por
ejemplo, como se describe por Grimsley et al., Nature 325:177-179 (1987)).

En realizaciones representativas, la invencion puede proporcionar la ventaja de permitir que volimenes de liquido
mas grandes se infiltren en la parte de planta. Este aspecto es particularmente deseable para la infiliracion de
cultivos bacterianos tales como cultivos de Agrobacterium. En realizaciones de la invencion, el método comprende
agro-infiltracion de aproximadamente 0,1, 0,25 o 0,5 a aproximadamente 1, 2 o incluso 3 mililitros o mas de un
cultivo de Agrobacterium liquido que comprende el casete de expresion. Por ejemplo, de aproximadamente 0,25 o
0,5 a aproximadamente 1 o 2 mililitros de un cultivo de Agrobacterium que comprende un vector binario que
comprende el casete de expresion pueden agro-infiltrarse en la parte de planta. A diferencia, en los métodos del
estado de la técnica que utilizan vectores binarios que suministran un virus o vector de virus, el cultivo de
Agrobacterium se inyectd (es decir, usando una aguja conectada a una jeringa) en hojas de maiz usando solo
pequefios volumenes (por ejemplo, 2 a 20 microlitros; véase, por ejemplo, Grimsley et al., Nature 325:177-179
(1987); Grimsley et al., Biotechnology 6:185-189 (1988); Martin et al., Virology 89:695-700 (1999)).

Facilitando la administracion de volumenes mas grandes, la invencidon puede usarse ventajosamente para
administrar vectores bacterianos (por ejemplo, Agrobacteria) que comprenden una secuencia de nucleétidos de
interés a una parte de planta en planta. Por ejemplo, en realizaciones de la invencién, el método permite agro-
infiltracién con un vector binario, en el que el vector binario no comprende un virus o vector de virus.

Evitando la necesidad de utilizar un sistema viral, la invencién puede proporcionar otras ventajas también. Vectores
virales, tales como el virus del estriado del maiz (MSV), son conocidos por tener limitaciones en el tamario del acido
nucleico que pueden suministrar (Shene et al., Plant J. 5:227-236 (1994)). A diferencia, la presente invencion puede
usarse para administrar un casete de expresion que es mayor de aproximadamente 1, 1,5, 2, 3, 4 o 5 kilobases o
incluso 10 kilobases y/o inferior a aproximadamente 7, 8, 9, 10, 12, 15 o 20 kilobases (incluyendo cualquier
combinacion de lo anterior en tanto que el limite inferior sea inferior al limite superior). En realizaciones de la
invencion, el método puede ponerse en practica con casetes de expresion que estan en el intervalo de
aproximadamente 3 a aproximadamente 10 kilobases de tamafio.

Segun realizaciones representativas, la agro-infiltracion de las hojas de una planta de cereal (por ejemplo, maiz) con
una jeringa (por ejemplo, una jeringa sin aguja) en un unico sitio puede producir la infiltracién de al menos
aproximadamente el 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 35 %, 50 % o mas del tejido de hoja, normalmente limitada a un
lado de la vena principal. Opcionalmente, al menos aproximadamente 50, 100, 150, 200, 250 o 500 microlitros se
infiltran en un Unico sitio. En realizaciones de la invencion, dependiendo del tamafio de la hoja, la hoja entera puede
infiltrarse moviendo la jeringa a tan solo 2, 3, 4, 5 o 6 sitios. Asi, en realizaciones representativas, una hoja entera
puede agro-infiltrarse usando una jeringa (por ejemplo, una jeringa sin aguja) segun la presente invenciéon en menos
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de aproximadamente 30, 20, 15 o incluso 10 segundos. Dependiendo del tamafio de la hoja, normalmente se usan
aproximadamente 0,25 o 0,5 a aproximadamente 1 o 2 mililitros de cultivo de Agrobacterium para infiltrar la hoja
entera.

En algunas realizaciones, pueden usarse jeringas sin aguja para llevar a cabo la agro-infiltracion sobre la parte
inferior de tejido de hoja de planta joven. Por ejemplo, puede usarse una cualquiera de las siguientes jeringas sin
aguja o equivalentes comerciales para poner en practica las realizaciones de la invencién como se describe en el
presente documento: punta deslizante Tuberculine de 1 ml (Becton Dickinson Medical, Francia), jeringa de plastico
Luer-slip de 5 ml (National Scientific), jeringa de plastico de punta Luer-lok de 5 ml, 10 ml o 60 ml (Becton Dickinson
Medical, Francia).

Los métodos en el presente documento pueden usarse para pre-cribar vectores de expresién mas adecuados para
la expresion de proteinas en una planta en crecimiento. En un aspecto, el método se usa para cribar rapidamente
variantes de componentes genéticos o secuencias reguladoras que proporcionan la éptima expresion de proteinas.
Alternativamente, o adicionalmente, se criban secuencias de variante para identificar secuencias que codifican
proteinas con elevada estabilidad (por ejemplo, termoestabilidad) u otras propiedades comerciales deseadas.

b. Transformacion en plantas estable

La invencién permite un método rapido de formulacién de modelos predictivos expresando transitoriamente un
casete de expresion, gen y/o componentes génicos in planta, y entonces recogiendo los datos cuantitativos y/o
cualitativos que son predictivos de como dicho casete de expresion, gen y/o componentes génicos rendirian en
lineas de plantas transgénicas estables. Numerosos vectores de transformacién disponibles para la transformacion
en planta son conocidos para aquellos expertos habituales en las técnicas de transformacion de plantas, y los genes
relevantes para la presente invencion pueden usarse conjuntamente con cualquiera de tales vectores. La seleccion
de un vector dependera de la técnica de transformacion preferida y las especies diana para la transformacion. Para
ciertas especies diana, pueden preferirse diferentes marcadores de seleccién de antibiéticos o herbicidas.
Marcadores de seleccion usados rutinariamente en la transformacion incluyen el gen nptll, que confiere resistencia a
kanamicina y antibioticos relacionados (Messing & Vierra. Gene 19: 259-268 (1982); Bevan et al., Nature 304:184-
187 (1983)), el gen bar, que confiere resistencia al herbicida fosfinotricina (White et al., Nucl. Acids Res 18: 1062
(1990), Spencer et al. Theor. Appl. Genet 79: 625-631 (1990)), el gen hph, que confiere resistencia al antibidtico
higromicina (Blochinger & Diggelmann, Mol Cell Biol 4: 2929-2931) y el gen dhfr, que confiere resistencia a
metotrexato (Bourouis et al., EMBO J. 2(7): 1099-1104 (1983)), el gen EPSPS, que confiere resistencia a glifosato
(patentes de EE.UU. N.° 4.940.935 y 5.188.642) y el gen de manosa-6-fosfato isomerasa, que proporciona la
capacidad para metabolizar manosa (patentes de EE.UU. N.° 5.767.378 y 5.994.629).

Métodos para la regeneracion de plantas también son muy conocidos en la técnica. Por ejemplo, se han utilizado
vectores plasmidicos Ti para la administracion de ADN extraio, ademas de captaciéon de ADN directa, liposomas,
electroporacion, microinyeccion y microproyectiles. Ademas, pueden utilizarse bacterias del género Agrobacterium
para transformar células vegetales. A continuacion hay descripciones de técnicas representativas para transformar
tanto plantas dicotiledéneas como monocotiledéneas, ademas de una técnica de transformacion de plastidos
representativa.

Estan disponibles muchos vectores para la transformacién usando Agrobacterium tumefaciens. Estos llevan
normalmente al menos una secuencia frontera de T-ADN e incluyen vectores tales como pBIN19 (Bevan, Nucl. Acids
Res. (1984)). Para la construccion de vectores utiles en transformacion de Agrobacterium, véase, por ejemplo, la
publicacion de solicitud de patente de EE.UU. N.° 2006/0260011.

La transformacion sin el uso de Agrobacterium tumefaciens elude el requisito de secuencias de T-ADN en el vector
de transformacion elegido y, por consiguiente, pueden utilizarse vectores que carecen de estas secuencias, ademas
de vectores tales como los descritos anteriormente que contienen secuencias de T-ADN. Las técnicas de
transformacion que no se basan en Agrobacterium incluyen transformacion mediante bombardeo de particulas,
captacion de protoplastos (por ejemplo, PEG y electroporacién) y microinyeccion. La eleccion del vector depende
ampliamente de la seleccion preferida para las especies que se transforman. Para la construccion de tales vectores,
véase, por ejemplo, la solicitud de EE.UU. N.° 20060260011.

Para la expresion de una secuencia de nucleétidos en plastidos de planta, puede usarse el vector de transformacion
de plastido pPH143 (documento WO 97/32011, Ejemplo 36). La secuencia de nucledtidos se inserta en pPH143,
sustituyendo asi la secuencia codificante de PROTOX. Este vector se usa entonces para la transformacion de
plastidos y la seleccion de transformantes para resistencia a espectinomicina. Alternativamente, la secuencia de
nucledtidos se inserta en pPH143 de manera que sustituya al gen aadH. En este caso, se seleccionan
transformantes para resistencia a inhibidores de PROTOX.

Técnicas de transformacion para dicotiledoneas son muy conocidas en la técnica e incluyen técnicas basadas en
Agrobacterium y técnicas que no requieren Agrobacterium. Las técnicas mediadas no por Agrobacterium implican la
captacion de material genético exdgeno directamente por protoplastos o células. Esto puede llevarse a cabo por
PEG o captaciéon mediada por electroporacion, administracion mediada por bombardeo de particulas o
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microinyeccion. Ejemplos de estas técnicas se describen por Paszkowski et al., EMBO J. 3: 2717-2722 (1984),
Potrykus et al., Mol. Gen. Genet. 199: 169-177 (1985), Reich et al., Biotechnology 4: 1001-1004 (1986), y Klein et al.,
Nature 327: 70-73 (1987). En cada caso, las células transformadas se regeneran dando plantas enteras usando
técnicas convencionales conocidas en la técnica.

La transformacion mediada por Agrobacterium es una técnica preferida para la transformacion de dicotiledéneas
debido a su alta eficiencia de transformacion y su amplia utilidad con muchas especies diferentes. La transformacion
mediada por Agrobacterium normalmente implica la transferencia del vector binario que lleva el ADN extrafio de
interés (por ejemplo, pCIB200 o pCIB2001) a una cepa de Agrobacterium apropiada que puede depender del
complemento de genes vir llevados por la cepa de Agrobacterium huésped tanto en un plasmido Ti co-residente
como cromosoémicamente (por ejemplo, cepa CIB542 para pCIB200 y pCIB2001 (Uknes et al. Plant Cell 5: 159-169
(1993)). La transferencia del vector binario recombinante a Agrobacterium se lleva a cabo por un procedimiento de
apareamiento triparental usando E. coli que lleva el vector binario recombinante, una cepa de E. coli colaboradora
que lleva un plasmido tal como pRK2013 y que es capaz de movilizar el vector binario recombinante a la cepa de
Agrobacterium diana. Alternativamente, el vector binario recombinante puede transferirse a Agrobacterium por
transformacion de ADN (Hofgen & Willmitzer, Nucl. Acids Res. 16: 9877 (1988)).

La transformacion de las especies de planta diana por Agrobacterias recombinantes normalmente implica el co-
cultivo de las Agrobacterias con explantes de la planta y sigue protocolos muy conocidos en la técnica. El tejido
transformado se regenera sobre medio de seleccion que lleva el marcador de resistencia a antibiético o herbicida
presente entre las fronteras de T-ADN de plasmido binario.

Otro enfoque para transformar células vegetales con un gen implica impulsar particulas inertes o biolégicamente
activas en tejidos de planta y células. Esta técnica se desvela en las patentes de EE.UU. N.° 4.945.050, 5.036.006 y
5.100.792, todas a Sanford et al. Generalmente, este procedimiento implica impulsar particulas inertes o
bioldgicamente activas a las células en condiciones eficaces para penetrar en la superficie externa de la célula y
proporcionar la incorporacién dentro del interior de la misma. Cuando se utilizan particulas inertes, el vector puede
introducirse en la célula recubriendo las particulas con el vector que contiene el gen deseado. Alternativamente, la
célula diana puede estar rodeada por el vector de manera que el vector sea llevado en la célula por la estela de la
particula. Particulas biolégicamente activas (por ejemplo, se busca introducir células de levadura secadas, bacteria
secada o un bacteriéfago, conteniendo cada uno ADN) también puede ser impulsadas en tejido de célula de planta.

La transformacion de la mayoria de las especies monocotiledéneas también se ha convertido ahora en rutinaria.
Técnicas preferidas incluyen transferencia génica directa en protoplastos usando PEG o técnicas de electroporacion,
y bombardeo con particulas en tejido de callo. Las transformaciones pueden ser realizadas con una Unica especie de
ADN o multiples especies de ADN (es decir, co-transformacion). La co-transformacion puede tener la ventaja de
evitar la construccion de vectores completos y de generar plantas transgénicas con loci sin unir para el gen de
interés y el marcador de seleccion, permitiendo la eliminacién del marcador de seleccidon en generaciones
posteriores, en caso de que esto se considere deseable. Sin embargo, una desventaja del uso de co-transformacion
es la frecuencia inferior al 100 % con la que especies de ADN separadas se integran en el genoma (Schocher et al.
Biotechnology 4: 1093-1096 (1986)).

Las solicitudes de patente EP 0 292 435, EP 0 392 225, y el documento WO 93/07278, describen técnicas para la
preparacion de callo y protoplastos a partir de una linea endogamica de élite de maiz, transformacion de
protoplastos usando PEG o electroporacion, y la regeneracion de plantas de maiz a partir de protoplastos
transformados. Gordon-Kamm et al. (Plant Cell 2: 603-618 (1990)) y Fromm et al. (Biotechnology 8: 833-839 (1990))
han publicado técnicas para la transformacién de la linea de maiz derivada de A188 usando bombardeo de
particulas. Ademas, el documento WO 93/07278 y Koziel et al. (Biotechnology 11: 194-200 (1993)) describe técnicas
para la transformacién de lineas endogamicas de élite de maiz por bombardeo de particulas. Esta técnica utiliza
embriones de maiz inmaduros de 1,5-2,5 mm de longitud cortados de una mazorca de maiz 14-15 dias después de
la polinizacion y un dispositivo PDS -1000He Biolistics para el bombardeo.

La transformacion de arroz también puede realizarse por técnicas de transferencia génica directa utilizando
protoplastos o bombardeo de particulas. La transformacion mediada por protoplastos se ha descrito para tipos
Japonica y tipos Indica (Zhang et al. Plant Cell Rep 7: 379-384 (1988); Shimamoto et al. Nature 338: 274-277 (1989);
Datta et al. Biotechnology 8: 736-740 (1990)). Ambos tipos también son rutinariamente transformables usando
bombardeo de particulas (Christou et al. Biotechnology 9: 957-962 (1991)). Ademas, el documento WO 93/21335
describe técnicas para la transformaciéon de arroz mediante electroporacion.

La solicitud de patente EP 0 332 581 describe técnicas para la generacion, transformacion y regeneracion de
protoplastos de Pooideae. Estas técnicas permiten la transformaciéon de Dactilis y trigo. Ademas, la transformacion
de trigo se ha descrito por Vasil et al. (Biotechnology 10: 667-674 (1992)) usando bombardeo con particulas en
células de callo regenerable a largo plazo de tipo C, y también por Vasil et al. (Biotechnology 11:1553-1558 (1993)) y
Weeks et al. (Plant Physiol. 102: 1077-1084 (1993)) usando bombardeo con particulas de embriones inmaduros y
callo derivado de embrion inmaduro. Una técnica preferida para la transformacién de trigo, sin embargo, implica la
transformacion de trigo por bombardeo con particulas de embriones inmaduros e incluye tanto una etapa de alta
sacarosa como de alta maltosa antes de la administracién génica. Antes del bombardeo, se siembra cualquier
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ndmero de embriones (0,75-1 mm de longitud) sobre medio MS con 3 % de sacarosa (Murashiga & Skoog,
Physiologia Plantarum 15: 473-497 (1962)) y 3 mg/l de 2,4-D para la induccién de embriones somaticos, que se deja
avanzar en la oscuridad. En dia elegido del bombardeo, los embriones se sacan del medio de induccion y se
disponen sobre el agente osmotico (es decir, medio de induccién con sacarosa o maltosa afiadida a la concentracion
deseada, normalmente 15 %). Se deja que los embriones plasmolisen durante 2-3 horas y luego se bombardean.
Veinte embriones por placa diana es tipico, aunque no critico. Un plasmido que lleva gen apropiado (tal como
pCIB3064 o pSOG35) se precipita sobre particulas de oro de tamafio micrométrico usando procedimientos
convencionales. Cada placa de embriones se dispara con el dispositivo de helio BIOLISTICS® de DuPont usando
una presion de explosién de aproximadamente 1000 psi usando un tamiz de malla 80 estandar. Después del
bombardeo, los embriones se ponen de nuevo en la oscuridad para recuperarse durante aproximadamente 24 horas
(todavia en medio osmético). Después de 24 h, los embriones se sacan del medio osmotico y se ponen de nuevo
sobre el medio de induccion donde permanecen durante aproximadamente un mes antes de la regeneracion.
Aproximadamente un mes después los explantes de embridon con callo embriogénico en desarrollo se transfieren a
medio de regeneracion (MS + 1 mg/litro de NAA, 5 mg/litro de GA), que contienen ademas el agente de seleccion
apropiado (10 mg/l es suficiente en el caso de pCIB3064 y 2 mg/l de metotrexato en el caso de pSOG35). Después
de aproximadamente un mes, los brotes desarrollados se transfieren a recipientes estériles mas grandes conocidos
como "GA7s" que contienen MS a la mitad de concentracion, 2 % de sacarosa, y la misma concentracion del agente
de seleccion.

También se ha descrito la transformacion de monocotiledéneas usando Agrobacterium. Véase el documento WO
94/00977 y la patente de EE.UU. N.° 5.591.61 6. Véase, por tanto, Negrotto et al., Plant Cell Reports 19: 798-803
(2000).

Por ejemplo, puede usarse arroz (Oryza sativa) para generar plantas transgénicas. Pueden usarse diversos
cultivares de arroz (Hiei et al., 1994, Plant Journal 6:271-282; Dong et al., 1996, Molecular Breeding 2:267-276; Hiei
et al., 1997, Plant Molecular Biology, 35:205-218). Por tanto, los diversos constituyentes del medio descritos a
continuacion pueden ser tanto variados en cantidad como sustituidos. Se inician respuestas embriogénicas y/o se
establecen cultivos de embriones maduros cultivando en medio MS-CIM (sales basales de MS, 4,3 g/litro; vitaminas
B5 (200X), 5 ml/litro; sacarosa, 30 g/litro; prolina, 500 mg/litro; glutamina, 500 mg/litro; hidrolizado de caseina, 300
mg/litro; 2,4-D (1 mg/ml), 2 ml/litro; ajustar el pH a 5,8 con KOH 1 N; Phytagel, 3 g/litro). Tanto los embriones
maduros en las etapas iniciales de cultivo como las lineas de cultivo establecidas se inoculan y se co-cultivan con la
cepa de Agrobacterium tumefaciens LBA4404 (Agrobacterium) que contiene la construccion de vector deseada. Se
cultivan Agrobacterias a partir de disoluciones madre de glicerol sobre medio YPC sodlido (100 mg/l de
espectinomicina y cualquier otro antibiético apropiado) durante aproximadamente dos dias a 28 °C. Las
Agrobacterias se resuspenden en medio MS-CIM liquido. El cultivo de Agrobacterium se diluye a una DO600 de 0,2-
0,3 y se afiade acetosiringona a una concentracion final de 200 uM. La acetosiringona se afiade antes de la mezcla
de la disolucién con los cultivos de arroz para inducir Agrobacterias para la transferencia de ADN a las células
vegetales. Para la inoculacién, los cultivos de planta se sumergen en la suspension bacteriana. Se elimina la
suspension bacteriana liquida y los cultivos inoculados se colocan sobre medio de co-cultivo y se incuban a 22 °C
durante dos dias. Los cultivos se transfieren entonces a medio MS-CIM con ticarcilina (400 mg/litro) para inhibir el
crecimiento de Agrobacterias. Para construcciones que utilizan el gen marcador de seleccion PMI (Reed et al., In
Vitro Cell. Dev. Biol.-Plant 37:127-132), los cultivos se transfieren a medio de selecciéon que contiene manosa como
fuente de hidratos de carbono (MS con 2 % de manosa, 300 mg/litro de ticarcilina) después de 7 dias, y se cultivan
durante 3-4 semanas en la oscuridad. Entonces, se transfieren colonias resistentes a medio de inducciéon de
regeneracion (MS sin 2,4-D, 0,5 mg/litro de IAA, 1 mg/litro de zeatina, 200 mg/litro de timentina, 2 % de manosa y
3 % de sorbitol) y se cultivan en la oscuridad durante 14 dias. Las colonias que proliferan se transfieren entonces a
otra ronda de medio de induccién de regeneracion y se mueven a la sala de crecimiento con luz. Los brotes
regenerados se transfieren a recipientes de GA7 con medio GA7-1 (MS sin hormonas y 2 % de sorbitol) durante 2
semanas y entonces se mueven al invernadero cuando son lo suficientemente grandes y tienen raices adecuadas.
Las plantas se trasplantan a tierra en el invernadero (generacion To), crecen hasta la madurez y se recoge la semilla
Ti.

La plantas obtenidas mediante transformacién con una secuencia de acidos nucleicos pueden ser cualquiera de una
amplia variedad de especies de planta, que incluyen aquellas de monocotileddneas y dicotileddneas; sin embargo,
las plantas usadas en el método de la invencion estan seleccionadas preferentemente de la lista de cultivos diana
agronémicamente importantes expuesta arriba. La expresion de un gen en combinacién con otras caracteristicas
importantes para la produccion y calidad puede incorporarse en lineas de plantas mediante cultivo. Enfoques y
técnicas de cultivo se conocen en la técnica. Véanse, por ejemplo, Welsh J. R., Fundamentals of Plant Genetics and
Breeding, John Wiley & Sons, NY (1981); Crop Breeding, Wood D. R. (Ed.) American Society of Agronomy Madison,
Wis. (1983); Mayo O., The Theory of Plant Breeding, Segunda Edicién, Clarendon Press, Oxford (1987); Singh, D.
P., Breeding for Resistance to Diseases and Insect Pests, Springer-Verlag, NY (1986); y Wricke and Weber,
Quantitative Genetics and Selection Plant Breeding, Walter de Gruyter and Co., Berlin (1986).

Para la transformacién de plastidos, se germinan semillas de Nicotiana tabacum c.v. "Xantienc" siete por placa en

una matriz circular de 1" sobre medio T agar y se bombardean 12-14 dias después de la siembra con particulas de

tungsteno de 1 um (M10, Biorad, Hercules, Calif.) recubiertas con ADN de plasmidos pPH143 y pPH145

esencialmente como se ha descrito (Svab, Z. y Maliga, P. (1993) PNAS 90, 913-917). Las plantas de semillero
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bombardeadas se incuban en medio T durante dos dias, después de lo cual las hojas se escinden y se colocan
abaxiales boca arriba en luz brillante (350-500 pmol de fotones/m?/s) sobre placas de medio RMOP (Svab, Z.,
Hajdukiewicz, P. y Maliga, P. (1990) PNAS 87, 8526-8530) que contienen 500 ug/ml de diclorhidrato de
espectinomicina (Sigma, St. Louis, Mo.). Se subclonan brotes resistentes que aparecen debajo de las hojas
blanqueadas tres a ocho semanas después del bombardeo sobre el mismo medio selectivo, se deja que se forme
callo, y se aislan brotes secundarios y se subclonan. Se evalla la segregacién completa de copias de genoma de
plastido transformado (homoplasmicidad) en subclones independientes por técnicas convencionales de transferencia
Southern (Sambrook et al., (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold
Spring Harbor). Se separa ADN celular total digerido con BamHI/EcoRI (Mettler, I. J. (1987) Plant Mol Biol Reporter
5, 346349) sobre geles de agarosa al 1 % de Tris-borato (TBE), se transfiere a membranas de nailon (Amersham) y
se sonda con secuencias de ADN cebadas al azar marcadas con *2P correspondientes a un fragmento de ADN
BamHI/HindlIl de 0,7 kb de pC8 que contiene una porcién de la secuencia de direccionamiento de plastido rps 7/12.
Se enraizan asépticamente brotes homoplasmicos sobre medio MS/IBA que contiene espectinomicina (McBride, K.
E. etal. (1994) PNAS 91, 7301-7305) y se transfieren al invernadero.

Las propiedades genéticas se manipularon en las semillas transgénicas y las plantas descritas anteriormente se
pasan por reproduccion sexual o crecimiento vegetativo y pueden asi mantenerse y propagarse en plantas de
progenie. Generalmente, el mantenimiento y la propagacion hacen uso de métodos agricolas conocidos
desarrollados para ajustarse a fines especificos tales como labra, siembra o recogida.

El uso de las ventajosas propiedades genéticas de las plantas transgénicas y semillas puede hacerse ademas en el
cultivo de plantas. Dependiendo de las propiedades deseadas, se toman diferentes medidas de cultivo. Las técnicas
relevantes son muy conocidas en la técnica e incluyen, pero no se limitan a, hibridaciéon, endogamia, cultivo por
retrocruzamiento, cultivo multi-linea, mezcla de variedades, hibridacién interespecifica, técnicas aneuploides, etc.
Asi, las semillas y plantas transgénicas pueden usarse para el cultivo de lineas de planta mejoradas que, por
ejemplo, aumentan la eficacia de los métodos convencionales tales como tratamiento con herbicida o pesticida o
permiten deshacerse de dichos métodos debido a sus propiedades genéticas modificadas.

Todas las publicaciones de patente y no de patente citadas en esta memoria descriptiva son indicativas del nivel de
habilidad de aquellos expertos en la materia a que la presente invencion se refiere.

Ejemplos

El ADN recombinante estandar y las técnicas de clonacion molecular usadas aqui son muy conocidas en la técnica 'y
se describen por J. Sambrook, E. F. Fritsch y T. Maniatis, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989) y por T. J. Silhavy, M. L. Berman, y L. W. Enquist, Experiments
with Gene Fusions, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y. (1984) y por Ausubel, F. M. et al.,
Current Protocols in Molecular Biology, pub. por Greene Publishing Assoc. y Wiley-Interscience (1987).

La presente invencion se describira ahora a modo de varios ejemplos de trabajo. Estos ejemplos son para los fines
de ilustracion y no pretenden limitar la invencion de ningin modo.

Ejemplo 1: Construccion de vectores binarios

Se construyeron un total de 29 construcciones binarias para probar diversos parametros del método de ensayo
transitorio y sus capacidades de creacion de una correlacion predictiva entre la expresion transitoria de un casete(s)
de expresion y/o elemento(s) de expresion y como el (los) mismo(s) casete(s) de expresion y/o elemento(s) de
expresion rendiran en lineas de plantas transgénicas estables. Véase la Tabla 1 para un resumen de los
componentes del casete de expresion, ademas de un resumen experimental para cada construccion binaria.

Tabla 1: Sumario de casetes de expresion de vectores binarios

ID de Potenciadores Promotor Potenciadores CcDs Objetivos
construccion transcripcionales traduccionales

18505 ZmPEPC Gus Para probar promotor
de PEPC de Zea mays

18506 FMV+35S ZmPEPC Gus especifico de hoja con

y
18507 ZmPEPC ™MV Gus sin potenciadores
18545 FMV+35S ZmPEPC T™V Gus
18216 (cont Sin GUS
neg.)

29
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ID de Potenciadores Promotor Potenciadores CDS Objetivos
construccion transcripcionales traduccionales
18508 ZmUbi361 Gus Para probar promotor
de ubiquitina-361 de
18509 FMV+35S ZmUbi361 Gus Zea mays con y sin
i potenciadores
18633 ZmUbi361 T™V Gus
17282 FMV+35S ZmUbi361 T™V Gus
18503 CMP Gus Para probar promotor
viral de CMP con y sin
18504 FMV+35S CMP T™MV Gus potenciadores
17313 FMV+35S ZmTrpA Gus Para probar promotor
preferido de tallo
17319 FMV+35S ZmTrpA ™MV Gus
18746 ZmUbi1-10 Gus Para probar promotor
de ubiquitina 1 de Zea
18550 ZmUbi1-10 Gus mays con'y sin
secuencia de Kozak
18874 FMV+35S ZmUbi1-04 T™V Gus
17084 (ER) ZmPEPC EG Para probar integridad
y funcion de proteina
17085 (chl) ZmPEPC EG (endoglucanasa)
17086 (apo) ZmPEPC EG
15944 (ER) ZmPEPC CBHI-ER Para probar integridad
y funcion de proteina
15942 (VSD) ZmPEPC CBHI-VSD (celulasa)
17305 OsMADs13 iARN-R1 Para probar regulacion
(mazorca) transitoria de un gen
R1
17308 (hoja) PepC iARN-R1
18286 (tallo) TrpA iARN-R1
18221 FMV+35S ZmUbi361 ™MV Xilanasa Para probar las
capacidades
18216 FMV+35S ZmUbi361 T™MV CBHI predictivas del ensayo
i transitorio con respecto
17632 FMV+35S ZmUbi361 T™V EG a fenotipos negativos
15060 PepCy Cry1Ab Para probar la eficacia
MTL de plantas que

expresan
transitoriamente un gen
Cry1Ab

30

La Tabla 1 explica resumidamente construcciones de expresion binarias usadas para tanto la generacion de plantas
transgénicas estables, ademas de para la expresion transitoria en tejidos de hoja de planta joven intactos. Las
secuencias de ADN que codifican proteinas se optimizaron en los codones para el huésped apropiado. Por ejemplo,
las construcciones de expresion disefiadas para la expresion de plantas transgénicas transitoria y estable de tabaco
y maiz se optimizaron en los codones para dicotiledéneas, mientras que las construcciones de expresion disefiadas
para la expresion de plantas transgénicas transitoria y estable de cafia de azliicar o maiz se optimizaron en los
codones para monocotiledéneas. Estan disponibles tablas de optimizacion de codones mediante aplicaciones de
software comercial tales como Vector NTI 11.0 (Invitrogen, EE.UU.).

Se usaron técnicas de clonacion estandar tales como PCR, digestién con enzimas de restriccion, electroforesis en
gel y purificacion de fragmentos de subsecuencia, ligacion de ADN, transformacion y seleccion de células
bacterianas, y similares, para generar los vectores descritos en la Tabla 1 (véase Sambrook 1985 para métodos
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convencionales). Algunos de los componentes de los vectores de expresion descritos en la Tabla 1 se sintetizaron
por un laboratorio de sintesis de ADN comercial (GeneArt, Alemania).

El vector binario 18505 contiene un casete de expresion con los siguientes componentes operativamente unidos
juntos en este orden: el promotor de fosfoenolpiruvato carboxicinasa (PEPC) de maiz (SEQ ID NO: 1); el gen de
beta-glucuronidasa (GUS) (SEQ ID NO: 14); y la secuencia de terminacion de PEPC de maiz (SEQ ID NO: 21).
18506 es el mismo que 18505, excepto que dos potenciadores transcripcionales, la region de potenciador del virus
del mosaico de la escrofularia (FMV) (SEQ ID NO: 11) y la region de potenciador del virus del mosaico de la coliflor
35s (e35S) (SEQ ID NO: 12), estan incluidos en la direccion 5' del promotor. 18507 es el mismo que 18505, excepto
que se incluye un potenciador traduccional del tobamovirus del mosaico de tabaco omega (TMV) (SEQ ID NO: 13)
en la direccion 5' del gen GUS. 18545 es el mismo que 18505, excepto que los dos potenciadores transcripcionales,
FMV y e35S, estan incluidos en la direccion 5' del promotor y el potenciador traduccional, TMV, se incluye en la
direccion 5' del gen GUS.

El vector binario 18508 contiene un casete de expresion con los siguientes componentes operativamente unidos
juntos en este orden: el promotor de ubiquitina de 361 de maiz (ZmUbi361) (SEQ ID NO: 2); el gen GUS y la
secuencia de terminacion ZmUbi361 (SEQ ID NO: 22). 18509 es el mismo que 18508, excepto que dos
potenciadores transcripcionales, FMV y 35S, estan incluidos en la direccion 5' del promotor. 18633 es el mismo que
18505, excepto que TMV se incluye en la direccion 5' del gen GUS. 17282 es el mismo que 18633, excepto que los
dos potenciadores transcripcionales, FMV y €35, estan incluidos en la direccién 5' del promotor.

El vector binario 18503 contiene un casete de expresion con los siguientes componentes operativamente unidos
juntos en este orden: el promotor del virus del rizado amarillo de Cestrum (CMP) (SEQ ID NO: 3); el gen GUS; y la
secuencia de terminacion de nopalina sintetasa (NOS) (SEQ ID NO: 23). 18504 es el mismo que 18503, excepto que
dos potenciadores transcripcionales, FMV y e35S, estan incluidos en la direccion 5' del promotor y el potenciador
traduccional, TMV, se incluye en la direccion 5' del gen GUS.

El vector binario 17313 contiene un casete de expresion con los siguientes componentes operativamente unidos
juntos en este orden: el promotor de la subunidad alfa de triptéfano sintasa de maiz (ZmTrpA) (SEQ ID NO: 4); GUS
y la secuencia de terminacion ZmTrpA (SEQ ID NO: 24). 17319 es el mismo que 17313, excepto que los dos
potenciadores transcripcionales, FMV y €35, estan incluidos en la direccién 5' del promotor y el potenciador
traduccional, TMV, se incluye en la direccion 5' del gen GUS.

El vector binario 18550 contiene un casete de expresion con los siguientes componentes operativamente unidos
juntos en este orden: el promotor ZmUbi1-10 de maiz (SEQ ID NO: 5); el gen GUS y la secuencia de terminacion de
NOS. 18746 es el mismo que 18550, excepto que se ha eliminado la secuencia de Kozak de maiz (TAAACC) que
generalmente precede al codéon ATG del gen GUS. 18874 es el mismo que 18550, excepto que se usa el promotor
prZmUbi1-4 de maiz (SEQ ID NO: 6) en lugar del promotor prZmUbi1-10 de maiz y los dos potenciadores
transcripcionales, FMV y e35S, estan incluidos en la direccion 5' del promotor y el potenciador traduccional, TMV, se
incluye en la direccién 5' del gen GUS.

El vector binario 17084 contiene un casete de expresion con los siguientes componentes operativamente unidos
juntos en este orden: el promotor ZmPEPC; una secuencia codificante de endoglucanasa (EG) (SEQ ID NO: 15) con
una gamma-zeina, péptido sefal de 19 aminoacidos en el extremo 5' y una secuencia de retencion de ER (SEKDEL)
en el extremo 3'; y la secuencia de terminacion de PepC (SEQ ID NO: 25). 17085 es el mismo que 17084, excepto
que el gen EG comprende una secuencia de direccionamiento de vacuolas de almacenamiento de proteinas de
semilla. 17086 es el mismo que 17084, excepto que el gen EG, se dirige al apoplasto. 15944 es el mismo que
17084, excepto que se usa un gen de celobiohidrolasa | que comprende una secuencia de retencién de ER (SEQ ID
NO: 16) en lugar de EG. 15942 es el mismo que 17084, excepto que el excepto que se usa un gen de
celobiohidrolasa | que comprende una secuencia de direccionamiento de vacuolas (SEQ ID NO: 17) en lugar del gen
EG.

El vector binario 17305 contiene un casete de expresion con los siguientes componentes operativamente unidos
juntos en este orden: la region de promotor del gen de la caja MADs de arroz (OsMADs13) (SEQ ID NO: 7); un
casete de iARN de agua dicinasa de glucano (R1) (SEQ ID NO: 18); y la secuencia de terminacion OsMADS13 (SEQ
ID NO: 25. El vector binario 17308 contiene un casete de expresion con los siguientes componentes operativamente
unidos juntos en este orden: el promotor PepC de maiz; un casete de iARN de R1; y la secuencia de terminacion de
NOS. El vector binario 18286 contiene un casete de expresion con los siguientes componentes operativamente
unidos juntos en este orden: el promotor TrpA de maiz; el casete de iARN de R1; y una secuencia de terminacion de
TrpA de maiz.

El vector binario 18221 contiene un casete de expresion con los siguientes componentes operativamente unidos
juntos en este orden: dos potenciadores transcripcionales, FMV y e€35S; el promotor ZmUbi361-01; el potenciador
traduccional, TMV; un gen de xilanasa (SEQ ID NO: 19); y la secuencia de terminacion ZmUbi361. 18216 es el
mismo que 18221, excepto que se usa el gen EG en lugar del gen de xilanasa. 17632 es el mismo que 18221,
excepto que se usa el gen dirigido de vacuolas CBHI en lugar del gen de xilanasa.
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El vector binario 15060 contiene un casete de expresion con los siguientes componentes operativamente unidos
juntos en este orden: el promotor PepC de maiz; un gen Cry1Ab de Bacillus thuringiensis (SEQ ID NO: 20); y una
secuencia de terminacion de NOS.

Ejemplo 2: Método de ensayo transitorio in planta

Se clonaron casetes de expresion en un vector binario como se describe en el Ejemplo 1. Las construcciones se
transfirieron en la cepa LBA4404 de Agrobacterium tumefaciens que contiene el plasmido colaborador (pSBI) usando
un método de congelacion-descongelacion [An et al., Binary vector. En: Gelvin SB, Schilproot RA (eds), Plant
molecular biology manual. Kluwar Academic Publishers, Dordrecht, pp A3 1-19 (1988)]. La preparacion de cultivos
de Agrobacterium se llevé a cabo como se describe por Azhakanandam et al., Plant Mol. Biol. 63: 393-404 (2007).
En resumen, las Agrobacterias genéticamente modificadas se cultivaron durante la noche en 50 ml de medio YP que
contenia acetosiringona 100 uM y MES 10 pM (pH 5,6), y posteriormente se sedimentaron por centrifugacion a
4000Xg durante 10 min. Los sedimentos se resuspendieron en el medio de infecciéon [sales de Murashige y Skoog
con vitaminas, 2 % de sacarosa, MES 500 pyM (pH 5,6), MgSO4 10 uM y acetosiringona 100 uM] a DO600 = 0,5 y
posteriormente se mantuvieron a 28 grados C durante 2-3 horas.

Se establecio el sistema de expresion transitorio in planta usando plantas de semillero de maiz. Se germinaron
semillas bajo condiciones de invernadero en macetas de 2,5" llenas de mezcla de germinacién Fafard. Las plantas
de semillero se mantuvieron bajo un ciclo de 14/10 dias/noches con una intensidad de luz de dia de 2000 p-moles-
m-2.s-1 mantenida con iluminacién complementaria. La temperatura se mantuvo estacionaria entre 23 °C-26 °C. Se
probd agroinfiltracion en plantas de semillero en el estadio V1 a V3, y que tenian 2-6 hojas visibles (Ritchie S.W.,
Hanway J.J. Benson G.O. (edts): How a Corn Plant Develops: lowa State Univ Special Report No. 48, julio de 2005).
A partir de este trabajo se determin6 que el estadio V-2 con 3 hojas visibles funcioné mejor para la agroinfiltracion. El
experimento de agroinfiltracion se realizé principalmente usando hojas primarias y secundarias del estadio V2. Para
hacer la infiltracion mas facil, las plantas de semillero se regaron 1-2 horas antes de la agroinfiltracion para mantener
la hoja turgida y los estomas abiertos. La infiltracion de hojas individuales se llevé a cabo en plantas de semillero de
maiz usando un cuerpo de jeringa de 5 ml (jeringa de 5 ml de BD con punta Luer-Lok™, BD, Franklin Lakes, NJ
07427, EE.UU.), presionando la punta de la jeringa contra la superficie abaxial de la hoja. La primera y segunda
hojas visibles del estadio V2 se infiltraron con: 1 ml de suspension de Agrobacterium/28 segundos/hoja. También se
infiltraron plantas de semillero de sorgo y de arroz de la misma forma que para el maiz, excepto que las plantas de
semillero de arroz tuvieron 45 dias de edad. Se transfirieron las plantas infiltradas y se mantuvieron bajo condiciones
de camara de crecimiento establecidas a 25 °C con un ciclo de 16/8 dias/noches con una intensidad de luz de 1900
p-moles-m-2.s-1. El tejido de planta se recogié después de 3-7 dias después de la infiltracion para el analisis
posterior.

Para garantizar que la medida de actividad enzimatica era debida a la expresién en planta de las enzimas, las
construcciones de expresién también incorporaron un intrén en la secuencia de polinucleétidos que codificaba la
enzima. La presencia del intron garantiza que la expresion de la enzima es debida a la expresion de planta (capaz
de procesar fuera el intrén y, por tanto, expresar una enzima completamente procesada) frente a la expresion de
Agrobacterium (incapaz de procesar el intrén y asi no capaz de expresar una enzima/proteina funcional).

Ejemplo 3: Transformacion de plantas estables

Con el fin de comparar la expresion transitoria con plantas transgénicas estables, cada construccion binaria como se
describe en el Ejemplo 1 se transformé establemente en maiz. La transformaciéon en maiz se llevo a cabo como se
ha informado (Negrotto et al., 2000; Li et al., 2003; Ishida, 1996). Los eventos transgénicos se enviaron a
invernadero para diversos analisis, tales como expresion de ADN, ARN y de proteinas, y para recoger semillas de
transformantes primarios.

Ejemplo 4: Andlisis transitorio del rendimiento de casetes de expresién y la posterior correlacién con lineas
transgénicas estables

Las Tablas 2-4 resumen los datos para tanto transformantes transitorios como estables que comprenden casetes de
expresion que contienen diversos promotores junto con combinaciones de tanto potenciadores transcripcionales
como traduccionales. Todas las muestras se analizaron para tincion de GUS por tanto ensayo histoquimico de GUS
como ELISA cuantitativo de GUS. Se usaron ensayos histoquimicos de GUS para localizar dénde la proteina GUS
esta presente en el tejido de planta.

Se recogieron hojas de plantas transgénicas que contenian el gen GUS y también se infiltraron plantas con el gen
GUS vy se tifieron con tampon para GUS como se describe por Azhakanandam et al (2000). Se llevaron a cabo
ELISA cuantitativos de GUS llevando a cabo una etapa de extraccion usando muestras de hoja recogidas en tampon
de extraccion BB/PVP/Tw (borato 0,1 M, pH 7,5 que contiene 0,5 % de Tween-20 y 0,2 % de polivinilpirrolidona). Se
extrajeron aproximadamente 50 mg de tejido de hoja con 0,5 ml de tampon de extraccion. Se ensayaron los
sobrenadantes. Se determiné la cantidad de proteina soluble total por el método de BCA (kit de ensayo de proteinas
Pierce BCA, Cat N.° 23223 y 23224) usando ovoalbumina como patrén. Se recubrieron placas de 96 pocillos de alta
union (Nunc Maxisorp) a 4 °C durante la noche con 2 ug/ml de IgG de conejo anti-GUS (Sigma G5545) en borato 25
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mM, NaCl 75 mM, pH 8,5 (100 pl/pocillo). Las placas se lavaron tres veces con Tris 10 mM, pH 8,0 que contenia
0,05 % de Tween-20 y 0,2 % de NaN3. Las muestras o patrones (GUS tipo VII-A, Sigma G7646) se afiadieron a la
placa (100 pl/pocillo), se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente con agitacion y se lavaron cinco veces.
Entonces se afiadieron 100 pl/pocillo de 2 ug/ml de IgG de conejo anti-GUS marcada con HRP (Invitrogen A5790
conjugado con HRP) a la placa, se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente con agitacion, y se lavaron como
antes. Se detecto el anticuerpo conjugado con HRP afiadiendo 100 pl/pocillo de tetrametilbencidina (TMB, Sigma
T0440) y desarrollando durante 30 min a temperatura ambiente. La reaccion se detuvo mediante la adicion de 100
pl/pocillo de HCI 0,1N. La absorbancia se midié a 450 nm con 620 como referencia usando un lector de microplacas
(Tecan Sunrise, Research Triangle Park, NC). La curva patron de GUS usa un ajuste a curva de 4 parametros. La
curva se representa lineal frente al log con un intervalo de 0 a 320 ng/ml.

Evaluacién del promotor de PEPC

Se usaron experimentalmente las construcciones 18505, 18506, 18507 y 18545 para determinar si puede hacerse o
no una correlacion entre el rendimiento (con respecto a la expresién de GUS) de los casetes de expresion asociados
en tejido de hoja de maiz transitoriamente transformado cuando se compara con tejido de hoja de maiz
establemente transformado (Véase la Tabla 2). Para los ensayos transitorios, se usaron 4 plantas por construccion.
Para cada planta, se agro-infiltraron dos hojas como se describe en el Ejemplo 2. Se recogieron tejidos de las hojas
infiltradas y se ensayaron usando un ELISA cuantitativo como se describe previamente para medir la proteina GUS.

Tabla 2: Resumen de datos de tincion de GUS para tanto tejido de hoja de maiz transitorio como tejido de hoja de
maiz transgénico estable que comprende el promotor PEPC y diversas combinaciones de elementos de expresion

ID de construccion (promotor, Sistema transitorio de maiz in Plantas transgénicas de maiz
potenciadores) planta (TO)
Promedio (GUS ng/mg de TSP) Promedio (GUS ng/mg de TSP)
18505 (PEPC) 8,43 7366,25
18506 (PEPC + FMV + e35s) 30,89 15345,08
18507 (PEPC + TMV) 8,8 2861,18
18545 (PEPC + FMV + e35s + TMV) 20,48 6116,78
Evento nulo NA 0
Medio infiltrado 0 N/A
No infiltrado 0 N/A

Segun los datos en la Tabla 2, el sistema transitorio es predictivo de la expresion de proteinas en una base
baja/media/alta para plantas transgénicas estables. La construccion 18506 que contiene el promotor PEPC en
combinacién con los potenciadores transcripcionales FMV y e35s rindi6 mejor en tanto muestras de maiz
transgénico transitorias como estables. Sorprendentemente, se mostré en tanto transformantes transitorios como
estables que TMV suprimié la expresion de GUS. Alternativamente, la combinacién de FMV y e35s (no en
combinacién con TMV) aumenté significativamente la expresion de GUS en tanto transgénicos transitorios como
estables.

Evaluacién de promotores ZmUbi361

Se usaron experimentalmente las construcciones 18508, 18509, 18633 y 17282 para determinar si puede hacerse o
no una correlacion entre el rendimiento (con respecto a la expresién de GUS) de los casetes de expresion asociados
en tejido de hoja de maiz transitoriamente transformado cuando se compara con tejido de hoja de maiz
establemente transformado (Véase la Tabla 3). Para los ensayos transitorios, se usaron 4 plantas por construccion.
Para cada planta, se agro-infiltraron dos hojas como se describe en el Ejemplo 2. Se recogieron tejidos de las hojas
infiltradas y se ensayaron usando un ELISA cuantitativo como se describe previamente para medir la proteina GUS.

33



10

15

20

25

ES 2624276 T3

Tabla 3: Resumen de datos de tincién de GUS para tanto tejido de hoja de maiz transitorio como tejido de hoja de
maiz transgénico estable que comprende el promotor ZmUbi361 y diversas combinaciones de elementos de

expresion
ID de construcciones (promotor, Sistema transitorio de maiz in Plantas transgénicas de maiz
potenciador) planta (TO)
Promedio (GUS ng/mg de TSP) Promedio (GUS ng/mg de TSP)
18508 (Ubi361) 2,93 816,74
18509 (Ubi361, FMV y e35s) 96,8 105899,64
18633 (Ubi361, TMV) 6,99 1698,78
17282 (Ubi361, FMV, e35s y TMV) 11,56 31305,12
18216 (control negativo) 0 0
Evento nulo 0 0

Como se observa en la Tabla 3, los datos transitorios se correlacionan con datos generados en plantas transgénicas
de maiz estables. Como se observa con el promotor PEPC, la combinacién éptima con respecto a la expresiéon de
GUS fue el promotor Ubi361 en combinacion con tanto el potenciador de transcripcion FMV como e35ss en tanto
grupos de prueba transgénicos transitorios como estables. La segunda expresiéon de GUS mas alta fue la
combinacién que comprende el promotor Ubi361, los potenciadores transcripcionales FMV y e35s, y el potenciador
traduccional TMV en tanto grupos de prueba transitorios como estables. Sorprendentemente, TMV parecio otra vez
que suprimia la expresion de GUS como se observa en el experimento de PEPC (Tabla 2).

Evaluacioén del promotor CMP

Se usaron experimentalmente las construcciones 18503 y 18504 para determinar si puede hacerse o no una
correlacion entre el rendimiento (con respecto a la expresion de GUS) de los casetes de expresion asociados en
tejido de hoja de maiz transitoriamente transformado cuando se compara con tejido de hoja de maiz establemente
transformado (Véase la Tabla 4). Para los ensayos transitorios, se usaron 4 plantas por construccion. Para cada
planta, se agro-infiltraron dos hojas como se describe en el Ejemplo 2. Se recogieron tejidos de las hojas infiltradas y
se ensayaron usando un ELISA cuantitativo como se describe previamente para medir la proteina GUS.

Tabla 4: Resumen de datos de tincién de GUS para tanto tejido de hoja de maiz transitorio como tejido de hoja de
maiz transgénico estable que comprende el promotor CMP y diversas combinaciones de elementos de expresion

ID de construcciones (promotor, Sistema transitorio de maiz in Plantas transgénicas de maiz
potenciador) planta (TO)
Promedio (GUS ng/mg de TSP) Promedio (GUS ng/mg de TSP)
18503 (CMP) 8,13 523,06
18504 (CMP, FMV e35s y TMV) 6,7 2174
18216 (control negativo) 0 NA
Evento nulo NA 0
Medio infiltrado 0 N/A
No infiltrado 0 N/A

Como se observa en la Tabla 4, los datos transitorios fueron otra vez predictivos del mejor casete de expresion
(18504) con respecto a la expresion de GUS para plantas de maiz transgénico estable.

En general, como se observa en las Tablas 2-4, el método de ensayo transitorio predijo satisfactoriamente (con
respecto a los niveles de expresion de GUS) que los tres promotores en combinacion con tanto los potenciadores
transcripcionales FMV como €35s rendirian mejor en lineas de maiz transgénico estable. Esta misma capacidad
predictiva del método de ensayo transitorio in planta también puede observarse en el analisis transitorio del promotor
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preferido de tallo TRPA como se observa en la Tabla 5. El analisis transitorio puede llevarse a cabo durante el
transcurso de aproximadamente una semana en comparacion con el analisis de plantas de maiz TO que duraria
posiblemente meses hasta cultivar plantas y analizar. EI método transitorio también fue capaz de identificar
rapidamente (como se valida en transgénicos estables) que el potenciador traduccional TMV puede en muchos
casos suprimir la expresion del gen (GUS) que es sorprendente debido a la supuesta funcion de regiéon de
potenciador TMV. Al menos en las muestras de prueba como se describe en las Tablas 2-4 anteriores, la presencia
de TMV suprimié la expresiéon de GUS. Otra vez, esta observacion puede predecirse por el uso de los métodos
transitorios in planta como se ensefian en el presente documento. Otra observacion predictiva de lo que se produjo
en plantas transgénicas estables es el hecho que la combinacién de tanto potenciadores transcripcionales FMV
como e35s permite un aumento significativo en la expresiéon de GUS. Como se demuestra en las Tablas 2-4
anteriores, el método transitorio in planta puede predecir cuantitativa y rapidamente la mejor combinacién de
promotor/potenciador a llevar adelante en lineas de maiz transgénico estable. El método transitorio in planta haria
ahorros significativos en tiempo, recursos, espacio de invernadero y gastos en la evaluacion de los mejores casetes
de expresion para la expresion de cualquier gen de interés dado.

Tabla 5: Resumen de datos de tincién de GUS para tanto tejido de hoja de maiz transitorio como tejido de hoja de
maiz transgénico estable que comprende el promotor TrpA

ID de construcciones Sistema transitorio de maiz in planta Plantas transgénicas de maiz (TO)
Promedio (GUS ng/mg de TSP) Promedio (GUS ng/mg de TSP)
17313 3,3 73,6
17319 4,44 1612,8

18216 (control negativo) 0 0
Evento nulo NA 0

Medio infiltrado 0 N/A

No infiltrado 0 N/A

Ejemplo 5: Andlisis transitorio de la expresién cualitativa de proteinas asociadas al direccionamiento celular y
posterior correlaciéon con lineas transgénicas estables

Se llevd a cabo andlisis de transferencia Western en tanto plantas transgénicas transitorias como estables que
expresaban un gen de endoglucanasa. Como se observa en la Tabla 6, la endoglucanasa se dirigié al ER, el
cloroplasto y el apoplasto. Se molieron aproximadamente 200 mg de tejido de hoja fresco de cada ID de planta
dando un polvo fino usando un molinillo Kleco, entonces se extrajo en 1 ml de acetato de Na 100 mM, 0,02 % de
Tween, 0,02 % azida de Na a pH 4,75, y comprimidos de mezcla de inhibidor de la proteasa completo (Roche). Se
colocaron muestras en agitadores rotacionales de mesa durante 30-60 minutos y luego se centrifugaron a 3000 rpm
durante 10 min. La cantidad de proteina total extraida se midié por el protocolo de Pierce BCEI como se ha
explicado resumidamente en la bibliografia de producto. Tras la extraccion de endoglucanasa, se llevdé a cabo
analisis de transferencia Western usando el protocolo estandar. La proteina EG se detecté por transferencia Western
por sonda de anticuerpo anti-EG.

Tabla 6: Analisis de transferencia Western de plantas de maiz transgénicas transitorias y estables que expresan un
gen de endoglucanasa heterdlogo dirigido a diversos organulos subcelulares

ID de Direccionamiento ID de Tamaino de proteina*
construcciones subcelular planta
Sistema transitorio | Planta transgénica estable

17084 ER 1 superior al esperado | superior al esperado

2 superior al esperado | superior al esperado

3 superior al esperado | superior al esperado

4 superior al esperado | superior al esperado

5 superior al esperado | superior al esperado

6 superior al esperado | NA
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ID de Direccionamiento ID de Tamaino de proteina*
construcciones subcelular planta
Sistema transitorio | Planta transgénica estable
17085 Cloroplasto 1 esperado Esperado
2 esperado Esperado
3 esperado Esperado
4 esperado Esperado
5 esperado Esperado
6 esperado NA
17086 Apoplastos 1 superior al esperado | superior al esperado
2 superior al esperado | superior al esperado
3 superior al esperado | superior al esperado
Control de medio 1 Ninguno
infiltrado
Control no infiltrado 1

Como se observa en la Tabla 6, el método de ensayo transitorio fue capaz de predecir que el direccionamiento de
una endoglucanasa en tanto el ER como el apoplasto produciria una endoglucanasa que tiene una proteina mayor
en tamafio que la esperada segun el analisis de transferencia Western en tanto lineas de maiz transgénico
transitorias como estables. Esto pueden ser debido a, por ejemplo, glucosilacion de la proteina. Alternativamente, el
ensayo transitorio predijo satisfactoriamente que el direccionamiento de una endoglucanasa al cloroplasto produciria
un tamano de proteina esperado como se indica por el analisis de transferencia Western en lineas de maiz
transgénico estable. En general, el método de ensayo in planta fue capaz de predecir los menores medios para
expresar una proteina en planta basada en datos cualitativos (es decir, analisis de transferencia Western). También
se prevé que la escision de proteina pudiera predecirse del mismo modo usando los métodos transitorios in planta
descritos en el presente documento.

Adicionalmente, como se muestra en la Tabla 7, la actividad de endoglucanasa puede medirse en transformantes
transitorios. Para el ensayo de actividad enzimatica, se molieron aproximadamente 200 mg de tejido de hoja fresca
de una planta transgénica dando un polvo fino usando un molinillo Kleco, entonces se extrajo en 1 ml de acetato de
Na 100 mM, 0,02 % de Tween, 0,02 % azida de Na a pH 4,75, y comprimidos de mezcla de inhibidor de la proteasa
completo (Roche). Se colocaron muestras en agitadores rotacionales de mesa durante 30-60 minutos y luego se
centrifugaron a 3000 rpm durante 10 min. La cantidad de proteina total extraida se midi6é por el protocolo de Pierce
BCEI como se ha explicado resumidamente en la bibliografia de producto. El ensayo de actividad de EG se llevo a
cabo usando sustrato de carboximetil-celulosa (Megazyme). Todas las muestras se ensayaron por triplicado. Tras la
extraccion, se incubaron 20 ul de muestra con 245 ug de sustrato CMC-4M durante 120 minutos a 40 deg. El
momento de tiempo cero se proces6 inmediatamente. Después de la incubacion, se midio la liberacion de glucosa
usando el kit de ensayo GOPOD (Megazyme). La actividad enzimatica se detecté como la hidrdlisis del sustrato de
celulosa a glucosa. El ensayo de GOPOD se realiz6 combinando 20 ul de reaccién de muestra, o patrones de
glucosa de concentraciones conocidas, con 200 ul del reactivo GlucoseOx (Megazyme) en una placa de ensayo de
96 pocillos (Costar 3370) y se incubaron durante 20 minutos a 37 grados C. La absorbancia a la longitud de onda de
510 nm se midié usando el lector de placas SpectraMax 384 Plus. Los valores de absorbancia de reacciones de
muestra se convirtieron en concentracion de glucosa usando la ecuaciéon de una curva patrén de glucosa generada
representando el valor de absorbancia frente a la concentracion estandar de glucosa conocida. La actividad
enzimatica se registra como umol de glucosa/minuto/g de tejido.

Tabla 7: Mediciones de actividad enzimatica de endoglucanasa a partir de tejido de hoja transitorio

ID de construccion ID de planta Promedio de umol/min/mg de TSP Desv estandar
18216 (Ubi-EG) 1 0,28 0,01
2 0,35 0,03
3 0,37 0,08
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ID de construccion ID de planta Promedio de umol/min/mg de TSP Desv estandar
4 0,3 0,03
17282 (vector control) 6 0,07 0,01
LBA4404 (control de agro) 7 0,12 0,05

Ejemplo 6: Analisis transitorio rapido de la regulacion por disminucion de un gen R1 de maiz

Construcciones binarias 17305, 17308 y 18286 comprenden casetes de expresion que comprenden una iARN para
el gen de degradacién de almidon enddégeno de maiz agua dicinasa de glucano (R1). Como se muestra en la Tabla
8, el tejido de hoja transformado transitorio puede usarse para predecir si una iARN particular puede de hecho
regular por disminucién o no un gen endégeno particular, en este caso R1 de maiz. Los niveles de ARNm de R1 se
analizaron para el tejido de hoja joven de maiz transitoriamente transformado por gqRT-PCR. Para realizar este
analisis, se extrajo ARN de las muestras de hoja, seguido de digestion de ADN. Se seleccionaron ensayos TagMan
basados en la diana de interés que consiste en un cebador directo e inverso y una sonda marcada con FAM que
fueron especificos para la secuencia diana. También se emplea una especie especifica, diana de referencia
marcada con TET, para cada muestra para el calculo de expresion relativa. Se establecen reacciones de RT-PCR de
una etapa por friplicado (3 para el gen de referencia endégeno, 3 para el gen diana) en placas de PCR de 384
pocillos. En cada placa se incluyen un control no mutante y control negativo no de RT para probar para amplificacion
no especifica y contaminacion de ADN, respectivamente. Los resultados se capturan en un ciclador térmico de
tiempo real, los valores umbral se establecen por el analizador para cada indicador y se informan los datos
resultantes. Se calcula la expresion relativa (2*-deltaCt donde deltaCt = diana - referencia) para cada muestra. Como
se observa en la Tabla 8, todas las construcciones de iARN fueron satisfactorias en la regulacién por disminucion de
R1 cuando se compar6 con tejido no mutante (no infilirado). El método in planta fue sorprendentemente capaz de
verificar rapidamente que cada casete de iARN es funcional con respecto a la regulacién por disminucion del gen
R1. La construccion 17305 contiene un promotor OSMADs13 que es un promotor especifico de mazorca de maiz
como se describe en la solicitud de patente de EE.UU. 2007/0006344A1. Es sorprendente que el ensayo in planta
transitorio fuera capaz de llegar a la conclusion de que la iARN detras de un promotor de OsMADs13 regula por
disminucion el gen R1 en hoja. Esto indica que el ensayo in planta puede ser capaz de evaluar no solo promotores
que son activos en la hoja, sino también promotores que son promotores no de hoja tales como, por ejemplo, los
promotores especificos de semilla, promotores especificos de mazorca o promotores especificos de raiz.

Tabla 8: Evaluacion transitoria de la regulacion por disminucion de un gen R1 de maiz

ID de construccion-ID de planta Nivel de transcritos de ARNm del gen R1
17305-1 313,24
17305-2 312,82
17305-3 277,89
17305-4 266,42
17305-5 405,33
17305-6 311,46
17308-1 272,63
17308-2 203,89
17308-3 290,11
17308-4 271,68
17308-5 256,96
17308-6 268,37
18286-1 464,96
18286-2 381,51
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ID de construccion-ID de planta Nivel de transcritos de ARNm del gen R1
18286-3 258,22
18286-4 203,87
18286-5 256,57
18286-6 260,63
No mutante (no infiltrado) 540,74

Ejemplo 7: Uso del método transitorio in planta para predecir los fenotipos de planta negativos y/o toxicidad
asociados a la expresién de un gen heterélogo

La construccion 18221 comprende una xilanasa constitutivamente expresada por Ubi361. Como se muestra en la
Tabla 9, la observacioén de tejido de maiz transitorio transformado con la construccién binaria 18221 produjo muerte
celular obvia. Especificamente, aparecieron grandes circulos de tejido de hojas muertas sobre la hoja intacta
transformada algunos dias después de la infiltracion transitoria del casete de xilanasa. Esto indica que el gen puede
tener un efecto toxico para la célula de planta. Cuando este mismo gen se expresa en semilla de maiz, se sabe
(datos no mostrados) que la semilla tendra un fenotipo arrugado con bajas velocidades de germinacion. Estos datos
indican que el ensayo transitorio in planta puede ser una herramienta util en la evaluacion previa de candidatos a
gen con respecto a los problemas de toxicidad y/o de fenotipo negativo en transgénicos estables.

Tabla 9: Prediccion de un fenotipo negativo asociado a la expresion de un gen heterélogo

ID de construccion ID de planta Fenotipo
(muerte celular)
18221 (transitorio de maiz) 1 ++++
2 +++
3 ++++
Xyn-6002-apo para semilla de maiz Evento 1 * ++++
17282 (control negativo) 1 -
2 N
Maiz no infiltrado 1 -

"++++" : Indica que se observé un fenotipo

: Indica que no se observé fenotipo

Ejemplo 8: Uso del método transitorio in planta para predecir la eficacia de proteina

La construccion 15060 comprende un casete de expresion que contiene un gen Cry1Ab que se sabe que es eficaz
en controlar diversas plagas de lepidopteros cuando se expresa en cultivos transgénicos como se describe en la
patente de EE.UU. 6.075.185. Se llevaron a cabo bioensayos de insecto usando el barrenador europeo del maiz
(ECB) usando extracto de planta que contiene Cry1Ab a partir de tejido liofilizado de planta transitoriamente
transformado con el gen Cry1Ab. Como se muestra en la Tabla 10, la eficacia de Cry1Ab transitoriamente expresado
puede confirmarse al 93,75 % de mortalidad de ECB tras 7 dias de ensayo en comparacion con control (vectores
vacios) que mostraron poca o ninguna mortalidad.
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Tabla 10: Evaluacion transitoria in planta de un gen Cry1Ab

Placa N.° 1 Lectura 7 dias

Construccion N.° de pocillos Insecto Larvas vivas Larvas muertas Mortalidad (%)
15060 (Cry1AB) 8 ECB 1 15 93,75 %
LBA4404 4 ECB 7 1 12,50 %
AX5707 4 ECB 8 0 0,00 %
0,2 % de Bactoagar 8 ECB 16 0 0,00 %

Ejemplo 8: Uso del método transitorio in planta para predecir perfiles metabdlicos

Se realizé la expresion transitoria de enzimas en hojas de maiz usando el vector binario pEB47 que comprende una
secuencia de polinucleotidos optimizada de monocotiledénea que codifica una sacarosa isomerasa (SEQ ID NO:
26). El vector binario pEB47 contiene un casete de expresion con los siguientes componentes operativamente
unidos juntos en este orden: un potenciador FMV; un potenciador 35S; un promotor de ubiquitina de maiz; una
secuencia de direccionamiento de ER de gamma-zeina de maiz que dirige el polipéptido de sacarosa isomerasa al
ER; una secuencia de direccionamiento vacuolar de esporamina que dirige el polipéptido de sacarosa isomerasa del
ER a la vacuola; una secuencia de polinucleétidos optimizada de maiz que codifica una sacarosa isomerasa; un
terminador NOS.

Se recogieron hojas de maiz y se analizaron para la presencia de isomaltulosa y trehalulosa (productos de actividad
de sacarosa isomerasa dentro de la hoja de maiz). La secuencia de aminoacidos para una sacarosa isomerasa
expresada por Erwinia carotovora se ha enumerado en GeneBank bajo el nimero de acceso YP049947. La actividad
enzimatica de sacarosa isomerasa se ensayo combinando la enzima con el sustrato, sacarosa, y midiendo la
produccion de isomaltulosa y trehalulosa. Se ensay6 el extracto de proteina soluble total de la E. coli recombinante
para la actividad de sacarosa isomerasa incubando 10 microlitros de lisado de E. coli de sobrenadante, como se ha
descrito anteriormente, con 90 microlitros de sacarosa 292 mM-tampodn fosfato de sodio 50 mM (pH 6,0) a 30 grados
C durante 20 horas. El producto de reaccion se crib6 para la presencia de isomaltulosa y trehalulosa por
cromatografia en capa fina (CCF) y cromatografia liquida de alta presion (HPLC). Se realiz6 CCF aplicando 3
microlitros de los sobrenadantes de los medios de crecimiento sobre placas de gel de silice AL SIL G (Whatman) y
se desarrollaron dos veces en un disolvente que consistia en 3 partes de acetato de etilo : 3 partes de acido acético :
1 parte de agua destilada. Después de secar, las placas se pulverizaron con una mezcla de colorante que consistia
en 4 mililitros de anilina, 4 g de difenilamina, 200 mililitros de acetona y 30 mililitros de acido fosférico al 80 %. La
isomaltulosa y la trehalulosa se distinguieron de otros azucares, tales como sacarosa, por su movilidad relativa y por
los distintos colores producidos cuando reaccionaron con colorante de anilina. Amarillo verdoso indica la presencia
de isomaltulosa, rojo indica la presencia de trehalulosa y marrén/negro indica la presencia de sacarosa. Los
monosacaridos, glucosa y fructosa, producidos mediante hidrélisis de sacarosa, fueron azules o rojo-naranja,
respectivamente.

La identificacion de los azUcares presentes en cada carril de la placa de CCF desarrollada fue posible comparando
tanto la movilidad relativa de los azlcares presentes en las muestras como el color de tincién con colorante de
anilina con respecto a la movilidad relativa y el color de tinciéon de patrones de azucar. El producto de reaccion de
sacarosa isomerasa incubado con sacarosa como se ha descrito anteriormente fue tres bandas de color. La banda
de movilidad mas alta tuvo un color pdrpura y migré con la misma movilidad que tanto los patrones de glucosa como
de fructosa, de color azul y rojo, respectivamente, y, por tanto, se interpreta que es una mezcla de glucosa y fructosa
co-migrante liberada mediante hidrdlisis de uno de los disacaridos: sacarosa, isomaltulosa o trehalulosa. La banda
central se correspondio con el patron de isomaltulosa en tanto la coloracion como la movilidad relativa y, por tanto,
se identific6 como isomaltulosa. La banda de migracién mas lenta tuvo una coloracién roja y migré mas lenta que
cualquiera de la isomaltulosa, o patrones de sacarosa. La movilidad relativa de esta banda de azucar se
corresponde bien con los informes publicados sobre la migracién de trehalulosa en ensayos de CCF similares (Cho
et al. Biotechnology Letters (2007) 29:453-458; un microorganismo productor de isomaltulosa aislado de comida
coreana tradicional). Por tanto, se concluyd que esta banda de azucar era trehalulosa. No estuvo disponible patréon
de trehalulosa en el momento del ensayo de CCF, sin embargo, analisis de HPLC posteriores (Dionex) de productos
de reaccion de sacarosa isomerasa y patrones obtenidos después indican que esta banda fue definitivamente
trehalulosa. Por tanto, es importante mencionar que el producto de reaccion 6 no contuvo ninguna sacarosa que
tuviera una movilidad relativa mas alta que la isomaltulosa y trehalulosa y movilidad mas lenta que los
monosacaridos glucosa y fructosa. La ausencia de sacarosa era de esperar debido a la conversion completa de
sacarosa en isomaltulosa y trehalulosa debido a la actividad de la enzima sacarosa isomerasa. Alternativamente, se
cribaron sobrenadantes por HPCL usando NaOH 16 mM para separar productos de reaccién de sacarosa
isomerasa, seguido de un gradiente lineal de 10 a 40 min usando NaOH 200 mM a 1 ml/min en un sistema Dionex
DX-600 con detector electroquimico ED50 (Dionex Co.).
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La Tabla 12 explica resumidamente datos que demuestran que la sacarosa isomerasa se expresa activamente en
hojas de maiz que expresan transitoriamente sacarosa isomerasa y conducen a la acumulacion de los azucares,
isomaltulosa y trehalulosa, dentro de la hoja de maiz. Los datos indican que el método de ensayo transitorio in planta
puede usarse para hacer perfiles metabolicos tales como, por ejemplo, perfiles de azicar.

Tabla 12: Analisis de hidratos de carbono (HPAEC) de hojas de maiz que expresan transitoriamente sacarosa
isomerasa (SEQ ID NO: 24).

Muestra Glucosa + fructosa | Sacarosa (% | Trehalulosa (% | Isomaltulosa (%

(% de azucar total) | de azucar | de azucar total) | de azucar total)
total)

47-6 (pEB47) 78,9 17,2 2,4 1,5

47-7 (pEB47) 63,7 33,3 21 0,9

47-8 (pEB47) 73,1 16,0 7,3 3,6

Control negativo (construccién | 69,4 30,6 0,0 0,0

que contiene GUS)

Tejido de hoja de control | 58,2 41,8 0,0 0,0

negativo

Ejemplo 9: Uso del método transitorio in planta en diversas plantas

Puede usarse el método in planta transitorio en diversas plantas como se muestra en los ejemplos previos (maiz) y
en la Tabla 13 (sorgo) y Tabla 14 (arroz). AmCyan es un gen indicador fluorescente que puede analizarse por
métodos muy conocidos en la técnica. Se analizaron lineas transitorias de arroz usando métodos de tincion de GUS.

Tabla 13: Expresion transitoria del gen AmCyan en sorgo

Genotipo de sorgo ID de construcciones AmCyan transitorio
Promedio (ng/mg de TSP)

Brandes 13601 14,59

Della 13601 20,75

Dale 13601 21,37

Brandes (control negativo) LBA4404 0

Della (control negativo) LBA4404 0

Dale (control negativo) LBA4404 0

No infiltrado No infiltrado 0

Tabla 14: Expresion transitoria del gen GUS en arroz (c.v. Nipponbare)

ID de construcciones

GUS transitorio

Promedio (ng/mg de TSP)

17282 20,6
18545 9,01
18216 (control negativo) 7,24
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tagaggcaac
aaggtggtce
taactctcaa
agtgtgtttg
ttgaaaatcg
ttatatacac
cacatttgtg
tttttattaa
ttagtttcaa
aaggtcaagg
ggctaaaatc
tcttcagttt
tttattcage
gaatttttaa
ctgaaaatag
ctecectatet
caaatgaggt
acaagtatta
attgtatcat
ttgatagtat

tataaatgta

ccaagatagg
aactattatt
cctagtagaa
gtttagetgt
tttagttcaa
tatgtttaac
ttcectaatat
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tgttttttca
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tgtggctccc
ttctagaage
caggtaatgg
atcaattgca
gacctctcete
gccggattga
ttgaaagaga
gcegatggceg
gtegaggatc

aggtcaaaat
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tgaaagataa
ttgagatgtt
attcgttacc
gagttttcte
actgttgtga
tatatctett
tttttacaaa
atttcattta
ctatttatta
gggctagttt
tcaaaattga
aaactagccce
aggtttgaaa
caggttaatt
agaacaaata
ctgcattgga
tggagtgata
acagttgcat
atcagttctt
tagagatgta

tegatggttt

gcttectttg
tattgagacc
aactgggttg
ctatgaaaag
gttatccact
aatcaatata
taaatcattg
ttataaacac
atataacgaa
gggagtccaa
ataaggaggg
tcaaagtaga
aatagaacca
attcacatet
gcagagtgga
ttgecetttet
tataagtttg
tgctactgtt
tacttagctce
atggtgttag

attttctatt
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tcacaattga
attgaggacc
cataggattt
actgttgtga
gtaaacaaat
tacaattaaa
ttecgattecca
ttaattgttt
cttegataag
aaattggagg
gattttagcc
tgtggaaaag
aacaaaccct
ctttggtcat
taggggtggg
ccegtactcta
atgtgttttt
tggatatggg
gatgtaatta
gacacgtggt

ttcaattacce

atattecgtge
tttgagtaat
catgattaac
gaacaaaaag
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aaactaaatt
tttgtaatat
taatcctatt
aaacaaaagc
gggttagagg
cctctaatca
ttgaacccct
aaaagtgtgt
gtttaagagg
gaggggtcgt
tttaaaagta
cacatacgtg
aaaactgaga
atgcacaatg
tagctactaa

tagcattate

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260



10

tcatttctaa
aagcacacag
cctetetect
gcaaatcttt
cttggtagaa
tatccctaca
ataatttatt
ccgagttect
attcataaat
tagccacage
tececctecaga
tgcaaagcat
gccctcteca
agtgacaaag
caagccgcag
cctctecaca
cacagccggt
gccgagggec
atccctattt
gcagcacgcce
gcgtcgacca
cagctggtcec
gtcgaccget
actaaccacc
tegtgtegtyg

ggagtgctac

<210> 2
<211> 3089
<212> ADN

<213> Zea mays

<220>
<221> promotor

<222> (1)..(3089)

ttgtgtgata
tctatatttt
caatccgtgt
gttggtttgt
caacatcctt
atagccatgt
atagcggcac
aaccacaggt
ttaattgaaa
cgcctcactg
ttetteccte
tcctecaaat
catcctgeta
cacgtcaaca
ccgecagetet
tcececctecgg
tcegttgegg
gcecgttece
gaacccaccc
gtgccgetece
aggcaceccgg
caggcaaggt
tcctecaacat
gcegeggece
tgctcegeteg

gaggtaaa

ES 2624276 T3

acaaatgcat
aaaattcttc
atcttcaccyg
gcacggtcegg
atcectatat
atgcatacca
ttecttgttet
tcactttttt
tgttaatgaa
caccctcaac
cgatgcagcec
tettgegate
cccaattage
gcaccgagcec
ccaggtceccce
ccgctaacag
ttacegcega
gtgcacagec
gcgcactgca
aaccgtcteg
ccceggegag
ctccgaggac
cctecaggac
atttettett

tetececteeg

tagaccataa
tttttgtgtg
ctgccaagtg
cgccaatgga
gtatggtgce
agaattaaat
ggttgaacac
tccttatcecet
aacaaaaaaa
cacatcctge
tacttgctaa
ccecgaatee
caacggaata
aagccaaaaa
ttgecgattge
cagcaagcca
tcacatgece
acacacacac
ttgatcacca
cttecectget
aagcaccact
gacaagctca
ctecacggge
cgaccggttyg

gtgcttacta

43

ttctgtaaat
gatatcccaa
ccaacaacac
ggagacacct
tttcgtagaa
atacttttte
ttatttggaa
cctaggaaac
ttatctacaa
aaacagacac
cagacgccct
agcattaact
acacaagaag
ggagcaagga
cgecageagt
agccaaaaag
aaggccgege
ccgeccecgeca
atcgcatcge
tagctteceg
ccatcgacge
tcgagtacga
ccagcectteg
ccgectgege

ctgtaatccet

acgtacattt
cccaaatcca
atcgcategt
gtacggtgce
tggcaccect
ttgaaccaca
caataaaatc
taaattttaa
agacgactct
cctegecaca
ctccacatce
gctaagggac
gcaggtgagce
ggagcaagcce
agcagacacc
aagcctcage
ctttccaaac
acgactccce
agcagcacga
cecgegecttg
gcagctcegt
agcgctgete
cgaatttgta
geggcactgg

tgcaggtcca

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2778



<400> 2

gacaaacctc
gggggaaaac
cacgtggtgt
ctttacaaaa
cagtatcaaa
ctgatagata
ctgeceegtyg
cettttatat
aaaatttcte
gggaatacce
taaatttceg
ttattaataa
tattaaaata
attattagcet
agggatgaaa
gggcatagga
agcagacggt
cectggectte
gecatccggaa
tttagttgga
aagctaaaaa
ttcacagttt
cgaaaaagtc
ttttaggaaa
taggaacgceg
cgtcactgea
tctectegee
cccegateeg
tcaaggtaac
ctaggtatac
gecgatctatt
ggctctgaga

tagggttgga

tatatgtaga
ttccaggegg
cgaccaatct
tctatctaaa
actagcggtt
atattattta
tcectgacet
tgtgatcact
atcgaggaat
acgaacgttt
acggagatca
aaacactttc
aacatatttg
agtatacgaa
aatacttcta
tccattgeca
ggagacgttg
tcgaaggcete
attgegtcett
ctgtggeggt
ttatttagtg
tataaaaaat
agcttttaaa
caaaagccaa
gtgtttggaa
cacggcatte
tttecccaca
aatcgtegte
tgcgatcate
gaacatacga
atcgtagcte

tgggttgggt

tecttetegtg

ES 2624276 T3

gtacaggagce
taggtcacat
acattctaat
caaatcacat
caaatcgatg
gatcatgtat
gtctcectea
gtccacccct
agctcttecat
acagaagaca
acgtccctat
acttatatat
tacaatgatt
aacatcacca
catcecctgte
aagatcgtag
acgcaaagca
tgegtgggte
gegtggegga
aaactatgaa
taaaccacta
ccactaaaaa
aaaaactgct
aactaaaacc
caactagata
cectececta
tectecatette
cttgegagee
catecteceg
tttattacgg
cgagtccteg
tgggttgggt

gtttcectttt

ttttacagga
acatcagtga
ctatatcatt
ctacacccat
gataacatgt
tetetetece
cttatgatgt
attectacte
acccatcecea
tttettecee
ttacattata
attgttagat
gatctcttac
cgtacaggtt
cegtttacee
ggctataacce
atgaacttga
cttgegecagt
gcagacacta
aaaaactatt
aaaaccatta
caggtcaaat
taaatccagt
aaaccaaacc
ttaattttag
gegttategt
gtectgtgtte
tegeegatece
cttecactet
gttatatggg
atctagtaat
cgctgtgacg

taattaaata

44

cectgetgga
ggtaggagaa
atataattta
aacattegtt
tctcccatat
ctectececteg
tgtctetate
gggattaggg
cgacgcagaa
atccatatte
attaggaaat
gtaagaaatc
ccaaataatt
tgacggattc
atctgagaaa
taagcgttge
acggcatcte
tgcgeegeag
aggtactatt
gcagactatg
aaaattcttt
aagctttcaa
cctttagttt
tacctttaaa
aggttagacc
cgcaccataa
ttgggegtac
cccactcecee
cectteaccet
ggcttegatt
tgtgggatat
attccaacag

agtacctgat

geccagectta
atgtgccaac
tcagtttaaa
aaatctaaca
ccattcaaat
acgectecte
atcaatcget
atggcaatgg
atttcctege
ceccacgggea
gcatcctttg
attatgggta
atttgttttt
ccacagaaac
gcegggaaate
aacgaagcga
tetegetgge
cgggctggea
ttacgttcta
agctattaaa
gatatatatt
ttttacacta
aatttttatce
accgatctaa
gccacgaaag
ataaccatce
geggacacag
tececteget
cetetgettg
cccagatctg
gettgtaaga
cctegtttet

gcagaatggt

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

1680

1740

1800

1860

1920

1980



10

gcgtectatt
tgattccaac
cttttggect
gtagctgetg
atatggtgta
tetggcaacg
cacacctgee
ctagcatata
gttgatgctg
cegtgectat
tgtaattteca
getttgttet
tgatatgcat
cacctgttga
aatatttgtce
gggagtggca
tatcttatag
tggtttectt

caacattaca

agatggaacc
aggctegttt
cgttgtaagg
gtctcattag
tacgtactag
cctgatccac
gcctagaaaa
tgtttgtaat
tagttetgece
ctgttaaact
ctgcttatag
atacacatgce
gctcagaaat
acatgcatgt
gccegetagt
tcatgetget
tgttecetttt
gcagatccag

attactattt

<210>3
<211> 397
<212> ADN

<213> Cestum veneris
<220>
<221> promotor

<222> (1)..(397)

<400> 3

ES 2624276 T3

ttgatettga
cttaggectg
tccatccaga
atttggatct
tttgetggte
gcegttageta
getgeagega
taatatgatg
tgaattgttg
ctagggtgtg
taatgcaatt
ttagctatta
atgtagatgt
tettgteget
tcatttttga
actgtacctt
cttttectece
agtattttta

acataaacc

tgcatctaac
ttegtetggt
tcggagtaga
gcatgggttg
ttattttttt
gagtggattt
gaactctaat
gatgaatatg
aggctgtage
tgatttagce
cacctttget
tctgatgage
gtggctecctg
tatctttatt
actaaaccgt
acggtggcaa
ttggtetact

caacaattac

45

cttgatcttg
tegtecagatc
atcgaatgat
aacatatgta
agcctgattg
tagttecttg
taaatttgga
tgcttcagag
ttctgectga
ggtgacggtg
tgaacatgca
atgcactgtt
ctcggttgtt
atatattacc
gacaaataaa
ctacatcttg
gttatatget

caacaacaac

ttegetgtga
agtttcgttg
ttattatacg
ttcataatta
cttectgectt
tttacgegge
tetacatgtg
ttgagttcct
ttaaaatgca
gtttaatatg
ttgtcttgtt
ttgttctgtt
ctttatcatc
ttegtteteg
atagaacgta
agcacgcata
tacctttttt

aaacaacaaa

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3089



10

tggcagacaa
cgegtgaaat
gtcectacea
attegtggec
gcaatgacgt
tcagtectata

gtcctagaga

<210> 4
<211> 2195
<212> ADN

<213> Zea mays
<220>
<221> promotor

<222> (1)..(2195)

<400> 4

agtggcagac
aatgcgtetg
cgatggaaaa
gacaggtggg
aagggcttac
aatacttage

gagaaagaga

ES 2624276 T3

atactgtcce
acaaaggtta
actgtgecagt
ggtccaccat
gaaataagta
cectecctea

gcaagtagece

acaaatgaag
ggtcggetge
cggtttgget
gtgaaggcat
agggtagttt
ttgttaaggg

tagaagt

46

atggaatctg
ctttaatcaa
ttttetgacg
cttcagacte
gggaaatgtc

agcaaaatct

taaaagaaaa
taccaaagtg
aacaaataag
caataatgga
cactcacceg

cagagagata

60

120

180

240

300

360

397



ccaaaagtct
aaagagaaca
tecctecteat
gggccaaaaa
acagaaaatc
caatgagctg
caatttgett
caagctttte
tatcgatgtt
tccatecttt
tacatttcct
aggtctgage
tcagtgctaa
aacaatatte
caaatgtgtt
gcagctcaat
gttaagatat
gagcaccaaa
tectcategtg
tgtagagtat
cagccagcca
gggacecgaga
gctgaacage
tgtttcatta
tataattcat
tattgttact

tccgagcaaa

tgaaaaaatt
ccactttett
ccaacctttt
gatccatgta
cattatgaaa
aaaatatctg
tctcttgatc
caatctatca
atccataagg
caacattttt
gctectecaca
cteccagcaaa
gacacatggg
ttgtactgeca
gggatgtcaa
tatagagttg
taaaatcacc
ccgetgaaaa
ttcttegttg
attccatttg
tgtggcactc
tattttactg
acacaccatg
tcttttateca
ttgacttttt
ttttgttgta

aaaaaatatt

ES 2624276 T3

cagcggggag
gatctcttct
catcggcaaa
aatggaagtg
aagtgaatgg
gtattattct
ccttetgeag
gaatctgaga
tatttcttga
ttgttcaate
ggtaaggacg
gctcacatat
aacatgacca
agtctegtta
gtatatagac
aataaagtgc
tccecaccaac
ccggaaatgt
tccaccacgg
cgaccgagcec
ctacgtatac
ctgtggttgt
cgtecagata
tatatatata
tatccacega
atattgttta

aatatttaga

gccattaggg
aaagagaaat
tttttcatag
gccacctggt
attttaaact
catcacccte
ccaccatgtt
tggctgcaat
acttcttata
ttttttgttt
agctttcaaa
ctaaagtcce
gaaaaaaaaa
tgggctageca
tattcatcag
tccatetatt
atttaaagtg
ttagcacgtt
ccecacgggec
gagcatcgat
tacgtgaggt
gtgagagata
gagaaagctt
acacatatta
tgctegtttt
gcatataata

ttacgagcce

47

caggggtact
gttttgtaag
agatattaga
tgatacctce
cttettttte
attaatgaat
tcttaaatte
ctctetecatt
tttccctteg
ttttecttte
aaaccttctg
tettettagt
atcatattta
aaggaatcta
ttccaactct
tgttcttate
caccatttaa
ggcageggge
aacgctecte
ccagccacac
gagattcact
ataaagcatt
tctetettta
aatgattctt
attaaaaaaa
aactttgata

attaattaat

gttatgtttt
aaagatcctg
ggcaagagag
ctcatcttea
ttcecttttg
ctgtccctag
cactccatat
ttctcaagga
acatttatat
caaacatcga
ctttaaagte
tgggacagag
gcccagagac
cccaacttet
atcaaactgt
ctcatatttg
agtggctege
cectttteta
catcctgtag
tggccactge
cacatgggat
tatgacgatt
ttecgecatgea
cgttccaatt
atattataat
ctagtatgtt

tatattcgag

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



10

acaagcgaag
cttgctataa
aggaggaacg
cgtectecte
tgaggcggat
ctaccaccac
aggcgggcecg
gtceggtgte
cgegtgtegt

acagctagat

<210>5
<211> 1993
<212> ADN

<213> Zea mays
<220>
<221> promotor

<222> (1)..(1993)

<400> 5

caaagcaaag
acgaggcagc
aacggacagg
ctectegetg
ctegtegace
cactgctaga
ccgecgecgg
ggacaccatg
cgtegttatt

catecggtgea

ES 2624276 T3

caagctaatg
tagacgcgac
ttgttgcaca
teccteggegt
gcaacaccga
gctgeggegg
tgccaccaaa
gceggegetea
ttgcgecatag

gacggegtte

ttgcececctge
tecgactecate
gaagcgacag
tgcaggcage
gacggaggta
ctgctgtcac
gcaagcggceg
tggccaaggg
gcgeggacat

atcecc

48

tgtgecatgea
agcctcatca
atctgcetttce
tcagtegeceg
cgacgcggec
ggtteccegee
gcacccgcag
caaggttegt

acacgtgett

gaggcccget
acctcgacga
gcgcccaaaa
ccegetgetec
gtecgtegtea
gcccegecge
aggaggagcc
atagtacgcg

tagctagcta

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2195



ctgcagtgcea
agttataaaa
tectttataca
tatcagtgtt
gtattttgac
ttttgcaaat
gtttagggtt
agcctctaaa
taaaatagaa
aactaaggaa
cgagtctaac
cggcacggca
acttgctecg
ggcaggegge
gctecttege

ttececcaace

ccegteggea
ttectetagat
ttgtgttaga
ctgtacgtca
gatggctcta
agggtttggt
atcttttcat
tagatcggag
tgtgtgtgec
aggataggta
cgcttggttg
gaatactgtt
acatcttecat
gttgatgtgg
tctaaccttg
tgatatactt
catacgctat

gttacttetg

<210>6

gegtgaceeg
aattaccaca
tatatttaaa
ttagagaatc
aacaggactc
agcttcacct
aatggttttt
ttaagaaaac
taaaataaag
acatttttect
ggacaccaac
tctetgtege
ctgtecggeat
ctectectece
ttteccttec
tegtgttgtt
ceteegette
cggegttecg
teccgtgtttg
gacacgttcet
gcecegtteecge
ttgeccetttt
getttttttt
tagaattctg
atacatattc
tacatgttga
tgatgatgtg
tcaaactacc
agttacgagt
gttttactga
agtacctatc
ggatgatggce
ttatttgett

cag

ES 2624276 T3

gtegtgeecee
tatttttttt
ctttactcta
atataaatga
tacagtttta
atataatact
atagactaat
taaaactcta
tgactaaaaa
tgtttcgagt
cagcgaacca
tgcctctgga
ccagaaattg
tectcacggea
tegeeecgecg
cggagcgceac
aaggtacgcc
gtccatggtt
tgttagatcc
gattgctaac
agacgggatc
cctttattte
gtettggttyg
tttcaaacta
atagttacga
tgegggtttt
gtgtggttgg
tggtgtattt
ttaagatgga
tgcatataca
tattataata
atatgcagca

ggtactgttt

tctctagaga
gtcacacttg
cgaataatat
acagttagac
tetttttagt
tcatccattt
ttttttagta
ttttagtttt
ttaaacaaat
agataatgcc
gcagegtege
ccectetega
cgtggcggag
ccggcageta
taataaatag
acacacacaa
gctegtecte
agggcccggt
gtgctgetag
ttgeccagtgt
gatttcatga
aatatatgcc
tgatgatgtg
cctggtggat
attgaagatg
actgatgcat
gcggtegtte
attaattttg
tggaaatatc
tgatggcata
aacaagtatg
gctatatgtg

cttttgtega

49

taatgagcat
tttgaagtgce
aatctatagt
atggtctaaa
gtgcatgtgt
tattagtaca
catctatttt
tttatttaat
accctttaag
agcctgttaa
gtcgggcecaa
gagttcecget
cggcagacgt
cgggggattc
acacccecte

ccagatctec

ccecccecece
agttctactt
cgttegtaca
ttectetttgg
ttttttttgt
gtgcacttgt
gtctggttgg
ttattaattt
atggatggaa
atacagagat
attcgttcta
gaactgtatg
gatctaggat
tgcagecatct
ttttataatt
gattttttta

tgctcacccet

tgcatgtcta
agtttatcta
actacaataa
ggacaattga
tcteettttt
tccatttagg
attctatttt
aatttagata
aaattaaaaa
acgccgtega
gcgaagcaga
ccacegttgg
gagccggcac
ctttecccace
cacaccctcet

cccaaatcca

cctetctace
ctgttcatgt
cggatgcgac
ggaatcctgg
ttegttgeat
ttgtegggte
geggtegtte
tggatctgta
atatcgatct
getttttgtt
gatcggagta
tgtgtgtcat
aggtatacat
attcatatge
attttgatct
gccctgectt

gttgtttggt

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

1680

1740

1800

1860

1920

1980

1993



10

<211> 1992
<212> ADN

<213> Zea mays

<220>

<221> promotor

<222> (1)..(1992)

<400> 6

ctgcagtgca
agttataaaa
tcetttataca
tatcagtgtt
gtattttgac
ttttgcaaat
gtttagggtt
agcctctaaa

taaaatagaa

gegtgaceeg
aattaccaca
tatatttaaa
ttagagaatc
aacaggactc
agcttcacct
aatggttttt
ttaagaaaac

taaaataaag

ES 2624276 T3

gtegtgecee
tatttttttt
ctttactcta
atataaatga
tacagtttta
atataatact
atagactaat
taaaactcta

tgactaaaaa

tctctagaga
gtcacacttg
cgaataatat
acagttagac
tetttttagt
tecatccattt
ttttttagta
ttttagtttt

ttaaacaaat

50

taatgagcat
tttgaagtgce
aatctatagt
atggtctaaa
gtgcatgtgt
tattagtaca
catctatttt
tttatttaat

accctttaag

tgcatgtcta
agtttatcta
actacaataa
ggacaattga
tecteettttt
tccatttagg
attctatttt
aatttagata

aaattaaaaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540



10

aactaaggaa
cgagtctaac
cggcacggca
acttgctecyg
ggcaggcgge
gctecttege
ttececcaace
ccegteggea
tctctagate
tgtgttagat
tgtacgtcag
atggctctag
gggtttggtt
tctttteatg
agatcggagt
gtgtgtgcca
ggataggtat
gcttggttgt
aatactgttt
catcttcata
ttgatgtggg
ctaaccttga
gatatacttg
atacgctatt

ttacttctge

<210>7
<211> 1894
<212> ADN

<220>
<221> promotor

<222> (1)..(1894)

<400>7

acatttttet
ggacaccaac
tctetgtege
ctgteggeat
ctectectece
tttcecttec
tegtgttgtt
cctecegette
ggcgttcegg
cegtgtttgt
acacgttctg
ccgtteccgea
tgcectttte
cttttttttg
agaattctgt
tacatattca
acatgttgat
gatgatgtgg
caaactacct
gttacgagtt
ttttactgat
gtacctatct
gatgatggca
tatttgettg

ag

<213> Oryza sativa

ES 2624276 T3

tgtttegagt
cagcgaacca
tgcctctgga
ccagaaattg
tctcacggeca
tegececgecg
cggagcgcac
aaggtacgcc
tccatggtta
gttagatccg
attgctaact
gacgggatcg
ctttatttca
tecttggttgt
ttcaaactac
tagttacgaa
gegggtttta
tgtggttggg
ggtgtattta
taagatggat
gcatatacat
attataataa
tatgcagcag

gtactgttte

agataatgcce
gcagcgtege
ccectetega
cgtggcggag
ccggcagceta
taataaatag
acacacacaa
gctegtecte
gggcccggta
tgctgctage
tgccagtgtt
atttcatgat
atatatgceg
gatgatgtgg
ctggtggatt
ttgaagatga
ctgatgcata
cggtegttca
ttaattttgg
ggaaatatcg
gatggcatat
acaagtatgt
ctatatgtgg

ttttgtcgat

51

agcctgttaa
gtcgggccaa
gagttccget
cggcagacgt
cgggggattc
acacccccte
ccagatctec
cceceececec
gttctacttc
gttcgtacac
tctetttggg
tttttttgtt
tgcacttgtt
tetggttggg
tattaatttt
tggatggaaa
tacagagatg
ttegttetag
aactgtatgt
atctaggata
gcagcatcta
tttataatta
atttttttag

gctcacectg

acgccgtega
gcgaagcaga
ccaccgttgg
gagccggcac
cttteccace
cacaccctct
cccaaatcca
ctctctacct
tgttcatgtt
ggatgcgacce
gaatcctggg
tcgttgcata
tgtegggtca
cggtegttet
ggatctgtat
tatcgatcta
ctttttgtte
atcggagtag
gtgtgtcata
ggtatacatg
ttcatatgct
ttttgatctt
cecctgectte

ttgtttggtg

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

1992



ttccaaaatt
ccggcaagtt
ttgecttattt
caatctcectaa
agatcagtgt
tgcttaaaga
aaagaaggcc
tgcttteccct
ccaactggag
agcttcagga
atctgggtgt
tttgtatgtt
gagaaactgt
ctagettett
tttggaaggt
ctttgatctt
tgcttctcac
ttagttaagce
tttggttggt
ttgattecatc
tecgagcaatc
tttactcgat
ttgettatgt
ccaagtettt
aagttcagct
ttggatttac
tatgtgaatc
tcagcgtgtg
tctatcaatt
aatcagetga
cttctgeatce

tcteettttt

<210> 8
<211> 2557
<212> ADN

aagcacacac
gacttcagtt
ttttcataac
acatacttta
ttctaggcac
atatacatgt
agtggccttt
ttgecttcte
ctctecttte
ccaattttag
gtgtagagtt
ctctctttga
gatgcttgge
tetctattta
ttcagttttt
gtgaggagac
tttgtgatga
aaatcgaaat
tetttttttt
tacccatctg
tetgeacate
cactctatac
caaatgatgg
catcatettt
tttttetett
atgtataaaa
acgatctcag
atgtagtact
tctecatgcaa
gagtttgtge
tatcaaactt

tgttgatcag

ES 2624276 T3

atttgcaaga
attctgcaga
ttgctaggtt
gcagtgcecta
aaattacaca
aaagatgtct
gcagctaagce
ctattaatcce
ctacteccaag
ctaggttata
ctttgttaag
ggaaaagaaa
ttccagtttg
tgtagcaagg
tegttettte
aggagaaaag
gttttctttg
tgctagettt
cetttttgtg
gttetttgag
tgaaagtttt
ttgcatctag
gatagatatt
ttetttettt
gttttaccce
catgcttgaa
atctctcagt
gtaaatcact
gttttagttg
tgttctttaa
ctcatgcaat

ttgagagcaa

actagctagg
tgtactaaac
gcttataact
caaagtacaa
agatagaaaa
aaatagctat
tagctagcta
tctgcaccte
aaacgaaggt
tatctctttg
gcactgatte
ccetttteet
atgcttettt
attctttecg
ttgaaattte
gaagaagcta
gtcaattctt
tccatgettt
gagacgtgct
ctttettttt
gtttcettgag
gctectttet
gteccagtet
tttatgagca
tctttageta
tttgttagat
atagttgaat
actagatctt
tttectttaat
tcattaccag
gtttttgetg

gaag

52

catgcatata
acataacaag
ccagcecttet
acaactaaat
aaggagaggt
aaatgggtaa
gcecttette
acacagcagce
agagaaagaa
cgtgctaatg
agctgcagtt
gtgcttegag
gttcagattg
gecccagtgat
tcttettgee
gtttcectgeg
agctagatat
cttaaacatg
gttcttgeat
cgcttettee
actacttttg
aaataggcga
ccaaatttga
aaaatcatcet
tagctggttt
cgatcacttt
tcattaattt
tcatcagtct
ceggtetcete
atcttteate

ttctttgate

tgataattaa
ggatgatcag
ggacatcgac
acctetetge
tataaattcet
gcaagatagc
ctctetttec
agaaaaccca
agatcagatc
tgttttagtt
tagattcaag
ttcttgcaaa
gaaattcttc
cctggtttet
ttaggcagat
gccgaccetcet
gctaagatag
attcttcaga
cttatcectte
cttcattatt
ctagatcttg
tgattgaget
teccatatceg
ttttetttea
cttattcctt
atacacatac
cttagatcga
cttttetgea
tetetttttt
agtactctet

tgatctctgg

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

1680

1740

1800

1860

1894



ES 2624276 T3

<213> Zea mays

<220>
<221> promotor

<222> (1)..(2557)

53

<400> 8
ttgcacatga caacaattgt aagaggatgg agaccacaac gatccaacaa tacttctgeg 60
acgggctgtg aagtatagag aagttaaacg cccaaaagec attgtgtttg gaatttttag 120
ttattctatt tttcatgatg tatcttcctce taacatgect taatttgecaa atttggtata 180
actactgatt gaaaatatat gtatgtaaaa aaatactaag catatttgtg aagctaaaca 240
tgatgttatt taagaaaata tgttgttaac agaataagat taatatcgaa atggaaacat 300
ctgtaaatta gaatcatctt acaagctaag agatgttcac gctttgagaa acttcttcag 360
atcatgaccg tagaagtage tctcecaagac tcaacgaagg ctgetgecaat tecacaaatg 420
catgacatgce atccttgtaa cegtcegtege cgcectataaac acggataact caattcecctg 480
ctccatcaat ttagaaatga gcaagcaagc acccgatcge tcaccccata tgcaccaatce 540
tgactcccaa gctctgttte gecattagtac cgeccagcact ccacctatag ctaccaattg 600
agacctttce agectaageca gatcgattga tcgttagagt caaagagttg gtggtacggg 660
tactttaact accatggaat gatggggcegt gatgtagage ggaaagcegec tccctacgeg 720
gaacaacacc ctegccatge cgectcgacta cagectcecte ctegteggeg ccacaacgag 780
ggagcccgtg gtegcageca ccgaccagca tgtctcectgtg tectegtecg acctegacat 840
gtcatggcaa acagtecggac gccagcacca gactgacgac atgagtctet gaagagecceg 900
ccacctagaa agatccgagc cctgectgetg gtagtggtaa ccattttcegt cgecgetgacg 960
cggagagcga gaggccagaa atttatageg actgacgctg tggcaggcac getatcggag 1020
gttacgacgt ggcgggtcac tcgacgcgga gttcacaggt cctatccecttg categetegg 1080
cgcggagttt acggggactt atccttacga cgtgectctaa ggttgecgata acgggcecggag 1140
gaaggcegtgt ggegtgegga gacggtttat acacgtagtg tgegggagtg tgtttegtag 1200
acgcgggaaa gcacgacgac ttacgaaggt tagtggagga ggaggacaca ctaaaatcag 1260
gacgcaagaa actcttctat tatagtagta gagaagagat tataggagtg tgggttgatt 1320
ctaaagaaaa tcgacgcagg acaaccgtca aaacgggtge tttaatatag tagatatata 1380
tatatagaga gagagagaaa gtacaaagga tgcatttgtg tctgcatatg atcggagtat 1440
tactaacgge cgtcgtaaga aggtccatca tgegtggage gagcccattt ggttggttgt 1500
caggccgcag ttaaggcctce catatatgat tgtegtcggg cccataacag catctectcece 1560
accagtttat tgtaagaata aattaagtag agatatttgt cgtcgggcag aagaaacttg 1620
gacaagaaga agaagcaagc taggccaatt tecttgececgge aagaggaaga tagtggecte 1680



10

tagtttatat
cgegtgtttg
tcaagcacgg
tgaaagcaac
catgcaataa
tgcgagcaat
aaagaggcta
tectccaace
ttggctagag
ttatatttaa
ctgectggatt
tcaggagaca
acggcgegtt
gaggtgtcca

tcaagagatc

<210>9
<211> 2315
<212> ADN

<213> Zea mays
<220>
<221> promotor

<222> (1)..(2315)

<400>9

atcggegtga
gtgtgtgteca
catgcatagt
ggcgggeata
ttcagggaat
ttteccgecact
aaatcctcte
cttecgattt
gtcgtatggg
taaggacagg
attactaaat
agtggggcat
gcccatacat
tggtgctcaa

gagettettt

ES 2624276 T3

tgatgatgct
atggcegtcca
atatgtatag
tttttcagtg
tegtecageca
caggagggct
cttatttaat
tatggctcte
gttgttaata
caaagtatta
cgaaatggac
tggaccggtt
catgcctcecca
gctcagccaa

tgcaccacaa

cctagctaga
tccttecate
cttgttttag
getgtagett
attgaggtag
agtttgagag
tttaaataag
aaactagcat
gcatagcetag
cttacaaata
gtaatattecc
cttgcaagca
tecgatgatce
gcaaataaga

ggtcgag

54

aatgagagaa
agatcagaac
tgtggetttg
tcaggectgaa
ctagtcaact
tccaaaaact
tagtgtattt
tcagtctaat
ctacaagtta
aagaataaag
aggcaagaat
agagcctatg
atcctcactt

cgacttgttt

gaaaaacgga
gatgaaaaag
ctgagacgaa
agagacgtgg
tgtacattgg
ataggagatt
gtattttaac
gcatgcatge
accgggtett
ctaggacgaa
aattgttcga
gcgtggtgac
gctataaaaa

cattgattct

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2557



cttagaggca
gcaaggtggt
attaactctc
agagtgtgtt
agttggaagt
gtttatatac
ttcacatttg
aagtttttat
attttagttt
agcaaggtca
ttttagaage

taattattcg

acccaagata
tcaactatta
aaccttgtgg
tggtttaget
cgtttagtte
actctgttta
tgttcctaat
taaaattgct
taatttattg
aggtgttttt
aggaaaacag

catctetttg
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ggtgaaagat
ttctgagatg
aaattcgtta
gtgagttttc
aaactgttgt
aatatatctc
attttttaca
tttatttcat
tatctattta
tcaaagtagt
aaccaaacag

gtcatgttta

aagctacctt
tttattggga
ccaactgggt
tcctatgaaa
gagttatcca
ttaatcagta
aataaatcat
ttattataaa
ttaatataac
tgtggaaaag
accctaaaaa

agaggctgga

55

tgtcacaatt
ccattgagga
tgcataggat
aaactgttgt
ctgtaaacaa
tatataatta
tgtttaatte
catttaattg
gaacttcgat
ctgaacccct
tgtgtgaatt

atagatcaac

gaagattecgt
cctttgagta
ttcatgatta
gagaaaaaat
attgtatatt
aaaaactaat
catttgtaat
ttttaatcect
aagaaacaaa
tttattcaac
tttagcaggt

tgcaagaaca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720



10

catagcagag
ctctettetg
aggtgccgga
attattgaaa
tcatgecatg
gtegaggatce
aggtcatteg
taacaaatgc
ttaaaattct
gcatgttcac
gtgcacggtce
ttatcectat
gtatgcatac
acttcttgtt
gttcactttt
ttaaatgtta
actgcaccct
actccgatge
aaattcttge
getacccaat
aacagcaccg
ctcteccaggt
ccggceageta
gcggttacceg
teccegtgeac
accegegeac

ctcecaaccat

<210> 10
<211> 2071
<212> ADN

<220>
<221> promotor

<222> (1)..(2071)

tggatagggg
cattggattg
ttgatggagt
gagaacattt
gccecgatcagt
tagcgatgta
atggttttte
attagaccat
tctttttgtg
cgcetgecaag
ggcgccaatg
atgtatggtg
caagaattaa
caggttgaac
ttttttectt
atggaaacaa
caaccacatc
agcctacttg
gatcececcega
tagccaacgg
agccaagcca
ccecttgega
acagcagcaa
ccgatcacat
agccacacac
tgcattgatc

ctegetteeg

<213> Oryza sativa

ES 2624276 T3

9999999999
cctttttegg
gatatataag
gcattgctac
tetttactta
atggtgttag
tattttcaat
aattctgtaa
tggatatcce
tgccaacaac
gaggagacac
cecttegtag
atatactttt
acttatttgg
atcctectag
aaaattatcet
ctgcaaacag
ctaacagacg
atccagcatt
aataacacaa
aaaaggagca
ttgeccgecag
gccaagccaa
gcccaaggcece
acacccgece
accaatcgeca

tgcttagett

gg9g9999aggg

tactctattt
tttgatgtgt
tgtttgecata
gctcecgatgta
gacacgtggt
tacctagcat
atatgtacat
aacccaaatc
acatcgeate
ctgtacggtg
aatgacacce
tcttgaacca
aacaataaaa
gaaactaaat
acaaagacga
acaccctege
ccctetecac
aactgctaag
gaaggcaggt
aggaggagca
cagtagcaga
aaaggagcct
gegectttee
gccaacgact
tecgcageage

ceege

56

tegtegtcete
aaaacttaaa
ttttcacata
tgggaaaatt
atgcacaatg
tagctactaa
tatctcattt
ttaagcacac
cacctctcete
gtgcatatcet
ccettggtag
cttatcecta
caataattta
tgeccgagttce
tttaaaatca
ctcttagcca
cacatcccte
atcctgcaaa
ggacgcccte
gagcagtgac
agcccaagec
cacccctete
cagccgcagce
gaacgccgag
cceccatcect

acgagcagca

cctatctgac
agtacaaatg
agtgacaagt
gagaattgta
ttgatagtat
tataaatgta
ctaattgtga
agtctatatt
ttcaatcegt
ttgttggett
aacaacatcc
caatagccat
ttatagcgge
ctaaccacag
taaatttaat
cagccgecte
cagattctte
gcattectce
tccacatect
aaagcacgtc
gcagccgeag
cacatccect
cggttecgtt
ggccgecegt
atttgaaccce

cgecegtgecg

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2315
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<400> 10

tccatgetgt cctactactt gettcatecce cttcetacatt ttgttetggt ttttggectg 60
catttcggat catgatgtat gtgatttcca atctgctgeca atatgaatgg agactctgtg 120
ctaaccatca acaacatgaa atgcttatga ggcctttget gagcagccaa tcettgectgt 180
gtttatgtcect tcacaggecg aattectcetg ttttgttttt caccectcaat atttggaaac 240
atttatctag gttgtttgtg tccaggecta taaatcatac atgatgttgt cgtattggat 300
gtgaatgtgg tggegtgttc agtgecttgg atttgagttt gatgagagtt gettcetgggt 360
caccactcac cattatcgat gctcctctte agcataaggt aaaagtctte cctgtttacg 420
ttattttace cactatggtt gecttgggttg gttttttect gattgettat gecatggaaa 480
gtcatttgat atgttgaact tgaattaact gtagaattgt atacatgttc catttgtgtt 540
gtacttectt cttttectatt agtagectca gatgagtgtg aaaaaaacag attatataac 600
ttgeccctata aatcatttga aaaaaatatt gtacagtgag aaattgatat atagtgaatt 660
tttaagagca tgttttccta aagaagtata tattttctat gtacaaagge cattgaagta 720
attgtagata caggataatg tagacttttt ggacttacac tgctaccttt aagtaacaat 780
catgagcaat agtgttgcaa tgatatttag gctgcatteg tttactctet tgatttecat 840
gagcacgctt cccaaactgt taaactetgt gttttttgee aaaaaaaaat gecataggaaa 900
gttgctttta aaaaatcata tcaatccatt ttttaagtta tagctaatac ttaattaate 960
atgcgctaat aagtcactct gtttttegta ctagagagat tgttttgaac cagcactcaa 1020
gaacacagcc ttaacccagce caaataatgc tacaacctac cagtccacac ctcttgtaaa 1080
gcatttgttg catggaaaag ctaagatgac agcaacctgt tcaggaaaac aactgacaag 1140
gtcataggga gagggagcett ttggaaaggt gecgtgecagt tcaaacaatt agttageagt 1200
agggtgttgg tttttgcteca cagcaataag aagttaatca tggtgtagge aacccaaata 1260
aaacaccaaa atatgcacaa ggcagtttgt tgtattctgt agtacagaca aaactaaaag 1320
taatgaaaga agatgtggtg ttagaaaagg aaacaatatc atgagtaatg tgtgggcatt 1380
atgggaccac gaaataaaaa gaacattttg atgagtcgtg tatcctcgat gagectcaaa 1440
agttctetca cecececggataa gaaaccctta agecaatgtge aaagtttgea ttetecactg 1500
acataatgca aaataagata tcatcgatga catagcaact catgcatcat atcatgecte 1560
tctcaaccta ttcatteccta ctcatctaca taagtatcett cagctaaatg ttagaacata 1620
aacccataag tcacgtttga tgagtattag gecgtgacaca tgacaaatca cagactcaag 1680
caagataaag caaaatgatg tgtacataaa actccagagc tatatgtcat attgcaaaaa 1740
gaggagagct tataagacaa ggcatgactc acaaaaattce atttgecttt cgtgtcaaaa 1800
agaggagggc tttacattat ccatgtcata ttgcaaaaga aagagagaaa gaacaacaca 1860
atgctgegte aattatacat atctgtatgt ccatcattat tcatccacct ttegtgtace 1920

acacttcata tatcatgagt cacttcatgt ctggacatta acaaactcta tcttaacatt 1980

tagatgcaag agcctttatc tcactataaa tgcacgatga tttctcattg tttctcacaa 2040

aaagcattca gttcattagt cctacaacaa c¢ 2071

57



10

15

20

25

<210> 11
<211> 194
<212> ADN

ES 2624276 T3

<213> Virus del mosaico de la escrofularia

<220>

<221> potenciador

<222> (1)..(194)

<400> 11

agctgettgt ggggaccaga caaaaaagga atggtgcaga attgttagge gecacctacca
aaagcatctt tgcctttatt gecaaagataa agcagattcce tctagtacaa gtggggaaca

aaataacgtg gaaaagaget gtectgacag cecactcact aatgegtatg acgaacgeag

tgacgaccac aaaa

<210> 12
<211> 293
<212> ADN

<213> Virus del mosaico de la coliflor

<220>

<221> potenciador

<222> (1)..(293)

<400> 12

acttttcaac
cactttattg
aaaggaaagg
cccacgagga

tgatgtgata

<210> 13
<211> 68
<212> ADN

aaagggtaat
tgaagatagt
ctatcgttga
gcatcgtgga

tectecactga

atccggaaac ctcctceggat
ggaaaaggaa ggtggctcct
agatgecctcet geccgacagtg
aaaagaagac gttccaacca

cgtaagggat gacgaacaat

58

tccattgeec
acaaatgcca
gtcccaaaga
cgtcttcaaa

cccactatec

agctatctgt
tcattgcgat
tggaccccca
gcaagtggat

tte

60

120

180

194

60

120

180

240

293



10

15

20
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<213> Virus del mosaico del tabaco

<220>
<221> potenciador

<222> (1)..(68)

<400> 13

gtatttttac aacaattacc aacaacaaca aacaacaaac aacattacaa ttactattta

cataaacc

<210> 14
<211> 2221
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Gen GUS optimizado de maiz
<220>
<221>gen

<222> (1)..(2221)

<400> 14

59

60

68



atggtacgte
ttcagtctgg
gaaagccggg
cgtaattatg
ggccagcegta
aatcaggaag
tatgttattg
cagactatce
ttccatgatt
aacacctggg
tetgttgact
tatggtgtat
gatctttcta
gcattttecag
ttgaactctg
cgatctattg
atacgttagg
tcaggtggtg
tgcaactgga
gggtgaaggt
ctaccegett
ccacaaaccg
aggattcgat
ctectacegt

tggcategtg

ctgtagaaac
atcgcgaaaa
caattgctgt
cgggcaacgt
tegtgetgeg
tgatggagca
ccgggaaaag
cgccgggaat
tctttaacta
tggacgatat
ggcaggtacc
aggctctggg
tggccactta
tecattttete
cagcaatctt
cattcatctg
tgtaattgaa
gccaatggtg
caaggcacta
tatctctatg
cgegteggea
ttctacttta
aacgtgctga
acctcegecatt

gtgattgatg
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cccaaccegt
ctgtggaatt
gccaggcagt
ctggtatcag
tttecgatgeg
tcagggegge
tgtacgtatc
ggtgattacc
tgccggaatce
caccgtggtg
aagctgegaa
ttttctgttt
gtagtatatt
ttcgacgttg
agaaaattag
aatttctgca
gtttattttt
atgtcagegt
gcgggacttt
aactgtgegt
tccggtcagt
ctggetttgg
tggtgcacga
acccttacge

aaactgctge

gaaatcaaaa
gatcagegtt
tttaacgatc
cgegaagtet
gtcactcatt
tatacgccat
accgtttgtg
gacgaaaacg
catcgecageg
acgcatgtcg
tcttegtttt
tttgtatcte
tcaaaaatte
tttttaagee
ggttttgagg
tatatgtctt
caagagtgtt
tgaactgegt
gcaagtggtg
cacagccaaa
ggcagtgaag
tegtcatgaa
ccacgecatta
tgaagagatg

tgteggettt

60

aactcgacgg
ggtgggaaag
agttcgecga
ttataccgaa
acggcaaagt
ttgaagcecga
tgaacaacga
gcaagaaaaa
taatgctcta
cgcaagactg
tttaaggaat
ttaggatttt
tccaatcegag
tgggtattac
tttcgattte
agatttctga
attttttgtt
gatgcggatc
aatccgecacc
agccagacag
ggcgaacagt
gatgeggact
atggactgga
ctecgactggg

aacctctcectt

cctgtgggea
cgcgttacaa
tgcagatatt
aggttgggca
gtgggtcaat
tgtcacgeceg
actgaactgg
gcagtcttac
caccacgceceg
taaccacgcg
tetegatett
gtaaattcca
ttecttecatte
tcctatttag
tctaggtaac
taagcttacg
tctgaatttt
aacaggtggt
tectggecaace
agtgtgatat
tcctgattaa
tgcgtggcaa
ttggggccaa
cagatgaaca

taggcattgg

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



10

15

tttcgaageg
tcagcaagceg
cgtggtgatg
tttegegeca
caatgtaatg
cctgaacegt
actggaaaaa
atacggcgtg
gtatcagtgt
cggtgaacag
cggtaacaag
gcaaaaacgce

a

ggcaacaagc
cacttacagg
tggagtattg
ctggcggaag
ttectgegacyg
tattacggat
gaacttctgg
gatacgttag
gcatggctgg
gtatggaatt
aaagggatct

tggactggea

ES 2624276 T3

cgaaagaact
cgattaaaga
ccaacgaacc
caacgcgtaa
ctcacaccga
ggtatgtcca
cctggcagga
ccgggctgea
atatgtatca
tegeegattt
tcactegega

tgaacttegg

<210> 15
<211> 2226
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Endoglucanasa optimizada de maiz
<220>
<221>gen

<222> (1) .. (2226)

<400> 15

gtacagcgaa
gctgatageg
ggataccegt
actcgacceg
taccatcage
aagcggcgat
gaaactgcat
ctcaatgtac
cegegtettt
tgcgaccteg
ccgcaaaccg

tgaaaaacceg

61

gaggcagtca
cgtgacaaaa
ccgcaaggtg
acgegtecga
gatctctttg
ttggaaacgg
cagccgatta
accgacatgt
gatcgcgtca
caaggcatat
aagtcggcgg

cagcagggag

acggggaaac
accacccaag
cacgggaata
tcacctgegt
atgtgctgtg
cagagaaggt
tcatcaccga
ggagtgaaga
gcgecegtegt
tgegegttgg
cttttectget

gcaaacaatg

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2221



atgecgegtge
acccagggceg
ggtgctcgec
atcaacagcg
tcceceggtgg
gccctegaga
gccggcaaga
aacaacgcga
gaccaggcca
gccatcgaca
accgcegetg

ggcccaggea

tgctegttge
ctctggacag
aggatggcgce
ccaaggccga
agtactgggt
acgccagcegg
cgttcaatga
tcaccgecge
gcectgggcag
gcgeccacege
ccagcctgaa

cccagaccett

ES 2624276 T3

gctggecctg
cgcegtgact
caagaccagc
caaggaggge
gaacagcagc
ccagageget
cgcgaagege
tgtgaacgcc
cagctgggcet
cgtgaagaac
cgcegegate

cegegacate

ctggetetgg
gcgetecaat
ggcttcacca
gtccgcactt
gtgctgggeg
atcgacgeeg
cacggcacca
aagaacggcg
accggegete
aacgccaacg
gccaccttea

accgetgecee

62

cegettetge
ccgetatcac
gcgcecaggt
ctgctaacgg
cgttcaatgce
cctacctgge
ccccagacag
tccagacege
agttcaacgc
ccaccaaggc
ccaccgeegt

agctegtgge

gacctctgece
caccttcage
gaccgecectg
cgacgacgtg
tgccatcacce
tctecatecag
gaccgeecte
cgctgacaag
cctgaacacc
cagcgtggac
caccaacaac

cgagatcaag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720



10

atcggctgga
gtggaccaga
ctgaagaacg
ggcgctceega
tacgecegtgg
accttcatga
atcgccegetg
aggaccccegg
aacagctact
cgcatcctga
accctgecag
tacaacttecg
gacaccagcec
atceccggtga
cagtgggcceg
gacaacggcg
accttcacct
acgccaccca
acctaccagt
gagctgteeg
ttcaccaccg
tggtggaacg
tggaacagcg
tececgtgtteca
gtgaacgacc

aagtga

acctgggcaa
tggaacgcgg
ccggettcaa
actacaccat
acaacgacat
acagcaacgc
ccttcaagga
gcagcagcaa
acccgatctt
tgatcaaccc
ccgactecge
ccctgaacaa
caatcaccgg
tcateggega
agtactacgt
tgaccagcgg
acaacgccct
ccectecgge
tecggecaccea
gcacgaatct
cgecgaacge
agaaggagat
gcaccaagac
ccgcccagec

tgggcatcgt
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cagcctggac
ctggggcaac
cgccateege
ccgcaccgac
gtacatcatce
cgctgecgge
ctacaacgag
cgagtggaac
cgtgaacact
ctacgccgee
cgccaacaag
ggacagcagce
ccegatcgac
gtteggegee
gtcctacgee
ctctggegag
gctgaacgge
caccccaace
ggaggacggce
gacgaccgcce
cagcatgcac
cctgggcaac
cctgaccate
gagcectgege

gtecegecaac

<210> 16
<211> 1590
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Gen CBHI optimizado de maiz

<220>

gcccacaacg
ccagccacca
atcceggtgt
tggatgaccce
ctgaacacce
aaggccgect
aagctgatcet
ggeggcaceg
gtgcgcagea
agcatggaag
ctgatcgtgt
atcaacacct
cgctactaca
atgaacaaga
cagagcaagg
ctgtteggee
atgatgageg
ccgccaacca
gttteccecca
aagaccacgg
tttgtgtgge
accggcaacc
ccgetgaceg
atcatcatcg

ctgacccagg

63

gcttecegge
ccaaggcgaa
cctggaccaa
gcgtgaagga
accacgacga
tccagaagct
tegagggect
acgaggagcg
gcggcggcaa
ccgtggecat
ccttecacag
ggtccagcag
acaagttegt
acaacgaggc
gcatcaagtg
tgctgaaceg
gcaccggcegg
ccatcaccgg
actacaccca
gcgeccaagcet
agggtccage
catctgetac
ccaacagcegt
cctactacaa

acgagctgaa

caacccaacc
catcaccgeg
ggccgccage
gatcgtcaac
ggacgtgetg
gtgggagcag
gaacgagcca
caacaacctg
caacggcaag
gaacgcccetg
ctaccagecyg
cagctccgge
gtccecaggge
tgtgegegee
cttetggtgg
caccaacaac
cactgtgecce
caacctggge
ggctgtgtgg
ggtgctggtg
taatagccetg
gggcgttace
gaaggactac
cggcggcaac

ggccgaggee

780

840

9200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2226



<221>gen

<222> (1)..(1590)

<400> 16

atgecgegtge
cagatcggca
ggcggttect
cacggcegtga
gacacggacg
tacggcatca
ggcagccgea
caggagttca
tacttcgtga
gcccagtacyg
ggccaggeca
aaccacggceg
ctgaccccac
ggcacctact
ccgtaccgec
ccgatcaccg
gagatccgee
agcggegtgt
ggcgagaceg
gccggeatgg
gacagcacct
accacctegg
agcgacatcc
tcctecacca
teccacctcta
acgggtccaa

cagtgectga

<210> 17
<211> 1596
<212> ADN

tgctegtgge
cctacaccge
gcacgaccaa
acaccagcac
ctteectgege
ccacctecgg
cctacctgat
ccttcacegt
cgatggacge
gtgtgggcta
acgtggaggg
cctgetgege
acccatgega
ccagcgaccqg
tgggcgtgac
tggtgaccca
gctactacgt
ccggcaacgt
ccagcettcag
tgectggtgat
acccgaccaa
gcgaccccaa
gegtgggcce
ccaccgccag
ccggcaccgg
cgacttgege

gcgagaagga

ES 2624276 T3

cctggeectg
cgagacccac
cagcggcgcec
caactgctac
ccaggactgce
caacagcctg
ggccgacaac
cgacgtgtcc
cgacggcgge
ctgegacage
ctggaccceg
cgagctggac
caccccaggce
ctacgeccgge
cgacttctac
gttegtgace
ccagaacggc
gatcaacagc
caagcacggc
gagcctgtgg
cgccaccggg
gaccgtcegag
gttcaactce
cggcaccacce
cgttgetgec
cteceggeace

cgagetgtga

ctggctettg
ccaagcctga
atcacccttg
acgggtaaca
gcgcettgatg
cgectgaact
acccactacce
cacctgcect
gtgtccaagt
cagtgeccega
agcagcaaca
atctgggagg
ctgtetgtgt
acctgecgace
ggcagcggea
gacgacggca
gtggtgatce
gacttctgeg
ggcctggeca
gacgactact
acgccaggceg
agccagagcg
acgttcagcecg
accaccaagg
cattggggce

acctgecaceg

64

ctgeccagege
gctggtccac
atgcgaactg
cgtggaacac
gcgcecgacta
tegtgacegg
agatcttcga
gcggectgaa
acccgaacaa
gggacctgaa
acgccaacac
ccaacagcat
gcaccaccga
cagacggctg
agaccgtgga
ccagcaccgg
cgcagccgag
acgccgagat
agatgggcge
ccgtgaacat
ctgccagggg
gcagcagcta
gtggctctag
cctecageac
agtgeggtgg

tggtcaatcce

cacctctecag
ctgcaagagce
gegetgggtg
cgecatcectge
ctceggecace
cagcaatgtg
cctgctgaac
cggcgeccte
caaggctgge
gttecatecgee
cggectggge
cagcgaggec
cgcctgegge
cgacttcaac
caccaccaag
caccctgage
cagcaagatc
cagcacctte
tggcatggaa
getgtggetg
cagctgccca
cgtgacctte
cacgggegge
gtctactage

ccagggetgg

gtactactce

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

1590



10

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> CBHI optimizado de maiz
<220>
<221>gen

<222> (1)..(1596)

<400> 17

ES 2624276 T3

65



10

atgegegtge
cagatcggeca
ggcggttect
cacggcgtga
gacacggacg
tacggcatca
ggcageccgea
caggagttca
tacttcegtga
gcccagtacyg
ggccaggceca
aaccacggceg
ctgaccccac
ggcacctact
ccgtaccgec
ccgatcaccg
gagatccgee
agcggegtgt
ggcgagaceg
gccggcatgg
gacagcacct
accacctegg
agcgacatcce
tcctecacca
teccaccteta
acgggtccaa

cagtgectgg

tgctegtgge
cctacaccge
gcacgaccaa
acaccagcac
cttectgege
ccaccteegg
cctacctgat
ccttecacegt
cgatggacge
gtgtgggcta
acgtggaggg
cctgetgege
acccatgcga
ccagcgaceg
tgggcgtgac
tggtgaccca
gctactacgt
ccggcaacgt
ccagcttcag
tgctggtgat
acccgaccaa
gcgaccccaa
gegtgggecece
ccaccgcecag
ccggcaccgg
cgacttgege

acgagctgaa

<210> 18
<211> 1943
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>iARN de R1 de maiz

ES 2624276 T3

cectggeccetg
cgagacccac
cagcggcgece
caactgctac
ccaggactge
caacagcctg
ggccgacaac
cgacgtgtce
cgacggcgge
ctgcgacage
ctggacccceg
cgagctggac
cacccecaggce
ctacgecgge
cgacttctac
gttegtgace
ccagaacggce
gatcaacage
caagcacggce
gagcctgtgg
cgccaccggg
gaccgtcgag
gttcaactce
cggcaccace
cgttgetgee
cteceggeace

ggccgaggece

ctggctettg
ccaagectga
atcacccttg
acgggtaaca
gegettgatg
cgectgaact
acccactace
cacctgecct
gtgtccaagt
cagtgcceccga
agcagcaaca
atctgggagg
ctgtetgtgt
acctgegace
ggcagcggea
gacgacggca
gtggtgatce
gacttctgeg
ggcctggeca
gacgactact
acgccaggceg
agccagagcg
acgttcageg
accaccaagg
cattggggce
acctgcaccg

aagtga

66

ctgccagege
gctggtecac
atgcgaactg
cgtggaacac
gcgecgacta
tegtgacegg
agatcttcga
gcggectgaa
acccgaacaa
gggacctgaa
acgccaacac
ccaacagcat
gcaccaccga
cagacggcetg
agaccgtgga
ccagcaccgg
cgcagccgag
acgccgagat
agatgggcge
ccgtgaacat
ctgccagggg
gcagcagcta
gtggectcectag
cctecageac
agtgeggtgg

tggtcaatcce

cacctctecag
ctgcaagagce
gegetgggtg
cgeccatcectge
cteceggecace
cagcaatgtg
cctgcectgaac
cggecgeccte
caaggctgge
gttecatcgee
cggcctggge
cagcgaggece
cgecctgegge
cgacttcaac
caccaccaag
caccctgage
cagcaagatc
cagcacctte
tggcatggaa
gctgtggetg
cagctgccca
cgtgacctte
cacgggegge
gtctactage

ccagggctgg

gtactactce

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

1596



ES 2624276 T3

<220>
<221>gen
<222> (1)..(1943)

67

<400> 18
gatgaccttg actctcccaa gttacttggt tacccaageca agccaattgg tctetteata 60
aggcaatcaa tcatcttceg ttccgactce aacggtgagg acctggaagg ttatgetgga 120
gcaggattat atgatagegt accgatggat gaggaggatg aggttgtact tgattacaca 180
actgaccctce ttatagtaga ccgtggattc cgaagctcaa tcctcectcaag catagcacgg 240
gctggcecatg ccatcgagga gcetatacggt tctectcagg acgtcgaggg agtagtgaag 300
gatggaaaaa tctatgtagt ccagacaaga ctcgagaccc agctttcttg tacaaagtgg 360
ttggcgeccaa agggcgaatt cactagtaag cttgggcccg cggcecegecagg tatgttgett 420
ccattgccaa actgttccct tttacccata ggcectgattga tettggetgt gtgatttttt 480
gettgggttt ttgagctgat tcagecggege ttgcagecte ttgatcecgtgg tettggeteg 540
cccatttett gegattettt ggtgggtegt cagectgaate ttgcaggagt ttttgcetgac 600
atgttcttgg gtttactget ttcggtaaat ctgaaccaag aggggggttt ctgctgeagt 660
ttagtgggtt tactatgagc ggattegggg tttcgaggaa aaccggcaaa aaacctcaaa 720
tecctegaccet ttagttttge tgeccacgttg ctececgeccca ttgcagagtt ctttttgece 780
ccaaattttt ttttacttgg tgcagtaaga atcgcgeccte agtgatttte tegactegta 840
gtcegttgat actgtgtcett gettatcact tgttetgett aatctttttt gettectgag 900
gaatgtcttg gtgcctgteg gtggatggeg aaccaaaaat gaagggtttt tgttttttga 960
actgagaaaa atctttgggt ttttggttgg attctttcat ggagtcgcga ccttcegtat 1020
tcttetettt gatctcececceg cttgeggatt cataatatte ggaacttcat gttggetcetg 1080
cttaatctgt agccaaatct tcatatctecc agggatcttt cgetctgtec tatceggattt 1140
aggaattagg atctaactgg tgctaatact aaagggtaat ttggaaccat gccattataa 1200
ttttgcaaag tttgaggtat gccatcggta tctcaatgat acttactaaa acccaacaaa 1260
tccatttgat aaagctggtt cttttatcce tttgaaaaca ttgtcagagt atattggtte 1320
aggttgattt attttgaatc agtactcgca ctctgecttcg taaaccatag atgcectttcag 1380
ttgtgtagat gaaacagctg tttttagtta tgttttgatec ttccaatget tttgtgtgat 1440
gttattagtg ttgatttage atggctttcc tgttcagaga tagtcttgeca atgettagtg 1500
atggctgttg actaattatt cttgtgcaag tgagtggttt tggtacgtgt tgctaagtgt 1560
aacctttett tgcagggcge caaccacttt gtacaagaaa gectgggtctc gagtcttgte 1620
tggactacat agatttttce atccttcact actcectega cgtectgagg agaaccgtat 1680



10

15

20

agctcctega
cggtctacta
ggtacgctat
gaacggaaga

aacttgggag

<210> 19
<211> 561
<212> ADN

<220>

<220>

<221>gen

<222> (1)..(561)

<400> 19

atggctagea
aacggcagceg
aagggctgga
ccaageggea
tacgtggtgg
agcgacggeg
ggcaacaaca
accaacaaca
ttgggcagca

agcaacgtga

<210> 20
<211> 1848
<212> ADN

tggcatggee
taagagggtc
catataatcc
tgattgattg

agtcaaggtce

<213> Secuencia artificial

ccgactactg
acggcaacta
ccaccggcag
acggctactt
acagctgggg
gcacctacga
ccaccttcac
ccatcacctt
gctggageta

cegtgtggta

<213> Secuencia artificial

ES 2624276 T3

agccegtget atgettgaga ggattgaget teggaatcca

agttgtgtaa tcaagtacaa cctcatcctcec ctcatccate

tgctccageca taaccttceca ggtcectcacce gttggagteg

ccttatgaag agaccaattg gecttgettgg gtaaccaagt

atc

<223> Xilanasa optimizada de maiz

gcaaaactgg
cagegtgage
cgctaccagg
ggctttgtac
cacctacagg
catctacacc
ccaattctgg
cagcaaccat
ccaagtgttg

g

accgacggceg
tggagcaact
gtgatcaact
ggctggaceca
ccaaccggca
accaccagga
agcgtgaggce
gtgaacgctt

gctacecgagg

68

gcggeaccegt
geggeaactt
acaacgctgg
ggaacagctt
cctacaaggg
ccaacgcetec
aaagcaagag
ggaagagcaa

gctaccaaag

gaacgctacc
cgtggtggge
cgetttecage
gatcgagtac
caccgtgace
aagcatcgac
gccaatcgge
gggcatgaac

cagecggctac

1740

1800

1860

1920

1943

60

120

180

240

300

360

420

480

540

561



10

<220>

<223> Gen cry1Ab optimizado de maiz
<220>
<221>gen

<222> (1)..(1848)

<400> 20

atggacaaca accccaacat caacgagtge atceccctaca actgectgag caacccegag

gtggaggtgc tgggcggcga gcgcatcgag accggctaca cccccatcga catcagectg

ES 2624276 T3

69

60

120



agcctgacce
gtggacatca
gagcagttga
gagggcctga
cccaccaacce
ctgaccacceg
tacgtgcagg

cgctgggget

ggcaactaca
ccecgacagec
ctggacatcg
agccagctga
cgecggcageg
aacagcatca
atcatggcca
atgggcaacg
accctgagca
agcgtgcetgg
taccgecaaga
ccacctegac
agcaacagca
gagttcaaca
aacctgggca
cgccgcacca
cagcgctacce
atcgacggcc
ctgcagageg
agcagegtgt

cgcatcgagt

<210> 21
<211> 1002
<212> ADN

<213> Zea mays

<220>

agttecctget
tctggggcat
taaaccaacg
gcaacctgta
ccgecctgeg
ccateccecect
ccgccaacct
tcgacgecge
ccgaccacgce
gcgactggat
tgagcctgtt
cccgegagat
cccagggeat
ccatctacac
gcecccegtegg
ctgcacctca
gcaccctgta
acggcaccga
geggcaccegt
agggcttcag
gcgtgageat
acatcatccc
gcggcaccag
gcecccggeca
gcgtcecgeat
gccccatcaa
gcagctteeg
tcaccctgag

tegtgecege

ES 2624276 T3

gagcgagttc
ctteggecce
catagaggaa
ccaaatctac
cgaggagatg
gttegeegtg
gcacctgage
caccatcaac
cgtgcgetgg
caggtacaac
ccccaactac
ttacaccaac
cgagggcage
cgacgcccac
cttcagcgge
gcagcegcatce
cegtegaccet
gttegectac
ggacagcctg
ccaccgtetg
catccgtgeca
cagcagccag
cgtggtgaag
gatcagcacc
ccgetacgec
ccagggcaac
caccgtggge
cgcccacgtg

cgaggtgacce

gtgcceggeg
agccagtggg
ttcgecececgea
gccgagaget
cgcatccagt
cagaactacc
gtgctgcegeg
agccgcetaca
tacaacaccg
cagttcecgee
gacagccgea
ccegtgetgg
atccgcagee
cgeggegagt
ccecgagttca
gtggcacage
ttcaacatcg
ggcaccagca
gacgagatce
agccacgtga
cctatgttea
atcacccaga
ggccceggcet
ctgegegtga
agcaccacca
ttcagcgcca
ttcaccacce
ttcaacagcg

ttcgaggeeg

70

cceggettegt
acgccttect
accaggccat
tcegegagtyg
tcaacgacat
aggtgcccct
acgtcagegt
acgacctgac
gectggageg
gcgagcetgac
cctaccccat
agaacttcga
cccacctgat
actactggag
cctteccect
tgggccaggyg
gcatcaacaa
gcaacctgece
ccectcagaa
gcatgtteceg
gctggattca
tceccectgac
tcaceggegg
acatcaccgce
acctgcagtt
ccatgagcag
cctteaactt
gcaacgaggt

agtactag

gctgggectg
ggtgcagatce
cagccegectg
ggaggecgac
gaacagcgcece
gctgagegtg
gttecggecag
ccgectgate
cgtgtggggt
cctgacegtg
ccgecacegtg
cggcagctte
ggacatcctg
cggccaccag
gtacggcacg
agtgtaccge
ccagcagctg
cagcgccgtg
caacaacgtg
cagtggctte
ccegecagtgece
caagagcacc
cgacatcctg
cccectgage
ccacaccagc
cggcagcaac
cagcaacggc

gtacatcgac

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

1680

1740

1800

1848
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<221> terminador

<222> (1)..(1002)

<400> 21
geggettete ttcactcace tgcagagtge accgecaataa tcagettceg gatggtggeg 60
ttttgtcagt tttggatgga aatgccgaac tggcagegte tgtttteccet atgecatatgt 120
aatttecctge ctcetttatat tcactecttgt tgtcaagtecc aagtggaaaa tcttggcata 180
ttatacatat tgtaataata aacatcgtac aatctgcatg ctgttttgta ataattaatt 240
aatatcccag cccattggat ggacttgttt accaaggtgt tacttcagtc accctcetttt 300
agttgtgcta aacagtttct gattgatatt tttttattag agtaacctag tgcatttact 360
taagagaaat gatatctagt ggcactagtg attagtttge aaggttgaga acttgttact 420
cgctecctaga ggttaacact agcaagtgat tggagettag ggtttttett gaatttcact 480
agaaaaaata taaactagta tatcatgata tgcacttaag tctttttagt gttatctace 540
gacactcaaa aaggctttcet tgctactcat ttctcettact cctaaagcaa aaaaaaaata 600
gccaaatgac cctececcteta acaataatca taatgaaatce tcacctcetet tttaggtgea 660
atatttttgt gggagtgggt ctttttgggt gactgagggg ctctaggaag gggatcagta 720
gagatatcta gcaaggtgtc aagtgtattc ctgagatggt taggttttga acaccacaca 780
tgtttectgag gaggggectet cataagetcec ttaggcacte catctetcac aataggggtg 840
gcagatttgg gaggagtgag cttgacatgt ttggggtgga tgaaggtttc tctgaaggtt 900
ttaggccact acactcacca accttaccaa cacaagtgac actcccatcc ttagcagcaa 960
agcctaacce cgttcceccca gttecectet tgaactaact ga 1002

<210> 22

<211> 1001

<212> ADN

<213> Zea mays
<220>
<221> terminador

<222> (1)..(1001)

<400> 22
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gccatcagte
aggatggtgce
gtttcatgga
atcatgaata
gtcagttaat
cttatcetttt

aaaacttaca
tgataccegg
ttctatgaat
atatacatgt
cttatgecaga
gttttctgga
aaacaaaaat
ggtcaaagta
tagctgagtt
aataattatt

ttaacatggg

gttgaagetg
tgtctttcaa
ccagttgtgt
aatgttgttt
gttactaaat
tactgtatgt

gctaaaaaaa

accatcaggt
taagtcaaac
ttgattattt
accttttttt
gactagtggce
tacctagtgt
ggttttgttt
aagctagcta
ttttattage

atcagattgg

ES 2624276 T3

ctgetgtate
agtatttgta
tetegttace
gaatttaaac
tggttgectt
ttacttcagg
tgcagttttt
taggttagtt
ttgaaagtct
gttttgectat
ttgttctata
ttgettttte
aatctctttt
ggaaccctta
atgaactagt
taactatact

ctatgegttt

<210> 23
<211> 253
<212> ADN

<213> Agrobacterium tumefaciens
<220>
<221> terminador

<222> (1)..(253)

<400> 23

tgggttatet
tggtttgtgt
caaaactatc
tattegetga
ctaatttttg
ttectggecagt
cattttecatt
gtgcatagaa
ggctgaatat
tagctattta
tatcecatatce
gtatgtctaa
tataataatc
gagctaactg
tttgatatta
aaattttagt

gcaatcccat

agtgtctctg
cgtgagtegt
gtgcgacege
atattgttgt
tttactggtg
ctecatttttt
tgaagtttga
tcataaatat
agtttctatg
ctttggtgaa
ctagtactca
ttttttgett
ttgtaatgceg
ttagctagtt
gctgaggatg
agagagattc

a

ccattgecca
gactgagctg
atatggetta
tttttgtcat
tttgtcgcac
gtgactagtt
ttagagctat
taatcatgtt
aatcatattg
tctatatagg
gtagctctat
gaccattgca
tctacctata
gataaattat
tttgaaacct

caaacaggag

gatcgttcaa acatttggca ataaagtttce ttaagattga atcectgttge cggtettgeg

atgattatca tataatttct gttgaattac gttaagcatg taataattaa catgtaatge

atgacgttat ttatgagatg ggtttttatg attagagtcc cgcaattata catttaatac

gcgatagaaa acaaaatata gegegcaaac taggataaat tatcgegege ggtgtceatet

atgttactag atc

<210> 24
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<211> 1047
<212> ADN

<213> Zea mays

<220>
<221> terminador

<222> (1)..(1047)

<400> 24

gtccatgaca
agacgaccga
acgtcegtegt
tagtatgtaa
tettegetet
tagctageeg
tacgcatatg
tgcctgatcet
acacaccacc
ttttaagagg
aaaaaaaaaa
aaattatctce
tgtatagecct
gggctgtgaa
tttaggtecg
acgtgagttt
tegeceattt

tgtttatttg

<210> 25
<211> 1136
<212> ADN

<213> Oryza sativa

<220>

<221> terminador

aagtaaaacg
ccaataaaaa
cgtegttceeg
tgcatggagt
gctgtggtag
tectegategt
atgegtacgt
gcccategat
accagcagca
tataagatac
caaaattaaa
atgatttttg
tttcattage
ggagtcggat
atccgagtcc
taggcecegte
aataagacaa

tgaaatgtgt
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tacagagaca
taagccaagt
gatcgatcte
gtggagctac
cagatgtacc
atatgtactg
acgtgtgtat
ctctctegta
gtgacgctct
caaggagcac
gtcccaccaa
gatctgetceca
tttectgaaaa
gggcttccac
ggcatggtcc
ggctagcceg
acattgcaaa

attattt

cttgataata
ggaagtgaag
ggceggctag
tagctagctg
tagtcgatct
attaatctge
agtttgtget
ctccttectg
gcacgccgec
aaatctggag
agtagagata
aatagatcga
aaaaatggta
gtacttgttt
ggttecatac
agcacgaccc

aaatagctcet
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tctatctate
cttagctgta
ctagcagaac
gcegtteatt
tgtacgacga
agattgaata
catatatgcet
ttaaatgcct
gctttaagac
cactgggata
gtaaagaggt
tatggtatte
tgatgagtge
gtggecctag
gggctaggac
gtttttaaac

attttttatt

atctceggaga
tatacaccgt
gtgtacgtag
cgattataat
agaagctgge
aaaactacag
cctecatcace
tctttgacag
atgtaagata
ttgcaaagac
ggatggatta
aggtctatgt
ggagtagcta
tceggttcta
caagctegge
tggctaggac

taaaatatat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1047
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<222> (1)..(1136)

<400> 25
tgacatggat atgatgatca gctcatcttc tatatcttat getgttatge agacagacac 60
tactgatgtg gctatatata tagtatttgt gtgctgetge attttgttaa tcecttataa 120
attgctactt aattatctca tggagaattg gagagaccaa atgggcagag ctagctagtt 180
agctgtgcce aattaagaag ctaaatctat cagaagtgtg tactgatgag tgatgagtat 240
ttttcttcat ttgggatcaa attaaactaa gtaaaacata tatatttgac ttatgtttta 300
cgtgcatgca tgcatgetta attgtgtcac ctttggggat tcattttgta catatgtgceca 360
ccattttgtg tgtacaatge aggtttatat gacttttttce gcaattacac gatggcccat 420
gcacataacc accatgcaca ctgcacgtac atccacaagt gtgccccettt aacacaagge 480
aatacaccaa ataaattgta atgtgccact aaactttttt gaaagtgtaa cecgcgegtat 540
gcttecegtgg cttatatatg actctggtgg ctgacttcta gggcatgteg acctgageat 600
cttegtgtgg gtttegacte tctaattcecte ctggtectetg geagttgtgg aaggggegaa 660
actccagggt ttttgattac tetetttcecet cactcetcaag ggttectgaaa gtcatcectac 720
aggaagaccg tttgtggtct tectgetggeg tegetgtttt taggggttta ttaggagtgt 780
agtggagctt cgccaccacce ctccatctat ttaggagcaa catttttttg gtagtttttt 840
actttagcag tetttttgtt tetttetttg ttececttate cacatgcaat ggtegtetga 900
ctggttacgt tgtgtaacaa aaactctgct tttttctaat atactgacgt gcaatccettt 960
ggtgegtteg cgaaaagaaa gggggatcaa ttgcaagtat tttgtgggaa ttaaactttt 1020
cttgtgaaat tattgtaaaa ttccagcatt ctaaatgagce tctaatgtgt gataatttge 1080
attctctata tatattgaat aattcttttg ttgactagtt gggtgeccegt gegttg 1136

<210> 26

<211> 1803

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Gen de sacarosa isomerasa optimizado de maiz

<220>

<221>gen
<222> (1)..(1803)

74



<400> 26

atgecgegtge
agcegettea
ggcgtgtccg
agcttcaagg
gactacctga
aacaccgaca
atggacgact
gacgtggtgg
aaggacaacc
aacaactacc
tactacctge
agggaggagg
atggacaccg
ctccagaact
atgcaccaga
ccegetegagg
agcttcgacce
accctgagece
tggaacacgt

gacaggccag

agggctacce
agcctgageg
ggcaaggtga
cgcacceegt
ttcegecatca
agcatettee
tacggcacct
ctgaaccage
ctgecccaaga
gagccgaacg

tga

tgctegtgge
acccgatceg
cccaccecagt
acagcgacgg
aggccctggg
acggctacga
tcgaccgect
tgaaccacac
cgtaccgega
cgagcttett
actacttcgg
tgtacgacat
tggccacctt
tegectacac
aggtcctgge
aggccgetee
tgatccgect
agttccgeca
tettectecag
agtggaggac
cattcatcta
agttcgacga
agccagacgt
teccagtggag
acccgaacta
acttctaccg
accaggacct
agcgctacct
cectgageat

ccaccaccecet
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cctggeectg
cectgecgace
gtggtggaag
cgacggcatc
catcaacgcc
tatccgegac
gatcgccegag
cagcgacgag
ctactacatc
cggeggeage
cgtecagecag
gctgaggttce
cagcaagaac
ctacacccag
caagtacgac
gttcatcgac
cgacagggcc
gatcaacaac
caaccacgac
ccgeagegeae
ccagggcgac
tatcgaggtg
gttcctegag
caacaccgec
caagaacatc
ccagctgatc
ggacccgaac
ggtggtggtc
caagcagagc

cgagcttcag

ctggcteteg
acccacgagce
gaggcegttt
ggcgacctga
atctggatca
taccgcaaga
atgaagaagc
cacgagtggt
tggcgcegacyg
gectggeaga
ccggacctga
tggatcgaca
ceggecttec
ggccegaace
gtggtgtctg
cagegcegga
gtggaggaga
cgcectggtgg
aacccgaggg
aaggccetgg
gagctgggea
aagggcttet
aacgtgaagc
caggccggcet
aacgccgagg
gagctgaggce
aacaacgagg
aacttcaagg
ctgctegaga

ccctggecaga
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ccgetagege
cagcegtgge
tctaccaggt
agggcctgac
acccgcacta
tcatgaagga
gcgacatgeg
tegtggagag
gcaaggacgg
aggacaacgc
actgggacaa
agggcegtgtce
cggacctgac
tgcaccgcta
ccggegagat
aggaactgga
ggtggcgecg
acatggeccgg
cegtgtececa

ccaccctgge

tgaccaacta
ggcaggactt
agaccagcceg
tcaccacegg
agcagaccca
acgccaccce
tgctggecta
agaagccggt
geggecagaa

gcggcatcta

cacctcccac
cgtgaacgac
gtaccegege
cgagaagctg
cgacagcccg
atacggcacg
cctgatgatc
caagaagtcc
cacccagccg
cacccagcag
cccgaaagtg
cggcctgagg
cccgaagcag
catccaggag
ctteggegtyg
catggcctte
caacgactgg
ccagcacggce
ctteggegac

cctgacccag

ccegtteace
cgtggagact
cgacaacagce
caccecegtgg
gaacccggac
ggccttcace
caccegegag
ccactacgtg
ggacaaggte

tcagctgaac

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

1680

1740

1800

1803
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REIVINDICACIONES

1. Un método de expresar transitoriamente una secuencia de nucleétidos en una parte de planta de una
monocotiledénea in planta que comprende las etapas de:

a) agro-infiltracion de un vector binario que comprende al menos un casete de expresion que comprende al
menos una secuencia de nucleétidos operativamente unida a un promotor en una parte de planta de una
monocotileddnea in planta, en el que la parte de planta es tejido de hoja de una planta que tiene un maximo 25
dias de edad;

b) expresar transitoriamente dicha al menos una secuencia de nucleétidos en la parte de planta;

en el que dicho vector binario no comprende un virus o vector de virus y en el que se lleva a cabo la infiltracion de
hojas intactas individuales y en el que dicha agro-infiltracién se lleva a cabo usando una jeringa sin aguja.

2. El método de la reivindicacién 1, en el que el estadio de desarrollo de la planta es el estadio de dos hojas o el
estadio de tres hojas.

3. El método de la reivindicacion 1, en el que el tejido de hoja de planta joven no tiene mas de aproximadamente 5,
6,7, 8,90 10 dias de edad.

4. El método de la reivindicacion 1, en el que el promotor es un promotor constitutivo o de hoja preferido.

5. El método de la reivindicaciéon 1, en el que la secuencia de nucleétidos se expresa transitoriamente durante al
menos aproximadamente 5, 6, 7, 8, 9 o0 10 dias.

6. El método de la reivindicacion 1, en el que la planta monocotiledonea esta seleccionada del grupo que consiste
en: maiz, trigo, sorgo, cebada, mijo, avena, cafia de azucar y arroz.

7. El método de la reivindicacion 1, en el que el método comprende agro-infiliracion de 0,25 a 2 mililitros de un
liquido que comprende el casete de expresion.

8. El método de la reivindicacion 1, en el que dicho casete de expresion es mayor de 1,5 kilobases en tamario.
9. El método de la reivindicacion 1, en el que el método comprende agro-infiltracion de un vector binario.

10. El método de la reivindicacion 1, en el que la agro-infiltracion se lleva a cabo sobre la parte inferior de dicho
tejido de hoja de planta joven.

11. Un método de expresar transitoriamente una secuencia de nucleétidos de interés en una parte de planta in
planta que comprende las etapas de:

a) agro-infiltracién de un vector binario que comprende al menos un casete de expresion que comprende al
menos una secuencia de nucleétidos en una parte de planta de una planta de maiz in planta, en el que la parte
de planta es tejido de hoja de una planta que tiene un maximo 25 dias de edad;

b) expresar transitoriamente dicha al menos una secuencia de nucleétidos en la parte de planta;
en el que dicho vector binario no comprende un virus o vector de virus.

12. El método de la reivindicacion 10, en el que el tejido de hoja de planta joven es tejido de hoja de maiz V2 o V3.
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