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DESCRIPCION
ADN recombinante para supresion génica

Campo de la invencién

En el presente documento se describen construcciones de ADN recombinante para producir bucles de supresion
génica de ARN antisentido y procedimientos de produccién y uso de tales construcciones y plantas transgénicas que
expresan bucles de supresion génica de ARN antisentido.

Antecedentes

Ciertas plantas tienen niveles bajos de aminoacidos especificos en comparacién con otras plantas, por ejemplo, el
maiz tiene bajo niveles de lisina, metionina y triptéfano. Intentos para incrementar los niveles de aminoacidos en
plantas transgénicas incluyen expresar ADN recombinante que codifica proteinas en una ruta de sintesis de
aminoacidos a niveles mayores que los genes nativos. Uno tal gen para producir niveles aumentados de lisina en
maiz es una acido dihidropicolinico sintasa bacteriana. Un concepto para niveles incluso mas aumentados de
aminoacidos incluye la supresion de genes que codifican proteinas en las rutas catabdlicas de aminoacidos.

La supresion génica incluye cualquiera de los procedimientos bien conocidos para la supresion de la transcripcion de
un gen o la acumulacion del ARNm correspondiente a ese gen previniendo de ese modo la traduccion del transcrito
en proteina. Mas particularmente, la supresion génica mediada por insercion de una construccion de ADN
recombinante con ADN orientado antisentido para regular la expresion génica en células vegetales esta descrita en
el documento de patente americana 5.107.065 (Shewmaker y col.) y el documento de patente americana 5.759.829
(Shewmaker y col.). Las plantas transformadas usando tales construcciones de ADN orientado antisentido para la
supresion génica pueden comprender ADN integrado colocado como una repeticion invertida que resultd de la
insercion conjunta de diversas copias del ADN de transferencia (ADN-T) en plantas mediante transformacion
mediada por Agrobacterium, como es descrito por Redenbaugh y col. en “Safety Assessment of Genetically
Engineered Flavr Savr™ Tomato’, CRC Press, Inc. (1992). Las inserciones de repeticion invertida pueden
comprender una parte o todo el ADN-T, por ejemplo, contener una repeticion invertida de una construccion
antisentido completa o parcial. El cribado para el ADN insertado que comprende elementos de repeticion invertida
puede mejorar la eficiencia de identificacion de eventos de transformacion eficaces para el silenciamiento génico
cuando la construccion de transformacién es una construccién de ADN antisentido simple.

La supresion génica desencadenada mediante la insercion de una construccién de ADN recombinante con ADN
orientado sentido para regular la expresion génica en plantas esta descrita en el documento de patente americana
5.283.184 (Jorgensen y col.) y el documento de patente americana 5.231.020 (Jorgensen y col.). El ADN-T insertado
que proporciona la supresion génica en plantas transformadas con tales construcciones sentido por Agrobacterium
se organiza en su mayoria en estructuras de repeticion invertida, como es descrito por Jorgensen y col., Mol. Gen.
Genet., 207:471-477 (1987). Véase también Stam y col., The Plant Journal, 12:63-82 (1997) y De Buck y col., Plant
Mol. Biol. 46:433-445 (2001), quienes usaron estudios de segregacion para apoyar el descubrimiento de Jorgensen
de que en muchos eventos el silenciamiento génico esta mediado por ADN-T transgénico multimérico donde los
ADN-T se colocan en repeticiones invertidas. El cribado para ADN insertado que comprende los elementos de
repeticion invertida puede mejorar la eficacia del silenciamiento génico cuando se transforma con construcciones
simples de ADN orientada sentido.

El silenciamiento génico también puede estar afectado por la transcripcion de ARN a partir de tanto un ADN
orientado sentido como antisentido usando dos unidades de transcripcion separadas, por ejemplo, como se describe
por Shewmaker y col. en el documento de patente americana 5.107.065 en el que en el Ejemplo 1 se preparé un
vector binario con genes aroA tanto sentido como antisentido. Construcciones similares se describen en la
Publicacion Internacional N° WO 99/53050 (Waterhouse y col.). Véase también el documento de patente americana
6.326.193 en el que el ADN dirigido de gen se une de manera operable a promotores opuestos.

La supresidon génica se puede conseguir en plantas proporcionando construcciones de transformacion que son
capaces de generar un ARN que pueden forma ARN de doble cadena a lo largo de al menos parte de su longitud. La
supresion génica en plantas esta descrita en el documento EP 0426195 A1 (Goldbach y col.) en el que las
construcciones de ADN recombinante para la transcripcion en ARN horquilla proporcionaban plantas transgénicas
con resistencia al virus del broceado del tabaco. Véase también Sijen y col., The Plant Cell, Vol. 8, 2.277-2.294
(1996) que describe el uso de construcciones que portan repeticiones invertidas (sentido seguido de antisentido) de
un gen del virus del mosaico del frijol en plantas transgénicas para mediar la resistencia a virus. Véase también la
Publicacion Internacional N° 98/53083 (Grierson y col.) y la Publicacion de Solicitud de Patente americana
relacionada N° 2003/0175965 A1 (Lowe y col.) que describe la supresion génica, usando una construccion de ARN
de doble cadena que comprende una secuencia codificadora de gen precedida por una repeticion invertida de
5’'UTR. Las construcciones para la supresion génica posttranscripcional en plantas por ARN de doble cadena del
gen diana también estan descritas en la Publicaciéon Internacional N° WO 99/53050 (Waterhouse y col.) y la
Publicacion Internacional N° WO 99/49029 (Graham y col.). Véase también la Publicacion de Solicitud de Patente
americana N° 2002/0048814 A1 (Oeller) en la que las construcciones de ADN se transcriben a ARN sentido o
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antisentido con una cola de poli(T)-poli(A) que forma horquilla. Véase también la Publicacion de Solicitud de Patente
americana N° 2003/0018993 A1 (Gutterson y col.) en la que el ADN sentido o antisentido esta seguido de una
repeticion invertida de la region no traducida 3’ del gen NOS. Véase también la Publicacion de Solicitud de Patente
americana N° 2003/0036197 A1 (Glassman y col.) en la que el ARN para reducir la expresion del ARNm diana
comprende una parte con homologia a ARNm diana y una parte con regiones de ARN complementario que no estan
relacionadas con el ARN enddgeno.

La produccion de ARNdc en plantas para inhibir la expresion génica, por ejemplo, en un nematodo que se alimenta
de la planta, esta descrita en el documento de patente americana 6.506.559 (Fire y col.). Los vectores de supresion
génica multiple para su uso en plantas se describen en la Solicitud de Patente americana N° 2004/0029283 (Fillatti).
La supresion transcripcional tal como la supresién de promotor trans puede estar afectada por una expresion de una
construccion de ADN que comprende un promotor unido de manera operable a repeticiones invertidas de ADN
promotor de un gen diana. Construcciones Utiles para tal expresion génica mediada por la supresion de promotor
trans son descritas por Mette y col., The EMBO Journal, Vol. 18, pp. 241-148, (1999) y por Mette y col., The EMBO
Journal, Vol. 19, pp. 5.194-5.201-148, (2000).

Sumario

Esta invencién proporciona procedimientos y construcciones de ADN recombinante utiles para producir ARN
orientado antisentido para la supresion génica en plantas transgénicas. En un aspecto esta invencion proporciona
construcciones de ADN recombinante para la supresion de al menos un gen diana de planta nativa que comprende
en orden 5 a 3’ un elemento promotor unido de manera operable a un primer elemento de ADN orientado
antisentido en relacion con el al menos un gen diana y un segundo elemento de ADN orientado sentido en relacion
con el al menos un gen diana que comprende 50 a 5.000 nucledtidos, en las que el elemento de ADN orientado
sentido no es mas de aproximadamente la mitad de la longitud del elemento de ADN orientado antisentido, y el ARN
orientado sentido transcrito por el ADN orientado sentido es complementario al extremo mas 5 de ARN orientado
antisentido transcrito por el elemento de ADN orientado antisentido, en las que dicho ARN transcrito forma un bucle
de ARN orientado antisentido para suprimir dicho al menos un gen diana, y en las que dicho elemento de ADN
orientado antisentido comprende, en serie, segmentos de dos 0 mas genes dirigidos para supresion.

El ADN orientado sentido se puede clonar como una repeticién invertida del segmento mas 5’ del elemento de ADN
orientado antisentido. Las construcciones con tal ADN orientado sentido se transcriben a ARN que forma un bucle
de ARN orientado antisentido cerrado en sus extremos con un segmento de ARN de doble cadena (ARNdc), por
ejemplo, como se ilustra en la Figura 1. Para formar un bucle de ARN orientado antisentido el elemento de ADN
complementario convenientemente es no mas de aproximadamente la mitad de la longitud del elemento de ADN
orientado antisentido, con frecuencia no mas de un tercio de la longitud de dicho elemento de ADN orientado
antisentido, por ejemplo, no mas de un cuarto de la longitud de dicho elemento de ADN orientado antisentido. Las
longitudes totales de los elementos de ADN combinados pueden variar. Por ejemplo, el elemento de ADN orientado
antisentido puede consistir en de 500 a 5.000 nucleoétidos y el elemento de ADN complementario puede consistir en
de 50 a 500 nucledtidos. En muchos caos es Uutil para el segmento de ADN orientado antisentido ser mas de dos
veces la longitud del segmento de ADN orientado sentido para permitir la formacion de un bucle de ARN orientado
antisentido.

La transcripcion antisentido esta disefiada para suprimir genes multiples en los que el ADN esta colocado con dos o
mas elementos orientados antisentido de diferentes genes dirigidos para supresion seguidos de un elemento
orientado sentido complementario, por ejemplo, complementario a al menos un parte del elemento antisentido mas
5’. Esta invencion proporciona ademas un procedimiento para generar ARN orientado antisentido en una planta para
la supresion de un gen diana, proporcionando dicho procedimiento en células de dicha planta una construccion de
ADN recombinante de esta invencion. En el presente documento también se describen procedimientos de supresion
de la expresion de un gen al proporcionar en las células de una planta una construccion de ADN recombinante de
supresion de gen que transcribe un bucle antisentido de ARN.

En las construcciones y procedimientos de esta invencion el gen dirigido para silenciamiento es un gen nativo.

Breve descripcion del dibujo

La Figura 1 es una ilustracion esquematica de una construccion de ADN recombinante util en esta invencion para
producir un bucle orientado antisentido de ARN.

La Figura 2 es un analisis tipo Western que indica la supresion génica usando una construccion de esta
invencion.

La Figura 3 muestra espectros de espectroscopia de masas que indican el contenido de zeina en semillas.

Descripcion detallada

Las SEQ ID NO:1 y SEQ ID NO:2 son secuencias de nucledtidos de construcciones de ADN recombinante utiles
para transcribir ARN que puede formar un bucle de ARN orientado antisentido para suprimir uno o multiples genes
en plantas transgénicas. Véase las Tablas 1 y 2 para una descripcion de elementos de aquellas construcciones.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 645298 T3

Como se usa en el presente documento, “complementario” se refiere a polinucleétidos que son capaces de hibridar,
por ejemplo, cadenas sentido y antisentido de ADN o cadenas autocomplementarias de ARN, debido a la
complementariedad de nucledtidos alineados permitiendo el enlace de C-G y A-T o A-U.

Como se usa en el presente documento, “vector” significa una molécula de ADN capaz de replicacion en una célula
hospedadora y/o a la cual otro segmento de ADN se puede unir de manera operable para provocar la replicacion del
segmento unido. Un plasmido es un vector ilustrativo.

Como se usa en el presente documento, una planta o semilla “transgénica”, es una cuyo genoma se ha alterado por
la incorporacion de ADN recombinante que comprende material genético exdgeno o copias adicionales de material
genético nativo, por ejemplo, por transformaciéon o recombinacion de la planta. Las plantas transgénicas incluyen
plantas progenie de una planta original derivadas a partir de un procedimiento de transformacion que incluye la
progenie de plantas transgénicas de reproduccion con plantas de tipo silvestre u otras plantas transgénicas. Plantas
de cultivo de particular interés en la presente invencion incluyen maiz, soja, algodoén, canola (colza), trigo, arroz,
girasol, cartamo y lino. Otros cultivos de interés incluyen plantas productoras de verduras, fruta, césped y madera.

Construcciones de ADN recombinante para la transformacion de planta

Las construcciones de ADN recombinante para producir agentes de supresion génica de ARN antisentido en bucle,
en plantas transgénicas pueden ser facilmente preparados por los expertos en la técnica. Generalmente, tal
construccion de ADN comprende como minimo un promotor activo en el tejido dirigido para supresion, un elemento
de ADN que se puede transcribir que tiene una secuencia que es complementaria a la secuencia de nucleétidos de
un gen dirigido para supresion y un elemento terminador de transcripcion. El elemento de gen dirigido copiado para
su uso en el ADN que se puede transcribir en la construccion de supresion génica puede ser un elemento promotor,
un elemento intrén, un elemento exén, un elemento 5 UTR, o un elemento 3° UTR. Aunque el tamafio minimo de
ADN copiado de la secuencia de un gen dirigido para supresiéon se cree que es aproximadamente de 21 o 23
nucledtidos; se prefieren segmentos de nucleétidos mas largos, por ejemplo, mas de la longitud completa de un gen
dirigido. Las longitudes utiles de cada segmento de ADN estan en el intervalo de 50 a 5.000 nucleoétidos, dicho ADN
orientado antisentido de 500 a 5.000 nucleétidos de longitud y los elementos de ADN complementario pueden ser de
50 a 500 o mas nucledtidos de longitud. El elemento de ADN puede comprender mlltiples partes de un gen, por
ejemplo, nucledtidos que son complementarios a elementos génicos contiguos o separados de UTR, exén e intrén.
Tales construcciones también pueden comprender otros elementos reguladores, ADN que codifica péptidos de
transito, péptidos sefial, marcadores selectivos y marcadores que se pueden someter a cribado como se desee.

Con referencia a la Figura 1 se ha mostrado esquematicamente una construccion de ADN recombinante que
comprende un elemento promotor, un elemento de ADN orientado antisentido (indicado “ADN a/s”), un elemento de
ADN orientado sentido complementario (indicado “ADN s”) y ADN que proporciona sefales y sitio de poliadenilacion
(indicado “sitio poliA”). La construccion de ADN se transcribe a ARN que comprende un segmento de ARN orientado
antisentido y un segmento de ARN complementario que es complementario al extremo mas 5 del segmento de ARN
orientado antisentido. Los extremos 5" y 3’ del ARN antisentido puede auto hibridarse para formar un segmento de
ARN de doble cadena que cierra un bucle de ARN orientado antisentido. Por ejemplo, si la secuencia de nucleétidos
del extremo mas 5 de la cadena de ADN orientado antisentido transcrito es 5-CGGCATA---, la secuencia del
extremo mas 3’ de la cadena transcrita del ADN de repeticion invertida sera ---TATGCCG-3’ que se clona facilmente
del ADN fuente que proporciona el elemento antisentido. Con tales secuencias el bucle del ARN orientado
antisentido se prolongara a partir de un lado de un segmento de ARNdc, por ejemplo,

5-GCCGUAU--------
3-CGGCAUA---------

El ADN orientado antisentido y su ADN autocomplementario puede ser contiguo o estar separado por ADN vector,
por ejemplo, hasta aproximadamente 100 nucleétidos o asi de ADN vector separando los sitios de restriccion usados
para el ensamblaje del vector.

Las construcciones de ADN recombinante se pueden ensamblar usando materiales y procedimientos
comercialmente disponibles conocidos por aquellos con un conocimiento normal en la técnica. Una tecnologia util
para construir construcciones de ADN y vectores para la transformacion es la tecnologia de clonacion GATEWAY ™
(disponible de Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, California) que usa la reaccion de clonacién de la LR
recombinasa especifica a sitio del sistema de Integrasa att de la construccion de vector del bacteriéfago lambda, en
lugar de endonucleasas vy ligasas de restriccion. La reaccion de clonacion de LR se describe en los documentos de
patente americana 5.888.732 y 6.277.608, las Publicaciones de Solicitud de Patente americana 2001283529,
2001282319 y 20020007051.

El Manual de Instruccion de la Tecnologia de Clonacién de GATEWAY™ el cual también esta suministrado por
Invitrogen también proporciona direcciones concisas para la clonacién rutinaria de cualquier ADN deseado en un
vector que comprende elementos de expresion vegetal operables.
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Un procedimiento de fabricacion de vector alternativo emplea la clonacion independiente a ligacion descrita por
Aslanidis, C. y col., Nucleic Acids Res., 18, 6.069-6.074, 1990 y Rashtchian, A. y col., Biochem., 206, 91-97,1992 en
la que un fragmento de ADN con extremos 5 y 3’ de cadena sencilla se ligan en un vector deseado que, a
continuacioén, se pueden amplificar in vivo.

En la bibliografia se han descrito numerosos promotores que estan activos en células vegetales. Estos incluyen
promotores presentes en genomas vegetales, asi como promotores de otras fuentes, incluyendo el promotor de
nopalina sintasa (nos) y promotores de octopina sintasa (ocs) portados sobre plasmidos inductores de tumor de
Agrobacterium tumefaciens, promotores de caulimovirus tales como el virus del mosaico de la coliflor o promotores
del virus del mosaico de escrofularia (figwort). Por ejemplo, véase los documentos de patente americana 5.322.938 y
5.858.742 que describen versiones del promotor constitutivo derivado del virus del mosaico de la coliflor (CaMV35S),
el documento de patente americana 5.378.619 que describe un promotor 35S del Virus del Mosaico de escrofularia
(FMV), el documento de patente americana 5.420.034 que describe un promotor de napina, el documento de patente
americana 6.437.217 que describe un promotor RS81 de maiz, el documento de patente americana 5.641.876 que
describe un promotor de actina de arroz, el documento de patente americana 6.426.446 que describe un promotor
RS324 de maiz, el documento de patente americana 6.429.362 que describe un promotor PR-1 de maiz, el
documento de patente americana 6.232.526 que describe un promotor A3 de maiz, el documento de patente
americana 6.177.611 que describe promotores de maiz constitutivos, el documento de patente americana 6.433.252
que describe un promotor de oleosina L3 de maiz, el documento de patente americana 6.429.357 que describe un
promotor e intron de actina 2 de arroz, el documento de patente americana 5.837.848 que describe un promotor
especifico de raiz, el documento de patente americana 6.084.089 que describe promotores inducibles por frio, el
documento de patente americana 6.294.714 que describe promotores inducibles por luz, el documento de patente
americana 6.140.078 que describe promotores inducibles por sal, el documento de patente americana 6.252.138 que
describe promotores inducibles por patégeno, el documento de patente americana 6.175.060 que describe
promotores inducibles por deficiencia de fésforo, el documento de patente americana 6.635.806 que describe un
promotor de coixina, el documento U.S. 2002/0192813A1 que describe los elementos 5°, 3’ e intrdn utiles en el
disefio de vectores de expresion vegetal eficaces, el documento U.S. 2004/0216189A1 que describe un promotor de
aldolasa de cloroplasto de maiz, y el documento U.S. 2004/01233447A1 que describe promotores inducibles por
déficit de agua.

Estos y numerosos otros promotores que funcionan en células vegetales son conocidos por los expertos en la
técnica y estan disponibles para su uso en polinucleétidos recombinantes de la presente invencion para proporcionar
la expresion de genes deseados en células de planta transgénica.

Ademas, los promotores se pueden alterar para contener “secuencias potenciadoras” multiples para ayudar en la
elevacion de la expresion génica. Tales potenciadores son conocidos en la técnica. Al incluir una secuencia
potenciadora con tales construcciones, se puede aumentar la expresion de la proteina seleccionada. Estos
potenciadores con frecuencia se encuentran 5’ al inicio de la transcripcién en un promotor que funciona en células
eucariotas, pero con frecuencia pueden estar insertados corriente arriba (5’) o corriente abajo (3’) a la secuencia
codificadora. En algunos casos, estos elementos potenciadores 5 son intrones. Particularmente util como
potenciadores son los intrones 5’ de los genes de la actina 1 de arroz (véase el documento de patente americana
5.641.876) y actina 2 de arroz, el intron del gen de la alcohol deshidrogenasa de maiz, el intrén del gen de la
proteina de choque térmico 70 de maiz (documento de patente americana 5.593.874) y el gen shrunken 1 de maiz.
Se desea suficiente expresion en tejidos de semilla de planta para efectuar mejoramientos en la composicion de la
semilla. Promotores ilustrativos para su uso para la modificacion de la composicion de semilla incluyen promotores
de genes de semilla tales como napina (documento U.S. 5.420.034), L3 oleosina de maiz (documento U.S.
6.433.252), zeina Z27 (Russell y col. (1997) Transgenic Res. 6(2):157-166), globulina 1 (Belanger y col. (1991)
Genetics 129:863-872), glutelina 1 (Russell (1997) supra), y peroxirredoxina antioxidante (Perl) (Stacy y col. (1996)
Plant Mol. Biol. 31(6):1.205-1.216).

Las construcciones de ADN recombinante con frecuencia incluiran un elemento 3’ que contiene generalmente una
sefial y un sitio de poliadenilacion, especialmente si el ADN recombinante esta dirigido a la expresiéon de proteina,
asi como la supresidon génica. Elementos 3’ bien conocidos incluyen aquellos de genes de Agrobacterium
tumefaciens tales como nos 3’, tml 3’, tmr 3’, tms 3’; ocs 3, tr7 3’, por ejemplo, descritos en el documento U.S.
6.090.627; elementos 3’ de genes vegetales tales como proteina de choque térmico 17 de trigo (Triticum aesevitum),
un gen de ubiquitina de trigo, un gen de fructosa-1,6-bifosfatasa de trigo, un gen de glutelina de arroz, un gen de
lactato deshidrogenasa de arroz y un gen de beta-tubulina de arroz, todos los cuales estan descritos en la solicitud
de patente publicada americana 2002/0192813 A1; y el gen de la ribulosa bifosfato carboxilasa de guisante (Pisum
sativum) (rbs 3’), y elementos 3’ de los genes dentro de la planta hospedadora.

Las construcciones de ADN recombinante de supresion génica también se pueden apilar con ADN que imparte otros
rasgos de interés agronomico que incluye ADN que proporciona resistencia a herbicida o resistencia a insecto tal
como usando un gen de Bacillus thuringensis para proporcionar resistencia frente a lepidopteros, coledpteros,
homapteros, hemipteros y otros insectos. Herbicidas para los cuales la resistencia es util en una planta incluyen
herbicidas de glifosato, herbicidas de fosfinotricina, herbicidas de oxinilo, herbicidas de imidazolinona, herbicidas de
dinitroanilina, herbicidas de piridina, herbicidas de sulfonilurea, herbicidas de bialafos, herbicidas de sulfonamida y
herbicidas de glufosinato. Personas de conocimiento normal en la técnica son capaces de proporcionar rasgos

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 645298 T3

apilados en referencia a las publicaciones de solicitud de patente americana 2003/0106096A1 y 2002/0112260A1 y
documentos de patente americana 5.034.322; 5.776.760; 6.107.549 y 6.376.754 y a resistencia a
insecto/nematodo/virus en referencia a los documentos de patente americana 5.250.515; 5.880.275; 6.506.599;
5.986.175 y la Publicacion de Solicitud de Patente americana 2003/0150017 A1. Procedimientos de
transformacion — Se conocen numerosos procedimientos para la transformacion células vegetales con ADN
recombinante en la técnica y se pueden usar en la presente invencion. Dos procedimientos frecuentemente usados
para la transformacion de planta son transformacién mediada por Agrobacterium y bombardeo con microproyectiles.
Los procedimientos de bombardeo con microproyectiles estan ilustrados en los documentos de Patente americana
5.015.580 (soja); 5.550.318 (maiz); 5.538.880 (maiz); 5.914.451 (soja); 6.160.208 (maiz); 6.399.861 (maiz) y
6.153.812 (trigo) y la transformacion mediada por Agrobacterium esta descrita en los documentos de patente
americana 5.159.135 (algodon); 5.824.877 (soja); 5.591.616 (maiz); y 6.384.301 (soja).

Para el sistema de transformacion de planta basado en Agrobacterium tumefaciens, elementos adicionales
presentes sobre las construcciones de transformacion incluiran secuencias del borde izquierdo y derecho de ADN-T
para facilitar la incorporacion del polinucleétido recombinante en el genoma vegetal.

En general es util introducir ADN recombinante al azar, es decir, a una localizacidon no especifica, en el genoma de
una linea de planta diana. En casos especiales puede ser util para dirigir la insercion de ADN recombinante para
conseguir la integracion especifica a sitio, por ejemplo, para reemplazar un gen existente en el genoma, para usar
un promotor existente en el genoma vegetal, o para insertar un polinucleétido recombinante en un sitio
predeterminado conocido por ser activo para la supresion génica. Varios sistemas de recombinacion especifica a
sitio que persisten que se sabe que funcionan implantes incluyen cre-lox como se describe en el documento de
patente americana 4.959.317 y FLP-FRT como se describe en el documento de patente americana 5.527.695.

Los procedimientos de transformacion preferiblemente se practican en el cultivo de tejido sobre medios en un
ambiente controlado. Los “medios” se refieren a las numerosas mezclas de nutriente que se usan para cultivar
células in vitro, es decir, fuera del organismo vivo intacto. Las dianas celulares receptoras incluyen, pero no se
limitan a, células de meristemo, callo, embriones inmaduros y células gaméticas tales como microsporas, polen,
esperma y ovulos. Se contemplé que cualquier célula de la cual se puede regenerar una planta fértil es atil como
célula receptora. El callo se puede iniciar a partir de fuentes tisulares que incluyen, pero no se limitan a, embriones
inmaduros, meristemos apicales de planton, microsporas y similares. Células capaces de proliferar como callo
también son células receptoras para la transformaciéon genética. Procedimientos de transformacion practicos y
materiales para la produccion de plantas transgénicas, por ejemplo, diversos medios y células diana receptoras,
transformacion de embriones inmaduros y posterior regeneracion de plantas transgénicas fértiles se describen en los
documentos de patente americana 6.194.636 y 6.232.526.

Las semillas de las plantas transgénicas se pueden recolectar de plantas transgénicas fértiles y se usan para cultivar
generaciones progenie de plantas transformadas incluyendo, la linea de plantas hibridas para el cribado de plantas
que tienen un rasgo agronémico aumentado. Ademas de transformacion directa de una planta con un ADN
recombinante, se pueden preparar plantas transgénicas cruzando una primera planta que tiene un ADN
recombinante con una segunda planta que carece del ADN. Por ejemplo, el ADN recombinante se puede introducir
en la primera linea de planta que esta disponible para la transformacién para producir una planta transgénica que se
puede cruzar con una segunda linea de planta para someter a introgresion el ADN recombinante en la segunda linea
de planta. Una planta transgénica con ADN recombinante que proporciona un rasgo agronémico aumentado, por
ejemplo, produccion aumentada, se puede cruzar con la linea de planta transgénica que tiene otro ADN
recombinante que confiere otro rasgo, por ejemplo, resistencia a herbicida o resistencia a plaga, para producir
plantas progenie que tienen ADN recombinante que confiere ambos rasgos. Generalmente, en dicho cultivo para
combinar rasgos la planta transgénica que dona el rasgo adicional es una linea masculina y la planta transgénica
que porta los rasgos base es la linea femenina. La progenie de este cruce se segregara de manera que algunas de
las plantas portaran el ADN para ambos rasgos parentales y algunos portaran ADN para un rasgo parental; tales
plantas se pueden identificar por marcadores asociados con plantas progenie de ADN recombinante parental que
portan ADN para ambos rasgos parentales se pueden cruzar de nuevo en la linea madre femenina multiple veces,
por ejemplo, normalmente 6 a 8 generaciones, para producir una planta progenie con basicamente el mismo
genotipo que una linea parental transgénica original pero para el ADN recombinante de la otra linea parental
transgénica.

En la practica de la transformacion el ADN generalmente se introduce dentro de solamente un pequefio porcentaje
de células diana en un experimento cualquiera de transformacion. Se usaron genes marcadores para proporcionar
un sistema eficaz para la identificacién de aquellas células que se transforman de manera estable recibiendo e
integrando una construccion de ADN transgénica dentro de sus genomas. Los genes marcadores preferidos
proporcionan marcadores selectivos que confieren resistencia a un agente selectivo, tal como un antibiético o
herbicida. Cualquiera de los herbicidas a los cuales las plantas pueden ser resistentes son agentes Utiles para
marcadores selectivos. Se exponen células potencialmente transformadas al agente selectivo. En la poblacion de
células supervivientes seran aquellas células en las que, generalmente, el gen que confiere resistencia esta
integrado y se expresa a niveles suficientes para permitir la supervivencia de la célula. Las células se pueden
ensayar mas para confirmar la integracion estable del ADN exé6geno. Genes marcadores selectivos frecuentemente
usados incluyen aquellos que confieren resistencia a antibiéticos tales como kanamicina y paromomicina (nptll),
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higromicina B (aph IV) y gentamicina (aac3 y aacC4) o resistencia a herbicidas tales como glufosinato (bar o pat) y
glifosato (aroA o EPSPS). Ejemplos de tal marcador genético se ilustran en los documentos de patente americana
5.550.318; 5.633.435; 5.780.708 y 6.118.047.

También se pueden emplear marcadores que se pueden someter a cribado que proporcionan una capacidad de
identificar visualmente transformantes, por ejemplo, un gen que expresa una proteina coloreada o fluorescente tal
como una luciferasa o proteina verde fluorescente (GFP) o un gen que expresa una befa-glucuronidasa o gen uidA
(GUS) para los cuales se conocen diversos sustratos cromogénicos.

Las células que sobreviven a la exposicion al agente selectivo, o células que se han puntuado positivas en un
ensayo de cribado, se pueden cultivar en medios de regeneracion y dejar que maduren en las plantas. Las plantulas
en desarrollo se pueden transferir a mezcla de crecimiento vegetal, y aclimatar, por ejemplo, en una camara
ambientalmente controlada a una humedad relativa de aproximadamente 85 %, 600 ppm de CO; y 25 a 250
microeinsteins m=2 s de luz, antes de transferirse a un invernadero o camara de cultivo para la maduracion. Las
plantas se regeneran desde aproximadamente 6 semanas a 10 meses después de que se identifique un
transformante, dependiendo del tejido inicial. Las plantas se pueden polinizar usando procedimientos de cultivo
vegetal convencionales conocidos por los expertos en la técnica y se produce semilla, por ejemplo, la
autopolinizacion se usa frecuentemente con maiz transgénico. La planta transformada regenerada o su semilla o
plantas progenie se puede ensayar para la expresion del ADN recombinante y someter a cribado para la presencia
de rasgo agronémico aumentado.

Plantas y semillas transgénicas

Se cultivaron semillas de planta transgénica descrita en el presente documento para generar plantas transgénicas
que tienen un rasgo aumentado en comparaciéon con una planta control. Tal semilla para plantas con rasgo
agronémico aumentado se identifica por cribado de plantas transformadas o semilla progenie para rasgo aumentado.
Por eficacia se disefia un programa de cribado para evaluar plantas transgénicas mdultiples (eventos) que
comprenden el ADN recombinante, por ejemplo, plantas multiples desde 2 a 20 o mas eventos transgénicos.

Plantas transgénicas cultivadas a partir de semilla transgénica proporcionada en el presente documento demuestran
rasgos agronomicos mejorados que contribuyen a produccion incrementada u otro rasgo que proporciona valor de
planta incrementada, incluyendo, por ejemplo, calidad de semilla mejorada. De particular interés son las plantas que
tienen produccion mejorada que resulta del crecimiento y desarrollo vegetal mejorado, tolerancia al estrés, desarrollo
de semilla mejorado, mayor respuesta a la luz, desarrollo de la flor mejorado, o metabolismo del carbono y/o
nitrégeno mejorado.

Muchos eventos transgénicos que sobreviven hasta plantas transgénicas fértiles que producen semillas y plantas
progenie no presentara un rasgo agronémico mejorado. El cribado es necesario para identificar la planta transgénica
que tiene rasgos agrondmicos aumentados a partir de poblaciones de plantas transformadas como se describen en
el presente documento mediante evaluacion del rasgo en una diversidad de ensayos para detectar un rasgo
agronémico aumentado. Estos ensayos también pueden tomar muchas formas, que incluyen, pero se limitan a,
analisis para detectar cambios en la composicién quimica, biomasa, propiedades fisiologicas, morfologia de la
planta.

Los siguientes ejemplos ilustran aspectos descritos en el presente documento.
Ejemplo 1

Este ejemplo ilustra la preparacién de un vector de transformacion util para insertar una construccion de ADN
recombinante en una planta transgénica para practicar un procedimiento como se describe en el presente
documento.

El gen LKR/SDH codifica una preproteina para la lisina cetoglutarato reductasa (LKR) y sacaropina deshidrogenasa
(SDH) que son enzimas en una ruta catabdlica de lisina. La supresion de LKR es patente en la modificacion, por
ejemplo, incremento, del contenido de lisina. La supresion de LKR esta afectada por la expresion en una planta de
una construccién de ADN recombinante que produce un ARN antisentido estabilizado transcrito a partir de ADN de
LKR orientado antisentido y ADN de LKR orientado sentido que forma un bucle de ARN orientado antisentido.

Se prepara un vector de transformacién que comprende dos unidades de transcripcion entre los bordes derecho e
izquierdo de Agrobacterium tumefaciens. Una unidad de transcripcion para un marcador comprendida por:

(a
(b
(c
(d

ADN de un promotor de actina de arroz e intrén de actina de arroz,
ADN de un péptido de transito de cloroplasto de EPSPS de Arabidopsis
ADN de aroA de A. tumefaciens (un marcador resistente a glifosato), y
ADN de terminador de NOS de A. tumefaciens,

—_ — — —

La otra unidad de transcripcion para la supresion del gen LKR comprendida por:

(a) ADN del promotor de GLB1 de Zea mays,
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(b
(c
(d
(e

ADN de un intron de ADH1 de Zea mays,

fragmento de ADN orientado antisentido de LKR de Zea mays,
fragmento de ADN orientado sentido de LKR de Zea mays, y
ADN del terminador de GLB1 de Zea mays.

~— — ~— —

La SEQ ID NO:1 es una secuencia de ADN de un vector de transformacion que comprende el marcador
anteriormente descrito y los elementos de supresion génica. Véase la Tabla 1 de a continuacion para una
descripcion de los elementos del vector de transformacién contenido dentro de la SEQ ID NO:1.

Tabla 1
Bases de SEQ ID NO:1 Descripcion del segmento de ADN
1-357 borde derecho de A. tumefaciens
376-1774 ADN de un promotor de actina de arroz e intrén de actina de arroz
1784-2011 ADN del péptido de transito de cloroplasto de EPSPS de A. tumefaciens
2012-3379 ADN de A. tumefaciens aroA (marcador resistente a glifosato)
3395-3647 ADN del terminador de NOS de A. tumefaciens
3691-4686 ADN del terminador de GIB1 de Zea mays
4692-5145 Elemento de ADN orientado sentido de LKR de Zea mays
5152-6118 Elemento de ADN orientado antisentido de LKR de Zea mays
6123-6680 ADN de un intrén de ADH1 de Zea mays
6687-8082 ADN del promotor de GLB1 de Zea mays
8149-8590 borde izquierdo de A. tumefaciens

Se uso6 un vector preparado con los elementos enumerados en la Tabla 1 para transformar tejido vegetal de maiz.
Se obtuvieron plantas de maiz transgénicas por transformaciéon mediada por Agrobacterium. Las plantas
transgénicas a partir de dos eventos de insercion transgénica separados se cultivaron para producir semilla F1. Seis
semillas maduras de cada evento se analizaron para determinar el éxito de la transformacion y supresion de LKR.
Las semillas transgénicas maduras se diseccionaron para extraer la proteina que se analizd por analisis tipo
Western. Con referencia a la Figura 2, la semilla de uno de los eventos no mostré reduccion en LKR en comparacion
con el tipo silvestre; y se mostré que la semilla del otro evento se segregaba (1:1 hemicigoto:tipo silvestre) ya que
tres de las seis semillas mostraron reduccién sustancial en LKR en comparacién con el tipo silvestre.

Ejemplo 2

Este ejemplo ilustra vectores de transformacion utiles para insertar una construccion de ADN recombinante en una
planta transgénica para practicar un procedimiento como se describe en el presente documento. Se prepararon
vectores de transformacion usando los siguientes elementos de ADN en los que:

(a) “pGex" se refiere a ADN para un promotor derivado de un gen de gama coixina de Coix lacryma-jobi,

(b) "pZ27" se refiere a ADN para un promotor derivado de un gen de gama zeina de Zea mays;

(c) "pZ27t" se refiere a ADN para un promotor truncado que tiene secuencia lider de 59 nucleétidos sometida a
delecion de la region 3’ de pZ27;

(d) "Z19as" se refiere a ADN para un segmento orientado antisentido de 351 nucledtidos de la secuencia
codificadora de un gen de alfa zeina de 19 kilo daltons de Zea mays;

(e) "Z19s" se refiere a ADN para un segmento orientado sentido de 351 nucledtidos de la secuencia codificadora
de un gen de alfa zeina de 19 kilo daltons de Zea mays, que es una repeticion invertida de Z19as;

(f) "Z22as" se refiere a ADN para un segmento orientado antisentido de 789 nucledtidos de la secuencia
codificadora de un gen de alfa zeina de 22 kilo daltons de Zea mays;

(g) "Z22asL" se refiere a ADN para un segmento orientado antisentido de 785 nucledtidos de la secuencia
codificadora de un gen de alfa zeina de 22 kilo daltons de Zea mays;

(h) "Z22asSI" se refiere a ADN para un segmento orientado antisentido de 789 nucledtidos de la secuencia
codificadora de un gen de alfa zeina de 22 kilo daltons de Zea mays que tiene un intron capaz de ser sometido a
corte y empalme de 520 nucleétidos de longitud de un intron 3 del gen GB1 de Zea mays insertado en la region
no emparejada;

(i) "Z22s" se refiere a ADN para un segmento orientado sentido de 289 nucledtidos de la secuencia codificadora
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de un gen de alfa zeina de 22 kilo daltons de Zea mays, el cual es una repeticion invertida del extremo 5’ de
Z22as;y

(i) “TE9Q” se refiere a ADN para un elemento de sefial y sitio de poliadenilacion orientada sentido de un gen
RbcS2 de Pisum sativum

Con referencia a la Tabla 2 y la SEQ ID NO: 2 se produjo un vector de transformacién que comprendia la
“construccion 2a" de la manera del Ejemplo 1 excepto que la unidad de transcripcion para la supresion del gen LKR
se reemplazo por una unidad de transcripcion que comprendia los elementos ilustrados en el siguiente esquema:
"Construccion 2a" pZ27 - Z19as - Z22aslL - Z22s - Z19s - TE9

Tabla 2
Bases de SEQ ID NO:2 Descripcion de segmento de ADN
1-357 borde derecho de A. tumefaciens
376-1774 ADN de un promotor de actina de arroz e intrén de actina de arroz
1784-2011 ADN de péptido de transito de cloroplasto de EPSPS de A. tumefaciens
2012-3379 ADN de A. tumefaciens aroA (marcador resistente a glifosato)
3395-3647 ADN del terminador de NOS de A. tumefaciens
3479-4391 ADN del terminador de RbcS2 de Pisum sativum
4398-4748 ADN para Z19s
4755-5043 ADN para Z22s
5050-5835 ADN de Z22asL
5842-6192 ADN de Z19as
6204-7305 ADN del promotor Z27 de Zea mays
7353-7794 borde izquierdo de A. tumefaciens

Se transformé callo de maiz y se seleccionaron eventos con una copia sencilla del vector de transformacion para el
desarrollo en plantas. La semilla de plantas cultivadas a partir de 26 de 29 eventos de copia sencilla mostré
considerable reduccion de las alfa zeinas de 19 kilo daltons y las alfa zeinas de 22 kilo daltons.

Se produjeron otros vectores de transformacion de una manera similar usando los elementos ilustrados en la
siguiente Tabla 3.

Tabla 3
Construccién 2b1 pGex - Z19as - Z22asS| - Z22s - Z19s - TE9
Construccién 2b2* pGex - Z19as - Z22asS| - Z22s - Z19s - TE9
Construccién 2c pZ27 - Z19as - Z22asS| - Z22s - Z19s - TE9
Construccioén 2d PZ27t - Z19as - Z22asSI - Z22s - Z19s - TE9
Construccioén 2e PZ27 - Z19as - Z22asL - Z19s - TE9
* la construccién 2b2 se inserté en un vector de transformacién que también incluia una unidad
de transcripcion para la expresion de otro gen que tenia un promotor contiguo a pGex.

Se informa de la eficacia de supresion de las alfa zeinas en semillas producidas por plantas cultivadas a partir de
eventos de copia sencilla en la Tabla 4 la cual informa del nimero de eventos transgénicos con reduccién de zeinas
en comparacion con el nimero total de eventos transgénicos generados en cada construccion ensayada. El fenotipo
de reduccion de zeina es observado por analisis de MALDITOF MS (Espectrometria de masas con tiempo de vuelo
de ionizacidon por desorcion por laser asistida por matriz). La Figura 3 ilustra espectros tipicos que evidencian la
reduccion de zeina.
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Tabla 4
Construccion zeina 19 kD zeina 19y 22 kD
2a 26/29 26/29
2b1 0/21 0/21
2b2 5/7 0/7
2c 20/21 18/21
2d 7/8 1/8
2e 12/14 2/14

Listado de secuencias

<110> Malvar, Thomas
<110> Huang, Shihshieh
<110> Luethy, Michael

<120> ADN recombinante para supresion génica

<130> 38-15 (53428)B
<160> 2

<170> PatentIn version 3.2
<210>1

<211> 8590

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> construccion de ADN recombinante en plasmido entre bordes de Agrobacterium

<400> 1
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atccgatttc
ttogtoctet
gecggocego
acaagtogat
tcaccggect
gogeacgeat
tcoctggegec
tgggectcgt
agecgeccgat
aagacggtga
accgegtgec
cgecocggeat
tgcagggett

gectggaagg

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700



cegeggcaad
coegetggtt
gaaccccace
catcaaccey
getgaagggc
tetecgetgte
ccgecgtecaag
ggattgegat
cggcaacgcc
cctogteatyg
cacgagcette
cgatacgaag
ttbcttaaga
ttacgttaag
tatgattaga
aaactaggat
ccactagtga
tgcattacta
gaacgaacgy
gcaggtgaaa
Ltazatttgy
ctetaggeag
chetotgitt
aaaacggagy
cttectaattt
tgcttgggat
ctgaaacatyg
tttgagecta

tgtgteotgtt

ctcaccggee
gcggeccotge
cgcaccggec
cgcettgeeyg
gtcacggtge
gecgeegect
gaaagegace
gagggcgaga
tcgggcgecey
ggcctegtgt
ccggagttca
gctgcoctygat
thgaatccty
catgtaataa
gteccgeaat
azattatege
tatccogtega
cctgggatac
ggaagaaagt
gttcegtgege
agagtttgtk
gatataagat
cgtttatage
cagtaaaaaa
taaaagctac
gggcagggcce
taggggctaa
gegatgaagy

ctcagcgtaa
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aagtcatcga
ttgttecgog
tcatcoctgac
gcggcgaaga
cggaagaccy
tegeggaagy
gcctctecgge
cgtogotegt
ccgtogocac
cggaaaacce
tggacctygat
gagctcgaat
ttgocoggteot
ttaacatygta
tatacattta
gecgeggtgte
gtggeggecy
aagggcttct
aagecgeoogeo
caatgaaaag
goatacacta
Etatatctaa
cgattagcac
tacccaaaaa
atattaaaaa
aatagctaat
tagttacatg
gtcatagttt

cggcatcaat

cgtgceggge
cteogacgte
getgeaggaa
cgtggcggac
cgogoeetteyg
ggcgacegty
cgtcgecaat
cgtgcgtgge
ccatctcgat
tgtcacggtyg
ggcegggctyg
tcccgategt
tgcgatgatt
atgcatgacy
atacgcgata
atctatgtta
cgttttatga
cegecataac
caaaaaaaac
ggaacgatat
atccactaaa
tctgttagag
aaaattaaac
aatacttgga
tactatatat
tgctaaggat
actaatttgc
catacaagaa

ggatgccaaa
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gacccgtect
accatcctcea
atgggegecy
ctgocgcegttc
atgatcgacyg
atgaacggtce
ggcctcaage
cgecetgacg
caccgecatcg
gacgatgcca
ggcgogaaga
tcaaacattt
atcatataat
ttatttatga
gaaaacaaaa
ctagatcggg
ataataataa
gaattgagtt
gaacatgtac
gegbtyggta
gttgtetate
ttgettttag
taggtgacga
gatttttgte
taaaaatact
gagctatatt
tgtgttegta
ctcacttttg

ctcocgcaagy

cgacggectt
acgtgectgat
acatcgaagt
gctccoctecac
aatatcegat
tggaagaact
tcaatggcgt
gcaagggget
ccatgagctt
cgatgatcgce
togaactecte
ggcaataaag
ttctgttgaa
gatgggtttt
tatagegege
gatgggggat
tgcatatcetyg
gegatgctga
gteggcetata
gttgggatac
tttttaacag
agtaactttt
gaaatasaga
Lcaaaaktat
tocgagatcat
tatgtategt
cggggtacty
gtteogtetac

ggacaaatga

2760

2820

2880

2940

3000

3660

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440



agaagcgaag
agcttacagce
cgottacgta
caggctecatyg
tktggcgaat
agcctetttg
ttgtagactg
taggeaageg
gcetttattt
tctatgeceag
tggcetcaagt
tctatgeata
Ltgagacagce
atatgtcgta
LCgattceLt
ttgaattage
aaggagggcec
ttctggeate
tbcatgttat
aaaatacaac
cbkcaggktga
tatgeataga
acttgagcea
cbtggcataga
aaataaagge
cygctitgecta
cagbtctacaa

caaagaggct

agattataga
atcgtacceg
catagttaac
ctacgtacge
tcegatitigg
ctgattcata
caggattitt
gattgtttge
ttoorctttceg
gatctaggcc
ttgacatgga
ctectgeaat
tggaggkttca
ctecagagett
gacttettta
tctgaagata
aaagatttta
ttacccagac
cgtggeatet

tgotacocag

gagttgtaatt

gttgaagaag
agctgccaaa
tcacttoatg
atttacatct
taaattcagt
atttctiggt

cagactacga
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acacgcacgt
cacgtacata
acgcagagag
acgtoggteg
caagtgttce
caagttatga

ceccktgacegg

tgcagctgga

tgcatgagot
catttcacaa
ttcatcaaca
ggcagcatga
Cttecacttgy
gaagtaggag
gctaatgaac
ggaaaagtca
attcttggag
atatgtacct
Ctgtatcaaa
cttgatgttg
agcttgetge
cacatggtaa
gatgcagygty
tcaatgaaga
tactgtgotyg
Cggaacccayg
gagacgatce

gagcttccag

gteattattt
ctacagagce
gtatatacat
cgogccacct
agagcaaaag
ccatctacat
agtgcaccag
gatggcaatc
tcatcaatea
agtatagtta
tagcttgoceyg
aaactagcag
Ltagatgtga
cagatgatac
atggtggaga
atgagtatga
ctggaagagt
atggtgttga
aagatgocaga
ctgatattgy
ctgctagttt
cggcaageta
taactatact
tgattgatga
gattgocate
ctggbgcact
atgtagatgg

cttttgectct
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atttatggac
acacttattg
acacgtcocaa
toetoegttget
ctggaagctc
ggatcgtcte
ctggattaca
caccacagta
tcttcattga
cacctgeatce
ttaccatgtyg
goeageacegyg
agttggacaa
tgccacattyg
tcacgatgeo
aactgacgte
ctgtcggccea
tgaccatgat
agagacagtt
aageccetttea
tcatgctgeo
tgttgatgaa
ttgtgaaatyg
agcetcatgea
tecagetgea
ceggteagyg
tcataacttg

ggaacacttg

ttgeccteagt
cactgectge
cgtecteooact
toctgotcgt
tcgtagtctyg
agcaagaaat
actgaattta
agatgtaaat
catcaagtga
tttggcaget
cttettcaac
ttggacatca
agcacggaty
gataaaatta
gggcaagaaa
acaattgata
gctgctgagt
gcagatcaaa
gatggtattyg
gatcttgttt
attgcaggayg
tecatgteaa
ggcctagata
cgaaagggaa
graaacaaktc
aaaaatcctg
tatgaatcag

ccaaateggyg

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4820

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120



akccgeaget
agactttteg
gecttacgte
ctcoctitgecaa
aacagggaag
gaccacacgg
atgggagtga
cagcgcocact
aaattactca
goggaccttt
ggcgcgeatt
ggaaggctge
gettatcegg
cgtgttecac
taaaagagtt
tgtaagagag
tcaacaaata
aataattagt
aactttagca
tggtggtaat
gctaaacttt
aattactgte
gtaaagactt
acggctictt
acattgaaac
aactttaccy
tggacaagtt
ataacaagtt

aaatceggtey

gcacgggtcec
cccttgetaa
cgagaaacag
gttgcaacat
atagatcttt
taatagcagt
aggatataaa
geggcactgt
acgaatcata
gcacttgatc
tataccagcyg
gtggcagecay
gctcoggeteo
agtggtgtoy
cctactaggt
gaggcagtett
agctattagt
tggtctatta
gctattttet
tgaaactaaa
atcecgtgag
actactggaa
tgectagtgt
tgkcgagtac
tetatgattt
aaacattatce
tcattaattt
cacggtcatyg

taactbgtgc
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aggaaagcaa
acacggtaaa
ggccactcaa
tcttagatca
gctcaatate
gctggacgat
agaaataagt
tcatcgaaaa
aaccaagatt
ggatcecttag
cogggeccty
acacacgggt
ggtgecacgec
tgttecgggy
acgttcatty
tttttagaaa
tggttttage
gttgactcat
agctactttt
ctitagcact
attgaaacgé
tcgagegett
gacactcgac
tttttatcoyg
tatgtgtagyg
aaatttttat
ctgactttat
tttagtgage

tagataacat

tecgeatagte
attegaatgg
cgagttagtt
tactgatgaa
gtatgatgtyg
gttacatcga
tcaccacgat
aazaactgty
agtcagatca
gttggetgta
gtacgtggcy
cgecacgtee
agggtgtgge
actcegatce
tatctggacg
aacagagaat
ttagattaaa
titaaggcec
agccatttgt
tcaattcata
ggcctaaatce
tgecgagtgt
aaagagatct
acacttgaca
tcacttaggt
cacaaceict
ttgtgtttta
atggtgcttQ

gcatatcatt
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aagctaaatce
acatgtgtgg
aaattcaaag
aatgacgtet
tEcagccaga
gaazagattac
tgcaggatag
gacgaagcta
agagacagag
tgcagaacta
cggeocgcgey
cgcocgtacte
cgcoctctgag
gcggegagoeyg
acgggcagcy
tecgttgage.
gaagctaacyg
tgtttcaate
aatctaaaca
tagctaaagt
tctcagetat
caaagectga
cgacgaacag
aagtctttgt
ttctacacat
atatatgata
tacaattktt
aagattctgyg

tattttgcat

atcaagatge
agcagcaaag
aaagaaacgc
ttcattaaag
ctgteggatg
tagccttttc
catacaagat
gckttcocoa
gagaaacaay
aagcggaggt
gctacgtgga
teccttacegt
cagacttigt
accgagegbtg
gacaatttge
taattgtaat
actaataget
tegegagata
ggagagctaa
ttagcaggaa
ttttgatgca
aaaacactece
tacatcgaca
cgagtgaact
agtacgtcac
tcatgacatg
aaacaactag
tctgettetg

gecacggttEt

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

650C

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860



10

ccatgtttcy
actaaatcta
atgtagatct
ataaaatata
ctagcceggy
cocatttgga
ttattgetkt
tcattttata
ctetttotit
acatgaagce
gecttgoatgt
ctgagccatyg

tgggactitt

<210>2
<211> 7794
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

agtgactige
atatttatag
acatagtgta
ctttateccga
cgegectitaa
cgtgaatgta
cgectataaa
ataacgctge
ttctceatat
atttacaatt
tggtttctac

tgcaccttce
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agtttaaatg
agaacatttt
ggaacaktacc
gtgtccaagy
ttaagcgoacce
gacacgtcga
tacgacggat
ggacatctac
tgaccatcat
gaatatatec
gragaactga

coccaacacy

tgaattttcc
tgtaaatatg
acaaaaagct
tatggcactce
gecatcgatcyg
aataaagatt
cgtaatttgt
atttttgaat
acteattget
tgocgecget
geeggttagg

gtgagcgacy

gaagaaattc
taattgtgce
tggttggeaa
ggccegggty
tgaagtttct
teoecgaattag
cgttttateca
Cgaaaaaaaa
gatccatgta
gocogetttge
cagataattt

gggcaacgga

aaataaacga
azaatggtac
aataaaaaaa
gccaagcetta
catctaageco
aataattrgt
aaatgtactt
ttgataatta
gatttceecgg
accoggtgga
ccattgagaa

gtgaktccaca

<223> construccion de ADN recombinante en plasmido entre bordes de Agrobacterium

<400> 2

aggattttec
cactecgacct
gtcaggottt
actocecgagyg
Lttecacgeooct
gccaatatat
ccccatcaag
atzaaacaaa
agtaaaatat

azaatitgagyg

ggcgectgege
tctagecgac
ccgacgttty
ggaaccctglt
tttaaatate
cctgtcaaac
cttactcgag
ggtaagatta
cggtaataaa

atgtttttgt

tacgtcegeg
ccagacgage
ggtgyttgaa
ggttogeaty
cgatiattct
actgatagtt
gtcattcata
cctggicaaa
aggtggceca

cagtactttg

accgeogttga
caagggatct
cagaagtcat
cacatacaaa
aataaacgcet
taaactgaag
tgcttgagaa
agtgaaaaca
aagtgaaatt

atacgtcatt
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gggatcaage
ctttggaatyg
tategeacgg
tggacgaacyg
cttttctett
gocgggaaacg
gagagteggay
tcagttaaaa
tactetttte

tttgtatgaa

cacagcagec
ctgcteegte
aatgccaagce
gataaacctt
aggtttacecc
acaatctgat
atagtccaaa
ggtggtataa
tactattata

ttagttttta

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8590

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600



agtttattcyg
tttgtaaata
gacataattt
ttazaatage
aacttagact
tcecacgatoo
aactggacaa
cgtetogeag
tooggogbogt
ccotecgett
ccatcceoeeo
cggacgacga
celbeteetet
gtttgggtgg
tecbcgecggct
cteggatgta
cgcoegtgeta
atttctgctyg
gaatttgaat
geagectegt
aatctgeaat
caaateteec
gtcgtegtgg
taaggtcatg
aaccgeoocge
ctcoccaccgyg
tetggaagye

ccgtaaggaa

cttttggaaa
cagagggatt
ttgagaaaaa
tfteccoogt
caaaacattt
atagcaagcc
tagtctocac
ccaaaaaaasa
gggggocgga
ccaaagaaac
aaccctacca
geteoteace
ttetttctee
gcgagagacy
ggggcteteg
gatctgogat
aacaagatca
cttogtcagg
ceccteageat
goggagettt
ggtgtgcaga
ttatcggttt
gaattgaaga
tettotgttt
aaatcetetg
tcotteatgt
gaggacgtca

ggcgacacct
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tgcatatctyg
tgtataagaa
tatatattca
tgcagcgeat
acadaascad
cagccocaacc
accoocecad
aaagaaagaa
aacgcgagga
gcoccccake
ccaccaccac
cotececacko
gttttbtEet
gottegtgey
coggcgtgga
ccgeegttgt
ggaagaggag
cttagatgtg
tgttcatcgg
tttgtaggta
acccatctet
ctctogaagac
agagtgggat
ccacggogty
goctttacgg
teggegutcet
tcaatacggg

ggatcatcga

tatttgagtc
atatctttag
gacgaattcot
gggtattttt
ccectaaagt
caacccaacc
tatcaccgtg
aaaaaagaaa
ggatcgcgayg
gccactatat
caccacctec
cgeogocges
cecgbctoggt
cgeocagatbc
Lcocggcecgg
tgggggagat
aaaagggcac
ctagatcttt
tagtttttet
gaagtgatca
tatcteccaat
gcagcageat
gacgttaatt
caktgcttceac
aaccgtcoge
cgogagegygt
caaggccatyg

tggecgtcgge
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gggtitttaag
aaaaaccecat
cacaatgaac
tctagtaaaa
tcctaaagec
caacocacas
agttgteecge
aagaaaaaac
ccagogacga
acatacccoc
acctectece
gogocggtaa
ctegatette
gagtgcgeggy
atctegcoggg
gatggggggt
tatggtttat
ctttettett
tttcatgatt
accatggoge
ctctecgaaat
ccacgagett
ggctotgage
ggtgcaagea
attecocggey
gaaacgcgea
caggcgétgg

aatggeggec

ttegtitget
atgctaatit
aataataaga
ataaaagata
caaagtgcta
cagtogagee
acgcaccgea
agcaggtogy
ggccggeect
cocetotecte
ccetegetge
ccacceocgec
ggecttggta
aggggceggga
gaatgggget
ttaaaattte
atctttatat
tttgtgggta
tgtgacaaat
aagttagcag
ccagtcaacyg
atceogatttce
tbegtoctet
googgeeagae
acaagtbcgat
tcaccggcek
gogococgeat

tectggegece

660

720

780

B840

800

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

18690

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280



tgaggcgccy
cggggtetac
gggcogcgty
cegtetteec
gatgécctcc
cacgécggtc
tggcgccaac
cegoggcaag
cceogctggtt
gaaccecacce
catcaaccey
gctgaaggydc
tetogotgte
cegogtcaay
ggattgegat
cggcaacgcec
cetogtcatyg
cacgagctte
cgatacgaag
ELtcttaaga
ttacgttaag
tatgattaga
aaactaggat
ccactagtga
agcggecget
ataaaatgcea
tatasagcaa
aaatgtctaa

ctgaaaatat

ctcgatticg
gatttegaca
ttgaacccge
gttaccttge
gcacaggtga
atcgageega
cttaccgtcyg
cteaccggec
geggeectge
cgeaccggec
cgecttgeey
gtcacggtge
gccgeogeat
gaaagcgace
gagggcgaga
tegggegeoy
ggcectegtgt
ceggagtbca
gcbgoctgat
ttgaatcctyg
catgtaataa
gtcccgeaat
aaattatcge
tatccgtega
tegagtgget
ttaaaaaata
tgattagaat
aacacaagag

acttygtbgee
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gcaatgecgc
geacciteat
tgcgcgaaat
gegggccgaa
agtccgecgt
tcatgacgeyg
agacggatgc
aagtcatcga
ttgttceggy
tcatcctgac
gcggegaaga
cggaagaccg
tecgeggaagy
geetetegge
cgtegetegt
ccgtegecac
cggaaaaced
tggacctgat
gagctcgaakt
ttgecggtct
ttaacatgta
tatacattta
gecgeggtgte
ctggtaccta
gcaggtcgat
ttttcatact
ctgacaagga
gacatacttg

tagtgaataa

cacgggetygc
cggegacgec
gggcgtgeag
gacgccgacy
getgetegeo
cgatcatacg
ggacggcgeg
cgtgecggge
ctoeogacgte
gctgcaggaa
cgtggcggac
cgcgectteg
ggcgaccgty
cgbegocaat
cgtgegtggc
ceatctogat
tgtcacggtyg
ggccgggety
toccgatcgt
tgcgatgatt
atgcatgacg
atacgecgata
atctatgtta
cgcgtageta
tgatgcatgt
caactacaaa
ttctggaaaa
tattcagtaa

dgeataatggt
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cgectgacga
tcgetcacaa
gtgazatcgyg
cogatcacct
ggcctcaaca
gaaaagatgc
cgcaccatce
gacccogteet
accatcetca
atgggcgecg
ctgegegttce
atgatcgacy
atgaacggtce
ggcetcaage
cgccctgacy
caccgcatceg
gacgatgeca
ggegegaaga
tcaaacattt
atcatataat
ttatttatga
gaaaacaaaa
ctagatcggy
gcccggygcge
tgtcaatcaa
tccatgagta
ttacataaag
catttgcage

acaactacaa

tgggcctegt
agegeocogat
aagacggtga
accgegtges
cgeccggeat
tgcagggett
gcctggaagg
cgacggecett
acgtgetgat
acatcgaagt
gctoctecac
aatatccgat
taggaagaact
tcaatggegt
gcaagggget
ccaktgagctt
cgatgatcge
tegaactete
ggcaataaag
ttctgttgaa
gatgggtttt
tatagcgege
gatgggggat
geccttaatta
ttggcaagtce
taactataat
gaaagttcat
thttctaggt

gtgttttact

2340

24900

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020



cctcecatatta
tgtttgeata
aatattaatt
tccatttcac
aaatggtaca
gtgtgtgege
gaacgaaage
aggagagttc
tagctggetg
ttggttgaat
ttgttgtagt
taatagggct
tgcctgttat
aaagagaact
gugtitagecca
tLtgacacag
acagetaget
ggtgggccey
acaaatgogt
ctocccaceag
ctagogcttyg
geacatctaa
ctgageccacce
aacccactbg
atgcragtge
tctageecoge
attgtaccag

cttcecattca

acttcggtca
tctecttataa
tgagaatgaa
agttcgatag
agaaaaacay
aatgaaactyg
tgaatteoccta
aatgctgtca
aatggtagtt
ggaagaaact
tgttgtgecce
gatgattgtt
gcataaagat
ggttgtatgy
ctgccaatgyg
ccagttggtt
gagtcagage
ctaccaagat
tcattattee
ttacttcaat
cggcgagege
ccctacaaac
tagecgtugt
ctectggcgaa
tcagtcaact
tegeggtgag
ctctgacteca

accaactgoc
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ttagaggcca
tttecaaattce
caaaaggacc
cgaaaaccga
ttttcccaat
atgecattgaa
getogotgaa
gttggttgaa
gttgttgttyg
gotgttgety
tgatgttttg
ggaggaacaa
ggcaccteoeca
cagcaattgt
attaagtaac
gaatggaagc
tggtacaatt
attageceote
acagtgectea
gggctitcgaa
cttacaacaa
cattgcaacg
gaaccctgte
cgtagctygca
agecatggtyg
caatgcacct
gctagetgta

totgtcaaac

cgatttgaca
aacacacaac
atatcattea
ataaaaaaca
gccataatac
cttgacgaac
taggtagtagt
togaagaaak
caaataagaa
agagtaggea
tgccaataaa
gggtgataaa
acgatgggtt
tgttactget
togttgteget
aactgttgta
tgttgeagea
cttgegette
cthbgetocta
catccageog
ccaattgoce
caacaacaac
acctacttge
taccagcaac
aaccctgecyg
acgtacctac
gcaagaccetyg

tctgetgegt
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catttttact
aaataagaga
ttaactettc
cagtaaatta
tcaaactcag
gttgtcgaaa
tgttgctget
tgctgggggt
goagagttca
goaaggtteyg
tgcaccaaag
ggtaagatgc
gotbgcaaggc
gcaggaaggt
gttgtaggta
agtaggcage
actgttgttg
ttgeoeoctttt
gtgccagtat
tgcaagocta
aatbtgcaaca
aacaacagtt
aacagcagct
aacaacagct
tctacctaca
aacaacagtt
ctgcctactt

acctracaaca

caaaacsaas
aaaaacaaat
tccatecatt
caagcacaac
taggattctg
cegatgatac
gtaaataagce
aggcagcaga
atgcagctag
ctagoacaag
gtaactgctyg
cagctgogat
agggttcatc
agcgaccaat
cgcagcagag
agggtttgec
taggtacgta
agtgagcegea
tocacagtte
caggctacaa
acaatcctty
Cctgoccateca
gcttgeoatac
gcaacagttt
actactttea
getgecaacaa
acaacagttg

gogacaacag
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5040
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5160

5220
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5340
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ttacttaate
caattgctgco
gyaggtgcca
tgttecteca
aaaacatcag
agcaacaaca
aacaacaaca
tcaaccaact
tcagceaget
gtctgaagac
Lttgattaat
catggttict
catctggaat
atctacgtaa
ctttacacgt
tgtaatgcaa
gtatgatcte
ttcttaccoca
caacaaattc
aggacttata
tattcaattt
gogaacaagt
tgractagtt
tatatatata
ggttgtgtga
attttgtaca
attataaaga
Ltgttaacge

tgtagacacg

cattggcagt
catacaacca
tctttaccgg
acaatcatca
ggcacaacaa
gtbttettcea
actaccatte
gacagctttg
agggatccgg
cecagtggtgyg
taacacaatt
tgccaaatgt
cattectgtac
aacgaattag
caaggatttk
tatgagttgt
ggcatgacte
ataccettga
ttggagcttt
cggttgeace
tgactaggaa
tttttatttg
atatgccegt
tgatatatga
atatggagee
taaactctct
aatgtaggag
ggcegeateg

tcgaaataaa
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ggctaaccca
gttctctttg
taacaggcaa
goecctattac
ctacaacaac
ttcaaccaac
agccagctat
aactecteocty
taccgggttc
tgatggagaa
tettgtgtte
atatgactcg
ttoetgeotog
atttagotty
tgtecctgtece
Ltgtaatgte
agogtgtitce
cgtgecaattt
acatgccaat
tggatgatcy
gagatttaat
gataccctet
geattgetac
taaatcttgr
aacaaccaat
tattatagta
ttttttaata
atcgkbgaagt

gatttccgaa

ttggtcgeta
atgaacccty
tcgcageotgg
agcagttace
ttgtgctage
tagctgeatt
ctgotgecta
cttatttaca
ttctgegete
gtgcacagge
ttatgccacc
tcactetett
ctcagtittg
acatatgget
ggeotatttt
ttgtgagetg
Lttgecacaca
tggttgatgt
geatggttgt
aaggggatty
cgetitccaac
tattcatctt
ggtttatata
tttaataaaa
atccagaaca
gtagagaaga
atattgacgc
ttctecateta

ttagaataat
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cctteoctgea
ccttgcagea
catcttacct
tttggtgecat
aaaccttget
gaactctgect
cceccageaa
gcagcaacaa
tggagtagat
atgcgagegt
gagacggcté
tacgtagcac
Ltgecttcota
ttthbtttgt
atttttcatyg
taagcatgta
gagaggattt
foctgtgagtt
ttegtgttee
ggagagatta
cgoctttcgat
aatacacaca
tatatatata
catatgtitt
cttatacata
gattataaga
gggacaagct
agoeececcatt

ttgttrattg

geagcaacaa
acccatcegtt
ttatcacect
ttattggeac
gecctactctce
tecttattige
tttettococat
ctactaccat
aaagctaatyg
tatttatage
taggoagett
gtcgatggtt
caggttgttyg
tgtasattta
aaacgatctt
tatcagatga
gtttgattgot
gttaaggata
tcaccacttt
aatctectte
ccagacgtaa
tgtattaagt
tatatgtata
ctattgatta
atttcacctt
gtgegggtty
tactagtagc
tggacgtgaa

ctttegocta
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taaatacgac
ctgcggacat
atattgacca
aattgaatat
ctacgcagaa

tteccocoacaa

ggatcgtaat
ctacattttt
tcatactcat
atcetgecge
ctgagccggt

cacggtgage
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ttgtegtttete
gaattgaaaa
tgctgatecca
cgctgeocget
taggcagata

gacggggcaa

atcaaaatgt
aaaattggta
tgtagattte
ttgcacecag
atttccattyg

cggagtgate
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actttcattt
attactettt
ccggacatga
tggagecttge
agaactgage

cacatgggac

tataataacg
ctttttctee
agcecatttac
atgttggttt
catgtgcacc

Lttt

7300

7560

7620

7680

7740

7794
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REIVINDICACIONES

1. Una construccion de ADN recombinante para la supresion de al menos un gen diana de planta nativa que
comprende en orden 5 a 3’ un elemento promotor unido de manera operable a un primer elemento de ADN
orientado antisentido en relacion con el al menos un gen diana y un segundo elemento de ADN orientado sentido en
relacion con el al menos un gen diana que comprende 50 a 5.000 nucleétidos, en la que el elemento de ADN
orientado sentido no es mas de aproximadamente la mitad de la longitud del elemento de ADN orientado antisentido,
y el ARN orientado sentido transcrito por el ADN orientado sentido es complementario al extremo mas 5’ del ARN
orientado antisentido transcrito por el elemento de ADN orientado antisentido, en la que dicho ARN transcrito forma
un bucle de ARN orientado antisentido para suprimir dicho al menos un gen diana, y en la que dicho elemento de
ADN orientado antisentido comprende, en serie, segmentos de dos o mas genes dirigidos para supresion.

2. La construccion de ADN recombinante de la reivindicacion 1, en la que dicho bucle de ARN orientado antisentido
se cierra con un segmento de ARN de doble sentido.

3. La construccion de ADN recombinante de la reivindicacion 2, en la que una cadena de dicho segmento de ARN de
doble cadena es idéntica al ARNm de un gen dirigido para supresion.

4. La construccion de ADN recombinante de la reivindicacion 1, en la que dicho elemento de ADN orientado sentido
comprende de 50 a 500 nucleétidos.

5. La construccién de ADN recombinante de la reivindicacion 1, en la que dicho elemento de ADN orientado sentido
no es mas de aproximadamente un tercio de la longitud del elemento de ADN orientado antisentido.

6. La construccion de ADN recombinante de la reivindicacién 1, en la que dicho elemento de ADN orientado sentido
no es mas de aproximadamente un cuarto de la longitud del elemento de ADN orientado antisentido.

7. Un procedimiento para generar ARN orientado antisentido en una planta para la supresion de un gen diana,
comprendiendo dicho procedimiento proporcionar, en las células de dicha planta, una construccion de ADN
recombinante segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6.
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Figura 3
tipo silvestre
19-kP o.- zeinas
[CA+2H]*2
22kD o- zeinas
15-kD B-zeina —
16-kD y-zeina

27%D y-zein [CA+H]

reduccion 19kD a-Zeina

reduccion 19y 22kD «-Zeina

J‘LM

Masa (m/z)
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