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DESCRIPCION

Proteinas con dedos de zinc modificadas genéticamente que se dirigen a genes vegetales implicados en la biosinte-
sis de acidos grasos

Campo técnico

La descripcion se refiere en general a los campos de la modificacion genética del genoma y expresion proteica en
vegetales. En particular, la presente descripcion se refiere a dominios que se unen a ADN modificados genéticamen-
te, por ejemplo, proteinas con dedos de zinc, que se dirigen a genes implicados en la sintesis de acidos grasos y a
métodos de empleo de tales proteinas con dedos de zinc en la modulacion de la expresion génica, la inactivacion de
genes y la modificacion génica dirigida, para generar plantas con perfiles de acidos grasos alterados.

Antecedentes

Las dietas ricas en grasas saturadas aumentan las lipoproteinas de baja densidad (LDL), que a su vez provocan el
depdsito de colesterol en los vasos sanguineos, una afeccion previa, estrechamente correlacionada con la ateroscle-
rosis y la enfermedad cardiaca coronaria (Conner et al., Coronary Heart Disease: Prevention, Complications, and
Treatment, J.B. Lippincott, Philadelphia, 1984 p. 43-64). Por el contrario, se ha mostrado que las dietas ricas en
grasas monoinsaturadas reducen las enfermedades cardiacas. El acido oleico, la Unica grasa monoinsaturada en la
mayoria de los aceites vegetales comestibles, disminuye las LDL tan eficazmente como el acido linoleico, pero no
afecta a los niveles de lipoproteinas de alta densidad (HDL) (Mensink et al. (1989) New England J. Med., 321:436-
441). Adicionalmente, las dietas ricas en grasas monoinsaturadas también estan correlacionadas con una presion
sanguinea sistdlica reducida (Williams et al. (1987) J. Am. Med. Assoc., 257:3251-3256, 1987).

De cara al efecto de los acidos grasos sobre la dieta y la salud, se han realizado intentos de alterar el perfil de aci-
dos grasos de plantas utilizadas con fines comestibles e industriales. Sin embargo, los métodos convencionales de
alteracion de plantas para mejorar el perfil de acidos grasos se basan en la mutagénesis (por ejemplo, la radiacion
quimica, etc.) y/o en el cultivo y requieren mucho tiempo, son laboriosos y no se dirigen especificamente a genes
seleccionados. Véase, por ejemplo, el documento de Patente de EE.UU. n° 5.861.187.

Por ejemplo las tres referencias siguientes se refieren mas particularmente a la tioesterasa de acidos grasos (Fat):

Salas Joaquin et al. ((2002) ARCHIVES OF BIOCHEMISTRY AND BIOPHYSICS 403(1):25-34) describe la es-
pecificidad de sustrato de las tioesterasas de acil-ACP FatA y FatB.

El documento WO 00/09721 A1 se refiere a métodos para incrementar el contenido en estearato en aceite de
soja mediante la expresion de la tioesterasa de acil-ACP.

El documento US 2002/178467 describe secuencias de péptidos de transito de plastidos de una tioesterasa de
acil-ACP de la Cuphea para la orientacion eficaz hacia plastidos.

Recientemente, se han empleado ventajosamente dominios que se unen a ADN modificados genéticamente, tales
como dominios de meganucleasa que se unen a ADN y proteinas con dedos de zinc (ZFPs) para modular selecti-
vamente la expresion génica y para alterar de forma dirigida secuencias de genes en plantas (véanse, por ejemplo,
los documentos de Patentes de EE.UU. n° 7.262.054, 7.235.354, 7.220.719, 7.001.768 y 6.534.261; los documentos
de publicacion de Patentes de EE.UU. n° 2008/0182332 y n° de serie 12/284.888). Las proteinas con dedos de zinc
(ZFPs) son proteinas que se unen a ADN, ARN y/o proteina, de una manera especifica de la secuencia, en virtud de
un dominio estabilizado con metal, conocido como dedos de zinc. Véase, por ejemplo, Miller et al. (1985) EMBO J.
4:1609-1614; Rhodes et al. (1993) Sci. Amer. 268(2):56-65; y Klug (1999) J. Mol. Biol. 293:215-218. Las ZFPs se
encuentran comunmente en los factores de transcripcion y hasta la fecha, se han identificado mas de 10.000 se-
cuencias de dedos de zinc en varios miles de factores de transcripcién conocidos o putativos.

Los dominios que se unen a ADN también se pueden usar con dominios de nucleasas para preparar nucleasas
modificadas genéticamente. Por ejemplo, el dominio que se une a ADN de una endonucleasa de migracion dirigida
se puede alterar para generar nuevas endonucleasas de migracion dirigida. Del mismo modo, los dominios de dedos
de zinc también se han combinado con dominios de escisidon de nucleasas para producir nucleasas de dedos de zinc
(ZFNs) para dirigir de forma especifica la rotura de una cadena doble en la regidon de un genoma en la que se desea
una modificacion (por ejemplo, delecion, mutacion, recombinacion homaéloga o insercion de una secuencia exdgena)
(véase, por ejemplo, el documento de solicitud de Patente de EE.UU. n° 2007/0134796; 2005/0064474;
2008/0182332). Las ZFPs modificadas genéticamente facilitan enormemente la insercion de secuencias exdgenas o
la modificacion de secuencias enddgenas en sitios diana especificos en plantas y proporcionan una alteracion dirigi-
da de los genomas de plantas con mayor eficacia que los métodos convencionales (véanse, por ejemplo, los docu-
mentos de Patentes de EE.UU. n° 7.262.054, 7.235.354, 7.220.719, 7.001.768 y 6.534.261).

No obstante, sigue habiendo una necesidad de composiciones y métodos para la alteracion dirigida de genes impli-
cados en la sintesis de acidos grasos, con el fin de producir plantas y productos vegetales (por ejemplo, aceites
vegetales) que tengan acidos grasos seleccionados. Mediante la produccion de variedades de plantas con niveles
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reducidos de grasas saturadas individuales y totales en el aceite de la semilla, se pueden producir productos alimen-
ticios a base de aceite, que contienen menos grasas saturadas. Tales productos beneficiaran la salud publica me-
diante una reduccion de la incidencia de la aterosclerosis y la enfermedad coronaria cardiaca.

Compendio

La presente descripcion describe composiciones y métodos para modular la expresion y para una alteracion de for-
ma dirigida, en plantas enteras o en células vegetales, uno o varios genes vegetales implicados en la biosintesis de
acidos grasos, alterando de este modo la composicién de los acidos grasos en las plantas enteras o en las células
vegetales. Las plantas enteras o las células vegetales pueden proceder de especies de plantas monocotiledoneas
(monocots) o dicotileddneas (dicots), incluyendo en algunas realizaciones particulares, plantas productoras de aceite
y también incluyendo células cultivadas, células en una planta en cualquier etapa de desarrollo y células vegetales
que se han retirado de una planta entera y cuyas células (o sus descendientes) se regeneraran formando plantas.
Las células vegetales pueden contener una o varias secuencias de genes homedlogos o paralogos, en donde la
modificacion se puede dirigir a cualquier cantidad de los mismos o a todos ellos por los métodos descritos en esta
memoria.

En un aspecto, en esta memoria se describe un dominio que se une a ADN (por ejemplo, una proteina con dedos de
zinc (ZFP)) que se une especificamente a un gen implicado en una ruta de biosintesis de acidos grasos vegetales.
En algunas realizaciones, el gen es un gen de Brassica napus. En algunos aspectos particulares, el gen de Brassica
napus puede codificar carboxilasa de acetil-CoA (ACCasa), sintetasas de B-cetoacil-ACP (KAS, por ejemplo, KAS | -
KAS V), tioesterasa B de acidos grasos (FATB, por ejemplo, FATB1 - FATB5, u otras tioesterasas plastidiales),
sintasa de acidos grasos (FAS), elongasa de acidos grasos (FAE, por ejemplo, FAE1), tioesterasa A de acidos gra-
sos (FatA), desaturasa de acidos grasos (Fad2, Fad3), deshidrogenasa plastidial de G-3-P (GPDH), glicerocinasa
(GK), desaturasa de la proteina portadora de estearoil-acilo (S-ACP-DES) e hidrolasa de oleoil-ACP. En algunos
aspectos particulares, el gen puede ser un ortélogo o un homoélogo de estos genes en otras especies de plantas
productoras de aceite. En una realizacion preferida, la presente invencién proporciona una proteina de fusion que
comprende un dominio funcional, que es un dominio regulador transcripcional o un dominio de escision y una protei-
na con dedos de zinc no presente en la naturaleza que modula la expresion de al menos un gen FatB endégeno
vegetal, en donde la proteina con dedos de zinc comprende las regiones de reconocimiento de hélices, ordenadas
como se muestra en una fila simple de la Tabla 10B. Mas preferentemente, el gen FatB esta contenido dentro de
una planta Brassica. En todavia una realizacion preferida, la proteina con dedos de zinc se une a un sitio diana co-
mo se muestra en la Tabla 2.

En todavia un aspecto adicional, también se proporcionan proteinas de fusién que comprenden cualquiera de los
dominios que se unen a ADN (por ejemplo, ZFPs) descritos en este documento. En ciertas realizaciones, la proteina
de fusion comprende una proteina con dedos de zinc y un dominio regulador de la transcripcién (por ejemplo, domi-
nio de activacion o represion), también conocido como un ZFP TF. En ciertos aspectos, la proteina de fusion com-
prende una ZFP y un dominio de nucleasa para formar una nucleasa con dedos de zinc (ZFN) que escinde en una
region gendémica de interés con el gen diana. En ciertas realizaciones, la ZFN comprende un polipéptido de fusion
que comprende un dominio de uniéon de dedos de zinc modificado genéticamente que tiene especificidad para un
gen implicado en una via de biosintesis de acidos grasos vegetales (por ejemplo, un gen que codifica ACCasa, KAS
I, KAS II, KAS lll, KAS IV, FATB1, FATB2, FATB3, FATB4, FATB5, FAS, FAE1, FatA, Fad2, Fad3, GPDH, GK o S-
ACP-DES) y un dominio de escision, y/o uno o varios polipéptidos de fusion que comprenden un dominio de union
de dedos de zinc modificado genéticamente y un medio dominio de escision. En ciertos aspectos, los dominios de
unioén de dedos de zinc se unen a un sitio diana, como se muestra en la Tabla 2 o la Tabla 10A. En ciertos aspectos,
los dominios de unién de dedos de zinc comprenden una secuencia seleccionada a partir del grupo que consiste en
proteinas con dedos de zinc que comprenden los dominios de reconocimiento (por ejemplo, una fila simple) que se
muestran en la Tabla 1 o la Tabla 10B. Los dominios de escision y los medio dominios de escision se pueden obte-
ner, por ejemplo, a partir de varias endonucleasas de restriccién y/o endonucleasas de migracion dirigida. En un
aspecto, los medio dominios de escision se obtienen a partir de una endonucleasa de restriccion de tipo 1S (por
ejemplo, Fokl).

En una realizacion preferida, la presente invencion proporciona un polinucleétido que codifica una o varias proteinas
con dedos de zinc que comprenden las regiones de reconocimiento de hélices mostradas en una fila simple de la
Tabla 10B o proteinas de fusion que comprenden un dominio funcional que es un dominio regulador transcripcional o
un dominio de escisién y una proteina con dedos de zinc que no esta presente en la naturaleza que comprende las
regiones de reconocimiento de hélices mostradas en una fila simple de la Tabla 10B, en donde dicha proteina de
fusion modula la expresion de al menos un gen FatB enddgeno.

En otros aspectos, se describen en esta memoria polinucleétidos que codifican cualquiera de los dominios que se
unen a ADN (por ejemplo, proteinas con dedos de zinc) y/o proteinas de fusién descritas en el presente documento.
En ciertos aspectos, se describe en este documento un vector de expresiéon de ZFP que comprende un polinucleoti-
do, que codifica una o varias ZFPs descritas en este documento, ligado funcionalmente a un promotor. En una reali-
zacion, una o varias de las ZFPs son ZFNs.

Las ZFPs y las proteinas de fusién que comprenden estas ZFPs se pueden unir a y/o pueden escindir un gen impli-
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cado en la sintesis de acidos grasos dentro de la region codificadora del gen o en una secuencia no codificadora
dentro o préxima al gen, tal como, por ejemplo, una secuencia lider, una secuencia remolque o un intrén, o dentro de
una regioén no transcrita, ya sea aguas arriba o aguas abajo de la region codificadora. En ciertos aspectos, las ZFPs
o ZFNs se unen y/o escinden una secuencia codificadora o una secuencia reguladora de un gen implicado en la
biosintesis de acidos grasos.

En otro aspecto, en este documento se describen composiciones que comprenden una o varias proteinas, proteinas
de fusion o polinucleétidos como se describen en el presente documento. Las células vegetales pueden contener un
gen diana unico o multiples copias paralogas del mismo gen. Por lo tanto, las composiciones pueden comprender
una o varias proteinas que contienen ZFP (y polinucledtidos que las codifican) que se dirigen a uno o varios genes
implicados en la sintesis de acidos grasos en una célula vegetal. Las ZFPs se pueden dirigir a todos los genes pa-
ralogos o homeologos y a genes paralogos o homedlogos seleccionados particulares en una célula vegetal o una
combinacién de los mismos.

En otro aspecto, se proporciona en este documento una célula hospedadora vegetal que comprende una o varias
proteinas o polinucleétidos (por ejemplo, vectores de expresion de ZFP) como se describe en el presente documen-
to. Para los polinucleétidos, la célula hospedadora vegetal se puede transformar de manera estable o de forma tran-
sitoria 0 una combinacién de las mismas, con uno o varios vectores de expresion de ZFP. En una realizacién, uno o
varios de los vectores de expresion de ZFP expresan una o varias ZFNs en la célula hospedadora vegetal. En otra
realizacion, uno o varios de los vectores de expresion de ZFP expresan uno o varios ZFP TFs en la célula hospeda-
dora vegetal.

En otro aspecto, se describe en esta memoria un método para modificar uno o varios genes implicados en la biosin-
tesis de acidos grasos en una célula vegetal, comprendiendo el método: (a) introducir, en la célula vegetal, uno o
varios vectores de expresion que codifican uno o varios ZFP TFs que se unen a un sitio diana en uno o varios de los
genes implicados en la biosintesis de acidos grasos, en condiciones tales que los ZFP TFs se expresan y se modifi-
ca la expresion de uno o varios de los genes, y mas particularmente, se expresan una o varias de las proteinas con
dedos de zinc que comprenden las regiones de reconocimiento de hélices mostradas en una fila simple de la Tabla
10B, y se madifica la expresion de uno o varios de los genes FatB. La modificacién comprende modular la expresion
de al menos un gen FatB. La modulacién puede ser una activacion o represion de la expresion de al menos un gen
FatB. En ciertos aspectos, al menos un sitio diana esta en una ACCasa, KAS |, KAS II, KAS Ill, KAS IV, FATB1,
FATB2, FATB3, FATB4, FATBS5, FAS, FAE1, FatA, Fad2, Fad3, GPDH, GK y/o el o los genes S-ACP-DES. En otros
aspectos, se modula mas de un gen implicado en la biosintesis de acidos grasos. En cualquiera de los métodos para
la modificacion de uno o varios genes implicados en la biosintesis de acidos grasos como se describe en el presente
documento, los métodos dan como resultado células vegetales con un contenido en acidos grasos modificado, por
ejemplo, una reduccion de la cantidad de grasas saturadas en las células vegetales. En algunos aspectos, el conte-
nido en acidos grasos modificados en las células vegetales da como resultado un contenido en acidos grasos modi-
ficados en las semillas de la planta, por ejemplo, una reduccion de la cantidad de grasas saturadas en las semillas
de la planta. En algunos aspectos, la planta es una planta productora de aceite que permite acidos grasos modifica-
dos en las semillas de la planta productora de aceite (p. €j., una reduccioén de la cantidad de grasas saturadas). En
algunos aspectos particulares, la planta es una planta Brassica napus que permite acidos grasos modificados en las
semillas de la planta Brassica napus (por ejemplo, grasas saturadas reducidas).

En otro aspecto, se proporciona en esta memoria un método para escindir uno o varios genes implicados en la bio-
sintesis de acidos grasos en una célula vegetal, comprendiendo el método: (a) introducir, en la célula vegetal, uno o
varios vectores de expresion que codifican una o varias nucleasas (por ejemplo, ZFNs) que se unen a un sitio diana
en uno o varios de los genes implicados en la biosintesis de acidos grasos, en condiciones tales que las nucleasas
(por ejemplo, la o las ZFNs) se expresan y uno o varios de los genes se escinden, y mas particularmente al menos
un gen FatB se escinde. En ciertos aspectos, al menos un sitio diana esta en un gen que codifica ACCasa, KAS |,
KAS II, KAS lil, KAS IV, FATB1, FATB2, FATB3, FATB4, FATBS5, FAS, FAE1, FatA, Fad2, Fad3, GPDH, GK y/o S-
ACP-DES. En otros aspectos, mas de un gen implicado en la biosintesis de acidos grasos se escinde. Ademas, en
cualquiera de los métodos descritos en el presente documento, la escisién de uno o varios de los genes puede dar
como resultado una delecion, adicion y/o sustitucion de nucleétidos en la region escindida.

En aun otro aspecto, se describe en esta memoria un método para introducir una secuencia exégena en el genoma
de una célula vegetal, comprendiendo el método las etapas de: (a) poner en contacto la célula con una secuencia
exogena (vector donante); y (b) expresar una o varias nucleasas (por ejemplo, nucleasas con dedos de zinc) como
se describe en el presente documento en la célula, en donde una o varias de las nucleasas escinden el ADN cromo-
sémico; de tal modo que la escision del ADN cromosémico en la etapa (b) estimula la incorporacién del vector do-
nante en el genoma mediante recombinacion homologa. En ciertas aspectos, una o varias de las nucleasas son
fusiones entre el dominio de escision de una endonucleasa de restriccion de tipo Ils y un dominio de unién a dedos
de zinc modificado genéticamente. En otros aspectos, la nucleasa comprende una endonucleasa de migracion diri-
gida, por ejemplo, una endonucleasa de migracion dirigida con un dominio que se une a ADN modificado. En cual-
quiera de los métodos descritos en el presente documento, la secuencia exdgena puede codificar un producto pro-
teico.

En un aspecto adicional mas, también se proporciona una célula vegetal transgénica o no transgénica obtenida de
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acuerdo con cualquiera de los métodos descritos en este documento.

En otro aspecto, se proporciona en este documento una planta que comprende una célula vegetal transgénica o no
transgénica obtenida como se describe en el presente documento.

En otro aspecto, se proporciona en este documento una semilla de una planta que comprende una célula vegetal
transgénica o no transgénica obtenida como se describe en el presente documento.

En otro aspecto, se describe en este documento aceite procedente de una semilla extraida a partir de una planta
que comprende una célula vegetal transgénica o no transgénica obtenida como se describe en el presente docu-
mento.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es un esquema que representa rutas de biosintesis de acido graso en canola (B. napus). Este se adapto
segun John Shanklin, Brookhaven National Laboratory, Upton, NY (Thelen y Ohlrogge, 2002, Metabolic engineering
4:12-21).

La Figura 2 es un esquema que representa las ubicaciones de los sitios diana dentro del gen KASII para diversos
ejemplares de ZFP TFs dirigidos a KASII. Los nimeros indican los sitios diana para las ZFPs contenidas dentro de
las estructuras artificiales mostradas en la Tabla Ill. Los disefios de ZFP se muestran en las Tablas | y Il

La Figura 3 es un grafico que representa la expresion del ARNm de KASII en hojas de plantas TO transformadas
con la estructura artificial 4695 de ZFP TF que activa KASII, tal y como se someti6 a ensayo mediante gRT-PCR. Se
empled un promedio de 27 plantas de control para calcular el n® de veces de regulacion al alza que se muestra en el
grafico. En algunos eventos, se observd una regulacion al alza del ARNm de KASII de mas de tres veces.

La Figura 4 es un grafico que representa relaciones entre la expresion de KASII-ZFP TF/tubulina en hojas de plan-
tas T1, detectada a través de gqRT-PCR. Tres eventos se compararon junto con los nulos correspondientes.

La Figura 5 es un grafico que representa la relacion promedio entre la expresion del ARNm de KASII/tubulina en
plantas T1 nulas que contienen y segregan ZFP TF de cada uno de tres eventos, tal y como se determina mediante
gRT-PCR. Se observé una regulacion al alza de 2-3 veces del ARNm de KASII en estas hojas de plantas T1.

Las Figuras 6A y 6B son graficos, dibujados con el programa informatico estadistico JMP para el analisis unidirec-
cional de acido(s) graso(s) diana, que representan una disminucion consistente y significativa (p = <0,001) de C16
total (6A) y una disminucion en las relaciones entre C16 total/C18 total (6B) en plantas nulas hermanas y positivas
para ZFP TF dentro de cada evento. C16 total comprendia contenidos de C16:0 y C16:1, y C18 total comprendia
contenidos de C18:0, 18:1, 18:2y 18:3.

La Figura 7 muestra una alineacion de la secuencia de AF318307 y AF244520. El sombreado indica las regiones de
homologia exacta.

La Figura 8 representa una alineacion de la secuencia de SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 46, SEQ ID
NO: 30, AC189461 y BH723504. Las secuencias de cebadores directos e inversos (SEQ ID NOs 28 y 29) para la
amplificacién del ADNc de la sintetasa Il de B-cetoacil-ACP se destacan mediante lineas de trazos por encima de la
secuencia correspondiente. El sombreado indica las regiones de homologia exacta.

La Figura 9 representa la expresion de los genes FatB4 y FatB5 en lineas de callos transgénicos de B. napus para
los diferentes disefios de ZFP TF presentes en las estructuras artificiales pDAB4690 - pDAB4692. Se analizaron 17
lineas de control y 25 lineas para cada una de las estructuras artificiales de ZFP. Barras negras = expresion del
ARNm de FatB4; barras grises = expresion del ARNm de FatB5.

La Figura 10 muestra la expresion de FatB4 y FatB5 en hojas de plantas transgénicas TO de B. napus analizada con
gRT-PCR. Tres estructuras artificiales que comprendian ZFP TFs, pDAB4689 - pDAB4691 se sometieron a ensayo
en plantas transgénicas. El nimero total de plantas transgénicas TO independientes analizadas para este experi-
mento era 40, 62, 41 y 22 para pDAB4689 - pDAB4691 y pDAB8210, respectivamente. El control Nex710 estaba
compuesto de 10 plantas. Noventa y siete por ciento de los eventos transgénicos para 3 estructuras artificiales de
ZFP TF eran positivos para la expresion de ZFP TF, tal como se determind mediante el ensayo de la expresion de
ZFP TF (Ejemplo 8.3). Se obtuvieron resultados similares cuando se utilizé la expresiéon de ARNm de tubulina natu-
ral como referencia para normalizar las expresiones del gen FatB. Barra negra = expresion de FatB4; barra gris =
expresion de FatB5.

La Figura 11 es un grafico que muestra una relacion lineal entre los genes FatB y la expresion de tubulina cuando
se analizaron a partir de plantas T1. Cuadrados negros = expresion de FatB4; rombos grises = expresion de FatB5.

La Figura 12 muestra una gRT-PCR para la expresion de FatB4 y FatB5 en hojas de plantas T1 transgénicas para
la estructura artificial de ZFP TF, pDAB4691. Cuadrados negros = expresion de FatB4; rombos grises = expresion de
FatB5.
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La Figura 13 es un analisis unidireccional del contenido en C18:0 por muestra, utilizando el programa informatico
estadistico JMP.

La Figura 14 muestra un analisis unidireccional del contenido total en C16/C18 por muestra, usando el programa
informatico estadistico JMP.

La Figura 15 representa un analisis de los perfiles de T1 FA de una semilla madura que comprende 4 eventos de
estructuras artificiales de ZFP TF, mostrado con el programa informatico estadistico JMP. Los paneles A y B repre-
sentan un analisis unidireccional por muestra (estructura artificial) del contenido en C18:0 y el contenido en
C16:0/C18:0, respectivamente.

La Figura 16 representa un analisis de los perfiles T1 FA de una semilla madura que comprende 4 eventos de es-
tructuras artificiales de ZFP TF, mostrado con el programa informatico estadistico JMP. Los paneles A y B represen-
tan un analisis unidireccional por muestra (estructura artificial) del contenido en C14:0 y C16:1, respectivamente,
destacando el atributo diferenciador de la estructura artificial pDAS5227. El analisis de los perfiles T1 FA de una
semilla madura que comprende 4 eventos de estructuras artificiales de ZFP TF, se muestra con el programa infor-
matico estadistico JMP. Los paneles A y B representan un analisis unidireccional por muestra (estructura artificial)
del contenido en C14:0 y C16:1, respectivamente, destacando el atributo diferenciador de la estructura artificial
pDAS5227.

La Figura 17 muestra la regulacion a la baja del ARNm de FatB5 (barras negras) en una semilla T2 inmadura trans-
formada con la estructura artificial de ZFP TF, pDAS5227. La expresion de ZFP TF esta representada por la expre-
sion de ERF3 (barras grises). Se analizaron 25 semillas inmaduras DAF procedentes de cuatro plantas T1 nulas,
tres heterocigotas (5227_12ZF-1) y cuatro homocigotas (5227_12ZF-2) del evento 5227-12.

La Figura 18 muestra la regulacion a la baja del ARNm de FatB5 (barras negras) en una semilla T2 inmadura trans-
formada con la estructura artificial de ZFP TF, pDAS5212. La expresion del ARNm de ZFP TF esta representada por
la expresion de KRAB1 (barras grises). Se analizaron 25 semillas inmaduras DAF procedentes de cinco plantas
nulas, tres heterocigotas y cuatro homocigotas del evento 5212-4.

La Figura 19 muestra un analisis unidireccional de acidos grasos saturados totales (sats.) mediante cigosidad en la
semilla T2 del evento de ZFP TF, 5227-12. Las semillas T2 obtenidas a partir de plantas parentales T1 nulas, hete-
rocigotas y homocigotas estan marcadas como 5227-12ZF nula, 5227-12ZF(1) y 5227-12ZF(2), respectivamente.

La Figura 20 muestra un analisis unidireccional de acidos grasos saturados totales (sats.) mediante cigosidad en la
semilla T2 del evento de ZFP TF, 5212-4. Las semillas T2 obtenidas a partir de plantas parentales T1 nulas, hetero-
cigotas y homocigotas estan marcadas como 5212-4ZF nula, 5212-4ZF(1) y 5212-4(2), respectivamente.

Descripcion detallada

En el presente documento se describen composiciones y métodos Utiles para la modulacion de la expresion y la
escision y la alteracion dirigida de uno o varios genes implicados en la sintesis de acidos grasos en las plantas. La
regulacion de tales genes se puede modular, por ejemplo, mediante el uso de factores de transcripcion de ZFP mo-
dificados genéticamente o modificando regiones reguladoras de genes. Los genes se pueden alterar, por ejemplo,
mediante una escision dirigida seguida de recombinacion homéloga intracromosémica o mediante una escision diri-
gida seguida de recombinacion homéloga entre un polinucledtido exégeno (que comprende una o varias regiones de
homologia con la secuencia de nucleétidos del gen) y una secuencia genémica.

Las secuencias gendmicas incluyen aquellas presentes en cromosomas, episomas, genomas de organulos (por
ejemplo, mitocondrias, plastidos), cromosomas artificiales y cualquier otro tipo de acido nucleico presente en una
célula de ese tipo, tal como, por ejemplo, secuencias amplificadas, cromosomas dobles diminutos y los genomas de
bacterias y virus endégenos o infecciosos. Las secuencias gendmicas pueden ser normales (es decir, de tipo silves-
tre) o mutantes; las secuencias mutantes pueden comprender, por ejemplo, inserciones, deleciones, translocacio-
nes, reordenamientos y/o mutaciones puntuales. Una secuencia genémica puede comprender también uno entre
una serie de alelos diferentes.

Las composiciones descritas en este documento comprenden una o varias ZFPs que comprenden dominios que se
unen a dedos de zinc modificados genéticamente, polinucledtidos que codifican estos polipéptidos y combinaciones
de ZFPs y polinucledtidos que codifican ZFPs. Un dominio que se une a dedos de zinc puede comprender uno o
varios dedos de zinc (por ejemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 mas dedos de zinc) y puede estar modificado genéticamente
para unirse a cualquier secuencia genémica de un gen, incluyendo secuencias reguladoras ligadas funcionalmente
al gen, que participan en la biosintesis de acidos grasos.

Las ZFPs tal y como se describen en esta memoria, se pueden utilizar para regular la expresion génica, ya sea a
través de la activacion o la represion de la transcripcion génica. Las ZFPs que comprenden fusiones de dominios de
dedos de zinc ligados a dominios reguladores, se pueden construir para crear factores de transcripcién quiméricos
que activan o inhiben la transcripcién. Las ZFPs también se pueden utilizar para una escision dirigida de una regién
gendmica de interés mediante la union de dominios de dedos de zinc con dominios de escisién de nucleasas (o
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medio dominios de escision) para producir nucleasas de dedos de zinc. Por lo tanto, mediante la identificacion de
una regidon gendmica diana de interés en la que se desea una regulacion, escision o recombinacion de los genes, de
acuerdo con los métodos descritos en el presente documento, se puede construir una proteina con dedos de zinc
que comprende una o varias proteinas de fusion que comprenden uno o varios dominios reguladores y/o dominios
de escision (o medio dominios de escision) ligados a un dominio de dedos de zinc modificado genéticamente para
reconocer una secuencia de genes en esa region gendmica. La presencia de una ZFP de este tipo que comprende
una proteina (o proteinas) de fusién en una célula, dara lugar a la unién de la o las proteinas de fusion con sus sitios
de unioén y una regulacion o escision alterada dentro o cerca de la regiéon genémica. Ademas, si una region genémi-
ca se escinde y un polinucledtido exdgeno homologo a esa region gendmica también esta presente en la célula, se
produce una recombinacion homadloga con una tasa elevada entre la region genémica y el polinucledtido exégeno.

Como se muestra en la Figura 1, hay varios genes que estan implicados en la biosintesis de acidos grasos. Por
tanto, las composiciones descritas en esta memoria se pueden dirigir a uno o varios de esos genes en una célula
vegetal, incluyendo, pero no limitados a los genes de ACCasa, KAS |, KAS I, KAS lIl, KAS IV, FATB1, FATB2,
FATB3, FATB4, FATBS, FAS, FAE1, FatA, Fad2, Fad3, GPDH, GK o S-ACP-DES y ortélogos, paralogos y homeodlo-
gos de esos genes. Por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5 0 mas genes implicados en la biosintesis de acidos grasos pueden ser
el blanco de proteinas (por ejemplo, ZFPs) descritas en esta memoria. Por tanto, una o varias ZFPs o vectores de
expresion que codifican ZFPs de diferentes especificidades, se pueden combinar para dirigirse a los genes desea-
dos de interés en una planta.

General

La practica de los métodos, asi como la preparacion y el uso de las composiciones descritas en la presente memoria
emplean, salvo que se indique otra cosa, técnicas convencionales en biologia molecular, bioquimica, estructura y
analisis de cromatina, quimica computacional, cultivo celular, ADN recombinante y campos relacionados que perte-
necen a las habilidades de la técnica. Estas técnicas se explican a fondo en la bibliografia. Véanse, por ejemplo,
Sambrook et al. MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL, segunda edicion, Cold Spring Harbor Labora-
tor y Press, 1989 y tercera edicion, 2001; Ausubel et al., CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, John
Wiley & Sons, New York, 1987 y actualizaciones periddicas; la serie METHODS IN ENZYMOLOGY, Academic
Press, San Diego; Wolffe, CHROMATIN STRUCTURE AND FUNCTION, tercera edicién, Academic Press, San Die-
go, 1998; METHODS IN ENZYMOLOGY, vol. 304, "Chromatin" (P.M. Wassarman y A. P. Wolffe, compiladores),
Academic Press, San Diego, 1999; y METHODS IN MOLECULAR BIOLOGY, Vol. 119, "Chromatin Protocols" (P.B.
Becker, compilador) Humana Press, Totowa, 1999.

Definiciones

Las expresiones "acido nucleico", "polinucleétido” y "oligonucledtido” se usan de forma intercambiable y hacen refe-
rencia a un polimero de desoxirribonucleotidos o ribonucleétidos, en conformacion lineal o circular, y en forma mo-
nocatenaria o bicatenaria. Para los propdsitos de la presente descripcion, estos términos no deben entenderse como
limitantes con respecto a la longitud de un polimero. Los términos pueden abarcar analogos conocidos de nucledti-
dos naturales, asi como nucleétidos que estan modificados en los restos de la base, el azicar y/o el fosfato (por
ejemplo, estructuras principales de fosforotioato). En general, un analogo de un nucleétido particular tiene la misma
especificidad de apareamiento de bases; es decir, un analogo de A se emparejara con T.

Los términos "polipéptido”, "péptido" y "proteina” se usan de forma intercambiable para hacer referencia a un polime-
ro de residuos de aminoacidos. El término también se aplica a polimeros de aminoacidos en donde uno o varios
aminoacidos son analogos quimicos o derivados modificados de un aminoacido de origen natural correspondiente.

"Unidn" se refiere a una interaccion no covalente especifica de secuencia entre macromoléculas (por ejemplo, entre
una proteina y un acido nucleico). No todos los componentes de una interaccion de unién tienen que ser especificos
de secuencia (por ejemplo, contactos con residuos fosfato en una estructura principal de ADN), siempre que la inter-
accion en su totalidad sea especifica de secuencia. Tales interacciones se caracterizan generalmente por una cons-
tante de disociacion (Kq) de 10° M o inferior. "Afinidad" se refiere a la fuerza de la unién: correlacionandose una
afinidad de unién aumentada con una Ky inferior.

Una "proteina de unién" es una proteina que es capaz de unirse de forma no covalente a otra molécula. Una protei-
na de union puede unirse, por ejemplo, a una molécula de ADN (una proteina que se une a ADN), una molécula de
ARN (una proteina que se une a ARN) y/o una molécula proteica (una proteina que se une a proteina). En el caso
de una proteina que se une a proteina, puede unirse a si misma (para formar homodimeros, homotrimeros, etc.) y/o
puede unirse a una o varias moléculas de una proteina o proteinas diferentes. Una proteina de unién puede tener
mas de un tipo de actividad de unién. Por ejemplo, las proteinas con dedos de zinc tienen actividad de unién a ADN,
union a ARN y unién a proteina.

Una "proteina que se une a ADN de dedos de zinc" (o dominio de unién) es una proteina, o un dominio dentro de
una proteina mas grande, que se une a ADN de un modo especifico de secuencia a través de uno o varios dedos de
zinc, que son regiones de una secuencia de aminoacidos dentro del dominio de unién, cuya estructura se estabiliza
a través de la coordinacion de un ion zinc. La expresion proteina que se une a ADN de dedos de zinc, frecuentemen-
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te se abrevia como proteina con dedos de zinc o ZFP.

Los dominios de unién de dedos de zinc pueden "disefiarse" para que se unan a una secuencia de nucleétidos pre-
determinada (p. €j., una secuencia diana en cualquier gen implicado en la biosintesis de acidos grasos). Ejemplos no
limitantes de métodos para disefar proteinas de dedos de zinc son el disefio y la selecciéon. Una proteina con dedos
de zinc disefiada es una proteina que no existe en la naturaleza cuyo disefio/composicion es el resultado principal-
mente de criterios racionales. Los criterios racionales para el disefio incluyen la aplicacion de normas de sustitucion
y algoritmos informatizados para procesar informacién en una base de datos que almacena informacion de disefios y
datos de union existentes de ZFP. Véanse, por ejemplo, los documentos de patentes de EE.UU. 6.140.081;
6.453.242; 6.534.261; y 6.785.613; véanse también los documentos WO 98/53058; WO 98/53059; WO 98/53060;
WO 02/016536 y WO 03/016496; y los documentos de Patentes de EE.UU. 6.746.838; 6.866.997; y 7.030.215. Por
lo tanto, una proteina con dedos de zinc "disefiada" o "de origen no natural" con dedos de zinc es una en la que uno
o varios de los componente de dominios (hélices de reconocimiento) de union a ADN de dedos de zinc no son de
origen natural y han sido disefiados para unirse a una sitio diana seleccionado previamente.

Una proteina con dedos de zinc "seleccionada" es una proteina no hallada en la naturaleza cuya produccion es el
resultado principalmente de un procedimiento empirico, tal como presentacion en fagos, retencion por interaccion o
seleccion de hibridos. Véanse, por ejemplo, los documentos US 5.789.538; US 5.925.523; US 6.007.988; US
6.013.453; US 6.200.759; US 6.733.970; US RE39.229; y WO 95/19431; WO 96/06166; WO 98/53057; WO
98/54311; WO 00/27878; WO 01/60970; WO 01/88197 y WO 02/099084.

El término "secuencia" se refiere a una secuencia de nucledtidos de cualquier longitud, que puede ser ADN o ARN;
puede ser lineal, circular o ramificada y puede ser monocatenaria o bicatenaria. La expresion "secuencia donante" se
refiere a una secuencia de nucledtidos que se inserta en un genoma. Una secuencia donante puede tener cualquier
longitud, por ejemplo, entre 2 y 25.000 nucledétidos de longitud (o cualquier valor entero entre ellos o por encima de
ellos), preferiblemente entre aproximadamente 100 y 5.000 nucledtidos de longitud (o cualquier niumero entero entre
ellos), mas preferiblemente entre aproximadamente 200 y 2.500 nucleétidos de longitud.

Una "secuencia homologa" se refiere a una primera secuencia que comparte un grado de identidad de secuencia
con una segunda secuencia, y cuya secuencia puede ser idéntica a la de la segunda secuencia. Una "secuencia no
idéntica homdloga" se refiere a una primera secuencia que comparte un grado de identidad de secuencia con una
segunda secuencia, pero cuya secuencia no es idéntica a la de la segunda secuencia. Por ejemplo, un polinucledti-
do que comprende la secuencia de tipo silvestre de un gen mutante, es homdlogo y no idéntico a la secuencia del
gen mutante. En ciertas realizaciones, el grado de homologia entre las dos secuencias es suficiente para permitir
una recombinacién homologa entre ellas, utilizando mecanismos celulares normales. Dos secuencias no idénticas
homologas pueden tener cualquier longitud y su grado de no homologia puede ser tan pequefio como de un Unico
nucledtido (por ejemplo, para la correccion de una mutacion puntual gendmica por recombinacion homaéloga dirigida)
o tan larga como de 10 o mas kilobases (por ejemplo, para la insercion de un gen en un sitio predeterminado en un
cromosoma). Dos polinucleétidos que comprenden las secuencias no idénticas homdlogas no tienen que tener la
misma longitud. Por ejemplo, puede usarse un polinucleétido exdgeno (es decir, un polinucleétido donante) de entre
20 y 10.000 nucledtidos o pares de nucleotidos.

Las técnicas para determinar la identidad de la secuencia de acidos nucleicos y aminoacidos son conocidas en la
técnica. Tipicamente, tales técnicas incluyen determinar la secuencia de nucleétidos del ARNm de un gen y/o de-
terminar la secuencia de aminoacidos codificada por la misma, y comparar estas secuencias con una segunda se-
cuencia de nucleétidos o aminoacidos. Las secuencias gendmicas también pueden determinarse y compararse de
este modo. En general, la identidad se refiere a una correspondencia exacta nucleétido a nucleétido o aminoacido a
aminoacido de dos secuencias de polinucleétidos o polipéptidos, respectivamente. Se pueden comparar dos o mas
secuencias (polinucledtidos o aminoacidos) determinando su porcentaje de identidad. El porcentaje de identidad de
dos secuencias, ya sean secuencias de acido nucleico o aminoacidos, es la cantidad de coincidencias exactas entre
dos secuencias alineadas, dividida por la longitud de la secuencia mas corta y multiplicada por 100. Una alineacién
aproximada para secuencias de acido nucleico se proporciona por el algoritmo de homologia local de Smith y Wa-
terman, Advances in Applied Mathematics 2:482-489 (1981). Este algoritmo puede aplicarse a secuencias de ami-
noacidos, usando la matriz de valoracion desarrollada por Dayhoff. Atlas of Protein Sequences and Structure. M.O.
Dayhoff compilador, 5 supl. 3:353-358, National Biomedical Research Foundation, Washington, D.C., EE.UU., y
normalizada por Gribskov, Nucl. Acids Res. 14(6):6745-6763 (1986). Una implementacion ejemplar de este algoritmo
para determinar el porcentaje de identidad de una secuencia se proporciona por el Genetics Computer Group (Madi-
son, WI) en la aplicacion de utilidad "BestFit". Los parametros por defecto para este método se describen en el Wis-
consin Sequence Analysis Package Program Manual, Version 8 (1995) (disponible en Genetics Computer Group,
Madison, WI). Un método preferido para establecer el porcentaje de identidad en el contexto de la presente descrip-
cion, es usar el paquete MPSRCH de programas con derechos de autor de la University of Edinburgh, desarrollado
por John F. Collins y Shane S. Sturrok, y distribuido por IntelliGenetics, Inc. (Mountain View, CA). Para este paquete
de contenidos puede emplearse el algoritmo de Smith-Waterman, en donde se usan parametros por defecto para la
tabla de puntuaciones (por ejemplo, penalizacién de 12 por abertura de hueco, penalizacion de 1 por extension de
hueco, y de seis por un hueco). A partir de los datos generados el valor "Coincidencia" refleja la identidad de se-
cuencia. En la técnica se conocen en lineas generales otros programas adecuados para calcular el porcentaje de
identidad o similitud entre secuencias, por ejemplo, otro programa de alineacién es BLAST, usado con parametros
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por defecto. Por ejemplo, pueden usarse BLASTN y BLASTP usando los siguientes parametros por defecto: cédigo
genético = convencional; filtro = ninguno; hebra = ambas; punto de corte = 60; expectativa = 10; Matriz =
BLOSUMG62; Descripciones = 50 secuencias; clasificado por = HIGH SCORE; Bases de datos = no redundantes,
GenBank + EMBL + DDBJ + PDB + GenBank CDS translations + Swiss protein + Spupdate + PIR. Pueden hallarse
detalles de estos programas en internet. Con respecto a secuencias descritas en la presente memoria, el intervalo
de grados deseados de identidad de secuencia es de aproximadamente el 35% al 100% y cualquier valor entero
entre los mismos. Tipicamente, los porcentajes de identidad entre secuencias son de al menos el 35%-40%; 40%-
45%; 45%-50%; 50%-60%; 60%-70%; 70-75%, preferiblemente 80-82%, mas preferiblemente 85-90%, incluso mas
preferiblemente 92%, aun mas preferiblemente 95% y lo mas preferiblemente una identidad de secuencia del 98%.

Como alternativa, el grado de similitud de secuencia entre polinucleétidos puede determinarse por hibridacion de
polinucledtidos en condiciones que permitan la formacion de duplex estables entre regiones homdlogas, seguida por
digestion con una o mas nucleasas especificas de una hebra, y la determinacion del tamafio de los fragmentos dige-
ridos. Dos acidos nucleicos, o dos secuencias polipeptidicas son sustancialmente homdlogas entre si cuando las
secuencias muestran al menos aproximadamente el 70%-75%, preferiblemente 80%-82%, mas preferiblemente
85%-90%, incluso mas preferiblemente 92%, aun mas preferiblemente 95%, y mucho mas preferiblemente 98% de
identidad de secuencia sobre una longitud definida de las moléculas, determinada usando los métodos anteriores.
Como se usa en la presente memoria, sustancialmente homoélogas también se refiere a secuencias que muestran
una identidad completa con una secuencia de ADN o polipeptidica especifica. Las secuencias de ADN que son sus-
tancialmente homologas pueden identificarse en un experimento de hibridacion Southern, por ejemplo, en condicio-
nes rigurosas, definidas para ese sistema particular. La definicién de las condiciones apropiadas de hibridacion per-
tenece a las habilidades de la técnica. Véase, por ejemplo, Sambrook et al., supra; Nucleic Acid Hybridization: A
Practical Approach, compioladores B.D. Hames y S.J. Higgins, (1985) Oxford; Washington, DC; IRL Press).

La hibridacion selectiva de dos fragmentos de acido nucleico puede determinarse del siguiente modo. El grado de
identidad de secuencia entre dos moléculas de acido nucleico afecta a la eficacia y la fuerza de los eventos de hibri-
dacioén entre tales moléculas. Una secuencia de acido nucleico parcialmente idéntica inhibira al menos parcialmente
la hibridacién de una secuencia completamente idéntica con una molécula diana. La inhibicién de la hibridacién de la
secuencia completamente idéntica puede evaluarse usando ensayos de hibridacion que son bien conocidos en la
técnica (por ejemplo, transferencia Southern (ADN), transferencia Northern (ARN), hibridacion en solucién o simila-
res, véase Sambrook, et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, segunda edicién, (1989) Cold Spring Harbor,
N.Y.). Dichos ensayos pueden realizarse usando grados variables de selectividad, por ejemplo, usando condiciones
que varian de baja a alta rigurosidad. Si se emplean condiciones de baja rigurosidad, puede evaluarse la ausencia
de unién no especifica usando una sonda secundaria que carece incluso de un grado parcial de identidad de se-
cuencia (por ejemplo, una sonda que tiene menos de aproximadamente el 30% de identidad de secuencia con la
molécula diana), de modo que, en ausencia de eventos de unién no especifica, la sonda secundaria no se hibridara
con la diana.

Cuando se utiliza un sistema de deteccion basado en hibridacién, se elige una sonda de acido nucleico que es com-
plementaria a una secuencia de acido nucleico referencia, y después mediante una seleccién de condiciones apro-
piadas, la sonda y la secuencia de referencia se hibridaran de forma selectiva, o se uniran, entre si para formar una
molécula duplex. Una molécula de acido nucleico que es capaz de hibridarse de forma selectiva con una secuencia
de referencia en condiciones de hibridaciéon moderadamente rigurosas, tipicamente se hibridara en condiciones que
permitan la deteccién de una secuencia de acido nucleico diana de al menos aproximadamente 10-14 nucleétidos de
longitud que tiene al menos aproximadamente un 70% de identidad de secuencia con la secuencia de la sonda de
acido nucleico seleccionada. Las condiciones de hibridacion rigurosas tipicamente permiten la deteccion de secuen-
cias de acido nucleico diana de al menos aproximadamente 10-14 nucleétidos de longitud que tienen una identidad
de secuencia de mas de aproximadamente el 90-95% con la secuencia de la sonda de acido nucleico seleccionada.
Las condiciones de hibridacion utiles para la hibridaciéon de la sonda/secuencia de referencia, en donde la sonda y la
secuencia de referencia tienen un grado especifico de identidad de secuencia, pueden determinarse de forma cono-
cida en la técnica (véase, por ejemplo, Nucleic Acid Hybridization: A Practical Approach, compiladores B.D. Hames y
S.J. Higgins, (1985) Oxford; Washington, DC; ERL Press).

Las condiciones de hibridacion son bien conocidas por los expertos en la técnica. Rigurosidad de hibridacion se
refiere al grado en el cual las condiciones de hibridacion desfavorecen la formacion de hibridos que contienen nu-
cledtidos desapareados, correlacionandose una mayor rigurosidad con una inferior tolerancia hacia hibridos desapa-
reados. Los factores que afectan a la rigurosidad de la hibridacion son bien conocidos por los expertos en la técnica
e incluyen, pero sin limitarse a, la temperatura, el pH, la fuerza iénica y la concentracion de disolventes organicos
tales como, por ejemplo, formamida y dimitelsulféxido. Como saben los expertos en la técnica, la rigurosidad de la
hibridacion aumenta a temperaturas superiores, con fuerza iénica inferior y menores concentraciones de disolvente.

Con respecto a las condiciones de rigurosidad para la hibridacién, es bien sabido en la técnica que pueden emplear-
se numerosas condiciones equivalentes para establecer una rigurosidad particular variando, por ejemplo, los si-
guientes factores: la longitud y la naturaleza de las secuencias, la composicion de bases de las diversas secuencias,
las concentraciones de sales y otros componentes de la solucidn de hibridacion, la presencia o ausencia de agentes
bloqueantes en las soluciones de la hibridacion (por ejemplo, sulfato de dextrano y polietilenglicol), la temperatura de
reaccion de la hibridacion y parametros temporales, asi como, variando las condiciones lavado. La seleccion de un
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conjunto particular de condiciones de hibridacion se hace siguiendo métodos convencionales en la técnica (véase,
por ejemplo, Sambrook, et al., Molecular Cloning: A Laborator y Manual, segunda edicion, (1989) Cold Spring Har-
bor, N.Y.).

"Recombinacion” se refiere a un procedimiento de intercambio de informaciéon genética entre dos polinucleétidos.
Para los propositos de esta descripcion, "recombinacién homoéloga (HR)" se refiere a la forma especializada de dicho
intercambio que tiene lugar, por ejemplo, durante la reparacion de roturas de la cadena doble en células. Este pro-
ceso requiere homologia de la secuencia de nucleodtidos, usa una molécula "donante" para reparar el molde de una
molécula "diana" (es decir, la que ha experimentado la rotura de la cadena doble), y se conoce de forma variada
como "conversion génica no cruzada" o "conversion génica a corto plazo", porque conduce a la transferencia de
informacion genética del donante a la diana. Sin el deseo de limitacion con ninguna teoria particular, dicha transfe-
rencia puede implicar la correccion de desapareamientos de ADN heteroduplex que se forma entre la diana rota y el
donante, y/o "reasociacion de hebra dependiente de sintesis", en la que el donante se usa para resintetizar una
informacion genética que llegara a formar parte de la diana, y/o procesos relacionados. Dicha HR especializada
frecuentemente provoca una alteracion de la secuencia de la molécula diana, de modo que parte o toda la secuencia
del polinucleétido donante se incorpora en el polinucleétido diana.

"Escision" se refiere a la rotura de la estructura principal covalente de una molécula de ADN. La escisidon puede
iniciarse por una diversidad de métodos incluyendo, pero sin limitarse a, hidrélisis enzimatica o quimica de un enlace
fosfodiéster. Es posible tanto una escision monocatenaria como una escision bicatenaria, y la escision bicatenaria
puede suceder como resultado de dos eventos de escision monocatenaria distintos. La escisién del ADN puede
provocar la produccion de extremos romos o extremos escalonados. En ciertas realizaciones, se usan polipéptidos
de fusién para una escision dirigida del ADN bicatenario.

Un "dominio de escisiéon" comprende una o mas secuencias polipeptidicas que tienen actividad catalitica para la
escision del ADN. Un dominio de escisién puede estar contenido en una Unica cadena polipeptidica o la actividad de
escision puede resultar de la asociacion de dos (o mas) polipéptidos.

Un "semidominio de escision" es una secuencia polipeptidica que, junto con un segundo polipéptido (idéntico o dife-
rente) forma un complejo que tiene actividad de escision (preferiblemente actividad de escision bicatenaria).

"Cromatina" es la estructura nucleoproteica que comprende el genoma celular. La cromatina celular comprende
acido nucleico, principalmente ADN, y proteinas, incluyendo histonas y proteinas cromosémicas no histonas. La
mayor parte de la cromatina celular eucariota existe en forma de nucleosomas, en donde un nucleo de nucleosoma
comprende aproximadamente 150 pares de bases de ADN asociadas con un octamero que comprende dos de cada
una de las histonas H2A, H2B, H3 y H4; un ADN enlazador (de longitud variable dependiendo del organismo) se
extiende entre nucleos de nucleosoma. Una molécula de histona H1 generalmente se asocia con el ADN enlazador.
Para los propésitos de la presente descripcion, el término "cromatina" se entiende que incluye todos los tipos de
nucleoproteina celular, tanto procariota como eucariota. La cromatina celular incluye cromatina tanto cromosémica
como episémica.

Un "cromosoma", es un complejo de cromatina que comprende todo o una parte del genoma de una célula. El ge-
noma de una célula frecuentemente se caracteriza por su cariotipo, que es la colecciéon de todos los cromosomas
que comprenden el genoma de la célula. El genoma de una célula puede comprender uno 0 mas cromosomas.

Un "episoma" es un acido nucleico replicante, un complejo nucleoproteico u otra estructura que comprende un acido
nucleico que no forma parte del cariotipo cromosémico de una célula. Ejemplos de episomas incluyen plasmidos y
ciertos genomas virales.

Una "regién accesible" es un sitio en la cromatina celular en donde un sitio diana presente en el acido nucleico pue-
de unirse con una molécula exdgena que reconoce el sitio diana. Sin el deseo de limitarse con ninguna teoria parti-
cular, se cree que una region accesible es una que no estda empaquetada en una estructura nucleosémica. La es-
tructura distinta de una regién accesible puede detectarse frecuentemente por su sensibilidad a sondas quimicas y
enzimaticas, por ejemplo, nucleasas.

Un "sitio diana" o "secuencia diana" es una secuencia de acido nucleico que define una porcién de un acido nucleico
a la cual se unira una molécula de unién, con la condicién de que existan suficientes condiciones para la unién. Por
ejemplo, la secuencia 5-GAATTC-3' es un sitio diana para la endonucleasa de restriccion Eco RI.

Una molécula "exdégena" es una molécula que no esta normalmente presente en una célula, pero que puede introdu-
cirse en una célula por uno o mas métodos genéticos, bioquimicos u otros métodos. La "presencia normal en la
célula" se determina con respecto a la fase de desarrollo y las condiciones ambientales particulares de la célula. Por
tanto, por ejemplo, una molécula que esta presente solamente durante el desarrollo embrionario del musculo es una
molécula exdgena con respecto a una célula muscular adulta. Asi mismo, una molécula inducida por choque térmico
es una molécula exdgena con respecto a una célula sin choque térmico. Una molécula exdgena puede comprender,
por ejemplo, una version funcional de una molécula endégena que no funciona bien o una versién que no funciona
bien de una molécula endégena que funciona normalmente.
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Una molécula exdgena puede ser, entre otras cosas, una molécula pequefia, tal como la generada por un proceso
de quimica combinatoria, o una macromolécula tal como una proteina, acido nucleico, carbohidrato, lipido, glucopro-
teina, lipoproteina, polisacarido, cualquier derivado modificado de las moléculas anteriores, o cualquier complejo que
comprenda una o mas de las moléculas anteriores. Los acidos nucleicos incluyen ADN y ARN, pueden ser monoca-
tenarios o bicatenarios; pueden ser lineales, ramificados o circulares; y pueden tener cualquier longitud. Los acidos
nucleicos incluyen aquellos capaces de formar duplex, asi como acidos nucleicos que forman triplex. Véanse, por
ejemplo, los documentos de patentes de EE.UU. n® 5.176.996 y 5.422.251. Las proteinas incluyen, pero sin limitarse
a, proteinas que se unen a ADN, factores de transcripcion, factores de remodelado de la cromatina, proteinas de
union a ADN metilado, polimerasas, metilasas, desmetilasas, acetilasas, desacetilasas, cinasas, fosfatasas, integra-
sas, recombinasas, ligasas, topoisomerasas, girasas y helicasas.

Una molécula exdgena puede ser el mismo tipo de molécula que una molécula endégena, por ejemplo, una proteina
0 acido nucleico exdgeno. Por ejemplo, un acido nucleico exdgeno puede comprender un genoma virico infeccioso,
una hebra T de Agrobacterium tumefaciens, un plasmido o episoma introducido en una célula, o un cromosoma que
no esta normalmente presente en la célula. Los métodos para la introduccion de moléculas exégenas en células son
conocidos para los expertos en la técnica e incluyen, pero sin limitarse a, transferencia mediada por lipidos (es decir,
liposomas, incluyendo lipidos neutros y catidnicos), electroporacion, inyeccion directa, fusion celular, bombardeo con
particulas, coprecipitacion con fosfato calcico, transferencia mediada por DEAE-dextrano y transferencia mediada
por un vector virico. La molécula exdgena es una molécula no vegetal, por ejemplo, un anticuerpo de mamifero (p.
€j., humano o humanizado).

En contraste, una molécula "enddégena” es una que esta normalmente presente en una célula particular en una fase
particular del desarrollo en condiciones ambientales particulares. Por ejemplo, un acido nucleico endégeno puede
comprender un cromosoma, el genoma de una mitocondria, un cloroplasto u otro organulo, o un acido nucleico epi-
sémico de origen natural. Moléculas endégenas adicionales pueden incluir proteinas, por ejemplo, factores de trans-
cripcion y enzimas.

Una molécula "de fusién" es una molécula en la que estan unidas dos o mas moléculas de una subunidad, preferi-
blemente de forma covalente. Las moléculas de una subunidad pueden ser el mismo tipo quimico de molécula, o
pueden ser tipos quimicos diferentes de moléculas. Ejemplos del primer tipo de molécula de fusion incluyen, pero no
se limitan a, proteinas de fusion (por ejemplo, una ZFN que comprende una fusién entre un dominio que se une a
ADN de ZFP y un dominio de escision) y acidos nucleicos de fusion (por ejemplo, un acido nucleico que codifica la
proteina de fusion descrita supra). Ejemplos del segundo tipo de molécula de fusion incluyen, pero no se limitan a,
una fusion entre un acido nucleico que forma un triplex y un polipéptido, y una fusiéon entre un agente de unién al
surco menor y un acido nucleico.

La expresion de una proteina de fusién en una célula puede ser el resultado del suministro de la proteina de fusién a
la célula o mediante el suministro de un polinucleétido que codifica la proteina de fusién para una célula, en donde el
polinucledtido se transcribe, y el transcrito se traduce, para generar la proteina de fusion. El corte y empalme con
ajuste en trans, la escision de polipéptidos y la ligacion de polipéptidos también pueden estar implicados en la ex-
presion de una proteina en una célula. Se presentan métodos para el suministro de polinucleétidos y polipéptidos a
células en otra parte de esta descripcion.

Un "gen", a los efectos de la presente descripcion, incluye una region de ADN que codifica un producto génico
(véase infra), asi como todas las regiones de ADN que regulan la produccién del producto génico, sean o no dichas
secuencias reguladoras adyacentes a secuencias codificantes y/o transcritas. Por consiguiente, un gen incluye, pero
no se limita necesariamente a, secuencias promotoras, terminadores, secuencias reguladoras de la transcripcion
tales como sitios de union al ribosoma vy sitios internos de entrada al ribosoma, potenciadores, silenciadores, aislado-
res, elementos limitadores, origines de replicacion, sitios de unién a la matriz y regiones de control de un locus.

"Expresion génica" se refiere a la conversion de la informacién, contenida en un gen, en un producto génico. Un
producto génico puede ser el producto transcripcional directo de un gen (por ejemplo, ARNm, ARNt, ARNr, ARN
antisentido, ribozima, ARNsh, ARN micro, ARN estructural o cualquier otro tipo de ARN) o una proteina producida
por la traduccidon de un ARNm. Los productos génicos también incluyen ARNs que estan modificados, por procesos
tales como adicion de capucha, poliadenilacion, metilacion y editado, y proteinas modificadas, por ejemplo, mediante
metilacion, acetilacion, fosforilacion, ubicuitinacion, ribosilacion de ADP, miristilacion y glicosilacion.

"Modulacion" de la expresion génica se refiere a un cambio en la actividad de un gen. La modulacion de la expresion
puede incluir, pero sin limitarse a, activacion génica y represion génica.

Las células "vegetales" incluyen, pero sin limitarse a, células vegetales monocotiledéneas (monocots) o dicotiledd-
neas (dicots). Ejemplos no limitantes de monocots incluyen plantas de cereales tales como maiz, arroz, cebada,
avena, trigo, sorgo, centeno, cafia de azucar, pifia, cebolla, banana y coco. Ejemplos no limitantes de dicots incluyen
tabaco, tomate, girasol, algodon, remolacha azucarera, patata, lechuga, meldn, soja, canola (semilla de colza) y
alfalfa. Las células vegetales pueden proceder de cualquier parte de la planta y/o de cualquier fase de desarrollo de
la planta. Por lo tanto, las células vegetales pueden ser células procedentes de semillas de la planta. En algunas
realizaciones, la planta o la célula vegetal es, o se obtiene a partir de, una planta que participa en la produccién de
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aceites vegetales para usos comestibles y/o industriales (es decir, una "planta productora de aceite"). Plantas pro-
ductoras de aceite ejemplares incluyen, pero no se limitan a, Brassica sp. (por ejemplo, Brassica napus que incluye
cultivares de canola), maiz, soja, crambe, mostaza, semilla de ricino, cacahuete, sésamo, algodon, semillas de lino,
cartamo, aceite de palma, lino, girasol y coco.

Una "region de interés" es cualquier region de cromatina celular tal como, por ejemplo, un gen o una secuencia no
codificante dentro de un gen o adyacente al mismo, en la que es deseable la unién a una molécula exégena. La
union puede ser con fines de escision dirigida del ADN y/o recombinacion dirigida. Una region de interés puede estar
presente en un cromosoma, un episoma, un genoma de un organulo (por ejemplo, de mitocondria, cloroplasto), o un
genoma virico infeccioso, por ejemplo. Una region de interés puede estar dentro de la regién codificante de un gen,
dentro de regiones no codificantes transcritas tales como, por ejemplo, secuencias lider, secuencias de remolque o
intrones, o dentro de regiones no transcritas, aguas arriba o aguas abajo de la regién codificante. Una region de
interés puede ser tan pequefia como una unica pareja de nucledtidos o de hasta 25.000 parejas de nucleétidos de
longitud, o cualquier valor entero de parejas de nucledtidos.

Las expresiones "enlace funcional" y "ligado de forma funcional" (o "ligado funcionalmente") se usan de forma inter-
cambiable con referencia a una yuxtaposicion de dos o0 mas componentes (tales como elementos de secuencia), en
donde los componentes estan dispuestos de tal modo que ambos componentes funcionan normalmente y permiten
la posibilidad de que al menos uno de los componentes pueda mediar en una funcidn que se ejerce sobre al menos
uno de los otros componentes. A modo de ilustracion, una secuencia reguladora de la transcripcion, tal como un
promotor, esta ligada funcionalmente a una secuencia codificante, si la secuencia reguladora de la transcripcion
controla el nivel de transcripcion de la secuencia codificante, como respuesta a la presencia o ausencia de uno o
mas factores reguladores de la transcripcion. Una secuencia reguladora de la transcripcion generalmente esta ligada
funcionalmente en cis con una secuencia codificante, pero no necesita estar directamente adyacente a la misma.
Por ejemplo, un potenciador es una secuencia reguladora de la transcripcion que esta ligada funcionalmente a una
secuencia codificante, aunque no sean contiguas.

Con respecto a polipéptidos de fusion, la expresion "ligado funcionalmente" puede hacer referencia al hecho de que
cada uno de los componentes realiza la misma funcién en el enlace con el otro componente como si no estuvieran
ligados de este modo. Por ejemplo, con respecto a un polipéptido de fusion en el que un dominio de unién a ADN de
ZFP esta fusionado con un dominio regulador, el dominio de unién a ADN de ZFP y el dominio regulador estan liga-
dos funcionalmente si en el polipéptido de fusion, la porcién del dominio de unién a ADN de ZFP es capaz de unirse
a su sitio diana y/o su sitio de unién, mientras que el dominio regulador es capaz de regular el ADN en las cercanias
del sitio diana.

Un "fragmento funcional” de una proteina, polipéptido o acido nucleico es una proteina, polipéptido o acido nucleico
cuya secuencia no es idéntica a la proteina, polipéptido o acido nucleico de longitud completa, pero conserva la
misma funciéon que la proteina, polipéptido o acido nucleico de longitud completa. Un fragmento funcional puede
poseer mas, menos o la misma cantidad de residuos que la molécula natural correspondiente, y/o puede contener
una o mas sustituciones de aminoacidos o nucleétidos. Los métodos para determinar la funcién de un acido nucleico
(por ejemplo, funcion codificante, capacidad de hibridarse con otro acido nucleico) son bien conocidos en la técnica.
Asi mismo, los métodos para determinar la funcion proteica son bien conocidos. Por ejemplo, la funciéon de unién a
ADN de un polipéptido puede determinarse, por ejemplo, por unién a un filtro, desplazamiento de la movilidad elec-
troforética o ensayos de inmunoprecipitacion. La escision del ADN se puede someter a ensayo mediante electrofore-
sis en gel. Véase Ausubel et al., supra. La capacidad de una proteina para interaccionar con otra proteina puede
determinarse, por ejemplo, mediante coinmunoprecipitacion, ensayos de doble hibrido o complementacioén, tanto
genéticos como bioquimicos. Véanse, por ejemplo, Fields et al. (1989) Nature 340:245-246; documento de patente
de EE.UU. n° 5.585.245 y documento PCT WO 98/44350.

Tal y como se usa en este documento, "acidos grasos saturados" incluye, pero no se limita a, acido laurico (C12:0),
miristico (C14:0), palmitico (C16:0) y estearico (C18:0). De forma similar, “acidos grasos monoinsaturados" y “acidos
grasos poliinsaturados” incluyen, pero no se limitan a, acidos grasos C18, tales como acido oleico (C18:1), acido
linoleico reducido (C18:2) y acido linolénico reducido (C18:3).

Sitios diana

Los métodos y las composiciones descritas incluyen proteinas de fusién que comprenden un dominio que se une a
ADN (por ejemplo, ZFP) y un dominio regulador o dominio de escision (nucleasa) (o un medio dominio de escision),
en donde el dominio que se une a ADN (por ejemplo, un dominio de dedos de zinc), mediante la unién a una se-
cuencia en la cromatina celular en un gen implicado en la sintesis de acidos grasos, dirige la actividad del dominio
regulador de la transcripcion o del dominio de escision (o medio dominio de escision) en el entorno de la secuencia
y, por lo tanto, modula la transcripcién o induce la escision en el entorno de la secuencia diana.

Como se expone en esta descripcion en otra parte, un dominio de dedos de zinc se puede disefiar para unirse a
practicamente cualquier secuencia deseada. En consecuencia, después de identificar una region de interés que
contiene una secuencia en la que se desea una regulacion, escision o recombinacion de genes, uno o varios domi-
nios que se unen a dedos de zinc se pueden disefar para unirse a una o varias secuencias en la region de interés.
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La seleccion de un sitio diana en una region gendémica de interés en la cromatina celular de cualquier gen implicado
en la biosintesis de acidos grasos (por ejemplo, véase la Figura 1) para la unién mediante un dominio de dedos de
zinc (por ejemplo, un sitio diana) se puede lograr, por ejemplo, de acuerdo con los métodos descritos en el docu-
mento de patente en copropiedad de EE.UU. n° 6.453.242 (17 de septiembre de 2002), que también describe méto-
dos para el disefio de ZFPs para unirse a una secuencia seleccionada. Sera evidente para los expertos en la técnica
que la simple inspeccioén visual de una secuencia de nucleétidos también se puede utilizar para la seleccién de un
sitio diana. En consecuencia, cualquier medio para la seleccidon de un sitio diana se puede usar en los métodos
reivindicados.

Los sitios diana se componen generalmente de una pluralidad de subsitios diana adyacentes. Un subsitio diana se
refiere a la secuencia (por lo general ya sea un triplete de nucleétidos, o un cuadruplete de nucleétidos que se puede
solapar en un nucleétido con un cuadruplete adyacente) unida por un dedo de zinc individual. Véase, por ejemplo, el
documento WO 02/077227. Si la hebra con la que una proteina con dedos de zinc tiene la mayoria de los contactos,
se designa la hebra diana, "hebra de reconocimiento primaria" o "hebra de contacto principal”, algunas proteinas con
dedos de zinc se unen a un triplete de tres bases en la hebra diana y una cuarta base en la hebra no diana. Un sitio
diana tiene generalmente una longitud de al menos 9 nucledtidos y, por consiguiente, se une mediante un dominio
de union de dedos de zinc que comprende al menos tres dedos de zinc. Sin embargo la unién, por ejemplo, de un
dominio de union de 4 dedos a un sitio diana de 12 nucleétidos, un dominio de uniéon de 5 dedos a un sitio diana de
15 nucledtidos o un dominio de unién de 6 dedos a un sitio diana de 18 nucleétidos, también es posible. Como sera
evidente, la union de dominios de union de mayor tamafo (por ejemplo, 7, 8, 9 dedos y mas) a sitios diana mas
largos, también es posible.

No es necesario que un sitio diana sea un multiplo de tres nucleétidos. Por ejemplo, en casos en los que tienen lugar
interacciones cruzadas entre hebras (véase, por ejemplo, el documento de Patente de EE.UU. 6.453.242 y el docu-
mento WO 02/077227), uno o varios de los dedos de zinc individuales de un dominio de unién de mdltiples dedos, se
puede unir a subsitios cuadruples solapantes. Como resultado, una proteina de tres dedos se puede unir a una se-
cuencia de 10 nucledtidos, en donde el décimo nucleétido forma parte de un cuadruplete unido por un dedo terminal,
una proteina de cuatro dedos se puede unir a una secuencia de 13 nucledétidos, en donde el nucledtido decimoterce-
ro forma parte de un cuadruplete unido por un dedo terminal, etc.

La longitud y la naturaleza de las secuencias enlazadoras de aminoacidos entre los dedos de zinc individuales en un
dominio de unién con multiples dedos, también afecta a la unién a una secuencia diana. Por ejemplo, la presencia
de un llamado "enlazador no candnico", "enlazador largo" o "enlazador estructurado” entre los dedos de zinc adya-
centes en un dominio de unién con multiples dedos, puede permitir que esos dedos se unan a subsitios que no son
inmediatamente adyacentes. Ejemplos no limitantes de tales enlazadores se describe, por ejemplo, en el documento
de Patente de EE.UU. n° 6.479.626 y en el documento WO 01/53480. En consecuencia, uno o varios subsitios, en
un sitio diana para un dominio de unién de dedos de zinc, pueden estar separados entre si por 1, 2, 3, 4, 5 0 mas
nucleétidos. Para proporcionar un ejemplo, un dominio de unién de cuatro dedos se puede unir a un sitio diana de
13-nucledtidos que comprende, en secuencia, dos subsitios contiguos de 3 nucledtidos, un nucledtido intercalado y
dos subsitios de tripletes contiguos. Véase, también, el documento de solicitud de Patente de EE.UU. n° 61/130.099
para composiciones y métodos para enlazar nucleasas artificiales que se unen a sitios diana separados por diferen-
tes cantidades de nucledtidos. La distancia entre secuencias (por ejemplo, sitios diana) se refiere al numero de nu-
cledtidos o de parejas de nucleétidos que se intercalan entre dos secuencias, tal y como se mide desde los bordes
de las secuencias mas cercanas entre si.

En ciertas realizaciones, se disefian ZFPs con la funcién de factor de transcripciéon. Para la funcién de factor de
transcripcion, una union y una proximidad suficiente al promotor, es simplemente todo lo que se necesita general-
mente. Un posicionamiento exacto con relacion al promotor, la orientacion y estar dentro de los limites, la distancia
no importa en gran medida. Esta caracteristica permite una gran flexibilidad en la eleccion de los sitios diana para la
construcciéon de factores de transcripcion artificiales. El sitio diana reconocido por la ZFP puede ser, por lo tanto,
cualquier sitio adecuado en el gen diana que permita la activacion o la represion de la expresion génica a través de
una ZFP, opcionalmente ligada a un dominio regulador. Los sitios diana preferidos incluyen regiones adyacentes,
aguas abajo o aguas arriba del sitio de inicio de la transcripcion. Ademas, los sitios diana que se encuentran en
regiones potenciadoras, sitios represores, sitios de pausa de una ARN polimerasa y sitios reguladores especificos
(por ejemplo, sitios SP-1, elementos de respuesta a la hipoxia, elementos de reconocimiento de receptores nuclea-
res, sitios de union de p53), sitios en la regidon que codifica el ADNc o en una region que codifica un marcador de
secuencia expresado (EST).

En otras realizaciones, se disefian ZFPs con actividad nucleasa. La expresion de una ZFN que comprende una pro-
teina de fusiéon que comprende un dominio de union de dedos de zinc y un dominio de escision (o de dos proteinas
de fusion, comprendiendo cada una un dominio de unién de dedos de zinc y un medio dominio de escisién), en una
célula, efectia una escision en el entorno de la secuencia diana. En ciertas realizaciones, la escisién depende de la
unién de moléculas de fusion de un dominio de dos dedos de zinc/medio dominio de escision a sitios diana distintos.
Los dos sitios diana pueden estar en hebras de ADN opuestas, o alternativamente, los dos sitios diana pueden estar
en la misma hebra de ADN.
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Dominios de uniéon a ADN

Puede usarse cualquier dominio de unién a ADN en la practica de la presente memoria descriptiva. En ciertos as-
pectos, el dominio de unién a ADN comprende un dominio de unién de dedos de zinc con uno o varios dedos de zinc
(Miller et al. (1985) EMBO J. 4:1609-1614; Rhodes (1993) Scientific American Feb.: 56-65; documento de Patente de
EE.UU. n° 6.453.242). Tipicamente, un Unico dominio de dedos de zinc tiene aproximadamente 30 aminoacidos de
longitud. Estudios estructurales han demostrado que cada dominio de dedos de zinc (motivo) contiene dos laminas
beta (sostenidas en un giro beta que contiene los dos residuos de cisteina invariables) y una hélice alfa (que contie-
ne los dos residuos de histidina invariables), que se sostienen en una conformacion particular mediante la coordina-
cion de un atomo de zinc por las dos cisteinas y las dos histidinas.

Los dedos de zinc incluyen tanto dedos de zinc C;H; candnicos (es decir, aquellos en que el ion zinc esta coordinado
por dos residuos de cisteina y dos de histidina) y dedos de zinc no canénicos tales como, por ejemplo, dedos de zinc
CsH y C2HC (aquellos en los que el ion zinc esta coordinado por tres residuos de cisteina y un residuo de histidina,
véase, por ejemplo, el documento de publicacion de Patente de EE.UU. n® 2008/0182332) y dedos de zinc C4 (aque-
llos en los que el ion de zinc esta coordinado por cuatro residuos de cisteina). Véase también el documento WO
02/057293.

Los dominios de unién de dedos de zinc se pueden disefiar para unirse a una secuencia de eleccién. Véase, por
ejemplo, Beerli et al. (2002) Nature Biotechnol. 20:135-141; Pabo et al. (2001) Ann. Rev. Biochem. 70:313-340; Isa-
lan et al. (2001) Nature Biotechnology. 19:656-660; Segal et al. (2001) Curr. Opin. Biotechnol. 12:632-637; Choo et
al. (2000) Curr. Opin. Struct. Biol. 10:411-416. Un dominio de unién de dedos de zinc modificado genéticamente o
que se produce de forma no natural) puede tener una especificidad de unién novedosa, en comparacion con una
proteina con dedos de zinc de origen natural. Métodos para modificar genéticamente incluyen, pero no se limitan a,
un disefio racional y varios tipos de seleccion. El disefio racional incluye, por ejemplo, usar bases de datos que com-
prenden secuencias de nucleotidos de tripletes (o cuadrupletes) y secuencias de aminoacidos de dedos zinc indivi-
duales, en donde cada secuencia de nucleétidos de tripletes o cuadrupletes se asocia con una o varias secuencias
de aminoacidos de dedos de zinc que se unen a la secuencia del triplete o cuadruplete particular. Véanse, por ejem-
plo, los documentos de patentes en copropiedad de EE.UU. 6.453.242 y 6.534.261. Métodos de disefio adicionales
se describen, por ejemplo, en los documentos de Patente de EE.UU. 6.746.838; 6.785.613; 6.866.997; y 7.030.215.

Métodos de seleccion ejemplares, incluyendo presentacion en fagos y sistemas de dos hibridos, se describen en los
documentos de Patente de EE.UU. 5.789.538; 5.925.523; 6.007.988; 6.013.453; 6.410.248; 6.140.466; 6.200.759; y
6.242.568; asi como los documentos WO 98/37186; WO 98/53057; WO 00/27878; WO 01/88197 y GB 2.338.237.

Una mejora de la especificidad de la unién para los dominios de unién de dedos de zinc ha sido descrita, por ejem-
plo, en el documento de Patente en co-propiedad de EE.UU. n° 6.794.136.

Puesto que un dedo de zinc individual se une a una secuencia de tres nucleotidos (es decir, triplete) (o una secuen-
cia de cuatro nucleotidos que se puede solapar, en un nucleétido, con el sitio de unién de cuatro nucleétidos de un
dedo de zinc adyacente), la longitud de una secuencia para la cual se disefia un dominio de unién de dedos de zinc
para que se una a la misma (por ejemplo, una secuencia diana) determinara el nimero de dedos de zinc en un do-
minio de unién de dedos de zinc modificado genéticamente. Por ejemplo, para ZFPs en las que los motivos de de-
dos no se unen a subsitios solapantes, una secuencia diana de seis nucleétidos se une mediante un dominio de
union de dos dedos; una secuencia diana de nueve nucleétidos se une mediante un dominio de unién de tres dedos,
etc. Como se indica en la presente memoria, los sitios de unién para dedos de zinc individuales (es decir, subsitios)
en un sitio diana no tienen que ser contiguos, sino que pueden estar separados por uno o varios nucleétidos, depen-
diendo de la longitud y naturaleza de las secuencias de aminoacidos entre los dedos de zinc (es decir, los enlazado-
res entre los dedos) en un dominio de unién de multiples dedos.

En un dominio de unién de dedos de zinc de multiples dedos, los dedos de zinc adyacentes pueden estar separados
por secuencias enlazadoras de aminoacidos de aproximadamente 5 aminoacidos (los llamados enlazadores entre
dedos "candnicos") o, como alternativa, por uno o mas enlazadores no canonicos. Véanse, por ejemplo, los docu-
mentos de las patentes en copropiedad de Estados Unidos n°® 6.453.242 y 6.534.261. Para dominios de union de
dedos de zinc disefiados por ingenieria que comprenden mas de tres dedos, puede preferirse la inserciéon de enla-
zadores entre dedos mas largos ("no canonicos") entre ciertos dedos de zinc, ya que esto puede aumentar la afini-
dad y/o la especificidad de la unién por el dominio de unién. Véase, por ejemplo, el documento de Patente de
EE.UU. n°® 6.479.626 y el documento WO 01/53480. Por consiguiente, los dominios de unién de dedos de zinc de
multiples dedos también pueden caracterizarse con respecto a la presencia y localizacion de enlazadores entre
dedos no canodnicos. Por ejemplo, un dominio de unién de dedos de zinc de seis dedos que comprende tres dedos
(unidos por dos enlazadores entre dedos canodnicos), un enlazador largo y tres dedos adicionales (unidos por dos
enlazadores entre dedos candnicos) se indica como una configuracion 2x3. Asimismo, un dominio de unién que
comprende dos dedos (con un enlazador candnico entre los mismos), un enlazador largo y dos dedos adicionales
(unidos por un enlazador canénico) se indica como una proteina 2x2. Una proteina que comprende tres unidades de
dos dedos (en cada una de las cuales los dos dedos estan unidos por un enlazador candnico), y en donde cada
unidad de dos dedos esta unida a la unidad de dos dedos adyacentes por un enlazador largo, se indica como una
proteina 3x2.
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La presencia de un enlazador entre dedos largo o no candnico entre dos dedos de zinc adyacentes en un dominio
de unién de multiples dedos, frecuentemente permite que los dos dedos se unan a subsitios que no estan inmedia-
tamente contiguos en la secuencia diana. Por consiguiente, puede haber huecos de uno o mas nucleétidos entre los
subsitios en un sitio diana; es decir, un sitio diana puede contener uno o mas nucleétidos que no estan en contacto
con un dedo de zinc. Por ejemplo, un dominio de unién de dedos de zinc 2x2 puede unirse a dos secuencias de seis
nucledtidos separadas por un nucleétido, es decir, se une a un sitio diana de 13 nucleétidos. Véase también Moore
et al. (2001a) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98:1432-1436; Moore et al. (2001b) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98:1437-
1441 y el documento WO 01/53480.

Como se ha mencionado previamente, un subsitio diana es una secuencia de tres o cuatro nucleétidos que se une
por un Unico dedo de zinc. Para ciertos propoésitos, una unidad de dos dedos se indica como un moédulo de unién. Un
modulo de unién puede obtenerse, por ejemplo, seleccionando dos dedos adyacentes en el contexto de una protei-
na de multiples dedos (generalmente tres dedos) que se une a una secuencia diana particular de seis nucleétidos.
Como alternativa, pueden construirse médulos mediante el ensamblaje de dedos de zinc individuales. Véanse tam-
bién los documentos WO 98/53057 y WO 01/53480.

En un aspecto, se describe en el presente documento un dominio de unién de dedos de zinc que comprende una
secuencia de aminoacidos como se muestra en la Tabla 1. En otro aspecto, la descripcién proporciona un polinu-
cledtido que codifica un dominio de unién de dedos de zinc, en el que el dominio de unién de dedos de zinc com-
prende una secuencia de aminoacidos como se muestra en la Tabla 1.

Alternativamente, el dominio que se une a ADN se puede obtener a partir de una nucleasa. Por ejemplo, las secuen-
cias de reconocimiento de endonucleasas de migracion dirigida y meganucleasas tales como I-Scel, I-Ceul, PI-Pspl,
PI-Sce, 1-ScelV, I-Csml, 1-Panl, I-Scell, 1-Ppol, |-Scelll, |-Crel, I-Tevi, |-Tevll y I-Tevill son conocidas. Véanse tam-
bién los documentos de Patente de EE.UU. n° 5.420.032; Patente de EE.UU. n°® 6.833.252; Belfort et al. (1997) Nu-
cleic Acids Res. 25:3379-3388; Dujon et al. (1989), Gene 82:115-118; Perler et al. (1994) Nucleic Acids Res. 22,
1125-1127; Jasin (1996) Trends Genet. 12:224-228; Gimble et al. (1996) J. Mol. Biol. 263:163-180; Argast et al.
(1998) J. Mol. Biol. 280:345-353 y el catalogo de New England Biolabs. Ademas, la especificidad de la union a ADN
de endonucleasas de migracion dirigida y meganucleasas se puede disefar para unirse a sitios diana no naturales.
Véase, por ejemplo, Chevalier et al. (2002) Molec. Cell 10:895-905; Epinat et al. (2003) Nucleic Acids Res. 31:2952-
2962; Ashworth et al. (2006) Nature 441:656-659; Paques et al. (2007), Current Gene Therapy 7:49-66; documento
de publicacién de Patente de EE.UU. n° 20070117128.

Dominios reguladores

Los dominios que se unen a ADN (por ejemplo, ZFPs) descritos en este documento, opcionalmente pueden estar
asociados con dominios reguladores para una modulacién de la expresion génica. La ZFP puede estar asociada de
forma covalente o no covalente con uno o varios dominios reguladores, alternativamente dos o mas dominios regu-
ladores, siendo los dos 0 mas dominios dos copias del mismo dominio, o dos dominios diferentes. Los dominios
reguladores pueden enlazarse covalentemente a la ZFP, por ejemplo, a través de un enlazador de aminoacidos,
como parte de una proteina de fusion. La ZFP también se puede asociar con un dominio regulador por medio de un
dominio de dimerizacion no covalente, por ejemplo, una cremallera de leucina, un dominio N-terminal de proteina
STAT o una proteina de unién a FK506 (véase, por ejemplo, O'Shea, Science 254: 539 (1991), Barahmand-Pour et
al., Curr. Top. Microbiol. Immunol. 211:121-128 (1996); Klemm et al., Annu. Rev. Immunol. 16:569-592 (1998);
Klemm et al., Annu. Rev. Immunol. 16:569-592 (1998); Ho et al., Nature 382:822-826 (1996); y Pomeranz et al.,
Biochem. 37:965 (1998)). ElI dominio regulador puede asociarse con la ZFP en cualquier posicién adecuada, inclu-
yendo el extremo C-terminal o N-terminal de la ZFP.

Dominios reguladores comunes para adicion a la ZFP incluyen, por ejemplo, dominios efectores de factores de
transcripcion (activadores, represores, coactivadores, correpresores), silenciadores, receptores de hormonas nuclea-
res, factores de transcripcion de oncogenes (por ejemplo, miembros de la familia myc, jun, fos, myb, max, mad, rel,
ets, bcl, myb, mos, etc.); enzimas de reparacion del ADN y sus factores y modificadores asociados; enzimas de
reordenamiento de ADN y sus factores y modificadores asociados; proteinas asociadas a la cromatina y sus modifi-
cadores (por ejemplo, cinasas, acetilasas y desacetilasas); y enzimas modificadoras de ADN (por ejemplo, metil-
transferasas, topoisomerasas, helicasas, ligasas, cinasas, fosfatasas, polimerasas, endonucleasas) y sus factores y
modificadores asociados.

Los polipéptidos del factor de transcripcion a partir del cual se puede obtener un dominio regulador incluyen aquéllos
que estan involucrados en la transcripcion regulada y basal. Tales polipéptidos incluyen factores de transcripcion,
sus dominios efectores, coactivadores, silenciadores, receptores nucleares de hormonas (véase, por ejemplo,
Goodrich et al., Cell. 84:825-30 (1996) para una revision de proteinas y elementos de acido nucleico implicados en la
transcripcion; los factores de transcripcion en general se revisan en Barnes y Adcock, Clin. Exp. Allergy 25 Supl
2:46-9 (1995) y Roeder, Methods Enzymol. 273:165-71 (1996)). Factores de transcripcion de receptores de hormo-
nas nucleares se describen, por ejemplo, en Rosen et al., J Med. Chem. 38:4855-74 (1995). La familia C/EBP de
factores de transcripcion se revisan en Wedel et al., Immunobiology 193:171-85 (1995). Coactivadores y co-
represores que median en la regulacion de la transcripcion mediante receptores nucleares de hormonas, se revisan,
por ejemplo, en Meier, Eur. J. Endocrinol. 134(2):158-9 (1996); Kaiser et al., Trends Biochem. Sci. 21:342-5 (1996); y
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Utley et al., Nature 394:498-502 (1998)). Los factores de transcripcion GATA, que estan implicados en la regulacion
de la hematopoyesis, se describen, por ejemplo, en Simon, Nat. Genet. 11:9-11 (1995); Weiss et al., Exp. Hematol.
23:99-107. La proteina de union a una caja TATA (TBP) y sus polipéptidos TAP asociados (que incluyen TAF30,
TAF55, TAF80, TAF10, TAFI 50 y TAF250) se describen en Goodrich y Tjian, Curr. Opin. Cell Biol. 6:403-9 (1994) y
Hurley, Curr. Opin. Struct. Biol. 6:69-75 (1996). La familia STAT de factores de transcripcion se revisa, por ejemplo,
en Barahmand-Pour et al., Curr. Top. Microbiol. Immunol. 211:121-8 (1996). Los factores de transcripcion implicados
en enfermedades se revisan en Aso et al., J Clin. Invest. 97:1561-9 (1996).

En un aspecto, el dominio de represién KRAB de la proteina KOX-1 humana se utiliza como un represor de la trans-
cripcion (Thiesen et al., New Biologist 2:363-374 (1990); Margolin et al., Proc. Natl. Acad. Sci USA 91:4509-4513
(1994); Pengue et al., Nucl. Acids Res. 22:2908-2914 (1994); Witzgall et al., Proc. Natl. Acad. Sci USA 91:4514-4518
(1994)). En otro aspecto, KAP-1, un correpresor de KRAB se emplea con KRAB (Friedman et al., Genes Dev.
10:2067-2078 (1996)). Alternativamente, KAP-1 puede utilizarse solo con una ZFP. Otros factores de transcripcion
preferidos y dominios de factores de transcripcion que actian como represores de la transcripcion incluyen MAD
(véase, p. €j., Sommer et al., J. Biol. Chem. 273:6632-6642 (1998); Gupta et al., Oncogene 16:1149-1159 (1998);
Queva et al., Oncogene 16:967-977 (1998); Larsson et al., Oncogene 15:737-748 (1997); Laherty et al., Cell 89:349-
356 (1997); y Cultraro et al., Mol Cell. Biol. 17:2353-2359 (19977)); FKHR (forkhead in rhapdosarcoma gene; Gins-
berg et al., Cancer Res. 15:3542-3546 (1998); Epstein et al, Mol. Cell. Biol. 18:4118-4130 (1998)); EGR-1 (early
growth response gene product-1; Yan et al., Proc. Natl. Acad. Sci USA 95:8298-8303 (1998); y Liu et al., Cancer
Gene Ther. 5:3-28 (1998)); el dominio del represor del factor represor de ets2 (ERD; Sgouras et al., EMBO J
14:4781-4793 ((19095)); el dominio de interaccion MAD smSIN3 (SID; Ayer et al., Mol. Cell. Biol. 16:5772-5781
(1996)); y el dominio de represion anfifilico ERF3 (factor-3 de respuesta a etileno), EAR (Ohta, M., et al. (2001),
Plant Cell 13:1959-1968)

En un aspecto, el dominio de activacion de VP16 de HSV se utiliza como un activador de la transcripcion (véase, por
ejemplo, Hagmann et al., J. Virol. 71:5952-5962 (1997)). Otros factores de transcripcion preferidos que podrian su-
ministrar dominios de activacion incluyen el dominio de activaciéon VP64 (Seipel et al., EMBO J. 11:4961-4968
(1996)); receptores de hormonas nucleares (véase, por ejemplo, Torchia et al., Curr. Opin. Cell. Biol. 10:373-383
(1998)); la subunidad p65 del factor nuclear kappa B (Bitko y Barik, J. Virol 72:5.610-5618 (1998) y Doyle y Hunt,
Neuroreport 8:2937-2942 (1997)); EGR-1 (producto-1 del gen de respuesta de crecimiento temprano; Yan et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:8298-8303 (1998); y Liu et al., Cancer Gene Ther. 5:3-28 (1998)); y la proteina regula-
dora de la via biosintética de la antocianina de maiz, C1 (S.A. Goff, et al., (1991), Genetics and Development 5: 298-
309).

Las cinasas, fosfatasas y otras proteinas que modifican polipéptidos implicados en la regulacién génica son también
utiles como dominios reguladores para las ZFPs. Tales modificadores estan implicados a menudo en la activacion o
desactivacion de la transcripcion mediada, por ejemplo, por hormonas, cinasas implicadas en la regulacién trans-
cripcional se revisan en Davis, Mol. Reprod. Dev. 42:459-67 (1995), Jackson et al., Adv. Second Messenger Phos-
phoprotein Res. 28:279-86 (1993), y Boulikas, Crit. Rev. Eukaryot. Gene Expr. 5:1-77 (1995), mientras que las fosfa-
tasas se revisan, por ejemplo, en Schonthal y Semin, Cancer Biol. 6:239-48 (1995). Las tirosina cinasas nucleares
se describen en Wang, Trends Biochem. Sci. 19:373-6 (1994)

Como se ha descrito, los dominios Utiles pueden también obtenerse a partir de los productos génicos de oncogenes
(por ejemplo, miembros de la familia myc, jun, fos, myb, max, mad, rel, ets, bcl, myb, mos) y sus factores y modifica-
dores asociados. Los oncogenes se describen, por ejemplo, en Cooper, Oncogenes, 22 ed., The Jones and Bartlett
Series in Biology, Boston, Mass., Jones and Bartlett Publishers, 1995. Los factores de transcripcion ets se revisan en
Waslylk et al., Eur. J. Biochem. 211:7-18 (1993) y Crepieux et al., Crit. Rev. Oncog. 5:615-38 (1994). Los oncogenes
myc se revisan, por ejemplo, en Ryan et al., Biochem. J. 314:713-21 (1996). Los factores de transcripcién jun y fos
se describen, por ejemplo, en The Fos and Jun Families of Transcription Factors, Angel y Herrlich, compiladores
(1994). El oncogén max se revisa en Hurlin et al., Cold Spring Harb. Symp. Quant. Biol. 59:109-16. La familia de
genes myb se revisa en Kanei-Ishii et al., Curr. Top. Microbiol. Immunol. 211:89-98 (1996). La familia mos se revisa
en Yew et al., Curr. Opin. Genet. Dev. 3:19-25 (1993).

Las ZFPs pueden incluir dominios reguladores obtenidos a partir de enzimas de reparacion del ADN y sus factores y
modificadores asociados. Sistemas de reparacion del ADN se revisan, por ejemplo, en Vos, Curr. Opin. Cell Biol.
4:385-95 (1992); Sancar, Ann. Rev. Genet. 29:69-105 (1995); Lehmann, Genet. Eng. 17:1-19 (1995); y Wood, Ann.
Rev. Biochem. 65:135-67 (1996). Las enzimas de reordenamiento de ADN y sus factores y modificadores asociados
también se pueden utilizar como dominios reguladores (véase, por ejemplo, Gangloff et al., Experientia 50:261-9
(1994); Sadowski, FASEB J. 7:760-7 (1993)).

Del mismo modo, dominios reguladores se pueden obtener a partir de enzimas modificadoras de ADN (por ejemplo,
metiltransferasas, topoisomerasas, helicasas, ligasas, cinasas, fosfatasas, polimerasas de ADN) y sus factores y
modificadores asociados. Las helicasas se revisan en Matson et al., Bioessays, 16: 3-22 (1994) y las metiltransfera-
sas se describen en Cheng, Curr. Opin. Struct. Biol. 5:4-10 (1995). Las proteinas asociadas a la cromatina y sus
modificadores (por ejemplo, cinasas, acetilasas y desacetilasas) tales como la histona desacetilasa (Wolffe, Science
272:371-2 (1996)) también son utiles como dominios para afiadir a la ZFP de elecciéon. En un aspecto preferido, el
dominio regulador es una metil transferasa de ADN que actia como un represor de la transcripcion (véase, por
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ejemplo, Van den Wyngaert et al., FEBS Lett. 426:283-289 (1998); Flynn et al., J. Mol. Biol. 279:101-116 (1998);
Okano et al., Nucleic Acids Res. 26:2536-2540 (1998); y Zardo y Caiafa, J. Biol. Chem. 273:16517-16520 (1998)).
En otro aspecto preferido, endonucleasas tales como Fok1 se utilizan como represores de la transcripcion, que ac-
tlan a través de la escision de genes (véanse, por ejemplo, los documentos W095/09233; y PCT/US94/01201).

Los factores que controlan la cromatina y la estructura del ADN, el movimiento y la localizacién y sus factores y mo-
dificadores asociados; factores obtenidos a partir de microbios (por ejemplo, procariotas, eucariotas y virus) y facto-
res que se asocian con ellos o los modifican, también se pueden utilizar para obtener proteinas quiméricas. En un
aspecto, las recombinasas y las integrasas se utilizan como dominios reguladores. En un aspecto, la acetiltransfera-
sa de histonas se utiliza como un activador de la transcripcion (véase, por ejemplo, Jin y Scotto, Mol. Cell. Biol.
18:4377-4384 (1998); Wolffe, Science 272:371-372 (1996); Taunton et al., Science 272:408-411 (1996); y Hassig et
al., Proc. Natl. Acad. Sci USA 95:3519-3524 (1998)). En otro aspecto, la desacetilasa de histonas se utiliza como un
represor de la transcripcion (véase, por ejemplo, Jin y Scotto, Mol. Cell. Biol. 18:4377-4384 (1998); Syntichaki y
Thireos, J. Biol. Chem. 273:24414-24419 (1998); Sakaguchi et al., Genes Dev. 12:2831-2841 (1998); y Martinez et
al, J. Biol. Chem. 273:23781-23785 (1998)).

Los dominios enlazadores entre dominios de polipéptidos, por ejemplo, entre dos ZFPs o entre una ZFP y un domi-
nio regulador, se pueden incluir. Tales enlazadores son tipicamente secuencias polipeptidicas, tales como secuen-
cias poli gli de entre aproximadamente 5 y 200 aminoacidos. Los enlazadores pueden ser subsecuencias de ami-
noacidos flexibles o rigidas que se sintetizan como parte de una proteina de fusidon recombinante. Véase, por ejem-
plo, el documento de Patente de EE.UU. n° 6.534.261; Liu et al., Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 95:5525-5530 (1997);
Pomerantz et al., Proc. Nat. Acad. Sci. USA 92:9752-9756 (1995); Kim et al., Proc. Nat. Acad. Sci. USA 93:1156-
1160 (1996).

Alternativamente, los enlazadores flexibles pueden ser disefiados racionalmente usando un programa de ordenador
capaz de modelar ambos sitios de union al ADN vy los propios péptidos (Desjarlais y Berg, Proc. Nat. Acad. Sci. USA
90:2256-2260 (1993), Desjarlais y Berg, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 91:11099-11103 (1994) o por métodos de pre-
sentacion en fagos.

Un enlazador quimico se utiliza para conectar secuencias de dominios producidas de forma sintética o recombinan-
te. Tales enlazadores flexibles son conocidos por los expertos en la técnica. Por ejemplo, enlazadores de polietilen-
glicol estan disponibles de Shearwater Polymers, Inc. Huntsville, Ala. Estos enlazadores tienen opcionalmente enla-
ces amida, enlaces sulfhidrilo o enlaces heterofuncionales. Ademas del enlace covalente de las ZFPs a los dominios
reguladores, se pueden utilizar métodos no covalentes para producir moléculas con ZFPs asociadas con dominios
reguladores.

Dominios de escision

Como se ha seinalado anteriormente, el dominio que se une a ADN también puede estar asociado con un dominio de
escision (nucleasa). Por ejemplo, las endonucleasas de migracién dirigida se pueden modificar en su especificidad
de la unién a ADN, al tiempo que se conserva la funcidon de nucleasa. Ademas, las proteinas con dedos de zinc
también pueden estar fusionadas a un dominio de escision para formar una nucleasa con dedos de zinc (ZFN). La
porcion del dominio de escision de las proteinas de fusion descritas en este documento se puede obtener a partir de
cualquier endonucleasa o exonucleasa. Endonucleasas ejemplares a partir de las cuales se puede obtener un domi-
nio de escision incluyen, pero no se limitan a, endonucleasas de restriccion y endonucleasas de migracion dirigida.
Véase, por ejemplo, 2002-2003 Catalogue, New England Biolabs, Beverly, MA; y Belfort et al. (1997) Nucleic Acids
Res. 25:3379-3388, Se conocen enzimas adicionales que escinden el ADN (por ejemplo, la nucleasa S1, la nucleasa
de frijol mungo; la ADNasa pancreatica I; la nucleasa microcécica, la endonucleasa de levadura HO; véase también
Linn et al. (compiladores) Nucleases, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1993). Una o varias de estas enzimas de
sintesis (o fragmentos funcionales de las mismas) se pueden utilizar como fuente de dominios de escision y medio
dominios de escision.

Del mismo modo, un medio dominios de escisién se puede obtener a partir de cualquier nucleasa o una porcién de
la misma, como se ha descrito anteriormente, lo que requiere una dimerizacién para la actividad de escisiéon. En
general, se requieren dos proteinas de fusion para la escision si las proteinas de fusion comprenden medio dominios
de escision. Alternativamente, se puede utilizar una sola proteina que comprende dos medio dominios de escision.
Los dos medio dominios de escision se pueden obtener a partir de la misma endonucleasa (o fragmentos funciona-
les de la misma), o cada uno de los medio dominios de escision se puede obtener a partir de una endonucleasa
diferente (o fragmentos funcionales de la misma). Ademas, los sitios diana para las dos proteinas de fusion se dis-
ponen preferiblemente, con respecto uno a otro, de modo que la unién de las dos proteinas de fusion a sus respecti-
vos sitios diana coloca los medio dominios de escisién en una orientacion espacial entre si que permite que los me-
dio dominios de escision formen un dominio de escision funcional, por ejemplo, mediante dimerizacion. Por lo tanto,
en ciertos aspectos, los margenes cerca de los sitios diana estan separados por 5-8 nucleétidos o por 15-18 nucle6-
tidos. Sin embargo, cualquier nimero entero de nucledtidos o parejas de nucleétidos se puede intercalar entre dos
sitios diana (por ejemplo, de 2 a 50 parejas de nucledtidos o mas). En general, el sitio de escision se encuentra entre
los sitios diana.
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Las endonucleasas de restriccion (enzimas de restriccion) estan presentes en muchas especies y son capaces de
una unién especifica de secuencia con el ADN (en un sitio de reconocimiento) y la escision de ADN en o cerca del
sitio de union. Ciertas enzimas de restriccion (p. ej., Tipo 1IS) escinden el ADN en sitios separados del sitio de reco-
nocimiento y tienen dominios de unién y de escision separables. Por ejemplo, la enzima Tipo IS Fokl cataliza la
escision de la cadena doble de ADN, a 9 nucleétidos de su sitio de reconocimiento en una hebra y a 13 nucleétidos
de su sitio de reconocimiento en la otra. Véanse, por ejemplo, los documentos de Patentes de EE.UU. 5.356.802;
5.436.150 y 5.487.994; asi como Li et al. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:4275-4279; Li et al. (1993) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 90:2764-2768; Kim et al. (1994a) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:883-887; Kim et al. (1994b) J. Biol.
Chem. 269:31.978-31.982. Por tanto, en un aspecto, las proteinas de fusion comprenden el dominio de escision (o el
medio dominio de escision) de al menos una enzima de restriccion de Tipo 1S y uno o varios dominios de unién de
dedos de zinc, que pueden estar modificados genéticamente o no.

Una enzima de restriccion ejemplar de Tipo IIS, cuyo dominio de escision es separable del dominio de union, es Fok
I. Esta enzima particular esta activa como un dimero. Bitinaite et al. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95: 10.570-
10.575. Por consiguiente, para los fines de la presente memoria descriptiva, la porcion de la enzima Fok | usada en
las proteinas de fusién descritas se considera un medio dominio de escisién. Por lo tanto, para una escision de ca-
dena doble dirigida y/o una sustitucion dirigida de secuencias celulares usando fusiones de dedos de zinc-Fok |, dos
proteinas de fusién, que comprende cada una un medio dominio de escisién de Fok |, se pueden utilizar para re-
constituir un dominio de escisién cataliticamente activo. Alternativamente, una Unica molécula de polipéptido que
contiene un dominio de unién de dedos de zinc y dos medio dominios de escision de Fok |, también se puede utili-
zar. Parametros para una escision dirigida y una alteracion de la secuencia dirigida utilizando fusiones de dedos de
zinc-Fok | se proporcionan en otro lugar en esta memoria descriptiva.

Un dominio de escisién o un medio dominio de escisién puede ser cualquier porciéon de una proteina que conserva la
actividad de escision, o que conserva la capacidad de multimerizar (por ejemplo, dimerizan) para formar un dominio
de escision funcional.

Enzimas de restriccion de Tipo IIS ejemplares se describen en el documento de publicacion internacional WO
07/014275. Enzimas de restriccion adicionales también contienen dominios de unién y escision separables y estos
se contemplan en la presente memoria descriptiva. Véase, por ejemplo, Roberts et al. (2003) Nucleic Acids Res.
31:418-420.

En ciertos aspectos, el dominio de escision comprende uno o varios medio dominios de escision modificados genéti-
camente (también referidos como mutantes de dominio de dimerizaciéon) que minimizan o evitan una homodimeriza-
cion, como se describe, por ejemplo, en los documentos de publicacion de Patente de EE.UU. n° 20050064474;
20060188987; 20080131962. Los residuos de aminoacidos en las posiciones 446, 447, 479, 483, 484, 486, 487,
490, 491, 496, 498, 499, 500, 531, 534, 537 y 538 de Fok | son todos dianas para influir en la dimerizacion de los
medio dominios de escision de Fok |.

Medio dominios de escision ejemplares modificados genéticamente de Fok | que forman heterodimeros obligados,
incluyen una pareja en donde un primer medio dominio de escisién incluye mutaciones en residuos de aminoacidos
en las posiciones 490 y 538 de Fok | y un segundo medio dominio de escisién incluye mutaciones en los residuos de
aminoacidos 486 y 499.

Por lo tanto, en ciertos aspectos, la mutacién en 490 sustituye Glu (E) por Lys (K); la mutacién en 538 reemplaza Iso
(1) por Lys (K); la mutacion en 486 reemplaza GIn (Q) por Glu (E); y la mutacion en la posicion 499 reemplaza Iso (1)
por Lys (K). Especificamente, los medio dominios de escision modificados genéticamente descritos en este docu-
mento se prepararon mutando las posiciones 490 (E — K) y 538 (I — K) en un medio dominio de escision, para
producir un medio dominio de escision modificado genéticamente designado "E490K:1538K" y mutando las posicio-
nes 486 (Q — E) y 499 (I — L) en otro medio dominio de escision para producir un medio dominio de escision modi-
ficado genéticamente designado "Q486E:1499L". Los medio dominios de escision modificados genéticamente descri-
tos en este documento son mutantes heterodimeros obligados en los que se minimiza o suprime una escision abe-
rrante. Véase, por ejemplo, el Ejemplo 1 del documento de publicaciéon de Patente de EE.UU. n° 2008/0131962.
Véase, también, Szczepek et al. (2007) Nat Biotechnol 25:786-793. En ciertos aspectos, el medio dominio de esci-
sion modificado genéticamente comprende mutaciones en las posiciones 486, 499 y 496 (numeradas en relacion
con Fokl de tipo silvestre), para mutaciones ilustrativas que sustituyen el residuo GIn de tipo silvestre (Q) en la posi-
cion 486 con un residuo Glu (E), el residuo Iso (I) de tipo silvestre en la posicion 499 con un residuo Leu (L) y el
residuo de tipo silvestre Asn (N) en la posicion 496 con Asp (D) o Glu (E) (también denominados dominios "ELD" y
"ELE", respectivamente). En otros aspectos, el medio dominio de escision modificado genéticamente comprende
mutaciones en las posiciones 490, 538 y 537 (numeradas en relacion con Fokl de tipo silvestre), para mutaciones
ilustrativas que sustituyen al residuo de tipo silvestre Glu (E) en la posicién 490 con un residuo Lys (K), el residuo de
tipo silvestre Iso (1) en la posicion 538 con un residuo Lys (K) y el residuo de tipo silvestre His (H) en la posiciéon 537
con un residuo Lys (K) o un residuo Arg (R) (también referidos como dominios "KKK" y "KKR", respectivamente). En
otros aspectos, el medio dominio de escision modificado genéticamente comprende mutaciones en las posiciones
490 y 537 (numeradas en relacion con Fokl de tipo silvestre), para mutaciones ilustrativas que sustituyen al residuo
de tipo silvestre Glu (E) en la posicién 490 con un residuo Lys (K) y el residuo de tipo silvestre His (H) en la posicion
537 con un residuo Lys (K) o un residuo Arg (R) (también referidos como dominios "KIK" y "KIR", respectivamente).
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(Véase la solicitud provisional de Estados Unidos 61/337.769, presentada el 8 de febrero de 2010). En otros aspec-
tos, el medio dominio de escisién modificado genéticamente comprende "Sharkey" y/o mutaciones "Sharkey" (véase
Guo et al., (2010) J. Mol. Biol. doi:10.1016/j.jmb.2010.04.060).

Los medio dominios de escision modificados genéticamente descritos en esta memoria, se pueden preparar usando
cualquier método adecuado, por ejemplo, mediante mutagénesis dirigida al sitio de medio dominios de escision de
tipo silvestre (Fok 1) como se describe en los documentos de Publicacion de Patente de EE.UU. n°. 20050064474 y
20080131962.

Otra enzima de restriccion preferida de Tipo IS es Bfil (véase, Zaremba et al, (2004) J. Mol Biol. 336(1):81-92). EI
dominio de escision de esta enzima se puede separar de su dominio que se une a ADN vy ligarlo funcionalmente a un
dominio que se une a ADN de dedos de zinc para crear una ZFN.

Proteinas de fusion

Los métodos para el disefio y la construccion de proteinas de fusion (y polinucleétidos que las codifican) son conoci-
dos por los expertos en la técnica. Por ejemplo, los métodos para el disefio y la construccion de proteinas de fusion
que comprenden dominios de unién a ADN (p. €j., dominios de dedos de zinc) y dominios reguladores o de escision
(o medio dominios de escision) y polinucleétidos que codifican tales proteinas de fusion, se describen en los docu-
mentos de Patente en co-propiedad de EE.UU. 6.453.242 y 6.534.261 y las publicaciones de solicitud de patente de
EE.UU. 2007/0134796 y 2005/0064474.

En ciertas realizaciones, se construyen polinucleétidos que codifican las proteinas de fusion. Estos polinucleétidos
se pueden insertar en un vector y el vector se puede introducir en una célula (véase mas abajo para una descripcion
adicional en cuanto a los vectores y los métodos para la introduccion de polinucleétidos en células).

Como se ha sefialado anteriormente, en ciertas realizaciones, la proteina de fusién comprende una proteina con
dedos de zinc que se une a un sitio diana en un gen implicado en la biosintesis de acidos grasos y al menos un
dominio regulador transcripcional, por ejemplo, un dominio de activacion o represion.

En otros aspectos de los métodos descritos en el presente documento, una nucleasa de dedos de zinc comprende
una proteina de fusiéon que comprende un dominio de union de dedos de zinc y un medio dominio de escision de la
enzima de restriccion Fokl y dos de proteinas de fusion de este tipo se expresan en una célula. La expresion de dos
proteinas de fusion en una célula puede dar como resultado la entrega en la célula de las dos proteinas; la entrega
en la célula de una proteina y un acido nucleico que codifica una de las proteinas; la entrega en la célula de dos
acidos nucleicos que codifican cada uno una de las proteinas; o mediante la entrega en la célula de un Unico acido
nucleico, que codifica ambas proteinas. En aspectos adicionales, una proteina de fusion comprende una cadena
polipeptidica Unica que comprende dos medio dominios de escision y un dominio de unidn de dedos de zinc. En este
caso, una proteina de fusion aislada se expresa en una célula y, sin desear estar ligado por la teoria, se cree que se
escinde el ADN como resultado de la formacién de un dimero intramolecular de los medio dominios de escision.

En ciertos aspectos, los componentes de las nucleasas de dedos de zinc (por ejemplo, las fusiones ZFP- Fok 1)
estan dispuestos de tal manera que el dominio de dedos de zinc esta mas cerca del extremo amino-terminal de la
proteina de fusion y el medio dominio de escision estd mas cerca del extremo carboxi-terminal. Esto refleja la orien-
tacion relativa del dominio de escision en dominios de escisiéon de dimerizacion de origen natural, tales como los
derivados de la enzima Fokl, en la que el dominio que se une a ADN esta mas cerca del extremo amino-terminal y el
medio dominio de escisidén esta mas cerca del extremo carboxi-terminal. En estos aspectos, la dimerizacion de los
medio dominios de escisién para formar una nucleasa funcional esta provocada por la uniéon de las proteinas de
fusion a sitios en hebras de ADN opuestas, estando los extremos 5' de los sitios de unién préximos entre si.

En aspectos adicionales, los componentes de las proteinas de fusion (por ejemplo, fusiones ZFP-Fok 1) estan dis-
puestos de tal manera que el medio dominio de escision esta mas cerca del extremo amino-terminal de la proteina
de fusion y el dominio de dedos de zinc esta mas cerca del extremo carboxi-terminal. En estos aspectos, la dimeri-
zacion de los medio dominios de escisién para formar una nucleasa funcional esta provocada por la unién de las
proteinas de fusion a sitios en hebras de ADN opuestas, siendo los extremos 3' de los sitios de unién proximales
entre si.

En aspectos todavia adicionales, una primera proteina de fusién contiene el medio dominio de escisién mas préximo
al extremo amino-terminal de la proteina de fusion y el dominio de dedos de zinc mas cerca del extremo carboxi-
terminal y una segunda proteina de fusion se dispone de manera que el dominio de dedos de zinc esta mas cerca
del extremo amino-terminal de la proteina de fusion y el medio dominio de escision esta mas cerca del extremo car-
boxi-terminal. En estos aspectos, ambas proteinas de fusién se unen a la misma hebra de ADN, en donde el sitio de
union de la primera proteina de fusién que contiene el dominio de dedos de zinc mas cercano el extremo carboxi-
terminal esta situado en el lado 5' del sitio de unién de la segunda proteina de fusiéon que contiene el dominio de
dedos de zinc mas cerca del extremo amino-terminal.

En ciertos aspectos, en las proteinas de fusidon dadas a conocer, la secuencia de aminoacidos entre el dominio de
dedos de zinc y el dominio de escision (o el medio dominio de escisién) se denomina el "enlazador ZC". El enlazador
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ZC se debe distinguir de los enlazadores entre los dedos descritos anteriormente. Véanse, por ejemplo, los docu-
mentos de publicaciones de Patente de EE.UU. 20050064474A1 y 20030232410 y la publicacién de patente interna-
cional WO05/084190, para mas detalles sobre la obtenciéon de enlazadores ZC que optimizan la escision.

En una realizacion, la descripcién proporciona una ZFN que comprende una proteina con dedos de zinc que tiene
las secuencias de aminoacidos de reconocimiento de hélice mostradas en una fila simple de la Tabla 10B. En otro
aspecto, se describe en esta memoria un vector de expresion de ZFN que comprende una secuencia de nucleétidos
que codifica una ZFP que tiene hélices de reconocimiento que se muestran en la Tabla 1 o la Tabla 10.

Regulacion de la expresion génica

Se puede emplear una variedad de ensayos para determinar si una ZFP modula la expresion génica. La actividad de
una ZFP particular se puede evaluar utilizando una variedad de ensayos in vitro e in vivo, midiendo, por ejemplo, los
niveles de proteinas o de ARNm, los niveles de producto, la actividad enzimatica; la activaciéon o inhibicion de la
transcripcion de un gen informador, utilizando, por ejemplo, inmunoensayos (por ejemplo, ELISA y ensayos inmu-
nohistoquimicos con anticuerpos), ensayos de hibridacion (por ejemplo, proteccion de ARNasa, Northern, hibridacion
in situ, estudios de matrices de oligonucledtidos), ensayos colorimétricos, ensayos de amplificacion, ensayos de
actividad enzimatica, ensayos fenotipicos y similares.

Las ZFPs se sometieron a ensayo tipicamente para estudiar la actividad in vitro usando ensayos de ELISA y, a con-
tinuacion, utilizando células renales. La ZFP se somete frecuentemente a ensayo primero utilizando un sistema de
expresion transitorio con un gen informador y luego la regulacion del gen endégeno diana se somete a ensayo en las
células y en plantas enteras, tanto in vivo como ex vivo. La ZFP puede expresarse recombinantemente en una célu-
la, expresada de forma recombinante en células trasplantadas en una planta, o expresada de manera recombinante
en una planta transgénica, asi como administrar como una proteina a la planta o la célula utilizando vehiculos de
administracion descritos a continuacion. Las células se pueden inmovilizar, estar en solucion, inyectarse en una
planta o ser de origen natural en una planta transgénica o no transgénica.

La modulacion de la expresion génica se somete a ensayo utilizando uno de los ensayos in vitro o in vivo descritos
en el presente documento. Las muestras o los ensayos se tratan con una ZFP y se comparan con muestras de con-
trol sin el compuesto de ensayo, para examinar el grado de modulacion. Para la regulacion de la expresion génica
enddgena, la ZFP tiene tipicamente una K4 de 200 nM o menos, mas preferiblemente 100 nM o menos, mas preferi-
blemente 50 nM, lo mas preferiblemente 25 nM o menos.

Los efectos de las ZFPs pueden medirse mediante un examen de cualquiera de los parametros descritos anterior-
mente. Cualquier expresion génica, cambio fenotipico o fisioldgico adecuado se puede usar para evaluar la influen-
cia de una ZFP. Cuando las consecuencias funcionales se determinan usando células o plantas intactas, también se
puede medir una variedad de efectos tales como el crecimiento de las plantas, cambios transcripcionales de marca-
dores genéticos conocidos y no caracterizados (por ejemplo, transferencias Northern o estudios de matrices de oli-
gonucledtidos), cambios en el metabolismo celular tales como crecimiento celular o cambios de pH, y cambios en
segundos mensajeros intracelulares tales como GMPc.

Los ensayos preferidos para la regulacion mediante ZFP de la expresion génica endégena se pueden realizar in
vitro. En un formato de ensayo preferido in vitro, la regulacion mediante ZFP de la expresidon génica enddgena en
células cultivadas se mide mediante el examen de la produccion de proteina, utilizando un ensayo ELISA. La mues-
tra del ensayo se compara con células de control tratadas con un vector vacio o una ZFP no relacionada que se
dirige a otro gen.

En otro aspecto, la regulacion mediante ZFP de la expresion génica endégena se determina in vitro midiendo el nivel
de expresion del ARNm del gen diana. El nivel de expresiéon génica se mide utilizando la amplificacion, por ejemplo,
utilizando PCR, LCR o ensayos de hibridacion, por ejemplo, hibridacién Northern, proteccion de ARNasa, transfe-
rencia de manchas. El nivel de proteina o ARNm se detecta utilizando agentes de deteccion marcados directa o
indirectamente, por ejemplo, acidos nucleicos marcados con fluorescencia o radiactivamente, anticuerpos marcados
radiactiva o enzimaticamente y similares, como se describe en el presente documento.

Alternativamente, un sistema de gen informador se puede disefiar usando el promotor del gen diana ligado funcio-
nalmente a un gen informador tal como luciferasa, proteina fluorescente verde, CAT o (-gal. La estructura artificial
informadora, se cotransfecta normalmente en una célula cultivada. Después del tratamiento con la ZFP de eleccion,
la cantidad de transcripcion, traduccion o actividad del gen informador se mide de acuerdo con técnicas estandar
conocidas por los expertos en la técnica.

Las plantas transgénicas y no transgénicas también se utilizan para examinar la regulacién de la expresion de genes
enddgenos in vivo. Las plantas transgénicas pueden expresar de forma estable la ZFP de eleccion. Alternativamen-
te, las plantas que expresan transitoriamente la ZFP de eleccion, o a las que ha administrado la ZFP en un vehiculo
de suministro, se pueden utilizar. La regulacion de la expresion de genes enddgenos se somete a ensayo utilizando
uno cualquiera de los ensayos descritos en este documento.
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Métodos para la escision dirigida

Los métodos y composiciones descritos se pueden usar para escindir el ADN en una region de interés en la cromati-
na celular (por ejemplo, en un sitio deseado o predeterminado en un genoma, por ejemplo, dentro o cerca de un gen
implicado en la biosintesis de acidos grasos). Para tal escision dirigida del ADN, un dominio de unién de dedos de
zinc esta disefiado para unirse a un sitio diana en o cerca del sitio de escision predeterminado, y una proteina de
fusién que comprende el dominio de unién de dedos de zinc modificado genéticamente y un dominio de escision, se
expresa en una célula. Tras la unién de la porcién de dedos de zinc de la proteina de fusién en el sitio diana, el ADN
se escinde cerca del sitio diana mediante el dominio de escisién. El sitio exacto de la escision puede depender de la
longitud del enlazador ZC.

Alternativamente, dos proteinas de fusion, que comprenden cada una un dominio de unién de dedos de zinc y un
medio dominio de escision, se expresan en una célula y se unen a sitios diana que se yuxtaponen, de tal manera
que un dominio de escision funcional se reconstituye y el ADN se escinde en las proximidades de los sitios diana. En
un aspecto, la escision se produce entre los sitios diana de dos dominios de unién de dedos de zinc. Uno o ambos
de los dominios de unién de dedos de zinc pueden estar modificados genéticamente.

Para la escision dirigida usando un polipéptido de fusion de dominio de unién de dedos de zinc-dominio de escision,
el sitio de unién puede abarcar el sitio de escision, o el borde cerca del sitio de unién puede tener 1, 2, 3, 4, 5, 6, 10,
25, 50 o mas nucledtidos (o cualquier valor entero entre 1 y 50 nucleétidos) desde el sitio de escision. La ubicacion
exacta del sitio de unién, con respecto al sitio de escision, dependera del dominio de escision particular y de la longi-
tud del enlazador ZC. Para los métodos en los que se usan dos polipéptidos de fusién, que comprenden cada uno
un dominio de unién de dedos de zinc y un medio dominio de escision, los sitios de unién generalmente se extienden
a ambos lados del sitio de escision. Por lo tanto, el borde cercano al primer sitio de unién puede tener 1, 2, 3, 4, 5, 6,
10, 25 o0 mas nucledtidos (o cualquier valor entero entre 1 y 50 nucledtidos) en un lado del sitio de corte y el borde
cercano al segundo sitio de union puede tener 1, 2, 3, 4, 5, 6, 10, 25 o mas nucledtidos (o cualquier valor entero
entre 1y 50 nucledétidos) en el otro lado del sitio de escision. Los métodos para cartografiar sitios de escision in vitro
e in vivo son conocidos por los expertos en la técnica.

Por lo tanto, los métodos descritos en el presente documento pueden emplear un dominio de unién de dedos de zinc
modificado genéticamente, fusionado con un dominio de escision. En estos casos, el dominio de unién esta modifi-
cado genéticamente para unirse a una secuencia diana, en o cerca de donde se desea la escision. La proteina de
fusion, o un polinucledtido que la codifica, se introduce en una célula vegetal. Una vez introducida o expresada en la
célula, la proteina de fusion se une a la secuencia diana y escinde la secuencia diana o cerca de la misma. El sitio
exacto de la escision depende de la naturaleza del dominio de escisién y/o de la presencia y/o la naturaleza de las
secuencias enlazadoras entre los dominios de unién y escision. En los casos en que se emplean dos proteinas de
fusioén, que comprenden cada una un medio dominio de escision, la distancia entre los bordes cercanos de los sitios
de unién puede serde 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 25 o mas nucledtidos (o cualquier valor entero entre 1 y 50 nuclet-
tidos). Los niveles 6ptimos de escision también pueden depender tanto de la distancia entre los puntos de union de
las dos proteinas de fusion (véase, por ejemplo, Smith et al. (2000) Nucleic Acids Res. 28:3361-3369; Bibikova et al.
(2001) Mol. Cell. Biol. 21:289-297) y la longitud del enlazador ZC en cada proteina de fusiéon. Véanse, también, el
documento de publicacion de Patente de EE.UU. 20050064474A1 y las publicaciones de patentes internacionales
WO05/084190, WO05/014791 y WO03/080809.

En ciertos aspectos, el dominio de escision comprende dos medio dominios de escisién, en donde ambos forman
parte de un Unico polipéptido que comprende un dominio de unién, un primer medio dominio de escision y un segun-
do medio dominio de escisién. Los medio dominios de escisiéon pueden tener la misma secuencia de aminoacidos o
secuencias de aminoacidos diferentes, siempre que funcionen para escindir el ADN.

Los medio dominios de escision también se pueden proporcionar en moléculas distintas. Por ejemplo, dos polipépti-
dos de fusion pueden introducirse en una célula, en donde cada polipéptido comprende un dominio de unién y un
medio dominio de escisidon. Los medio dominios de escision pueden tener la misma secuencia de aminoacidos o
secuencias de aminoacidos diferentes, siempre que funcionen para escindir el ADN. Ademas, los dominios de unién
se unen a secuencias diana que normalmente estan dispuestas de tal manera que, tras la unién de los polipéptidos
de fusion, los dos medio dominios de escisidon se presentan en una orientacidén espacial entre si que permite la re-
constitucion de un dominio de escision (por ejemplo, mediante dimerizacién de los medio dominios), posicionando de
este modo los medio dominios de escisién uno respecto al otro para formar un dominio de escision funcional, dando
como resultado la escision de la cromatina celular en una region de interés. Generalmente, la escisién mediante el
dominio de escisién reconstituido se produce en un sitio ubicado entre las dos secuencias diana. Una o ambas de
las proteinas puede estar modificada genéticamente para unirse a su sitio diana.

Las dos proteinas de fusion se pueden unir en la region de interés en la misma polaridad u opuesta y sus sitios de
union (es decir, sitios diana) pueden estar separados por cualquier numero de nucledétidos, por ejemplo, de 0 a 200
nucledtidos o cualquier valor entero entre los mismos. En ciertos aspectos, los sitios de unién para dos proteinas de
fusién, en donde cada uno comprende un dominio de unién de dedos de zinc y un medio dominio de escision, pue-
den estar situados con una separacion de 5 y 18 nucleétidos, por ejemplo, a 5-8 nucledtidos de distancia, o 15-18
nucledtidos de distancia o 6 nucledtidos de distancia, o 16 nucleétidos de distancia, tal y como se mide desde el
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borde de cada sitio de unién mas cercano del otro sitio de unién y la escision se produce entre los sitios de union.

El sitio en el que se escinde el ADN generalmente se encuentra entre los sitios de unién para las dos proteinas de
fusion. La rotura de la cadena doble de ADN tiene lugar frecuentemente a partir de dos roturas de hebras simples, o
"muescas", compensadas por 1, 2, 3, 4, 5, 6 o mas nucledtidos, (por ejemplo, una escisién de ADN de cadena doble
mediante Fok | natural es el resultado de roturas de una cadena sencilla compensada por 4 nucledtidos). Por lo
tanto, la escisién no se produce necesariamente en los sitios exactamente opuestos en cada cadena de ADN. Ade-
mas, la estructura de las proteinas de fusion y la distancia entre los sitios diana pueden influir en si se produce la
escision de forma adyacente a una sola pareja de nucledtidos, o si la escision se produce en varios sitios. Sin em-
bargo, para muchas aplicaciones, incluyendo la recombinacion dirigida y la mutagénesis dirigida (véase infra), la
escision dentro de un intervalo de nucledtidos generalmente es suficiente y no se requiere una escision entre parejas
de bases particulares.

Como se ha sefialado anteriormente, la o las proteinas de fusién se pueden introducir como polipéptidos y/o polinu-
cledtidos. Por ejemplo, dos polinucledtidos, en donde cada uno comprende secuencias que codifican uno de los
polipéptidos mencionado anteriormente, se pueden introducir en una célula y cuando los polipéptidos se expresan y
cada uno se une a su secuencia diana, se produce la escisiéon en o cerca de la secuencia diana. Alternativamente,
un solo polinucledtido que comprende secuencias que codifican ambos polipéptidos de fusion, se introduce en una
célula. Los polinucleétidos pueden ser ADN, ARN o cualquier forma o analogo modificado o ADN y/o ARN.

Para mejorar la especificidad de la escision, las composiciones adicionales también se pueden emplear en los méto-
dos descritos en el presente documento. Por ejemplo, medio dominios de escision aislados pueden mostrar una
actividad de escision de cadena doble limitada. En métodos en los que dos proteinas de fusién, que contienen cada
una un dominio de dedos de zinc de tres dedos y un medio dominio de escision, se introducen en la célula, cada
proteina especifica un sitio diana de 9 nucleétidos aproximadamente. Aunque es probable que la secuencia diana
agregada de 18 nucledtidos sea Unica en un genoma de mamifero y vegetal, cualquier sitio diana dado de 9 nucled-
tidos aparece, en promedio, aproximadamente 23.000 veces en el genoma humano. Por lo tanto, una escisién no
especifica, debido a la unién especifica del sitio de un solo medio dominio, se puede producir. En consecuencia, los
métodos descritos en esta memoria contemplan el uso un mutante dominante negativo de un medio dominio de
escision tal como Fok | (o un acido nucleico que lo codifica) que se expresa en una célula junto con las dos proteinas
de fusion. El mutante dominante negativo es capaz de una dimerizacion, pero es incapaz de escindir y también blo-
quea la actividad de escision de un medio dominio con el que esta dimerizado. Al proporcionar el mutante dominante
negativo en un exceso molar a las proteinas de fusion, solo las regiones en las que ambas proteinas de fusién estan
unidas tendran una concentracién local suficientemente alta de medio dominios de escisiéon funcionales para que se
produzca la dimerizacion y la escision. En los sitios en donde solo se une una de las dos proteinas de fusién, su
medio dominio de escision forma un dimero con el medio dominio mutante dominante negativo, y no tiene lugar una
escision no deseable, no especifica.

Vectores de expresion

Un acido nucleico que codifica una o varias proteinas (por ejemplo, ZFPs) como se describe en el presente docu-
mento, se puede clonar en un vector para la transformacion en células procariotas o eucariotas para una replicacion
y/o expresion. Los vectores pueden ser vectores procariotas, por ejemplo, plasmidos, o vectores lanzadera, vectores
de insectos, vectores viricos o vectores eucariotas. Un acido nucleico que codifica una ZFP también se puede clonar
en un vector de expresion para la administracion a una célula vegetal.

Para expresar las ZFPs, las secuencias que codifican las ZFPs se subclonan tipicamente en un vector de expresion
que contiene un promotor para dirigir la transcripcion. Promotores bacterianos y eucariotas adecuados son bien
conocidos en la técnica y se describen, por ejemplo, en Sambrook et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual.
(22 ed 1989; 32 ed., 2001); Kriegler, Gene Transfer and Expression: A Laboratory Manual Stockton Press, New York
(1990); y Current Protocols in Molecular Biology (Ausubelet al., supra. Bacterial expression systems for expressing
the ZFP are available in, e.g., E. coli, Bacillus sp., and Salmonella (Palva et al., Gene 22:229-235 (1983)). Los kits
para tales sistemas de expresion estan disponibles comercialmente. Los sistemas de expresién eucariotas para
células de mamiferos, plantas, levaduras e insectos son bien conocidos por los expertos en la técnica y por lo tanto
estan disponibles comercialmente.

El promotor utilizado para dirigir la expresion de un acido nucleico que codifica ZFP depende de la aplicacion particu-
lar. Por ejemplo, un promotor constitutivo fuerte adecuado para la célula hospedadora se utiliza tipicamente para la
expresion y purificacion de ZFPs.

En contraste, cuando se administra una ZFP in vivo para la regulacion de un gen vegetal (véase, "Nucleic Acid Deli-
very to Plant Cells", a continuacién), se utiliza ya sea un promotor constitutivo o inducible, dependiendo del uso par-
ticular de la ZFP. Ejemplos no limitativos de promotores de plantas incluyen secuencias promotoras obtenidas a
partir de la ubicuitina-3 (ubi-3) de A. thaliana (Callis, et al., 1990, J. Biol. Chem. 265-12486-12493); la sintasa de
manopina (Amas) de A. tumefaciens (Petolino et al., documento de Patente de EE.UU. n° 6.730.824); y/o el virus del
mosaico de las nervaduras de mandioca (Verdaguer et al., (1996), Plant Molecular Biology 31:1129-1139). Véase,
también los Ejemplos.
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Ademas del promotor, el vector de expresién contiene tipicamente una unidad de transcripcion o una casete de
expresion que contiene todos los elementos adicionales requeridos para la expresion del acido nucleico en células
hospedadoras, procariotas o eucariotas. Una casete de expresion tipico contiene por tanto un promotor ligado fun-
cionalmente, por ejemplo, a una secuencia de acido nucleico que codifica la ZFP y las sefiales requeridas, por ejem-
plo, para una poliadenilacion eficiente del transcrito, terminaciéon de la transcripcion, sitios de unién a ribosoma o
terminacion de la traduccion. Elementos adicionales dla casete pueden incluir, por ejemplo, potenciadores, sefiales
de corte y empalme heterdlogas y/o una sefial de localizacion nuclear (NLS).

El vector de expresion particular utilizado para transportar la informacion genética en la célula se selecciona con
respecto al uso pretendido de la ZFP, por ejemplo, una expresion en plantas, animales, bacterias, hongos, proto-
zoos, etc. (véanse los vectores de expresion descritos mas adelante). Los vectores de expresion bacteriana y animal
convencionales son conocidos en la técnica y se describen en detalle, por ejemplo, en los documentos de Patente
de EE.UU. n° de Publicacion 20050064474A1 y las publicaciones de patentes internacionales W0O05/084190,
WO005/014791 y WO03/080809.

Los métodos de transfeccién convencionales se pueden emplear para producir lineas celulares bacterianas, de ma-
mifero, vegetal, levadura o insecto que expresan grandes cantidades de proteina, que se pueden purificar después
usando técnicas estandar (véase, por ejemplo, Colley et al., J. Biol. Chem. 264:17619-17622 (1989); Guide to Pro-
tein Purification, in Methods in Enzymology, vol. 182 (Deutscher, compilador, 1990)). La transformacion de células
eucariotas y procariotas se realiza segun técnicas convencionales (véase, p. €j., Morrison, J. Bact. 132:349-351
(1977); Clark-Curtiss y Curtiss, Methods in Enzymology 101:347-362 (Wu et al., compiladores, 1983).

Se puede utilizar cualquiera de los procedimientos bien conocidos para introducir secuencias de nucleétidos extra-
fios en tales células hospedadoras. Estos incluyen el uso de transfeccion con fosfato de calcio, polibreno, fusion de
protoplastos, electroporacion, métodos ultrasénicos (por ejemplo, sonoporacion), liposomas, microinyeccion, ADN
desnudo, vectores plasmidicos, vectores viricos, tanto episomales como integradores y cualquier otro método bien
conocido para la introduccion de ADN clonado genémico, ADNc, ADN sintético u otro material genético extrafio en
una célula hospedadora (véase, por ejemplo, Sambrook et al., supra). Solo es necesario que el procedimiento de
modificacion genética particular utilizado sea capaz de introducir con éxito al menos un gen en la célula hospedado-
ra capaz de expresar la proteina de eleccion.

Entrega de acido nucleico a células vegetales

Como se ha sefialado anteriormente, las estructuras artificiales de ADN se pueden introducir (por ejemplo, en el
genoma de) una planta hospedadora deseada a través de una diversidad de técnicas convencionales. Para revisio-
nes de tales técnicas véase, por ejemplo, Weissbach y Weissbach, Methods for Plant Molecular Biology (1988, Aca-
demic Press, N.Y.) seccion VI, p. 421-463; y Grierson y Corey, Plant Molecular Biology (1988, 22 ed.), Blackie,
London, Cap. 7-9.

Por ejemplo, la estructura artificial de ADN puede introducirse directamente en el ADN gendmico de la célula vegetal
utilizando técnicas tales como electroporacion y microinyeccion de protoplastos de células vegetales, o las estructu-
ras artificiales de ADN se pueden introducir directamente en el tejido vegetal utilizando métodos biolisticos, tales
como bombardeo de particulas de ADN (véase, por ejemplo, Klein et al., (1987) Nature 327: 70-73). Alternativamen-
te, las estructuras artificiales de ADN pueden combinarse con regiones flanqueantes de T-ADN adecuadas e intro-
ducirse en un vector hospedador convencional de Agrobacterium tumefaciens. Las técnicas de transformacion me-
diadas por Agrobacterium tumefaciens, incluyendo el desarme y el uso de vectores binarios, estan bien descritas en
las publicaciones cientificas. Véase, por ejemplo Horsch et al., (1984) Science 233:496-498, y Fraley et al., (1983)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:4803.

Ademas, la transferencia de genes se puede conseguir usando bacterias que no sean Agrobacterium tumefaciens o
virus tales como Rhizobium sp. NGR234, Sinorhizoboium meliloti, Mesorhizobium loti, virus X de la patata, virus del
mosaico de la coliflor y virus del mosaico de nervaduras de mandioca y/o virus del mosaico del tabaco, véase, por
ejemplo, Chung et al. (2006) Trends Plant Sci. 11(1): 1-4.

Las funciones de virulencia del hospedador Agrobacterium tumefaciens dirigiran la insercion de la estructura artificial
y el marcador adyacente en el ADN celular de la planta, cuando la célula es infectada por la bacteria utilizando un
vector binario T-ADN (Bevan (1984) Nuc. Acid Res. 12:8711-8721) o el procedimiento de cocultivo. (Horsch et al.
(1985) Science 227:1229-1231). Generalmente, el sistema de transformacion de Agrobacterium se utiliza para dise-
fiar plantas dicotiledéneas (Bevan et al., (1982) Ann. Rev. Genet. 16:357-384; Rogers et al., (1986) Methods Enzy-
mol. 118:627-641). El sistema de transformacion de Agrobacterium también se puede usar para transformar, asi
como para transferir, ADN a plantas monocotiledéneas y células vegetales. Véase el documento de Patente de
EE.UU. n° 5 591.616; Hernalsteen et al., (1984) EMBO J3:3039-3041; Hooykass-Van Slogteren et al., (1984) Nature
311:763-764; Grimsley et al. (1987) Nature 325:1677-179; Boulton et al., (1989) Plant Mol. Biol. 12:31-40; y Gould et
al., (1991) Plant Physiol. 95:426-434.

Una transferencia de genes y métodos de transformacion alternativos incluyen, pero no se limitan a, una transforma-
cion de protoplastos a través de captacion mediada por calcio, polietilenglicol (PEG) o electroporacion de ADN des-
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nudo (véase, Paszkowski et al. (1984) EMBO J3:2717-2722, Potrykus et al. (1985) Molec. Gen. Genet. 199:169-177;
Fromm et al. (1985) Proc. Nat. Acad. Sci. USA 82:5824-5828; y Shimamoto (1989) Nature 338:274-276)) y electro-
poracion de tejidos vegetales (D'Halluin et al. (1992) Plant Cell 4:1495-1505). Los métodos adicionales para la trans-
formacion de células vegetales incluyen microinyeccion, captacion de ADN mediada por carburo de silicio (Kaeppler
et al. (1990) Plant Cell Reporter 9:415-418) y bombardeo con microproyectiles (véase, Klein et al. (1988) Proc. Nat.
Acad. Sci. USA 85:4305-4309; y Gordon-Kamm et al. (1990) Plant Cell 2:603-618), o nanoparticulas.

Los métodos y composiciones se pueden utilizar para insertar secuencias exégenas en una localizacion predetermi-
nada en un genoma de célula vegetal. Esto es util en la medida que la expresion de un transgén introducido en un
genoma vegetal depende decisivamente de su sitio de integracion. En consecuencia, los genes que codifican, por
ejemplo, nutrientes, antibiéticos o moléculas terapéuticas se pueden insertar mediante recombinacion dirigida, en
regiones de un genoma vegetal favorable para su expresion.

Las células vegetales transformadas que se producen por cualquiera de las técnicas de transformacion anteriores se
pueden cultivar para regenerar una planta completa que posee el genotipo transformado y de este modo, el fenotipo
deseado. Tales técnicas de regeneracion se basan en la manipulacion de ciertas fitohormonas en un medio de cre-
cimiento de cultivo de tejidos, tipicamente basandose en un marcador biocida y/o herbicida que se ha introducido
junto con las secuencias de nucleétidos deseadas. La regeneracion de la planta a partir de protoplastos cultivados
se describe en Evans, et al., "Protoplasts Isolation and Culture" en Handbook of Plant Cell Culture, p. 124-176,
Macmillian Publishing Company, New York, 1983; y Binding, Regeneration of Plants, Plant Protoplasts, p. 21-73,
CRC Press, Boca Raton, 1985. La regeneracion también puede obtenerse a partir de callos, explantes, 6rganos,
polen, embriones de plantas o partes de los mismos. Tales técnicas de regeneracion se describen generalmente en
Klee et al. (1987) Ann. Rev. of Plant Phys. 38:467-486.

Los acidos nucleicos introducidos en una célula vegetal se pueden utilizar para conferir rasgos deseados en esen-
cialmente cualquier planta. Una amplia variedad de plantas y sistemas de células vegetales se puede modificar ge-
néticamente para obtener las caracteristicas fisiologicas y agrondémicas deseadas, descritas en este documento
usando las estructuras artificiales de acido nucleico de la presente memoria y diversos métodos de transformacion
mencionados anteriormente. Las plantas diana y las células vegetales para modificar genéticamente incluyen, pero
no se limitan a, aquellas plantas monocotiledéneas y dicotileddneas, tales como cultivos que incluyen cultivos de
cereales (por ejemplo, trigo, maiz, arroz, mijo, cebada), cultivos de frutas (por ejemplo, tomate, manzana, pera, fre-
sa, naranja), cultivos forrajeros (por ejemplo, alfalfa), cultivos de hortalizas de raiz (por ejemplo, zanahoria, patata,
remolacha de azucar, fiame), cultivos de hortalizas de hoja (por ejemplo, lechuga, espinaca); plantas con flores (por
ejemplo, petunia, rosa, crisantemo), arboles coniferas y pinos (por ejemplo, pino, abeto); plantas utilizadas en la
fitorremediacion (por ejemplo, plantas que acumulan metales pesados); cultivos de aceite (por ejemplo, girasol, se-
milla de colza, soja) y plantas utilizadas con fines experimentales (por ejemplo, Arabidopsis). Por lo tanto, los méto-
dos y composiciones descritos emplean una amplia gama de plantas, incluyendo, pero no limitadas a, especies de
los géneros Asparagus, Avena, Brassica, Citrus, Citrullus, Capsicum, Cucurbita, Daucus, Erigeron, Glycine,
Gossypium, Hordeum, Lactuca, Lolium, Lycopersicon, Malus, Manihot, Nicotiana, Orychophragmus, Oryza, Persea,
Phaseolus, Pisum, Pyrus, Prunus, Raphanus, Secale, Solanum, Sorghum, Triticum, Vitis, Vigna y Zea.

Un experto en la técnica reconocera que después de incorporar la casete de expresién de manera estable en plan-
tas transgénicas y confirmar que es operativa, se puede introducir en otras plantas por cruzamiento sexual. Cual-
quiera entre una serie de técnicas de reproduccién estandar se puede utilizar, dependiendo de la especie que se va
a cruzar.

Una célula vegetal, callo, tejido o planta transformada se puede identificar y aislar mediante la seleccién o el escruti-
nio del materia vegetal modificado genéticamente, por los rasgos codificados por los genes marcadores presentes
en el ADN transformante. Por ejemplo, la seleccion puede llevarse a cabo haciendo crecer el material vegetal modi-
ficado genéticamente en medios que contienen una cantidad inhibidora del antibiotico o el herbicida frente al que la
estructura artificial del gen transformando confiere resistencia. Ademas, las plantas transformadas y las células ve-
getales también pueden identificarse mediante el escrutinio de las actividades de cualquier gen marcador visible (por
ejemplo, la B-glucuronidasa, luciferasa, genes B o C1) que pueden estar presentes en las estructuras artificiales de
acidos nucleicos recombinantes. Tales metodologias de seleccion y escrutinio son bien conocidas por los expertos
en la técnica.

También se pueden emplear métodos fisicos y bioquimicos para identificar transformantes de plantas o de células
vegetales que contienen estructuras artificiales de genes insertadas. Estos métodos incluyen, pero no se limitan a: 1)
el analisis con Southern o la amplificacién con PCR para la deteccion y determinacion de la estructura del inserto de
ADN recombinante; 2) transferencia Northern, proteccion de ARNasa S1, amplificacion por PCR con extension del
cebador o transcriptasa inversa para la deteccion y el examen de los transcritos de ARN de las estructuras artificia-
les génicas; 3) ensayos enzimaticos para la deteccion de la actividad enzimatica o de ribozimas, en donde tales
productos génicos estan codificados por la estructura artificial del gen; 4) electroforesis en gel de proteinas, técnicas
de transferencia Western, inmunoprecipitacion o inmunoensayos ligados a enzimas, en donde los productos de la
estructura artificial del gen son proteinas. Técnicas adicionales, tales como hibridacion in situ, tincién enzimatica e
inmunotincién, también se pueden usar para detectar la presencia o la expresion de la estructura artificial recombi-
nante en érganos y tejidos especificos de la planta. Los métodos para realizar todos esos ensayos son bien conoci-
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dos por los expertos en la técnica.

Los efectos de la manipulacion de genes utilizando los métodos descritos en esta memoria se pueden observar, por
ejemplo, mediante transferencias Northern del ARN (por ejemplo, ARNm) aislado a partir de los tejidos de interés.
Tipicamente, si la cantidad de ARNm se ha incrementado, se puede suponer que el gen enddgeno correspondiente
se expresa con una tasa mayor que antes. Otros métodos para medir la actividad del gen y/o CYP74B, se pueden
utilizar. Se pueden utilizar diferentes tipos de ensayos enzimaticos, dependiendo del sustrato utilizado y del método
para detectar el aumento o disminucién de un producto de reaccién o subproducto. Ademas, los niveles de y/o pro-
teina CYP74B expresada se pueden medir inmunoquimicamente, es decir, ELISA, RIA, EIA y otros ensayos basa-
dos en anticuerpos, bien conocidos por los expertos en la técnica, tales como mediante ensayos de deteccion elec-
troforética (ya sea con tincién o transferencia Western). El transgén se puede expresar de forma selectiva en algu-
nos tejidos de la planta o en algunas etapas de desarrollo, o el transgén se puede expresar en sustancialmente
todos los tejidos de la planta, sustancialmente a lo largo de todo su ciclo vital. Sin embargo, cualquier modo de ex-
presién combinatoria es también aplicable.

La presente memoria descriptiva también incluye semillas de las plantas transgénicas descritas anteriormente, en
donde la semilla tiene el transgén o la estructura artificial génica, e incluye semillas con perfiles de aceite modifica-
dos deseados. La presente memoria descriptiva incluye ademas la progenie, clones, lineas celulares o células de las
plantas transgénicas descritas anteriormente, en donde dicha progenie, clon, linea celular o célula tiene el transgén
o la estructura artificial génica.

La administracion de cantidades eficaces se realiza por cualquiera de las rutas utilizadas normalmente para introdu-
cir ZFPs en contacto final con la célula de la planta que se va a tratar. Las ZFPs se administran de cualquier manera
adecuada, preferiblemente con vehiculos aceptables. Los métodos adecuados de administracion de tales modulado-
res estan disponibles y son bien conocidos por los expertos en la técnica, y, aunque se puede utilizar mas de una
ruta para administrar una composicién particular, una ruta en particular puede proporcionar frecuentemente una
reaccion mas inmediata y mas efectiva que otra ruta.

Los vehiculos también se pueden utilizar y se determinan en parte por la composicion particular que se administra,
asi como por el método particular usado para administrar la composiciéon. En consecuencia, existe una amplia varie-
dad de formulaciones adecuadas de composiciones que estan disponibles.

Aplicaciones

Como se ha sefialado anteriormente, una modulacién dirigida de genes implicados en la sintesis de acidos grasos
se puede utilizar para generar rapida y eficientemente aceites vegetales con el perfil de acidos grasos deseado.

La alteracion de las composiciones de acidos grasos de los aceites vegetales procedentes de plantas productoras
de aceite, tales como, por ejemplo, canola, tiene profundas implicaciones para la produccion de alimentos y, en
consecuencia, sobre la salud de la dieta. Por ejemplo, variedades de semillas oleaginosas de Brassica de calidad
canola con niveles reducidos de acidos grasos saturados en el aceite de la semilla, se pueden utilizar para producir
productos alimenticios que favorecen la salud cardiovascular. Los métodos y las composiciones descritas en este
documento pueden usarse para generar plantas productoras de aceite con bajo contenido en acido palmitico y/o
estearico, lo que reduce los niveles de acidos grasos saturados en el aceite vegetal. Del mismo modo, la generacion
de plantas productoras de aceite con niveles incrementados de contenido en acido oleico, también reducira la canti-
dad de acidos grasos saturados en el aceite vegetal.

Ademas, los métodos y las composiciones descritas en el presente documento se pueden usar para aumentar el
contenido en acido palmitico, por ejemplo, en aceites producidos a partir de tales plantas. Aceites con alto contenido
en acido palmitico son particularmente Utiles en la formulacién de margarinas.

Ademas, una alteracion dirigida de los perfiles de acidos grasos como se describe en el presente documento, se
puede usar para generar plantas (y aceites vegetales) que son bajos en acido linolénico. Los aceites con bajo conte-
nido en acido linolénico muestran un aumento de la estabilidad; alimentos preparados usando estos aceites no se
estropean en términos de sabor u olor tan rapido como los alimentos elaborados a partir de materiales vegetales con
concentraciones elevadas de acido linolénico.

Ejemplos
A continuacion se presentan ejemplos de aspectos especificos de la presente memoria descriptiva.

Se han realizado esfuerzos para asegurar la exactitud con respecto a los nimeros utilizados (por ejemplo, cantida-
des, temperaturas, etc.), pero se deben permitir por supuesto algunos errores y desviaciones experimentales.

Ejemplo 1: Identificacion de la secuencia diana en Brassica napus L

1.1 Identificacion de la secuencia diana

En este ejemplo, se identificaron las secuencias de ADN endégenas que codifican la enzima natural sintetasa Il de
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B-cetoacil-ACP (KAS 1) para Brassica napus L (canola). Estos genes se seleccionaron como dianas ejemplares para
demostrar una regulacion transcripcional por medio de factores de transcripcion de proteinas de dedos de zinc (ZFP
TF) modificadas genéticamente, dando como resultado la modificacion deseada de la biosintesis de acidos grasos y
los perfiles de aceite de semilla alterados concomitantes. La enzima sintetasa Il de p-cetoacil-ACP cataliza la con-
version de 16:0-ACP a 18:0-ACP y la posterior formacion de acido oleico (Ohlrogge y Browse, 1995, The Plant Cell,
7: 957-970). Un mutante fab1 de Arabidopsis thaliana indicado del gen de la sintetasa Il de B-cetoacil-ACP producia
una reduccion del 65% de la actividad de la enzima y un aumento concomitante del contenido en acido estearico del
7% y el 3% en las hojas y las raices, respectivamente (Wu et al., 1994, Plant Physiology, 106: 143-150). Un transgén
con expresion estable transformado de la sintetasa |l de B-cetoacil-ACP de soja en canola, reducia el contenido en
acido palmitico de las semillas en un 0,8% y la introduccion del mismo gen en el tabaco disminuia el contenido en
acido palmitico en un 2% (documento de Publicacion de Patente Japonesa n° 501446/1995).

Las secuencias del ADNc de la sintetasa Il de -cetoacil-ACP se han descrito en multiples especies de plantas,
incluyendo Arabidopsis thaliana (GenBank: AF318307) y Brassica napus (GenBank: AF244520). La alineacion de las
secuencias de ADNc de A. thaliana y B. napus (GenBank: AF318307 y AF244520, respectivamente) mostré que la
secuencia AF244520 era incompleta (Figura 7). En esta secuencia de ADN truncado de B. napus faltaban varios
cientos de pares de bases en el extremo 5'. Ademas, puesto que B. napus es una especie anfidipliode resultante de
la combinacion de los conjuntos de cromosomas de B. rapa (2n = 20, AA) y B. oleracea (2n = 18, CC) (Morinaga,
1934 Cytologia, 6: 62-67; U.N., 1935, Japanese J. Bot., 7: 389-452), se predice que habria mas de un gen de la
sintetasa Il de B-cetoacil-ACP en esta especie. Las secuencias 5' UTR adicionales presentes en las secuencias de
ADNCc fueron identificadas y se obtuvieron. Estas secuencias 5’ de genes de la sintetasa Il de 3-cetoacil-ACP sirven
como dianas para una regulacion al alza de la transcripcion a través de ZFP TFs en los presentes ejemplos.

1.2 Aislamiento del ARN total

El ARN total se aislo a partir de semillas inmaduras de Brassica napus (canola) genotipo Nex710 (Crop Certificate
99-7049208-501), 15 dias después de la floracion (DAF), utilizando el minikit de Qiagen, RNEASY® Plant Mini Kit
(Qiagen, Valencia, CA). El ARNm total se traté con ADNasa exenta de ARNasa segun las recomendaciones del
fabricante, para eliminar cualquier ADN contaminante que se pudiera amplificar durante la RT-PCR cuantitativa

1.3 RACE 5'y andlisis de la secuencia

La rapida amplificacion de los extremos de ADNc (RACE) especifica para el extremo 5' del ADNc de la sintetasa Il
de B-cetoacil-ACP de B. napus (GenBank AF244520) se realiz6 empleando el kit FirstChoice® RLM-RACE de Am-
bion (Ambion, Austin, TX) segun las recomendaciones del fabricante. Para obtener la secuencia del ADNc 5', un
adaptador de ARN sintético se asocio con la region 5' del ARNm sin bloquear. Un cebador suministrado con el kit (5'-
CGCGGATCCGAACACTGCGTTTGCTGGCTTTGATGAAA - 3') (SEQ ID NO:1) y un segundo cebador (5'-
CTCGAGCTGCTACTGCTAGTTCCGGTGGAGGAGCC - 3') (SEQ ID NO:2), que se habia disefiado para unirse
dentro de la secuencia parcial de ADNc de B. napus (GenBank AF244520) se utilizaron para amplificar un fragmento
para determinar la secuencia aguas arriba desconocida. La amplificacion RACE 5' identificé aproximadamente 500
pares de bases de nuevas secuencias de B. napus. Contigos de cuatro secuencias de ADNc 5' claramente diferen-
tes de genes de sintetasa Il de B-cetoacil-ACP (SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 46 y SEQ ID NO: 30) se
identificaron cuando las secuencias amplificadas fueron alineadas (Figura 8). Estas secuencias 5' mostraron altos
niveles de homologia con secuencias de B. rapa (GenBank: AC189461) y B. oleracea (GenBank: BH723504) de la
misma region.

Las secuencias de unién de ZFP TF fueron identificadas en las secuencias de ADNc 5’ de los genes de la sintetasa
Il de B-cetoacil-ACP. Las secuencias procedentes de la regién aguas arriba de los genes de la sintetasa Il de B-
cetoacil-ACP (Tabla 2) servian como dianas para la unién de ZFP TF (Tabla 1). Estructuras artificiales de plasmidos:
pDAB4695, pDAB4696, pDAB4697 y pDAB4698 que contenian los disefios de los ZFP TFs modificados genética-
mente se utilizaron para transformar de manera estable B. napus como se describe en las siguientes secciones. Se
planteo la hipétesis de que los ZFP TFs modificados genéticamente, tras la expresion en células vegetales, se uni-
rian a las dianas enddgenas de la sintetasa |l de B-cetoacil-ACP, dando como resultado una expresion modificada
del ARNm de la diana.

Ejemplo 2: Disefio de dominios que se unen a ADN de ZFP especificos del gen de la sintetasa Il de -cetoacil-ACP

Se disefiaron proteinas con dedos de zinc para varios sitios dianas en la regiéon promotora del gen de la sintetasa Il
de B-cetoacil-ACP de B. napus y en la region 5' no traducida y traducida. Véase, Figura 2. Las hélices de reconoci-
miento para los disefios de ZFP representativos se muestran a continuaciéon en la Tabla 1. Los sitios diana de los
disefios de dedos de zinc se muestran a continuacion en la Tabla 2.
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Tabla 1: Disefios de los dedos de zinc de la sintetasa Il de B-cetoacil-ACP

ZFP F1 F2 F3 F4 F5 F6

RSDNLSV (SEQ |QKINLQV (SEQ RSDTLSE (SEQ [ TRSSRIN (SEQ |RSDALAR (SEQ |N/A

14025 | ID NO:5) ID NO: 6) ID NO:7) ID NO:8) ID NO:9)
RSDHLSA (SEQ | TSSSRIN (SEQ |RSDNLAR (SEQ |DRSHLAR (SEQ | RSDNLSE (SEQ RNAHRTT (SEQ

14033 |ID NO:10) ID NO:11) ID NO:12) ID NO:13) ID NO:14) ID NO:15)
QSGNLAR RSDHLSE QKANRTK (SEQ |RSDDLTR (SEQ | TSANLSR (SEQ |N/A

14035 | (SEQ ID NO:16) |(SEQ ID NO:17) |ID NO:18) ID NO:19) ID NO:20)

RSDDLSK (SEQ |RSANLTR (SEQ |RSDDLTR (SEQ |RSDHLSE (SEQ | DKSNRKK (SEQ |N/A
14047 | ID NO:21) ID NO:22) ID NO:19) ID NO:17) ID NO:23)

Tabla 2: Sitios diana de los dedos de zinc de la sintetasa Il de B-cetoacil-ACP

ZFP Sitio diana (5'a 3') Sitio diana/union a ZFP presente en SEQ ID Nos.
14025 |cGTGGAGACGtCAAAAGa (SEQ ID NO: 24) 3,4,46y 30
14033 |aAGGAAGGGCGAGAAAAGGg (SEQ ID NO: 25) 3y4
14035 |aGATGCGTAACAGGAAg (SEQ ID NO: 26) 3,4,46y 30
14047 |cTACCGGGCGGAGTCGt (SEQ ID NO: 27) 3,4y30

Los disefios de la sintetasa Il de B-cetoacil-ACP se incorporaron en vectores de expresion de dedos de zinc que
codificaban una proteina que tenia al menos un dedo con una estructura CCHC. Véase, el documento de patente de
EE.UU. n° de publicacién 2008/0182332. En particular, el ultimo dedo en cada proteina tenia una estructura CCHC
(arquitectura).

Las secuencias que codificaban los dedos de zinc se fusionaron después con secuencias que codificaban un domi-
nio de activacion VP16 y una sefial de localizacion nuclear opaque-2. La expresion de las proteinas de fusion estaba
impulsada por un promotor constitutivo relativamente fuerte, tal como un promotor obtenido a partir del promotor de
ubicuitina 10 de Arabidopsis thaliana (AtUbi10). Los vectores ejemplares se muestran en la Tabla 3 a continuacion.

Ejemplo 3: Regulacion al alza mediada por ZFP TF del o los genes de la sintetasa Il de 3-cetoacil-ACP en B. napus

Con el fin de evaluar la funcionalidad de las proteinas con dedos de zinc disefiadas en células vegetales, se utiliza-
ron métodos para la expresion de tales proteinas en células vegetales vivas. EI ADN que codifica proteinas con
dedos de zinc se puede entregar en las células vegetales en condiciones en las que el ADN no se incorpora en el
genoma de la célula vegetal. Por lo tanto, la molécula de ADN se mantiene de forma transitoria en las células vege-
tales y actia como un molde para la expresion génica. Alternativamente, el ADN que codifica las proteinas con de-
dos de zinc se puede entregar en células vegetales en condiciones que permiten que el ADN se incorpore en el
genoma de la célula vegetal, lo que produce una transgénesis de los genes que codifican la proteina de dedos de
zinc, de tal manera que la molécula de ADN se mantiene de forma estable en las células vegetales y actua como un
molde para la expresion génica. Un experto en la técnica puede utilizar una expresion transitoria o transgénica de los
ADNs que codifican las proteinas de dedos de zinc, con el fin de determinar la funcionalidad de esas proteinas en
células vegetales vivas.

3.1 Diseno de estructuras artificiales

Los plasmidos binarios disefiados y construidos para este proyecto se especifican en la Tabla 3.
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Tabla 3: Descripcion de estructuras artificiales para ZFP TFs dirigidos a KAS |l de B. napus

S.N. ZFP Estructura artificial n° Casete génico
1 14025 pDAB4695 Atubi10/ZFP1-Vp16/AtuORF23/CsVMV/pat/AtuORF1
2 14033 pDAB4696 Atubi10/ZFP2-Vp16/AtuORF23/CsVMV/pat/AtuORF1
3 14035 pDAB4697 Atubi10/ZFP3-Vp16/AtuORF23/CsVMV/pat/AtuORF1
4 14047 pDAB4698 Atubi10/ZFP4-Vp16/AtuORF23/CsVMV/pat/AtuORF1

AtUbi10 = promotor de ubicuitina 10 de Arabidopsis thaliana, CsVMV = promotor del virus del mosaico de las nerva-
duras de mandioca, ZFP = gen de la proteina de dedos de zinc, pat = gen de la transferasa de fosfinotricin acilo,
AtuORF1 = 3' UTR 1 de Agrobacterium tumefaciens y AtuORF23 = 3' UTR 23 de Agrobacterium tumefaciens.

pDAB4695 es un plasmido binario que contiene las casetes de expresion génica 14025 v3 / VP 16 y pat. Esta estruc-
tura artificial incluye los siguientes elementos génicos; RB7 MAR v3 (region de fijacion a la matriz (Thompson et al.,
1997, documento W09727207)) :: AtUbi10 Promotor v2 (promotor de ubicuitina 10 de Arabidopsis thaliana (Callis, et
al., 1990, J. Biol. Chem. 265-12486-12493)) :: fusion 14025 v3 dedo de zinc / VP16 :: Atu ORF23 3'UTR v1 (marco
de lectura abierto 23 de Agrobacterium tumefaciens, regién 3' no traducida (Gelvin et al., 1987, documento
EP222493)) :: CsVMV Promotor v2 (promotor del virus del mosaico de las nervaduras de mandioca (Verdaguer et
al., 1996, Plant Molecular Biology 31: 1129-1139)) :: pat v5 (transferasa de fosfinotricin acetilo (Wohlleben et al.,
1988, Gene 70: 25-37)) :: AtuORF 1 3'UTR v4 (marco de lectura abierto 1 de Agrobacterium tumefaciens, region 3'
no traducida (Huang et al., J. Bacteriol. 172: 1814-1822)). El binario se construyé clonando un fragmento de ADN
que contenia la fusién 14025 v3 dedo de zinc / VP16 en pDAB3916 a través de los sitios de restriccion Ncol-Sacl. La
estructura artificial resultante que se etiqueté como pDA88221 contenia la casete de expresion génica AtUbi10 Pro-
motor v2 :: fusiéon 14025 v3 dedo de zinc / VP16 : Atu ORF23 3'UTR v1. pDAB8221 se clon6 en el binario
pDAB7309 a través de una reaccion L-R Gateway® (Inwtrogen Carlsbad, CA). Esta reaccion producia pDAB4695 y
se confirmé mediante digestiones con enzimas de restriccién y reacciones de secuenciacion.

pDAB4696 es un plasmido binario que contiene las casetes de expresion génica 14033 v3 / VP 16 y pat. Esta estruc-
tura artificial incluye los siguientes elementos génicos; RB7 MAR v3 :: AtUbi10 Promotor v2 :: fusion 14033 v3 dedo
de zinc / VP16 :: Atu ORF23 3'UTR v1 :: CsVMV Promotor v2 :: pat v5 :: AtuORF 1 3'UTR v4. El binario se construy6
clonando un fragmento de ADN que contenia la fusion 14033 v3 dedo de zinc / VP16 en pDAB3916 a través de los
sitios de restriccion Ncol-Sacl. La estructura artificial resultante que se etiqueté como pDAB8222 contenia la casete
de expresion génica AtUbi10 Promotor v2 :: fusion 14033 v3 dedo de zmc / VP16 :: Atu ORF3 3'UTR v1. pDAB8222
se clond en el binario pDAB7309 a través de una reaccion L-R Gateway® (Invitrogen, Carlsbad, CA). Esta reaccion
producia Pdab4696 y se confirmé mediante digestiones con enzimas de restriccion y reacciones de secuenciacion.

pDAB4697 es un plasmido binario que contiene las casetes de expresion génica 14035 v3 / VP 16 y pat. Esta estruc-
tura artificial incluye los siguientes elementos génicos; RB7 MAR v3 :: AtUbi10 Promotor v2 :: fusion 14035 v3 dedo
de zinc / VP16 :: Atu ORF23 3'UTR v1 :: CsVMV Promotor v2 :: pat v5 :: AtuORF 1 3'UTR v4. El binario se construy6
clonando un fragmento de ADN que contenia la fusion 14035 v3 dedo de zinc / VP16 en pDAB3916 a través de los
sitios de restriccion Ncol-Sacl. La estructura artificial resultante que se etiqueté como pDAB8223 contenia la casete
de expresion génica AtUbi10 Promotor v2 :: fusion 14035 v3 dedo de zmc / VP16 :: Atu ORF3 3'UTR v1. pDAB8223
se clond en el binario pDAB7309 a través de una reaccion L-R Gateway® (Invitrogen, Carlsbad, CA). Esta reaccion
producia pDAB4697 y se confirm6 mediante digestiones con enzimas de restriccion y reacciones de secuenciacion.

pDAB4698 es un plasmido binario que contiene las casetes de expresion génica 14047 v3 / VP 16 y pat. Esta estruc-
tura artificial incluye los siguientes elementos génicos; RB7 MAR v3 :: AtUbi10 Promotor v2 :: fusion 14047 v3 dedo
de zinc / VP16 :: Atu ORF23 3'UTR v1 :: CsVMV Promotor v2 :: pat v5 :: AtuORF 1 3'UTR v4. El binario se construy6
clonando un fragmento de ADN que contenia la fusion 14047 v3 dedo de zinc / VP16 en pDAB3916 a través de los
sitios de restriccion Ncol-Sacl. La estructura artificial resultante que se etiqueté como pDAB8224 contenia la casete
de expresion génica AtUbi10 Promotor v2 :: fusion 14047 v3 dedo de zmc / VP16 :: Atu ORF3 3'UTR v1. pDAB8224
se clond en el binario pDAB7309 a través de una reaccion L-R Gateway® (Invitrogen, Carlsbad, CA). Esta reaccion
producia pDAB4698 y se confirmé mediante digestiones con enzimas de restriccion y reacciones de secuenciacion.

3.2 Transformacién de Agrobacterium

Las células de Agrobacterium se prepararon para la electroporacion utilizando el protocolo descrito en Weigel D.,
Glazebrook J. Arabidopsis: A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2002: p. 123-124. Se hicie-
ron modificaciones menores del protocolo que permitieron un crecimiento éptimo de Agrobacterium (es decir, el
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medio YEP se sustituyd por LB). Independientemente, se afadieron 1,5-3 ug de ADN plasmidico a cada estructura
artificial a 50 pl de células de Agrobacterium tumefaCIens C58 :: Z707s y se mezclaron suavemente. La mezcla se
transfirio a cubetas frias de 0,2 cm de GENE PULSER® (BloRad Hercules CA) y se colocaron sobre hielo. Las
cubetas se colocaron después en un estante frio de GENE PULSER® (BioRad, Hercules, CA) y se electroporaron
con las siguientes condiciones: salida de capacitancia 25 yFaradios, extensor de capacitancia 960 yFaradios, resis-
tencia 200 ohmios y voltaje 2,5 kVoltios. Inmediatamente después de la electroporacion, se afiadieron 950 ul de
medio SOC (Invitrogen, Carlsbad, CA) y la mezcla se transfirié a un tubo Falcon 2059 (Becton Dickinson y Co.,
Franklin Lakes, NJ) o uno equivalente. Las células transformadas se incubaron a continuacion a 28°C durante 1
hora. Después de la incubacioén, 50 ul, 100 pyl y 200 pl de células se sembraron en placas distintas con medio YEP
(10 g de extracto de levadura, 10 g de peptona, 5 g de NaCl, 10 g de sacarosa y 15 g de agar en 1 litro de agua) que
contenia antibiéticos de forma apropiada. Las placas se cultivaron invertidas a 28°C durante aproximadamente 36-
48 horas. Las colonias individuales se seleccionaron y propagaron en 50 ml de YEP liquido (10 g de extracto de
levadura, 10 g de peptona, 5 g de NaCl y 10 g de sacarosa en 1 litro de agua), que contenia antibidticos de forma
apropiada, a 28°C durante aproximadamente 36 horas.

La cepa de Agrobacterium tumefaciens se confirmo a través de una prueba de cetolactosa. Las colonias transforma-
das de forma putativa se sembraron en estrias sobre agar lactosa y se incubaron a 28°C durante 48 horas. Después
las placas se inundaron después con solucién de Benedict. Las placas se controlaron; los aislados de estrias que
cambiaban la solucién de Benedict de azul a amarillo se confirmaron como Agrobacterium (Bouzar, H., Jones, J.,
Bishop, A. "Simple Cultural Tests for Identification of Agrobacterium Biovars." Methods in Molecular Biology, Volu-
men 44. Humana Press, 1995: 9-13).

Después de completar un protocolo de mini-prep de pocas copias de QIAGEN® (Qiagen, Valencia, CA), el ADN
plasmidico purificado se preparé a partir de cultivos bacterianos. La integridad del ADN se evalué mediante digestion
con restriccion. Los clones con los patrones de bandas esperados se identificaron y se prepararon reservas en glice-
rol mediante la adicion de 500 pl de cultivo bacteriano a 500 pl de glicerol estéril (Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO) e invirtiendo para mezclar. Las reservas de glicerol se congelaron sobre hielo seco y se almacenaron a -80°C.

3.3 Transformacién de B. napus con ZFP TFs

Preparacion de segmentos de hipocétilo: semillas de B. napus con genotipo Nex710, se esterilizaron en superficie
con 10% de lejia comercial durante 10 minutos y se lavaron 3 veces con agua destilada estéril. Las semillas se seca-
ron con una toalla de papel estéril, después se colocaron en una bandeja Phyta que contenia 'medio de germinacion'
que consistia en media concentracion de medio basal MS (Murashige y Skoog, Physiol Plant 15(3):473-497, 1962),
20 g/L de sacarosa y 8 g/L de agar TC (PhytoTechnology Laboratories, Shawnee Mission, KS) y se mantuvieron con
un régimen de crecimiento fijado en 23°C y un fotoperiodo de 16 h de luz/8 h oscuridad.

El dia 5, se comprobo la esterilidad de las plantulas y la bandeja Phyta se colocé dentro de una campana de flujo
laminar EDGEGARD® (The Baker Company, Sanford, ME) para mantener la esterilidad. Mediante el uso de pinzas
estériles y tijeras de diseccion, las plantas se retiraron de la bandeja Phyta y la regién aérea (meristemo y cotiledon)
y las raices se separaron y se desecharon. Los hipocétilos se colocaron en una placa de Petri de 100 x 25 mm que
contenia agua destilada estéril que se queria para evitar el secado. Los hipocétilos se colocaron sobre la tapa de
una placa de Petri de 100 x 25 mm y se cortaron transversalmente en segmentos de 3 mm utilizando un bisturi del n®
10. Los segmentos de hipocétilo se colocaron en “medio de induccion de callos” que consistia en medio MS que
contenia 30 g/L de sacarosa, 1 mg/L de cinetina y 1 mg/L de 2,4-D solidificada con 7 g/L de agar, TC incluyendo un
papel de filtro estéril. Las placas se colocaron en una cubeta transparente STERILITE® y se mantuvieron con el
mismo régimen de crecimiento durante 3 dias como tratamiento previo.

El dia 8, los segmentos se transfirieron después a una placa de Petri estéril de 100 x 25 que contenia 20 ml de 'me-
dio de cultivo liquido' que consistia en medio basal Skoog y Linsmaier (1965) que contenia 30 g/L de glucosa, vita-
minas Gamborg de % fuerza (1968), 215,2 mg/L de cinetina y 221,04 mg/L de 2,4-D para un tratamiento previo de 1
hora. El 'medio de cultivo liquido' se eliminé de los segmentos de hipocétilo y 40 ml de suspension de Agrobacterium
(que contenia pDAB4695, pDAB4696, pDAB4697 o pDAB4698 en Z707s) a una 50 Klett, se sometié a vortice bre-
vemente y se vertio en la placa de Petri de 100 x 25 mm que contenia segmentos de hipocétilo para un tratamiento
de 30 minutos. Después de 30 minutos, toda la suspension de Agrobacterium se retiré usando una pipeta doble
apilada. Los hipocdtilos tratados se colocaron de nuevo en el 'medio de induccién de callo' con papeles de filtro, se
devolvieron a la cubeta STERILITE®, se cubrieron con una tapa oscura y se devolvieron a la sala de cultivo con el
mismo régimen de crecimiento que anteriormente, durante un periodo de cocultivo de 3 dias. Después de 3 dlas los
hipocoétilos se colocaron directamente sobre 'medio de induccién de callo' que contenia 1 mg/L de HERBIACE®, se
colocaron de nuevo en la cubeta con una tapa transparente y se devolvieron a la sala de cultivo, mantenlendo el
mismo régimen de crecimiento que anteriormente. Después de 1 semana, los h|pocotllos se transfirieron directamen-
te a un 'medio de induccion de callo' con seleccion con 3 mg/L de HERBIACE® durante 2 semanas para el desarrollo
adicional de los callos y se transfirieron a 'medio de induccion de callo' con seleccion a 5 mg/L de HERBIACE® du-
rante 2-8 semanas para el desarrollo adicional de los callos. Una vez que estaba disponible una cantidad suficiente
de callos, se sometié a un analisis molecular.

Regeneracion de plantas a partir del callo Aged Canola: el tejido del callo Canola se colocé sobre 'medio de regene-
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racion de brotes' que consistia en medio MS que contenia 30 g/L de sacarosa, 3 mg/L de benciaminopurina, 0,5 g/L
de MES [acido 2-(N-morfolion)etano sulfénico], 5 mg/L de nitrato de plata, 1 mg/L de zeatlna 250 mg/L de carbenici-
lina, 300 mg/L de timentinay 7 g/L de agar TC con seleccién a 5 mg/L de HERBIACE?®, las placas se envolvieron con
cinta 3M y se colocaron bajo un régimen de crecimiento establecido en 23°C y un fotoperiodo de 16 h de luz/8 h de
oscuridad. Los tejidos se trasladaron después a un 'medio elongacioén de los brotes' que consistia en medio MS que
contenia 0, 5 g/ L de MES, 300 mg/L de timentina, 20 g/L de sacarosay 7 g/L de agar TC con seleccién a 5 mg/L de
HERBIACE®. Las plantulas se transfirieron a 'medio de enraizamiento' que consistia en 2 medio MS que contenia
10 g/L de sacarosa, 0 5 mg/L de acido indolbutirico, 300 mg/L de timentina y 8 g/L de agar TC con seleccién a 5
mg/L de HERBIACE®.

Una vez que se establecieron las raices en la plantula in vitro, se trasplantaron a 5 macetas de 13,3 cm que conte-
nian Metro Mix 360. Las plantas se cubrieron con un vaso transparente de la marca SOLO y se colocaron en un
Conviron para la aclimatacion. Después de 48-72 horas, los vasos se retiraron para permitir la circulacién de aire.
Después de un total de siete dias, las macetas se desplazaron desde la Conviron a una nave de invernadero para
un desarrollo adicional. Las plantas se cultivaron con un fotoperiodo de 16:8 horas, con temperatura diurna y noctur-
na entre 22-24°C. Cuando el vastago de floracion principal comenzé a alargarse y formar brotes de flores, la planta
entera se cubrié con una bolsa de autofecundacién para evitar la polinizacién cruzada. Las semillas obtenidas a
partir de las autopolinizaciones se recogieron aproximadamente cuatro meses después de trasplantar.

Preparacion de Agrobacterium: Agrobacterium procedente de una reserva en glicerol se sembro con estrias, cuatro
dias antes del tratamiento, sobre un 'medio de crecimiento bacteriano semisélido' que consistia en 10 g/L de pepto-
na, 10 g/L de extracto de levadura, 5 g/L de NaCl, 10 g/L de sacarosa mas 100 mg/L de espectinomicina y 250 mg/L
de estreptomicina y se solidificé con 15 g/L de agar Bacto y se dejo crecer durante dos dias en una incubadora (in-
cubadora Fisher Scientific Isotemp) a 28°C. Después de 2 dias, un pequeiio bucle de Agrobacterium se colocd en un
matraz con deflectores desechable, estéril de 500 ml que contenia 150 ml de 'medio de crecimiento liquido bacte-
riano' (igual que anteriormente, menos agente solidificante), 250 mg/L de estreptomicina y 100 mg/L de espectinomi-
cina, crecid durante 16 horas durante una noche a 28°C en la oscuridad en un agitador cerrado (agitador con incu-
badora refrigerada New Brunswick Scientific Innova 4330) a 200 rpm. Después de 16 horas, el cultivo de Agrobacte-
rium se retir6 del agitador y se dividié en partes alicuotas en tubos de centrifuga de 50 ml (uno contenia 35 ml para
la preparacion y dos contenian 50 ml para la revalidacion). Los tubos de centrifuga se colocaron en una centrifuga
(centrifuga Beckman Modelo J2-21) y se centrifugaron a 6000 rpm durante 15 minutos y posteriormente se resus-
pendieron en el 'medio liquido de cultivo' hasta una densidad final de 50 Klett con un filtro rojo.

Ejemplo 4: Andlisis de muestras de callos transformados

Muestras de callos transformados putativamente de B. napus se analizaron para estudiar alteraciones en la expre-
sion del ARNm del gen enddgeno de la sintetasa Il de B-cetoacil-ACP, el gen enddgeno de tubulina y el transgén de
ZFP TF. Los niveles de ARNm de tubulina se utilizaron como control interno para normalizar la expresién de ZFP TF
y de los ARNm de la sintetasa Il de 3-cetoacil-ACP. Los datos de la expresion del ARNm de ZFP TF se emplearon
para confirmar la presencia de al menos un transgén funcional de ZFP TF en los callos transformados.

4.1 Preparacién de la muestra de callo

Aproximadamente 40-50 muestras de callos de ocho semanas de edad de B. napus fueron obtenidos después de la
transformacion de tejido de hipocétilo Nex710. Se transformaron individualmente con las estructuras artificiales de
ZFP TF, pDAB4695, pDAB4696, pDAB4697 y pDAB4698, como se ha descrito anteriormente en el Ejemplo 3.3. Las
muestras de control se obtuvieron mediante transformacién de una estructura artificial binaria de control que conte-
nia una casete de expresion génica pat (AtUbi10 Promotor v2 :: pat v3 :: Atu ORF1 3'UTR v3). Todas las muestras
se cultivaron en medio de cultivo celular Herbiace complementado, hasta su cosecha.

El ARN total se prepar6 a partir de tejido de callo fresco usando el kit QIAGEN RNEASY 96 (Qiagen, Valencia, CA).
El ARN se traté con ADNasa exenta de ARNasa segun las instrucciones del kit para eliminar cualquier contaminante
de ADN genoémico. La sintesis de la primera hebra se establecio segun las instrucciones del fabricante con la enzima
transcriptasa inversa Superscrlpt [l (Invitrogen, Carlsbad, CA) y se cebd usando hexameros aleatorios. Las hebras
de ADNCc sintetizadas se diluyeron en agua en proporciones de 1:10 y 1:50 (esto proporciona un molde suficiente
para amplificar con PCR multiples dianas). Cada parte alicuota se guardé indefinidamente a -20°C.

4,2 Analisis de la expresion del ARNm de la sintetasa |l de B-cetoacil-ACP

Las mezclas de la reaccion qRT-PCR se establecieron para la amplificacion del ADNc de la sintetasa Il de B-
cetoacil-ACP del modo siguiente: 7,5 ul de 2X tampdn LC480 Probes Master (Roche Diagnostic, Indianapolis, IN),
0,3 pl de cebador directo especifico del gen (SEQ ID NO: 28: 5- TTGACTCGAGCTGCTACTGC -3'; las posiciones
de nucledtidos 544 - 563 de SEQ ID NO: 3 en la alineacion de la Figura 8) a partir de una reserva 10 uM, 0,3 pl de
cebador inverso especifico del gen (SEQ ID NO: 29: 5 TTTCCATATCCATCGCAACA -3; las posiciones de nucleo-
tidos 588 - 607 de SEQ ID NO: 3 en la alineacion de la Figura 8) ) a partir de una reserva 10 MM, 0,15 pl de la sonda
UPL n° 25 de LightCycler® 480 Probes Master, (Roche Diagnostic, Indianapolis, IN), 1,5 ul de 10 % (p/v) de polivinil-
pirrolidona-40 (PVP-40) y 3,9 pl de agua. La sonda UPL (Roche Diagnostics, Indianapolis, EE.UU.) es un acido nu-
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cleico bloqueado y por lo tanto tiene una Tm mayor que si se calcula de otro modo. Todos los componentes se colo-
caron de nuevo en el congelador antes de manipular los patrones y los desconocidos. Una microplaca de 384 poci-
llos se separd y se marco, se afiadieron 13,5 yl de mezcla maestra por pocillo. Una lamina de sellado se fijé suave-
mente a la microplaca. La placa se centrifugdé durante 1 minuto a 3000 rpm en una centrifuga de microplacas de
Qiagen. Se afadieron 1,5 pl de hebras de ADNc descongeladas, sintetizadas diluidas. Ademas, se afiadieron 1,5 pl
de patrones de numero de copias de ADN plasmidico en pocillos separados en una serie de diluciones, de menor a
mayor concentracion, estos patrones se compararon con el ADNc de la sintetasa Il de B-cetoacil-ACP (sintetizado a
partir del ARNm total) para cuantificar el nimero de copias. Los patrones de niumero de copias de la sintetasa Il de
B-cetoacil-ACP se prepararon mediante una clonacion del amplicén diana en un plasmido pCR2.1 (Invitrogen, Carls-
bad, CA) y haciendo una serie de diluciones para la cuantificacion del nimero de copias. Una lamina de sellado se
fij6 firmemente a la placa y se centrifugé como se ha descrito previamente. Un programa de PCR se llevo a cabo del
modo siguiente: i. Activar a 95°C durante 5 minutos; ii. Desnaturalizar a 95°C durante 10 s @ 4,8°C/s; iii. Reaso-
ciar/Extender a 60°C durante 25 s @ 2,5°C/s; iv. Adquirir a 72°C durante 1 s @ 4,8°C/s; Repetir las etapas ii - iv, 40-
50 veces mas; Enfriar a 38°C durante 5 s. EI ADN se amplificé con un aparato de PCR en tiempo real, LC480 (Ro-
che, Indianapolis, IN) o uno equivalente. El tamafio del amplicén era de 64 pares de bases. Las secuencias de ce-
badores directos e inversos empleados en este ensayo de PCR se emparejaban perfectamente con las secuencias
correspondientes presentes en dos de las diana de genes de sintetasa Il de B-cetoacil-ACP, SEQ ID NOs: 3 y 30
(Figura 8). Por lo tanto, este ensayo representaba la expresion cuantitativa de dos dianas del gen de la sintetasa Il
de B-cetoacil-ACP.

4.3 Andlisis de la expresion del ARNm de tubulina

El gen de tubulina, un gen natural de Brassica napus (GenBank: AF258790 y GenBank: DU106489), se utiliz6 como
patron de referencia para normalizar con precision la sefial de la expresion del ARNm a través de los genes en los
ensayos de qRT-PCR. El ADNc sintetizado para el ensayo qRT-PCR de la sintetasa Il de B-cetoacil-ACP (descrito
en el Ejemplo 4.1), también se utilizo en el ensayo de gqRT-PCR para tubulina como se describe a continuacion.

Una gRT-PCR se preparé con 0,3 pl de un cebador directo especifico del gen (SEQ ID NO: 31: 5'- ACAGCGATT-
GCCTACAAGG -3") (reserva 10 pM) y 0,3 uyl de un cebador inverso especifico del gen (SEQ ID NO: 32: 5'-
AGATGGTTAAGATCACCAAAGG -3') (reserva 10 uM), 1,5 pl de 10% (p/v) de PVP-40, 3,9 pl de agua y 7,5 ul de 2X
la mezcla maestra LightCycler® 480 SYBR Green | Master Mix (Roche, Indianapolis, IN) para detectar y cuantificar el
ADN. Una microplaca de 384 pocillos se separ6 y se marco, se afiadieron 13,5 pyl de mezcla maestra por pocillo.
Una lamina de sellado se fij6 suavemente a la microplaca. La placa se centrifugd durante 1 minuto a 3000 rpm en
una centrifuga de microplacas de Qiagen. La lamina de sellado se retir6 y se afiadieron 1,5 pl de hebras de ADNc
descongeladas, sintetizadas diluidas. Ademas, se anadieron 1,5 pl de patrones de nimero de copias de ADN plas-
midico en pocillos separados en una serie de diluciones, de menor a mayor concentracion, estos patrones se com-
pararon con el ADNc de la tubulina (sintetizado a partir del ARNm total) para cuantificar el nUmero de copias. Las
series de patrones de numero de copias de ADN de la tubulina se prepararon mediante una clonacién del amplicén
diana en un plasmido pCR2.1 (Invitrogen, Carlsbad, CA) y haciendo una serie de diluciones para la cuantificacion del
numero de copias. Una lamina de sellado se fijo firmemente a la placa y se centrifugé como se ha descrito previa-
mente. Un programa de PCR se realizé del modo siguiente: i. Activar a 95°C durante 10 minutos; ii. Desnaturalizar a
95°C durante 10 s @ 4,8°Cl/s; iii. Reasociar/Extender a 55,5°C durante 20 s @ 2,5°C/s; iv. Adquirir a 72°C durante
20 s @ 4,8°C/s; repetir las etapas ii - iv, 39 veces mas; vi. Enfriar a 38°C durante 5 s. El ADN se amplificé con un
aparato de PCR en tiempo real, LC480 o uno equivalente. Un amplicén de 307 pares de bases se amplificé en esta
reaccion. Este cebador inverso incluye un intron de 78 pb basandose en la secuencia de GenBank. Por lo tanto, los
amplicones amplificados a partir del ADN gendmico no estaban favorecidos y los contaminantes de ADN gendmico
tendrian un mayor peso molecular y se pueden diferenciar facilmente del ADNc mediante la migracién de los ampli-
cones sobre un gel de agarosa.

4.4 Andlisis de la expresion del ARNm de ZFP TF

La expresion del ARNm de ZFP TF se cuantificé a partir de muestras de ADNc que se sintetizaron originalmente
para el ARNm de la sintetasa Il de B-cetoacil-ACP (descrito anteriormente en el Ejemplo 4.1). Un ensayo de PCR
TagMan fue disefiado a partir dla casete de ZFP mediante el anclaje de cebadores a la secuencia opaque-2 NLS en
el extremo 5'y la secuencia de VP16 en el extremo 3'. El ensayo de PCR se realizé usando: 0,5 ul de cebador direc-
to "OP2_NLS_F1" (SEQ ID NO: 33: 5'- AAGGAAGAGGAAGGAGTCTAACAG -3') a partir de una solucion de reserva
10 uM, 0,5 ul de cebador inverso "VP16_R1" (SEQ ID 34: 5'- CTTCTGCTCTCCACCGTA -3') a partir de una solucion
de reserva 10 uM, 0,25 pl de la sonda "VP16_MGB_185" (SEQ ID NO: 45: 5'- TTGATGGTGAAGATGT -3') a partir
de una solucion de reserva 5 uyM, 1,5 pl de 10% (p/v) de PVP-40, 1,5 ul de tampdn 10x Hot Start PCR, 1,0 pl de
MgCl, 25 mM, 1,2 uL de dNTP (cada uno 2,5 mM), 0,15 pL de polimerasa Hot Start Taq (Qiagen, Valencia, CA) y 6,9
ul de agua. La mezcla se amplificé usando LightCycler® 480 (Roche Diagnostics, USA). Una microplaca de 384
pocillos se separé y se marco, se afiadieron 13,5 pyl de mezcla maestra por pocillo. Una lamina de sellado se fijo
suavemente a la microplaca. La placa se centrifugd durante 1 minuto a 3000 rpm en una centrifuga de microplacas
de Qiagen. Se afadieron 1,5 pl de hebras de ADNc descongeladas, sintetizadas diluidas. Una lamina de sellado se
fij6 firmemente a la microplaca y se centrifugd como se ha descrito previamente. Un programa de PCR se llevo a
cabo del modo siguiente: i. Activar a 95°C durante 15 minutos; ii. Desnaturalizar a 95°C durante 20 s @ 4,8°C/s; iii.
Reasociar/Extender a 60°C durante 20 s @ 2,5°C/s; iv. Adquirir a 72°C durante 55 s @ 4,8°C/s; repetir las etapas ii -
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iv 44 veces mas; vi. Enfriar a 38°C durante 5 s. EI ADN se amplificd con un aparato de PCR en tiempo real, LC480 o
uno equivalente. El tamafno del amplicén era de 775 pares de bases. El nimero de copias del ADNc/ARNm de ZFP
TF se determind utilizando una serie estandar en la que el amplicén diana se cloné en un plasmido y se realizé una
serie de diluciones para los ensayos de PCR como se ha descrito para sintetasa Il de B-cetoacil-ACP y la tubulina
anteriormente en los ejemplos.

4.5 Andlisis de la expresién de muestras de callos

La expresion del ARNm de ZFP TF se midié en muestras de callos transgénicos de 8 semanas, transformadas pu-
tativamente con ZFP TFs y que habian crecido sobre medio de seleccion HERBIACE® (véase el Ejemplo 3). La
expresion del ARNm cuantitativo de ZFP TF, tal como se midié con el ensayo de qRT-PCR, se detecté en las mues-
tras transformadas solo con estructuras artificiales que contenian ZFP TF, pero no en las muestras que contenian la
estructura artificial de control. Estos datos indicaron que el ensayo era especifico de la expresion de ZFP TF y que
los callos de control contenian el transgén de ZFP TF.

Se calcularon relaciones de la expresion del ARNm de la sintetasa Il de B-cetoacil-ACP y de tubulina, basandose en
los resultados de la qRT-PCR, para discernir las diferencias de la expresion entre las muestras de callos. La mayor
regulacion al alza del ARNm de la sintetasa Il de B-cetoacil-ACP se observd en muestras de callos de canola trans-
formados con la estructura artificial pPDAB4695 (Tabla 4). Este 27% de regulacién al alza era estadisticamente signi-
ficativo (p = 0,05) sobre el de las muestras de control.

Tabla 4: Expresion del ARNm de KASII en muestras de callos de B. napus transformados con diferentes estructuras
artificiales de ZFP TF

Estructura artifi- | Numero de callos anali- Expresion media de KA- DS/DE de la expresion de KA-
cial zados Sll/tubulina Sll/tubulina
4695 23 3,69 1,20
4696 20 2,81 0,84
4697 24 3,18 0,93
4698 24 3,03 0,68
Control 14 2,90 1,12

Ejemplo 5: Andlisis de muestras de plantas TO transformadas

5.1 Andlisis de la expresién del ARNm de sintetasa |l de B-cetoacil-ACP, tubulinay ZFP TF

Plantas TO de canola que contenian la estructura artificial transgénica pDAB4695 se cultivaron hasta la etapa de
planta con 6 hojas y se analizaron para estudiar la expresion del ARNm del gen enddgeno de la sintetasa Il de B-
cetoacil-ACP, el gen enddgeno de tubulina y el transgén de ZFP TF. Las plantas transgénicas se compararon con
muestras de control que se habian transformado con una estructura artificial binaria que contenia una casete de
expresion génica pat (AtUbi10 Promotor v2 :: patv3 :: Atu ORF1 3'UTR v3). Seis perforaciones de las hojas, realiza-
das con una perforadora de papel de tamafio estandar, se tomaron sobre hielo a partir de cada planta y el ARNm
total se extrajo con el kit de extraccion de ARN de Qiagen para 96 pocillos RNeasy, de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. (Qiagen, Carlsbad, CA). Los analisis de la expresién del ARNm de sintetasa Il de B-cetoacil-ACP,
tubulina y ZFP TF se realizaron utilizando los protocolos descritos anteriormente en el Ejemplo 4.

La expresion del ARNm de la sintetasa Il de B-cetoacil-ACP variaban entre plantas TO transgénicas independientes.
Una regulacion al alza del ARNm mayor de 3 veces se observé entre los 16 eventos analizados (Figura 3). Todas las
plantas eran positivas para la expresién de ZFP TF. Ademas, 27 plantas de control se utilizaron para calcular la
expresion del ARNm de la sintetasa Il de B-cetoacil-ACP. La expresion media del ARNm de la sintetasa Il de B-
cetoacil-ACP desde el control de la linea de base, se compard con la expresion del ARNm de la sintetasa Il de -
cetoacil-ACP de eventos de plantas ZFP TF individuales, para calcular el factor de aumento de la expresion (Figura
3). Estas plantas se cultivaron hasta la madurez para obtener semillas T1. Antes de la floracion, todas las plantas
estaban cubiertas con bolsas de autofecundacion individuales para facilitar la autopolinizacion de las flores dentro de
una planta. Las semillas T1 de esas plantas se recogieron aproximadamente 4 meses después de su transferencia a
un invernadero

Se seleccionaron los eventos 3, 6 y 12.2 (en lo sucesivo denominado el evento 12), que representaban diferentes
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intervalos de expresién del ARNm de la sintetasa Il de B-cetoacil-ACP, para un estudio adicional.
Ejemplo 6: Analisis de muestras de plantas T1 transformadas

6,1 Andlisis de acidos grasos de semillas T1

El analisis de acidos grasos de una semilla individual se realiz6 en 24 semillas T1 individuales, por evento, para
estudiar los efectos de ZFP TF sobre la alteracion en el contenido de acidos grasos (Tabla 5). Un método de analisis
de éster metilico de acidos grasos (del inglés, fatty acid methyl ester, FAME) basado en el método AOCS Ce?2 -
66(97), se empled y todos los numeros en la Tabla 5 se muestran como un porcentaje del total de acidos grasos
presentes en las semillas de canola.

Tabla 5: Perfil de acidos grasos de semillas T1 individuales medidas con el analisis FAME

Eventos C16:0 C16:1 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3 Total C18
3 bajo 2,8 0,3 1,6 76,1 12,2 3,7 93,6
3 bajo 2,9 0,3 1,4 76,7 11,8 4,0 93,9
3 bajo 2,9 0,3 1,4 75,7 13,0 3,8 93,9
3 alto 3,6 0,3 1,4 75,1 13,0 3,5 93,1
3 alto 3,8 0,4 1,4 75,6 12,0 3,8 92,8
3 alto 4,0 0,4 1,5 74,8 12,6 3,7 92,5
Media (n = 24) 3,3 0,3 1,5 75,7 12,4 3,8 93,3
DS/DE (n = 24) 0,5 0,1 0,1 0,7 0,5 0,1 0,34
12 bajo 3,1 0,2 1,5 76,4 12,0 3,8 93,6
12 bajo 3,2 0,3 1,4 77,0 11,5 3.4 93,3
12 bajo 3,2 0,2 1,8 80,9 75 3,2 93,5
12 alto 3,6 0,3 1,5 76,8 11,7 3,1 93,2
12 alto 3,6 0,3 1,6 76,0 11,9 3,5 93,0
12 alto 3,6 0,3 1,8 77,3 10,8 3,0 92,9
Media (n = 24) 3.4 0,3 1,6 77,4 10,9 3,3 93,2
DS/DE (n = 24) 0,2 0,0 0,2 1,8 1,7 0,3 0,23
6 bajo 3,2 0,5 1,9 81,3 8,1 2,1 93,3
6 bajo 3,3 0,5 1,2 79,6 10,1 2,3 93,1
6 bajo 3,5 0,5 2,6 80,6 75 1,9 92,6
6 alto 4.4 0,5 24 77,7 10,7 1,5 92,2
6 alto 4,5 0,6 2,2 77,1 10,5 1,8 91,6
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Eventos C16:0 C16:1 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3 Total C18
6 alto 4,6 0,7 1,3 77,4 11,0 1,7 91,4
Media (n = 24) 3,9 0,5 1,9 78,9 9,6 1,9 92,4
DS/DE (n = 24) 0,6 0,1 0,6 1,8 1,5 0,3 0,54
Media de Nex710 (n = 216) 3,8 0,4 2,3 78,1 9,5 25 92,5
DS/DE (n = 216) 0,2 0,0 0,6 1,8 1,6 0,7 0,45

Para la preparacion de las muestras, semillas individuales aisladas se colocaron en tubos de racimo marcados sobre
una placa de extraccion de 96 pocillos que contenia una bola de acero de 0,3 cm (Small Parts, Miramar, FL). Los
tubos se taparon y la semilla se moli6é en seco en un GenoGrinder (SPEX CertiPrep Group, Metuchen, NJ) durante
3,0 minutos a 1300 perforaciones/minuto. Las tapas se retiraron y se afiadieron 0,6 ml de heptano a cada pocillo.
Los pocillos se volvieron a tapar y se colocaron de nuevo en el GenoGrinder para una molienda adicional durante
2,0 minutos a 1200 perforaciones/min. Las muestras se retiraron a continuacion y se centrifugaron a 3700 rpm du-
rante 10,0 minutos a 6°C. Empleando un robot Beckman Coulter MC, el material sobrenadante se transfirié a una
placa de 96 pocillos con insertos de vidrio (MicroLiter, Suwanee, GA). Se afadieron 40 uL de metdxido de sodio al
1% a la muestra. El metoxido de sodio, se diluyé a partir de una solucion de reserva con 30% de metanol
(Fluka/Sigma Aldrich, St. Louis, MO). Las placas se taparon con una estera recubierta de teflén y se dejaron incubar
a temperatura ambiente durante 4 horas antes del analisis GC.

En las muestras se analiz6 el contenido en acidos grasos en un Agilent 6890 GC-FID (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA) equipado con una columna J&W Scientific DB-23, ID de 15 metros x 0,25 mm y 0,25 ym de espesor de la
pelicula, (J&W Scientific, Folsom, CA). La temperatura inicial del horno era de 200°C y esta temperatura se mantuvo
durante la duracion de la ejecucion. La entrada se fijo con una relaciéon de separacion de 1:100 y una temperatura de
280°C. Un caudal en rampa de 0,8 ml/min de helio se mantuvo durante los dos minutos iniciales. El caudal se incre-
mento6 después a una tasa de 1,0 ml/min a 2,5 ml/min y se mantuvo durante 1,5 minutos. El detector se fijé a 300°C
con una reposicion de gas portador constante y un flujo de la columna de 30 ml/min, flujo de hidrégeno combustible
de 30 ml/min y flujo de oxidante de 400 ml/min. Un volumen de inyeccion de 2 uL se utilizé para todas las muestras.

Los picos de ésteres metilicos de acidos grasos individuales se identificaron mediante una comparacién con los
tiempos de retenciéon de patrones de referencia de éster metilico (GLC#428, Nu-Chek-Prep, Inc., Elysian, MN) utili-
zando Waters Corp. Empower Software. El porcentaje de areas individuales se calcul6 para todos los analitos en el
patron de referencia, basado en el total de las areas de los picos de cromatografia integrados. También se disparo
un heptano vacio para identificar cualquier contaminacién en la GC.

Una comparacion de las semillas T1 con los tres niveles mas bajos de C16:0 (que son lo mas probable plantas posi-
tivas para ZFP TF) y los tres niveles mas altos de C16:0 (que son lo mas probable plantas nulas para ZFP TF) indi-
caba que los cambios en el contenido en C16:0 podria ser debido a la segregacion del transgén ZFP TF (Tabla 5).
Un cambio correspondiente en C18 total (C18:0 + C18:1 + C18:2 + C18:3) también se observo en todos los eventos;
las semillas con niveles bajos de C16:0 tenian niveles totales de C18 incrementados y viceversa. Esto era a pesar
de la variabilidad en los contenidos en acidos grasos individuales de C18:0, C18:1, C18:2 y C18:3 debido a la segre-
gacion de los genes mutantes fad2 y fad3 (Hu, X., et al., Theor. Appl. Genet. 2006, 113: 497-507) en el genotipo
Nex710 que se habia transformado. Por lo tanto, se llevé a cabo el siguiente paso para identificar las plantas positi-
vas para ZFP TF y hermanas nulas en una poblacion segregante T1 de cada evento, para detectar el cambio real en
el perfil de acidos grasos en fondos genéticos similares.

6.2 Andlisis de la presencia de ZFP TF en plantas T1

Se escrutaron de 100-150 plantulas T1 de los tres eventos transgénicos 3, 6 y 12, para identificar plantas positivas
para ZFP TF y hermanas nulas (Tabla 6). Las plantas se sometieron a ensayo para estudiar la presencia de al me-
nos una casete de longitud completa del transgén ZFP TF. EI ADN total genémico de las hojas de esas plantas se
aislo segun las recomendaciones del fabricante con el kit de extraccion QIAGEN PLANT DNEAsy (Qiagen, Valencia,
CA). El protocolo se modificé mediante la adicion de PVP-40 al tampo6n Qiagen AP1 hasta una concentracion final de
1%. EI ADNg purificado se cuantifico mediante un protocolo de cuantificacion de ADN de PicoGreen® (Molecular
Probes, Inc., Eugene, OR). Las muestras de ADN se analizaron en busca de la presencia de, como minimo, una
copia de longitud completa del transgén ZFP TF en un ensayo de PCR que contenia los siguientes reactivos: 5 pL
de 10X tampoén EX Taq (Takara Bio Inc., Otsu, Siga, Japén), 5 uL de 10% de polivinilpirrolidona-40, 1,0 uL de ceba-
dor directo ubi10 (SEQ ID NO: 35: 5-GGTCAACGGATCAGGATATTCTTG -3') a partir de una solucion de reserva 10
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MM, 1,0 yL de cebador inverso AtuORF23 (SEQ ID NO: 36: 5'- CCATGTTGGCAAAGGCAACC -3'), solucion de re-
serva 10 uM, 4 ul de dNTPs (2,5 mM cada uno), 0,2 yL de TaKaRa EX Taq Hot Start, 31,8 yl de agua y 2 yL de
ADN a una concentracion de 10 ng/ul. Las condiciones de la ciclacion de la PCR fueron las siguientes: 94°C durante
2 min, 10 ciclos de PCR “touch-down” a 98°C durante 10 s, 65°C durante 20 s con una disminucién de temperatura
de 0,5°C en cada ciclo hasta 60°C, seguido de 72°C durante 3 min. Esto fue seguido por 35 ciclos a 98°C durante 10
s, 60°C durante 20 s y 72°C durante 3 min y una extension final a 72°C durante 10 min. Migraron 5 ul de cada reac-
cion en un gel de agarosa al 1% para detectar la presencia de la banda de tamafio esperado de 2662 pb de ZFP TF.

Un ensayo de PCR cuantitativa en tiempo real para el gen pat, que esta ligado molecularmente a ZFP TF en la es-
tructura artificial pPDAB4695, se desarrollé y se aplicé para identificar plantas positivas para pat y nulas para confir-
mar su segregacion genética con la casete de ZFP TF al que esta ligado molecularmente.

Tabla 6: Identificacion de plantas positivas para ZFP TF y hermanas nulas en una poblacion de segregacion T1 de
los tres eventos

Eventos | Semillas T1 totales plan- | Plantas T1 ZFP TF/nulas identifi- Plantas T1 ZFP TF/nulas avanzadas a
tadas cadas semilla T2
3 150 115/7 12/7
6 100 66/27 5/5
12 150 126/6 8/6

La mezcla de reaccion para el ensayo TaqMan RT-PCR de pat estaba compuesta por lo siguiente: 3 pl de 2X mezcla
maestra de sondas Roche LIGHTCYCLER® Cycler 480 11, 0,6 pl de 10% de PVP-40, 0,2 yl cada una de cebador
directo pat (SEQ ID NO: 37: 5'-ACAAGAGTGGATTGATGATCTAGAGAGGT -3') de una solucion de reserva 10 pM,
0,2 yl de cebador inverso PAT (SEQ ID NO: 38: 5'-CTTTGATGCCTATGTGACACGTAAACAGT -3') de una solucién
de reserva 10 yM, 0,2 pl de la sonda (SEQ ID NO: 39: 5-6FAM-CCAGCGTAAGCAATACCAGCCACAACACC-
extintor-3') de una solucion de reserva 5 uyM, y se multiplexé con los siguientes reactivos para un patron de referen-
cia interno de HMG (GenBank: AF127919), del modo siguiente: 0,2 pl cada una de cebador directo de HMG (SEQ ID
NO: 40: 5-CCTCTCTACCACCGTCTCACATG -3') de una solucion de reserva 10 uM, 0,2 ul de cebador inverso de
HMG (SEQ ID NO: 41: 5-GATCTGGCCGGACTGTTTCA -3') de una solucion de reserva 10 uM, 0,2 ul de la sonda
(SEQ ID NO: 42: 5-6FAM-CGCTCCTCAGCTACCACCTCAACCA-extintor-3'), de una solucion de reserva 5 uyM, 1 pl
de ADN y 0,2 pyl de agua. Las condiciones de ciclacion de la PCR eran: 1 ciclo a 95°C durante 5 min, 40 ciclos a
95°C durante 10 s, 60°C durante 40 s y 72°C durante 1 s. Todas las muestras se amplificaron por triplicado en pla-
cas de 384 pocﬂlos junto con 1-4 copias de patrones de ADN gendmico transgénico en un aparato de PCR Roche
LIGHTCYCLER® 480.

Basandose en las relaciones de segregacion de las plantas positivas para ZFP TF y nulas dentro de cada evento,
los eventos 3, 6 y 12 contenian aproximadamente 2, 1 y 2 inserciones respectivamente del transgén ZFP TF en el
genoma de B. napus (Tabla 6, columna 3). Estos datos coincidian con los datos de segregacion del gen pat en los
tres eventos.

6.3 Reqgulacién al alza del ARNm de la sintetasa |l de B-cetoacil-ACP en plantas T1

Todas las plantas T1 positivas para ZFP TF y hermanas nulas que se muestran en la Tabla 6, columna 3 fueron
sometidas a un analisis de la expresion del ARNm para el gen enddgeno de la sintetasa Il de B-cetoacil-ACP, el
transgén de ZFP TF y el gen enddgeno de tubulina. El dltimo sirvié como gen de referencia para normalizar las ex-
presiones de los genes de la sintetasa Il de B-cetoacil-ACP y ZFP TF. Seis perforaciones de hojas de cada una de
las etapas de planta de 6 hojas se tomaron para muestras sobre hielo y el ARN total se extrajo usando el kit de Qia-
gen RNAEASY®. La sintesis de la hebra de ADNc y las diluciones se completaron como se ha descrito en el Ejemplo
4.1.

El analisis con qRT-PCR del ADNc sintetizado se completo para los tres genes. Se realizaron analisis de la expre-
sion del ARNm de la sintetasa Il de 3-cetoacil-ACP y de tubulina, como se describe en los Ejemplos 4.2 y el Ejemplo
4.3, respectivamente. El ensayo de ZFP TF se modificé. La reaccion de PCR se establecioé del modo siguiente: Las
condiciones de reaccion eran las siguientes: 7,5 yl de 2X tampén maestro LC480 Probes Master (Roche Diagnostic,
Indianapolis, IN), 0,3 pl de cebador 1 directo especifico del gen (SEQ ID NO: 43: 5'- TCGATCTTGATATGTTGGGA-
GA -3') (de una solucion de reserva 10 uM), 0,3 pl de cebador 2 inverso especifico del gen (SEQ ID NO: 44: 5'-
AGGTGCAGAATCATGTGGTG - 3') (de una solucion de reserva 10 yM), 0,15 pl de sonda UPL n° 85, 1,5 ul de 10%
(p/v) de PVP-40 y 3,9 ul de agua. Una microplaca de 384 pocillos se separd y se afiadieron 13,5 pyl de la mezcla
descrita anteriormente, por pocillo. Una lamina de sellado se fij6 a la placa y la placa se centrifugd durante 1 minuto
a 3000 rpm. La pelicula se retird y se afiadieron 1,5 pl por pocillo de las primeras hebras descongeladas, diluidas.
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Ademas, se anadieron los patrones de ADNc a los pocillos de control separados. La lamina de sellado se sellé sobre
la placa y se repitid la etapa de centrifugacion. Un programa de PCR se llevo a cabo con las siguientes condiciones;
i. Activar a 95°C durante 5 minutos; ii. Desnaturalizar a 95°C durante 10 s (@ 4,8°C/s); iii. Reasociar/Extender a
60°C durante 25 s (@ 2,5°C/s); iv. Adquirir a 72°C durante 1 s (@ 4,8°C/s); v. Repetir las etapas ii - iv, 39-49 veces;
vi. Enfriar a 38°C durante 5 s.

La expresion del ARNm de ZFP TF era la mas baja en el evento 6 y la mas alta en el evento 3 de las muestras posi-
tivas para ZFP TF (Figura 4). Las plantas nulas no expresaban el ARNm de ZFP TF, lo que indicaba que el ensayo
de ZFP TF era especifico de la presencia del transgén de ZFP TF. Los niveles de ARNm del gen de la sintetasa Il de
B-cetoacil-ACP, la diana para ZFP TF, se regulaban al alza en plantas positivas para ZFP TF de todos los eventos
(Figura 5). Se observé hasta un aumento de 3-4 veces en la expresion del ARNm de la sintetasa Il de B-cetoacil-
ACP mediante comparaciones por parejas de las plantas positivas para ZFP TF y las hermanas nulas correspon-
dientes, dentro de cada evento. La regulacion al alza de los niveles de ARNm de la sintetasa |l de B-cetoacil-ACP
era proporcional al aumento de los niveles de expresion del ARNm de ZFP TF dentro de cada evento (Figura 4), es
decir, la mas baja en el evento 6 y la mas alta en el evento 3.

6.4 Analisis de acidos grasos en hojas de plantas T1

Un segundo conjunto de muestras de hojas T1 se recogi6 para el andlisis de acidos grasos junto con la recogida de
muestras de analisis del ARNm descritas en el Ejemplo 6.3. Sin embargo, solamente se analizé un subconjunto de
las muestras en relacién con los acidos grasos, solo para las plantas que habian avanzado hasta la madurez como
se muestra en la Tabla 6, columna 4. El analisis FAME de material de las hojas se completé del modo siguiente. Se
recogid material de hojas de 10-100 mg sobre hielo y luego se secéd por congelacion antes de una reaccion de
transmetilacion con metéxido de sodio 0,25 M en metanol anhidro a 40°C durante 20 minutos. Después de la reac-
cion de transmetilacion, los acidos grasos se extrajeron tres veces con una solucion de heptano que contenia hepta-
decanoina como patron sustituto. Las fracciones de hexano aisladas se secaron y se resuspendieron en un volumen
conocido de heptano. El éster metilico de acidos grasos resultante (FAME) se analizé mediante GC-FID utilizando
una columna capilar BPX 70 de SGE (15 m x 0,25 mm x 0,25 ym). Cada FAME fue identificado por su tiempo de
retencion y se cuantifico mediante la inyeccion de una mezcla de referencia de aceite de colza de Matreya LLC co-
mo patron de calibracion. La finalizacion de la reaccion se verificé comprobando la presencia de FAMES endogenos
en una cuarta extraccion/derivacion.

Los tres eventos mostraron una disminucion del contenido en C16:0 total y un aumento concomitante del contenido
en C18 total, en comparaciones por parejas de las plantas positivas para ZFP TF y las hermanas nulas correspon-
dientes, dentro de cada evento (Tabla 7). Por ejemplo, las plantas positivas para ZFP TF del evento 12 mostraron
una reduccion del contenido en C16:0 en un 6,3% y un aumento del contenido total de C18 del 1,44%, en compara-
cioén con sus propias plantas hermanas nulas.

Tabla 7: Perfil de acidos grasos de hojas T1

Nombre de la muestra Plantas analizadas C16:0 C18 total
Media DS/DE Media DS/DE

12null 6 10,98 0,31 69,93 0,91
12ZFP 8 10,29 0,39 70,94 1,02
3null 7 10,79 0,56 69,84 1,18
3ZFP 12 10,34 0,29 71,25 0,74
6null 5 11,94 0,47 70,36 1,91
6ZFP 5 10,44 0,62 72,16 2,88

Ejemplo 7: Analisis de semillas transgénicas T2 de ZFP TF

Un subconjunto de plantas positivas para ZFP TF que mostraban las expresiones de ARNm mas altas para la sinte-
tasa Il de B-cetoacil-ACP y plantas hermanas nulas dentro de cada evento, avanzaron hasta la madurez para obte-
ner semillas T2 (Tabla 6, columna 4). La excepcion era el evento 3, en donde unas pocas plantas positivas para ZFP
TF con intervalos de expresion bajos, también habian avanzado. Estas podrian representar la otra insercion de se-
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gregacion del transgén pDAB4695. Cada planta T1 se cubrié con una bolsa de malla para facilitar la autopolinizacion
dentro de una planta dada. Las semillas se recogieron y se sometieron a ensayo los niveles de acido graso.

Los analisis de acidos grasos en T2 se realizaron en un grupo de 24 semillas por planta, como se ha descrito para el
analisis de semillas T1 en el Ejemplo 6.1. Los resultados mostraron una disminucién del contenido en C16:0 en
plantas positivas para ZFP TF de los tres eventos mediante una comparacion por parejas con sus hermanas nulas
correspondientes (Tablas 8A y 8B). Esta disminucion del contenido en C16:0 era del 12,6%, 11,2% y 22,3% para los
eventos 12, 3 y 6, respectivamente. Una disminucion consistente también se observoé en el contenido de C16:1. En
correspondencia con la disminucién del contenido en C16:0 y C16:1, un aumento concomitante en el contenido total
en C18 (C18:0 + C18:1 + C18:2 + C18:3) se observod en plantas positivas para ZFP TF en una comparacion por
parejas con las plantas hermanas nulas correspondientes. Las tres comparaciones por parejas de las plantas positi-
vas para ZFP TF y las hermanas nulas correspondientes, eran estadisticamente significativas (p = <0,001) para los
aumentos del contenido total en C16 (C16:0 + C16:1) y el contenido total en C16/total en C18, en el analisis con el
programa informatico JMP statistical (Figura 6A y B). Aunque los tres eventos eran variables en su contenido en
C16:0 basado en observaciones de plantas hermanas nulas (Tablas 8A y 8B), ZFP TF era eficaz en la disminucion
del contenido en C16:0 a niveles aproximadamente similares; entre ~ 2,93 a 3,05. Mientras que todas las plantas
positivas para ZFP TF de los eventos 3y 12 (Tablas 8 y 9) tenian semillas, solo una planta que contenia ZPF TF del
evento 6, tenia semillas. Esta planta particular del evento 6 tenia el contenido mas alto en C16:0 basandose en los
datos de acidos grasos de hojas T1. Las Tablas 8A y 8B muestran una comparacion del perfil de acidos grasos en
T2 de tres eventos transgénicos de B. napus de plantas positivas para ZFP TF pDAB4695 y las hermanas nulas
correspondientes. Estos datos se obtuvieron con el analisis FAME y se describen en la Seccion 6.1. Los acidos
grasos de C12:0 a C24:1 se analizaron y los mas importantes se muestran en estas tablas. Todos los numeros se
representaron como un porcentaje de acidos grasos totales presentes en semillas de B. napus.

Tabla 8A: Analisis de acidos grasos C16:0, C16:1, C18:0, C18:1, C18:2y C18:3

Muestras C16:0 C16:1 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3
Media de 12Null 3,49 0,26 1,29 76,59 11,45 3,73
DS/DE (N = 6) 0,06 0,01 0,05 0,25 0,21 0,04
Media de 12ZFP 3,05 0,20 1,33 76,53 11,63 3,87
DS/DE (n = 8) 0,11 0,02 0,04 0,39 0,33 0,06
Media de 3Null 3,30 0,25 1,31 74,34 13,18 3,94
DS/DE (N =7) 0,17 0,02 0,10 1,04 0,86 0,25
Media de 3ZFP 2,93 0,18 1,30 74,10 13,62 4,14
DS/DE (n = 12) 0,12 0,01 0,08 1,80 1,45 0,25
Media de 6Null 3,77 0,38 2,02 73,46 12,42 3,66
DS/DE (N = 4) 0,15 0,08 0,14 2,80 2,44 0,66
6ZFP (n=1) 2,93 0,17 1,07 77,89 10,65 3,24
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Tabla 8B: Analisis de acidos grasos C20:0, C20:1, C20:2, C22:0, C22:1, C24:0y C24:1

Muestras C20:0 C20:1 C20:2 C22:0 C22:1 C24:0 C24:1
Media de 12Null 0,53 1,26 0,05 0,33 0,02 0,14 0,14
DS/DE (N =6) 0,03 0,07 0,01 0,04 0,01 0,02 0,02
Media de 12ZFP 0,55 1,37 0,06 0,36 0,02 0,15 0,16
DS/DE (n = 8) 0,02 0,05 0,01 0,02 0,01 0,01 0,02
Media de 3Null 0,59 1,49 0,06 0,43 0,02 0,15 0,21
DS/DE (N =7) 0,07 0,11 0,01 0,07 0,01 0,03 0,04
Media de 3 ZFP 0,57 1,57 0,07 0,42 0,03 0,15 0,19
DS/DE (n=12) 0,04 0,21 0,02 0,07 0,01 0,04 0,04
Media de 6Null 0,80 1,49 0,07 0,54 0,03 0,30 0,24
DS/DE (N = 4) 0,08 0,13 0,01 0,08 0,01 0,07 0,02
6ZFP (n=1) 0,52 1,86 0,07 0,42 0,04 0,20 0,22

La Tabla 9 muestra los perfiles de acidos grasos totales basandose en los acidos grasos individuales mostrados en
las Tablas 8A y 8B.

Tabla 9

Muestras Total C18* Total LC** Total Sats™**
Media de 12Null 93,06 95,52 5,83
DS/DE (n = 6) 0,13 0,05 0,09
Media de 12ZFP 93,36 96,01 5,48
DS/DE (n = 8) 0,11 0,13 0,09
Media de 3Null 92,78 95,74 5,82
DS/DE (n=7) 0,39 0,17 0,32
Media de 3ZFP 93,16 96,14 5,41
DS/DE (n=12) 0,41 0,13 0,19
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Muestras Total C18* Total LC** Total Sats***
Media de 6Null 91,55 95,01 7,47
DS/DE (n=4) 0,36 0,29 0,40
6ZFP (n=1) 92,85 96,18 5,17

*Total C18 representa una suma de los carbonos siguientes: C18:0, C18:1, C18:2y C18:3.

**Total LC o cadena larga representa una suma de los siguientes carbonos: C18 total + C20 total (C20:0 + C20:1 +
C20:2) + C22 total (C22:0 + C22:1) + C24 total (C24:0 + C24:1)

***Total Sats representa todos los acidos grasos saturados que se muestran en las Tablas 8A y 8B.

Combinando todos los acidos grasos de cadena larga (C18 total, C20 total, C22 total y C24 total), se observd un
aumento del 0,4% a 1,2% en plantas positivas para ZFP TF de diferentes eventos, en comparaciéon con hermanas
nulas. Entre los acidos grasos de cadena mas larga, un aumento de C20:1 en un 25% fue notable en plantas positi-
vas para ZFP TF para el evento 6. Una disminucion en el contenido total de acidos grasos saturados también se
observo en plantas que contenian ZFP TF en todos los eventos. Habia un intervalo de reduccion del 6% en el evento
12 hasta el 31% de reduccion en el evento 6.

Resumiendo, se ejemplificod la regulacion al alza de la transcripcion mediada por ZFP TF del gen de la sintetasa Il de
B-cetoacil-ACP en plantas TO y T1 y la disminucion concomitante del contenido en acidos grasos C16 total y el au-
mento en C18 en las semillas T2. Estos datos demuestran la aplicacion con éxito de tecnologias novedosas con ZFP
TF para dirigirse a y modificar genes especificos en la via de biosintesis de acidos grasos, dando como resultado
cambios previstos en los perfiles del aceite de las semillas, que son heredables a través de generaciones de la pro-
genie.

Ejemplos 8-15: Regulacion al alza/regulacion a la baja de FatB

Los plastidos son el principal sitio para una biosintesis de novo de acidos grasos en las plantas superiores (Ohlrogge
et al., 1979, Proc Natl Acad Sci USA 76:1194-8; Thelen y Ohlrogge, 2002, Metabolic Engineering 4:12-21). Los aci-
dos grasos no utilizados en los plastidos se exportan al citoplasma a través de la actividad especifica de tioesterasas
de acil-ACP (FATSs) por hidrdlisis de proteinas portadoras de acil-acilo (acil-ACP) para liberar acidos grasos libres.
Hay dos clases de enzimas FAT en las plantas, FATA y FATB. La clase FATA prefiere 18:1-ACP in vitro mientras
que la clase FATB prefiere sustratos acil-ACP saturados, tales como 16:0-ACP y 18:0-ACP, pero también muestra
otra especificidad de sustrato heterogénea (Doermann et al., 1995, Arch. Biochem. Biophys. 316: 612-618; Voelker
et al., 1997, Plant Physiology 114: 669-677; Salas y Ohlrogge, 2002, Archives of Biochemistry and Biophysics,
403:25-34). De forma similar a FATA, FATB también se considera que esta presente en todos los tejidos vegetales,
pero se expresa predominantemente en semillas en desarrollo (Jha et al., 2006, Plant Physiology and Biochemistry
44:645-655).

El genoma nuclear de Arabidopsis codifica dos genes FatA y un solo gen FatB. La inactivacion de la actividad FatB
puede disminuir drasticamente el contenido en acidos grasos saturados en glicerolipidos. Por ejemplo, en un mutan-
te FatB creado por la insercion de un T-ADN, el contenido en palmitato (16:0) y estearato (18:0) se redujo en un 42 -
56% y 30 - 50%, dependiendo respectivamente del tejido (Bonaventure et al., The Plant Cell, 2003 15:1020-1033).
La tasa de crecimiento de las plantas se vio afectada en gran medida en este mutante, dando como resultado un
50% menos de peso fresco a las 4 semanas, en comparacion con el tipo silvestre. Este hallazgo apoya la opinion de
que FatB sirve como un factor importante que gobierna el destino de los acidos grasos saturados en las plantas.

El principal cultivo de semillas oleaginosas de Brassica napus es una especie anfidiploide estrechamente relaciona-
da con la especie modelo Arabidopsis, pero tiene un tamafo de genoma que es aproximadamente ocho veces ma-
yor que el de Arabidopsis. Como resultado, se han descrito seis genes FatB en esta especie (documento WO
2009/007091) en comparacion con uno en Arabidopsis. Esta complejidad hace que sea dificil entender la funcién de
los genes FatB individuales para su manipulacion. A la inversa, la presencia de un mayor nimero de genes hace
que sea mas facil manipular la expresion de multiples genes hacia el objetivo deseado de acidos grasos, en lugar de
desactivar uno completamente. Los factores de transcripcion de dedos de zinc se sabe que se unen a esencialmente
cualquier secuencia de ADN y modulan la funcion génica de los genes diana (Van Eenennaam et al., Metab. Eng.
2004 6:101-108; Sanchez et al., 2006, Plant Biotechnology Journal 4:103-114). Como resultado, esta herramienta se
puede aplicar a los genes FatB para comprender su funcidon en B. napus. Este conocimiento podria ayudar en la
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manipulacién de la expresion de uno a multiples genes FatB para obtener el aceite de semilla de canola mas "sano"
deseado que tiene menos acidos grasos saturados.

Los Ejemplos 8-15 siguientes muestran una regulacion transcripcional al alza de genes FatB en Brassica napus L.
produciendo cambios en el perfil de acidos grasos de las semillas.

Ejemplo 8: Identificacion de la secuencia diana para genes FatB en Brassica napus L.

8.1 ldentificacién de la secuencia diana

Se empled un protocolo de paseo gendmico (del inglés, “Genome Walking”) modificado para descubrir y caracterizar
las secuencias promotoras para los genes FatB de Brassica napus variedad Nex710. Estas secuencias de nucleéti-
dos se aislaron e identificaron para el disefio y la produccion de ZFP TFs, que se pueden utilizar para modificar la
expresion génica del gen FatB. Nueve genotecas de paseo genémico se construyeron utilizando el kit de Clontech
Genome Walking (Palo Alto, CA). Estas genotecas se utilizaron para obtener ~1 kb de la secuencia aguas arriba del
sitio de inicio de la transcripcion para los genes FatB. Una pareja de cebadores directos anidados especificos del
gen FatB se disefiaron y se sintetizaron basandose en secuencias FatBEST disponibles procedentes de bases de
datos publicas. Una pareja de cebadores inversos anidados se disefiaron y se sintetizaron para hibridarse con las
secuencias adaptadoras. Multiples fragmentos de PCR fueron amplificados a partir de las nueve genotecas. Los
fragmentos de PCR resultantes se clonaron en vectores TOPO (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.) y se secuencia-
ron para identificar las secuencias promotoras de FatB. Se identificaron dos genes diferentes FatB, FatB4 y FatB5,
gracias a este enfoque. Se observd que, aunque las secuencias codificadoras de estos genes FatB estaban muy
conservadas, las secuencias divergian en las regiones promotoras 5° UTR y de promotor.

La expresion de FatB y la cuantificacion de los genes FatB4 y FatB5 mediante analisis con RT-PCR cuantitativa en
el desarrollo de semillas de B. napus, sugeria que los genes se sobreexpresaban mucho en las semillas de B. na-
pus. Se aislo el ARN total, se cuantifico y los sitios de iniciacion de la transcripcion se cartografiaron como se ha
descrito anteriormente en el Ejemplo 1. Las secuencias promotoras de estos dos genes se utilizaron para disefar
ZFP TFs para una modificacion de la expresién transcripcional.

Ejemplo 9: Disefio de dominios de unién de ADN de ZFP especificos de genes FatB

Las proteinas con dedos de zinc se disefiaron contra varios sitios diana en el gen FatB. Los sitios diana y las hélices
de reconocimiento para los disefios de ZFP representativos, se muestran a continuacién en las Tablas 10A 'y 10B.

Tabla 10A: Sitios de union diana para ZFP TFs de FatB

ZFP Sitio diana de FatB4 (5' a 3") Sitio diana de FatB5 (5' a 3') Especificidad de FatB
13685* aaCGAAAGgAGATCGAGAGAGg Sin sitio de unién FatB4
agagag
(SEQ ID NO:47)
13714 Sin sitio de unién cgAAAGGGAGATCGAGAGAG FatB5
gcaccgea
(SEQ ID NO:48)
13722 aaGGAGAACTTTAGGGTTTGGgg aaGGAGAATTTAGGGTTTGG FatB4 y FatB5
agact ggagact
(SEQ ID NO:49) (SEQ ID NO:50)
13743 |ctCCGAAGAGATTGGCGTAAcac ctCCGAAGAGATTGGCGTAAC FatB4 y FatB5
ttegt cticatt
(SEQ ID NO:51) (SEQ ID NO:52)
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Tabla 10B: Regiones de reconocimiento de hélice de ZFP

ZFP i 2 3 4 5 6

13685 ' RSDNLSA QSAHRKT RSDDLSK (SEQ |QSSHRKT RSDHLSV (SEQ |QNAHRIE (SEQ
(SEQ ID NO:75) |(SEQ ID NO76) |ID NO:21) (SEQ ID NO:77) |ID NO:78) ID NO:79)

13714 | RSDNLSA QSAHRKT RSDDLSK (SEQ |QSSHRKT RSDHLSK (SEQ |QNANRIT (SEQ
(SEQ ID NO:75) |(SEQ ID NO:76) |ID NO:21) (SEQ ID NO:77) |ID NO:80) ID NO:81)

13722 |RSDHLST HSNTRKN RSDHLSQ NSASRKN QSGNLAR QSGHLSR

(SEQ ID NO:82) |(SEQ ID NO:83) |(SEQ ID NO:84) |(SEQ ID NO:85) |(SEQ ID NO:16) |(SEQ ID NO:86)

13743 |NSDSLTE RRADLSR RSDSLSA (SEQ |QNAHRKT RSDHLSQ RNADRIT (SEQ
(SEQ ID NO:87) |(SEQ ID NO:88) |ID NO:89) (SEQ ID NO:90) |(SEQ ID NO:84) |ID NO:91)

* Las letras mayusculas representan la secuencia de uniéon de ZFP, mientras que las letras mindsculas flanqueantes
representan el contexto de la secuencia flanqueante para el sitio de unién de ZFP TF. Las letras minusculas en cur-
siva entre las letras mayusculas representan las bases omitidas en el disefio de ZFP.

** La secuencia de union de ZFP es la misma entre FatB4 y FatB5, pero las secuencias flanqueantes 3' son diferen-
tes entre los dos genes.

*** Los numeros representan los dedos de zinc (1 es el dedo 1, 2 es el dedo 2, etc.)

Ejemplo 10: Regulacion al alza mediada por ZFP TF de genes FatB naturales en B. napus

Para ejemplificar la regulacion al alza mediada por ZFP TF de FatB dentro de células de B. napus, se construyeron
estructuras artificiales que contenian cuatro disefios de genes ZFP TF (Tablas 10 y 11), estos genes se entregaron
de manera estable en las células de B. napus a través de una transformacion mediada por Agrobacterium.

10.1 Diseno de la estructura artificial

Los plasmidos binarios de ZFP TF disefiados y construidos, se indican en la Tabla 11 a continuacién. La expresion
de los genes de ZFP TF estaba dirigida por un promotor constitutivo relativamente fuerte, tal como un promotor ob-
tenido a partir del promotor del virus del mosaico de nervaduras de mandioca (CsVMV). La transformacion de las
plantas mediada por Agrobacterium se llevé a cabo como se ha descrito en el Ejemplo 3.2 para incorporar de mane-
ra estable ZFP TFs en el genoma de B. napus.

Tabla 11: Descripcion de estructuras artificiales de ZFP TFs dirigidas a los genes FatB de B. napus

S.N.| ZFP N° de la estructura Casete del gen
artificial

RB7 MAR/CsVMV/Op-2 NLS-ZFP 13685 VP16/AtuORF23
1 [13685 pDAB4689 3'UTR/AtUbi10/Pat/AtuORF1 3' UTR

RB7 MAR/CsVMV/Op-2 NLS-ZFP 13714-VP16/AtuORF23
2 13714 pDAB4690 3'UTR/AtUbi10/Pat/AtuORF1 3' UTR

RB7 MAR/CsVMV/Op-2 NLS-ZFP 13722-VP16/AtuORF23
3 13722 pDAB4691 3'UTR/AtUbi10/Pat/AtuORF1 3' UTR

RB7 MAR/CsVMV/Op-2 NLS-ZFP 13743-VP16/AtuORF23 3'
4 |13743 pDAB4692 UTR/AtUbi10/Pat/AtUORF1 3' UTR

pDAB4689 es un plasmido binario que contiene la secuencia de localizacién nuclear opaque-2 (Op-2) o las casetes
de expresion génica NLS /13685 /VP 16 y pat. Esta estructura artificial incluye los siguientes elementos génicos;
Fusion RB7 MAR v3 (region de fijacion a la matriz (Thompson et al., 1997, documento W0O9727207)) :: CsVMV Pro-
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motor v2 (Promotor del virus del mosaico de las nervaduras de mandioca (Verdaguer et al., 1996, Plant Molecular
Biology 31: 1129-1139)) :: opaque-2 NLS (Van Eenennaam et al., 2004, Metabolic Engineering 6:101-108; Holmes-
Davis et al., 2005, Plant Molecular Biology 57:411-423)/13685 Dedo de zinc/VP16 (Jamieson et al., Biochem. Biop-
hy. Res. Commun. 2006, 348:873-879) :: AtuORF23 3'UTR v1(marco de lectura abierto 23 de Agrobacterium tume-
faciens, region no traducida 3' (Gelvin et al., 1987, documento EP222493)) :: AtUbi10 Promotor v2 (Promotor Ubicui-
tina-10 de Arabidopsis thaliana (Callis, et al., 1990, J. Biol. Chem. 265-12486-12493)) :: pat v5 (acetil transferasa de
fosfinotricina (Wohlleben et al., 1988, Gene 70:25-37)) :: AtuORF 1 3'UTR v4 (marco de lectura abierto 1 de Agro-
bacterium tumefaciens, region no traducida 3' (Huang et al., J. Bacteriol. 172:1814-1822)). El binario se construy6
clonando un fragmento de ADN que contenia la fusiéon opaque-2 NLS/13685 dedo de zinc/VP16 en pDAB3912 a
través de los sitios de restriccion Ncol - Sacl. La estructura artificial resultante que se etiqueté como pDAB8215
contenia la fusion CsVMV Promotor v2 :: opaque-2 NLS/13685 dedo de zinc/VP16 :: casete de expresion génica
AtuORF23 3'UTR v1. pDAB8215 se clond en el binario pDAB4668 a través de una reaccion L-R Gateway (Invitro-
gen, Carlsbad, CA). Esta reaccion produjo pDAB4689 y se confirmd mediante digestiones con enzimas de restriccion
y reacciones de secuenciacion.

pDAB4690 es un plasmido binario que contiene las casetes de expresion génica opaque-2 NLS/13714/VP 16 y pat.
Esta estructura artificial incluye los siguientes elementos génicos; Fusion RB7 MAR v3 :: CsVMV Promotor v2 ::
opaque-2 NLS/13714 dedo de zinc/VP16 :: AtuORF23 3'UTR v1 :: AtUbi10 Promotor v2 :: pat v5 :: AtuORF 1 3'UTR
v4. El binario se construy6 clonando un fragmento de ADN que contenia la fusién opaque-2 NLS/13714 dedo de
zinc/VP16 en pDAB3912 a través de los sitios de restriccion Ncol- Sacl. La estructura artificial resultante que fue
etiquetada como pDAB8216, contenia la fusion CsVMV Promotor v2 :: opaque-2 NLS/13714 dedo de zinc/VP16 ::
casete de expresion génica AtuORF23 3'UTR v1. pDAB8216 se cloné en el binario pDAB4668 a través de una reac-
cion L-R Gateway (Invitrogen, Carlsbad, CA). Esta reaccion produjo pDAB4690 y se confirmd mediante digestiones
con enzimas de restriccion y reacciones de secuenciacion.

pDAB4691 es un plasmido binario que contiene las casetes de expresion génica opaque-2 NLS/13722/\VP 16 y pat.
Esta estructura artificial incluye los siguientes elementos génicos; Fusion RB7 MAR v3 :: CsVMV Promotor v2 ::
opaque-2 NLS/13722 dedo de zinc/VP16 :: AtuORF23 3'UTR v1 :: AtUbi10 Promotor v2 :: pat v5 (acetil transferasa
de fosfinotricina) :: AtuORF 1 3'UTR v4. El binario se construyé clonando un fragmento de ADN que contenia la
fusion opaque-2 NLS/13722 dedo de zinc/VP16 en pDAB3912 a través de los sitios de restriccion Ncol- Sacl. La
estructura artificial resultante que fue etiquetada como pDAB8217, contenia la fusion CsVMV Promotor v2 :: opaque-
2 NLS/13722 dedo de zinc/VP16 :: casete de expresion génica AtuORF23 3'UTR v1. pDAB8217 se clond en el bina-
rio pDAB4668 a través de una reaccion L-R Gateway (Invitrogen, Carlsbad, CA). Esta reaccién produjo pDAB4691 y
se confirmd mediante digestiones con enzimas de restriccion y reacciones de secuenciacion.

pDAB4692 es un plasmido binario que contiene las casetes de expresion génica opaque-2 NLS/13743/VP 16 y pat.
Esta estructura artificial incluye los siguientes elementos génicos; Fusion RB7 MAR v3 (regién de fijacion a la matriz)
;2 CsVMV Promotor v2 :: opaque-2 NLS/13743 dedo de zinc/VP16 :: AtuORF23 3'UTR v1 :: AtUbi10 Promotor v2
(Promotor de ubicuitina-10 de Arabidopsis thaliana) :: pat v5 :: AtuORF 1 3'UTR v4. El binario se construyé clonando
un fragmento de ADN que contenia la fusion opaque-2 NLS/13743 dedo de zinc/VP16 en pDAB3912 a través de los
sitios de restriccidon Ncol- Sacl. La estructura artificial resultante que fue etiquetada como pDAB8218, contenia la
fusion CsVMV Promotor v2 :: opaque-2 NLS/13743 dedo de zinc/VP16 :: casete de expresion génica AtuORF23
3'UTR v1. pDAB8218 se clond en el binario pDAB4668 a través de una reaccion L-R Gateway (Invitrogen, Carlsbad,
CA). Esta reaccion produjo pDAB4692 y se confirmé mediante digestiones con enzimas de restriccion y reacciones
de secuenciacion.

Ejemplo 11: Analisis de muestras de callos transformados

Las lineas de callos transgénicos de B. napus fueron producidas mediante la transformacion de cuatro estructuras
artificiales de ZFP TF, pDAB4689 - pDAB4692 y una estructura artificial de control, pDAB8210, a través de una
transformacion de plantas mediada por Agrobacterium, como se ha descrito en el Ejemplo 3.2. La estructura artificial
de control, pDAB8210, se componia de una casete de expresion génica pat (AtUbi10 Promotor/pat/ AtuORF1 3'
UTR) y una casete de ZFN no diana (CsVMV Promotor/ZFN/AtuORF23 3' UTR). El ARN total se extrajo y se sinteti-
z6 el ADNc de todas las lineas, como se ha descrito en el Ejemplo 4.1. La unica modificacion frente al protocolo
descrito anteriormente, era el uso de cebadores Oligo dT para el cebado de las reacciones de ADNc, en lugar de
hexameros aleatorios y la modificacion correspondiente de la reaccion de ADNc, a través de las especificaciones del
fabricante.

11.1 Analisis de la expresion del ARNm de FatB4 y FatB5

11.1.1 Ensayo con PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR) de FatB4 para B. napus

Una mezcla de PCR se establecié de la siguiente manera para la amplificacién del ADNc de FatB4 : 1,5 pl de 10X
tampon de PCR Hot Start (Qiagen, Valencia, EE.UU.), 1,2 yl de dNTPs 10 mM, 1 pL de MgCl» 25 mM, 0,15 pl de
Taq de Qiagen Hot Start (5 U/pl), 0,5 pl de cebador zz143 FW de una soluciéon de reserva 10 uM (SEQ ID NO: 53:
CTTTGAACGCTTATCTTCCTC) (solucion de reserva 10 yM), 0,5 pl de cebador FATB5_R4 REV de una solucion de
reserva 10 uM (SEQ ID NO: 54: TTCCACAACATCTCCCCAAG), 0,25 pl de sonda TagMan MGB (Life Technologies,
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Carlsbad, California) FatB4_MGB_Probe 4 de una solucion de reserva 5 yM (SEQ ID NO: 55: FAM-
CTCAGGCTCCACCC), 1,5 pl de 10% (p/v) de PVP-40 y H,O hasta 13,5 yl por reaccion. El o los cuadrantes apro-
piados de una microplaca de 384 pocillos se separaron y se llenaron con 13,5 yL de mezcla maestra por pocillo. A
continuacion, se fij6 suavemente una lamina de sellado a la placa. La placa se centrifugé durante 1 minuto a 3000
rpm en una centrifuga de microplacas de Qiagen. A continuacion, se afiadieron 1,5 ul de ADNc de primeras hebras
descongeladas, diluidas a los pocillos apropiados, seguido de la adicién de 1,5 pl de patrones de ADNc plasmidico
de menor a mayor concentracion de ADN, en los pocillos de control. Finalmente, se fijé firmemente una lamina de
sellado a la placa y se centrifugd. El programa de PCR se ejecutd en un sistema de PCR en tiempo real
LIGHTCYCLER® 480 (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, EE.UU.), utilizando el programa siguiente: 1) activar a
95°C durante 15 minutos; 2) desnaturalizar a 95°C durante 20-30 segundos (@ 4,8°C/s); 3) reasociar a 60°C durante
20-30 segundos (@ 2,5°C/s); 4) adquirir a 72°C durante 45-60 s (@ 4,8°C/s); repetir las etapas 2) - 4), 39-49 veces;
5) enfriar a 38°C durante 5 s para detener la reaccion.

El amplicon FatB4 tenia un tamafo de 678 pb. Esta secuencia incluye un intron de 79 pb basandose en la secuencia
gendmica. Ademas, el cebador inverso se disefié para incluir un intrén, favoreciendo de este modo la amplificacion
especifica solamente de los ADNc de FatB4, eliminando de esta manera la amplificacion del ADN genémico.

11.1.2 Ensayo con qRT-PCR de FatB5 para B. napus

Una mezcla de PCR se establecio de la siguiente manera para la amplificacion del ADNc de FatB5: 1,5 pl de 10X
tampon de PCR Hot Start (Qiagen, Valencia, EE.UU.), 1,2 yl de dNTPs 10 mM, 1 pL de MgCl» 25 mM, 0,15 pl de
Taq de Qiagen Hot Start (5 U/pl), 0,5 pl de cebador zz145 FW de una solucion de reserva 10 uM (SEQ ID NO: 56:
CTTTGAAAGCTCATCTTCCTC), 0,5 ul de cebador FATB5_R4 REV de una solucion de reserva 10 uM (SEQ ID NO;
57: TTCCACAACATCTCCCCAAG), 0,25 pl de sonda TagMan MGB (Life Technologies, Carlsbad, California)
FatB5 MGB_Probe 4 de una solucion de reserva 5 uM (SEQ ID NO: 58: FAM-AACCTTCATCCTCCCA), 1,5 yl de
10% (p/v) de PVP-40 y H>O hasta 13,5 ul por reaccién. El ensayo restante y las especificaciones del ciclo de PCR
eran como se ha descrito para el ensayo de qRT-PCR de FatB4 en el Ejemplo 11.1.1.

El amplicén producido tenia 678 pb de tamafio. Esta secuencia de ADNc incluye un intrén de 76 pb basandose en la
secuencia genomica. Ademas, el cebador inverso se disefidé para incluir un intronl favoreciendo de este modo la
amplificacion del ADNc de FatB5, eliminando de esta manera la amplificacion del ADN gendmico.

11.2 Analisis de la expresion del ARNm de tubulina

Este ensayo se completé como se describe en el Ejemplo 4.3.

11.3 Andlisis de la expresion del ARNm de ZFP TF

El anadlisis del ARNm de ZFP TF de una muestra de callo To se completé segun el Ejemplo 4.4. El tamafio del ampli-
con en este ensayo era menor de 1 Kb, dependiendo del tamafio de ZFP en cada uno de los disefios. La cuantifica-
cion de la expresion de ZFP TF de una planta Ty se realizé con un ensayo basado en el dominio de activacién VP16
del modo siguiente. Se establecié una mezcla de VP16 gRT-PCR del modo siguiente para la amplificacion del ADNc
de ZFP TF : 7,5 ul de 2X tampén LIGHTCYCLER® 480 Probes Master (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN,
EE.UU.), 0,3 ul del cebador VP16_UPL_F1 de una soluciéon de reserva 10 uM (SEQ ID NO: 59: TCGATCTTGATA-
TGTTGGGAGA), 0,3 pl de VP16_UPL_R1 de una solucién de reserva 10 uM (SEQ ID NO: 60: AGGTGCAGAAT-
CATGTGGTG), 0,15 pl de la sonda UPL n°® 85 (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, EE.UU.), 1,5 pl de 10% (p/v) de
PVP-40) y H,O hasta 13,65 pl. El o los cuadrantes apropiados de una microplaca de 384 pocillos se separaron y se
llenaron con 13,5 pL de mezcla maestra por pocillo. A continuacion, se fijo suavemente una lamina de sellado sobre
la placa. La placa se centrifugd durante 1 minuto a 3000 rpm en una centrifuga de microplacas de Qiagen. A conti-
nuacion, se afiadieron 1,5 yl de ADNc de primeras hebras descongeladas, diluidas, seguido de la adicion de 1,5 pl
de patrones de ADNc plasmidico de menor a mayor concentracion de ADN, en los pocillos de control. Se fijo firme-
mente una lamina de sellado sobre la placa y se centrifugd. Un programa de PCR se ejecuto en un sistema de PCR
en tiempo real LIGHTCYCLER® 480 (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, EE.UU.), utilizando el programa siguiente:
1) activar a 95°C durante 15 minutos; 2) desnaturalizar a 95°C durante 10 segundos (@ 4,8°C/s); 3) reaso-
ciar/extender a 60°C durante 25 segundos (@ 2,5°C/s); 4) adquirir a 72°C durante 1 s (@ 4,8°C/s); repetir las etapas
2 - 4, 39-49 veces. Finalmente la reaccién se enfrié a 38°C durante 5 s para detener la reaccion.

El tamario del amplicon VP16 era de 68 pb, este tamafio fragmento se corresponde con el fragmento VP16 que se
esperaba que fuera producido mediante la amplificaciéon con PCR.

11.4 Andlisis de la expresion de las muestras de callos

Lineas de callos transgénicos que crecian sobre una seleccion de Herbiace® se analizaron para estudiar los niveles
de expresion de FatB4, FatB5, tubulina'y ZFP TF mediante gRT-PCR. El gen tubulina servia como gen de referencia
para normalizar la expresion de los niveles de ARNm de FatB4, FatB5y ZFP TF. Las relaciones FatB4/tubulina y
FatB5/tubulina se calcularon para normalizar las expresiones de ARNm. Los resultados mostraron una regulacion al
alza estadisticamente significativa del ARNm de FatB4 y FatB5 para el disefio de la estructura artificial pDAB4691 (p
= 0,005; Fig. 9). Las lineas de callos pDAB4692 mostraron una tendencia a la regulacién al alza en el ARNm de
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FatB4 y FatB5, pero la tendencia no era estadisticamente significativa. Las lineas de callos pDAB4689 también se
analizaron en un experimento distinto, que mostraba una tendencia de regulacion al alza, pero no era estadistica-
mente significativa (datos no mostrados). Las lineas celulares de control no amplificaban un amplicon especifico de
ZFP TF, confirmando que el ensayo de ZFP TF era especifico de lineas que solamente expresaban ZFP TF.

Ejemplo 12: Analisis de la expresion de muestras de plantas Ty transgénicas

12.1 Ensayo para la actina de B. napus para uso como un control interno para la gRT-PCR

El ARN total se extrajo y el ADNc se sintetizd a partir de todas las lineas como se describe en el Ejemplo 11. Se
prepar6 una mezcla de PCR del modo siguiente para la amplificacion del ADNc de actina (Bo Yang et al., 2007,
Plant Science 173:156-171; n° de orden para el gen de actina en GENBANK, AF111812): 7,5 pyl de 2X tampon
LIGHTCYCLER® 480 Probes Master, 0,3 pl del cebador BN_Actin_F de una solucién de reserva 10 uM (SEQ ID NO:
61: ACGAGCTACCTGACGGACAAG), 0,3 pl de BN_Actin_R de una solucién de reserva 10 uM (SEQ ID NO: 62:
GAGCGACGGCTGGAAGAGTA), 1,5 pl de 10% (p/v) de PVP-40) y g/s con H2O hasta 13,5 pl. El o los cuadrantes
apropiados de una microplaca de 384 pocillos se separaron y se llenaron con 13,5 pL de mezcla maestra por pocillo.
A continuacion, se fijé suavemente una lamina de sellado sobre la placa. La placa se centrifugdé durante 1 minuto a
3000 rpm en una centrifuga de microplacas de Qiagen. A continuacion, se afiadieron 1,5 yl de ADNc de primeras
hebras descongeladas, diluidas, seguido de la adicion de 1,5 ul de patrones de ADNc de menor a mayor concentra-
cion de ADN, en los pocillos de control. Se fijo firmemente una lamina de sellado sobre la placa y se centrifugé. Un
programa de PCR se ejecutd en un sistema de PCR en tiempo real LIGHTCYCLER® 480 (Roche Diagnostics, India-
napolis, IN, EE.UU.), utilizando las siguientes condiciones: 1) activar a 95°C durante 10 minutos; 2) desnaturalizar a
95°C durante 10 segundos (@ 4,8°C/s); 3) reasociar/extender a 60°C durante 20 segundos (@ 2,5°C/s); 4) adquirir a
72°C durante 20 s (@ 4,8°C/s); repetir las etapas 2 - 4, 39-49 veces. Finalmente la reaccion se enfrié a 38°C durante
5 s para detener la reaccion. El amplicén producido tenia un tamafio de 80 pb.

12.2 Andlisis de la expresion del ARNm de FatB4 y FatB5

Plantas B. napus que habian sido transformadas con pDAB4689-pDAB4691, se analizaron para determinar el au-
mento de la expresion del ARNm de FatB4 y FatB5. Ademas, se utilizaron dos tipos de controles. Un control no
transgénico que consistia en plantas Nex710 sirvid6 como control negativo. Un segundo control transgénico de plan-
tas Nex710 de B. napus que habian sido transformadas con pDAB8210 también se analizé. El disefio de la estructu-
ra artificial pDAB8210 consistia en dos casetes de expresion génica. La casete de expresion génica pat (promotor
AtUbi10:: gen pat :: AtuORF1 3' UTR) y una casete de expresion génica no diana de la nucleasa de dedos de zinc
(ZFN) (AtUbi10 promotor :: gen ZFN :: AtuORF23 3' UTR). La ZFN expresada en pDAB8210 no se esperaba que se
uniera y escindiera el genoma de plantas Nex710 de B. napus y no debia alterar el fenotipo de estas plantas.

Se regeneraron callos putativos transgénicos que crecian sobre una selecciéon de Herbiace® en plantas (Ejemplo
3.3). Las muestras de hojas se recogieron a partir de las plantas en etapa de 6 hojas de B. napus que crecian en el
invernadero para el analisis de la expresion del ARNm. Seis perforaciones de hojas de cada planta se aislaron y se
colocaron sobre hielo antes de la extraccion del ARN. El ARN total se extrajo usando el kit RNeasy de Qiagen. La
sintesis de ADNc y las diluciones posteriores se completaron como se ha descrito en el Ejemplo 11. El protocolo del
analisis de la expresion para FatB4 y FatB5 a través de gqRT-PCR se ha descrito anteriormente. El analisis de la
expresion de ZFP TF era mas/menos con el ensayo. El ensayo de qRT-PCR del gen de referencia actina se ha des-
crito anteriormente.

La expresion en hojas Ty de los genes FatB4 y FatB5 variaba entre las estructuras artificiales (Fig. 10). La mayor
regulacion al alza del ARNm de FatB4 y FatB5 se observé en eventos de plantas transgénicas pDAB4691 que pro-
ducian incrementos generales de 2,0 - 2,5 en las expresiones del ARNm, en comparacion con controles no transgé-
nicos Nex710 y transgénicos pDAB8210. La expresion de ambos genes era estadisticamente significativa (por deba-
jo de p = 0,05) en comparacion con los controles. Por lo tanto, una caracterizacion adicional de las estructuras artifi-
ciales continu6 con pDAB4691.

Ejemplo 13: Analisis de plantas transgénicas T4

13.1 Analisis de los acidos grasos de semillas T,

Se observo una diferencia significativa en el contenido de C18:0 contenido entre semillas oleaginosas "bajo" y "alto"
del evento pDAB4691-003-049.1 ("evento 49") (Tabla 12). El contenido de C18:0 de la categoria de semillas "baja"
era similar al de las lineas Nex710 (control no transgénico) y pDAB8210 (control transgénico). El contenido de C18:0
en las semillas "alta" se correlacionaba con la expresion de ZFP TF que provocaba una regulacion al alza del o de
los genes FatB. Algunos aumentos de C20:0, C22:0 y C24:0 también se observaron basandose en el flujo de C18:0
a acidos grasos de cadena mas larga. El contenido de C16:0 en semillas individuales no parecia cambiar con ningu-
na de las categorias "baja" o "alta". Este resultado es indicativo del hecho de que ZFP TF de pDAB4691 se une y
regula al alza el o los genes FatB especificos de las reacciones enzimaticas C18:0-ACP a C18:0, en lugar de las
reacciones C16:0-ACP a C16:0 (véase el Ejemplo 1, Fig. 1).
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Tabla 12: Perfil de acidos grasos de semillas individuales T4 medido con analisis FAME

Muestras* Total Sats C16:0 C16:1 C18:0 C20:0 C22:0 C24:0
Evento 49 bajo 6,35 4,11 0,48 1,45 0,46 0,21 0,07
Evento 49 bajo 6,35 3,70 0,35 1,62 0,58 0,30 0,12
Evento 49 bajo 6,49 3,64 0,36 1,66 0,62 0,32 0,18
Evento 49 alto 7,50 3,55 0,42 2,59 0,80 0,34 0,17
Evento 49 alto 7,74 3,63 0,45 2,59 0,88 0,38 0,22
Evento 49 alto 7,93 3,67 0,47 2,82 0,86 0,38 0,17
Media del evento 49 (n = 24) 6,90 3,70 0,40 2,03 0,67 0,31 0,15
DS/DE del evento 49 (n = 24) 0,51 0,14 0,05 0,37 0,10 0,04 0,03
Media de Nex710 (n = 24) 6,47 3,70 0,45 1,79 0,57 0,26 0,11
DS/DE de Nex710 (n = 24) 0,35 0,24 0,06 0,17 0,06 0,04 0,03
Media de 8210 (n = 150) 6,27 3,51 0,34 1,63 0,61 0,33 0,14
DS/DE de 8210 (n = 150) 0,40 0,24 0,07 0,25 0,08 0,05 0,04

* El analisis de acidos grasos se realizd en 24 semillas T individuales del evento 49 y Nex710 y 144 semillas de
pDAB8210 que comprendia seis eventos. Las categorias "bajo" y "alto" representan el contenido en FA especifico de
la semilla individual cuando se ordena en funcion del contenido en C18:0.

13.2 Andlisis de la presencia de ZFP TF en plantas T4

Se plantaron cien semillas T4 del evento 49 se plantaron en el invernadero. Noventa y siete plantas germinaron en
plantulas. El nimero de copias de ZFP TF se estimo utilizando un ensayo de gqRT-PCR de pat como se ha descrito
en el Ejemplo 6.2 para obtener material vegetal aislado de la etapa de 2-4 hojas. El evento 49 contenia multiples
inserciones (~3 inserciones) y 0-7 copias de genes pat, y por lo tanto ZFP TF, que segregaban en la poblacion T;.
Solo se identificé una planta nula a partir de la poblacién Ti.

13.3 Regulacién al alza del ARNm de FatB4 y FatB5 en plantas T,

El analisis de la expresion génica de FatB natural se realizé en las 97 plantas de la poblacion T1 que habia segrega-
do. Se incluyeron plantas no transgénicas Nex710 que se habian plantado al mismo tiempo en el estudio como con-
troles. Seis perforaciones de hojas por planta se recogieron y se colocaron en hielo hasta que se pudo completar la
extraccion de ARN. EI ARN total se extrajo usando el kit RNeasy de Qiagen. La sintesis del ADNc y las diluciones
posteriores se completaron como se ha descrito en el Ejemplo 11. El analisis de la expresion de FatB4, FatB5, tubu-
linay VP16 (ZFP TF) se realizé como se ha descrito anteriormente.

Un analisis estadistico de las relaciones entre FatB4/FatB5y tubulina mostraba tendencias lineales significativas con
la expresion de tubulina (Fig. 11), lo que indicaba que aumentos en la relacion FatB4/FatB5, no tenian una relacion
1:1 con los aumentos en el control endégeno, tubulina. Como prueba, las relaciones no se utilizaron en este analisis
y tubulina se incluyé como una covariable en los modelos de la expresion de FatB4/FatB5. Para eliminar cualquier
colinealidad entre tubulina 'y VP16 (ZFP TF), se ortogonalizaron las matrices de incidencia para las ecuaciones del
modelo.
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El siguiente modelo era adecuado para todos los conjuntos de datos en el estudio actual: en donde estado; es el
estado transgénico de yix (transgénico o nulo/control);

yix = estado; + VP16 transgénico*™+ e

VP16 transgénico* es una regresion lineal sobre VP16 anidado dentro de las lineas transgénicas; y ejx es el residuo
aleatorio. Dado que habia tres mediciones repetidas para cada muestra, se utilizé una estructura residual correlacio-
nada:

L ¢ ¢
R=c 1 ®|¢ 1 ¢
¢ ¢ 1

en donde I, es la matriz de identidad con rango igual al nimero de muestras y @ es la correlacion entre los residuos
de mediciones repetidas.

Los resultados del analisis para el evento 49 detectaron una regulacion al alza significativa en FatB4 con regresiones
anidadas de la expresion de FatB4 en VP16, lo que mostraba pendientes positivas muy significativas (Fig. 12, Tabla
13). Para FatB5, las regresiones anidadas mostraban pendientes positivas para la regulacion al alza y la pendiente
era estadisticamente significativa. Para los eventos de regulacion al alza hay que sefialar que las plantas transfor-
madas y de control no eran de la misma linea, por lo que podria haber algunos factores de confusion de la linea y
efectos de transformacion.

Tabla 13: Resultados para los eventos de regulacion al alza

Evento Gen Efecto” Solucién Valor de P
4691-3-049.001 FatB4 Control transformado 10331.11 <0,00001
VP16 transformado* 0.764E-05 <0,00001
FatB5 Control transformado 5084.09 <0,00001
VP16 transformado* 0.308E-05 <0,00001

AControl transformado = la diferencia en la expresién de minimos cuadrados promedio entre las lineas transforma-
das y las lineas que no eran portadoras de transgenes. VP16 transformado* = regresion de la expresion de
FatB4/FatB5 sobre la expresion de VP16 anidada dentro de las lineas transgénicas.

Plantas T1 del evento 49 se clasificaron después en funcién de las relaciones de expresion de FatB4/tubulina y luego
FatB5/tubulina para encontrar las plantas con mayor expresion para el avance a la generacion Tz en el invernadero.
Ocho de las plantas con mayor expresion de FatB4 se seleccionaron para el avance a la madurez. Seis de estas
plantas eran también las que tenian mayor expresion de FatB5. El numero de copias de ZFP TF en estas plantas de
expresion elevada, variaba de 2-4 copias mientras que el nimero de copias que segregaban en toda la progenie T4
eran 0-7 copias. Para las plantas de control, una planta nula del evento 49 y diez plantas de control Nex710 también
avanzaron a la madurez para recoger las semillas To.

13.4 Andlisis de acidos grasos de semillas T,

El analisis de acidos grasos (FA) se realizé en un volumen de 24 semillas de todas las plantas, como se ha descrito
en el Ejemplo 6.1. El perfil de FA de una planta nula se combiné con diez plantas de control Nex710 para los calcu-
los del perfil de FA de control. Como promedio, se observd un aumento del 12% en el contenido de C18:0 para el
evento 49 en comparacion con el de Nex710 (Tablas 14A y 14B). Este aumento era estadisticamente significativo
con p = 0,05 (Fig. 13). Los FAs de larga cadena, tales como C20:0, C22:0 y C24:0, también mostraron algunos au-
mentos que condujeron a aumentar el contenido en FA total saturados en un 5%. Puesto que la enzima FatB catali-
za la conversion de ACP C18:0 en FA C18:0 libre, se acumulara mas C18:0 como resultado de la regulacion al alza
transcripcional de FatB4 y FatB5 (Fig. 1). EIl pDAB4691 (Ejemplo 6, Tablas 1 y 2) es especifico para ambos genes
FatB4 y FatB5, lo que da como resultado un cambio significativo en el perfil de FA (Tablas 14A y 14B).
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Tabla 14A: Perfil de acidos grasos (C16:0, C16:1, C18:0, C18:1, C18:2 y C18:3) de muestras del evento 49 transgé-
nico y de control Nex710

S.N. ID de la planta Total Sats C16:0 C16:1 C18:.0 C18:1 C18:2 C18:3
1 4691-3-049 (8) 6,42 3,47 0,24 1,61 76,32 11,20 3,562
2 Nexera710 (11) 6,11 3,40 0,23 1,44 76,26 11,25 3,76

Los numeros entre paréntesis en la columna 2 representan el nimero de plantas analizadas.

Tabla 14B: Perfil de acidos grasos (C20:0, C20:1, C20:2, C22:0, C22:1, C24:0, C24:1) de muestras del evento 49
transgénico y de control Nex710

S.N. ID de la planta ID Total Sats C20:.0 | C20:1 C20:2 | C22:0 | C22:1 C24:.0 | C24:1
1 4691-3-049 (8) 6,42 0,66 1,39 0,05 0,43 0,02 0,21 0,18
2 Nexera710 (11) 6,11 0,61 1,43 0,06 0,41 0,02 0,20 0,17

Los numeros entre paréntesis en la columna 2 representan el nimero de plantas analizadas.

No se observaron cambios significativos en el contenido total de C16 con la regulacion al alza de los genes FatB4 y
FatB5 naturales. Es probable que se produzca una catalisis de C16:0-ACP a C16:0 con otros genes FatB pero no
con FatB4 y FatB5, las dianas ejemplificadas para la regulacion al alza usando el disefio de ZFP TF pDAB4691 (Fig.

1).

El contenido en C16:0 de una semilla individual no parece cambiar en las categorias de semillas T1 "bajo" y "alto"
(Tabla 12), lo que es indicativo del hecho que el disefio de ZFP TF pDAB4691 se une mas especificamente a el o los
genes FatB para la reaccion enzimatica C18:0-ACP a C18:0, en lugar de para la reaccion C16:0-ACP a C16:0 (Fig.

1).

Se debe observar que la regulacion al alza de los genes de la sintetasa Il de B-cetoacil-ACP naturales (Ejemplos 1-
6) inducidos por ZFP TF, provocaba diferentes cambios en el perfil de FA en comparacion con regulaciones al alza
del gen FatB4 y FatB5 natural. Por ejemplo, una regulacion al alza del gen de la sintetasa Il de B-cetoacil-ACP cau-
saba una reduccion estadisticamente significativa en los contenidos de C16:0 y C16:1 y un aumento concomitante
del contenido total de C18, en comparacién con sus segregantes nulos (Ejemplo 6, Fig. 6, Tablas 5 y 8). Comparati-
vamente, la regulacion al alza del gen FatB mediada por ZFP-TF provocaba aumentos estadisticamente significati-
vos en el contenido de C18:0, pero ningun cambio aparente en el contenido de C16:0 (Fig. 14). Una vez mas, estos
cambios en los perfiles de FA a través de una regulacion al alza mediada por ZFP TF de los genes de la sintetasa I/
de B-cetoacil-ACP y FatB coinciden en tanto a la ruta de biosintesis de FA (Fig. 1).

Ejemplo 14: Disefio de las estructuras artificiales de ZFP TF para la transformacién de plantas

Cuatro estructuras artificiales fueron disefiadas y construidas para una regulaciéon a la baja transcripcional de los
genes FatB en B. napus L (Tabla 15). Los mejores disefios de ZFP para la regulacion al alza de FatB, 13722 y
13714, se emplearon para la demostracion de la regulacion a la baja de FatB (Ejemplos 9 -13). Estos disefios de
ZFP se fusionaron con una sefial de localizacién nuclear opaque-2 y un dominio de represion consistente en KRAB1
(Hanna-Rose y Hansen, 1996, Trends in Genetics, 12: 229-234) o NtERF3 (Ohta et al., The Plant Cell, 2001,
13:1959-1968), para la construccion de ZFP TFs funcionales. Todos los ZFP TFs se expresaban bajo promotores
especificos de semillas; se utilizd el promotor de proteina de transferencia de lipidos 2 de Arabidopsis thaliana (Pro-
motor AtLTP170) (Genbank ID: NC_003076) o el promotor de la B-faseolina de Phaseolus vulgaris (promotor PvP-
has) (documento de Patente de EE.UU. n° 5.591.605).
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Tabla 15: Detalles de la estructura artificial de ZFP TF para una regulacioén a la baja dirigida de los genes FatB

S.N. | Disefio de N° de estructura Casetes génicas
ZFP artificial
AtLTP170/Op-2* NLS-ZFP-13722-KRAB1/ORF23 3
1 13722 pDAS5203 UTR//AtUbi10/Pat/AtuORF1 3' UTR
AtLTP170/Op-2 NLS-ZFP-13714-KRAB1/ORF23 3
2 13714 pDAS5204 UTR//AtUbi10/Pat/AtuORF1 3' UTR
PvPhas/Op-2-NLS-ZFP13722-KRAB1/Phas 3
3 13722 pDAS5212 UTR//AtUbi10/Pat/AtuORF1 3' UTR
AtLTP170/Op-2 NLS-ZFP-13722-NtERF3/ORF23 3
4 13722 pDAS5227 UTR//AtUbi10/Pat/AtuORF1 3' UTR

* Op-2 = Senal de localizacién nuclear Opaque-2

pDAS5203 es un plasmido binario que contenia las casetes de expresion génicas opaque-2 NLS/13722/KRAB1 y
pat. Esta estructura artificial incluye los siguientes elementos génicos; fusion de AtLTP Promotor 170 :: opaque-2
NLS/13722 dedo de zinc/KRAB1 :: AtuORF23 3'UTR v1 :: AtUbi10 Promotor v2 :: pat v5 :: AtuORF1 3'UTR v4. El
binario se construy6é clonando un fragmento de ADN que contenia la fusion opaque-2 NLS/13722 dedo de
zinc/KRAB1 en un vector donante Gateway. La estructura artificial resultante contenia la casete de expresion génica,
fusion de AtLTP Promotor 170 :: opaque-2 NLS/13722 dedo de zinc/KRAB1 :: AtuORF23 3'UTR v1. Esta estructura
artificial se clond en un binario a través de una reaccion L-R Gateway (Invitrogen, Carlsbad, CA). Esta reaccion pro-
ducia pDAS5203 y se confirmoé mediante digestiones con enzimas de restriccion y reacciones de secuenciacion.

pDAS5204 es un plasmido binario que contenia las casetes de expresion génicas opaque-2 NLS/13714/KRAB1 y
pat. Esta estructura artificial incluye los siguientes elementos génicos; fusion de AtLTP Promotor 170 :: opaque-2
NLS/13714 dedo de zinc/KRAB1 :: AtuORF23 3'UTR v1 :: AtUbi10 Promotor v2 :: pat v5 :: AtuORF1 3'UTR v4. El
binario se construy6é clonando un fragmento de ADN que contenia la fusion opaque-2 NLS/13714 dedo de
zinc/KRAB1 en un vector donante Gateway. La estructura artificial resultante contenia la casete de expresion génica,
fusion de AtLTP Promotor 170 :: opaque-2 NLS/13714 dedo de zinc/KRAB1 :: AtuORF23 3'UTR v1. Esta estructura
artificial se clond en un binario a través de una reaccién L-R Gateway (Invitrogen, Carlsbad, CA). Esta reaccioén pro-
ducia pDAS5204 y se confirmd mediante digestiones con enzimas de restriccion y reacciones de secuenciacion.

pDAS5212 es un plasmido binario que contiene las casetes de expresion génicas opaque-2 NLS/13722/KRAB1 y
pat. Esta estructura artificial incluye los siguientes elementos génicos; fusion de PvPhas Promotor :: opaque-2
NLS/13722 dedo de zinc/KRAB1 :: AtuORF23 3'UTR v1 :: AtUbi10 Promotor v2 :: pat v5 :: AtuORF1 3'UTR v4. El
binario se construy6d clonando un fragmento de ADN que contenia la fusion opaque-2 NLS/13722 dedo de
zinc/KRAB1 en un vector donante Gateway. La estructura artificial resultante contenia la casete de expresion génica,
fusion de PvPhas Promotor :: opaque-2 NLS/13722 dedo de zinc/KRAB1 :: AtuORF23 3'UTR v1. Esta estructura
artificial se clond en un binario a través de una reaccién L-R Gateway (Invitrogen, Carlsbad, CA). Esta reaccion pro-
ducia pDAS5212 y se confirmd mediante digestiones con enzimas de restriccion y reacciones de secuenciacion.

pDAS5227 es un plasmido binario que contiene las casetes de expresion génicas opaque-2 NLS/13722/NtERF3 y
pat. Esta estructura artificial incluye los siguientes elementos génicos; fusion de RB7 MAR v3 :: AtLTP Promotor 170
2 opaque-2 NLS/13722 dedo de zinc/NtERF3 :: AtuORF23 3'UTR v1 :: AtUbi10 Promotor v2 :: pat v5 :: AtuORF1
3'UTR v4. El binario se construyé clonando un fragmento de ADN que contenia la fusién opaque-2 NLS/13722 dedo
de zinc/NtERF3 en un vector donante Gateway. La estructura artificial resultante contenia la casete de expresion
génica, fusion de AtLTP Promotor 170 :: opaque-2 NLS/13722 dedo de zinc/NtERF3 :: AtuORF23 3'UTR v1. Esta
estructura artificial se clond en un binario a través de una reaccién L-R Gateway (Invitrogen, Carlsbad, CA). Esta
reaccion producia pDAS5227 y se confirmé mediante digestiones con enzimas de restriccion y reacciones de se-
cuenciacion.

Las estructuras artificiales se transformaron de manera estable en la variedad Nex710 de B. napus mediante trans-
formacioén mediada por Agrobacterium de explantes de hipocétilo (Ejemplo 3.2 - 3.3). Las plantas Ty que crecian en
invernadero se autopolinizaron y las semillas T+ se recogieron cuatro meses después del trasplante.

Ejemplo 15: Analisis de transgénicos para semillas T1 para 4 estructuras artificiales de ZFP TF

Las semillas T4 se obtuvieron a partir de eventos transgénicos (lineas) 8, 20, 37 y 15 de las estructuras artificiales
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pDAS5203, pDAS5204, pDAS5212 y pDAS5227, respectivamente. Se emplearon cinco semillas de plantas Nex710
como controles. El analisis de los FAs se realizd en 24 semillas individuales de cada uno de los eventos transgéni-
cos T4, como se ha descrito anteriormente en el Ejemplo 6.1, para identificar primero la estructura artificial de ZFP
TF que altera mas eficazmente el perfil de los FA.

15.1 Andlisis de los acidos grasos (FA) de semillas T1

Las estructuras artificiales pDAS5203, pDAS5212 y pDAS5227 producian eventos transgénicos con los perfiles
totales de FA saturados mas bajos, en comparacion con el control Nex710 (Tabla 16). Las diferencias por parejas
entre cada uno de los dos eventos de estructuras artificiales, pPDAS5203 y pDAS5212 y el control Nex710 eran signi-
ficativas (p = <0,005). Sin embargo, la diferencia por parejas de pDAS5227 mostraba una fuerte tendencia (p =
0,06). Uno de los eventos de pDAS5203 tenia el contenido total mas bajo de FA saturados, de un 5,3% (no se mues-
tra), en comparacion con el promedio de 6,38% en el control Nex710. Esta es una reduccion del 17% en los FAs
totales saturados.

Tabla 16A: Perfil de FA en semillas T1 de multiples eventos transgénicos de estructuras artificiales

N° de estructura artifi- | Tipo de analisis | Total Sats | C14:0 | C16:0 | C16:1 C18.0 |C18-1 | C18:2 | C18:3
cial

pDAS5212 Media (n=37)* 6,00 0,05 | 3,60 | 0,24 1,38 75,88 | 12,24 | 3,41
pDAS5212 DS/DE (n=37) 0,21 0,01 0,20 | 0,02 0,14 1,36 1,03 | 0,41
pDAS5212 Valor de p** 0,01 0,07 | 0,89 | 047 |<0,0001 | 0,39 | 0,37 | 0,94
pDAS5204 Promedio (n=20) 6,26 0,05 | 3,52 | 0,25 1,65 76,33 | 11,52 | 3,58
pDAS5204 DS/DE (n=20) 0,29 0,01 0,15 | 0,02 0,16 0,78 | 0,66 | 0,30
pDAS5204 Valor de p 0,43 0,72 | 0,52 | 0,69 0,32 0,16 | 0,04 | 0,34
pDAS5203 Promedio (n=8) 5,98 0,05 | 3,68 | 0,26 1,33 75,32 | 12,74 | 3,55
pDAS5203 DS/DE (n=8) 0,36 0,01 0,25 | 0,05 0,13 1,76 1,31 0,47
pDAS5203 Valor de p 0,02 0,06 | 0,45 | 0,96 | 0,0001 09 | 0,98 | 0,49
pDAS5227 Promedio (n=15) 6,09 0,03 | 3,63 | 0,32 1,32 75,43 | 12,32 | 3,73
pDAS5227 DS/DE (n=15) 0,35 0,00 | 0,29 | 0,09 0,12 1,69 1,36 | 0,37
pDAS5227 Valor de p 0,07 0,002 | 0,69 | 0,012 | <0,0001 | 0,84 | 0,48 0,1

Nex710 Promedio (n=5) 6,38 0,04 | 3,59 | 0,26 1,73 75,28 | 12,76 | 3,40
Nex710 DS/DE (n=5) 0,61 0,01 0,15 | 0,03 0,49 3,00 | 2,76 | 0,43

* Los numeros entre paréntesis indican el nimero de eventos incluidos en el andlisis.

**Un valor de p igual o menor que 0,05 se consideraba estadisticamente significativo y se calculé con el programa
informatico JMP.

Tabla 16B: Perfil de FA en semillas T1 de mdltiples eventos transgénicos de estructuras artificiales

N° de estructura artificial Tipo de analisis Cargototal | C20:0 | C20:1 | C20:2 | C22:0 | C24:0 | C24:1
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N° de estructura artificial Tipo de analisis Cargototal | C20:0 | C20:1 | C20:2 | C22:0 | C24:0 | C24:1

pDAS5212 Media (n=37)* 6,00 0,54 1,33 0,06 0,30 0,13 0,08
pDAS5212 DS/DE (n=37) 0,21 0,04 0,11 0,01 0,03 0,05 0,04
pDAS5212 Valor de p** 0,01 0,03 0,003 0,14 0,76 0,26 0,23
pDAS5204 Promedio (n=20) 6,26 0,59 1,20 0,05 0,32 0,13 0,11
pDAS5204 DS/DE (n=20) 0,29 0,06 0,17 0,01 0,05 0,05 0,03
pDAS5204 Valor de p 0,43 0,79 0,20 0,87 0,68 0,29 0,63
pDAS5203 Promedio (n=8) 5,98 0,51 1,28 0,05 0,29 0,12 0,11
pDAS5203 DS/DE (n=8) 0,36 0,03 0,15 0,01 0,02 0,01 0,05
pDAS5203 Valor de p 0,02 0,006 | 0,048 0,42 0,56 0,55 0,84
pDAS5227 Promedio (n=15) 6,09 0,56 1,39 0,06 0,39 0,15 0,16
pDAS5227 DS/DE (n=15) 0,35 0,07 0,23 0,01 0,10 0,08 0,05
pDAS5227 Valor de p 0,07 0,21 | 0,0005 | 0,066 | 0,008 | 0,081 | 0,004
Nex710 Promedio (n=5) 6,38 0,60 1,10 0,05 0,31 0,11 0,10
Nex710 DS/DE (n=5) 0,61 0,13 0,09 0,01 0,07 0,05 0,08

* Los numeros entre paréntesis indican el nimero de eventos incluidos en el andlisis.

**Un valor de p igual o menor que 0,05 se consideraba estadisticamente significativo y se calculé con el programa
informatico JMP.

Los perfiles de FAs especificos de los eventos pDAS5203, pDAS5212 y pDAS5227 daban como resultado una re-
duccion del 21-25% en C18:0, en comparacion con Nex710 (Fig. 15A). Todas esas diferencias eran estadisticamen-
te significativas con p = 0,001 o menor (Tabla 16). Otros FAs de cadena larga, C20:0, C22:0 y C24:0 también mos-
traron disminuciones en la concentracion. Sin embargo, no se observaron cambios en el contenido de C16:0, lo que
daba como resultado un aumento significativo del contenido en C16:0/C18:0 en los tres eventos transgénicos de
estructuras artificiales (Fig. 165B).

El perfil de FA de semillas transgénicas pDAS5227 mostraba una clara diferencia en comparacion con pDAS5203 y
pDAS5212. Una reduccion del 23% en el contenido de C14:0 (p = 0,002) y un aumento del 19% en C16:1 (p = 0,01)
se observaron en semillas pDAS5227, en comparacion con Nex710 (Fig. 16A y B, Tabla 16). El disefio del ZFP TF
pDAS5227 es idéntico al de pDAS5203 y pDAS5212, excepto por la presencia de un dominio de regulacion a la baja
ERF3 fusionado a ZFP en lugar de un dominio KRAB1 (Tabla 15).

Un disefio de ZFP diferente, 13714, presente en pDAS5204 no era tan eficaz en la reduccién de C18:0, en compara-
cion con el disefio 13722 (Tabla 16). A diferencia del disefio 13722, que se une tanto al gen FatB4 como a FatB5, el
disefio 13714 se une solo al gen FatB5 (Ejemplo 9, Tabla 10B).

15.2 Identificacion de plantas para el andlisis del ARNm

Dos eventos transgénicos, 5212[1]-004 y 5227[4]-012, que se produjeron mediante una transformacion con las es-
tructuras artificiales pDAS5212 y pDAS5227, respectivamente, se seleccionaron para un analisis de regulacion a la
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baja transcripcional de FatB5. Se plantaron de cincuenta a cien semillas T4 en el invernadero y se cultivaron las
plantas. Se recogieron cuatro perforaciones de hojas de las plantas en la etapa de 2-3 hojas. Este material de la
planta se analizé para determinar el nimero de copias de ZFP TF usando un ensayo qRT-PCR de pat (Ejemplo 6.2).
A continuacion se seleccionaron las plantas aleatorias nulas para ZFP y positivas para ZFP para un avance a la
madurez para recoger las semillas T, (Tabla 17). Vainas inmaduras de las mismas plantas se recogieron 25 dias
después de la floracion (DAF) para un analisis del ARNm de FatB. Ambos eventos segregaban como una sola copia.
Estos eventos se marcaron como 5212-4 y 5227-12.

Tabla 17: Escrutinio de eventos transgénicos para la identificacion de plantas positivas y nulas para ZFP

Nombre del evento Semillas/plantas T1 N° de plantas | N° de copias | N° de plantas en T2
semillas plantadas 50
semillas germinadas 49
17 cero 5
5212-004 26 1 copia 3
Escrutinio del nimero de copias de pat
5 2 copias 4
1 NT*
Prueba Chi 0,04
semillas plantadas 100
semillas germinadas 96
19 cero 4
5227-12 32 1 copia 3
Escrutinio del nimero de copias de pat
27 2 copias 4
18 NT *
Prueba Chi 0,034

* NT = no ensayado.

15.3 Extraccién de ARN y desarrollo del ensayo gRT-PCR

Se aislo ARN a partir de semillas inmaduras de Brassica con el kit para plantas RNAeasy® de Qiagen (Valencia, CA).
Las semillas se colocaron en tubos de racimo que contenian tampén RLT (Qiagen)/B-mercaptoetanol (BME) y un
lecho de acero inoxidable. Las muestras se pusieron en una bandeja de tubos en racimo y se homogeneizaron a 500
golpes por minuto durante 5 minutos en un molino de perlas (Kleco, Visalia, CA). La bandeja de tubos se gir6 180
grados y se homogeneiz6 durante 5 minutos adicionales. Las muestras se transfirieron a continuacion a tubos de 1,5
ml Eppendorf y se centrifugaron durante 5 minutos a 20.000 x g y el material sobrenadante se transfirié a un tubo
nuevo. El ARN se aislé como se describe en el protocolo de los fabricantes (Qiagen, Valencia, CA). El ARN se eluyo
de las columnas con 50 uL de agua exenta de ARNasa gua y las muestras de ARN se cuantificaron con un
NanoDrop 8000 de Thermo Scientific (Wilmington, DE).

De diez a veinte microgramos de ARN se trataron con ADNasa TURBO exenta de ADN (numero de catalogo
AM1907; Applied Biosystems, Foster City, CA) en tubos de 1,5 ml exentos de ARNasa/ADNasa para eliminar el ADN
gendmico. Para cada muestra de ARN se prepar6 una reaccion de cincuenta microlitros que contenia ARN, 1X tam-
pon de ADNasa y 2 unidades de ADNasa TURBO. Las reacciones se incubaron a 37°C durante 30 minutos. Se
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afadieron cinco microlitros (5 pl) de reactivo de inactivacion de ADNasa a cada tubo y se mezclaron. Las muestras
se incubaron a temperatura ambiente durante tres minutos, se mezclaron de nuevo y se incubaron a temperatura
ambiente durante dos minutos adicionales. Las muestras se centrifugaron a 20.000 x g durante cinco minutos. Cua-
renta microlitros (40 ul) del material sobrenadante se eliminaron, dejando detras la suspension de inactivacion de
ADNasa. Cada muestra tratada con ADNasa se cuantificd con Nanodrop, de modo que se podian utilizar cantidades
equivalentes de ARN para la sintesis de ADNc.

El ADN complementario (ADNCc) se prepard para cada muestra de ARN utilizando el kit de ADNc High Capacity (Ap-
plied Biosystems, Foster City, CA). Brevemente, se utilizaron 1,5 uyg de ARN como molde en una reaccién de cin-
cuenta microlitros que contenia 1X tampoén de transcripcion inversa, 1x dNTPs, 1X oligémeros aleatorios y 125 uni-
dades de transcriptasa inversa Multiscribe. Ademas, se prepararon reacciones de control noRT para cada una,
usando 1,5 pyg de ARN tratado con ADNasa en las mismas condiciones que anteriormente sin la transcriptasa inver-
sa Multiscribe. Todas las muestras se incubaron a 25°C durante 10 minutos, 37°C durante 2 horas, 85°C durante 5
minutos y durante la noche a 4°C.

Los cebadores y las sondas se disefiaron con el programa informatico Primer Express 3 de Applied Biosystems
(Foster City, CA) para FATB, KASII, ERF3, KRAB1 y tubulina. Los cebadores se sintetizaron mediante Integrated
DNA Technologies (Coralville, IA). A continuacion se muestran las secuencias de los cebadores:

SEQ ID NO: 63: FATBS directo - 5 TCGCTGCCATAACAACCATTT 3}

SEQ ID NO: 64: FATBS inverso - 5 CGCCTGGGTTTCCAGTCA 3

SEQ ID NO: 65: KRAB1 directo - 5' AAGGATGTGTTCGTGGATTTCA 3';
SEQ ID NO: 66: KRAB1 inverso - 5 CACAATCTGCTGTGCAGTATCAAG 3
SEQ ID NO: 67: ERF3 directo - 5' GCGGGCGGGAGTTGTTA 3

SEQ ID NO: 68: ERF3 inverso - 5' CCCCATCGGCGTTACATG 3

SEQ ID NO: 69: TUBULINA directo -5' GAAGCTGAGAACAGCGATTGC 3}
SEQ ID NO: 70: TUBULINA inverso - 5 GTTCCTCCTCCCAACGAATG 3.
Las sondas se sintetizaron con 6FAM/MGB mediante Applied Biosystems (Foster City, CA):
SEQ ID NO: 71: sonda de FATB5S 6FAM TTTCTCAGCCGCCA,;

SEQ ID NO: 72: sonda de KRAB1 6FAM TAGGGAAGAGTGGAAGCT;

SEQ ID NO: 73: sonda de ERF3 6FAM CAGGCCTCAGCCTT;y

SEQ ID NO: 74: sonda de TUBULINA 6FAM TACAAGGTTTCCAAGTTT

La expresion génica de FatB, ERF3, KRAB1 y tubulina se evalué con PCR en tiempo real con un aparato Applied
Biosystem 7900HT (Foster City, CA). Una curva estandar se preparo6 utilizando partes alicuotas de varias muestras
de ADNCc dentro de los diferentes grupos para establecer el rango dinamico y la eficiencia del ensayo. Se realizaron
después diluciones en serie 1:5 y 1:4 de la dilucion inicial. Cada muestra de ADNc se diluyé 1:50 con Tris 10 mM, pH
7,5. Las reacciones de PCR se prepararon en un volumen de veinte microlitros que contenia 1X la mezcla maestra
Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems; Foster City, CA), 0,8 uM de cebadores directos e inversos, 0,2
MM de la sonda 6FAM/MGB especifica del gen y 4 microlitros de ADNc diluido. Todas las reacciones se realizaron
con las siguientes condiciones en el Applied Biosystem 7900HT con la version 2.4 del programa informatico SDS:
Etapa 1) 50°C durante 2 minutos; Etapa 2) 95°C durante 10 minutos; Etapa 3) a 95°C durante 15 segundos y; Etapa
4) a 60°C durante 1 minuto. Las etapas 3 y 4 se repitieron durante 39 ciclos adicionales. La expresion génica de
tubulina se evalud en cada placa mientras que FatB, ERF3 y KRAB1 se ejecutaron por separado. Todas las reaccio-
nes se llevaron a cabo por triplicado.

Las curvas de calibracién se evaluaron para la regresion y la pendiente y los valores umbrales se ajustaron segun
fue necesario. Las muestras noRT (controles negativos para la transcriptasa inversa que contenian ARN con todos
los componentes de la reaccion de ADNc, excepto la transcriptasa inversa) se compararon con las muestras corres-
pondientes para asegurar que una diferencia de Ct de 5 a 7 estaba presente. Los datos se importaron a Excel para
su analisis. El valor promedio de la cantidad de FatB, ERF3 y KRAB1 se normaliz6 a la cantidad promedio de tubuli-
na y se indicé como las relaciones de la expresion entre FatB'y tubulina.

15.4 Andlisis de la regulacion a la baja del ARNm de FatB5 especifica de semillas en semillas inmaduras

Los resultados mostraron que la regulacion a la baja del ARNm de FatB, 25 dias después de la floracion (DAF) en
semillas inmaduras, dependia del estado de la cigosidad de las plantas T1. Por ejemplo, no se observo una regula-
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cion a la baja aparente del ARNm de FafB5 en las plantas heterocigotas (1 copia) de semillas inmaduras 5227-12
(Fig. 17). Sin embargo, cuando la expresion de ZFP TF aumentaba a 2 veces en las plantas homocigotas (2 copias),
se observo una reduccion del 21% en la expresion del ARNm de FatB5 (p = 0,025). Se obtuvieron resultados simila-
res en otro evento, 5212-4, de una estructura artificial diferente, pPDAS5212. En este evento, de nuevo, no se obser-
v6 una regulacion a la baja aparente de FatB5 en las plantas heterocigotas (Fig. 18). Sin embargo, una reduccion del
15% en los transcritos de FatB5 se observo en las plantas homocigotas cuando la expresion de ZFP TF aumentaba.

Las plantas nulas, heterocigotas y homocigotas de ambos eventos avanzaron hasta la madurez y el perfil de los FAs
se determind en una agrupacion de 24 semillas de cada planta. Este proceso de separar por segregacion los linajes
nulos de los linajes que contenian ZFP TF, permitia diferencias en el perfil de los FAs, lo que reflejaba mas de cerca
la presencia del ZFP TF.

15.4 Andlisis del perfil de los FAs en semillas maduras T,

Los perfiles de los FAs en semillas maduras T» variaban dependiendo de la cigosidad de ZFP TF de la planta madre
T1 para el evento 5227-12 (Tablas 18A y 18B). Aunque las plantas T1 heterocigotas no mostraron ninguna regulacion
a la baja aparente del ARNm de FatB en 25 semillas inmaduras DAF, su perfil de los FAs en las semillas mostraba
una reduccion del 8% de contenido en C18:0. No se observo ninguna reduccion significativa del contenido en C16:0.
Ademas, se observaron aumentos menores en C18:1 (oleico) y los posteriores FAs corriente abajo, dando como
resultado una reduccién del 5,5% en total de los FAs totales saturados (Tablas 18A y 18B, Fig. 19). Cuando las
plantas T1 5227-12 eran homocigotas para ZFP TF, el ARNm de FatB se regul6 a la baja de manera significativa. El
perfil de los FAs de esas semillas T, era diferente. Un aumento del 11% en el contenido de C16:1 se observo, pro-
duciendo una reduccion del 2,7% en los FAs totales saturados (Tablas 18A y 18B). Sin embargo, no se observé
ninguna reduccion adicional de C18:0, en comparaciéon con las plantas heterocigotas. Estos cambios estaban de
acuerdo con el perfil de los FAs de semillas maduras T+ (Ejemplo 15.1).

Tabla 18A: Perfil de los FAs indicados de semillas T2 maduras del evento 5227-12

ID de la planta | N°de Total |C14:0 C16:0 C16:1|C18:0| C18:1 C18:1 (vac- Total |C18:2 |C18:3

copias | Sats (Oleico) cénico) C18:1
Media de
5227-12 (n=4) 0 7,21 | 0,05 | 4,00 0,28 | 2,06 71,47 5,27 76,74 10,92 | 3,22
DS/DE de
5227-12 (n=4) 0 0,21 | 0,01 | 0,09 H 0,02 | 0,10 0,56 0,29 0,62 0,29 | 0,34
Media de
5227-12 (n=3) 1 6,84 | 0,05 | 3,82 | 0,25 | 1,88 71,99 4,88 76,87 11,03 | 3,33
DS/DE de
5227-12 (n=3) 1 0,33 | 0,01 | 0,33 | 0,03 | 0,04 0,50 0,19 0,32 0,05 | 0,31
Media de
5227-12 (n=4) 2 7,00 | 0,05 | 3,9 | 0,30 | 1,91 70,99 5,09 76,08 11,62 | 3,30
DS/DE de
5227-12 (n=4) 2 0,29 | 0,00 | 0,47 | 0,03 | 0,40 1,50 0,25 1,44 1,21 | 0,26
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Tabla 18B: Perfil de los FAs de semillas T2 maduras del evento 5227-12

ID de la planta N° de copias Total Sats | C20:0 | C20:1 | C20:2 | C22:.0 | C24:.0 | C24:1
Media de 5227-12 (n=4) 0 7,21 0,64 1,01 0,04 0,27 0,13 0,09
DS/DE de 5227-12 (n=4) 0 0,21 0,03 0,02 0,01 0,01 0,03 0,01
Media de 5227-12 (n=3) 1 6,84 0,62 1,07 0,04 0,28 0,12 0,09
DS/DE de 5227-12 (n=3) 1 0,33 0,02 0,11 0,00 0,03 0,02 0,01
Media de 5227-12 (n=4) 2 7,00 0,62 1,06 0,04 0,27 0,12 0,08
DS/DE de 5227-12 (n=4) 2 0,29 0,09 0,03 0,01 0,03 0,03 0,01

Se obtuvieron resultados similares en los perfiles de los FAs de semillas maduras T, del evento 5212-4. En las semi-
llas de plantas heterocigotas, una reduccion del 5,5% en el contenido de C18:0 se observé como resultado de una
reduccién de los FAs totales saturados del 3,2% (Tabla 18, Fig. 20). También se observé un aumento menor de
C18:1; de lo contrario, las concentraciones de los FAs restantes mostraron disminuciones menores. Plantas homoci-
gotas no mostraron una mayor reduccién en el contenido de C18:0, en comparacioén con la de las plantas hemicigo-
tas, a pesar de una regulacion a la baja significativa del ARNm de FatB.

En resumen, la regulacion transcripcional a la baja del gen FatB5 con expresion especifica de la semilla de ZFP TFs
se ha demostrado en estos ejemplos. Los ZFP TFs eran eficaces en conferir una regulacion transcripcional a la baja
del gen FatB5 diana en semillas homocigotas T2. Sin embargo, la reduccién de C18:0 en semillas homocigotas T2
no era mas que la de las semillas T2 segregantes. Estos resultados indican que las copias homocigotas de ZFP TF
pueden estar desencadenando un mecanismo de retroalimentacion para ajustar el perfil de los FAs, ya que los ge-
nes FatB son indispensables para el crecimiento y desarrollo de las plantas (Bonaventure et al., The Plant Cell, 2003
15: 1020-1033). Es de destacar que la regulacion a la baja del ARNm de FatB mediada por ZFP TF en semillas
inmaduras, esta inversamente relacionada con la regulacion al alza de FatB para los cambios en el contenido de
C18:0.

Estos ejemplos muestran que los efectos dirigidos de ZFP TF sobre los genes FatB naturales, alteraban especifica-
mente la cantidad de ARNm de FatB, produciendo de este modo cambios especificos y heredables en el perfil de los
FAs en B. napus.

Tabla 19A: Perfil de los FAs de semillas T2 del evento 5212-4 con diferentes niveles de cigosidad

N° de planta N° de copias | % de Sats total | C14:0 | C16:0 | C16:1 | C18:0 | C18:1 | C18:2 | C18:3
Media de 5212-4 (n=5) 0 7,02 0,05 | 394 | 0,32 | 1,88 | 76,03 | 11,17 | 3,50
DS/DE de 5212-4 (n=5) 0 0,29 0,01 | 0,18 | 0,02 | 0,12 | 1,44 | 1,06 | 0,56
Media de 5212-4 (n=5) 1 6,79 0,04 | 3,83 | 0,32 | 1,81 | 76,86 | 10,74 | 3,36
DS/DE de 5212-4 (n=5) 1 0,19 0,00 | 0,07 | 0,01 | 0,17 | 0,26 | 0,31 | 0,11
Media de 5212-4 (n=5) 2 6,96 0,04 | 3,89 | 0,32 | 1,89 | 76,38 | 11,00 | 3,38
DS/DE de 5212-4 (n=5) 2 0,24 0,00 | 0,08 | 0,01 | 0,16 | 0,81 | 0,78 | 0,30
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Tabla 19B: Perfil de los FAs de semillas T2 del evento 5212-4 con diferentes niveles de cigosidad

N° de planta N° de copias % de Sats total
Media de 5212-4 (n=5) 0 7,02
DS/DE de 5212-4 (n=5) 0 0,29
Media de 5212-4 (n=5) 1 6,79
DS/DE de 5212-4 (n=5) 1 0,19
Media de 5212-4 (n=5) 2 6,96
DS/DE de 5212-4 (n=5) 2 0,24

Lista de secuencias

<110> DOW AGROSCIENCES LLC et al.

C20:0 | C20:1
0,64 1,16
0,07 0,06
0,62 1,11
0,05 0,03
0,63 1,12
0,07 0,05

C20:2 | C22:0 | C24:0 | C24:1

0,04

0,01

0,04

0,00

0,05

0,01

0,33

0,04

0,31

0,03

0,31

0,03

0,20

0,05

0,18

0,02

0,21

0,05

0,11

0,01

0,10

0,00

0,10

0,01

<120> PROTEINAS CON DEDOS DE ZINC MODIFICADAS GENETICAMENTE QUE SE DIRIGEN A GENES VE-
GETALES IMPLICADOS EN LA BIOSINTESIS DE ACIDOS GRASOS

<130> 8325-4006.40

<140> PCT/US2010/002817
<141>2010-10-22

<150> 61/279,528
<151> 2009-10-22

<160> 96
<170> PatentIn version 3.5

<210>1

<211> 38

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 1
cgcggatccg aacactgegt ttgetggctt tgatgaaa 38

<210> 2

<211> 35

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 2
ctcgagctgc tactgctagt tccggtggag gagcec 35

<210> 3

<211> 736

<212> DNA

<213> Brassica napus

<400> 3
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gaattcgccce
gtctccacge
atcgatttce
agattctcte
ttctgetete
tacgcatctce
ggagattccc
cagctcacca
tacaatgcct
aggttgactc
atggaaaagg
acaggcatgg
ctacaagggce
<210>4

<211>732
<212> DNA

ttcgecggatce
acgagtttac
tccctcettaa
ttcacccttt
tctetetcte
cgctatgcac
gacaagccgt
aatgctctgg
tgtcttectet
gagctgctac
aagccaaggt
gagttgaaac

gaattc

<213> Brassica napus

<400> 4
gaattcgccce

cttttgacgt
gatcgagatc
ttaccgctag
tegtettetg
cttcctgtta
acggcggcgg
gcagacgaca
tegtcactac
cgaactctgt
gtggaggagc
cccctacgga
aagggcgaat
<210>5

<211>7
<212> PRT

ttcgecggatce
ctccacgtac
gagatcgaga
attctctctt
ctctctcaca
cgcatctceg
agattcccga
gctcaccaaa
ttectttggg
ttctctcaat
catggcectgtt
gcagcgecegt

tc

<213> Secuencia Artificial

<220>

cgaacactgc
gcatcccaga
acctctctcet
tctegececett
agcactcttce
ctggttcgte
cgctctcaaa
atcecggtage
cttcggatcg
tgctagttcce
tgacaacaaa

atcactaggt

cgaacactgc
gagtttacge
tcgatttcect
caccctttte
gcactcttet
ctatgcacct
caagccgtcet
tgcttggetce
ccttgcaatce
cgaaaccaga
gcgatggata

gttgtggtga
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gtttgctgge
cgcectectta
ctctecgtgaa
ccttectete
gccatggtgg
gccgectgea
tctaccggge
agcactactt
aactctgttt
ggtggaggag
cctectacgg

catgaccctg

gtttgctgge
atccagacgce
ccctetetet
tecgececttee
ctttagctat
ggttcgtcge
ccctcaaatce
tttctggatce
actacaatgc
ggaggttgaa
tgcaaaagga

caggcatggg

tttgatgaaa
gagagaagag
tctcatttee
ctcattactt
gtgctgectge
tgtcegtete
ggagtcgtcg
cctttgggee
ctctcaatcg
ccatggcetgt
agcagcgccg

acacctttta

tttgatgaaa
ctcgttagag
ctcgtgaatc
ttctectcat
ggtgggtggt
tgcttgecatg
taccgggcgg
cggtagcgtt
cttgtecttet
tctggetget
agccaaggtt

agttgaaaca

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 5

Arg Ser Asp Asn Leu Ser Val

1
<210>6

5

56

atcttttgac
agagatcgag
ctttgeeget
ttttgtegte
gtcttectgt
ccacggcegge
aagcagacaa
ttgcaatcac
aaaccagagg
tgcgatggat
ggttgttgtg

tgagaatctc

atgtatgtat
agaagagaga
tcatttcecce
tatttttttg
gctgegtett
tcegtetece
agtcgtcgaa
caggaggctc
ctctteggat
gctagttecceg
gacaacaaac

tcactaggtce

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

736

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720
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<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético
<400> 6

Gln Lys Ile Asn Leu Gln Val

1 5

<210>7

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético
<400>7

Arg Ser Asp Thr Leu Ser Glu

1 5

<210> 8

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético
<400> 8

Thr Arg Ser Ser Arg Ile Asn

1 5

<210>9

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético
<400> 9

Arg Ser Asp Ala Leu Ala Arg

1 5

<210>10

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético
<400> 10

Arg Ser Asp His Leu Ser Ala

1 5

<210> 11

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético
<400> 11

Thr Ser Ser Ser Arg Ile Asn

1 5
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<210> 12

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 12
Arg Ser Asp Asn Leu Ala Arg
1 5

<210> 13

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 13
Asp Arg Ser His Leu Ala Arg
1 5

<210> 14

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 14
Arg Ser Asp Asn Leu Ser Glu
1 5

<210> 15

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 15
Arg Asn Ala His Arg Thr Thr
1 5

<210> 16

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 16
Gln Ser Gly Asn Leu Ala Arg
1 5

<210> 17

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 17
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Arg Ser Asp His Leu Ser Glu
1 5

<210> 18

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 18
Gln Lys Ala Asn Arg Thr Lys
1 5

<210> 19

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 19
Arg Ser Asp Asp Leu Thr Arg
1 5

<210> 20

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 20
Thr Ser Ala Asn Leu Ser Arg
1 5

<210> 21

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 21
Arg Ser Asp Asp Leu Ser Lys
1 5

<210> 22

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 22
Arg Ser Ala Asn Leu Thr Arg
1 5

<210> 23

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético
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<400> 23
Asp Lys Ser Asn Arg Lys Lys
1 5

<210> 24

<211> 18

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 24
cgtggagacg tcaaaaga 18

<210> 25

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 25
aaggaagggc gagaaaaggg 20

<210> 26

<211>17

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 26
agatgcgtaa caggaag 17

<210> 27

<211>17

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 27
ctaccgggceg gagtcgt 17

<210> 28

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 28
ttgactcgag ctgctactgc 20

<210> 29

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 29
tttccatatc catcgcaaca 20

60



10

15

20

25

30

35

40

<210> 30
<211> 447
<212> DNA

<213> Brassica napus

<400> 30
actcagcact

gcacctggtt
ccgtegetet
ctggatccgg
ctctcttegg
ctactgctag
aggttgacaa
aaacatcact
<210> 31

<211>19
<212> DNA

cttcgcecatg
cgtcgeegee
caaatctacc
tagcagcact
atcgaactct
ttcecggtgga

caaacctcct

aggtcaaggg

<213> Secuencia Artificial

<220>

gtgggtgctg
tgcatgtccg
gggcggagtc
acttcctttg
gtttctctca
ggagccatgg
acggagcagc

cgaattc

ES 2 657067 T3

ctgegtcette
tctceccacgg
gtcgaagcag
ggccttgcaa
atcgaaacca
ctgttgcgat

gcegggttgt

ctgttacgca
cggcggagat
acaacagctc
tcactacaat
gaggaggttg
ggatatggaa

tgtgacaggce

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 31

acagcgattg cctacaagg

<210> 32
<211> 22
<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>

19

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 32

agatggttaa gatcaccaaa gg

<210> 33
<211> 24
<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>

22

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 33

aaggaagagg aaggagtcta acag 24

<210> 34
<211> 18
<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 34

cttctgctct ccaccgta 18

<210> 35
<211> 24
<212> DNA

61

tctececgetat
tcececgacaag
accaaatgct
gcecttgtett
actcgagctg
aaggaagcca

atgggagttg

60

120

180

240

300

360

420
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<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 35
ggtcaacgga tcaggatatt cttg 24

<210> 36

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 36
ccatgttggc aaaggcaacc 20

<210> 37

<211> 29

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 37
acaagagtgg attgatgatc tagagaggt 29

<210> 38

<211> 29

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 38
ctttgatgcc tatgtgacac gtaaacagt 29

<210> 39

<211> 29

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Sonda sintética

<400> 39
ccagcgtaag caataccagc cacaacacc 29

<210> 40

<211> 23

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 40
cctctctace accgtctcac atg 23

<210> 41

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
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<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 41

gatctggccg gactgtttca

<210> 42
<211> 25
<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>

20

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Sonda sintética

<400> 42

cgctcctcag ctaccacctc aacca

<210> 43
<211> 22
<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>

25

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 43

tcgatcttga tatgttggga ga

<210> 44
<211> 20
<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>

22

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 44

aggtgcagaa tcatgtggtg

<210> 45
<211> 16
<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>

20

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Sonda sintética

<400> 45

ttgatggtga agatgt 16

<210> 46
<211>718
<212> DNA

<213> Brassica napus

<400> 46
gaattcgccce

atgtatcttt
gagrgagatc
ttccecttac
tttttgtegt
gcgtettett

gtctccecacg

ttcgecggatce
tgacgtctce
gagatcgaga
cgctagattc
cttctgetcet
cctgttacge

gcggcggaga

cgaacactgc
acgtacgagt
tcgagatcga
tctcttcacce
ctewcakewe
atcteccgceta

ttceccgacaa

gtttgctgge tttgatgaaa
ttacgcatce agacgccteg
tttcctcecet ctecteteteg
cttttctege ccttecttet
tcwkcewctcet tmgcyatggt
tgcacctggt tcgtegeyge

gccgtckeye tcaaatctac

63

gcttgtatgt
ttagagagaa
tgaatctcat
cctcattatt
gggtgstgct
ytgcatgtcc

cgggcggagt

60

120

180

240

300

360
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cgtcgaagca gacaacagct caccaaatgc tctggatccg gtagcagcac tacttcecttt
gggccttgeca atcactacaa tgccttgtcect tctctetteg gatcgaacte tgtttetcete
aatcgaaacc agaggaggtt gamtcgwgect gctrctgcta gttccggtgg aggagccatg
gctgttgega tggatatgca aaaggaagcc aaggttgaca acaaaccccc tacggagcecar

cgcegtgttg tggtgacagg catgggagtt gaaacatcac taggtcaagg gcgaattce

<210> 47

<211> 28

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 47
aacgaaagga gatcgagaga ggagagag 28

<210> 48

<211> 28

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 48
cgaaagggag atcgagagag gcaccgca 28

<210> 49

<211> 28

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 49
aaggagaact ttagggtttg gggagact 28

<210> 50

<211> 28

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 50
aaggagaatt ttagggtttg gggagact 28

<210> 51

<211> 28

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 51
ctccgaagag attggcgtaa cacttcgt 28

<210> 52

<211> 28

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

64
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<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 52
ctccgaagag attggcgtaa ccttcatt 28

<210> 53

<211> 21

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 53
ctttgaacgc ttatcttcct ¢ 21

<210> 54

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 54
ttccacaaca tctccccaag 20

<210> 55

<211> 14

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Sonda sintética

<400> 55
ctcaggctcc acce 14

<210> 56

<211> 21

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 56
ctttgaaagc tcatcttcct ¢ 21

<210> 57

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 57
ttccacaaca tctccccaag 20

<210> 58

<211> 16

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda sintética
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<400> 58
aaccttcatc ctccca 16

<210> 59

<211> 22

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 59
tcgatcttga tatgttggga ga 22

<210> 60

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 60
aggtgcagaa tcatgtggtg 20

<210> 61

<211> 21

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 61
acgagctacc tgacggacaa g 21

<210> 62

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 62
gagcgacggc tggaagagta 20

<210> 63

<211> 21

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 63
tcgctgccat aacaaccatt t 21

<210> 64

<211> 18

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 64
cgcctgggtt tccagtca 18
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<210> 65

<211> 22

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 65
aaggatgtgt tcgtggattt ca 22

<210> 66

<211> 24

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 66
cacaatctgc tgtgcagtat caag 24

<210> 67

<211>17

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 67
gcgggcggga gttgtta 17

<210> 68

<211>18

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 68
ccccatcggc gttacatg 8

<210> 69

<211> 21

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 69
gaagctgaga acagcgattg ¢ 21

<210>70

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 70
gttcctecte ccaacgaatg 20

<210> 71
<211> 14
<212> DNA
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<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda sintética

<400> 71
tttctcagcc geca 14

<210>72

<211> 18

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Sonda sintética

<400> 72
tagggaagag tggaagct 18

<210>73

<211> 14

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Sonda sintética

<400> 73
caggcctcag cctt 14

<210> 74

<211>18

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda sintética

<400> 74
tacaaggttt ccaagttt 18

<210>75

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 75
Arg Ser Asp Asn Leu Ser Ala
1 5

<210> 76

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 76
Gln Ser Ala His Arg Lys Thr
1 5

<210> 77

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 77
Gln Ser Ser His Arg Lys Thr
1 5

<210>78

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 78
Arg Ser Asp His Leu Ser Val
1 5

<210>79

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 79
Gln Asn Ala His Arg Ile Glu
1 5

<210> 80

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 80
Arg Ser Asp His Leu Ser Lys
1 5

<210> 81

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 81
Gln Asn Ala Asn Arg Ile Thr
1 5

<210> 82

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 82
Arg Ser Asp His Leu Ser Thr
1 5

<210> 83
<211>7
<212> PRT
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<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético
<400> 83

His Ser Asn Thr Arg Lys Asn

1 5

<210> 84

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético
<400> 84

Arg Ser Asp His Leu Ser Gln

1 5

<210> 85

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético
<400> 85

Asn Ser Ala Ser Arg Lys Asn

1 5

<210> 86

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético
<400> 86

Gln Ser Gly His Leu Ser Arg

1 5

<210> 87

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético
<400> 87

Asn Ser Asp Ser Leu Thr Glu

1 5

<210> 88

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Péptido sintético
<400> 88

Arg Arg Ala Asp Leu Ser Arg

1 5

<210> 89
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<211>7
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 89
Arg Ser Asp Ser Leu Ser Ala
1 5

<210> 90

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 90
Gln Asn Ala His Arg Lys Thr
1 5

<210> 91

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Péptido sintético

<400> 91
Arg Asn Ala Asp Arg Ile Thr
1 5

<210> 92

<211> 200

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Polipéptido sintético

<220>

<221> caract_misc

<222> (1)..(200)

<223> Esta region puede abarcar 5 a 200 restos "Gly"

<400> 92

Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly

71



ES 2 657067 T3

Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly
20 25 30

Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly
35 40 45

Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly
50 55 60

Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly
65 70 75 80

Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly
85 90 95

Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly
100 105 110

Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly
115 120 125

Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly
130 135 140

Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly
145 150 155 160

Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly
165 170 175

Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly
180 185 190

Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly

195 200
<210> 93
<211> 1693
<212> DNA
<213> Brassica napus
<400> 93
ctcgagectge tactgctagt tccggtggag gagccatgge tgttgcgatg gatatggaaa 60
aggaagccaa ggttgacaac aaacctccta cggagcageg ccgggttgtt gtgacaggca 120
tgggagttga aacatcacta ggtcatgacc ctgacacctt ttatgagaat ctcctacaag 180
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gcaacagtgg
ctggagagat
tggacaagtt
taaccgaaga
caatgggagg
agatgaatcc
tggatctggg
tttgcattct
gtggctcgga
tttctcaaag
gtttegtgat
aaagaggagc
acatgaccga
ctgatgctgg
cagctggaga
taaaagttaa
aagctgtcge
agagtccaga
acattaaagc
ttgectccetta
tgtaagtgtt
aactaccaag
ggacaaagag
aatctttgta
tgaaaattgce

daaaaaaaaa

<210> 94
<211> 1767
<212> DNA

tattagccag
caagtcattc
catgctctat
agtcatggca
catgaaggtc
tttectgtgtg
atggatgggg
caattcagca
ttcagttatt
gaataatgat
gggagaggga
aacaatctat
gcctegecect
gatttccaaa
ccttaaggag
ttccacaaaa
aactgtgcag
caatggagtg
agccttgtca
caagtgaaag
tacaagaact
agctaagcta
caaacgtagc
gccttttett
caaaccaatt

aaa

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 94

attgagaatt
tcgactgaag
cttctcactg
gagtttgaca
tttcaagatg
cctttegega
ccaaactatt
aaccacatta
attccaatag
cccacaaaag
gctggagttt
gcagagttcce
gatggtgctg
gaacagataa
taccaagccce
tctatgattg
gccataagga
gatacaaatt
aattcattcg
cactcattgce
ccccatgtta
agtttcctta
agagtttgga
ttttgtagtg

ctccgttaaa

ES 2 657067 T3

ttgattgttc
ggtgggttgc
ctggcaagaa
aagccaaatg
ctattgaagc
caacgaacat
ctatctcaac
tcaaaggaga
ggttgggagg
cttcacgeccce
tgcttttgga
ttggtgggag
gtgtgattct
actatataaa
ttgctcactg
gacacttgct
ccggatgggt
tgctggtggg
ggtttggtgg
ctgtactcca
tgttgttgeg
ggatcaagat
tttagcttce
tttcatttct

tttagtaact

tgcttttect
tccaaaactc
ggctttggtt
cggagtcttg
tatgaagatc
gggttctgcet
tgcttgtgeca
agctgatgta
ttttgttgca
ttgggatagce
agagcttgaa
tttcacatgt
gtgtattgag
tgcacatgca
ctttggccaa
gggagctgct
tcatccaaat
tcctgagaag
ccacaactcc
aacctggttg
ggaatcaaca
ccgtttgtge
gtgtgatacc
atttgttaat

ctacacaaaa

acgagaattg
tcaaagagga
gatggtgggg
attggctctg
tcttacaaga
atgcttgett
acaagcaact
atgctctgtg
tgcegtgete
aaccgagatg
catgctaaga
gatgcctate
agagcattgg
acctctacac
aatcctgaga
ggggccgttg
atcaaccttg
gagagattgg
agcatcattt
tgtaacttge
cagtttgtta
cagagaactt
ttttgagtgg
cattacaatc

aaaaaaaaaa

attctctett cttctettca ceccatttete gettteteet ttgttetete atectgggtte

ttctcaaagec ctcttcececttt ttttgecatg gtgggtgegt cttectcetta cgecatctecg

73

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1693

120



ttatgtacct
caggctgttg
tectgtegett
ccttgtacte
tctttgaatce
gtgatggaga
gttgtagtga
gagaatttgc
tttcctacge
aaactttcta
ttggctgatg
gttttgattg
agaatctctt
tctgetatge
tgtgccacaa
gatgtaatgc
gttgcatgece
gataccaatc
ctcgagcatg
acatgtgatg
attgagagag
catgcaacct
ggccaaaatc
gctgetgggg
ccaaatatca
aagaaggaga
aactccagca
acctgattgt
<210> 95

<211> 893
<212> DNA

ggtttgttge
ctcttcaatc
ctggatccge
actacaacaa
gaaaccagag
tggaaaagga
caggcatggg
tacaaggcaa
gaattgcggg
aaaggatgga
gtggggttac
gctcggcaat
acaagaagat
ttgccatgga
gcaacttttg
tctgtggtgg
gggctcttte
gagatggttt
ctaagaaaag
cctatcacat
cgttagctag
caacgcatgc
ctgagcttaa
ccgtggagge
acctcgagaa
gactggacat
tcatttttge

ataacttgcet

<213> Brassica rapa

<400> 95

tgcttgeatg
tggtgggcgg
tagcattcag
caacaatgca
gagattgaat
agctgcggtt
agttgaaaca
cagtggtatt
agagatcaaa
caaattcatg
tgatgaagta
gggaggaatg
gaatcctttt
tctgggatgg
cattctgaat
ctcagatgca
acaaaggaat
cgtgatggga
aggtgcaact
gaccgagcct
tgctgggatt
tggagatatt
ggtaaattcc
tgttgcaact
tccagacagt
taaagcagcc
tccttacaag

gtaaggt
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tecegtetete
agtcggcgaa
gctctegteca
ttgtcttete
cgtgectgceta
aacaagaaac
tcattgggtc
agccagattg
agcttctcga
ctctatctte
atggcagagt
aaggtctttt
tgtgtacctt
atggggccaa
tcagcaaacce
gttattattc
aatgatccca
gagggagctg
atctacgcag
caccctgatg
tccaaggaac
aaggaatacc
acaaaatcta
gtgcaggcga
ggagtggata
ttgtcaaatt

tgaaagcgaa

acggtggagg
ggaggcagct
cttettgttt
tctttggatce
gctceggtgg
cacctacgga
atgacccaca
aaaattttga
ctgaaggatg
tcacagectgg
ttgacaaaac
acgatgctat
ttgcgacaac
actattctat
acattattaa
caatagggtt
caaaagcttc
gagttctact
agttcctcgg
gggctggtgt
aaataaatta
aagcccttge
tgattggaca
tacggaccgg
caaagctgct
cattcgggtt

agcagttgct

74

agatagccgt
tagcaaatgc
ggattttggt
gaatagtgtt
agccatggca
gcagcgtcga
taccttctat
ttgttctgaa
ggttgctcca
taagaaagct
caaatgtgga
tgaagctctg
aaacatgggt
ttcaactgcect
aggtgaagct
gggaggtttt
acgtccttgg
tttggaagaa
tgggagtttc
tattctctgt
cataaatgca
tcactgtttt
cttgectggga
atgggttcat
ggtgggtcct
tggtggtcat

tgtactccaa

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1767
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gacatggata
gctegettgt
ttagagagaa
aatctcattt
ctcctcatta
ctatggtggg
ctgcctgeat
ctagcgggceg
gcgttcagca
cttctctett
ctgctactge
attgtttgca
atgttatttg
tggaatctca
atttctgtga
<210> 96

<211> 812
<212> DNA

ttttctgaga
atgtatcttt
gagagagatc
ccccttacceg
cttttttgte
tgctgetgeg
gtcegtetee
gagtcgtcga
ggctctegtce
cggatcgaac
tagttcecggt
gagttgacaa
gtcaaatgat
gcttaattgt

gtttgattca

<213> Brassica oleracea

<400> 96
acggcacttt

tcececetttte
gatacgtttg
gttaataaca
ccgttacget
aacctctctc
tccattttgt
tgecgtcettece
ctctcacgge
gctcggcaaa
ttgcagtcac
cctttetetg

aaacattctt

gotttgtttt

acgcaccaat
ttatgtatac
tatgtatgta
ggaggttttg
ctgcacgcect
gtgaatccge
tttcttette
tgttacgcat
ggcggtgata
tgctctggat
tacaacaaga
aatcgaaagc

ctcccaaaat

ttgtgtataa

tttggaagtg
tgacgtctce
gagatcgatt
ctagattctc
gtcttctget
tcttectget
cacggcggcg
agcagacaac
actacttcct
tctgtttecte
aatttaacat
gctttgtttt
tcaacttgga
caagtttcat

atattggact

atataccata
agactccaat
cgtcttatct
ttttgttttce
cctgaaagag
tagattctct
ttcegtcettcet
ctcecettatg
cccgtcaage
ccggtagceat
acaacaaagg
agaggaaact

ctcaagtctt

agtttctect

ES 2 657067 T3

tggatttgat
acgcacgagt
cctecectett
tcttcacccet
ctctetetet
acgcatctcce
gagattcccg
aactcaccaa
ttgggccettg
tcaatcgaaa
ttcaccaatc
tgttagtaaa
gatcaagttt
tctttattgt

ctagataagg

tggtagccag
tccccaaatt
ctctctetgg
tttgacgtct
agagagagag
cttcaccgtt
tcttettgece
caccttctte
ctttgggcgg
tctegtgtet
caatgccttt
gaatcgagca
ggtttetggg

tt

ataagcaaag
ttacgcatcce
aaacctctct
tttctegece
ctcagcactc
gctatgcacc
acaagccgte
atgctctgga
caatcactac
ccagaggagg
tgggtttttg
gtttctettt
aacgggaaag

gtgtgtaata

agtatgatga

ttaagggtac
tactctggte
ctatctctgt
ccacgcacga
agatcgaatc
ttctegecte
attgccatgg
gttgctgett
agccgtcgaa
tcttgtttgg
cctectecteg
acttcttcett

tatcgtttge

75

caaagcaagt
agacgcecteg
ctctetegtg
ttcetteett
ttcgctttag
tggttcgtceg
gctctcaaat
tcecggtagea
aatgccttgt
ttgactcgag
atttgtgggt
ttatgtgttt
tatgctgatt
tgcaaagcac

tac

gaagtgattt
atcgaacatc
gtgttttgtt
ttttaagecct
atcttaatta
tcctctecte
tgggtgctge
gcatgtcecct
ggagacaaca
agtttaagcce
gatcgaatag
ctteceggtat

aagctgacaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

893

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780
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REIVINDICACIONES

1. Una proteina de fusidon que comprende un dominio funcional que es un dominio regulador de la transcripcién o un
dominio de escision y una proteina con dedos de zinc de origen no natural que modula la expresion de al menos un
gen enddgeno vegetal de la tioesterasa B de acidos grasos (FatB), en donde la proteina con dedos de zinc com-
prende las regiones de reconocimiento de hélices ordenadas como se muestra en una fila simple de la Tabla 10B.

2. La proteina de fusién segun la reivindicaciéon 1, en donde el gen vegetal esta contenido dentro de una planta
Brassica.

3. La proteina de fusion segun la reivindicacion 2, en donde la proteina con dedos de zinc se une a un sitio diana
como se muestra en la Tabla 2.

4. Un polinucledtido que codifica una o varias proteinas con dedos de zinc o proteinas de fusion segun cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 3.

5. Un método de modificacion de la expresion de uno o varios genes implicados en la biosintesis de acidos grasos
en una célula vegetal, comprendiendo el método:

introducir en la célula vegetal, uno o varios vectores de expresion que comprenden al menos un polinucleétido
que codifica una proteina de fusidn segun cualquiera de las reivindicacion 1 a 3, en condiciones tales que una o
varias de las proteinas de fusidon se expresan y la expresion de uno o varios genes FatB se modifica.

6. El método segun la reivindicacion 5, en el que la modificacion comprende modular la expresion de al menos un
gen FatB.

7. El método segun la reivindicacion 6, en el que se activa la expresion de al menos un gen FatB.
8. El método segun la reivindicacion 6, en el que se inhibe la expresion de al menos un gen FatB.

9. El método segun la reivindicacion 5, en el que el polinucleétido codifica una nucleasa de dedos de zinc y al menos
un gen FatB se escinde.

10. El método segun la reivindicacion 9, que comprende adicionalmente la etapa de introducir un acido nucleico
donante de modo que el vector donante se introduce en el sitio de escisién mediante recombinacién homologa.

11. Una célula vegetal que comprende una o varias proteinas de fusién segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a
3 o0 uno o varios polinucleotidos segun la reivindicacion 4 y que comprende al menos un gen que ha sido modificado
mediante cualquiera de los métodos segun cualquiera de las reivindicaciones 5 a 10.

12. La célula vegetal segun la reivindicacion 11, en donde la célula esta dentro de una semilla y el contenido en
acidos grasos en la semilla se modifica.

13. Una planta que comprende al menos una célula segun cualquiera de las reivindicaciones 11 a 12.

14. La semilla o la progenie de una planta segun la reivindicacion 13, que comprende una o varias proteinas de
fusién segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 o uno o varios polinucleétidos segun la reivindicacion 4.

15. Una planta que comprende al menos una célula que comprende la proteina de fusién segun las reivindicaciones
1 a 3 o un polinucledtido segun la reivindicacion 4.

16. La semilla o la progenie de una planta segun la reivindicacion 15, que comprende una o varias proteinas de
fusién segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 o uno o varios polinucleétidos segun la reivindicacion 4.
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Relaciones de la expresion de ZFP TF/Tubulina

Relaciones de la expresion de KASIl/Tubulina

en plantas T1

en plantas T1
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CCTTGTACTCACTACAACAACAACAATGCATTGTCTTCTCTCTTTGGATC

351 400

C! TGC
GAATAGTGTTTCTTTGAATCGAAACCAGAGGAeagagﬁiTE@-u@ TGC
T GA G T CTGCT

401 450
AGTTCCGGTGGAGG: CCATGGCTGgTGCEATGG TGGAAAAGGAAG
AGCTCCGGTGGA- - -GCCATGGCAGT- - -GATGG. TGGAAAAGGAAGC
AG TCCGGTGGA GCCATGGC GT GATGGA ATGGAAAAGGAAGC
451 500

CA ‘E’ E.‘ AR .’H CTACGGAGCAGC%EGGGTTGTTGTGACAG
TGq HA ‘AE“KCCACCTACGGAGCAGC GAGTTGTAGTGACAG

GGTT ACAA AAACC CCTACGGAGCAGCG CG GTTGT GTGACAG

501 550
GCATGGGAGTTGAAACATC% 1 i ﬁ;GTCATGACCEji CCT ATGAG]
GCATGGGAGTTGAAACAT: GTCATGACC CCT" ATGAG]
GCATGGGAGTTGAAACATCA T GGTCATGACCC A ACCTT TATGAG
551 ) 600

TACAAGGCAACAGTGGTATTAGCCAGAT'I‘G TTTTGATTG
AN TACAAGGCAACAGTGGTATTAGCCAGATTGiﬁ&iTTTTGATTJ
AAT T CTACARGGCAACAGTGGTATTAGCCAGATTGA AATTTTGATTG
TTCTGCTITTCCTACGAGAATTGQIGGAGAGATCANGTC, TCTCGACTﬂ
TTCTS&A&TTCCTACSEEAATTG GAGAGATC. GCI'TCTCGACTG
TTCTG TTTCCTACG GAATTGC GGAGAGATCAA TTCTCGACTG
651 700

FIG. 7A
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(268) AAGgg;GGGTTGCTCCAAAAC GGATGGAgiﬁi;TCATGCTC
(644) |AAGGATGGGTTGCTCCAARAC GGATGGA TCATGCTC
(651) AAGG TGGGTTGCTCCAAAACT TC AA AGGATGGACAA TTCATGCTC
701 750
(318) [TATCTTCTCA CTGgMCTTTG GATGGTGGGG
(694) |TATCTTCTCACAGCTG G CTTTGGATGATCGTGEGETIAG
(701) TATCTTCTCAC GCTGG AAGRA GCTTTGG TGATGGTGGGGT AC GA
751 800
(368)!AGAAG%Q?TGGCAGAGTTTGAC CCAAATY GAGﬂ%;TGATTGGCT
(744) |TGAAGTIARTGGCAGAGTTTGAC CARATGTCGAGTITTGATTGGCT

(751) GAAGT ATGGCAGAGTTTGACAAA CCAAATG GGAGT TIGATTGGCT

801 850
(418) CAATGGGAgaﬁiTGAAGGTCTT ATGCTATTGAAGCTATGAAG
(794) CAATGGGA TGAAGGTCTT ATGCTATTGAAGCTIOTGAGA
(801) C GCAATGGGAGG ATGAAGGTCTTT A GATGCTATTGAAGCT TGA

851 900

(468) [ATCTCTTACAAGAAGATGAATCCTTTITGTGTGCCTTTHGCGA
(844) |ATCTCTTACAAGAAGATGAATCCTTTIIGTCTACCTTTIGCGAC
(851) ATCTCTTACAAGAAGATGAATCCTTT TGTGT CCTTT GCGACAAC AA
901 ‘ 950
1518)’EETGGGTTCTGCTATGCTT@SE GGATCTGGGATGGATGGGGCCAAAEﬂ,
(894) |CATGGGTTCTGCTATGCTTG GGATCTGGGATGGATGGGCCCAAACT
(901) CATGGGTTCTGCTATGCTTGC TGGATCTGGGATGGATGGGGCCAAACT
951 1000
(568) FﬁTCTA%ﬂ;CAACTGCTTGTG CAAGCAACTTTTGCATTéagiiTTC
(944) |ATTCTATNTCAACTGCTTGTGOUACAAGCAACTTTTGCATTC TTCA
(951) ATTCTAT TCAACTGCTTGTGC ACAAGCAACTTTTGCATTCT AATTCA
1001 1050
(618) FCAAACCACATTAﬂ%iiiGgﬂgAAGCTGATGTAATGCTCTGTGGTGGCTC
G

(994) |GCAAACCACATTA AAGCTGATGTAATGCTCTGTGGTGGCTC
(1001) GCARACCACATTAT AAAGG GAAGCTGATGTAATGCTCTGTGGTGGCTC
1051 1100
(668) G ICAGTTATTATTCCAATAGGGT TGGGAGGTTTTGTTGCATGCCH
(1044) A ICAGTTATTATTCCAATAGGGTTGGGAGGTTTTGTTGCATGCC
(1051) GAT CAGTTATTATTCCAATAGGGTTGGGAGGTTTTGTTGCATGCCG G
1101 1150

(718) CTCTTngEAAAGGAATAATGATCCCACAAAAGCTTCAC CTTGGGAT
(1094) |[CTCTTT! ARAGGAATAATGATCCCACAAAAGCTTCACK CTTGGGAT
(1101) CTCTTTC CAAAGGAATAATGATCCCACAAAAGCTTCACG CCTTGGGAT

1151 1200
(768) GAGATGGTTTCGTGATGGGAGAGGGAGCTGGAGT TTTT
(1144) GAGATGGTTTCGTGATCGGAGAGGGAGCTGGAGT TTTT

(1151) A CAA CGAGATGGTTTCGTGATGGGAGAGGGAGCTGGAGTT T CTTTT

1201 1250
(818) GARCATGCTAAGAAAAGAGH C TCT: CAGAGT,
(1194) ) \GCATGCTAAGAAAAGAG C. TCT. CAGAGT]
(1201) GGAAGA CT GA CATGCTAAGAAAAGAGG GCAAC ATCTA GCAGAGT
1251 1300

(868) |TCC a GTGGGAGTTTCACATGTGATGCCTATCACATGACCGAGCCT!
(1244) |TCCTOEGTGGGAGTTTCACATGTGATGCCTATCACATGACCGAGCCT
(1251) TCCT GGTGGGAGTTTCACATGTGATGCCTATCACATGACCGAGCCTC C

1301 1350
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ES 2 657067 T3

|CCTGATﬁCTGGTG TTCTHATGTATTGAGAGAG :
CCTGATGGEECTCETGTIATTCTICTGTATTGAGAGAG TGC
CCTGATGG GCTGGTGT ATTCT TGTATTGAGAGAGC TT GCT TGC
1351 1400
TGGGATTTCC, AACAGAT, TAAATGCACATGCAACCT
TGGGATTTC AACARAT TAAATGCACATGCAACCT
TGGGATTTCCAA GAACA ATAAA TA ATAAATGCACATGCAACCTC A
1401 1450
CTGGAcigagTAAGG ACCAAGCCCTTGCTCACTg%TTTGG%
CTGGAG TAAGGAATACCAAGCCCTTGCTCACTGITTTGGC
C C GCTGGAGA TTAAGGA TACCAAGCCCTTGCTCACTG TTTGGC
1451 1500
CAAAATCCTGA!‘ﬁiﬁﬁfEER"TTCCACAAAATCTATGATTGGACACT?
CAAAATCCTGAGOITAAGCTAAATTCCACAAAATCTATGATTGGACACTT
CAAAATCCTGAG T BA GT AATTCCACAAAATCTATGATTGGACACTT
1501 1550
FCTGGGAGCTGCTGGGGCCG332§§§CTG CAACTGTGCAGGCCATAA

GCTGGGAGCTGCTGGGECCT CTGTNGCAACTGTGCAGGCGATAC
GCTGGGAGCTGCTGGGGCCGT GA GCTGT GCAACTGTGCAGGC ATA
1551 1600
GGACCGGATGGGTTCATCCAAATATCAACCTIGAGAGTCCAG ‘i [eleIN
[GGACCGGATGGGTTCATCCAAATATCAACC’LJ] ‘He
GGACCGGATGGGTTCATCCARATATCAACCT GAGA TCCAGACA TGGA
1601 1650
FTGGATAE??QEgEGCTGGTGGGTCC%ﬁ?GAAGGAGAG GGACATTAA
GTGGATA! GCTGGTGGGETCCTAAGAAGGAGAGAICTGGACATTAA)

GTGGATACAAA TGCTGGTGGGTCCT AGAAGGAGAGA TGGACATTAA

1651 - 1700
,AGCAGCCTTGTCAAATTCATTCGGGTTTGGTG CTCCAGCA?S?
AGCAGCCTTGTCAAATTCATTCGGETTTGGTG! CTCCAGCATCA
AGCAGCCTTGTCAARATTCATTCGGGTTTGGTGG CA AACTCCAGCATCA
1701 1750
FTTTTGCTCCTTACAAGTGAAAGgé— -TTGAQTGTACTCCAAACC
TTTTTGCTCCTTACAAGTGAAAG GTACTCCAAACC
TTTTTGCTCCTTACAAGTGABAGC A CA TTGC TGTACTCCAAACC
1751 1800
TGTETAACTTGCTGTAA TACAAGAACTCCCCATGTTATGTT

TETATAACTTGCTGTAAGHGT- ~ === === === == m e
TG TTGT TAACTTGCTGTAAG GT
1801 1850
GTTGCGGGAATCAACACAGTTTGTTAAACTACCAAGAGCTARGCTAAGTT

1851 1900
TCCTTAGGATCAAGATCCGTTTGTGCCAGAGAACTTGGACAAAGAGCARA

1901 1950
CGTAGCAGAGTTTGGATTTAGCTTCCGTGTGATACCTTTTGAGTGGAATC
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TTTGTAGCCTTTTCTTTTTTGTAGTGT TTCATTTCTATTTGTTAATCATT

2001 2050
ACAATCTGAAAATTGCCARACCAATTCTCCGTTARATTTAGTAACTCTAC
2051 2079
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GAAGTGATTTTCCCCTTTTCTTATGTATACAGACTCCAATTCCCCAAATT

101 150
-------------------------------------- GAATTCGCCCTT
-------------------------------------- GAATTCGCCCTT
-------------------------------------- GAATTCGCCCTT

151 200

~ - {TCCGAACACTGCGTTTGCTGGCTTTGATGAAA- -~~~ -~ - - =

CGCGG%--—TCCGAACACTGCGTTTGCTGGCTTTGAT el

- - /TCCGAACACTGCGTTTGCTGGCTTTGATGAAAG- - -~~~ - C

CTC-T T T GAGG-~--
CGCGGA TCCGAACACTGCGTTTGCTGGCTTTGATGAAA
201 250
——————————— JATCTTTTGACGTCTCCACGCACGAGTTTACGCATC
—---ATGTATGTATCTTTTGACGTCTCCACgmiCGAGTTTACGCATCC -
TTGTATGTATGTATCTTTTGACGTCTCCACH CGAGTTTACGCATCCA-

TCGCTTGTATGTATCTTTTGACGTCTCCACGCACGAGTTTACGCATCCH-
-TTTTG G TTGACGTCTCCACGCACGATIITTARE AT CCET

TGTATGTATCTTTTGACGTCTCCACGCACGAGTTTACGCATCCA
251 300

GACGCCTCJTTAGAGAGAAGAGAGAGATCGAGATCGAT! TC- -|ddTc]
GACGCCTCGTTAGAGAGAAGAGAGAGATCGAGATCGAGATCGAGA AT
SAT

GACGCCTCGTTAGAGAGAAGAGRIGAGATCGAGATCGAGATCGAGE

GACGCCTCGTTAGAGAGAAGAGAGAGATCGAGATCGAngEtﬁg- C
TACGTCTG) CTCC cacaeabaGHGAEAGATCGHA - C

GACGCCTCGTTAGAGAGAAGAGAGAGATCGAGATCGAGATCGA TC TC
301 350
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ES 2 657067 T3

CTCTCTCTICTCGTGAATCTCATTTCCATTTGICCGCT-AGATT]
CTCTCTCTCTCGTGAATCTCATTTCCCCTTACCGCTHAGATT,
CTCTCTCTCTCGTGAATCTCATTTCCCCTTACCGCTA JGATT,

ATT
ATT)
TTAATCC CTCTCTCTCTCGTGAATCTCATTTCCCCTTACCGCT AGATT
351 400

CTCTCTTCACCCTTTTCTCGCCCTTCCTTACT -GTCCTCATTAGTTTTTT
CTCTCTTCACCCTTTTCTCGCCCTTCCTTG- - - -TCCTCATTATTTTTTT

CTCTCTTCACCCTTTTCTCGCCCTTCCTTd- - - -TCCTCATTATTTTTTT]
CTCTCTTCACCCTTTTCTCGCCCTTCCTTCCTTCICCTCATTACTTTTTT
CTCTCTTCACCRITTTCTCGCATAICCTICT - - - - - CTCTCOATTTTGTT
CTCTCTTCACCCTTTTCTCGCCCTTCCTTC TCCTCATTATTTTTTT
401 450
GTCGTCTTCTGCTCTCTCTGH -pdcpdnd-- - - - - TccddaTd)
GTCGTCTTCTGCTCTCT - T - - - - - - TTAGOTATG]
GTCGTCTTCTGCTCTCT - WKOWOTG- - - - - - TTMGCYATG]
----------------------- ITCHAGCAGTIO- - - - - -[TTIOGCAATG
GTCGTCTTCIGCTCICTCTCHTGIATCHAGCAGUOT TCGCTT TAGCIATG]
AT ArCTTCHTC T CErCITCITCTTCTTEOCAIT - - = = = = = = = GAARTG,
GTCGTCTTCTGCTCTCTCTC TC CTC AGCACT TT GCCATG
451 500
GTGGGTQUIGCIGCGTCTIC - - -ICTGITACGCATCICOGOTATGCACCTG
GTGGETGITGCTGCETCTTCT TOCTGITACGCATCTCOEOTATGCACCTS
GTGGETEYTGCTEGCETCTTCTTACTGITACGCATCTCOEOTATGCACCTS
GTGECTEITGCTGCETCTIC - - ~ICTGITACGCATCTCAGATATGCACCTE
GTGGGTGITGCTGCGTCTIC - - ~CTGQTACGCATCTCOEATATGCACCTS)
GTGGGTEITGCTGCGTCTIC - - -[CTGITACGCATCTCACTTATGCACCTT

‘GTGGGTGCTGCTGCGTCTTC CTGTTACGCATCTCCGCTATGCACCTG
501 550

GrTceTdeddeddTeCATETCART CTAICACGECEECEAARATTICCCE]
GTTCCTAEONGAITGCATGTCAGTCTCICACGGCCECGEAGA ceca
GTTCGTIOGCYEOYTGCATGTCOETCT CUCACGGCGECGGAGATITICCCG
GTTCGTIOECARCUTGCATGTCORTCTAOCACGGCGGCCAAGATITICCCG
GTTCETIEATECOTGCATGTCOETCTACOCACGGCEECGEAGATINICCCG
drreetiedieditrecarercddrordnicaceeceeccdtieaTaccca
GTTCGTCGCTGCCTGCATGTCCGTCTCCCACGGCGGCGGAGATTCCCGAL

551 600

AAGCOETICGCTCTCAAATCTACAGGGCCGAGTICGTCGAAGHAGACRRCARG]
AAGCC IjﬁLﬁLlCAAATCTACCGGGCGGAbL GTCGAAGTAGACGRCAG
ARGCCETICKICYICTCAAAT CTACOGGGCGGAGTICGTCCAAGIOAGACRRCAG
AAGCCETCGCTCTCAAATCTACCGGECCGAGTICGTCGAAGUAGACAACAG)
AAGCOETICGCTCTCARATCTABIGGCCGEAGTICGTCCAAGUAGACRACAR
AAGCQOII}-T-~-~-----~~--~~ ICGGCGEAGCCCETCGAAGEAGACRARCAT)
AAGCCGTCGCTCTCAAATCTACCGGGCGGAGTCGTCGAAGCAGACAACAG
601 v 650
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CAAATGCT- -~ ~== - CTGGATCCGGTAGARG--------=--~-
CAAATGCTTGGCTCTTTCTGGATCCGGTAGCGTT—--CAEFAGq@
CAAATGCT}- - - - - - - = CTGGATCCGGTAGQRAGH - - - = - T == ==
CAAATGCT}- - - - -~ - - - CTGGATCCGGTAGTAG ~- = -« = —m = m =
CARRTGCT- - - -----— CTGGATCCGGTAGCAG GTT c
ICAAATGCT] = =~~~ - - CTGGATCCGGTAGQ TCTCG
CAAATGCT] lereearceeeTAGCRG C
700
------ CACTRCTTCAITIIGAGCCTTGCARTCACTACART]- - ~ - -~ - - - -
TCTCGTCAGTACTTCATTTEGGCCT TGCARTCACTACANT - - ~ -~ - - -
—————— EAQTACTTCOTTTIEGGCCTTGCAATCACTACART - - -~ - = -~ - -
------ CAQUACTTCOTTIGGECCTTGCAATCACTACART - - ~ ~ -~ — - - =
TCTCGTCAGIACTTCOTTTGGECCTTGCAATCACTACANT) - ~ ~ == == - -
------ TTGITGGAGI TTAAGCCTTGCAGT CACTACARCAAGAACAACA
CACTACTTCCTTTGGGCCTTGCAATCACTACAAT _
. 750
TTGICT T -CTCTONT CGGATCGARCTCTGITTCTC TJAATCGA)
TTGICTT- - CTCTANTCGEATCCAACTCTATTTCTCTCRATCGA
TIrGICTT- -CTCTANTCGGATCGAACTCTGTTTCTCTOAATCGA
CUTEICTT- -CTCTANTCGGATCGAACTCTGT TTCTCTIORATCGA
CTTGICTT- -CTCTOITCGGATCGAACTCTGT T TCTCTOAATCGA)
P ATGOCT T CCTCTAOT CGGATCGANTAGCITTCTCTGAATCGA)
GCCTTGTCTT CTCTCTTCGGATCGAACTCTGTTTCICTCAATCGA
751 FWD=-=-—==-=~=- 800
RAldCAGAGGHGGTIGAGTAGARGTGCTACTHCTRGTTCCGGTGGAGGAGT
ANCCAGAGGAGGTTGANTOTGECLGE - |CTECTRGTTCCGGTECGAGCAGT
AACCAGAGGAGGTTCAMTGGWGOTGCTRCTECTRGTTCCGGTGGAGGAGT
ANOCAGAGGAGGTTGAGTOCAEQrGCTACTECTAGTTCCGETISGAGGAGT
AACCAGAGGAGGTTGAQTCEABGIGCTACTECTRGTTCCGETAATT
IAAGCAGAGGARRGTGANTAEARCA AL TTICTTICITT TCCEETA CAT
AACCAGAGGAGGTTGACTCGAGCTGCTACTGCTAGTTCCGGTGGAGGAGC
801  emmmemmemomee- ---REV 850
—————— TTGCGATdGATAHTdcAARRGIA A dCAR ST
------ TTGCGATGGATATGOANARGGAAGOC ARG
------ TTGCGATGGH —TGg::AAGGAAGCC GG
------ TTGCGATGGATA-TGEANARGGEAAGCC ARG
ATTTC T TTTIGATITGTGEETATTGTTTGCAGAGIT
TCTTC CTCAAGT CTIT QAT AT GEG TIAT QST T TGCARHGAT]
ATGGCTGTTGCGATGGATA TGGAAAAGGAAGCCAAGGTT
851 900
GACAA - -[CGEET e TTGTGACAGE
GACAA - -CCGTGTTETEGTGACAGGCA
GACAA - -CC(:i(: T J.(_:(:lGACAGGCA
GACAN - - -ICGEETTIG TTGTGACAGGCA
GACAAGCTTTG T TTArG .L I AAGA Etl GTgi TTATGT
GACAAGCTTTGIT T QT TTOrCCTIT- -~ -- - -~~~ ~--~
GACAACAAACCTCCTACG GAGCAGCG  CCGTGTTGTTGTGACAGGCA

901
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o

TGGGAGTTGARACATCACTAGGTCAAGGGCGAATTC

GGGAGTTGAAACATCACTAGGTCAAGGGCGAATTC
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Relacion de la expresion del ARNm de

FATB4,5/Tubulina
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Relaciones de la expresion del ARNm
de FatB5 o ERF3/Tubulina
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