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DESCRIPCION
Elementos reguladores de tubulina para su uso en plantas

Campo de la invencién

La invencion se refiere al campo de la biologia molecular de plantas y de la ingenieria genética en plantas, y a
moléculas polinucleotidicas utiles para la expresion de transgenes en plantas.

Antecedentes

Uno de los objetivos de la ingenieria genética en plantas es producir plantas con caracteristicas y rasgos
convenientes desde el punto de vista agrondmico. Una forma de lograr este objetivo es la expresion apropiada de un
transgén conveniente en una planta transgénica. Los elementos reguladores tales como promotores, lideres e
intrones, son moléculas polinucleotidicas no codificantes que desempefian una parte integral de la expresion global
de los genes en las células vivas. Los elementos reguladores aislados que actuan en plantas son, por lo tanto, utiles
para modificar los fenotipos de las plantas a través de procedimientos de ingenieria genética.

Estan disponibles muchos elementos reguladores utiles para proporcionar una buena expresion global de un
transgén. Por ejemplo, los promotores constitutivos tales como P-FMV, el promotor del transcrito 35S del virus del
mosaico de Figwort (Patente de Estados Unidos n.° 6.051.753); 35S de P-CaMV, el promotor del transcrito de ARN
358 del virus del mosaico de la coliflor (Patente de Estados Unidos 5.530.196); P-Rice Actina 1, el promotor del gen
de la actina 1 de Oryza sativa (Patente de Estados Unidos 5.641.876) y P-NOS, el promotor del gen de la nopalina
sintasa de Agrobacterium tumefaciens son conocidos por proporcionar algin nivel de expresion génica en la mayor
parte o en todos los tejidos de una planta durante la mayor parte o toda la vida de la planta. Aunque trabajos
anteriores han proporcionado varios elementos reguladores utiles para influir en la expresién génica en plantas
transgénicas, sigue habiendo una gran necesidad de nuevos elementos reguladores con caracteristicas de
expresion beneficiosas. Muchos elementos reguladores identificados anteriormente no logran proporcionar los
patrones o niveles de expresion necesarios para materializar plenamente los beneficios de la expresion de genes
seleccionados en plantas de cultivo transgénicas.

La organizacioén espacial dentro de la célula eucariota y los movimientos dirigidos de los contenidos celulares estan
mediados por el citoesqueleto, una red de polimeros proteicos filamentosos que se extienden por citosol. La tubulina
es una de las tres familias principales de proteinas que componen el citoesqueleto. Se han descrito miembros de
esta familia multigénica en casi todas las especies eucariotas incluyendo levaduras, seres humanos, ratén,
Drosophila, tabaco, maiz, arroz, soja, patata y Arabidopsis. En los eucariotas superiores existen dos tipos de
proteinas tubulina, la a- y la B-tubulina. Dos familias génicas codifican las a- y B-tubulinas vegetales, cada una
constituida por varios isotipos distintos.

Los inventores han formulado la hipotesis de que un promotor procedente de un gen de a-tubulina podria tener un
patron de expresion constitutivo y que el promotor y los elementos reguladores podrian ser Utiles para dirigir la
expresion de un transgén tal como un transgén de la 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS) resistente a
glifosato, para producir una planta tolerante a glifosato. La produccion eficaz de plantas tolerantes a glifosato
requiere el uso de un promotor y de elementos reguladores que tengan la capacidad de dirigir la expresion del
transgén en todos los tejidos, incluyendo los érganos reproductores mas sensibles tales como las anteras y los
tejidos meristematicos. La presente invencion proporciona asi tales promotores y elementos reguladores aislados a
partir de un gen de o-tubulina de Oryza sativa.

Sumario

Por lo tanto, la invencién proporciona moléculas polinucleotidicas aisladas de Oryza sativa utiles para modular la
expresion de transgenes en plantas, en particular

(1) una construccion de ADN que comprende una molécula polinucleotidica que tiene actividad reguladora de
genes 'y

(i) que comprende una secuencia polinucleotidica de SEQ ID NO: 1, o

(i) que consiste en una secuencia polinucleotidica con al menos el 98 % de identidad de secuencia con la
secuencia polinucleotidica de longitud completa de SEQ ID NO: 1 que proporciona expresion en estructuras
florales en desarrollo,

en la que dicha molécula polinucleotidica esta unida operativamente a un transgén de interés;

(2) una planta transgénica que comprende la construccion de ADN como se define en (1) anterior;

(3) una semilla de dicha planta transgénica como se define en (2) anterior, que comprende la construccion de
ADN de (1) anterior;

(4) una molécula polinucleotidica aislada que tiene actividad reguladora de genes y

(i) que comprende una secuencia polinucleotidica de SEQ ID NO: 1, o
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(i) que consiste en una secuencia polinucleotidica con al menos el 98 % de identidad de secuencia con la
secuencia polinucleotidica de longitud completa de SEQ ID NO: 1, que proporciona expresion en estructuras
florales en desarrollo; y (5) un procedimiento de inhibicion del crecimiento de malas hierbas en un campo de
plantas de cultivo transgénicas tolerantes a glifosato, que comprende:

(i) plantar las plantas transgénicas transformadas con un casete de expresién que comprende una
molécula polinucleotidica que tiene actividad reguladora de genes y que comprende una secuencia
polinucleotidica de SEQ ID NO: 1, y esta unida operativamente a una molécula de ADN que codifica un
gen de tolerancia a glifosato y

(ii) aplicar glifosato al campo a una tasa de aplicacion que inhiba el crecimiento de malas hierbas, en la
que el crecimiento y la produccion de la planta de cultivo transgénica no esta sustancialmente afectada
por la aplicacién de glifosato.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1: mapa del plasmido pMON77978. Se muestran los elementos genéticos y su posicion relativa. P =
promotor; | = Intrén; L = 5° UTR; RC = regién codificante; T = region 3’ mas secuencia cadena abajo; nptll = gen
de resistencia a kanamicina para seleccion vegetal y microbiana.

Figura 2: mapa del plasmido pMON70453. Se muestran los elementos genéticos y su posicion relativa. P =
promotor; | = Intron; L = 5 UTR; ST = secuencia de péptido de transito; RC = region codificante; T = region 3’
mas secuencia cadena abajo; CP4 = gen de resistencia a glifosato para la seleccion de plantas; SPC/STR = aad
para la selecciéon microbiana; se muestran los bordes derecho e izquierdo de ADN-T.

Descripcion detallada

Las siguientes definiciones y procedimientos se proporcionan para definir mejor la presente invencion y para guiar a
los expertos en la materia en la practica de la presente invencién. A menos que se indique otra cosa, los expertos en
la materia deben entender los términos de acuerdo con el uso convencional.

La invencion desvelada en el presente documento proporciona moléculas polinucleotidicas procedentes de Oryza
sativa que tienen actividad reguladora de genes. El disefio, construccion y uso de estas moléculas polinucleotidicas
son un objeto de la invencién. Las secuencias polinucleotidicas de estas moléculas polinucleotidicas se
proporcionan en SEQ ID NO: 1. Estas moléculas polinucleotidicas tienen la capacidad de afectar la transcripcion de
moléculas polinucleotidicas transcribibles unidas operativamente tanto en tejidos vegetativos como reproductivos
vegetales y, por lo tanto, pueden regular de forma selectiva la expresion de transgenes en estos tejidos.

Como se usa en el presente documento, la expresion “molécula polinucleotidica” se refiere al ADN o ARN mono o
bicatenario de origen gendémico o sintético, es decir, un polimero de bases desoxirribonuclecotidicas o
ribonucleotidicas, respectivamente, leido desde el extremo 5’ (cadena arriba) al extremo 3’ (cadena abajo).

Como se usa en el presente documento, la expresién “secuencia polinucleotidica” se refiere a la secuencia de una
molécula polinucleotidica. Se utiliza la nomenclatura para bases de ADN expuesta en 37 CFR § 1.822.

Como se usa en el presente documento, la expresion “actividad reguladora de genes” se refiere a una molécula
polinucleotidica que tiene la capacidad de afectar la transcripciéon o la traduccién de una molécula polinucleotidica
transcribible unida operativamente. Una molécula polinucleotidica aislada que tiene actividad reguladora de genes
puede proporcionar expresion temporal o espacial, o modular los niveles y tasas de expresién de la molécula
polinucleotidica transcribible unida operativamente. Una molécula polinucleotidica aislada que tiene actividad
reguladora de genes puede comprender un promotor, un intrén, un lider o una regiéon 3’ de terminacion de la
transcripcion.

Como se usa en el presente documento, el término “promotor” se refiere a una molécula polinucleotidica que esta
implicada en el reconocimiento y la unioén de la ARN polimerasa ll, y otras proteinas (factores de transcripcion que
actian en trans), para iniciar la transcripcion. Un “promotor vegetal” es un promotor nativo o no nativo que es
funcional en células vegetales. Un promotor vegetal puede utilizarse como un elemento regulador 5’ para modular la
expresion de un gen o genes unidos operativamente. Los promotores vegetales pueden definirse por su patron de
expresion temporal, espacial o del desarrollo.

Como se usa en el presente documento, la expresion “dominio potenciador” se refiere a un elemento regulador
transcripcional que actua en cis, también conocido como elemento en cis, que otorga un aspecto del control global
de la expresion génica. Un dominio potenciador puede actuar uniendo factores de transcripcion, factores proteicos
que actuan en frans que regulan la transcripcion. Algunos dominios potenciadores se unen a mas de un factor de
transcripcion y los factores de transcripcion pueden interactuar con distintas afinidades con mas de un dominio
potenciador. Los dominios potenciadores pueden identificarse mediante varias técnicas, incluyendo el analisis por
delecion, es decir, delecionando uno o mas nucleétidos del extremo 5’ o internos en un promotor; analisis de
proteinas de union a ADN utilizando huella de DNasa |, interferencia por metilacion, ensayos de cambio de movilidad
en electroforesis, huella genémica in vivo por PCR mediada por ligamiento y otros ensayos convencionales; o por
analisis de similitud de secuencias de ADN con motivos de elementos en cis por procedimientos convencionales de
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comparacion de secuencias de ADN. La estructura fina de un dominio potenciador puede estudiarse adicionalmente
por mutagénesis (o sustitucion) de uno o mas nucleétidos, o por otros procedimientos convencionales. Los dominios
potenciadores pueden obtenerse por sintesis quimica o por aislamiento a partir de promotores que incluyen tales
elementos, y pueden sintetizarse con nucleétidos flanqueantes adicionales que contengan sitios de enzimas de
restriccion Utiles para facilitar la manipulacién posterior. Por lo tanto, se describe en el presente documento el
disefio, construccion y uso de dominios potenciadores de acuerdo con los procedimientos desvelados en el presente
documento para la modulacion de la expresion de moléculas polinucleotidicas unidas operativamente.

Como se usa en el presente documento, el término “quimérico” se refiere al producto de la fusién de porciones de
dos o mas moléculas polinucleotidicas distintas. Como se usa en el presente documento, la expresién “promotor
quimérico” se refiere a un promotor producido a través de la manipulacion de promotores conocidos u otras
moléculas polinucleotidicas. Tales promotores quiméricos pueden combinar dominios potenciadores que pueden
otorgar o modular la expresion génica de uno o mas promotores, por ejemplo, fusionando un dominio potenciador
heterélogo procedente de un primer promotor con un segundo promotor con sus propios elementos reguladores
parciales o completos. Por lo tanto, se describe en el presente documento el disefio, construccion y uso de
promotores quiméricos de acuerdo con los procedimientos desvelados en el presente documento para la modulacién
de la expresion de moléculas polinucleotidicas unidas operativamente.

Como se usa en el presente documento, la expresion “identidad de secuencia porcentual” se refiere al porcentaje de
nucledtidos idénticos en una secuencia polinucleotidica lineal de una molécula polinucleotidica de referencia (o su
cadena complementaria) comparada con una molécula polinucleotidica de prueba (o su cadena complementaria),
cuando las dos secuencias sea alinean de forma &ptima (con inserciones, deleciones o huecos de nucleétidos
apropiados que totalizan menos del 20 por ciento de la secuencia de referencia a lo largo de una ventana de
comparacion). El alineamiento 6ptimo de secuencias para el alinear una ventana de comparacion es bien conocido
para los expertos en la materia y puede realizarse mediante herramientas tales como el algoritmo de homologia local
de Smith y Waterman, el algoritmo de alineamiento de homologia de Needleman y Wunsch, el procedimiento de
busqueda de similitud de Pearson y Lipman y, preferentemente, mediante implementaciones computarizadas de
estos algoritmos tales como GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA, disponibles como parte del GCG® Wisconsin
Package® (Accelrys Inc., Burlington, MA). Una “fraccion de identidad” para segmentos alineados de una secuencia
de prueba y de una secuencia de referencia es el nimero de componentes idénticos que comparten las dos
secuencias alineadas dividido por el numero total de componentes en el segmento de la secuencia de referencia, es
decir, la secuencia de referencia completa o una parte definida mas pequefia de la secuencia de referencia. La
identidad de secuencia porcentual esta representada como la fraccion de identidad multiplicada por 100. La
comparacion de las secuencias polinucleotidicas es con respecto a una secuencia polinucleotidica de longitud
completa.

Por lo tanto, un aspecto descrito en el presente documento es una molécula polinucleotidica que tiene al menos el
98 % o el 99 % de identidad de secuencia con una secuencia polinucleotidica descrita en el presente documento.
También se contemplan moléculas polinucleotidicas que tienen la capacidad de regular la transcripcion de moléculas
polinuclectidicas transcribibles unidas operativamente y tienen una identidad de secuencia porcentual sustancial con
las secuencias polinucleotidicas de las moléculas polinucleotidicas descritas en el presente documento.

Aislamiento de promotores y procedimientos de modificacion

Pueden utilizarse para aislar fragmentos de un promotor desvelado en el presente documento cualquier cantidad de
procedimientos bien conocidos para los expertos en la materia. Por ejemplo, puede utilizarse la tecnologia de PCR
(reaccion en cadena de la polimerasa) para amplificar regiones flanqueantes a partir de una biblioteca genémica de
una planta, utilizando informacién de secuencia disponible de forma publica. Los expertos en la materia conocen
varios procedimientos para amplificar moléculas polinucleotidicas desconocidas adyacentes a una region central de
una secuencia polinucleotidica conocida. Los procedimientos incluyen, pero sin limitacion, PCR inversa (IPCR), PCR
vectorette, PCR en forma de Y y estrategias de desplazamiento gendmico. Los fragmentos de polinucleétido también
pueden obtenerse por otras técnicas tales como sintetizando de forma directa el fragmento por medios quimicos,
como se practica cominmente utilizando un sintetizador de oligonucleétidos automatizado. Para la presente
invencion, las moléculas polinucleotidicas se aislaron a partir de ADN gendémico disefiando cebadores de PCR
basados en la informacién de secuencia disponible.

Los promotores quiméricos nuevos pueden disefiarse o modificarse por ingenieria genética mediante varios
procedimientos. Por ejemplo, puede producirse un promotor quimérico fusionando un dominio potenciador de un
primer promotor con un segundo promotor. El promotor quimérico resultante puede tener propiedades de expresion
nuevas con respecto al primer o segundo promotor. Los promotores quiméricos nuevos pueden construirse de forma
que el dominio potenciador del primer promotor esté fusionado con extremo 5, con el extremo 3' o en cualquier
posicion interna del segundo promotor. EI emplazamiento de la fusion del dominio potenciador con respecto al
segundo promotor puede provocar que el promotor quimérico resultante tenga propiedades de expresion nuevas con
respecto a una fusién hecha en un emplazamiento distinto.

Los expertos en la materia estan familiarizados con los materiales de referencia convencionales que describen las
condiciones especificas y los procedimientos para la construccion, manipulacién y aislamiento de macromoléculas



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 638 554 T3

(por ejemplo, moléculas polinucleotidicas, plasmidos), asi como la generacion de organismos recombinantes y la
exploracion y aislamiento de moléculas polinucleotidicas.

Construcciones

Como se usa en el presente documento, el término “construccién” se refiere a cualquier molécula polinucleotidica
recombinante tal como un plasmido, césmido, virus, molécula polinucleotidica de replicacion autbnoma, fago o
molécula polinucleotidica de ADN o ARN monocatenaria o bicatenaria lineal o circular, obtenida de cualquier fuente,
que tenga capacidad de integrarse en el genoma o de replicarse de forma auténoma, que comprenda una molécula
polinucleotidica en donde una o mas moléculas polinucleotidicas se han unido operativamente.

Como se usa en el presente documento, la expresion “unido operativamente” se refiere a una primera molécula
polinucleotidica, tal como un promotor, conectada con una segunda molécula polinucleotidica transcribible, tal como
un gen de interés, en donde las moléculas polinucleotidicas estan dispuestas de tal manera que la primera molécula
polinucleotidica afecta a la funciéon de la segunda molécula polinucleotidica. Las dos moléculas polinucleotidicas
pueden ser parte de una Unica molécula polinucleotidica contigua y pueden estar adyacentes. Por ejemplo, un
promotor esta unido operativamente a un gen de interés si el promotor regula o media la transcripcion del gen de
interés en una célula.

Como se usa en el presente documento, la expresion “molécula polinucleotidica transcribible” se refiere a cualquier
molécula polinucleotidica que tiene la capacidad de transcribirse en una molécula de ARN. Se conocen
procedimientos para introducir construcciones en una célula de tal modo que la molécula polinucleotidica
transcribible se transcriba en una molécula de ARNm funcional que se traduce vy, por lo tanto, se expresa como un
producto proteico. Las construcciones también pueden construirse para que tengan la capacidad de expresar
moléculas de ARN antisentido para inhibir la traduccion de una molécula de ARN especifica de interés. Para la
practica de la presente invencion, son bien conocida para un experto en la materia las composiciones y
procedimientos convencionales para la preparacion y uso de construcciones, y las células hospedadoras, véase, por
ejemplo, Molecular Clowning: A Laboratory Manual, 32 edicion Volimenes 1, 2 y 3 (2000) J. F. Sambrook, D. W.
Russell y N. Irwin, Cold Spring Harbor Laboratory Press.

Las construcciones de la presente invenciéon normalmente contendrian un promotor unido operativamente a una
molécula polinucleotidica transcribible unida operativamente a una molécula polinucleotidica de terminacion de la
transcripcion 3. Ademas, las construcciones pueden incluir, pero sin limitacion, moléculas polinucleotidicas
reguladoras adicionales de la region 3’ no traducida (3’ UTR) de genes vegetales (por ejemplo, una 3' UTR para
aumentar la estabilidad del ARNm del ARNm, tal como la region de terminacion PI-ll de patata o las regiones de
terminacion 3’ de la octopina o nopalina sintasa). Las construcciones pueden incluir, pero sin limitacion, las regiones
5’ no traducidas (5° UTR) de una molécula polinucleotidica de ARNm que puede desempefiar un papel importante en
la iniciacion de la traduccion y también puede ser un componente genético de una construccion de expresion
vegetal. Por ejemplo, se ha demostrado que las moléculas polinucleotidicas 5’ lider no traducidas obtenidas de
genes de proteinas de choque térmico potencian la expresion génica en plantas (véase, por ejemplo, la Patente de
Estados Unidos n.° 5.659.122 y la Patente de Estados Unidos n.° 5.362.865).

Estas moléculas polinucleotidicas reguladoras cadena arriba o cadena abajo adicionales pueden obtenerse de una
fuente que sea nativa o heteréloga con respecto a los otros elementos presentes en la construccion del promotor.

Por lo tanto, un promotor tal como el proporcionado en SEQ ID NO: 1-2, esta unido a una molécula polinucleotidica
transcribible de forma que, tras la introduccién de dicha construccion en una célula vegetal, dirija la transcripcion de
dicha molécula polinucleotidica transcribible a un nivel deseado o en un tejido o patrén del desarrollo deseado. En
algunos casos, la molécula polinucleotidica transcribible comprende una region que codifica una proteina de un gen
y el promotor proporciona la transcripcion de una molécula de ARNm funcional que se transcribe y expresa como un
producto proteico. Ademas, se pueden construir construcciones para la transcripcion de moléculas de ARN
antisentido u otro ARN inhibidor similar, para inhibir la expresién de una molécula de ARN especifica de interés en
una célula hospedadora diana.

Las moléculas polinucleotidicas transcribibles ejemplares para la incorporacién en construcciones de la presente
invencion incluyen, por ejemplo, moléculas polinucleotidicas o genes de una especie que no sea la especie del gen
diana, o incluso genes que proceden de o estan presentes en la misma especie, pero se incorporan en las células
destinatarias mediante procedimientos de ingenieria genética en lugar de mediante técnicas de reproduccion o de
mejora genética clasicas. Genes o elementos genéticos exdgenos tiene como objetivo referirse a cualquier gen o
molécula polinucleotidica que se introduce en una célula destinataria. El tipo de molécula polinucleotidica incluida en
la molécula polinucleotidica exdgena puede incluir una molécula polinucleotidica que ya esté presente en la célula
vegetal, una molécula polinucleotidica de otra planta, una molécula polinucleotidica de un organismo distinto o una
molécula polinucleotidica generada de forma externa, tal como una molécula polinucleotidica que contiene un
mensaje antisentido de un gen, o una molécula polinucleotidica que codifica una version artificial o modificada de un
gen.
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Los promotores de la presente invencién pueden incorporarse en una construccion usando genes marcadores como
se describe y analizarse en analisis transitorios que proporcionen un indicio de la expresidon génica en sistemas
vegetales estables. Como se usa en el presente documento, la expresion “gen marcador” se refiere a cualquier
molécula polinucleotidica transcribible cuya expresion puede explorarse o puntuarse de algin modo. Los
procedimientos de analisis de la expresion de genes marcadores en ensayos transitorios son conocidos para los
expertos en la materia. Se ha descrito la expresion transitoria de genes marcadores en una diversidad de plantas,
tejidos y sistemas de suministro de ADN. Por ejemplo, los tipos de analisis transitorios pueden incluir, pero sin
limitacién, el suministro de genes directo a través de electroporacion o del bombardeo de particulas de tejidos en
cualquier ensayo de plantas transitorio, utilizando cualquier especie vegetal de interés. Tales sistemas transitorios
incluirian, pero sin limitacion, la electroporacion de protoplastos procedentes de una diversidad de fuentes tisulares o
el bombardeo de particulas de tejidos especificos de interés. El uso de cualquier sistema de expresion transitoria
para evaluar promotores o fragmentos de promotor unidos operativamente a cualquier molécula polinucleotidica
transcribible que incluye, pero sin limitacién, genes indicadores seleccionados, genes marcadores o genes de interés
agrondémico como se describe en el presente documento. Los ejemplos de tejidos vegetales contemplados para
analizar en transitorios a través de un sistema de suministro apropiado incluirian, pero sin limitacion, tejidos de la
base foliar, callos, cotiledones, raices, endospermo, embriones, tejido floral, polen y tejido epidérmico.

Puede utilizarse en un ensayo transitorio cualquier gen marcador que se pueda puntuar o explorar. Los genes
marcadores ejemplares para los analisis transitorios de los promotores o fragmentos de promotor de la presente
invencion incluyen el gen GUS (Patente de Estados Unidos n.° 5.599.670) o el gen de la GFP (Patente de Estados
Unidos n.° 5.491.084 y Patente de Estados Unidos n.° 6.146.826).

Las construcciones que contienen el promotor o fragmentos de promotor unidos operativamente a un gen marcador
se suministran a los tejidos y los tejidos se analizan mediante el mecanismo apropiado, dependiendo del marcador.
Los anadlisis cuantitativos o cualitativos se utilizan como una herramienta para evaluar el posible perfil de expresion
de los promotores o fragmentos de promotor cuando estan unidos operativamente a genes de interés agronémico en
plantas estables.

Por lo tanto, en una realizacién preferente, se incorpora una molécula polinucleotidica de la presente invencién como
se muestra en SEQ ID NO: 1 en una construccion, de forma que un promotor de la presente invencion esta unido
operativamente a una molécula polinucleotidica transcribible que proporciona un marcador de seleccién, que se
pueda explorar o puntuar. Los marcadores para su uso en la practica de la presente invencion incluyen, pero sin
limitacién, moléculas polinucleotidicas transcribibles que codifican la B-glucuronidasa (GUS), la proteina verde
fluorescente (GFP), la luciferasa (LUC), proteinas que otorgan resistencia a antibidticos o proteinas que otorgan
tolerancia a herbicidas. Son conocidos en la técnica los marcadores de resistencia a antibiéticos utiles, incluyendo
los genes que codifican proteinas que otorgan resistencia a la kanamicina (nptll), higromicina B (aph [V),
estreptomicina o espectinomicina (aad, spec/strp) y gentamicina (aac3 y aacC4). Los herbicidas para los que se ha
demostrado tolerancia en plantas transgénicas y puede aplicarse el procedimiento descrito en el presente
documento, incluyen glifosato, glufosinato, sulfonilureas, imidazolinonas, bromoxinilo, delapon, ciclohezanodiona,
inhibidores de la protoporfirindgeno oxidasa y herbicidas de isoxasflutol. Son conocidas en la técnica las moléculas
polinucleotidicas que codifican proteinas implicadas en la tolerancia a herbicidas e incluyen una molécula
polinucleotidica que codifica la 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS) descrita en la Patente de Estados
Unidos n.° 5.627.061, la Patente de Estados Unidos n.° 5.633.435 y la Patente de Estados Unidos n.° 6.040.497, y
aroA descrito en la Patente de Estados Unidos n.° 5.094.945 para la tolerancia a glifosato, una molécula
polinucleotidica que codifica la bromoxinil nitrilasa (Bxn) descrita en la Patente de Estados Unidos n.° 4.810.648,
para la tolerancia a bromoxinilo, una molécula polinucleotidica que codifica la fitoeno desaturasa (crt1) descrita en
Misawa y col, (1993) Plant Journal 4: 833-840 y Misawa y col, (1994) Plant Journal 6: 481-489 para la tolerancia a
norflurazén; una molécula polinucleotidica que codifica la acetohidroxiacido sintasa (AHAS, también conocida como
ALS) descrita en Sathasiivan y col. (1990) Polynucleotides Research 18: 2188-2193, para la tolerancia a herbicidas
de sulfonilureas; y el gen bar descrito en DeBlock y col. (1987) EMBO Journal 6: 2513-2519, para la tolerancia al
glufosinato y bialafos.

En una realizacién de la invencion, se incorpora una molécula polinucleotidica como se muestra en SEQ ID NO: 1 en
una construccién de forma que una molécula polinucleotidica de la presente invencion esté unida operativamente a
una molécula polinuclectidica transcribible que es un gen de interés agronémico. Como se usa en el presente
documento, la expresion “gen de interés agrondmico” se refiere a una molécula polinucleotidica transcribible que
incluye, pero sin limitacién, un gen que proporciona una caracteristica conveniente asociada con la morfologia,
fisiologia, crecimiento y desarrollo vegetal, la produccion, la potenciacion nutritiva, la resistencia a enfermedades o
plagas, o la tolerancia al medio ambiente o quimica. La expresion de un gen de interés agronémico es conveniente
para otorgar un rasgo importante desde el punto de vista agronémico. Un gen de interés agronémico que
proporciona un rasgo agronémico beneficioso a plantas de cultivo puede incluir, por ejemplo, elementos genéticos
que comprenden resistencia a herbicidas (Patentes de Estados Unidos n.° 5.633.435 y 5.463.175), rendimiento
aumentado (Patente de Estados Unidos n.° 5.716.837), control de insectos (Patentes de Estados Unidos n.°
6.063.597; 6.063.756; 6.093.695; 5.942.664 y 6.110.464), resistencia a enfermedades fungicas (Patentes de
Estados Unidos n.° 5.516.671; 5.773.696; 6.121.436; 6.316.407 y 6.506.962), resistencia a virus (Patentes de
Estados Unidos n.° 5.304.730 y 6.013.864), resistencia a nematodos (Patente de Estados Unidos n.° 6.228.992),
resistencia a enfermedades bacterianas (Patente de Estados Unidos n.° 5.516.671), produccion de almidon
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(Patentes de Estados Unidos n.° 5.750.876 y 6.476.295), produccion de aceites modificados (Patente de Estados
Unidos n.° 6.444.876), alta produccion de aceite (Patentes de Estados Unidos n.° 5.608.149 y 6.476.295), contenido
de acidos grasos modificados (Patente de Estados Unidos n.° 6.537.750), alta produccion de proteinas (Patente de
Estados Unidos n.° 6.380.466), maduracion de frutos (Patente de Estados Unidos n.° 5.512.466), alimentacion
animal o humana potenciada (Patentes de Estados Unidos n.° 5.985.605 y 6.171.640), biopolimeros (Patente de
Estados Unidos n.° 5.958.745 y Patente de Estados Unidos n.° de Publicacion US 20030028917), resistencia al
estrés ambiental (Patente de Estados Unidos n.° 6.072.103), péptidos farmacéuticos (Patente de Estados Unidos
n.° 6.080.560), rasgos de procesamiento mejorados (Patente de Estados Unidos n.° 6.476.295), digestibilidad
mejorada (Patente de Estados Unidos n.° 6.531.648), baja rafinosa (Patente de Estados Unidos n.° 6.166.296),
produccion de enzimas industriales (Patente de Estados Unidos n.° 5.543.576), sabor mejorado (Patente de Estados
Unidos n.° 6.011.199), fijacion de nitrogeno (Patente de Estados Unidos n.° 5.229.114), produccion de semillas
hibridas (Patente de Estados Unidos n.° 5.689.041) y produccién de biocombustibles (Patente de Estados Unidos
n.° 5.998.700).

Como alternativa, una molécula polinucleotidica transcribible puede tener efecto en los fenotipos mencionados
anteriormente codificando una molécula de ARN que provoca la inhibicion dirigida de la expresion de un gen
enddgeno, por ejemplo a través de ARN inhibidor antisentido (iARN), o mecanismos mediados por cosupresion. El
ARN podria también ser una molécula de ARN catalitica (es decir, una ribozima) modificada por ingenieria genética
para escindir un producto de ARNm endégeno deseado. Por lo tanto, cualquier molécula polinucleotidica que
codifique una proteina o ARNm que exprese un cambio de fenotipo o morfologia de interés puede ser util para la
practica de la presente invencion.

Las construcciones de la presente invencion en general son construcciones de ADN con bordes del plasmido Ti
dobles que tienen las regiones del borde derecho (BD o AGRtu.BD) y el borde izquierdo (Bl o AGRtu.BIl) del
plasmido Ti aislado de Agrobacterium tumefaciens que comprende un ADN-T, que junto con las moléculas de
transferencia proporcionadas por las células de Agrobacterium, permite la integracion del ADN-T en el genoma de
una célula vegetal. Las construcciones también contienen segmentos de ADN de la estructura del plasmido que
proporcionan una funcién de replicacion y la seleccion por antibidticos en células bacterianas, por ejemplo, un origen
de replicacion de Escherichia coli tal como 0ri322, un origen de replicacion de amplio intervalo de huéspedes tal
como oriV u oriRi, y una regién codificante de un marcador de seleccion tal como Espec/Estrp, que codifica la
aminoglucosido adeniltransferasa (aadA) de Tn7 que otorga resistencia a espectinomicina o estreptomicina, o un
gen marcador de seleccion de gentamicina (Gm, Gent). Para la transformacion vegetal, la cepa bacteriana
hospedadora a menudo es Agrobacterium tumefaciens ABI, C58 o LBA4404, sin embargo, pueden funcionar en la
presente invencion otras cepas conocidas para los expertos en la técnica de transformacion vegetal.

Plantas transformadas y células vegetales

Como se usa en el presente documento, el término “transformado” se refiere a una célula, tejido, 6rgano u
organismo en el que se ha introducido una molécula polinucleotidica ajena, tal como una construccion. La molécula
polinucleotidica introducida puede integrarse en el ADN gendmico de la célula, tejido, 6érgano u organismo
destinatario, de forma que la progenie posterior herede la molécula polinucleotidica introducida. Una célula u
organismo “transgénico” o “transformado” también incluye a la progenie de la célula o del organismo, y la progenie
producida a partir de un programa de mejora genética que emplea tal planta transgénica como un parental en un
cruzamiento y que presenta un fenotipo modificado a consecuencia de la presencia de una molécula polinucleotidica
ajena. Una construccion para la transformacion vegetal que contiene un promotor de la presente invencion puede
introducirse en plantas mediante cualquier procedimiento de transformacion vegetal. Los procedimientos y
materiales para la transformacion vegetal introduciendo una construccion para expresion vegetal en un genoma de
planta puede incluir cualquiera de los procedimientos bien conocidos y demostrados, incluyendo la electroporacion,
como se ilustra en la Patente de Estados Unidos n.° 5.384.253; el bombardeo de microproyectiles como se ilustra en
las Patentes de Estados Unidos n.° 5.015.580; 5.550.318; 5.538.880; 6.160.208; 6.399.861 y 6.403.865; la
transformacion mediada por Agrobacterium como se ilustra en las Patentes de Estados Unidos n.° 5.824.877;
5.591.616; 5.981.840 y 6.384.301; y la transformacion por protoplastos como se ilustra en la Patente de Estados
Unidos n.° 5.508.184.

Los procedimientos para transformar de forma especifica dicotiledéneas son bien conocidos para los expertos en la
materia. La transformacion y la regeneracion de plantas utilizando estos procedimientos se han descrito para varios
cultivos incluyendo el algodén (Gossypium hirsutum), la soja (Glycine max), el cacahuete (Arachis hypogaea) y los
miembros del género Brassica.

Los procedimientos para la transformacién de monocotiledéneas son bien conocidos por los expertos en la materia.
La transformacion y la regeneracion de plantas utilizando estos procedimientos se han descrito para varios cultivos
incluyendo, pero sin limitacion, cebada (Hordeum vulgarae); maiz (Zea mays); avena (Avena saliva); dactilo (Dactylis
glomerata); arroz (Oryza sativa), incluyendo las variedades indica y japonica); sorgo (Sorghum bicolor); cafa de
azucar (Saccharum sp); cafiuela (Festuca arundinacea); especies de césped (por ejemplo, las especies: Agrostis
stolonifera, Poa pratensis, Stenotaphrum secundatum); trigo (Triticum aestivum) y alfalfa (Medicago sariva). Es
evidente para los expertos en la materia que pueden utilizarse y modificarse varias metodologias de transformacion
para la produccion de plantas transgénicas estables a partir de cualquier nimero de cultivos diana de interés.
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Se analiza en las plantas transformadas la presencia de los genes de interés y el nivel de expresion y/o el perfil
conferido por los promotores de la presente invencién. Los expertos en la materia conocen los numerosos
procedimientos disponibles para el andlisis de plantas transformadas. Por ejemplo, los procedimientos para el
analisis de plantas incluyen transferencias de Southern o transferencias de Northern, estrategias basadas en PCR,
analisis bioquimicos, procedimientos de exploraciéon fenotipica, evaluaciones de campo y ensayos de
inmunodiagnéstico.

Las semillas de la presente invencién pueden recogerse de plantas transgénicas fértiles y pueden utilizarse para
cultivar las generaciones progenie de las plantas transformadas de la presente invencion, incluyendo lineas de
plantas hibridas que comprenden la construccion de la presente invencion y expresan un gen de interés agronémico.
También se proporcionan partes de plantas descritas en el presente documento. Las partes de planta incluyen
semilla, endospermo, évulo y polen. En una realizacion de la presente invencion, la parte de planta es una semilla.

Aun otro aspecto de la invencion es un procedimiento de inhibicién del crecimiento de malas hierbas en un campo
de plantas de cultivo transgénicas, que comprende en primer lugar plantar las plantas transgénicas transformadas
con un casete de expresion que comprende una molécula polinucleotidica que tiene una actividad reguladora de
genes y que comprende una secuencia polinucleotidica de SEQ ID NO: 1, y que esta unida operativamente a una
molécula de ADN que codifica un gen de tolerancia a glifosato y, después, aplicar glifosato al campo en una tasa de
aplicacion que inhiba el crecimiento de las malas hierbas, en el que el crecimiento y el rendimiento de la planta de
cultivo transgénica no estan sustancialmente afectados por la aplicacion de glifosato. La tasa de aplicacion de
glifosato es la tasa eficaz necesaria para controlar las malas hierbas en un cultivo tolerante a glifosato particular;
estas tasas pueden variar de 0,56 a 17,93 kg/ha (8 a 256 onzas/acre), preferentemente 1,12 a 8,97 kg/ha (16 a 128
onzas/acre) y mas preferentemente 2,24 a 6,72 kg/ha (32 a 96 onzas/acre). El glifosato se aplica al menos una vez
durante el crecimiento del cultivo tolerante a glifosato y puede aplicarse 2, 3 o 4 veces durante el crecimiento del
cultivo, o0 mas, segun sea necesario para controlar las malas hierbas en el campo. Los ejemplos no incluidos en el
ambito de las reivindicaciones tienen fines ilustrativos.

Ejemplos
Ejemplo 1: identificacion de genes constitutivos

Como primera etapa en el aislamiento de elementos heterdlogos para su uso en la construccion de casetes de
transgén se identificaron genes de arroz que tienen un patrén de expresion constitutiva. Los genes implicados en
funciones celulares basicas tales como la formacién del citoesqueleto a menudo se expresan de forma constitutiva
en toda la planta. Estos genes a menudo existen en familias génicas, sin embargo, y aunque la expresion global de
los miembros de la familia pueda ser constitutiva en toda la planta, los miembros individuales pueden tener patrones
de expresion mas restringidos, temporales, ligados al desarrollo o especificos de érgano/tejido/tipo celular. Con esta
nocion se puso especial atencién en las familias génicas especificas para la seleccion de genes individuales
candidatos utilizando datos de estudios de expresion génica.

Las secuencias de la regién 5’ no traducida (UTR) de los miembros de familias multigénicas seleccionadas (que
incluyen la tubulina, la actina, la histona, etc.) se identificaron utilizando la secuencia genémica del arroz. Se
disefiaron cebadores para el apareamiento con las secuencias 5 UTR y se realizé PCR utilizando procedimientos
convencionales. Los productos de molécula polinucleotidica posteriores se dispusieron en filtros de nylon para el
analisis de la expresion de ARNm. Después, los filtros se sondaron con moléculas de ADNc obtenidas de
agrupaciones de ARNm de arroz procedentes de tejido de raiz, hoja, grano, antera, ovario o gluma. El experimento
se repitid dos veces y los resultados se utilizaron para analizar la expresion de los genes seleccionados. A partir del
analisis de los datos de expresién, se escogieron veinte genes para el analisis posterior utilizando PCR en tiempo
real con cebadores especificos para 3' UTR. Los cebadores se utilizaron junto con el kit SYBR Green (Perkin Elmer
Inc., Wellesley, MA) utilizando una maquina Tagman (Applied Biosystems, Foster City, CA) y protocolos
convencionales suministrados por el fabricante, para amplificar secuencias de ADNc de hoja, raiz, antera, gineceo y
apice. Después, los resultados se compararon con el nivel de expresion del gen de la actina 1 de arroz, cuyo
promotor y primer intron se sabe que proporcionan alta tolerancia a glifosato cuando estan unidos operativamente a
un gen de EPSPS resistente a glifosato. Se ha demostrado que un gen de a-tubulina, denominado Os-TubA-3, se
expresa en arroz en todos los tejidos a niveles superiores que el gen ract1.

El patrén de expresion generalmente constitutiva del gen Os-TubA-3 se confirmé adicionalmente cuando se realizd
un analisis de BLASTN utilizando su secuencia 3' UTR como secuencia de busqueda en bibliotecas EST de arroz,
preparadas a partir de diversos 6rganos de arroz en diversas fases del desarrollo (véase la Tabla 1). Los resultados
se compararon otra vez con el nivel de expresion del gen de actina 1 de arroz. Una caracteristica de expresion
particularmente conveniente del gen TubA-3 fue la representacion de EST en las estructuras florales en desarrollo,
incluyendo las anteras. Se realiz6 una busqueda de BLASTN utilizando la secuencia 3’ UTR de Os-TubA-3 para
identificar un BAC de arroz que contenia una copia gendémica completa del gen Os-TubA-3, incluyendo la region del
promotor.
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Tabla 1: Presencia de las respectivas secuencias 3’ UTR en las bibliotecas EST de arroz.

Biblioteca Numero tofal d,e lecturas | Presencia de actina 1 de Presencia de Os-
5y3 arroz TubA-3

ifloressencia abierta 34 20.227 7 ~16

panoja en desarrollo 7.909 5 >16
antera tardia 5.956 14 4
semilla en desarrollo 7.453 1 8
semilla seca 9.362 0 0
semilla germ. 9.743 0 1

apice vegetativo 7.672 2 >16
hoja, 3-5 hojas 10.040 0 1
hoja, 3-4 brotes 9.209 1 0
hoja, en elongacion 7.897 1 3
raiz, 3-5 hojas 10.524 2 4
raiz, 3-4 brotes 10.624 1 9
raiz, tercer brote - leche 7.481 1 3

Ejemplo 2: construcciones

Se aisl6 el promotor de Os-TubA-3 de la regidon gendémica cadena arriba del gen Os-TubA-3 para la incorporacion en
un casete de expresion y la posterior caracterizacion en plantas transgénicas. Se disefiaron los oligonucleétidos
OsTUBA136-1 y OsTUBA136-2 (proporcionados como SEQ ID NO: 6 y SEQ ID NO: 7, respectivamente) para
amplificar la region 5’ (promotor y 5 UTR). La regién promotora cadena arriba del gen Os-TubA-3 se amplificd
comenzando inmediatamente cadena arriba del codon de iniciacion de la traduccion vy finalizando aproximadamente
1,2 kb inmediatamente cadena arriba del inicio del sitio de iniciacion de la transcripcion (inferido mediante la
observacion de la 5° UTR mas largo presente para el gen Os-TubA-3 en la recoleccion EST). La secuencia
promotora se proporciona como SEQ ID NO: 2. La secuencia lider se proporciona como SEQ ID NO: 5. El primer
intrén del gen Os-TubA-3 (que se encuentra cadena abajo del inicio de la traduccion) se amplificdé con los
oligonucledtidos OsTUBA136 -3 y OsTubA136-4 (proporcionados como SEQ ID NO: 8 y SEQ ID NO: 9,
respectivamente). La secuencia del intron se proporciona como SEQ ID NO: 4. Después, el intron se separé de su
contexto nativo y se colocd en la 5 UTR inmediatamente cadena arriba del codén de inicio de la traduccion para
producir un promotor de Os-TubA-3 quimérico. La secuencia promotora quimérica se proporciona como SEQ ID NO:
1.

Después, se crearon las construcciones para la caracterizaciéon del promotor de Os-TubA-3 in planta para la
expresion de un transgén unido operativamente. El promotor se ligd en una construccién de expresion vegetal de
forma que el promotor estaba unido operativamente al transgén de interés.

La region 3’ de Os-TubA-3 (500-600 pb de la secuencia inmediatamente cadena abajo del coddn de terminacion de
la traduccion que incluye la 3' UTR mas la secuencia adyacente cadena abajo) también se amplificé utilizando los
oligonucledtidos OsTUBA136-5 y OsTUBA136-6 (proporcionados como SEQ ID NO: 10 y SEQ ID NO: 11). La
secuencia de la region 3’ se proporciona como SEQ ID NO: 3. La region 3’ se utilizé en la construccion del vector de
transformacion vegetal para proporcionar una diversidad de elementos adicional con respecto a las construcciones
existentes y para aprovechar cualquier capacidad reguladora (transcripcional o a nivel de estabilidad de ARNm)
presente en la secuencia. La regién 3' de Os-TubA-3 se ligé en el extremo 3’ del transgén de interés. Para la
caracterizacion de la actividad GUS, el vector de transformacion vegetal pMON77978, como se muestra en la Figura
1, contiene el gen indicador GUS como transgén de interés. Para la caracterizacion de la tolerancia a glifosato, el
vector de transformacion vegetal pMON70453, como se muestra en la Figura 2, contiene el gen CTP2/CP4 EPSPS
como transgén de interés.

Ejemplo 3: Caracterizacion del promotor en sistemas transitorios

Se utilizo el vector de expresion vegetal pMON77978 para transformar callos de maiz utilizando bombardeo de
particulas para la caracterizacion del promotor in planta. Después, la actividad de GUS se analizé de forma
cuantitativa. Los resultados se muestran en la Tabla 2. El promotor de Os-TubA-3 demostré tener un nivel de
expresion conveniente en este sistema transitorio.
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Tabla 2: Analisis cuantitativo de la actividad de GUS en callos de maiz.

Construccion Actividad de GUS (pmoles/ug de proteina/hora)
Os-TubA-3 (pPMON77978) 17,51 +£2,16
E35S (pPMON77952) 33,53+ 11,28

Vector de GUS sin promotor de control

blanco (pMON77951) 1,67 £0,502

Ejemplo 4: Caracterizacion del promotor en plantas transgénicas

Se utilizé el vector de expresion vegetal pMON70453 para transformar maiz utilizando un procedimiento de
transformacion mediado por Agrobacterium. Por ejemplo, se utiliza la cepa desactivada de Agrobacterium C58 que
porta una construccion de ADN binaria de la presente invencidon. La construccion de ADN se transfiere a
Agrobacterium mediante un procedimiento de apareamiento triparental (Ditta y col., Proc. Nat. Acad. Sci. 77: 7347-
7335, 1980). Se inician cultivos liquidos de Agrobacterium a partir de reservas en glicerol o a partir de un estriado en
placa reciente, y se cultivan durante una noche a 26 °C-28 °C con agitacion (aproximadamente 150 rpm) hasta la
fase logaritmica de crecimiento medio en medio LB liquido, pH 7,0, que contiene los antibiéticos apropiados. Las
células de Agrobacterium se resuspenden en el medio de inoculacién (CM4C liquido) y la densidad se ajusta a una
DOsso de 1. Se inoculan embriones de maiz HillxLH198 de tipo Il inmaduros y Hill recientemente aislados con
Agrobacterium que contiene una construccion y se cocultivan varios dias en oscuridad a 23 °C. Después, los
embriones se transfieren a medio de retardo y se incuban a 28 °C durante varios o0 mas dias. Todos los cultivos
posteriores se mantienen a esta temperatura. Los embriones se transfieren a un primer medio de seleccién que
contiene carbenicilina 500/glifosato 0,5 mM. Dos semanas mas tarde, el tejido superviviente se transfiere a un
segundo medio de seleccién que contiene carbenicilina 500/glifosato 1,0 mM. Los callos supervivientes se
subcultivan cada 2 semanas hasta que se pueden identificar acontecimientos. Esto puede tardar aproximadamente 3
subcultivos en glifosato 1,0 mM. Una vez que se identifican los acontecimientos, se acumula el tejido para la
regeneracion. Las plantulas (acontecimientos) se transfieren a medio MSOD en recipientes de cultivo y se
mantienen durante dos semanas. La eficacia de transformacion se determina dividiendo el numero de
acontecimientos producidos por el nimero de embriones inoculados. Después, las plantas con raices se transfieren
al suelo. Los expertos en la técnica de procedimientos de transformacién de monocotiledéneas pueden modificar
este procedimiento para proporcionar plantas monocotiledéneas transgénicas sustancialmente idénticas que
contienen las composiciones de ADN de la presente invencion, o utilizar otros procedimientos, tales como la pistola
de particulas, que se sabe que proporcionan plantas monocotiledéneas transgénicas.

Se generaron aproximadamente 25 acontecimientos por construccion. Los acontecimientos se seleccionaron en
medio que contenia glifosato, se transfirieron al suelo y después se llevaron al invernadero. En el invernadero, las
plantas se rociaron con glifosato (0,84 kg de equivalente acido de glifosato-ha) utilizando la formulacién Roundup
Ultra aproximadamente en la fase de hojas V4. Las plantas que sobrevivieron sin dafios (clorosis <10 % vy
malformacién) se mantuvieron y transfirieron a tiestos grandes. Aproximadamente en la fase V8, se realizd una
segunda aplicacion de glifosato igual que antes. Esta segunda pulverizacion era para evaluar la tolerancia
reproductiva masculina. Los acontecimientos de las construcciones nuevas se puntuaron para la fertilidad masculina
tras la maduracioén de las espigas. La Clasificacion de la Fertilidad Masculina (CFM) se puntia en un intervalo en
donde CFM = 1 es completamente estéril (para espigas que carecen de inflorescencias desarrolladas) y CFM =5 es
desprendimiento completo de polen (para anteras completamente desarrolladas con desprendimiento de polen);
CFM = 4-5 se considera comercialmente viable. Se utilizé una combinacion de analisis de Tagman y Southern para
evaluar el niumero de copias del transgén en los acontecimientos que se llevaban al invernadero. El analisis de
Southern utilizando los elementos nuevos también mostré que estas secuencias heterdlogas no presentan
hibridaciéon cruzada con las secuencias endégenas de maiz - un atributo significativo para la caracterizacion de
acontecimientos. Estas evaluaciones tempranas son parte de un procedimiento para seleccionar casetes
equivalentes a P-Os.Act1/CP4. Los criterios importantes para una construccion satisfactoria incluyen una buena
eficacia de transformacion (numero de acontecimientos producidos/n.° de explantes inoculados) y la capacidad de
proporcionar de forma reproducible transformantes tolerantes de forma vegetativa y de forma reproductiva que
porten una unica copia del transgén. En la Tabla 3 se muestra un resumen de las evaluaciones de la transformacion
temprana y en el invernadero. Los acontecimientos de Unica copia que pasaron a las evaluaciones en el invernadero
prosiguieron a las evaluaciones de campo.

Tabla 3: evaluaciones de transformacién temprana y en el invernadero.

Construcciéon| Frecuencia de Numero de Copia | Copia unica y tolerante Copia Unica, tolerante de forma
Transformacion |Acontecimientos| Unica | de forma vegetativa en vegetativa y CFM=4-5 en RO
RO
P-Os.Act1 o o o
pMON30167 51% 24 33 % 21 % 21
P-Os.TubA-3 o o o
pMON70453 52 % 49 53 % 37 % 33
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Las evaluaciones de campo se realizaron en Puerto Rico con plantas de maiz de la generacion F2. Las plantas se
trataron con dos aplicaciones de 3,36 kg de equivalente de acido de glifosato-ha™ en una formulacion de Roundup
UltraMax™ (4X superior a la tasa actual de uso de campo). Se realizé un tratamiento en la fase V4 y el segundo
tratamiento se realizd en la fase V8. Las clasificaciones vegetativas para la clorosis (clorosis <10 %) y la
malformacion (malformacion <10 %) se tomaron 10 dias tras el tratamiento. Las clasificaciones para la fertilidad
masculina (CFM) se tomaron en la madurez de la espiga. Para una comparacion, se evalud el acontecimiento
comercial NK603 (pMON25496 que contiene P-Os.Act1/CP4 EPSPS::P-e35S/CP4 EPSPS). Los resultados se
muestran en la Tabla 4.

Tabla 4: Evaluacion de campo.

Construccion Numero de Acontecimientos que | Acontecimientos que | Acontecimientos que
Acontecimientos |pasaron la clasificacion pasaron la pasaron las
de malformacion de V8 clasificacion de clasificaciones
clorosis de V8 vegetativas y CFM = 4-5

P-Os.Act1 + 1 1 1 1

E35S NK603

P-Os.TubA-3

pMON70453 / 6 6 6

Se midié después la acumulacién de la proteina CP4 EPSPS (ug/mg de proteina total mostrado como la media +
error tipico) en diversos tejidos de maiz para los acontecimientos de copia Unica en plantas hemicigotas F1 que
mostraron una buena eficacia de campo para la tolerancia a glifosato. Para una comparacion, el acontecimiento
comercial NK603 tiene aproximadamente 21 ppm o aproximadamente 1,4 ug de CP4 EPSPS/mg de proteina total en
la fase de lamina foliar V4 cuando se cultiva en condiciones similares. Los resultados se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5: Acumulaciéon de CP4 EPSPS en diversos tejidos de maiz.

Construccion Numero de Lamina foliar | Lamina foliar | Espiga Inmadura | Punta de la
acontecimientos de | V4 en la fase | V9-10 en la fase (5-10 cm) raiz (~1 cm)
copia Unica V4 V9-10
P-Os.TubA-3 10 0,041 +£ 0,005 | 0,070 * 0,006 0,144 + 0,014 0,095 + 0,016
pMON70453

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Monsanto Technology, LLC
Heck, Gregory R
Malven, Marianne
Masucci, James D
You, Jinsong
<120> Elementos reguladores de tubulina para su uso en plantas
<130> 38-21(53419)B
<140> US 60/497.523
<141> 25-08-2003
<160> 11
<170> PatentIn versién 3.2
<210> 1
<211> 2190

<212> ADN
<213> Oryza sativa

<400> 1
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goctoegagac
gectggtcac
ggggcgaget
caacagccac
agccatgtgg
gccaagttag
gtatcttttt
gectgttaga
atgaagattt
tcatgttcga
tcaaccegte
aatcaaaact
cctgecacea
geacgactgyg
ccaactacgc
ctacaagcga
ggtagatctg
aaccctcaga

aagtggagcg

aacaacatge
ctecattgte
ttagcacagc
cgtcaacgcec
ggaggaggaa
gccaataagg
actagaattg
ggtgctetta
ataaccacta
attgagtttc
aggtagecatg
aacagttagg
cectecceoct
cegocgacgg
ccaccaaccce
gacgtcagtc
gactottacc
aaaattccga

gagtgtaaaa
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tteteatcaa
acactagcca
caccgcttca
tcetctecgt
tagtacatgg
ggagggattt
tcaaaaaaaa
ggacatcaaa
aaactgccct
aatttcactt
gttcttttta
cccaaggece
cctggctaee
agegggegga
acacgccact
gctogocagea
cacccacact
tattecaaac

ttgggaaact

catggaggga
ctggecaget
cctccaccac
caacataaga
ggcctaccgt
ggecatecgg
atagtttgag
ttccataaaa
caattcgaag
taaccccettt
ttoctttcaa
atccgageaa
gctcttgaat
aaatgacgga
gacaatccgy
accagtgggc
aaacaaaaocyg
cagtacagtt

taatcgaggg
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agagggaggy
cteccacace
cgcactaccc
gagagagaga
ttggcaagtt
ttggaaaggt
agecatttgyg
acatcagaaa
ggagttcaaa
gaaatctcaa
aaagagttaa
acaatagate
ttcaaaatcc
acaaccocta
tceccaccctt
ccaccteccca
gcatgaatat
cctgacegtt

ggttaaacge

agaaagtgte
accaatgecca
tagcttcgee
agaggagagt
attttgggtt
tattggggta
agaggatgtt
aattcteteg
acaattaaaa
tggtaaaaca
ttacaaacag
atgggecagg
aaaaatatcg
gaattctace
gtgggcccac
gtgagcggcy
tttgecactaa
ggaggagceca

aaaaacgcceg
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aggcgcoetee cgctectatag aaaggggagyg agtgggaggt ggaaacocta deacaccgca 1200
gagaaaggeg tettogtact cgectetete cgogecctee teegecgoeg ctageocgecg 1260
ttegtotoeg cogocacegg ctagecatee aggtaaaaca aacaaaaacg gatetgatge 1320
ttccattcet cegtttctog tagtagegeg cttegatcetg tgggtggatc tgggtgatce 1380
tggggtgtgg ttogttotgt ttgatagatc tgteggtgga totggocttco tgtggttgte 1440
gatgtccgga tctgogtttt gatcagtggt agttcocgtgga tctggcgaaa tgttttggat 1500
ctggeagtga gacgctaaga ategggaaat gatgcaatat taggggggtt teggatgggyg 1560
atccactgaa ttagtetgte tecectgetga taatctgtte ctttttggta gatetggtta 1620
gtgtatgttt gttteggata gatctgatea atgettgttt gttttttcaa attttetace 1680
taggttgtat aggaatggca tgcggatctg gttggattge catgatccgt gectgaaatge 1740
coctttggtt gatggatctt gatattttac tgcoctgttcac ctagatttgt actccoccegttt 1800
atacttaatt tgttgcttat tatgaataga tctgtaactt aggcacatgt atggacggag 1860
tatgtggate tgtagtatgt acattgetge gagetaagaa ctattteaga geoaageacag 1920
aaaaaaatat ttagacagat tgggeaacta tttgatggte tttggtateca tgetttgtag 1980
tgetegtite tgogtagtaa tettttgate tgatctgaag ataggtgeta ttatattett 2040
aaaggtcatt agaacgctat ctgaaaggct gtattatgtg gattggttca cctgtgactc 2100
cctgttegte ttgtottgat aaatcctgtg ataaaaaaaa ttcettaagge gtaatttgtt 2160
gaaatcttgt tttgtcctat gcagectgat 2190

<210> 2

<211> 1206

<212> ADN

<213> Oryza sativa

<400> 2
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gectegagac
goctggtoac
ggggcgagcet
caacagccac
agccatgtgg
gocaagttag
gtatcttttt
gactgttaga
atgaagattt

tcatgttcga

tcaaccegte
aatcaaaact
cctgocaceoa
gcacgactgg
ccaactacgc
ctacaagcga
ggtagatctg
aaccctoaga
aagtggageg
aggcgectcec

gagaaa

<210>3
<211> 582
<212> ADN

aacaacatge
ctocattgte
ttagcacagce
cgtcaacgec
ggaggaggaa
gccaataagg
actagaattg
ggtgctetta
ataaccacta

attgagtttc

aggtagcatg
aacagttagg
cectaccect
ccgecgacgy
ccaccaaccc
gacgtcagtc
gactecttace
aaaattcega
gagtgtaaaa

cgctctatag

<213> Oryza sativa

<400> 3
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ttcteoatcaa
acactageca
caccgettca
tcctctecgt
tagtacatgg
ggagggattt
tcaaaaaaaa
ggacatcaaa
aaactgceoct

aatttcactt

gttettttta
cccaaggacd
cctggetace
agcgggcgyga
acacgccact
gctogocagea
cacccacact
tattccaaag
ttgggaaact

aaaggggagg

catggaggga
¢tggacaget
cctccacecac
caacataaga
ggoctacegt
ggccatccgy
atagtttgag
ttocataaaa
caattcgaaqg

taaccccttt

ttocttteaa
atccgageaa
gotettgaat
aaatgacgga
gacaatcegg
accagtgggc
aaacaaaacqg
cagtacagtt
taatcegaggyg

agtgggaggt
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agagggaggyg
ctoccacace
cgcactacce
gagagagaga
ttggcaagtt
ttggaaaggt
agecatttgg
acatcagaaa
ggagttcaaa

gaaatctcaa

aaagagttaa
acaatagate
tteaaaateog
acaaccccte
tccecacccectt
ccacctccca
gcatgaatat
cotgacegtt
ggttaaacge

ggaaacccta

agaaagtgte
accaatgeoca
tagctteogece
agaggagagt
attttgggtt
tattggggta
agaggatgtt
aattetoteg
acaattaaaa

tggtaaaaca

ttacaaacag
atgggocagy
aaaaatateg
gaattctacc
gtgggcceac
gtgageggeg
tttgecactaa
ggaggageca
aaaaacgecy

ccacaccgca
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1020
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cagggttett
cgtgtggget
tatgtagggt
ttgtggcatc
aagttgtgtc
ggcgtgaaac
ttaggtgage
aaaagagaac
tttttgtttg

gttcctaact

<210> 4
<211> 892
<212> ADN

gectggtgee
tetatetate
ttgettgtag
tttaatatcec
tatagcattg
tagttttgga
taagtgatgt
gegtgaatac
gatttttaat

atgataaagt

<213> Oryza sativa

<400> 4

gtaaaacaaa
tegatetgtyg

teocggtggate

ttegtggate
tgcaatatta
atctgttect
gcttgtttgt
tggattgcca
ctgttcacct
tgtaacttag
gcetaagaact
tgatggtett
atctgaagat
attatgtgga

aaaaaaaatt

<210>5
<211> 86
<212> ADN

caaaaacgga

ggtggatctg

tggccttety

tggegaaatg
ggggggttte
ttttggtaga
tttttcaaat
tgatccgtge
agatttgtac
geacatgtat
atttceagage
tggtatcatg
aggtgctatt
ttggttcacc

cttaaggcgt
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ttggcaatge
agtttgtgtg
ctttegetge
aagttcgtgg
aaatcgtttt
tatctgattc
toctaagtaa
gtagetgtgt
ttagaaacat

tgctctgtaa

ttgattactg
tetggttttg
tgtgacetgt
tttgtcgtaa
tttgctcgag
tctggttcege
atgcetectea
aaagattgtg
tegactggga

cagaaaacac

tetgatgett
ggtgatectg

tggttgtcga

ttttggatet

ggatggggat

tetggttagt

tttctaccta
tgaaatgcce
tocecegtttat
ggacggagta
aagcacagaa
ctttgtagtyg
atattcttaa
tgtgactcce

aatttgttga

ceatteoctee

gggtgtggtt

tgtccggatce

ggcagtgaga
ccactgaatt
gtatgtttgt
ggttgtatag
ctttggttga
acttaatttg
tgtggatetyg
aaaaatattt
ctegtttetg
aggtcattag
tgttcgtett

aatcttgttt
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ctgetateoct
aaaaacattt
gttgtttatg
aacgaagcct
aataattgtg
aatcttgaga
ccagaatacg
toccaagtaa
geggetagag

ca

gtttetegta
cgttetgttt

tgcegttttga

cgctaagaat
agtctgtete
tteggataga
gaatggcatg
tggatcttga
ttgcttatta
tagtatgtac
agacagattg
cgtagtaate
aacgctatct
gtcttgataa

tgtcctatge

atgatctgte
gettttegat
tgaaccttet
ctacttcgta
acctttagtt
teogtegetge
tagcetgtgtyg
acctecagtga

ccacaceccaa

gtagegcaget
gatagatctg

tcagtggtag

cgggaaatga
cetgetgata
tetgatcaat
cggatctggt
tattttacty
tgaatagatc
attgetgega
ggcaactatt
ttttgatetg
gaaaggctgt
atcctgtgat

ag
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<213> Oryza sativa

<400> 5

ggegtetteg tactegecte tetocgegee cteoectecgoe gecgotaegee gecgttegte
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tecgoegeca coggetagee atcocag

<210> 6
<211> 32
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Cebador oligonucleotidico sintético

<400> 6
gacaagcttg cctcgagaca acaacatgct tc

<210>7
<211> 38
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

32

<223> Cebador oligonucleotidico sintético

<400> 7

attccatggc ggctagecgg tggcggegga gacgaacg

<210> 8
<211> 39
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Cebador oligonucleotidico sintético

<400> 8

cgagctagcc atccaggtaa aacaaacaaa aacggatct

<210>9
<211> 34
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Cebador oligonucleotidico sintético

<400> 9
attccatgga tcaggctgca taggacaaaa caag

<210> 10
<211> 33
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Cebador oligonucleotidico sintético

<400> 10
tagagagctc cagggttctt gcctggtgcec ttg

<210> 11
<211> 33

33

38

39

34

16

60

86
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<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico sintético

<400> 11
cttctagat ggtgttttct gttacagagce aac 33
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REIVINDICACIONES

1. Una construccion de ADN que comprende una molécula polinucleotidica que tiene actividad reguladora de genes
y

(i) que comprende una secuencia polinucleotidica de SEQ ID NO: 1, o

(ii) que consiste en una secuencia polinucleotidica con al menos el 98 % de identidad de secuencia con la
secuencia polinucleotidica de longitud completa de SEQ ID NO: 1, que proporciona expresion en el desarrollo de
estructuras florales,

en la que dicha molécula polinucleotidica esta unida operativamente a un transgén de interés.
2. La construccion de ADN de la reivindicacion 1, en la que dicho transgén de interés es un gen marcador.

3. La construccion de ADN de la reivindicacion 1, en la que dicho transgén de interés es un gen de interés
agronomico, preferentemente dicho gen de interés agronémico es un gen de tolerancia a herbicida seleccionado de
los genes que codifican la fosfinotricina acetiltransferasa, la 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa resistente a
glifosato, la hidroxifenil piruvato deshidrogenasa, la dalapén deshalogenasa, la nitrilasa resistente a bromoxinilo, la
antranilato sintasa, la glifosato oxidorreductasa y la glifosato-N-acetil transferasa.

4. Una planta transgénica que comprende la construccion de ADN de la reivindicacion 1.

5. La planta transgénica de la reivindicacion 4, en la que dicha planta es una monocotiledénea seleccionada de trigo,
maiz, centeno, arroz, avena, cebada, césped, sorgo, mijo y cafia de azucar.

6. La planta transgénica de la reivindicacion 4, en la que dicha planta es una planta dicotiledonea seleccionada de
tabaco, tomate, patata, soja, algodén, colza, girasol y alfalfa

7. Una semilla de dicha planta transgénica de una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, que comprende la
construccion de ADN de la reivindicacion 1.

8. Una molécula polinucleotidica aislada que tiene actividad reguladora de genes y

(i) que comprende una secuencia polinucleotidica de SEQ ID NO: 1, o

(ii) que consiste en una secuencia polinucleotidica con al menos el 98 % de identidad de secuencia con la
secuencia polinucleotidica de longitud completa de SEQ ID NO: 1, que proporciona expresion en el desarrollo de
estructuras florales.

9. Un procedimiento de inhibicién del crecimiento de malas hierbas en un campo de plantas de cultivo transgénicas
tolerantes a glifosato que comprende:

(i) plantar las plantas transgénicas transformadas con un casete de expresion que comprende una molécula
polinucleotidica que tiene actividad reguladora de genes y que comprende una secuencia polinucleotidica de
SEQ ID NO: 1, y esta unida operativamente a una molécula de ADN que codifica un gen de tolerancia a glifosato

y
(i) aplicar glifosato al campo a una tasa de aplicacion que inhibe el crecimiento de malas hierbas,

en el que el crecimiento y el rendimiento de la planta de cultivo transgénica no estan sustancialmente afectados por
la aplicacion del glifosato.

10. El procedimiento de la reivindicacion 9, en el que dicho gen de tolerancia a glifosato se selecciona de un gen que
codifica una 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa resistente a glifosato, una glifosato oxidorreductasa y una
glifosato-N-acetil-transferasa.

11. El procedimiento de la reivindicacién 9, en el que

(i) las plantas transgénicas tienen la capacidad de tolerar una tasa de aplicacion de hasta 17,93 kg/ha; o

(i) las plantas transgénicas tienen la capacidad de tolerar una tasa de aplicacion que varia de 0,56 a 8,97 kg/ha;
o}

(iii) las plantas transgénicas tienen la capacidad de tolerar una tasa de aplicacion que varia de 2,24 a 6,72 kg/ha;
o}

(iv) la aplicacion de glifosato es al menos una vez durante el crecimiento del cultivo.

18



ES 2 638 554 T3

L-0s.TubA-0:1:2.
1-0s.TubA-3:1:1

1-Os.TubA-3:1:1 SRy vy RC-E.GUS-0:1:4
2.
& S
& %
7 $
P-Os.TubA-3:1:3 & A
-, O
3 W
[ 8
a 1
5 pPMON77978 H__ T-AGRiu.nos-1:1:13
» 8528 pb ! 1 LACZ:1:716
u n
= H P-CaMV.358-1:1:6
) [
5! H
1S50L:1:3 Gy 5
% &
‘. .0
X & RC-Ec.nptll-Tn5-0:1:3
*. 2 O
o N 7 %
Ec.nptll-Tn&:1:2 0... & H s <K
A, N
din g ans iy T-AGRtu.nos-1:1:13
Ec.ble-Tn5:1:2
Ec.blat*term:1:1704 oz
PCEBADOR:1:15
Ec.P4*terminacion:1: C-Eclack0:1:6
RC-Ec.lacl-0:1:
P-ARN I:1:4]
Figura 1

19



ES 2 638 554 T3

B-AGRtu.borde izquierdo-1:1:4
OR-Ec.orV-RK2-1:1:

rI.ACZ:1 111009
P-0s.TubA-3:1:1

L-Os.TubA-3:1:1

1-Os.TubA-3:1:1

L-Os. TubA-0:1:1
ST-At.ShkF-CTP2-0:1:1
RC-Ec.rop-ColE1-1:1:4

RC-Ec.aad-SPC/STR~1:1:
B-AGRtu.borde derecho-1:1:3

Figura 2
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