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DESCRIPCION
Regulacion de la deficiencia de zinc y tolerancia en plantas
Campo de la invencion

La invencidn se refiere a la biotecnologia en plantas, mas especificamente a modular la sensibilidad de las plantas a los
metales, mas especificamente al Zn. Particularmente, la invencién se refiere a la adaptacion de la planta a los cambios
en la disponibilidad del Zn en el ambiente.

Antecedentes de la invencion

El zinc es un micronutriente esencial para todos los organismos vivos, incluidas las plantas. Tipicamente el zinc es el
segundo metal de transicion mas abundante en los organismos después del hierro (Fe), y el Gnico metal representado
en las seis clases de enzimas (oxidorreductasas, transferasas, hidrolasas, liasas, isomerasas y ligasas). También
existen sitios de union al zinc en una amplia variedad de otras proteinas, lipidos de membrana y moléculas de
ADN/ARN. La mayor clase de proteinas de unién al Zn en los organismos son las proteinas que contienen dominios de
dedos de zinc que funcionan como reguladores de la transcripcion.

El Zn esta presente en el suelo principalmente en tres fracciones: (i) Zn soluble en agua (que incluye zn* y fracciones
organicas solubles), (ii) Zn adsorbido e intercambiable en la fraccion coloidal (asociado con particulas de arcilla) vy (iii)
complejos de Zn insolubles y minerales. El zinc se adquiere de la solucién del suelo principalmente como zn*, pero
ademas potencialmente en forma de complejos con ligandos organicos, por las raices que alimentan sus brotes por
medio del xilema.

Ante una escasez en el suministro de zinc, las plantas se adaptan al aumentar la capacidad de absorcién de zinc. Se
considera que las plantas controlan la homeostasis del Zn mediante una red muy regulada de sensores del estado de
zinc y transductores de sefial que controlan la expresion coordinada de transportadores de Zn implicados en la
adquisicion de Zn del suelo, la movilizacion entre érganos y tejidos y el secuestro dentro de los componentes celulares
(Clemens, S., 2001, Planta 212:475-486).

En afos recientes se han realizado numerosos estudios para descifrar las vias bioquimicas de la absorcién y el
transporte de Zn. En estos estudios, sin embargo, alin no se ha encontrado cuales son las proteinas responsables de la
absorcion de Zn del suelo (Palmer, C.M. y Guerinot, M.L., 2009, Nature Chem. Biol. 5:333-340). Aunque se han
identificado genes candidatos para los transportadores de Zn requeridos, los denominados transportadores ZIP ZIP1,
ZIP2, ZIP3 y ZIP4 (Grotz, N. et al.,, 1998, Proc. Natl. Acad. Sci USA 95:7220-7224), parecen ser necesarias mas
proteinas para explicar el fendémeno de la hiperacumulacién de Zn, tales como los transportadores de metales pesados
HMA2, 3 y 4 (Hanikenne et al, 2008, Nature 453:391-395). También la nicotianamina, producida por la nicotianamina
sintasa (NAS), parece jugar un papel en el transporte vascular de zinc, y el transportador de citrato FRD3 (Durrett, T.P.
et al., 2007, Plant Physiol. 144:197-205). Para el transporte entre los tejidos y érganos parecen estar implicadas
numerosas proteinas. Los miembros del grupo YSL, una subfamilia de la familia de transportadores a la que pertenece
el transportador de oligopéptidos (OPT), son proteinas que se han mencionado. Para el transporte intracelular de Zn, las
proteinas NRAMP ZIP y ZIF parecen estar implicadas. El transporte de Zn hacia la vacuola se realiza mediante MTP
(proteinas de tolerancia a metales, denominadas ademas como proteinas facilitadoras de la difusién de cationes - CDF).

(La falta de) adaptacion de las plantas a una concentracion cambiante de Zn en el ambiente funciona en ambos
sentidos: deficiencia de zinc y toxicidad por zinc. Después de la deficiencia de Fe, la deficiencia de Zn es la deficiencia
de micronutriente mas comun en la agricultura, que afecta principalmente regiones de Asia (Turquia y el Cercano
Oriente, Asia Central, Sur y Centro del China), Sahel y Africa subsahariana y Australia. Dado que las plantas son
frecuentemente la principal fuente dietética de micronutrientes para el consumo humano, muchas personas en todo el
mundo sufren de deficiencias de Fe y Zn ya que las plantas, especialmente los cereales, son notoriamente pobres en su
contenido de Fe y Zn biodisponibles.

Algunos suelos no tienen deficiencia de minerales, pero se han contaminado con grandes cantidades de metales
pesados, tales como Zn o Cd. La toxicidad por Zn en los cultivos esta mucho menos extendida que la deficiencia de Zn.
Sin embargo, los sintomas de toxicidad usualmente se observan a concentraciones de Zn de mas que 300 mg de Zn kg
Yen las hojas. Se conoce que algunas plantas son capaces de crecer en un suelo que tiene una alta concentraciéon de
Zn, tal como Silene vulgaris, Thlaspi caerulescens, Arabidopsis halleri y Viola calaminaria (véase ademas la Tabla 3 en
Broadley, M.R. et al., 2007, New Phytologist 173:677-702). Se ha sugerido el uso de estos hiperacumuladores de Zn
como plantas de saneamiento para extraer el zinc del suelo, de manera que el metal se concentra en la biomasa, que
puede cosecharse, incinerarse y eliminarse de manera adecuada. Un método de este tipo, conocido como
fitorremediacion, actualmente no es atractivo ya que las plantas hiperacumuladoras de metales conocidas son
relativamente pequefias, por lo tanto, no producen suficiente biomasa para producir una gran capacidad de extraccién
de metales.
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Los métodos para mejorar la tolerancia de una planta al zinc y la acumulacién de zinc en las plantas se conocieron a
partir de Ghandilyan et al., 2006, Physiol. Plant. 126:407-417, donde se encontr6 que la sobreexpresién de AtHMA4
conduce a un aumento en la concentracién de Zn en los brotes y Cakmak, 2008, Plant Soil 302:1-17, donde se analiza
que existen evidencias de la participacion de la familia de transportadores ZIP para el aumento de la concentracion de
Zn en las plantas. Ademas, van der Zaal et al., 1999, Plant Physiol. 119:1047-1055 describieron que la sobreexpresion
de ZAT dio como resultado un aumento de la tolerancia al Zn 5 en plantas y un aumento en la concentracién de Zn en
las raices.

Sin embargo, todavia existe la necesidad de alternativas para ser capaces de controlar la adaptacién de las plantas a
los cambios en la concentracion de zinc en el ambiente.

Resumen de la invencién

La invencion se refiere ahora a un método para cambiar la capacidad de una planta para su adaptacion a los cambios
en la concentracion de zinc en el ambiente, especialmente el suelo, que comprende proporcionar a dicha planta con un
nucledtido que codifica una proteina bZIP19 y/o bZIP23 u ortélogos de estas, en donde los ortélogos han retenido la
funcion de bZIP19 o bZIP23 y tienen una secuencia de aminoacidos que es idéntica en un 90 % 0 mas respecto a
bZIP19 o bZIP23, y que sobreexpresa dicha/s proteina/s. Preferentemente en un método de este tipo aumenta la
tolerancia a la deficiencia de Zn. En otra modalidad en un método de este tipo dicha planta es capaz de hiperacumular
zinc. En otra modalidad dicha planta es capaz de aumentar las concentraciones de zinc en las partes comestibles.

En los métodos mencionados anteriormente, la planta se proporciona preferentemente con un nucleétido que codifica
una proteina bZIP19 y un nuclettido que codifica una proteina bZIP23. Con mayor preferencia, dicha planta se
proporciona adicionalmente con uno o mas polinucledtidos que codifican una proteina seleccionada del grupo que
consiste en transportadores de metales pesados, preferentemente HMA2, HMA3 o HMA4, proteinas YSL,
preferentemente YSL, preferentemente YSL1 o YSL3, proteinas ZIP o IRT, proteinas ZIF, proteinas NAS, proteinas
MRP, FRD3 y MTP.

La descripcion se refiere, ademas, a una planta transformada con un polinucleétido que codifica una proteina bZIP19 y/o
una bZIP23.

La invencion comprende ademas un método de acuerdo a como se describid anteriormente o una planta como se
describié anteriormente, en donde el polinucleétido se deriva de Arabidopsis, con mayor preferencia A. thaliana.

La descripcidon se refiere, ademas, a una planta producida mediante un método de acuerdo con la invencion,
preferentemente en donde dicha planta sobreexpresa una proteina bZIP19 y/o una bZIP23. Preferentemente dicha
planta es tolerante a la deficiencia de Zn. Alternativamente, dicha planta es una hiperacumuladora de Zn y/o tiene una
cantidad elevada de Zn biodisponible en sus partes comestibles.

Un método para la fitorremediacion también es parte de la descripcion, el cual comprende cultivar una planta de acuerdo
con la invencién en suelo que esta contaminado con Zn, cosechar dicha planta y eliminar la biomasa. También es parte
de la descripcién un método para la biofortificaciéon, que comprende cultivar una planta de acuerdo con la invencion en
suelo que esta contaminado con Zn, cosechar dicha planta y eliminar la biomasa.

Ademas, es parte de la invencién el uso de (los nucleétidos que codifican) la proteina bZIP19 y/o bZIP en los métodos
de la invencién y/o para producir las plantas de la invencion.

Leyenda de las figuras

Figura 1: Secuencias de aminoacidos de las proteinas bZIP 19, bZIP23 y bZIP24 de Arabidopsis thaliana. Los
aminoécidos resaltados en verde corresponden al dominio bZIP. Los aminoéacidos resaltados en gris corresponden a
dos motivos conservados ricos en residuos de histidina. Un asterisco o punto debajo de las secuencias alineadas
indican aminoécidos idénticos o similares, respectivamente.

Figura 2: Cebos de un hibrido en levadura y expresion génica de bZIP en el grupo F. (A) Diagrama esquematico de los
cebos (A-G) usados para la construccion de los vectores reporteros en el ensayo de un hibrido en levadura. La caja gris
representa el motivo palindrémico de 10 pb. (B) Niveles relativos del transcrito (RTL) de bZIP19, bZIP23 y bZIP24 en
plantulas de Arabidopsis de 3 semanas de edad cultivadas en medio MS, sin (Zn-), con 30 uM (Zn+) o con 300 uM de
ZnSO4 (Zn++). Las barras de error indican SE.

Figura 3: Expresion génica y transporte de zinc del transportador de zinc ZIP4 de Arabidopsis. (A) Niveles relativos de
transcritos (RTL) de ZIP4en plantulas de Arabidopsis de 3 semanas de edad cultivadas en medio MS, con 30 uM de
ZnSO4 (Zn+) o sin (Zn-). Las barras de error indican SE. (B) El cultivo de células zrtlzrt2 S. cerevisiae que portan el
vector vacio (zrtlzrt2 @) o expresan ZIP4 (zrtlzrt2 ZIP4) se analizd al rociar diluciones en serie de las células (la
ODeoo se muestra a la izquierda) en medio selectivo SD-URA con 0.4 0 0.8 mM de ZnCl,. (C) Mediciones de OD en los
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intervalos de tiempo indicados de zrtlzrt2 @ y zrtlzrt2 ZIP4 en medio liquido selectivo SD-URA con 0.4 mM de ZnCls.
Las barras de error indican SE.

Figura 4: El mutante doble por insercién de T-ADN m19m23 es hipersensible a la deficiencia de zinc. (A) Efecto de la
deficiencia de zinc sobre las plantulas de Arabidopsis de 3 semanas de edad (WT), mutantes por insercion de T-ADN
de bZIP19, m19, mutantes por insercion de T-ADN de bZIP23, m23, y mutantes dobles por insercion de T-
ADN, m19m23, cultivadas en medio MS sin (Zn-) y con 30 pM de ZnSO, (Zn+). (B) Efecto del suministro de zinc en
plantas de Arabidopsis de 4 semanas de edad (WT), m19, m23y m19m23, cultivadas en hidroponicos a 0.05 uM (Zn-), 2
MM (Zn+) y 25 uM de ZnSO4 (Zn++). (C) Concentracion de zinc, en mg kg'l de peso seco, y peso seco (DW), en g, de
las raices (barras blancas) y los brotes (barras grises) de plantas WT de 4 semanas de edad, m19, m23 y m19m23,
cultivadas en hidropoénicos a 0.05 uM de ZnSOs (Zn-). * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001; representan diferencias
significativas de la media en comparacion con la media del WT. Las barras de error indican SE.

Figura 5: (A) Dibujo esquematico del alelo mutante de bZIP19 (m19) y el alelo mutante de bZIP23 (m23). Los triangulos
indican inserciones de T-ADN. Las cajas blancas indican exones, las cajas grises indican intrones, las lineas indican
secuencias no traducidas en 5' y 3'. (B) Niveles relativos de transcritos (RTL) de bZIP19 (barras blancas) y bZIP23
(barras grises) en plantulas de 3 semanas de edad de plantas de Arabidopsis de tipo silvestre (WT), mutantes por
insercion de T-ADN de bZIP19 homocigotos (m19), mutantes por insercion de T-ADN de bZIP23 (m23) homocigotos, y
mutantes dobles por insercion de T-ADN (m19m23) cultivadas en medio MS. Las barras de error indican SE.

Figura 6: Concentracion de zinc (en mg kg’1 de peso seco) y peso seco (DW; en g) de raices (barras blancas) y brotes
(barras grises) de plantas de tipo silvestre (WT) de 4 semanas de edad, de mutantes simples de bZIP19 (m19)
y bZIP23 (m23) y de mutantes dobles (m19m23), cultivadas en hidroponicos a 2 UM de ZnSOq (Zn+). Las barras de
error indican SE.

Figura 7: Concentracion de zinc (en mg kg'1 de peso seco) y peso seco (DW; en g) de raices (barras blancas) y brotes
(barras grises) de plantas de tipo silvestre (WT) de 4 semanas de edad, de mutantes simples de bZIP19 (m19)
y bZIP23 (m23) y de mutantes dobles (m19m23), cultivadas en hidroponicos a 25 UM de ZnSO, (Zn+). Las barras de
error indican SE.

Figura 8: Estudio de complementacion y andlisis de la expresién de genes objetivo putativos. (A) Las plantas de
Arabidopsis de tipo silvestre (WT), mutantes dobles por insercién de T-ADN (m19m23) y mutantes dobles que expresan
constitutivamente bZIP19 (m19m23 -0X19) o bZIP23 (m19m23 -OX23), cultivadas durante 4 semanas en medio MS sin
(Zn-) y con 30 pM de ZnSO, (Zn+). (B) Niveles relativos de transcritos (RTL) de ZIP4, ZIP1, ZIP3, ZIP5, ZIP9, ZIP12,
IRT3 y ZIP2 en plantulas de Arabidopsis de tipo silvestre de 3 semanas de edad (WT) (barras blancas) y mutantes
dobles m19m23 (barras grises) cultivadas en medio MS con 30 uM de ZnSO4 (Zn+) o sin (Zn-). Las barras de error
indican SE.

Figura 9: Fenotipos visibles de OX 19 (# 19, 14, 15), OX 23 (# 16, 17, 18) y plantas Col de Arabidopsis no transformadas
(WT), cultivadas durante 6 semanas en medio de hidropénico al que no se le ha afadido Zn (0 uM de Zn), lo que crea
fuertes sintomas de deficiencia de zinc. Las lineas 19, 16 y 17 parecen tener rosetas mas grandes y hojas verdes mas
oscuras, lo que muestra menos sensibilidad a la deficiencia de zinc, en comparacién con WT.

Figura 10: Comparaciones del peso seco total de la planta de OX 19 (# 19, 14, 15), OX 23 (# 16, 17, 18) y plantas Col
de Arabidopsis no transformadas (WT), cultivadas durante 6 semanas en medio de hidropénico al que no se le ha
afiadido Zn (0 uM de Zn) (A, panel izquierdo); o en medio de hidropénico que contiene Zn normal (2 uM de Zn) (B, panel
derecho). Solo para el tratamiento bajo en Zn, se encontré que la linea # 16 fue significativamente diferente de WT.

Figura 11: Concentraciones de zinc de OX 19 (# 19, 14, 15), OX 23 (# 16, 17, 18) y plantas Col de Arabidopsis no
transformadas (WT), cultivadas durante 6 semanas en medio de hidropénico al que no se le ha afiadido Zn (0 uM de
Zn).

Figura 12: Fenotipos visibles de pZIP4::bZIP19 (# 4, 5, 6, 7, 8, 9) y plantas Col de Arabidopsis no transformadas (# 1, 2,
3), cultivadas durante 3 semanas en medio de hidropdénico al que no se le ha afadido Zn (0 uM de Zn). Las plantas
todavia no muestran sintomas de una deficiencia de Zn. Aunque existe alguna variacion dentro de las lineas debido a
plantas que germinan mas tarde que el resto, en general, las plantas pZIP4::bZIP19 muestran didmetros mas grandes
de las rosetas que las plantas no transformadas.

Figura 13: Secuencia de ADN y dibujo esquematico de la construccion proZIP4::bZIP19 (pBG0072) usada para generar
Arabidopsis transgénica que expresa el ADNc de bZIP19 bajo el control del promotor de ZIP4 sensible a la deficiencia
de zinc.

Definiciones

El término "gen" se usa ampliamente para referirse a cualquier segmento de acido nucleico asociado con una funcion
biolégica. Por lo tanto, los genes incluyen secuencias codificantes y/o las secuencias reguladoras requeridas para su
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expresion. Por ejemplo, un gen se refiere a un fragmento de acido nucleico que expresa ARNm o ARN funcional, o
codifica una proteina especifica, y que incluye secuencias reguladoras. Los genes incluyen ademas segmentos de ADN
no expresados que, por ejemplo, forman secuencias de reconocimiento para otras proteinas. Los genes pueden
obtenerse a partir de una variedad de fuentes, que incluyen la clonacién a partir de una fuente de interés o la sintesis a
partir de una informacién de la secuencia conocida o predicha, y pueden incluir secuencias disefiadas para tener
parametros deseados.

El término gen "nativo" o "de tipo silvestre" se refiere a un gen que esta presente en el genoma de una célula no
transformada, es decir, una célula que no tiene una mutacién conocida. El término "nativo" o "de tipo silvestre" esta
destinado a abarcar las variantes alélicas del gen.

Un "gen marcador" codifica un rasgo seleccionable o que puede tamizarse. El término "marcador de seleccion" se
refiere a una secuencia de polinucleétido que codifica un rasgo metabdlico que permite la separacion de los organismos
transgénicos y no transgénicos y generalmente se refiere a la provision de resistencia a antibiéticos. Un marcador de
seleccién es por ejemplo el marcador de resistencia a la kanamicina codificado por aph (npt), o el gen de hpt, el gen que
codifica resistencia a la higromicina. Otros marcadores de seleccidon son por ejemplo genes reporteros tales como
cloranfenicol acetil transferasa, B-galactosidasa, luciferasa y proteina fluorescente verde. Los métodos de identificacion
para los productos de los genes reporteros incluyen, pero no se limitan a, ensayos enzimaticos y ensayos fluorimétricos.
Los genes reporteros y los ensayos para detectar sus productos se conocen bien en la técnica y se describen, por
ejemplo, en Current Protocols in Molecular Biology, eds. Ausubel et al., Greene Publishing and Wiley-Interscience:
Nueva York (1987) y actualizaciones periédicas.

El término "gen quimérico" se refiere a cualquier gen que contenga 1) secuencias de nucledtidos, que incluyen
secuencias reguladoras y codificantes, que no se encuentran juntas en la naturaleza, o 2) secuencias de nucle6tidos
que codifican partes de proteinas que naturalmente no estan unidas, o 3) partes de promotores que naturalmente no
estan unidos. En consecuencia, un gen quimérico puede comprender secuencias reguladoras y secuencias codificantes
gue se derivan de diferentes fuentes, o puede comprender secuencias reguladoras y secuencias codificantes derivadas
de la misma fuente, pero que estan dispuestas en una manera diferente a la que se encuentra en la naturaleza.

Un "transgén" se refiere a un gen que se ha introducido en el genoma mediante transformacion y que preferentemente
se mantiene de manera estable. Los transgenes pueden incluir, por ejemplo, genes que son heterélogos u homélogos a
los genes de una planta particular que se va a transformar. Adicionalmente, los transgenes pueden comprender genes
nativos insertados en un organismo no nativo 0 en genes quiméricos. El término "gen enddgeno” se refiere a un gen
nativo en su ubicacién natural en el genoma de un organismo. Un gen "foraneo" se refiere a un gen que no se encuentra
normalmente en el organismo huésped, sino que se introduce mediante transferencia de genes.

Un "oligonucleotido”, por ejemplo, para usar en reacciones de sondas o de amplificacién, puede ser de
aproximadamente 30 o menos nucledtidos de longitud (por ejemplo, 9, 12, 15, 18, 20, 21 o 24, o cualquier nimero entre
9 y 30). Generalmente los cebadores especificos tienen mas de 14 nucleétidos de longitud. Para una especificidad y
rentabilidad 6ptimas, pueden preferirse cebadores de 16 a 24 nucleétidos de longitud. Los expertos en la técnica estan
bien versados en el disefio de cebadores para usar en procesos tales como PCR. Si es necesario, el sondeo puede
realizarse con los fragmentos de restriccién completos del gen descrito en la presente el cual puede ser de 100 o incluso
de 1000 nucleétidos de longitud.

”ow

Los términos “proteina”, “péptido” y “polipéptido” se usan indistintamente en la presente descripcion.

"Secuencia codificante" se refiere a una secuencia de nucleétidos (ADN o ARN) que codifica una secuencia de
aminoacidos especifica y excluye las secuencias no codificantes. Puede constituir una "secuencia codificante
ininterrumpida”, es decir, que carece de un intrén, tal como en un ADNc o puede incluir uno o mas intrones unidos por
uniones de empalme adecuadas. Un "intrén" es una secuencia de ARN que esta contenida en el transcrito primario pero
gue se elimina mediante escision y re-ligadura del ARN dentro de la célula para crear el ARNm maduro que puede
traducirse a una proteina. Ademas, el ADN que codifica dicha secuencia de ARN se disefia como "intron". Los "exones"
son las partes codificantes de la secuencia de ADN o ARN, que estan separadas entre si por los intrones.

Las "secuencias reguladoras" se refieren a secuencias de nucledtidos ubicadas hacia el extremo 5' (secuencias no
codificantes en 5", dentro, o hacia el extremo 3' (secuencias no codificantes en 3') de una secuencia codificante, y que
influyen en la transcripcion, el procesamiento de ARN o la estabilidad, o la traduccion de la secuencia codificante
asociada. Las secuencias reguladoras incluyen potenciadores, promotores, secuencias lider de la traduccion, intrones, y
secuencias sefial de poliadenilacion. Incluyen secuencias naturales y sintéticas, asi como secuencias que pueden ser
una combinacién de secuencias naturales y sintéticas. Como se sefialé anteriormente, el término "secuencias
reguladoras adecuadas" no se limita a los promotores.

"Promotor" se refiere a una secuencia de nucleétidos, usualmente hacia el extremo 5' de su secuencia codificante, que
controla la expresion de la secuencia codificante al proporcionar el reconocimiento para la ARN polimerasa y otros
factores requeridos para una transcripcion adecuada. "Promotor" incluye un promotor minimo que es una secuencia
corta de ADN compuesta de una caja TATA y otras secuencias que sirven para especificar el sitio de iniciacién de la
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transcripcion, al que se afiaden elementos reguladores para el control de la expresién. "Promotor" se refiere ademas a
una secuencia de nucleétidos que incluye un promotor minimo mas elementos reguladores, que es capaz de controlar la
expresion de una secuencia codificante o ARN funcional. Este tipo de secuencia promotora consiste en elementos hacia
el extremo 5' proximales y mas distales, los ultimos elementos frecuentemente referidos como potenciadores. En
consecuencia, un "potenciador” es una secuencia de ADN que puede estimular la actividad del promotor y puede ser un
elemento innato del promotor o un elemento heterélogo insertado para potenciar el nivel o la especificidad tisular de un
promotor. Es capaz de funcionar en ambas orientaciones (normal o invertido), y es capaz de funcionar incluso cuando
se mueve hacia el extremo 5' o hacia el extremo 3' del promotor. Tanto los potenciadores como otros elementos del
promotor hacia el extremo 5' se unen a proteinas de unién al ADN especificas de la secuencia, las cuales median sus
efectos. Los promotores pueden derivarse en su totalidad de un gen nativo, o pueden estar compuestos de diferentes
elementos derivados de diferentes promotores que se encuentran en la naturaleza, o incluso estar compuestos de
segmentos sintéticos de ADN. Un promotor puede contener ademas secuencias de ADN que estan implicadas en la
union de factores proteicos que controlan la efectividad de la iniciaciéon de la transcripcion en respuesta a condiciones
fisiolégicas o del desarrollo.

El "sitio de iniciacion" es la posicion alrededor del primer nucleétido que es parte de la secuencia transcrita, que ademas
se define como la posicién +1. Con respecto a este sitio se enumeran el resto de las secuencias del gen y sus regiones
de control. Las secuencias hacia el extremo 3' (es decir, otras secuencias que codifican la proteina en la direccion 3') se
denominan positivas, mientras que las secuencias hacia el extremo 5' (la mayoria de las regiones de control en la
direccion 5') se denominan negativas.

"Expresion constitutiva" se refiere a la expresion mediante el uso de un promotor constitutivo.
La "expresion condicional" y "regulada"” se refiere a la expresion controlada mediante un promotor regulado.

"Promotor constitutivo" se refiere a un promotor que es capaz de expresar el marco abierto de lectura (ORF) que
controla en todos o casi todos los tejidos vegetales durante todas o casi todas las etapas del desarrollo de la planta.

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

"Promotor regulado” se refiere a promotores que dirigen la expresién génica no constitutivamente, sino de una manera
temporal y/o espacialmente regulada, e incluye promotores especificos de un tejido e inducibles. Incluye secuencias
naturales y sintéticas, asi como secuencias que pueden ser una combinacion de secuencias naturales y sintéticas.
Diferentes promotores pueden dirigir la expresién de un gen en diferentes tejidos o tipos celulares, o en diferentes
etapas del desarrollo, o en respuesta a diferentes condiciones ambientales. Constantemente se estan descubriendo
nuevos promotores de diversos tipos que son Utiles en las células vegetales, y pueden encontrarse numerosos ejemplos
en la compilacion realizada por Okamuro, J.K. y Goldberg, R.B. (1989) Capitulo 1, "Regulation of Plant Gene
Expression: General Principles" en Stumpf, P.K. y Conn, E.E. Eds., The Biochemistry of Plants: A comprehensive
treatise. Academic Press, NY Estados Unidos).

"Promotor especifico de un tejido" se refiere a promotores regulados que no se expresan en todas las células vegetales
sino solo en uno o mas tipos celulares en érganos especificos (tales como raices, tallos, hojas o semillas), tejidos
especificos (tales como el embrion o cotiledén), o tipos celulares especificos (tales como el parénquima de las hojas o
las células de almacenamiento de las semillas).

"Unido operativamente" se refiere a la asociacion de secuencias de acido nucleico en un solo fragmento de acido
nucleico de manera que la funcién de una se afecta por la otra. Por ejemplo, una secuencia de ADN reguladora se dice
gue esta "unida operativamente a" o "asociada con" una secuencia de ADN que codifica un ARN o un polipéptido si las
dos secuencias se ubican de manera que la secuencia de ADN reguladora afecta la expresién de la secuencia
codificante de ADN (es decir, que la secuencia codificante o ARN funcional estd bajo el control transcripcional del
promotor). Las secuencias codificantes pueden estar unidas operativamente a secuencias reguladoras en orientacion
sentido o antisentido.

"Expresion” se refiere a la transcripcion y/o traduccion de un gen endégeno, ORF o porcion de estos, 0 un transgén en
plantas. La expresién se refiere a la transcripcion y acumulacién estable de ARN sentido (ARNm) o funcional. La
expresion puede referirse ademas a la produccién de proteina.

"Expresion especifica” es la expresion de productos génicos que esta limitada a uno o a pocos tejidos vegetales
(limitacion espacial) y/o a una o a pocas etapas del desarrollo de la planta (limitacion temporal). Se reconoce que
apenas existe una verdadera especificidad: los promotores parecen activarse preferentemente en algunos tejidos,
mientras que en otros tejidos puede haber poca o ninguna actividad. Este fendmeno se conoce como expresion con
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fugas. Sin embargo, en esta invencion la expresion especifica de un tejido se refiere a una expresion preferible en uno o
pocos tejidos vegetales.

Los términos "secuencia de ADN heterdloga”, "segmento de ADN exdgeno” o "acido nucleico heterélogo”, como se usan
en la presente, cada uno se refiere a una secuencia que se origina de una fuente foranea respecto a una célula huésped
en particular o, si es de la misma fuente, esta modificada respecto de su forma original. Por lo tanto, un gen heterélogo
en una célula huésped incluye un gen que es endégeno respecto de la célula huésped en particular pero se ha
modificado mediante, por ejemplo, el uso de barajado de ADN. Los términos incluyen ademas mdltiples copias de origen
no natural de una secuencia de ADN de origen natural. Por lo tanto, los términos se refieren a un segmento de ADN que
es foraneo o heterdlogo a la célula, u homoélogo a la célula pero en una posicion dentro del acido nucleico de la célula
huésped en donde el elemento no se encuentra normalmente. Los segmentos de ADN ex0genos se expresan para
producir polipéptidos exdgenos. Una secuencia de ADN "homéloga" es una secuencia de ADN que se asocia
naturalmente con una célula huésped en la cual se introduce.

"Homoélogo a" en el contexto de identidad de secuencias de nucleétidos o aminoacidos se refiere a la similitud entre la
secuencia de nucledtidos de dos moléculas de &cidos nucleicos o entre las secuencias de aminoacidos de dos
moléculas proteicas. Los estimados de dicha homologia se proporcionan por hibridacion ADN-ADN o ADN-ARN en
condiciones de rigurosidad como conocen hien los expertos en la técnica (como se describe en Haines y Higgins (eds.),
Nucleic Acid Hybridization, IRL Press, Oxford, U. K.), o mediante la comparacion de similitud de secuencias entre dos
acidos nucleicos o proteinas. Dos secuencias de nucleétidos o aminoacidos son homoélogas cuando sus secuencias
tienen una similitud de secuencia de mas de 60 %, preferentemente mas de 70 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, o incluso 98
%.

El término "sustancialmente similar" se refiere a secuencias de nucleétidos y aminoacidos que representan equivalentes
funcionales y/o estructurales de las secuencias descritas en la presente. Por ejemplo, las secuencias de nucleétidos
alteradas que simplemente reflejan la redundancia del cédigo genético pero sin embargo codifican secuencias de
aminoacidos que son idénticas a una secuencia de aminoacidos en particular son sustancialmente similares a las
secuencias particulares. Ademas, las secuencias de aminoacidos que son sustancialmente similares a una secuencia
en particular son aquellas en donde la identidad de aminoacidos en general es al menos 65 % o mayor a las presentes
secuencias. Las modificaciones que dan como resultado secuencias de nucleétidos o aminoacidos equivalentes estan
dentro de la experiencia habitual de la técnica. Ademas, el experto reconoce que las secuencias de nucleétidos
equivalentes que se incluyen en esta invencion también pueden definirse por su capacidad para hibridar, en condiciones
de baja, moderada y/o gran rigurosidad (por ejemplo, SSC 0.1X, SDS al 0.1 %, 65 °C), con las secuencias de
nucledtidos que estan dentro del alcance literal de las presentes reivindicaciones.

El término "transformacion” se refiere a la transferencia de un fragmento de &cido nucleico al genoma de una célula
huésped, lo que resulta en una herencia genéticamente estable. Las células huésped que contienen los fragmentos de
acido nucleico transformados se denominan células "transgénicas", y los organismos que comprenden células
transgénicas se denominan "organismos transgénicos". Los ejemplos de métodos de transformacion de plantas y
células vegetales incluyen transformacién mediada por Agrobacterium (De Blaere et al., 1987) tecnologia de bombardeo
con particulas (Klein et al. 1987; patente de Estados Unidos nam. 4,945,050), microinyeccion, precipitacion con CaPOs,
lipofeccion (fusién con liposomas), uso de una pistola de genes y transportador de vectores de ADN (Wu et al., 1992).
Las plantas completas pueden regenerarse a partir de células transgénicas mediante métodos bien conocidos para el
experto (véase, por ejemplo, Fromm et al., 1990).

"Transformado", "transgénico" y "recombinante" se refieren a un organismo huésped tal como una bacteria o una planta
en la cual se ha introducido una molécula de acido nucleico heterélogo. La molécula de acido nucleico heterélogo puede
integrarse establemente en el genoma que se conoce generalmente en la técnica y se describe en Sambrook et al.,
1989. Véase ademas Innis et al.,, 1995 y Gelfand, 1995; y Innis y Gelfand, 1999. Por ejemplo, plantas o callos
"transformados”, "transformantes" y "transgénicos" han pasado a través del proceso de transformacion y contienen un
gen foraneo integrado en su cromosoma. El término "no transformado” se refiere a plantas normales que no han pasado
a través del proceso de transformacion.

"Transformado transitoriamente" se refiere a células en las cuales se han introducido transgenes y ADN foraneo (por
ejemplo, mediante métodos como transformacién mediada por Agrobacterium o bombardeo biolistico), pero no se
seleccionan por un mantenimiento estable.

"Transformado establemente" se refiere a células que se han seleccionado y regenerado en un medio de seleccion
después de la transformacion.

"Estable genéticamente" y "heredable" se refieren a elementos genéticos integrados en el cromosoma que se mantienen
establemente en la planta y se heredan establemente por la progenie a través de generaciones sucesivas.

"Integrado en el cromosoma" se refiere a la integracion de un gen foraneo o construccion de ADN en el ADN del

huésped mediante enlaces covalentes. Cuando los genes no se "integran en el cromosoma" pueden "expresarse
transitoriamente”. La expresion transitoria de un gen se refiere a la expresién de un gen que no se integra en el
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cromosoma del huésped pero funciona independientemente, como parte de un plasmido o casete de expresion de
replicacién autdbnoma, por ejemplo, o como parte de otro sistema biolégico tal como un virus.

"Transformante primario" se refiere a plantas transgénicas que son de la misma generacion genética que el tejido que
se transforma inicialmente (es decir, que no han experimentado meiosis ni fertilizacion después de la transformacion).

"Los transformantes secundarios" y las "generaciones T1, T2, T3, etcétera" se refieren a plantas transgénicas derivadas
de transformantes primarios a través de uno o mas ciclos meibticos y de fertilizacion. Pueden derivarse de
autofertilizacion de transformantes primarios o secundarios o cruces de transformantes primarios o secundarios con
otras plantas transformadas o no transformadas. Los transformantes secundarios son un aspecto de la presente
invencion.

"Genoma" se refiere al material genético completo de un organismo.

El término "acido nucleico" o "polinucledtido” se refiere a desoxirribonucleétidos o ribonucledtidos y polimeros de estos
en forma monocatenaria o bicatenaria, compuestos de monémeros (nucleétidos) que contienen un azulcar, fosfato y una
base que es una purina o pirimidina. A menos que se limite especificamente, el término abarca acidos nucleicos que
contienen analogos conocidos de nucleétidos naturales que tienen propiedades de union similares al acido nucleico de
referencia y se metabolizan de manera similar a los nucleétidos de origen natural. A menos que se indique lo contrario,
una secuencia de &acido nucleico particular implicitamente abarca ademas sus variantes modificadas de forma
conservadora (por ejemplo, sustituciones de codones redundantes) y las secuencias complementarias, asi como la
secuencia que se indica explicitamente. Especificamente, las sustituciones de codones redundantes pueden lograrse
mediante la generacién de secuencias en las cuales la tercera posiciéon de uno o mas (o todos) los codones
seleccionados se sustituye con residuos con base mezclada y/o desoxiinosina (Batzer et al., 1991; Ohtsuka et al. 1985,
Rossolini et al., 1994). Un "fragmento de &cido nucleico" es una fracciébn de una molécula de &acido nucleico
determinada. En plantas superiores, el acido desoxirribonucleico (ADN) es el material genético mientras que el acido
ribonucleico (ARN) participa en la transferencia de informacién contenida dentro del ADN a proteinas. El término
"secuencia de nucleétidos" se refiere a un polimero de ADN o ARN que puede ser monocatenario o bicatenario,
opcionalmente que contiene bases de nucledtidos sintéticas, no naturales o alteradas capaces de incorporarse a
polimeros de ADN o ARN. Los términos "acido nucleico" o "secuencia de acido nucleico" también pueden usarse
indistintamente con un gen, ADNc, ADN y ARN codificado por un gen.

Las secuencias de nucleétidos usadas en aspectos de la invencién incluyen tanto las secuencias de origen natural como
las formas mutantes (variantes). Dichas variantes poseeran la actividad deseada, es decir, la actividad del promotor o la
actividad del producto codificado por el marco abierto de lectura de la secuencia de nucleétidos no variante.

Por lo tanto, por "variante" se hace referencia a una secuencia sustancialmente similar. Para las secuencias de
nucleétidos que comprenden un marco abierto de lectura, las variantes incluyen aquellas secuencias que, debido a la
redundancia del cédigo genético, codifican la secuencia de aminoacidos idéntica de la proteina nativa. Las variantes
alélicas de origen natural tales como estas pueden identificarse con el uso de técnicas de biologia molecular bien
conocidas, como, por ejemplo, con técnicas de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) e hibridacion. Las
variantes de secuencias de nucleétidos incluyen ademas secuencias de nucleétidos derivadas sintéticamente, tales
como las generadas, por ejemplo, mediante el uso de mutagénesis dirigida a un sitio y por los marcos abiertos de
lectura, codifican la proteina nativa, asi como las que codifican un polipéptido que tiene sustituciones de aminoacidos
respecto de la proteina nativa. Generalmente, las variantes de una secuencia de nucleétidos de la invencién tendran al
menos 40, 50, 60, a 70 %, por ejemplo, preferentemente 71 %, 72 %, 73 %, 74 %, 75 %, 76 %, 77 %, 78 %, a 79 %,
generalmente al menos 80 %, por ejemplo, 81 %-84 %, al menos 85 %, por ejemplo, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91
%, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, a 98 % y 99 % de identidad de secuencia de nucledtidos con la secuencia de
nucledtidos nativa (tipo silvestre o enddgena).

El término "identidad de secuencia de nucleétidos” u "homologia de secuencia de nucleétidos” como se usa en la
presente denota el nivel de similitud, o el nivel de homologia, respectivamente, entre dos polinucleétidos. Los
polinucleétidos tienen secuencias "idénticas" si la secuencia de nucleétidos en las dos secuencias es la misma. Los
polinucleétidos tienen secuencias "homoélogas" si la secuencia de nucleétidos en las dos secuencias es la misma
cuando se alinean para una correspondencia maxima. La comparacién de secuencias entre dos o mas polinucleétidos
se realiza generalmente mediante la comparacién de las porciones de las dos secuencias sobre una ventana de
comparacién para identificar y comparar regiones locales de similitud de secuencia. La ventana de comparacion es
generalmente de aproximadamente 20 a 200 nucleétidos contiguos. El "porcentaje de identidad de secuencia” o el
“porcentaje de homologia de secuencia” para los polinucleétidos, tal como 50, 60, 70, 80, 90, 95, 98, 99 o0 100 por ciento
de identidad u homologia de secuencia se puede determinar por comparacion de dos secuencias Optimamente
alineadas sobre una ventana de comparacion, en donde la parte de la secuencia del polipéptido en la ventana de
comparacion puede incluir adiciones o deleciones (es decir, interrupciones) en comparacién con la secuencia de
referencia (que no comprende adiciones o deleciones) para una alineacion éptima de las dos secuencias. El porcentaje
se calcula para: (a) determinar el nimero de posiciones en las que la base de acido nucleico idéntica ocurre en ambas
secuencias para producir el nUmero de posiciones coincidentes; (b) dividir el nUmero de posiciones coincidentes por el
namero total de posiciones en la ventana de comparacién; y (c) multiplicar el resultado por 100 para obtener el
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porcentaje de homologia de secuencia. La alineacion éptima de las secuencias para su comparacion se puede llevar a
cabo mediante implementaciones computarizadas de algoritmos conocidos, o por inspeccion visual. Algoritmos para la
comparacion de secuencias y la alineacién de mdltiples secuencias que estan disponibles facilmente son,
respectivamente, los programas de la Herramienta de blsqueda de alineacion local basica (BLAST) (Altschul et al.,
1990; Altschul et al., 1997) y ClustalW, ambos disponibles en internet. Otros programas adecuados incluyen, pero sin
limitarse a, GAP, BestFit, PlotSimilarity, y FASTA en el Paguete de Programas para Genética de Wisconsin (Genetics
Computer Group (GCG), Madison, WI, EE.UU.) (Devereux et al., 1984).

Las secuencias de acido nucleico de la invenciéon pueden "optimizarse" para un aumento de su expresion en plantas de
interés. Véase, por ejemplo, EP 0359472 0 WO 91/16432. De esta manera, los marcos abiertos de lectura en los genes
o fragmentos génicos pueden sintetizarse con la utilizacion de codones preferidos en plantas. Por lo tanto, las
secuencias de nucle6tidos pueden optimizarse para la expresiéon en cualquier planta.

Por "variante" de polipéptido se entiende un polipéptido derivado de la proteina nativa mediante delecion (denominado
truncamiento) o adicién de uno o mas aminoéacidos al extremo N-terminal y/o C-terminal de la proteina nativa; delecién o
adicion de uno 0 mas aminoacidos a uno 0 mas sitios en la proteina nativa; o sustitucién de uno o mas aminoacidos en
uno o0 mas sitios en la proteina nativa. Dichas variantes pueden resultar, por ejemplo, de polimorfismo genético o de la
manipulacion del ser humano. Los métodos para tales manipulaciones generalmente se conocen en la técnica. En la
definicion de variante de polipéptido se incluyen ademas los polipéptidos "ortélogos" (ortélogos), que son péptidos
codificados por genes en diferentes especies que evolucionan a partir de un gen ancestral comin por especiacion.
Normalmente, los ortélogos retienen la misma funcién en el curso de la evolucion

Por lo tanto, los polipéptidos pueden alterarse en diversas maneras que incluyen sustituciones, deleciones,
truncamientos, e inserciones de aminoacidos. Los métodos para tales manipulaciones generalmente se conocen en la
técnica. Se prefieren las sustituciones conservadoras, tales como el intercambio de un aminoacido con otro que tiene
propiedades similares. Las sustituciones, deleciones o adiciones individuales que alteran, afiaden o eliminan un solo
aminoéacido o un pequefio porcentaje de aminoacidos (tipicamente menos de 5 %, mas tipicamente menos del 1 %) en
una secuencia codificada son "variaciones modificadas de manera conservadora", donde las alteraciones dan como
resultado la sustitucién de un aminoacido con un aminoacido quimicamente similar.

"Casete de expresion" como se usa en la presente se refiere a una secuencia de ADN capaz de dirigir la expresion de
una secuencia de nuclettidos en particular en una célula huésped adecuada, que comprende un promotor unido
operativamente a la secuencia de nucledtidos de interés que esta unida operativamente a sefiales de terminacion.
Tipicamente comprende ademas las secuencias requeridas para una adecuada traduccion de la secuencia de
nucledtidos. La region codificante usualmente codifica una proteina de interés pero puede codificar ademas un ARN
funcional de interés, por ejemplo un ARN antisentido o un ARN no traducido, en la direccién sentido o antisentido. El
casete de expresion que comprende la secuencia de nucleétidos de interés puede ser quimérico, lo que significa que al
menos uno de sus componentes es heterélogo con respecto a al menos uno de sus otros componentes. El casete de
expresion también puede ser uno que es de origen natural pero que se ha obtenido en una forma recombinante Util para
su expresion heterdloga. La expresion de la secuencia de nucleétidos en el casete de expresion puede estar bajo el
control de un promotor constitutivo o de un promotor inducible que inicia la transcripcion solo cuando la célula huésped
se expone a algun estimulo externo en particular. En el caso de un organismo multicelular, el promotor puede, ademas,
ser especifico para un tejido u 6rgano o etapa de desarrollo en particular.

El término "vector" como se usa en la presente se refiere a una construccién compuesta de material genético disefiada
para dirigir la transformacion de una célula objetivo. Un vector contiene miltiples elementos genéticos orientados
posicional y secuencialmente, es decir, unidos operativamente con otros elementos necesarios de manera que el acido
nucleico en un casete de acido nucleico puede transcribirse y cuando sea necesario, traducirse en las células
transformadas. Se define que un "vector" incluye, entre otros, cualquier plasmido, cosmido, fago o vector binario
de Agrobacterium en forma bicatenaria 0 monocatenaria lineal o circular que puede o no ser autotransmisible o
movilizable, y que puede transformar un huésped procariota 0 eucariota mediante integracion en el genoma celular o
existir de manera extracromosémica (por ejemplo, plasmido de replicacién autbnoma con un origen de replicacion).
Especificamente se incluyen vectores lanzadera mediante lo cual se hace referencia a un vehiculo de ADN capaz,
naturalmente o por su disefio, de replicacion en dos organismos huésped diferentes, que pueden seleccionarse de
actinomycetes y especies relacionadas, bacterias y eucariotas (por ejemplo, células de plantas superiores, de mamifero,
de levadura o flngicas). Preferentemente, el acido nucleico en el vector esta bajo el control de, y unido operativamente
a, un promotor adecuado u otros elementos reguladores para la transcripcién en una célula huésped, tal como una
célula microbiana, por ejemplo, bacteriana, o vegetal. El vector puede ser un vector de expresion bifuncional que
funciona en mudltiples huéspedes. En el caso de ADN gendmico, este puede contener su propio promotor u otros
elementos reguladores y en el caso de ADNc este puede estar bajo el control de un promotor adecuado u otros
elementos reguladores para la expresion en la célula huésped.

Los "vectores de clonacién" tipicamente contienen uno o un pequefio nimero de sitios de reconocimiento de
endonucleasas de restriccion en donde las secuencias de ADN foraneas pueden insertarse de una manera determinable
sin pérdida de la funcién biolégica esencial del vector, asi como un gen marcador que sea adecuado para usar en la
identificacion y seleccion de células transformadas con el vector de clonacion.
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Una "planta transgénica" es una planta que tiene una o mas células vegetales que contienen un vector de expresion.

"Tejido vegetal" incluye plantas o tejidos diferenciados y no diferenciados, que incluyen, pero sin limitarse a, raices,
tallos, brotes, hojas, polen, semillas, tejido tumoral y diversas formas de células y cultivo tales como células individuales,
protoplastos, embriones, y tejido calloso. El tejido vegetal puede estar en plantas o en 6rganos, tejido o cultivo celular.

El término "planta,” como se usa en la presente, se refiere a cualquier tipo de planta. Los inventores proporcionan mas
adelante una descripcion ilustrativa de algunas plantas que pueden usarse con la invencion. Sin embargo, la lista se
proporciona con fines ilustrativos solamente y no es limitante, ya que los expertos en la técnica conoceran otros tipos de
plantas que pueden usarse con la invencion.

Una clase comun de plantas explotadas en la agricultura son los cultivos de vegetales, que incluyen alcachofas,
colirrdbano, racula, puerros, esparragos, lechuga (por ejemplo, cabeza, hoja, romana), bok choy, malanga, brocoli,
melones (por ejemplo, melon, sandia, crenshaw, melon verde, cantalupo), coles de Bruselas, repollo, cardones,
zanahorias, napa, coliflor, quimbombd, cebollas, apio, perejil, garbanzos, chirivias, achicoria, col china, pimientos, coles,
patatas, plantas de pepino (calabacines, pepinos), calabazas, cucurbitaceas, rabanos, cebollas secas, colinabo,
berenjena, salsifi, escarola, chalotes, endivia, ajo, espinacas, cebollin, calabaza, lechuga, remolacha (remolacha
azucarera y remolacha forrajera), camote, acelga, rabano picante, tomates, col rizada, nabos y especias.

Otros tipos de plantas que frecuentemente tienen uso comercial incluyen cultivos de frutas y vides como manzanas,
albaricoques, cerezas, nectarinas, melocotones, peras, prunus, ciruelas, membrillo, almendros, castafios, avellanas,
pacanas, pistachos, nueces, citricos, arandanos, moras, arandanos rojos, grosellas, moras rojas, frambuesas, fresas,
zarzamoras, uvas, aguacates, platanos, kiwi, caquis, granada, pifia, frutas tropicales, poros, melén, mango, papaya y
lichi.

Muchas de las plantas mas ampliamente cultivadas son plantas de cultivo tales como onagra, espuma de pradera, maiz
(de campo, dulce, palomero), lipulo, jojoba, cacahuetes, arroz, cartamo, granos pequefios (cebada, avena, centeno,
trigo, etc.), sorgo, tabaco, kapok, plantas leguminosas (frijoles, lentejas, guisantes, soya), plantas oleaginosas (colza,
mostaza, amapola, olivo, girasoles, coco, plantas de aceite de ricino, grano de cacao, mani), plantas de fibra (algodén,
lino, cafiamo, yute), Lauraceae (canela, alcanfor) o plantas como café, cafia de azlcar, té y plantas de caucho natural.

Especialmente aplicables en la presente invencion son las plantas con una alta biomasa, como las plantas que también
se utilizan en la produccion de biocombustibles, tales como Miscanthus, pasto varilla, lamo, eucalipto, pino del loblolly,
sauce, arce plateado, alfalfa, Jatropha, y Pongamia pinnata.

Otro grupo de plantas econdmicamente importantes son las plantas ornamentales. Ejemplos de plantas ornamentales
cultivadas comuUnmente incluyen Alstroemeria (por ejemplo, Alstoemeria  brasiliensis), aster, azalea (por
ejemplo, Rhododendron sp.), begonias (por ejemplo, Begonia sp.), campanula, buganvilla, cactus (por
ejemplo, Cactaceae schlumbergera truncata), camelia, clavel (por ejemplo, Dianthus caryophyllus), crisantemos (por
ejemplo, Chrysanthemum sp.), clematide (por ejemplo, Clematis sp.), cresta de gallo, colombinas, ciclamen (por
ejemplo, Cyclamen sp.), narcisos (por ejemplo, Narcissus sp.), falso ciprés, freesia (por ejemplo, Freesia refracta),
geranios, gerbera, gladiolos (por ejemplo, Gladiolus sp.), acebo, hibiscus (por ejemplo, Hibiscus
rosasanensis), hortensia (por ejemplo, Macrophylla hydrangea), enebro, lirios (por ejemplo, Lilium sp.), magnolia,
minirosas, orquideas (por ejemplo, miembros de la familia Orchidaceae), petunias (por ejemplo, Petunia hybrida), flor de
Pascua (por ejemplo, Euphorbia pulcherima), primaveras, rododendro, rosas (por ejemplo, Rosa sp.), Antirrhinum (por
ejemplo, Antirrhinum sp.), arbustos, arboles tales como forestales (arboles de hojas anchas y perennifolios, tales como
las coniferas) y tulipanes (por ejemplo, Tulipa sp.).

El término "parte de la planta”, como se usa en la presente, incluye referencia a, pero sin limitaciones, células
individuales y tejidos a partir de microsporas, polen, évulos, hojas, embriones, raices, puntas de raices, anteras, flores,
frutos, semillas, tallos, brotes, vastagos, rizomas, protoplastos, callos, tejidos meristematicos y similares.

El término "planta de cultivo”, como se usa en la presente, se refiere a una planta que se cosecha o proporciona un
producto cosechable.

Los términos "plantula” y "plantén”, como se usan en la presente, son intercambiables y se refieren a la planta juvenil
cultivada a partir de un brote, embrién o una semilla en germinacién y generalmente incluyen cualquier planta pequefia
gque muestre cotiledones verdes bien desarrollados y alargamiento de las raices y que se propagan antes de
trasplantarlas en la ubicacién final en donde van a madurar.

El término "cultivo de tejidos", como se usa en la presente, se refiere a un cultivo de células vegetales en donde las
células se propagan en un medio nutriente en condiciones controladas.

Un "aumento significativo" es un aumento que es mas grande que el margen de error inherente a la técnica de medicion,
preferentemente un aumento de aproximadamente 10 %-50 %, o incluso de 2 veces 0 mas.
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"Significativamente menor" significa que la disminucién es mayor que el margen de error inherente a la técnica de
medicion, preferentemente una disminucion de aproximadamente 2 veces o0 mas.

El término "enddégeno” como en "producido endégenamente” se refiere a que se produce dentro de la planta (célula).

El término "area de produccion”, como se usa en la presente, se refiere a un lugar donde las plantas se cultivan y donde
los productos en la forma de plantas o partes de las plantas se producen para la cosecha. El tamafio del area de
produccion se expresa generalmente en metros cuadrados o acres de tierra. Un area de produccion puede ser un
campo abierto o un invernadero.

El término "producciéon de biomasa”, como se usa en la presente, se refiere a la produccion de material organico
derivado de plantas.

El término "contenido de materia seca”, como se usa en la presente, se refiere a la fraccion de masa (%) que queda
después que la fraccion de agua (%) se ha eliminado mediante secado.

Secuencias de ADN para la transformacion

Virtualmente cualquier composicion de ADN puede usarse para administrar a las células vegetales receptoras, para
producir finalmente plantas transgénicas fértiles de acuerdo con la presente invencion. Por ejemplo, pueden emplearse
segmentos de ADN en la forma de vectores y plasmidos, o fragmentos de ADN lineales, en algunos casos que
contienen solo el elemento de ADN a expresar en la planta, y similares. La construccion de vectores que pueden
emplearse junto con la presente invencion sera conocida para los expertos en la técnica a la luz de la presente
descripcién (véase, por ejemplo, Sambrook et al., 1989; Gelvin et al., 1990). Los vectores, que incluyen plasmidos,
césmidos, YAC (cromosomas artificiales de levadura), BAC (cromosomas artificiales bacterianos) y segmentos de ADN
para usar en la transformacion de células, de acuerdo con la presente invencion comprenderan, por supuesto, el ADNc,
gen o genes necesarios para la produccién de isopreno en el transformante.

El vector de la invencién puede introducirse en cualquier planta. Los genes y secuencias a introducir pueden usarse
convenientemente en casetes de expresion para la introduccion y expresion en cualquier planta de interés. Dichos
casetes de expresion comprenderan una region de iniciacion de la transcripcion (un promotor) unida al gen que codifica
el gen de la isopreno sintasa de interés. Un casete de expresion de este tipo se proporciona preferentemente con una
pluralidad de sitios de restricciéon para la inserciéon del gen de interés para que esté bajo la regulacién transcripcional de
las regiones reguladoras, tal como el promotor designado. El casete de expresion puede contener adicionalmente genes
de marcadores de seleccion adecuados para el organismo huésped en particular.

El casete de transcripcién incluird en la direccién 5' a 3' de la transcripcion, las regiones de iniciacién de la transcripcion
y la traduccién, una secuencia de ADN de interés, y regiones de terminacion de la transcripcion y la traduccion
funcionales en plantas.

La region de terminacion puede ser nativa con la regién de iniciacion de la transcripcidn, puede ser nativa con la
secuencia de ADN de interés, o puede derivarse de otra fuente.

Regiones de terminacién convenientes estan disponibles del plasmido Ti de A. tumefaciens, tal como las regiones de
terminacion de la octopina sintasa y nopalina sintasa. Véase ademas, Guerineau et al. (1991) Mol. Gen. Genet. 262:
141-144; Proudfoot (1991) Cell 64: 671- 674; Sanfacon et al. (1991) Genes Dev. 5: 141-149; Mogen et al. (1990) Plant
Cell 2: 1261-1272; Munroe et al. (1990) Gene 91: 151-158; Ballas et al. (1989) Nucleic Acids Res. 17: 7891-7903; Joshi
et al. (1987) Nucleic Acid Res. 15: 9627-9639.

En la técnica se describen metodologias para la obtencidn de construcciones de transformacion en plantas.

En una modalidad de la invencién, las plantas se transforman con el nucleétido que codifica bZIP19 o bZIP23. Estos
genes pueden derivarse de Arabidopsis. Alternativamente, pueden usarse ortélogos de bZIP19 y bZIP23, tales como los
de Populus trichocarpa (PtrbZIP38 o XM_002305485.1 y PtrbZIP39 o XM_002313671.1); arroz (OsbZIP48 o
AK071639.1), Helianthus annuus (CD852649.1), Medicago truncatula (TA25329_3880), Solanum
tuberosum (TA33339_3880), Glycine max (TA50226_3847; TA50224 3847), Sorghum bicolor (TA23717_4558), Zea
mays (TA111061_4577; TA111059 4577; CO451643), u Hordeum vulgare (TA45897_4513).

Los métodos para la transformacion de plantas con una construccion que codifica la proteina bZIP19 o la bZIP23 ya se
conocian a partir del documento US 2007/0022495 (Mendel Biotechnology), pero este documento no dice nada sobre el
efecto que tal transformacioén produciria.

Las secuencias de aminoacidos de las proteinas de Arabidopsis se proporcionan en la Figura 1, los genes para estas

proteinas pueden encontrarse en las bases de datos de genes con nim. de acceso At4g35040 o NM_119670.4
(bZIP19) y At2g16770 o0 NM_119670.4 (bZIP23). Las secuencias se listan ademas como la sec. con nim. de ident.: 2y
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la sec. con nam. de ident.: 1, respectivamente. Todas las proteinas bZIP contienen un dominio basico caracteristico y
muy conservado, que se une al ADN, y un motivo de dimerizaciéon con cremallera de leucina. Las bZIP pueden formar
homo y/o heterodimeros, que se unen al ADN de una manera especifica de la secuencia y son capaces de unirse a
secuencias objetivo palindromicas cortas o pseudo-palindromicas (Fyjii., Y. et al., 2000, Nature 7:889-893). Las bZIP de
plantas son importantes para la regulacién de la defensa contra patdgenos, sefializacion ambiental y desarrollo, pero
hasta el momento no se les ha asignado una funcién a aproximadamente dos tercios de los miembros bZIP (Hakoby, M.
et al., 2002, Trends Plant Sci. 7:106-111). Entre estos estan los genes de bZIP19 y bZIP23. Estos pertenecen al grupo
F, uno de los diez grupos en los que se divide esta familia. Este grupo contiene un tercer miembro, bZIP24, no
identificado en el ensayo de un hibrido en levadura. Las secuencias predichas de las proteinas bZIP19 y bZIP23
comparten un 69 % de identidad de la secuencia de aminoacidos y solo 28 y 32 %, respectivamente, con bZIP24. Los
tres miembros del grupo F contienen dos motivos ricos en histidina caracteristicos (fig. 1).

Como puede observarse, bZIP19 y bZIP23 comparten el dominio de bZIP en el aminoacido 79-110 (bZIP23) y el
aminoacido 94-125 (bZIP19) y dos motivos ricos en histidina en el aminoacido 36-48 y 51-60 (bZIP23) y el aminoacido
44-56 y 59-68 (bZIP19).

Aunque es posible obtener una sobreexpresion de bZIP19 o bZIP23 en una planta al proporcionar a dicha planta con las
secuencias de nucleétidos mencionadas anteriormente, una modalidad preferida de la invencién es una planta en la cual
se sobreexpresan ambas proteinas. Como se ejemplifica en la parte experimental, los genes actian de manera
redundante, y bZIP19 solo es parcialmente redundante. Los factores de transcripcion de bZIP generalmente actian
como dimeros. Su redundancia sugiere que bZIP19 y bZIP23 actian como homo(di)meros, en linea con predicciones
anteriores (Deppmann, C.D. et al., 2006, Mol. Biol. Evol. 23:1480-1492).

La sobreexpresion de bZIP19 y/o bZIP23 pueden lograrse mediante insercion de una o mas de una copia extra del gen
seleccionado. No es desconocido que las plantas o su progenie, originalmente transformadas con una 0 mas copias
adicionales de una secuencia de nucle6tidos exhiben sobreexpresion.

Obtener suficientes niveles de la expresion de transgenes en los tejidos vegetales adecuados es un aspecto importante
en la produccion de cultivos modificados genéticamente. La expresion de secuencias de ADN heterélogas en una planta
huésped es dependiente de la presencia de un promotor unido operativamente que sea funcional dentro de la planta
huésped. La eleccion de la secuencia promotora determinara cuando y dénde dentro del organismo se expresa la
secuencia de ADN heter6loga. Las proteinas de la presente invencion se expresan preferentemente en las raices,
donde el Zn es absorhido del suelo y transportado, y en otras células de la planta que actualmente estan implicadas en
el transporte y la acumulacion de zinc. El experto en la técnica conoce bien dichos promotores especificos de la raiz y
pueden escogerse del de RolD, RPL16A. Tub-1, ARSK1, PsMT, (W097/20057), y promotor de Ataol (Moller, S.G. y
McPherson, M.J., 1998, The Plant J., 13:781-791), el promotor de AAP6 (Okumoto, S. et al., 2002, J. Biol. Chem.
277:54338-54346), el promotor de RB7 de tabaco (Yamamoto, Y.T. et al., 1991, Plant Cell 3:371-382.), el promotor de
ADH de Arabidopsis (McKendree, W.L. et al., 1992, Plant Mol Biol. 19:859-862), el promotor de PHT1 de Arabidopsis
(Koyama, T. et al., 2004, J. Biosci. Bioeng. 99:38-42), el promotor de pyk10 de Arabidopsis (Nitz, I. et al., 2001, Plant
Sci. 161:337-346), el promotor del gen de la peroxidasa (prxEa) de Arabidopsis (Wanapu y Shinmyo, 1996, Ann N. Y.
Acad. Sci. 782: 107-114), el promotor de SIREO de tomate (Jones, M.O. et al., 2008, Funct. Plant Biol. 35:1224-1233),
el promotor de MsPRP2 de la alfalfa (Winicov, I. et al.), los promotores de ZRP3 y ZRP4 del arroz (ref?), los promotores
de RCc2 y RCc3 del maiz (ref?), el promotor de FaRB7 de la fresa (Vaughan, S.P. et al., 2006, J. Exp. Botany doi:
10.1093/jxb/erl185) los promotores segin se describen en los documentos US 5,459,252, US 5,837,876, WO
97/005261, WO 2001/53502, W02001/044454, WO 2006/024291 y WO 2006/022467. Alternativamente, pueden usarse
promotores de genes que normalmente estan controlados en su expresion por bZIP19 o bZIP23, por ejemplo, los
mencionados en la Tabla 3. Se considera que estos promotores se prefieren especialmente ya que se expresan en las
células donde normalmente acttan las proteinas y ya que se induciran por la presencia de Zn y por lo tanto amplificaran
la sefial de la deficiencia de Zn lo que provoca una respuesta mas temprana y particularmente mas fuerte.

Aunque se conoce que algunos enfoques transgénicos si influyen en la adaptacion de las plantas a los cambios en las
concentraciones de zinc en el ambiente, estos enfoques son todos intentos de hacer que las plantas sean transgénicas
para proteinas transportadoras de zinc (tales como ZAT, véase van der Zaal, B.J., 1999, Plant Physiol. 119:1047-1055;
AtHMA4, véase Verret, F. et al., 2004, FEBS Lett 576:306-312; y NAS, véase Takahashi, M. et al., 2003, Plant Cell
15:1263-1280). La presente invencion intenta interferir con la regulacion, absorcién, transporte y almacenamiento de
zinc en la planta, mediante la modulacién de la expresion de genes que son reguladores, entre otros, de estas proteinas
de transporte. Por lo tanto, la invencion interfiere a un nivel mas basal, que tiene la ventaja que existe menos influencia
por los mecanismos de retroalimentacion y otros procesos reguladores implicados en el procesamiento de zinc.

Aunque en la parte experimental se demuestra que bZIP19 y bZIP23 juegan un papel principal en el control de la
adaptacion a los cambios en el contenido de zinc del suelo y aunque transformar las plantas con alguna o ambas de
esas proteinas volveria a las plantas capaces de adaptarse a la deficiencia de Zn o actuar como (hiper)acumuladores de
Zn, estas propiedades pueden aumentarse mediante la sobreexpresion de proteinas adicionales que se conoce que
participan en la homeostasis del Zn. Estas proteinas se escogen preferentemente de transportadores de metales
pesados, preferentemente proteinas HMA2, HMA3 o HMA4, proteinas YSL, preferentemente YSL, preferentemente
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YSL1 o YSL3, ZIP o IRT, proteinas ZIF, proteinas NAS, proteinas MRP, FRD3 y MTP (proteinas transportadoras de
metales).

Como puede observarse en esta Tabla, los genes que codifican estas proteinas estan disponibles para el experto en la
técnica y la transformacion de las secuencias que codifican estos genes puede realizarse de acuerdo con los métodos

10

como se describen en la presente.

Tabla A. Proteinas implicadas en la absorcion, transporte y almacenamiento de Zn

Nombre | Descripcion NUm. de Acc. del NUm. de Acc. de la
gen proteina

HMA2 | ATPasa transportadora de cadmio NM_ 119157.3 NP_ 194740.1
HMA3 |transportador de metales pesados de Zn/Cd potencial AY434729.1 AAR10768.1
HMA4 |transportador transmembrana de iones de cadmio/ATPasa |NM_ 127468.4 NP_ 179501.1

transportadora de cadmio/transportador transmembrana de iones

de zinc
YSL1 |Transportador de oligopéptidos NM_ 118544.3 NP_ 567694.2
YSL2 |Transportador de oligopéptidos NM_ 122346.3 NP_ 197826.2
YSL3 | Transportador de oligopéptidos NM_ 124735.2 NP_ 200167.2
ZIP1 Transportador transmembrana de iones de zinc NM_112111.3 NP_ 187881.1
ZIP2 Transportador transmembrana de iones de zinc NM_ 125344.2 NP_ 200760.1
ZIP3 Transportador transmembrana de iones de zinc NM_ 128786.3 NP_ 180786.1
ZIP4 Transportador transmembrana de iones de cobre NM_ 100972.4 NP_ 172566.2
ZIP5 Transportador transmembrana de iones metélicos NM_ 202033.1 NP_ 973762.1
ZIP6 Transportador transmembrana de iones metdlicos NM_ 128563.1 NP_ 180569.1
ZIP7 Transportador transmembrana de iones metdlicos NM_ 126440.2 NP_ 178488.1
ZIP8 Transportador transmembrana de iones de zinc NM_001161290. 1 |[NP_001154762.1
ZIP9 Transportador transmembrana de iones de zinc NM_ 119456.1 NP_ 195028.1
ZIP10 |Transportador transmembrana de iones de zinc NM_ 102864.2 NP_174411.2
ZIP11 |Transportador transmembrana de iones metalicos NM_ 104468.2 NP_564703.1
ZIP12 |Transportador transmembrana de iones de zinc NM_ 125609.1 NP_ 201022.1
IRT3 Transportador transmembrana de iones metdlicos NM_104776.4 NP_ 564766.1
ZIF1 Transportador transmembrana de carbohidratos NM_ 121377.4 NP_ 196878.2
NAS1 |nicotianamina sintasa NM_ 120577.3 NP_ 196114.1
NAS2 | nicotianamina sintasa NM_ 124990.1 NP_ 200419.1
NAS3 | nicotianamina sintasa NM_ 100794.3 NP_ 172395.1
NAS4 | nicotianamina sintasa NM_ 104521.2 NP_ 176038.1
MRP3 | ATPasa exportadora de glutation S-conjugado NM_ 112147.2 NP_ 187915.1
FRD3 | antiporte/transportador NM_111683.1 NP_ 187461.1
MTP1 | Transportador transmembrana de iones de zinc NM_ 180128.2 NP_ 850459.1
MTP2 NM_ 116059.2 NP_191753.1
MTP3 |transportador transmembrana de iones de zinc NM_ 115743.3 NP_ 191440.2
MTP8 | proteina de tolerancia a metales NM_ 115668.2 NP_ 191365.2

La (sobre)expresion de bZIP19 y/o bZIP23 en plantas junto con una o mas de las proteinas mencionadas anteriormente
produciria plantas que serian capaces de absorber mas zinc que una planta de tipo silvestre normal o de responder mas
rapido a deficiencias locales en el suministro de zinc. Por estas caracteristicas, tales plantas serian muy adecuadas
para crecer en un suelo con alto contenido de zinc y por lo tanto serian capaces de actuar como fitorremediadores,
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limpiando el suelo de un metal téxico, o serian capaces de crecer en suelo con un contenido de zinc normal o bajo, pero
aun tienen cantidades de zinc dietéticamente suficientes en sus partes comestibles, o serian menos sensibles a las
deficiencias de zinc.

Los vectores para usar en la transformacion de genes de manera especifica de tejidos en plantas transgénicas
tipicamente incluiran promotores especificos de tejidos y pueden incluir ademas otros elementos de control especificos
de tejidos tales como secuencias potenciadoras.

Adicionalmente, los vectores pueden construirse y emplearse en el direccionamiento intracelular de un producto génico
especifico dentro de las células de una planta transgénica. Esto se lograra generalmente mediante la uniéon de una
secuencia de ADN que codifica una secuencia peptidica sefial o de transito a la secuencia codificante de un gen en
particular. El péptido resultante de transito, o sefial, transportara la proteina a un destino intracelular, o extracelular
particular, respectivamente, y después se eliminara postraduccionalmente. Los péptidos de transito o sefial actdan al
facilitar el transporte de las proteinas a través de las membranas intracelulares, por ejemplo, membranas de las
vacuolas, vesiculas, plastidos y mitocondrias, mientras que los péptidos sefial dirigen las proteinas a través de la
membrana extracelular.

Un ejemplo particular de dicho uso se refiere a la direccion de una proteina (enzima) a un organelo en particular tal
como la vacuola en lugar del citoplasma. Los péptidos sefial de proteinas vacuolares, tales como el propéptido N-
terminal (NTPP) de sporamina de la papa dulce y el propéptido C-terminal (CTPP) de quitinasa de tabaco pueden
usarse para dirigir la expresion de una proteina a la vacuola.

Al facilitar el transporte de la proteina hacia los compartimentos dentro de la célula, estos péptidos de transito pueden
aumentar la acumulacién de producto génico mediante la proteccion de la degradacion proteolitica.

Produccion y caracterizacion de plantas transformadas establemente

Las especies de plantas pueden transformarse por ejemplo mediante la transformacion mediada por ADN de los
protoplastos de la célula vegetal y posterior regeneracion de la planta a partir de los protoplastos transformados de
acuerdo con procedimientos bien conocidos en la técnica.

Cualquier tejido vegetal capaz de una propagacion clonal posterior, mediante organogénesis o embriogénesis, puede
transformarse con un vector de la presente invencion. El término "organogénesis”, como se usa en la presente, se
refiere a un proceso mediante el cual se desarrollan brotes y raices secuencialmente a partir de centros meristematicos;
el término "embriogénesis”, como se usa en la presente, se refiere a un proceso mediante el cual los brotes y raices se
desarrollan en conjunto de una manera concertada (no secuencialmente), a partir de células somaticas o gametos. El
tejido en particular escogido variard en dependencia de los sistemas de propagacion clonal disponibles, y mas
adecuados, para la especie en particular que se transforma. Los objetivos tisulares ilustrativos incluyen discos foliares,
polen, embriones, cotiledones, hipocétilos, megagametofitos, tejido calloso, tejido meristematico existente (por ejemplo,
meristemos apicales, yemas axilares, y meristemos radiculares), y tejido meristematico inducido (por ejemplo,
meristemo de cotiledén y meristemo ultilane).

Las plantas de la presente invencion pueden tener una variedad de formas. Las plantas pueden ser quimeras de células
transformadas y células no transformadas; las plantas pueden ser transformantes clonales (por ejemplo, todas las
células se transforman para contener el casete de expresion); las plantas pueden comprender injertos de tejidos
transformados y no transformados (por ejemplo, un material de raiz transformado injertado en un véastago no
transformado en especies de citricos). Las plantas transformadas pueden propagarse mediante una variedad de
medios, tales como mediante propagacion clonal o técnicas de reproduccion clasicas. Por ejemplo, las plantas
transformadas de la primera generacién (o T1) pueden autofecundarse para producir plantas transformadas
homocigotas de segunda generacién (o T2), y las plantas T2 se propagan adicionalmente mediante técnicas de
reproduccion clasicas. Un marcador de seleccion dominante (tal como npt 1) puede asociarse con el casete de
expresion para asistir en la reproduccion.

Por lo tanto, la presente invencion proporciona una célula vegetal transformada (transgénica), in planta o ex planta, que
incluye un plastido u otro organelo transformado, por ejemplo, ndcleo, mitocondria o cloroplasto.

La transformacion de plantas puede llevarse a cabo con una sola molécula de ADN o mdltiples moléculas de ADN (es
decir, co-transformacion), y ambas técnicas son adecuadas para usar con los casetes de expresion de la presente
invencion. Muchos vectores de transformacion estan disponibles para la transformacion de plantas, y los casetes de
expresion de esta invencidn pueden usarse junto con cualquiera de esos vectores. La seleccion del vector dependera de
la técnica de transformacion preferida y la especie objetivo para la transformacion.

Los métodos adecuados para transformar células vegetales incluyen, pero no se limitan a, microinyeccion (Crossway et
al., 1986), electroporacion (Riggs et al., 1986), transformacion mediada por Agrobacterium (Hinchee et al., 1988),
transferencia directa de genes (Paszkowski et al., 1984), y aceleracién de particulas balisticas mediante el uso de
dispositivos disponibles de Agracetus, Inc., Madison, Wis. And BioRad, Hercules, Calif. (véase, por ejemplo, Sanford et
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al., patente de Estados Unidos num. 4,945,050; y McCabe et al., 1988). Ademas véase, Weissinger et al., 1988; Sanford
et al., 1987 (cebolla); Christou et al., 1988 (soja); McCabe et al., 1988 (soja); Datta et al., 1990 (arroz); Klein et al., 1988
(maiz); Klein et al., 1988 (maiz); Klein et al., 1988 (maiz); Fromm et al., 1990 (maiz); y Gordon- Kamm et al., 1990
(maiz); Svab et al., 1990 (cloroplasto de tabaco); Koziel et al., 1993 (maiz); Shimamoto et al., 1989 (arroz); Christou et
al., 1991 (arroz); solicitud de patente europea EP 0 332 581 (pasto de huerta y otras Pooideae); Vasil et al., 1993 (trigo);
Weeks et al., 1993 (trigo). En una modalidad, se emplea el método de transformacion de protoplastos para maiz
(solicitud de patente europea EP 0 292 435, patente de Estados Unidos. nim. 5,350,689).

Se prefiere usar particularmente los vectores de tipo binario de los plasmidos Ti y Ri de Agrobacterium spp. Los
vectores derivados de Ti transforman una amplia variedad de plantas superiores, que incluyen plantas
monocotiledéneas y dicotiledéneas, tales como soja, algodén, colza, tabaco y arroz (Pacciotti et al., 1985: Byrne et al.,
1987; Sukhapinda et al., 1987; Park et al., 1985: Hiei et al., 1994). El uso de T-ADN para transformar células vegetales
ha recibido un extenso estudio y se describe ampliamente (EP 120516; Hoekema, 1985; Knauf, et al., 1983; y An et al.,
1985). Para la introduccién en plantas, los genes quiméricos de la invencion pueden insertarse en vectores binarios
como se describe en los ejemplos.

Otros métodos de transformacion estan disponibles para los expertos en la técnica, tal como la captacion directa de
construcciones de ADN foraneo (véase EP 0295959), técnicas de electroporacién (Fromm et al., 1986) o bombardeo
balistico a alta velocidad con particulas metalicas recubiertas con las construcciones de acido nucleico (Kline et al.,
1987, y patente de Estados Unidos nim. 4,945,050). Una vez transformadas, los expertos en la técnica pueden
regenerar las células. De particular importancia son los métodos para transformar genes foraneos en cultivos
comercialmente importantes, tales como colza (De Block et al., 1989), girasol (Everett et al., 1987), soja (McCabe et al.,
1988; Hinchee et al., 1988; Chee et al., 1989; Christou et al., 1989; EP 301749), arroz (Hiei et al., 1994), y maiz (Gordon
Kamm et al., 1990; Fromm et al., 1990).

Los expertos en la técnica apreciaran que la eleccion del método podria depender del tipo de planta, es decir,
monocotileddnea o dicotiledonea.

Las células de Agrobacterium tumefaciens que contienen un vector que comprende un casete de expresion de la
presente invencion, en donde el vector comprende un plasmido Ti, son Utiles en métodos para la obtencién de plantas
transformadas. Las células vegetales se infectan con un Agrobacterium tumefaciens como se describié anteriormente
para producir una célula vegetal transformada, y después se regenera una planta a partir de la célula vegetal
transformada. Se conocen numerosos sistemas de vectores de Agrobacterium Utiles para llevar a cabo la presente
invencion. Estos portan tipicamente al menos una secuencia borde de T-ADN e incluyen vectores tales como pBINI9
(Bevan, 1984).

Los métodos que usan una forma de transferencia directa de genes o transferencia mediada por Agrobacterium
usualmente, pero no necesariamente, se llevan a cabo con un marcador de seleccidn que puede proporcionar
resistencia a un antibiético (por ejemplo, kanamicina, higromicina o metotrexato) o un herbicida (por ejemplo,
fosfinotricina). La eleccion del marcador de seleccién para la transformacion de plantas, sin embargo, no es critica para
la invencion.

Los métodos generales para cultivar tejidos vegetales se proporcionan por ejemplo por Maki et al., (1993); y por Phillips
et al. (1988).

Después de la transformacion las células vegetales transgénicas se colocan en un medio selectivo adecuado para la
seleccion de células transgénicas que después se cultivan hasta callos. Los brotes se cultivan a partir de los callos y las
plantulas se generan a partir del brote mediante el cultivo en medio de enraizamiento. El marcador particular usado
permitira la seleccion de las células transformadas en comparacion con células que carecen del ADN que se ha
introducido.

Para confirmar la presencia de los transgenes en las células y plantas transgénicas, puede realizarse una variedad de
ensayos. Dichos ensayos incluyen, por ejemplo, ensayos "biolégicos moleculares" bien conocidos por los expertos en la
técnica, tales como transferencia Southern y Northern, hibridacion in situ y métodos de amplificacion basados en acido
nucleico tales como PCR o RT-PCR; ensayos "bioquimicos", tales como detectar la presencia de un producto proteico,
por ejemplo, mediante medios inmunolégicos (ELISA y transferencias Western) o mediante funcion enzimatica.

La invencién describe ademas una planta transgénica transformada con una secuencia de nucleétidos que codifica una
proteina bZIP19 o una bZIP23 o ambas. Adicionalmente, dicha planta puede ser transgénica para una proteina
seleccionada del grupo que consiste en transportadores de metales pesados, preferentemente proteinas HMA2, HMA3
o HMA4, proteinas YSL, preferentemente YSL, preferentemente YSL1 o YSL3, ZIP o IRT, proteinas ZIF, proteinas NAS,
proteinas MRP, FRD3 y MTP.

Como se mostrara en los Ejemplos, las plantas transgénicas de acuerdo con la invencion son tolerantes a una

deficiencia de Zn, es decir son capaces de adaptarse a situaciones ambientales en las cuales hay muy poco o ningun
contenido de zinc en el sustrato sobre el que se cultiva la planta. Otra ventaja de las plantas transgénicas de la presente
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invencion es que son capaces de acumular Zn. Esto no es solo una ventaja para la biorremediacion, sino en casos de
plantas donde el Zn se almacena en partes comestibles (tales como hojas, raices, remolachas, bayas o tubérculos) las
plantas seran adecuadas para dietas en areas donde la concentraciéon de Zn en el alimento es insuficiente en la dieta
normal. Este uso se conoce ademas con el nombre de 'biofortificacién. Normalmente el Zn en la planta estara menos
biodisponible porque parte de éste forma complejos con fitato o polifenoles. Por lo tanto, preferentemente, las plantas
usadas en este sentido son plantas que comprenden bajos niveles de fitato o y/o polifenoles.

Por otra parte, las plantas transgénicas de la invencién son muy Utiles en circunstancias donde existe un exceso de zinc
en el sustrato. Las plantas transgénicas de las invenciones son capaces de absorber el metal y almacenarlo en sus
tejidos y/o vacuolas. De esta manera, las plantas pueden usarse como plantas de saneamiento para extraer zinc del
suelo. Por lo tanto, el metal se concentrara en la biomasa vegetal, que puede cosecharse y eliminarse de una manera
conveniente. Este método, conocido como fitorremediacién, es especialmente Util para grandes areas de suelo
contaminadas con zinc (como es el caso en las cercanias de las minas de zinc). En dicho caso, la fitorremediacion es
una manera comercialmente muy atractiva para limpiar el metal en exceso de los alrededores.

Otra parte de la invencién es el uso de una proteina bZIP19 y/o una bZIP23 o un ortélogo de estas, o una secuencia de
nucledtidos que codifica para una proteina u ortélogo de este tipo, en donde los ortélogos han retenido la funcion de
bZIP19 o bZIP23 y tienen una secuencia de aminoacidos que es idéntica en un 90 % o mas a la de bZIP19 o bZIP23 en
los métodos de la invencion descritos anteriormente, y/o para producir una planta como se describié anteriormente y
una progenie de esta.

Los siguientes Ejemplos sirven para ilustrar adicionalmente la invencion, y no estan destinados para definir limitaciones
o restringir el alcance de la presente invencion.

Ejemplos
Ejemplo 1 - Materiales y métodos
Cultivo de plantas

En todos los experimentos se usé Arabidopsis ecotipo Columbia (Col-0). Las plantas se cultivaron en camaras
climatizadas con 16 h de luz a 22 °C, 8 h a 20 °C, 120 umol fotones m?s* y 50 % de humedad relativa. Antes de la
germinacion, las semillas tuvieron un tratamiento de estratificacién de 3 dias en una habitacién fria a 4 °C en la
oscuridad para promover una germinacion uniforme. Para el analisis genético y la transformacion, las plantas se
cultivaron en macetas con turba. Para el ensayo basado en placas, se esterilizé la superficie de las semillas mediante el
uso de esterilizacién de semillas en fase de vapor y se sembraron en placas con medio MS (Duchefa Biochemie,
Haarlem, Holanda) suplementado con sacarosa al 1 % y ajustado a pH 5.8. El medio MS se prepar6 sin zinc (Zn-), con
30 pM de ZnSO4 (Zn+) o con 300 uM de ZnSO, (Zn++). Para las plantas cultivadas en hidropoénico, las semillas se
sembraron en tubos llenos con agar al 0.55 % y se cultivaron en una solucion nutritiva de Hoagland modificada de
media potencia preparada con 0.05 uM (Zn-), 2 uM de ZnSO4 (Zn+), 0 25 uM de ZnSO4 (Zn++). El sistema hidropénico
consistié de recipientes con capacidad de 8 litros (46 x 31 x 8 cm), con una tapa de plastico gruesa no traslicida de 3
mm con orificios para colocar los 9x5 tubos llenos con agar. La solucién nutritiva se reemplazé una vez en la primera
semana y dos veces en las semanas después de eso.

Experimento de complementacion en levadura

Un clon de ADNc de longitud completa de 1.3 kb correspondiente a AtZIP4 (APD0O9D10R, numero de acceso del
Genebank AV524735) fue proporcionado amablemente por Kazuza ADN Research Institute (Kisarazu, Chiba, Japon). El
marco abierto de lectura de ZIP4 se amplific6 con una ADN polimerasa con correccion de errores (Pfu nativa;
Stratagene, La Jolla, CA, Estados Unidos), con condiciones de PCR segun recomienda el fabricante, y mediante el uso
de los cebadores 5'-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTAACTCTTGTTCCCATGATC-3' y
5'-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTATATTATTTGATTCTACAG-3' que contienen sitios de recombinacion
Gateway (subrayados). El fragmento se clon6 en el vector de entrada pDONR207 (Invitrogen) mediante recombinacién
dirigida a un sitio in vitro para una recombinacién posterior en el vector de expresion de levadura pFL613 (20). El codon
de iniciacién ATG del ADNc de ZIP4 clonado estaba en marco con el codén de iniciacién ATG de pFL613 y sin codones
de parada hacia el extremo 5'. La construccion se verific6 mediante secuenciacion.

Se usaron un mutante zrtlzrt2 de Saccharomyces cerevisiae, ZHY3, y su cepa parental de tipo silvestre DY1457 (6). Las
células de levadura se cultivaron en medio liquido definido sintético (SD) suplementado con requerimientos auxotréficos
y glucosa al 2 % (p/v). Ambas cepas de levadura se transformaron con el vector vacio pFL613, y zrt1zrt2 se transformé
con pFL613 que contiene AtZIP4, mediante el uso de un procedimiento de transformacion estandar en levadura (21). La
complementacién de zrtlzrt2 se analizé6 mediante un ensayo de rociado de gotas, rociando cultivos diluidos de una sola
colonia de cada transformante en placas de agar con SD-URA selectivo. El medio se produjo limitado en zinc mediante
la adicién de EDTA (1 mM) y citrato (pH 4.2) (22) y suplementado con 0.4 (medio limitado en zinc) o 0.8 mM de ZnCls.
Se analizaron cinco colonias de cada transformante. La complementacion de zrtlzrt2 se analiz6 ademas mediante la
medicion de la ODgoo €n cultivos de 5 ml de medio SD-URA descrito con 0.4 mM de ZnCl; inoculado con 60 pl (0.8 mM
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de ZnCl,) de precultivo de una sola colonia durante la noche a ODsgp=1. Se realizaron tres experimentos
independientes.

Construccién de vectores reporteros para el ensayo de un hibrido en levadura

La secuencia cebo en seis vectores reporteros (nombrados A al F) eran fragmentos amplificados por PCR del promotor
de ZIP4. Estos fragmentos cubrian el promotor completo, comenzando -1049 pb hacia el extremo 5' del codén de
iniciacion y tenian una superposicion entre fragmentos de 60 a 80 pb. Los fragmentos se amplificaron a partir de ADN
gendmico de Arabidopsis mediante el uso de polimerasa con correccién de errores (Pfu nativa; Stratagene, La Jolla, CA,
Estados Unidos), con condiciones de PCR seglin recomienda el fabricante, y mediante el uso de cebadores con
salientes en 5' compatibles con EcoRI/Sacl (tabla 1). Los fragmentos se clonaron de manera intermedia en el vector
pCR-Blunt 1I-TOPO (Invitrogen) de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. El vector TOPO con cada uno de
los cebos se digirié con EcoRI/Sacl y el fragmento de cebo se extrajo a partir del gel de agarosa (Qiagen Gel Extraction
kit). El cebo del vector reportero G consistié de un trimero del siguiente motivo: ATGTCGACAT/C. Se sintetizaron dos
oligonucledtidos antiparalelos, uno que representa la cadena sentido y el otro su cadena complementaria antisentido, y
gue contienen salientes en 5' compatibles con EcoRI/Sacl (tabla 1).

Tabla 1. Cebadores directos e inversos usados para amplificar los fragmentos de cebo A-F del promotor de ZIP4, y las
cadenas complementarias sentido y antisentido usadas para sintetizar las tres repeticiones en tandem del motivo
ATGTCGACAT/C (G), para usar como fragmento de cebo G.

Fragmento Secuencia del cebador

A Directo 5-GAATTCAAGCTTTGGAAAGTGAAGTGGA-3'
Inverso | 5-GAGCTCCAATTTCAAACCAGTA-3

B Directo 5-GAATTCTGTATATCTGATCTTCTCTGCTG-3'
Inverso | 5-GAGCTCAAGCTAAAAGGACGGTAACT-3'

C Directo 5-GAATTCTTCATCCTATTGCTTGG-3'
Inverso |5-GAGCTCATTTTCCCATTTGTTCCAC-3'

D Directo 5-GAATTCTCTGCAGTAGACTTGAC-3'
Inverso | 5-GAGCTCCCCAATCTTGTCTAT-3'

E Directo 5-ATCGGAATTCGTGAGAAAACAGAATAACGC-3'
Inverso |5-GAGCTCCCATGGGAACAAGAGTTTAT-3'

F Directo 5-A TCGGAA TTCGTGAGAAAACAGAA T AACGC-3'
Inverso |5-CGTAGAGCTCTGGAGAAAGAGTGAAAGAGT-3'

G Directo 5'-AATTCATGTCGACATATGTCGACATATGTCGACACGAGCT-3'

Inverso |5-CGTGTCGACATATGTCGACATATGTCGACATG-3'

Se mezcl6 0.1 pug de cada cadena de oligonucleétido en 10 pl de NaCl 50 mM, se hibridaron mediante calentamiento a
70 °C durante 5 min, y se enfrié lentamente hasta la temperatura ambiente. Los cebos derivados por PCR y digeridos (A
a F) y el oligonucledtido hibridado (G), se clonaron en pHISi, previamente digerido con EcoRI/Sacl de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante. Cada vector reportero se confirmé mediante analisis por digestion y secuenciacion.

Tamizaje del hibrido de levadura

La genoteca de expresion de ADNc se construyé con ARNm a partir de la inflorescencia de Arabidopsis que se obtuvo
mediante el uso de un kit de purificacién de ARNm (Amersham Bioscience). Posteriormente, una genoteca de entrada
de ADNc compatible con Gateway se construyé con el uso del kit de Construccion de 7genotecas de ADNc de
CloneMiner (Invitrogen, Carlsbad). Esta genoteca de entrada de ADNc tuvo un titulo de 5 x 10 cfu ml* y se transfirié al
vector pDEST22 (Invitrogen) por medio de una reaccién de recombinacion de LR segun el protocolo proporcionado por
el fabricante, lo que produjo una genoteca de expresion con un titulo de 2 x 10° cfu mI'*. Los vectores reporteros se
introdujeron en la cepa de levadura PJ69-4A (James, P. et al., 1996, Genetics 144:1425-1436). Para este propdsito, las
células de levadura se transformaron con el vector reportero pHISi linealizado y digerido (Xhol) mediante el uso de un
procedimiento de transformacion estandar en levadura (Gietz, R.D. et al., 2002, Meth. Enzymol. 350:87-96). El vector
pHISi vacio, digerido y no digerido, y un vector reportero no integrativo se usaron como controles. El tamizaje de la
genoteca de expresién de ADNc se realizd siguiendo un Protocolo de Transformacién en Levadura a Gran Escala
(PT3024-1; Clontech) que produjo una eficiencia de transformacion de 5 a 9 x 10° cfu ug'l de ADN. El tamizaje con
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todas las cepas reporteras se realizé en medio que carece de His y en la presencia de 3-aminotriazol 20-40 mM (3AT, la
concentracién éptima se optimiz6 para cada cepa reportera). En total hubo 18 interacciones positivas (7 con bZIP19 y
11 con bZIP23) cuando se usaron los vectores reporteros E, F y G (Figura 2A). Las colonias positivas se seleccionaron
y el clon de ADNc del vector de la genoteca de GAL4-AD se aisl6 y secuencio.

Identificacion de mutantes por insercion de T-ADN

Las lineas de SALK de T-ADN se obtuvieron del Nottingham Arabidopsis Stock Center (NASC). El T-ADN se inserté 18
pb hacia el extremo 5' del codén de iniciacion de bZIP19 (At4g35040) en m19 (salk_144252), y 91 pb hacia el extremo 5'
del coddén de iniciacion de bZIP23 (At2g16770) en m23 (salk_045200). Los eventos de insercion de T-ADN se
confirmaron mediante analisis de PCR con cebadores especificos de genes de LP y RP descritos por el Laboratorio de
Analisis Genémico del Instituto Salk y un cebador para el borde de T-ADN LBal. Se seleccionaron plantas homocigotas
para cada insercion de T-ADN. Para obtener un mutante doble por insercién de T-ADN, m19m23, la progenie de un
cruce entre plantas m19 y m23 se seleccionaron mediante andlisis de PCR para la homocigosidad de cada inserto de T-
ADN.

Analisis de RT-PCR cuantitativa

Se cosecharon las plantulas de Arabidopsis tipo silvestre (wt), y los mutantes por insercion de T-ADN m19,
m23 y m19m23 cultivadas durante tres semanas en medio MS en condiciones de Zn-, Zn+ 0 Zn++. Las plantulas de una
sola placa, por genotipo y por tratamiento se combinaron (6 a 8 plantulas) y se homogeneizaron en nitrégeno liquido.
Para cada genotipo y tratamiento, las plantulas se cosecharon a partir de 3-4 placas diferentes, que representan
experimentos independientes. El ARN total de las plantulas se extrajo con un kit de ARN de planta RNAeasy (Qiagen) y
se traté con DNAsa para eliminar cualquier ADN gendmico (Fermentas). Los kits se usaron de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. EI ADNc de primera cadena se sintetizé a partir de 1 ug de ARN total mediante el uso del
Kit de sintesis de ADNc iScript™ (Bio-Rad). Los cebadores especificos de genes para la RT-PCR cuantitativa se
disefiaron de acuerdo con la informacion del genoma de base de datos de la secuencia para Arabidopsis y mediante el
uso del software Vector NTI (Invitrogen) (tabla 2).

Tabla 2. Cebadores directos e inversos usados en la RT-PCR cuantitativa para determinar la expresion de transcritos de
los genes ZIP4, ZIP1, ZIP3, ZIP5, ZIP9, ZIP12, IRT3, ZIP2, bZIP19, bZIP23 y bZIP24.

Fragmento Secuencia del cebador

ZIP4 Directo 5-GATCTTCGTCGATGTTCTTTGG-3'
Inverso 5-TGAGAGGTATGGCTACACCAGCAGC-3'

ZIP1 Directo 5'-GGACACACACATGGTTCGAC-3'
Inverso 5-GATAGTGCAGCCATGAGTGG-3'

ZIP3 Directo 5'-CAGAAACATGTTTCTTCTTCGTCAC -3'
Inverso 5'-CGCAATAAATCCGGTGAACG -3'

ZIP5 Directo 5-CGGGATTGTTGGCGTGGAAT-3'
Inverso 5-CCAAGACCCTCGAAGCATTG-3'

ZIP9 Directo 5'-CAATAATCATAGGAATATCGCTTGG-3'
Inverso 5-AGAAAGCCATCATGGCAGAT-3'

ZIP12 Directo 5-CAATGTTGATTGAATCCTTTGC-3'
Inverso 5'-CCATGAGAATGTCCTTGTGA-3'

IRT3 Directo 5-ATATGTTGGCGGGTGGCACG-3'
Inverso 5-GCTTCCCTCTCTTGCTTCCG-3'

ZIP2 Directo 5-TAATAACAACCACGTCGGAG-3'
Inverso 5-AGCAAAGCTGTGTCTCCAAA-3'

bzZIP19 Directo 5-TTCTCCCGGATGAGAGCGATGA-3'
Inverso 5-GCTGATTCACCGCCCTAAGCCT-3

bzIP23 Directo 5-TAATCAGCTGTTGAAGAGGT-3'

Inverso 5-TCATGTATGAGTAAGGCACG-3'
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Fragmento Secuencia del cebador
bzIP24 Directo 5-TCTCAGGATCAGCAAGAGAA-3'
Inverso 5-TCAGTTTCCACCATTTCTTGG-3'

Las longitudes de amplicones estuvieron entre 150 y 240 pb y todas las combinaciones de cebadores tuvieron al menos

85 % de eficiencia. La ausencia de ADN gendmico se confirmé al realizar un control de no amplificacion (sin reaccién de
transcriptasa inversa) para cada muestra. Para la reaccion de PCR, 5 ul de una dilucion de 100x del ADNc,
correspondiente aproximadamente a 2.5 ng de ARN, se usaron como molde. Ademas, la reaccion contenia 12.5 pl de
iQ™ SYBR® Green Supermix (Bio-Rad) y 5 pmol de los cebadores directo e inverso (Invitrogen) en un volumen total de
25 pl. Las reacciones de PCR se realizaron en una placa de 96 pocillos con un ciclador térmico iCycler y un Sistema de
PCR en Tiempo Real iCycler iQ (Bio-Rad). Se us6 el siguiente perfil térmico estandar: 3 min a 95.0 °C, seguido por 40
ciclos de 15 seg a 95.0 °C y 1 min a 60.0 °C. Se us6 ARNr de 18S como un control interno, para normalizar la cantidad
de ADNc molde. Las reacciones se realizaron en 3-4 réplicas bioldgicas y 2-6 réplicas técnicas por réplica bioldgica para
cada genotipo x tratamiento. Los niveles relativos de transcritos (RTL) se calcularon con el método de 27hACT (24).

Determinacion de la concentracion de zinc

Las raices y los brotes de Arabidopsis de tipo silvestre (wt) de cuatro semanas de edad cultivados en hidropénico, y de
los mutantes por inserciéon de T-ADN m19, m23 y m19m23, se cosecharon, lo que consistio en tres plantas por genotipo
X tres tratamientos (Zn-, Zn+, Zn++) x dos experimentos independientes. Los sistemas radiculares se desorbieron con
PbNO3; 5 mM frio durante 30 min. Las raices y los brotes se analizaron en cuanto a la concentracién de zinc mediante el
uso de espectrometria de absorcién atdmica por llama (Perkin Elmer 1100B).

Generacion de construcciones

Para generar las construcciones de sobreexpresion para la transformacioén del mutante doble por insercién de T-ADN
de Arabidopsis (m19m23), los ADNc de longitud completa de AtbZIP19y AtbZIP23 (clones GSLTSIL54ZH09 y
GSLTFB35ZEO06, respectivamente) se obtuvieron de CNRGV (Centre National of Ressources Génomiques Végétales,
Francia) en el vector de clonacion pCMV SPORTS6, que contiene sitios de recombinacion Gateway. Los ADNc se
clonaron en el vector de entrada pDONR207 (Invitrogen) mediante recombinacién dirigida a un sitio in vitro, para una
recombinaciéon posterior en el vector de sobreexpresiéon pGD625 (De Folter, S. et al., 2005, Plant Cell 17:1424-1433).
Las construcciones pCaMV35S::bZIP19 (OX19) y pCaMV35S::bZIP23 (OX23) se verificaron mediante analisis por
digestién y secuenciacion y se transformaron mediante electroporacién en la cepa de Agrobacterium tumefaciens AGLO.
Posteriormente, las plantas m19m23y de tipo silvestre de Arabidopsis se transformaron mediante inmersién floral
(Clough, S.J. et al., 1998, Plant J. 16:735-743). Se seleccionaron lineas transformadas independientes por un solo locus
con insercion mediante resistencia a antibiéticos y una relacion de segregacion de 3:1 de las plantulas T2. La
sobreexpresion de bZIP19 o bZIP23 se confirmé mediante RT-PCR. Cinco, respectivamente tres lineas independientes
de m19m23-0OX19 y m19m23-0OX23 se analizaron con 10 plantulas por linea, cultivadas en medio MS en condiciones de
Zn- 0 Zn+, en dos placas de réplica por linea. Se usaron plantas de Arabidopsis de tipo silvestre y m19m23 como
controles.

Analisis de micromatriz

Las plantas de Arabidopsis de tipo silvestre (wt) y plantas dobles mutantes por insercion de T-ADN m19m23 se
cultivaron en medio de hidrop6nico como se describié anteriormente. Se cultivaron durante tres semanas con suministro
normal de zinc (Zn+, 2 uM de ZnSO,) y una semana con bajo suministro de zinc (Zn-, 0.05 uM de ZnSQO4) 0 suministro
normal de zinc (Zn+). Las raices de cuatro plantas por genotipo y por tratamiento (Zn-/Zn+) se combinaron en un
experimento de dos réplicas bioldgicas, y el ARN se extrajo con el kit de ARN de plantas RNAeasy (Qiagen). Los
transcriptomas se analizaron mediante el uso de 1 ug de ARN total como material de partida. Los objetivos se
prepararon con el kit de sintesis de ADNc de un ciclo, seguido por marcaje con biotina con el kit de marcaje IVT
(GeneChip One-cycle target labelling y reactivos control, Affymetrix, High Wycombe, Reino Unido) y se hibridaron al chip
del gen de ATH1 durante 16 h segin recomienda el proveedor (Manual de andlisis de expresion génica, Affymetrix). Los
archivos de datos en bruto se procesaron y se normalizaron por cuantil en Bioconductor/R (27). La expresion diferencial
de cada gen se analizé mediante la aplicaciéon de una prueba t regularizada por Empirical Bayes (Smyth, G.K., 2004,
Stat. Appl. Genet. Mol. Biol. 3, Iss. 1, Articulo 3)). Los valores de p se corrigieron para multiples pruebas mediante el uso
del enfoque de Benjamini y Hochberg (1995, J. Royal Stat., Soc. B 57:289-300), que proporciona un control de la tasa
de descubrimientos falsos (FDR).

Estadistica
El andlisis de los datos y la estadistica se realizaron mediante el uso de Microsoft Excel y SPSS 15.0 para Windows. El

andalisis estadistico de los datos de la concentracion de zinc y el peso seco, a partir de lineas de Arabidopsis y mutantes,
se realizé mediante ANOVA de una via seguido por una prueba de Tukey post-hoc.
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Resultados

En Arabidopsis, numerosos miembros de la familia de ZIP de transportadores de metales principalmente implicados en
la absorciéon celular, se inducen transcripcionalmente en respuesta a condiciones deficientes de zinc y se piensa que
constituyen la puerta principal de zinc a la planta. El gen de ZIP4 en patrticular se induce fuertemente en las raices tras
la deficiencia de zinc (Figura 3A). Lo usamos para complementar el requerimiento aumentado de zinc del mutante de
zrtlzrt2 de Saccharomyces cerevisiae defectuoso en la absorcion de zinc con alta y baja afinidad (Zhao, H. et al., 1996,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:2454-2458)), y mostramos que efectivamente codifica un transportador de zinc (Figura 4,
B y C). Clonamos el promotor del gen de ZIP4 hacia el extremo 5' del gen reportero de GUS y expresamos esta
construccidon en Arabidopsis. La expresién de GUS fue evidente solo cuando las plantas se cultivaron en medio
deficiente de zinc, analogo a la expresion génica de ZIP4 endégeno (datos no mostrados). Para identificar los factores
de transcripcion que controlan la expresién de ZIP4, usamos seis fragmentos del promotor de ZIP4 superpuestos como
cebos en un ensayo de un hibrido en levadura. Ademas, usamos tres repeticiones en tandem de un motivo palindrémico
de 10 pb, presente en dos copias cerca del inicio de la transcripcion de ZIP4 predicho, como cebo adicional (Figura 2A,;
fragmentos A a G). Se identificaron numerosos clones de dos ADNc, pero solo cuando se tamizaron con cebos que
contienen dos o tres copias del palindromo de 10 pb (Figura 2A; fragmentos E, F y G). Estos ADNc correspondieron
a bzIP19 (At4g35040, NM_119670.4) y bZIP23 (At2g16770, NM_119670.4), dos genes de la familia de factores de
transcripcion con motivo de regién basica/cremallera de leucina (bZIP). Arabidopsis contiene 75 miembros de la familia
de bZIP (Jakoby, M. et al., 2002, Trends Plant Sci. 7:106-111).

Para investigar la participacion de estos tres genes de bZIP en el control de la adaptacion de plantas a un bajo
suministro de zinc, analizamos los niveles de transcritos mediante RT-PCR cuantitativa (QPCR) en plantulas de tres
semanas de edad de tipo silvestre cultivadas en placas de agar a tres concentraciones de zinc diferentes. La expresion
de los genes bZIP19 y bZIP23 disminuyé a aproximadamente la mitad tras el aumento del suministro de zinc, y
bZIP19 se expreso ligeramente mas que bZIP23 (Figura 2B). bZIP24 tuvo menores niveles de transcritos que los otros
dos, y la expresion no se afectd de manera obvia por el estado de zinc del medio, por lo tanto, se concluyé
que bZIP19 y bZIP23 estan implicados en la respuesta a la deficiencia de zinc en plantas.

Para determinar sus fenotipos mutantes, se obtuvieron lineas con insercion de T-ADN homocigotas para los
genes bZIP19 y bZIP23 (nombrados respectivamente m19 y m23) que estaban desprovistas del transcrito de longitud
completa bZIP19 o bZIP23 (fig. 5, A y B). Se realizaron cruces con ambas lineas mutantes individuales para generar
una linea doble mutante (m19m23). Las plantas de tipo silvestre y mutantes individuales o dobles, cultivadas en suelo
no mostraron ninguna diferencia fenotipica obvia (datos no mostrados), sin embargo, cuando se cultivaron en medio
agar deficiente de zinc (Zn-), solo la linea doble mutante fue hipersensible a la deficiencia de zinc (Figura 4A). Las
plantulas de tres semanas de edad mostraron muy poco crecimiento y fuerte clorosis. Para excluir los efectos in
vitro durante el cultivo de tejidos, cultivamos plantas durante un tiempo mas prolongado en medio de hidropénico, donde
se pudieron desarrollar normalmente. Las plantas dobles mutantes de cuatro semanas de edad, cultivadas con bajo
suministro de zinc (Zn-) mostraron una fuerte reduccién del crecimiento en comparacién con las plantas de tipo silvestre,
como se determiné por la comparacion del peso seco (Figura 4, B y C). Estas plantas también tuvieron una disminucion
de la absorcion de zinc, con solo 58 % y 73 % de la concentracion de zinc en brotes y raices respectivas de las plantas
de tipo silvestre (Figura 4C). Con un bajo suministro de zinc en hidropénicos, también el mutante individual de
m19 mostré reduccion en el crecimiento y disminucién de la absorcion de zinc cuando se comparé con el tipo silvestre
(Figura 4B). Cuando se cultivd en medio suficiente de zinc (Zn+) o con exceso de zinc (Zn++), no se observaron
diferencias entre los mutantes y el tipo silvestre (Figura 4, A y B), ni para el contenido de zinc ni el peso seco (fig. 6,7).
Para demostrar que las mutaciones enbZIP19ybZIP23de hecho provocaron el fenotipo del doble
mutante m19m23 expresamos ADNc de bZIP19 o el de bZIP23, cada uno bajo el control del promotor de 35S de CaMV,
en el doble mutante. Esto complemento totalmente el fenotipo hipersensible a la deficiencia de zinc (Figura 8A).

Estos hallazgos muestran que bZIP19 y bZIP23 codifican factores de transcripcion esenciales que controlan la
respuesta a la deficiencia de zinc en las plantas. Estos genes actian de manera redundante, donde bZIP19 es solo
parcialmente redundante. Los factores de transcripcién bZIP generalmente actian como dimeros. Su redundancia
sugiere que bZIP19 y bZIP23 actian como homo(di)meros, en linea con predicciones anteriores (Deppmann, C.D. et al.,
2006, Mol. Biol. Evol. 23:1480-1492). La secuencia objetivo de ADN para la unién de bZIP19 y bZIP23 debe estar dentro
del palindromo imperfecto de 10 pb presente en dos copias en el promotor de ZIP4, ya que tres copias en tandem de
esta secuencia fueron suficientes para identificar ambos bZIP en el ensayo de un hibrido en levadura. Por lo tanto,
denominamos a la secuencia consenso del palindromo (RTGTCGACAY) un Elemento de Respuesta a la Deficiencia de
Zinc (ZDRE). El ZDRE no tiene el nucleo ACTG tipico como se encuentra en los elementos de ADN de la caja A
(TACGTA), la caja C (GACGTC) o la caja G (CACGTG), a los cuales se conoce que las bZIP de plantas se unen
preferentemente. Aunque también se han reportado otros sitios de unién (Choi, H. et al., 2000, J. Biol. Chem. 275:1723-
1730; Fukazawa, I. Et al., 2000, Plant Cell 12:901-915) el ZDRE no estéa entre ellos.

Para confirmar adicionalmente que el ZDRE es de hecho el elemento en cis caracteristico para los genes objetivo para
el control de la transcripcion por bZIP19/23, se tamizaron los promotores de otros genes de transportadores ZIP en
cuanto a los ZDRE. De los 15 genes de ZIP de Arabidopsis (Maser, P. et al., 2001, Plant Physiol. 126:1646-1667),
aproximadamente la mitad se describen como que se inducen transcripcionalmente en condiciones con deficiencia de
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zinc en comparacion con el suministro normal de zinc (Grotz, N. et al., 1998, Proc. Natl. Acad. Sci USA 95:7220-
7224; Van de Mortel, J.E. et al., 2006, Plant Physiol. 142:1127-1147; Wintz, H. et al., 2003, J. Biol. Chem. 278:47644-
47653). Solo ZIP1, ZIP2, ZIP3,ZIP4 yIRT3 codifican proteinas caracterizadas como transportadores de zinc
(Grotz, supra; Lin, Y.-F. et al., 2009, New Phytol. 182:392-404) aunque probablemente otras también transporten
zinc. ZIP1, ZIP3, ZIP4, ZIP5, ZIP9, ZIP12 y IRT3 contienen una o dos copias de ZDRE en sus promotores y estos genes
no muestran la tipica induccién de la expresion en el doble mutante m19m23 en condiciones deficientes de zinc como
se observo en el tipo silvestre (Figura 8B). La expresion de ZIP2, que no se induce por deficiencia de zinc y no tiene
secuencia de ZDRE en su promotor, no se afecta cuando se compara el mutante y el tipo silvestre (Figura 8B). Para
determinar el efecto de la pérdida de la funcion de bZIP19/23 sobre la expresién génica global se realizé un experimento
de micromatriz que comparé las raices de plantas dobles mutantes m19m23 cultivadas en hidroponico de cuatro
semanas de edad con las de plantas de tipo silvestre, tratadas en su Gltima semana con bajo suministro de zinc (Zn-).
Solo 23 genes mostraron una alteracion estadisticamente significativa de los niveles de transcritos que exceden un
umbral de diferencia de 1.5 veces (Tabla 3).

Entre ellos, 16 se regularon negativamente en el doble mutante, incluido bZIP19 (no se incluyé una sonda para bZIP23
en la micromatriz usada). De los 15 genes restantes, 11 se conoce que se inducen en las raices de Arabidopsis de tipo
silvestre tras la deficiencia de zinc (Van de Mortel et al., supra) y nueve contienen una o mas copias de ZDRE en sus
regiones promotoras. Nosotros pensamos que estos son los objetivos directos de bZIP19 y bZIP23, importantes para la
respuesta primaria a la deficiencia de zinc, y los otros genes representan un efecto secundario. Estos hallazgos
confirman el importante papel del ZDRE y los genes de bZIP19/23 en el control de la respuesta a la deficiencia de zinc
en Arabidopsis. Ademas muestra que el fuerte efecto negativo sobre el crecimiento y la concentracion de zinc del
mutante m19m23 cuando se cultiva con deficiencia de zinc (Figura 4, A, B y C) se explica en gran medida por la
reduccion en la expresiéon de un grupo relativamente pequefio de genes para la homeostasis del zinc implicados en la
absorcion y la translocacion de los metales.

Tabla 3. Genes expresados diferencialmente detectados mediante analisis comparativo de micromatriz del
transcriptoma de la raiz de plantas de Arabidopsis de tipo silvestre y dobles mutantes m19m23. Se usaron las raices de
plantas de cuatro semanas de edad cultivadas en hidropénicos expuestas en su Ultima semana a una deficiencia de zinc
(Zn-). Cambio en veces (FC) = 1,5 y valores de p ajustados (Benjamini-Hochberg, BH) < 0.05 se usaron como valores
de corte. El valor de expresion promedio (escala log2) del modelo génico en el conjunto de datos se indica como A.

Anotacion (www.arabidopsis.org) Modelo FC A Valor de p
génico (=1,5) ajustado (BH)

Regulado negativamente

proteina de la familia de factores de transcripcion bZIP AT4G35040 | -35,87 | 7,31 9,27E-08
ZIP3 (PRECURSOR DEL TRANSPORTADOR DE ZINC 3)*

proteina de la familia de fosfatidilinositol 3- y 4-quinasa / AT2G32270 | -26,23 | 9,67 1,35E-09
proteina de la familia de ubiquitina AT5G24240 @ -8,43 | 8,20 3.57E-08
ZIP5 (PRECURSOR DEL TRANSPORTADOR DE ZINC 5)* AT1G05300 | -8,34 | 6,90 4,15E-07
ZIP4 (PRECURSOR DEL TRANSPORTADOR DE ZINC 4)* AT1G10970 | -7,19 | 7,68 9,27E-08
ZIP9 (PRECURSOR DEL TRANSPORTADOR DE ZINC 9)* AT4G33020 | -3,23 | 6,90 4,41E-04
ZIP1 (PRECURSOR DEL TRANSPORTADOR DE ZINC 1)* AT3G12750 | -3,21 | 7,33 1,10E-05
nicotianamina sintasa, putativa* AT5G56080 @ -3,02 | 9,24 1,28E-02
ATPAP27/PAP27 (fosfatasa acida purpura 27) AT5G50400 @ -2,51 | 9,79 1,10E-05
nicotianamina sintasa, putativa* AT1G56430 @ -2,46 | 7,68 1,98E-03
ATARP9 (PROTEINA RELACIONADA CON ACTINA 9) AT5G43500 @ -2,33 | 7,28 3,16E-05
FRD3 (DEFECTUOSO DE REDUCTASA FERRICA 3) prolil

oligopeptidasa, putativa / prolil endopeptidasa, AT3G08040 @ -1,78 | 8,61 1,98E-03
enzima de escision putativa / post-prolina, putativa* AT1G20380 | -1,77 | 8,28 6,20E-03
WR3 (SENSIBLE A HERIDAS 3) AT5G50200 | -1,60 |11,63 2,48E-02
ZIP10 (PRECURSOR DE TRANSPORTADOR DE ZINC 10)*

similar a proteina desconocida [Arabidopsis thaliana] AT1G31260 @ -1,60 | 6,30 3,09E-02
(TAIR:AT1G61260.1) AT4G04990 @ -1,59 | 841 4,22E-03

regulado positivamente
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Anotacion (www.arabidopsis.org) Modelo FC A Valor de p
génico (=1,5) ajustado (BH)

LAC2 (laccasa 2) AT2G29130 | 1,82 | 7,01 1,82E-02
ANR1; factor de union al ADN / de transcripcion AT2G14210 1,71 | 8,90 2,85E-02
similar a proteina desconocida [Arabidopsis thaliana]

(TAIR:AT1G21670.1) AT1G21680 1,57 8,98 2,85E-02
ATEBP/ERF72/RAP2.3 (RELACIONADO CON AP2 3) AT3G16770 1,55 9,68 4,18E-02
COBL2 (PRECURSOR DE PROTEINA 2 SIMILAR A COBRA) AT3G29810 1,54 7,40 3,42E-02
proteina de la familia con caja F que contiene repeticion de kelch | AT1G80440 1,52 11,05 9,48E-03
ATPSK2 (PRECURSOR DE FITOSULFOCINA 2) AT2G22860 1,52 9,20 4,24E-02

* Indica genes que contienen una o mas copias del ZDRE en su regién promotora.

En resumen, la funcién de los factores de transcripcion bZIP19 y bZIP23 es esencial para la respuesta y adaptacion de
las plantas a un bajo suministro de zinc. La identificacién de estos factores de transcripcion, asi como el elemento ZDRE
al cual se unen y los genes objetivo que regulan, constituye una etapa importante dirigida hacia una total comprension
de la homeostasis del zinc en plantas.

Ejemplo 2

Las plantas de Arabidopsis, Col de acceso, se transformaron con OX19 o OX23 (para la construccion de estos vectores,
véase el Ejemplo 1) y se obtuvieron plantas T3 homocigotas. Se seleccionaron tres lineas con alta expresion que
contenian OX19 (genotipos 14, 15, 19) u OX23 (genotipos 16, 17, 18). Las semillas de estas lineas se germinaron y
cultivaron en dos réplicas en medio de hidropénico que no contenia Zn adicional (0 uM de Zn; deficiencia de Zn), 2 uM
de Zn (Zn normal), 0 25 uM de Zn (Zn en exceso). Las plantas se fotografiaron después de 6 semanas y se tomaron
muestras para andlisis de la biomasa.

Cuando se compararon las plantas cultivadas en condiciones normales de Zn, no hubo una diferencia obvia en el
fenotipo visible (datos no mostrados). Sin embargo, cuando se compararon las plantas cultivadas en medio deficiente de
Zn, las lineas 19 (OX 19), 16 y 17 (OX23) eran generalmente mas grandes y mas verdes (Figura 9). Cuando se examino
la produccion de biomasa, de hecho, se encontr6é que todas las lineas produjeron méas biomasa que WT, aunque en este
experimento a pequefia escala, se encontr6 que esto solo fue significativo para la linea # 16 (Fig. 10A). Cuando las
plantas cultivadas con suministro normal de Zn se examinaron en cuanto a la produccién de biomasa, se encontrd que
generalmente tenian menos o igual biomasa en comparacion con WT (Fig. 10B), aunque las diferencias observadas no
fueron estadisticamente significativas. Las concentraciones de zinc se determinaron en los brotes de todas las lineas
cultivadas con zinc normal y deficiencia de zinc. Las concentraciones de Zn en los brotes de las plantas cultivadas con
zinc normal generalmente no fueron diferentes del WT (datos no mostrados), sin embargo, con deficiencia de zinc, la
concentracion de zinc en todas las lineas fue menor que el WT (Figura 11), donde especialmente las lineas 18 y 19
mostraron solo 60 % de la concentracion de Zn de WT. Esto significa que, aunque las plantas no son capaces de
adquirir mas Zn debido al agotamiento de Zn en el medio, algunas lineas OX 19 y OX23 son capaces de producir mas
biomasa con la misma cantidad de Zn, lo que indica que son mas tolerantes a la deficiencia de Zn y mas eficientes para
el Zn.

Ejemplo 3

Para este experimento, se obtuvo una nueva construccion pZIP4::bZIP19. Esta contiene el ADNc completo de bZIP19
de Arabidopsis fusionado hacia el extremo 3" del promotor del gen de ZIP4 de Arabidopsis sensible a la deficiencia de
zinc. La racionalidad de los experimentos es probar si la sobreexpresion de la funcion de bZIP19 o bZIP23 aumentara la
tolerancia a la deficiencia de Zn, en comparacion con plantas de tipo silvestre de Arabidopsis. La sobreexpresion de la
funcion de bZIP19 en este experimento, a diferencia del experimento descrito en el Ejemplo 2, estd mediada por el
promotor del gen del transportador de zinc ZIP4 transcripcionalmente sensible a una deficiencia de Zn. Por lo tanto, la
sobreexpresion de la funcion de bZIP19 serda predominantemente en las células y tejidos donde normalmente la
respuesta a la deficiencia de Zn es activa, aunque se espera en niveles mayores que en plantas WT.

Las plantas de Arabidopsis, Col de acceso, se transformaron con la construccion pZIP4::bZIP19 y se obtuvieron plantas
T3 homocigotas. En total se seleccionaron 6 lineas, que contenian el T-ADN insertado en un locus y que mostraron un
fenotipo sin disminucién de la resistencia a la higromicina después de tres generaciones sucesivas como evidencia de
transformacion estable. Las plantas WT y pZIP4::bZIP19 se cultivaron en dos réplicas en medio con Zn normal (2 uM de
Zn), o sin adicién de Zn (0 uM de Zn) para provocar deficiencia de Zn. Después de cuatro semanas de crecimiento, se
tomaron fotografias para determinar cualquier diferencia en los fenotipos visibles (Figura 12). En esta etapa, las plantas
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todavia no muestran sintomas visibles de una deficiencia de Zn, pero muestran retardo del crecimiento, en comparacion
con las plantas cultivadas en Zn normal (datos no mostrados). En esta etapa, es evidente que las plantas WT en general
tienen rosetas mas pequefias que las plantas pZIP4::bZIP19 transformadas.
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Ala

210

Ile

Glu

<210> 2

<211> 261

Leu

Glu

195

Asn

Gly

Pro

<212> PRT
<213> Arabidopsis thaliana

<400> 2
Met Glu Asp Gly Glu Leu

1

Ser

Phe

Thr

His

65

Thr

Leu

Lys

Gln

Glu

Asp

Cys

50

vVal

Asp

Gly

Ala

Gln
130

Met

Gly

35

Asn

His

Asp

Asn

Ala

115

Leu

Tyr

180

Gln

Gln

Thr

Arg

Gly

20

Leu

Pro

Thr

Thr

Arg

100

Ser

vVal

165

Cys

Gly

Asn

Phe

Ala
245

5

Glu

Leu

Thr

Lys

Ala

85

Glu

Leu

Lys

Leu

Leu

Leu

Thr

230

Ala

Leu

Met

Gly

Ile

70

Glu

Ala

Glu

Gln

Asn

Ala

215

Val

Lys

Asp

Pro

Asp

Pro

55

Leu

Ser

val

Asp

Leu
135

Asn

Gly

200

Gly

Asn

Ala

Phe

Pro

Thr

40

Glu

Pro

Cys

Arg

Glu

120

Gln

Gly

185

Cys

Lys

Gly

val

Ser

Ser

25

Asn

Asn

Asp

Gly

Lys

105

vVal

Asn

ES 2 658 622 T3

170

Asn

Glu

Glu

Ser

Asn

10

Asn

Ala

Thr

Glu

Lys

90

Tyr

Ala

Gln

Asn

Phe

Ile

Gly
235

Gln

Cys

Ala

His

Ser

75

Lys

Arg

Arg

Ala

Gly

Asp

Pro

220

Val

Glu

Ser

Cys

Thr

60

Asp

Gly

Glu

Leu

Thr
140

25

Glu

Gln

205

Val

Asn

val

Met

Thr

45

His

Glu

Glu

Lys

Arg

125

Leu

Gly

190

Leu

Cys

Lys

Phe

Asp

30

His

Thr

Lys

Lys

Lys

110

Ala

Glu

175

Ala

Glu

Ser

Ser

15

Ser

Thr

Cys

Val

Arg

Lys

val

Ala

Ser

Cys

Asn

Lys
240

Ser

Phe

His

Phe

Ser

80

Pro

Ala

Asn

Glu
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vVal

145

Gly

Pro

Glu

Ala

Gln

225

Ser

Ala

Ser

Glu

Ser

vVal

Ser

210

Cys

Asn

Ser

<210> 3

<211> 228

Arg

Ile

Phe

Tyr

195

Ile

Met

Val

Arg

<212> PRT
<213> Arabidopsis thaliana

<400> 3
Met Phe Cys Cys

1

Phe

Gln

Asp

Gly

65

His

Ser

Asp

Asn

Arg

50

Pro

Leu

Asn

Ser

Gln

35

Val

Glu

Ile

Lys

Leu

Gly

Ser

180

Cys

Asn

Ala

Asn

Ala
260

Leu

20

Arg

Thr

Asp

Ile

Lys

Lys
Ser
165
His
Pro
Asp
Asn
Thr

245

Val

Cys
5

Thr
Tyr
Arg
Ala
Ser

85

Arg

Cys

150

Phe

Met

Gln

Gln

Gln

230

Ser

Lys

Gly

Ile

Gly

Ser

70

Gln

Leu

Leu

Pro

Met

Asn

Gly

215

Asn

val

Asp

val

Lys

Cys

55

His

Asp

Cys

Leu

Tyr

Asn

Val

200

Leu

Leu

Ser

Cys

Phe

Met

40

Ser

Ser

Gln

Gly

val

Gln

Pro

185

Phe

Ser

Asn

Asn

Arg

Phe

25

Asn

His

His

Gln

Asn

ES 2 658 622 T3

Asp

Lys

170

Cys

Gly

Gly

Gly

Lys
250

Gly

10

Gly

Glu

Thr

Thr

Glu

90

Arg

Leu

155

Pro

Asn

Val

Cys

Asn

235

Arg

Asn

Asp

Glu

His

Cys

75

Asn

Glu

Arg

Met

val

Asn

Asp

220

Gly

Lys

Gln

Leu

Glu

Ser

60

Phe

Asp

Ala

26

Gly

Ala

Gln

Ser

205

Phe

Asn

Gly

Arg

Glu

Asp

45

Cys

His

His

val

Arg

Ala

Cys

190

Gln

Asp

Gly

Gly

vVal

Phe

30

Lys

Asn

Ala

Ser

Arg

Ile

Asn

175

Asp

Glu

Gln

Ser

His
255

Ser

15

Gly

Asp

Pro

His

Asp

Lys

Asp

160

Ile

Asp

Gly

Leu

Phe

240

Arg

Asn

Pro

Gln

Pro

Thr

80

Ser

Tyr
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Arg Glu

Lys

100

Lys Lys

115

Leu
130

Arg

Glu
145

Met
Met Gln
Gln

Cys

Ala Thr

Gln

Val

Gly

Asn

Ser

Ser Leu

Glu Thr

Ala

Asn

Glu

Thr
120

Arg

Glu
135

Gln

Leu Ile

150

Ile
165

Lys

Gly Ser

180

Asn Met

195

Gly Gln

210

Pro Phe

225

<210> 4
<211> 11745
<212> ADN

Thr

Ser

Leu His

Arg

<213> Atrtificial

<220>

<223> constructo pBG0072

<400> 4
ctagagtect

attctgttgt
ttcggttcat
cegtteaatt

atattgtget

gactgattac
acaccgagcg
tgggtgagat
ttcagcgaca

gatgcatatt

gctttaatga
gcacgttgta
tctaatgaat
tactgattgt

gaataggttt

ataaatctta
gcgaactaat
tccttgaagt
acatgtcgag

ctatagtgtc

Glu

Gly

Met

Asp

Vval Glu

Phe

Val

Glu
200

Cys

Pro Ile

215

gatatgcgag
aaaaacctga
atatcacccg
accctactac

atagcgacat

ttcaaattte
aacgctcact
tgagtattgg
gctcagecagg

acctaaatct

Ala

Phe

Arg

Leu

Phe

185

Ala

Gln

ES 2 658 622 T3

105

Tyr

Leu

Leu

Cys
170

Lys

Ala

Ser

acgcctatga
gcatgtgtag
ttactatcgt
ttatatgtac
ctatgataga
aaaaagcgge
aaaagtgccc
gaagggaact
ccgtecgete
acctgcagge

gcggeegetg

Leu

Arg

Arg

155

Ser

Glu

Arg

Phe

110

Glu Asp

125

Lys Leu

140

Ala Leu

Phe

Ser

Asp Gly

Glu

Gln

Leu

Phe

Cys

Val Met

Ser Gln

Val Glu

160

Gln
175

Lys

Asn Leu

190

Val Glu

205

val
220

Pro

tegeatgata
ctcagatcct
atttttatga
aatattaaaa

gegecacaat

caggggctag

ceggtteceg
tacgaaagtt
atgcaaaaaa

accaagtcag

27

Cys

Gln

Glu Glu

Pro Pro

tttgctttca
taccgceggt
ataatattet
tgaaaacaat

aacaaacaat

tatctacgac
ccggegegea
acgggcacca
aaaaactagt

ctagcttgge

60

120

180

540

600

660



actggcegte
ccttgcagea
cectteccaa
gattgtegtt
aaacctaaga
ttatcegttce
actttgatce
tcttctgaaa
ttttectgge
aaccggagac
gtcagcaccg
accaagctgt
atgcttgacc
cgcagcaccee
cgtagectgg
gtgttegeeg
cgcgaggecg
cagatcgege
gcactgcttg
acgcccaceg
gecctggegg
gccaggacga
acgtgttcga
tgtctgatge
gecgtctaaa
atatgatgcg
acttaaccag
gcaactcgce
ttgggcggec
tgaccgegac
ggeggeggac

gccaagecct

gttttacaac
catccecett
cagttgcgeca
tcecgectte
gaaaagagcg
gtccatttgt
aacccctecg
acgacatgtc
gttttettgt
attacgeccat
acgaccagga
tttccgagaa
acctacgcece
gcgacctact
cagagccgtyg
gcattgecga
ccaaggcecg
acgcccgega
gcgtgeateg
aggccaggeg
ccgecgagaa
accgttttte
gccgceccgeg
caagctggeg
aaggtgatgt
atgagtaaat
aaaggcegggt
ggggccegatg
gtgcgggaag
gtgaaggcca
ttggctgtgt

tacgacatat

gtegtgactg
tcgecagetg
gcctgaatgg
agtttaaact
tttattagaa
atgtgcatge
ctgetatagt
gcacaagtce
cgegtgtttt
gaacaagagc
cttgaccaac
gatcaccgge
tggcgacgtt
ggacattgcee
ggccgacace
gttegagegt
aggegtgaag
gctgatcgac
ctcgaccectg
gegeggtgece
tgaacgccaa
attaccgaag
cacgtctcaa
gcctggeegg
gtatttgagt
aaacaaatac
caggcaagac
ttctgttagt
atcaaccgcet
tcggeceggeg
ccgegatcaa

gggccacege
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ggaaaaccct
gcgtaatage
cgaatgctag
atcagtgttt
taacggatat
caaccacagg
gcagtegget
taagttacgce
agtcgcataa
gecgeegetg
caacgggcecg
accaggcgceg
gtgacagtga
gagcgeatce
accacgecgg
tcectaatca
tttggececcece
caggaaggcce
taccgegeac
ttcegtgagg
gaggaacaag
agatcgaggce
ccgtgegget
ccagettgge
aaaacagett
gcaaggggaa
gaccategeca
cgattccgat
aaccgttgte
cgacttegta
ggcagccgac

cgacctggtg

ggcgttacce
gaagaggccce
agcagcttga
gacaggatat
ttaaaagggce
gttececteg
tctgacgtte
gacaggctge
agtagaatac
gectgetggg
aactgcacge
accgcccgga
ccaggctaga
aggaggcecgg
ccggecgeat
tegaccgeac
gecctacect
gcaccgtgaa
ttgagcgeag
acgcattgac
catgaaaccg
ggagatgatc
gcatgaaatc
cgctgaagaa
gegteatgeg
gcatgaagg
acccatctag
ccccagggcea
ggcatcgacc
gtgatcgacg
ttegtgectga

gagectggtta

28

aacttaatcg
gcaccgatcg
gcttggatca
attggcgggt
gtgaaaaggt
ggatcaaagt
agtgcagccg
cgecctgece
ttgegactag
ctatgeecege
ggceggetge
gctggecagg
ccgectggee
cgcgggectg
ggtgttgacc
ccggageggyg
caccccggca
agaggcggct
cgaggaagtg
cgaggeccgac
caccaggacg
geggeegggt
ctggceggtt
accgagcgcece

gtegetgegt

ceegegeecet
gtgccegega
gcccgacgat
gagecgeccca
tteecggtgea

agcagegeat

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2340

2400

2460

2520

2580



tgaggtcacg
gcegecategge
cegtatcacg
atcagaaccce
aaaactcatt
geceggecegte
ccagccatga
tacgcggtac
ccagagtaaa
catggaaaat
gggeggttgg
ccccaageece
cggcegetggg
gcatcgaggce
aagaatcccg
acgagcaace
gcatcatgga
tccgectacga
gtgtgtggga
gataccggga
tactcaagtt
gcatteggtt
geetggtgac
aaaccgggeg
cagaaggcaa
gcatcggecg
ggttgttcaa
tcaccgtgeg
cggggcagge
ccgeeggtte
gtcgaaaagg
ggaaccggaa

aagtgactga

gatggaagge
ggtgaggttg
cagcegegtga
gagggcgacg
tgagttaatg
cgagcgecacg
agcgggtcaa
gccaaggcaa
tgagcaaatg
caagaacaac
ccaggcgtaa
gaggaatcgg
tgatgacctg
agaagcacgc
gcaaccgecyg
agatttttte
cgtggcegtt
gcttecagac
ttacgacctg
agggaaggga
ctgecggega
aaacaccacg
ggtatccgag
gcecggagtac
gaacccggac
ttttctctac
gacgatctac
caagctgate
tggeccgate
ctaatgtacg
tetetttect
cccgtacatt

tataaaagag

tacaagcgge
ccgaggeget
gctacccagg
ctgecegega
aggtaaagag
cagcagcaag
ctttecagttg
gaccattace
aataaatgag
caggcaccga
geggetgggt
cgtgacggte
gtggagaagt
cccggtgaat
gcagecggtg
gttecgatge
ttcegtetgt
gggcacgtag
gtactgatgg
gacaagcceg
gecgatggeg
cacgttgcceca
ggtgaagcct
atcgagatcg
gtgctgacgg
cgceetggeac
gaacgcagtg
gggtcaaatg
ctagtcatge
gagcagatgc
gtggatagca
gggaacccaa

aaaaaaggceg
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ctttgtegtg
ggccgggtac
cactgcegee
ggtccaggeg
aaaatgagca
gctgecaacgt
ccggeggagg
gagctgetat
tagatgaatt
cgecgtggaa
tgtctgeecgg
gcaaaccatc
tgaaggccge
cgtggcaage
cgecgtegat
tctatgacgt
cgaagcgtga
aggttteccge
cggtttececa
gecgegtgtt
gaaagcagaa
tgcagcegtac
tgattagceg
agctagctga
ttcacceccga
gecgegecge
gcagegecgg
acctgeegga
gctaccgcaa
tagggcaaat
cgtacattgg
agccgtacat

atttttecge

tegegggega
gagctgeccca
gccggcacaa
ctggecegetg
aaagcacaaa
tggccagect
atcacaccaa
ctgaatacat
ttageggceta
tgccccatgt
cectgcaatg
cggcceggta
gcaggeccgec
ggccgetgat
taggaagccg
gggcacccge
ccgacgagcet
agggecggee
tctaaccgaa
cegteccacac
agacgacctg
gaagaaggcce
ctacaagatc
ttggatgtac
ttactttttg
aggcaaggca
agagttcaag
gtacgatttg
cctgategag
tgcecctagea
gaacccaaag

tgggaaccgg

ctaaaactct

29

tcaaaggcac
ttecttgagte
cegttettga
aaattaaatc
cacgctaagt
ggcagacacg
gctgaagatg
cgcegecagceta
aaggaggcgg
gtggaggaac
gcactggaac
caaatcggeg
cagcggcaac
cgaatccgeca
cccaagggeg
gatagtcgeca
ggcgaggtga
ggcatggeca
tccatgaace
gttgeggacg
gtagaaacct
aagaacggcce
gtaaagagcg
cgcgagatca
atcgatcccg
gaagccagat
aagttctgtt
aaggaggagg
ggcgaageat
ggggaaaaag
cecgtacattg
tcacacatgt

ttaaaactta

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560



ttaaaactct
agctgcaaaa
ggcctatege
ggcgeggaca
ctegegegtt
acagcttgte
gttggcgggt
ggcttaacta
tacecgcacag
ctgacteget
taatacggtt
agcaaaaggc
ccectgacga
tataaagata
tgcegettac
gctcacgetg
acgaacccce
acccggtaag
cgaggtatgt
gaaggacagt
gtagetcttg
agcagattac
ctgacgctca
aaaacaattc

gtaagtcaaa

cacttacttt
caagttccte
atggagtgtc
aatccaattc
tggagtgaaa

catctteata

taaaaccege
agcgcctace
ggccgetgge
agccgegecyg
tcggtgatga
tgtaagecgga
gteggggege
tgcggcatca
atgegtaagg
gecgceteggte
atccacagaa
caggaacecgt
gcatcacaaa
ccaggegttt
cggatacctg
taggtatctc
cgttcagece
acacgactta
aggcggtget
atttggtatce
atccggcaaa
gcgcagaaaa
gtggaacgaa
atccagtaaa

aaatagcecteg

gccatcettte
ttegggettt
ttctteccag
ggctaagcegg
gagcctgatg

ctettecgag

ctggectgtg
ctteggtege
cgctcaaaaa
tcgecacteg
cggtgaaaac
tgcegggage
agccatgace
gagcagattg
agaaaatacc
gtteggetge
tcaggggata
aaaaaggccg
aatcgacgcet
cccectggaa
tcegecttte
agttcggtgt
gaccgctgeg
tcgecactgg
acagagttct
tgegectetge
caaaccaccqg
aaaggatcte
aactcacgtt
atataatatt

acatactgtt

acaaagatgt
tcegtettta
ttttcgcaat
ctgtctaage
cactcecgecat

caaaggacgce
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cataactgte
tgcgcteect
tggctggcect
accgecggeg
ctctgacaca
agacaagcce
cagtcacgta
tactgagagt
gcatcaggeg
ggcgageggt
acgcaggaaa
cgttgcetgge
caagtcagag
gcteectegt
tccetteggg
aggtcgtteg
ccttatecgg
cagcagccac
tgaagtggtg
tgaagccagt
ctggtagegg
aagaagatcc
aagggatttt
ttattttcte

ctteeceegat

tgctgtetee
aaaaatcata
ccacatcgge
tattegtata
acagctcgat

catcggecte

tggccagege
acgcccegece
acggccaggce
cccacatcaa
tgcagctece
gtcagggege
gegatagegg
gcaccatatg
ctetteeget
atcagctecac
gaacatgtga
gtttttececat
gtggcgaaac
gegetetect
aagcgtggeg
ctccaagetg
taactatcgt
tggtaacagg
gcctaactac
taccttegga
tggttttttt
tttgatcttt
ggtcatgcat
ccaatcagge
atecctcectg
tctoccaaga
caggtcgeeg
cagctcgege
cagatcgtta
gggacaatcc
aatcttttea

actcatgage

30

acagccgaag
gcttegegte
aatctaccag
ggcaccctge
ggagacggtc
gtcagegggt
agtgtatact
cggtgtgaaa
tectegetcea
tcaaaggcgg
gcaaaaggcce
aggctcecgee
ccgacaggac
gttecgacce
ctttectecata
ggetgtgtge
cttgagtcca
attagcagag
ggctacacta
aaaagagttg
gtttgecaage
tctacggggt
tctaggtact
ttgatcceca

atcgaccgga

tgggaaaaga
ggatctttaa
ttcagtaagt
gatatgtega
gggctttgtt

agattgctcee

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940



agccatcatg
gcatcatgte
tttttaaata
cttecegtate
tcattttage
agctaattat
ccagaaaaca
gecgattttg
tgctacccte
aatagcatcg
tcceggactg
agctgttgge
cttaataaca
atctggattt
tttacaaata
ataggaacce
cttgtegate
ggggcegtegg
gettctgegg
geatcgacce
ttggtcaaga
atgcctecege
gaagatgttg
cgcetgttatg
gtgeccggact
ggacgcactg
cgegeatatg
gaaccegete
ttgtagaaca
gegggagatg
cgggagcegeg
gcagctattt

ttettegece

cecgttcaaag
cttttcecegt
taggttttca
ttttacgecag
catttattat
aacaagacga
gectttttcaa
aaaccgeggt
cgcgagatca
gtaacatgag
atgggctgce
tggctggtgg
cattgcggac
tagtactgga
caaatacata
taattccett
gacagatccg
tttecactat
gegatttgtg
tgcgcccaag
ccaatgcgga
tcgaagtage
gcgacctegt
cggccattgt
teggggcagt
acggtgtegt
aaatcacgee
gtctggctaa
gcgggcagtt
caataggtca
geegatgeaa
acccgcagga

tececgagaget

tgcaggacct
tccacatcat
ttttetecca
cggtattttt
ttcecttecte
actccaatte
agttgtttte
gatcacagge
tcegtgttte
caaagtctge
tgtatcgagt
caggatatat
gtttttaatg
ttttggtttt
ctaagggttt
atctgggaac
gtcggecatet
cggcgagtac
tacgeccgac
ctgecatcate
gcatatacge
gcgtetgetg
attgggaatc
cegtcaggac
ccteggecca
ccatcacagt
atgtagtgta
gatcggecge
cggtttcagg
ggctctcget
agtgccgata
catatccacg

gcatcaggtce
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ttggaacagg
aggtggtcce
ccagcettata
cgatcagttt
ttttctacag
actgttcectt
aaagttggeg
agcaacgcte
aaacccggea
cgecttacaa
ggtgattttg
tgtggtgtaa
tactgaatta
aggaattaga
cttatatget
tactcacaca
actctattte
ttctacacag
agtceccegget
gaaattgceg
ceggagtegt
ctccatacaa
cccgaacatce
attgttggag
aagcatcagce
ttgeccagtga
ttgaccgatt
agcgatcgea
caggtcttge
aaactcccca
aacataacga
ccctectaca

ggagacgctg

cagctttcct
tttataccgg
taccttageca
tttcaattce
tatttaaaga
gcattctaaa
tataacatag
tgtcategtt
gettagttge
cggctetece
tgcegagetg
acaaattgac
acgccgaatt
aattttattg
caacacatga
ttattatgga
tttgececcteg
cecateggtee
ceggategga
tcaaccaage
ggcgatectg
gccaaccacg
gectegetee
ccgaaatceg
tcatcgagag
tacacatggg
cettgeggte
tccatagect
aacgtgacac
atgtcaagca
tetttgtaga
tcgaagetga

tegaactttt

31

tccageccata
ctgtcegtea
ggagacattc
ggtgatattc
taccccaaga
accttaaata
tatcgacgga
acaatcaaca
cgttetteeg
gctgacgeeg
ccggtegggg
gcttagacaa
aattcggggg
atagaagtat
gcgaaaccct
gaaactcgag
gacgagtgct
agacggecge
cgattgegte
tctgatagag
caagctcecegg
gcctcecagaa
agtcaatgac
cgtgcacgag
cctgegegac
gatcagcaat
cgaatgggee
cegegacegg
cctgtgeacg
cttcecggaat
aaccatcgge
aagcacgaga

cgatcagaaa
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cttctegaca
tgcgaaagct
ccaaatgaaa
gtcatccett
aacgtcttet
ggcagaggea
accttecttt
gaggtttcce
tgtatctttg
atccacttge
tgggggtcca
atcgcaatga
acagatagct
ctcaatagee
gtegtgetee
cgttggecga
gagcgcaacg
atgcttceecgg
agctatgacce
gcteggtace
gtggattgtt
cttttggect
ttatcaatcg
gtactaacat
tgatgtatat
gactgaagaa
atacgagagg
accaggggag
ctacttctca
taagtttttt
tttcatgaac

gattttectgt

gacgtegegg
cgagagagat
tgaacttcct
acgtcagtgg
ttttccacga
tcttgaacga
tctactgtec
gatattaccc
atattcttgg
tttgaagacg
tctttgggac
tggcatttgt
gggcaatgga
ctttggtett
accatgttgg
ttcattaatg
caattaatgt
ctegtatgtt
atgattacga
cggggatecet
ccaacacttt
ccatcggaaa
ggtgcttatg
gtttgaactt

atactggttt

agtgaaagga
aagtgaaact
tcctttttea
tttaactecat
ttgttggtag

ttcatattaa

tgagttcagg
agatttgtag
tatatagagg
agatatcaca
tgctectegt
tagecctttee
ttttgatgaa
tttgttgaaa
agtagacgag
tggttggaac
cactgtegge
aggtgccace
atccgaggag
ctgagactgt
caagctgete
cagetggecac
gagttagctce
gtgtggaatt
atttggccaa
ctagagtcga
ggtacatcct
aaccaatgag
tggectgttt
tgtatatctg

gaaattgcag

agaccctget
ccccatctta
gcttaagcta
ataatcttet
tgtggaacaa

gttaaatcat
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ctttttcata
agagagactg
aaggtcttge
tcaatccact
gggtgggggt
tttategecaa
gtgacagata
agtctcaata
agtgtegtge
gtettetttt
agaggcatct
ttccttttet
gtttccegat
atctttgata
tagccaatac
gacaggttte
actcattagg
gtgagcggat
gtcggectcet
cctgecaggea
ttcttatgeca
gtatggtatc
taagttccac
atcttctetg

gtacctatac

> agaaaccggt

ggaagcatte
caaagttacc
ctcctaatca
gcagtagact
atgggaaaat

tetgttteca

tectecattgee
gtgatttcag
gaaggatagt
tgctttgaag
ccatctttgg
tgatggcatt
gctgggcaat
gccetttggt
tecaccatgt
tecacgatge
tgaacgatag
actgtccttt
attacccttt
ttcttggagt
gcaaaccgcee
ccgactggaa
caccccagge
aacaatttca
aatacgactce
tgcaagcttt
atgttggtac
aatctttetg
actaagatct
ctgctagtta
gtagetgaca
atgaacgcaa
atcctattge
gtccttttag
tccttttaaa
tgacttaate
gaatattttt

ctgaaataaa
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cceceggate
cgtgtectct
gggattgtge
acgtggttgg
gaccactgte
tgtaggtgcc
ggaatccgag
cttctgagac
tatcacatca
tectegtggg
cctttecttt
tgatgaagtg
gttgaaaagt
agacgagagt
tecteceegeg
agcgggeagt
tttacacttt
cacaggaaac
actataggga
ggaaagtgaa
tgatttgect
tacttgcect
tgtctgtttt
cacattttte
tggaggaaga
caaaggctga
ttgggaatat
cttaagctge
cctacggett
ggattttetg
ggaacaaatt

ttgttttecca
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8640
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9180

9240
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15

20

25

aaaatcactc
cgcgaaaatg
tgcgtcagte
tcececgagtece
ccttteteat
aactcttgtt
tteggagatg
tttaatggat
gaacactcat
tgaaaaagtt
tttgggaaac
tttggaggat
aaatcaggct
aggaagaata
tecttettte
ccctcagaat
aagtggttgt
aaacggatca
tgcatcaaga
tattgtattc
tgtatccteca
ttgagcttga
gtgttcttge
<210>5

<211>49
<212> ADN

cgtttattat
tcgacatatt
tctcatcagt
atagaatgtc
attttataga
cccatggaag
ggtgaattac
actaatgctg
actcacacgt
tctactgatg
cgggaagcgg
gaggttgcaa
accttggaag
gatggagaga
tecgcacatga
gtgtttggag
gattttgatc
ttcagcaacg
gcagtttgaa
caaataagtt
tttttgtttt
caaactagaa

catttgtttt

<213> Atrtificial

<220>

<223> cebador

<400> 5

gtctttgttt
tggctaagta
gttcaactge
gacactcttt
ctcactttct
acggtgagcet
cacctagcaa
cttgtaccca
gcttceecatgt
atacagctga
ttagaaagta
ggcttaggge
ctgaggttte
ttggatcttt
tgaatccttg
tgaatagcca
agctacaatg
tcaatacate
gcatcatcaa
gtagagttca
ttgttttetg
ggatgatata

catacttgag
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ttaagaaata
tagacaagat
cacggagcga
cactctttet
gtttettgat
tgatttectec
ttgttcegatg
cactcacacc
ccacaccaag
gtettgtggg
tagagagaag
ggtgaatcag
gaggcttaag
tccttatcag
taatgtacaa
agaaggtgcec
catggctaat
tgtctecgaat
gcttgtacta
gctgcaggat
actctcttte
ttgttaatac

ctgettette

ggggacaagt ttgtacaaaa aagcaggctt aactcttgtt cccatgatc

<210> 6
<211>48
<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> cebador

<400> 6

ggggaccact ttgtacaaga aagctgggta tattatttga ttctacag

<210>7
<211>10

aaagtgagaa
tgggaagctc
accgattecct
ccaagttgece
cccgaggaag
aatcaggaag
gatagtttct
tgtaacccca
attectcecegg
aagaagggtg
aagaaggcta
cagctggtga
tgtttgcettg
aaacctatgg
tgtgatgatg
tecgatcaatg
cagaacttaa
aagagaaaag
tetatttcecca
cagcttecget
ccttecattg
aacaaactca

ttaaa

33

aacagaataa
tgtttagtta
aattgcaacg
tcetttgagt
aagaagaata
tgttttegag
ttgatgggct
ctggaccaga
atgagagcga
aaaagagacc
aagctgette
agaggttgca
tggatttgag
ctgcaaatat
aagtttattg
accaagggtt
atggaaatgg
gtgggcatcg
ccagcataga
caggttcctt
tatttccttg

aatgttctgt

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10980

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11520

11580

11640

11700

11745
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<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>

<223> vector reportero del motivo de cebo G

<400>7
atgtcgacay

<210>8
<211> 28
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 8
gaattcaagc tttggaaagt gaagtgga

<210>9
<211> 22
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400>9
gagctccaat ttcaaaccag ta

<210> 10
<211>29
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 10
gaattctgta tatctgatct tctctgetg

<210>11
<211> 26
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 11
gagctcaagc taaaaggacg gtaact

<210>12
<211> 23
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 12
gaattcttca tcctattgct tgg

<210>13
<211> 25
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<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 13
gagctcattt tcccatttgt tccac

<210> 14
<211> 23
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 14
gaattctctg cagtagactt gac

<210> 15
<211>21
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 15
gagctcccca atcttgtcta t

<210> 16
<211>30
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 16
atcggaattc gtgagaaaac agaataacgc

<210> 17
<211> 26
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 17
gagctcccat gggaacaaga gtttat

<210> 18
<211> 30
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 18
atcggaattc gtgagaaaac agaataacgc

<210>19
<211> 30
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<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 19
cgtagagctc tggagaaaga gtgaaagagt

<210> 20
<211> 40
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 20
aattcatgtc gacatatgtc gacatatgtc gacacgagct

<210> 21
<211> 32
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 21
cgtgtcgaca tatgtcgaca tatgtcgaca tg

<210> 22
<211>22
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 22
gatcttcgtc gatgttcttt gg

<210> 23
<211> 25
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 23
tgagaggtat ggctacacca gcagc

<210> 24
<211> 20
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 24
ggacacacac atggttcgac

<210> 25
<211> 20
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<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 25
gatagtgcag ccatgagtgg

<210> 26
<211> 25
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 26
cagaaacatg tttcttcttc gtcac

<210> 27
<211> 20
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 27
cgcaataaat ccggtgaacg

<210> 28
<211>20
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 28
cgggattgtt ggcgtggaat

<210> 29
<211> 20
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 29
ccaagaccct cgaagcattg

<210> 30
<211> 25
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 30
caataatcat aggaatatcg cttgg

<210>31
<211> 20
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<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 31
agaaagccat catggcagat

<210> 32
<211> 22
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 32
caatgttgat tgaatccttt gc

<210> 33
<211> 20
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 33
ccatgagaat gtccttgtga

<210> 34
<211>20
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 34
atatgttggc gggtggcacg

<210> 35
<211> 20
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 35
gcttcectet cttgcttceg

<210> 36
<211> 20
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 36
taataacaac cacgtcggag

<210> 37
<211> 20
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<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 37
agcaaagctg tgtctccaaa

<210> 38
<211> 22
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 38
ttctcccgga tgagagcegat ga

<210> 39
<211> 22
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 39
gctgattcac cgecctaagce ct

<210> 40
<211>20
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 40
taatcagctg ttgaagaggt

<210> 41
<211> 20
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 41
tcatgtatga gtaaggcacg

<210> 42
<211> 20
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 42
tctcaggatc agcaagagaa

<210>43
<211>21

ES 2 658 622 T3

20

22

22

20

20

20

39



10

15

20

ES 2 658 622 T3

<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 43
tcagtttcca ccatttcttg g

<210> 44
<211>10
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Elemento de respuesta a la deficiencia de zinc

<400> 44
rtgtcgacay
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Reivindicaciones

1.

10.

11.

Método para cambiar la capacidad de una planta para su adaptacion a los cambios en la concentracion de zinc
en el ambiente, especialmente el suelo, que comprende proporcionar a dicha planta con un nucleétido que
codifica una proteina bZIP19 y/o bZIP23, cuyas secuencias se proporcionan en la sec. con nim. de ident.: 2 y la
sec. con num. de ident.: 1, respectivamente, u ortélogos de estas, en donde los ortélogos han retenido la funcién
de bZIP19 o bZIP23 y tienen una secuencia de aminoacidos que es idéntica en un 90 % o mas a la de bZIP19 o
bZIP23, y sobreexpresar dicha(s) proteina(s).

Método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde se aumenta la tolerancia a una deficiencia de Zn.
Método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dicha planta es capaz de hiperacumular zinc.

Método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dicha planta es capaz de aumentar las concentraciones de
zinc en las partes comestibles.

Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde a dicha planta se le proporciona un
nucledtido que codifica una proteina bZIP19 y un nucledétido que codifica una proteina bZIP23.

Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde a dicha planta se le proporciona
adicionalmente uno o mas polinucleétidos que codifican una proteina seleccionada del grupo que consiste en
transportadores de metales pesados, proteinas YSL, proteinas ZIP o IRT, proteinas ZIF, proteinas NAS,
proteinas MRP, FRD3 y MTP.

Método de acuerdo con la reivindicacion 6, en donde las proteinas de transportadores de metales pesados se
escogen del grupo de HMA2, HMA3 o0 HMA4.

Método de acuerdo con la reivindicacion 6, en donde la proteina YSL es YSL, preferentemente YSL1 o YSL3.

Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en donde el polinucleétido se deriva
de Arabidopsis, con mayor preferencia A. thaliana.

Uso de un nucledtido que codifica una proteina bZIP19 y/o bZIP23, cuyas secuencias se proporcionan en la sec.
con nuam. de ident.: 2 y la sec. con nim. de ident.: 1, respectivamente, u ortélogos de estas, en donde los
ortélogos han retenido la funcién de bZIP19 o bZIP23 y tienen una secuencia de aminoacidos que es idéntica en
un 90 % o mas a la de bZIP19 o bZIP23, para cambiar la capacidad de una planta para su adaptacién a cambios
en la concentracién de zinc en el ambiente, especialmente el suelo, en donde dicho uso comprende transformar
una planta con secuencias que codifican una o ambas proteinas.

Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-9 o uso de acuerdo con la reivindicacién 10, en
donde el ortélogo se escoge del grupo que consiste en ortélogos de Populus trichocarpa (PtrbZIP38 o
XM_002305485.1 y PtrbzZIP39 o XM_002313671.1); arroz (OsbZIP48 o AKO071639.1), Helianthus
annuus (CD852649.1), Medicago truncatula (TA25329_3880), Solanum  tuberosum (TA33339_3880), Glycine
max (TA50226_3847; TA50224_3847), Sorghum  bicolor (TA23717_4558), Zea mays (TA111061_4577;
TA111059_4577; CO451643), y Hordeum vulgare (TA45897_4513).

41



Figura 1
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Figura 2
A
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5B
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 8
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Figura 12

Figura 13
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96l
1021
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1141
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1441
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1621
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180l
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ctagagtcct
attctgttgt
ttcggttcat
cogttcaatt
atattgtget
tgocgttttat
gactgattac
acaccgagcg
tgggtgagat
ttcagcocgaca
gatgcatatt
actggcogte
cecttgcagea
cccttoccaa
gattgtcgtt
aaacctaaga
ttatccgttc
actttgatcc
tecttoctgaaa
ttttocctggeo
aaccggagac
gtcagcaccg
accaagcotgt
atgecttgacc
cgcagcaccs
cgtageoctgg
gtgttogocg
Cgcgaggccyg
cagatcgoge
gcactgcttg
acgoccaccg
gcocctggogg
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gctttaatga
gcacgtigta
tctaatgaat
tactgattgt
gaataggttt
tattacaaat
ataaatctta
gcgaactaat
tecttgaagt
acatgtcgag
ctatagtgtc
gttttacaac
catcccecett
cagttgogea
tccegecttce
gaaaagagedg
gtccatttgt
aaccocctcoccg
acgacatgtc
gttttcttgt
attacgccat
acgaccagga
tttoocgagaa
acctacgococ
gecgacctact
cagagoogtyg
gcattgcocoga
ccaaggcccg
acgcocogoga
gcgtgcatcg
aggccaggeyg
ccgocogagaa

gatatgcgag
aaaaacctga
atatcaccog
accctactac
atagcgacat
ccaattttaa
ttcaaatttc
aacgctcact
tgagtattgg
gctcagcagg
acctaaatct
gtogtgactg
tegocagety
goectgaatgg
agtttaaact
tttattagaa
atgtgcatgc
ctgctatagt
gcacaagtcc
cgogtgtttt
gaacaagagc
cttgaccaac
gatcaccggc
tggogacgtt
ggacattgecc
ggoogacace
gttogagogt
aggegtgaag
gctgatcgac
ctocgaccctg
gcgoggigos
tgaacgccaa
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acgecctatga
gcatgtgtag
ttactatogt
ttatatgtac
ctatgataga
Aaaaagoeggc
aaaagtgcoc
gaagggaact
cocgtoogete
acctgcaggc
gcggccgotg
ggaaaaccct
gegtaatage
cgaatgoetag
atcagtgttt
taacggatat
caaccacagg
gcagtcggcet
taagttacge
agtcgcataa
gocogoogotg
caacgggoog
accaggcegoeg
gtgacagtga
gagcgcatcc
accacgoogg
tccctaateca
tttggcccee

caggaaggcoc
taccgcocgoac

ttcegtgagg
gaggaacaag

tocgocatgata
ctcagateoct
atttttatga
aatattaaaa
gogocacaat
agaaccggte
caggggcotag
ccggttocccg
tacgaaagtt
atgcaaaaaa
accaagtcaqg
ggogttaccoeo
gaagaggece
agcagcttga
gacaggatat
ttaaaagggc
gttccoctog
tetgacgttce
gacaggcotgc
agtagaatac
goctgoctggg
aactgcacgc
accgoccgga
ccaggotaga
aggaggocgg
coggocgeat
tcgaccgeac
gecctacect
gcaccgtgaa
ttgagcgcag
acgcattgac
catgaaaccyg

tttgctttca
tacocgooggt
ataatattct
tgaaaacaat
aacaaacaat
aaacctaaaa
tatctacgac
cocggogogea
acgggoacoa
aaaaactagt
ctagcttgyge
aacttaatcg
geaccgateog
gottggatca
attggcgggt
gtgaaaaggt
ggatcaaagt
agtgcageceyg
cgocotgeoce
ttgcgactag
ctatgococoge
ggcoggotge
gotggoccady
cogoctggeoo
cgcgggcctyg
ggtgttgacc
cocggagoggg
cAcCCccggca
agaggoggot
cgaggaagtg
cgaggoogac
cAccaggacy
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468l
4741
4801
186l
4921
4531
5041
5101
2lel
5221
528l
5341
5401
546l
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5581
5641

goccaggacga
acgtgttcga
tgtctgatgc
gocogtotaaa
atatgatgcg
acttaaccag
goaactogee
ttgggcggcc
tgaccgogac
ggcggoggac
gccaagececct
tgaggtcacg
gegcatogge
ccgtatcacg
Atcagaaccs
daaactcatt
gecggecgte
ccageccatga
tacgcggtac
ccagagtaasn
catggaaaat
gggcggttgg
coocaagoosc
cggogotggg
gocatcgaggo
aagaatccoog
Acgageaace
gcatcatgga
toccgoctacga
gtgtgtggga
gataccggga
tactcaagtt
geattoggtt

gcctggtgac
aaaccgggcg

cagaaggcaa
geateggeeg
ggttgttcaa
tcaccgtgcg
cggggcaggc
ccgocggtto
gtocgaaaaqg
ggaacoggaa
aagtgactga
Ltaaaactct
agctgcaaaa
ggcctatege
ggcgoggaca
ctegegogtt
acagcttgte
gttggeogggt
ggocttaacta
taccgcacag
ctgacteget
taatacggtt
agcaaaaggc
cococtgacga
tataaagata
tgcegettac
goctcacgotyg
acgaaccccc

accoggtaag
cgaggtatgt

accgttttc
gocogoocogog
caagctggcg
aaggtgatgt
atgagtaaat
aaaggcgggt
ggggocgatg
gtgcgggaag
gtgaaggoca
ttggctgtgt
tacgacatat
gatggaaggc
ggtgaggttg
cagcgogtga
gagggcgacy
tgagttaatg
cgagogcacyg
agcgggtcaa
gccaaggcaa
tgagcaaatyg
Caagaacaac
ccaggcgtaa
gaggaatcgg
tgatgacctg
agaagcacgc
gcaaccgoog
agatttttte
cgtggocogtt
gcttocagac
ttacgacetg
agggaagega
ctgcoggcga
aaacaccacyg
ggtatccgag
gococggagtac
gaaccoggac
ttttctetac
gacgatctac
caagctgatc
tggooceocgate
ctaatgtacg
Lotetttect
ccogtacatt
tataaaagag
taaaacccgc
agcgoctacc
ggccgetgge
agoccgogoog
tcggtgatga
tgtaagcgga
gtoggggoge
tgcggeatca
atgcgtaagg
gogeteggte
atccacagaa
caggaaccgt
gocatcacaaa
ccaggogttt
cggatacctg
taggtatcte
cgttcagcoc
acacgacita

aggcggtget
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attaccgaag
cacgtctcaa
gcectggecogg
gtatttgagt
aaacaaatac
caggcaagac
ttctgttagt
atcaaccgct
toggooggeg
ccgocgatcaa
gggccaccgc
tacaagcggco
ccgaggeget
gctacccagg
ctgcceogoga
aggtaaagag
cagcagcaag
ctttcagttg
gaccattacc
aataaatgag
caggcaccga
gcggctgggt
cgtgacggtc
gtggagaagt
ccocggtgaat
gcagcoggtg
gttcocgatge
ttcogtctgt
gggcacgtag
gtactgatgg
gacaagooog
gcocgatggog
cacgttgoca
ggtgaagcct
atcgagatcg
gtgctgacgg
cgocctggcac
gaacgcagtg
gggtcaaatg
ctagtcatgc
gagcagatgc
gtggatagca
gggaacccaa
Aaaaaaggoeg
ctggooctgtg
ctteggtoge
cgctcaaaaa
tocgocactog
cggtgasaaac
tgccgggage
agccatgacc
gagcagattg
agaaaatacc
gttoggectge
tcaggggata
aasaaggocg
aategacget
ccococtggaa
tccgecttte
agttoggtgt
gaccgctgog
tocgocactgg
acagagttct
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agatcgaggc
ccgtgoggot
ccagcttgge
aaaacagctt
graaggggaa
gaccatcgca
cgattcogat
aaccgttgte
cgacttogta
ggcagccgac
cgacctgaty
ctttgtcgtg
ggccgggtac
cactgoogoc
ggtccaggog
aaaatgagca
gctgcaacgt
coggoggagy
gagctgctat
tagatgaatt
cgococgiggaa
tgtctgcococag
gcaaaccatc
tgaaggcogo
catggcaage
cgoogtogat
tetatgacgt
cgaagegtga
aggtttcogo
coggtttecca
gcogogtgtt
gaaagcagaa
tgcagocgtac
tgattagcog
agctagetga
ttcaccooga
geegegecge
geagogoogg
acctgocogga
gctaccgoaa
tagggcaaat
cgtacattgg
agoogtacat
atttttcoge
cataactgtc
tgogctocct
tggetggect
acogCcoCggog
ctctgacaca
agacaagcoc
cagtcacgta
tactgagagt
gcatcaggeg
ggcgagogat
acgcaggaaa
cgttgctgge
caagtcagag
gctococctogt
tcccttegag
aggtcgttog
ccttatcocgg
cagcageocac

tgaagtggtg

ggagatgatc
gcatgaaatc
cgctgaagaa
gogtcatgeg
cgcatgaagg
acccatctaq
coccagggea
ggcatcgace
gtgatcgacyg
ttegtgctga
gagctggta
togcgggoga
gagctgccca
gocggoacaa
ctggcogetg
aaagcacaaa
tggccagcct
atcacaccaa
ctgaatacat
ttageggcta
tgcococatgt
cocctgcaatg
cggoocoggta
gcaggocgoc
ggcococgoctgat
taggaagccg
goggcaccege
cogacgaget
agggCoggoc
tectaaccgaa
cogitccacac
agacgacctg
gaagaaggcc
ctacaagatc
ttggatgtac
ttactttttyg
aAggcaaggoa
agagttcaaq
gtacgatttg
coctgatcgag
tgoocctagea
gaacccaaaq
tgggaaccgg
ctaaaactct
tggccagegc
acgococogoo
acggccagge
cccacatcaa
tgcagctccc
grtoagggogo
gocgatagogg
gcaccatatyg
ctcttocogeot
atcagctcac
gaacatgtga
gtttttccat
gtggcgaaac
gogctctoct
aagcgtggog
ctocaagotyg
taactatcgt
tggtaacagyg
goctaactac

goggoccggyt
ctggcocggtt
accgagcogoco
gtogotgogt
ttatcgctgt
coogogocct
gtgccogoga
gococgacgat
gagogococa
ttecggtgea
agcagogeat
tcaaaggcac
ttettgagte
cogttottga
aaattaaatc
cacgctaagt
ggcagacacg
gotgaagatyg
cgcgcagcta
daggaggcgd
gtggaggaac
gcactggaac
caaatcggog
cagocggoaac
cgaatccgoa
cocaagggog
gatagtegea
ggcgaggtga
ggcatggcca
tecatgaace
gttgeoggacyg
gtagaaacct
aagaacggcc
gtaaagagcg
cgcgagatca
atcgatccog
gaagccagat
aagttoctgtt
aaggaggagq
ggcgaageoat
ggggaaaaag
cogtacattg
tcacacatgt
ttaaaactta
acagoogaag
gcttogegtce
aatctaccaqy
ggcaccctgco
ggagacggtc
gtoagogggt
agtgtatact
cggtgtgaaa
tocctogotoa
tcaaaggogq
goaaaaggcoe
aggctocgee
cogacaggac
gttcocgacce
ctttctcata
ggctgtgtge
cttgagtcca
attagcagag
ggctacacta
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5821
2881
5541
2001
6061
6121
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B4l
8301
6361
6421
6481
6541
ee0l
BE61
6721
6781
BE41
6501
6961
7021
TJ0E1
7141
7201
TZel
7321
7381
T441
7501
7581
Te21
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7741
7801
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7921
7981
g041
101
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g221
g8l
8341
401
4ol
521
BESE1
ge4l
§701
g78l
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ggal
8941
%001
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121
9181
9241
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36l
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gaaggacagt
gtagctcttg
agcagattac
ctgacgeotca
aaaacaattc
gtaagtcaaa
cgcagaadqqc
cacttacttit
caagttccocte
atggagtgtc
aatccaatte
tggagtgaaa
catcttcata
agccatcatg
gcatcatgte
tttttaaata
cttcegtatc
tcattttage
agctaattat
CCAJAAAACA
gococgattttg
tgoctacecte
aatagcatcg
tcococggactyg
agetgrrgge
Ccttaataaca
atctggattt
tttacaaata
ataggaaccc
cttgtegate
ggggogrogg
gcttetgegg
gcatcgacoc
ttggtcaaga
atgectooge
gaagatgttg
cgoctgttatg
gtgeccggact
ggacgcactg
cgogeatatg
gaaccocgoto
ttgtagaaca
gogggagatg
cgggagogog
gocagetattt
ttecttegeoce
cttctegaca
tgocgaaaget
ccaaatgaaa
gtcatcoctt
aacgtcttct
ggcagaggca
accttoocttt
gaggttteoe
tgtatcittg
atccacttge
tgggggtcca
atcgcaatga
adcagataget
ctcaatagoceo
gtocgtgotec
cgttggooga
gagcgcaacg

atttggtatc
atccggcaaa
gocgcagaaaa
gtggaacgaa
atccagtaaa
aaatagecteog
aatgtcatac
gecatecttbe
ttocgggottt
ttcttecccag
ggctaagogg
gagcctgatg
ctcttecocgag
ccgttcaaag
cttttececegt
taggtiitca
ttttacgcag
catttattat
aacaagacga
goctttttcaa
aaaccgoggt
cgocgagatca
gtaacatgag
atgggotgoo
Lggctggtay
cattgocggac
tagtactgga
caaatacata
taattcocctt
gacagatccg
tttccactat
gcgatttgtg
tgcgoccaag
ccaatgocgga
tocgaagtage
gcgacctogt
cggecattgt
toggggcagt
acggtgtcgt
aaatcacgoc
gtctggctaa
gocgggcagLt
caataggtca
geccgatgcaa
accogoagga
tccgagagct
gacgtcogcgg
cgagagagat
tgaacttcct
acgtcagtgg
ttttoccacga
tcttgaacga
tctactgteoc
gatdttdtcc
atattcttgg
tttgaagacg
tetttgggac
tggcatttgt
gggcaatgga
ctttggtctt
accatgttgg
ticattaatg
caattaatgt
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tgcgetectge
caaaccaccg
aaaggatctc
aactcacgtt
atataatatt
acatactgtt
cacttgtccg
acaaagatgt
tcogtcttita
ttttocgcaat
ctgtctaage
cactccgcat
caaaggacgc
tgcaggacct
tccacatcat
ttttcicoca
cggtattttt
ttccttecte
actoccaattc
agttgttttc
gatcacaggc
tcogtgttite
caaagtctgc
tgtatcgagt
caggatatat
gtitittaatg
ttttggtttt
ctaagggttt
atctgggaac
gtcggcatct
cggogagtac
tacgcccgac
ctgcatcatc
gcatatacgc
gogtotgetg
attgggaatc
ccgtcaggac
cctoggecocca
ccatcacagt
atgtagtgta
gatocggoogo
cggtticagg
ggctctoget
agtgceogata
catatccacg
gcatcaggtc
tgagttcagg
agatttgtag
tatatagagg
agatatcaca
tgctocctogt
tagcctticc
ttttgatgaa
tttgttgaaa
agtagacgag
tggttggaac
cactgtecgge
aggtgccacc
atcogaggag
ctgagactgt
caagctgctc
cagctggcac

gagttagctc
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tgaagccagt
ctggtagcgg
daagaagatcc
aagggattit
ttattttctc
cttcoccogat
ccctgooget
tgctgtetee
aaaaatcata
ccacatocgge
tattcgtata
acagctogat
catcggeccte
ttggaacagg
aggtggtccc
ccagcitata
cgatcagttt
ttttctacag
actgttoctt
aaagttggcg
agcaacgctc
aaaccoggoa
cgocttacaa
ggtgatttig
tgtggtgtaa
tactgaatta
aggaattaga
cttatatgct
tactcacaca
actctattte
ttctacacag
agtccegget
gaaatigocog
coggagtogt
ctoccatacaa
cocogaacate
attgttggag
aagcatcagc
ttgccagtga
ttgaccgatt
agogatogoa
caggtecttge
aaactcocca
aacataacga
coctoctaca
ggagacgctg
ctttttcata
agagagactg
aaggtcttgec
tcaatccact

gggtgggggt
tttatcgcaa

gtgacagata
agtctcaata
agtgicgige
gtcttctttt
agaggcatct
ttecttttet
gtttcccgat
atctttgata
tagccaatac
gacaggtttec
actcattagg

taccttcgga
tggtitttit
tttgatcttt
ggtcatgeat
ccaatcaggc
atcctoocctyg
tctococcaaga
caggtoegecg
cagoctogogo
cagatcgtta
gggacaatcc
aatctttteca
actcatgagc
cagctttoct
tttatacegg
taccttagca
tttcaattcc
tatttaaaga
gcattctaaa
tataacatag
tgtcatcgtt
gcttagttge
cggoictocc
tgocogagotg
acaaattgac
acgoogaatt
aattttattg
caacacatqa
ttattatgga
tttgcectog
ccatocggtoc
ccggatcocgga
tcaaccaagc
ggocgatcctyg
gocaaccacg
goctogotoco
cogaaatcog
tcatcgagag
tacacatggg
cotigoggtc
toccatagect
aacgtgacac
atgtcaagca
tetttgtaga
togaagotga
tocgaactttt
tctcattgeoe
gtgatttcag
gaaggatagt
tgocittgaag
ccatctttgg
tgatggcatct
gctgggoaat
geocctttggt
toccaccatgt
tccacgatgc
tgaacgataq
actgtocttt
attacccttt
ttcttggagt
gcaaaccgoc
cogactggaa
caccoccaggc

aaaagagtig
gtttgcaagc
tctacggggt
tctaggtact
ttgatccoca
atcgaccgga
tcaataaagc
tgggaaaaga
ggatctttaa
ttcagtaagt
gatatgtocga
gggcttitgtt
agattgectece
toccagocata
ctgtecogtca
ggagacattc
ggtgatattc
taccoccaaga
accttaaata
tatcgacgga
acaatcaaca
cgttctteoeg
gotgacgoog
coggtogggg
gettagacaa
aattocgggag
atagaagtat
gogaaaccct
gaaactcgag
gacgagtget
agacggoogo
cgattgcogtce
tctgatagag
caagctoccocgg
goCctocagad
agtcaatgac
cgtgcacgag
coctgogogac
gatcagcaat
cgaatgggcoc
cogogacogg
cotgtgoacg
cttocoggaat
aaccatcgge
aagoacgadga
cgatcagaaa
coccoggate
cgtgtoctot
gggattgtge
acglggitgyg
gaccactgtc
tgtaggtgcc
ggaatcogag
cttctgagac
tatcacatca
tectogtggy
coctttoottt
tgatgaagtyg
gttgaaaagt
agacgagagt
tctccoccocgeg
agogggoagt
tttacacttt



9481

9541

G601

9861

5721

G781

9841

9901

G99al
10021
10081
10141
10201
10261
10321
10381
10441
10501
10561
106821
10681
10741
10801
10BGL
10821
10581
11041
11101
11141
11221
11281
11341
11401
11461
11521
11581
11841
11701

atgcttocogg
agctatgacc
gcteggtace
gtggattgtt
cttttggocct
ttatcaatcg
gtactaacat
Lgatgtatat
gactgaagaa
atacgagagg
accaggggag
ctacttctca
taagtttttt
tttcatgaac
gattttetgt
aaaatcactc
cgcgaaaatg
tgcgtcagte
tceoccgagtec
cctttctcat
aactcttgtt
ttcggagatg
tttaatggat
gaacactcat
tgaaaaagtt
tttgggaaac
tttggaggat
aaatcaggct
aggaagaata
teettettte
ccctcagaat
aagtggttgt
aaacggatca
tgcatcaaga
tattgtattc
tgtatcctca
ttgagettga
gtgttcttgc
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ctcgtatgtt
atgattacga
cggggatcct
ccaacacttt
ccatcggaaa
ggtgcecttatg
gtttgaactt
aAatactggtrt
gaagatgatc
agtgaaagga
aagtgaaact
tcctttttca
tttaactcat
ttgttggtag
ttcatattaa
cgtttattat
tcgacatatt
tctcatcagt
atagaatgtc
attttataga
cccatggaag
ggtgaattac
actaatgctg
actcacacgt
tctactgatg
cgggaagcgg
gaggtbgcaa
accttggaag
gatggagaga
tegcacatga
gtgtttggag
gattttgatc
ttcagcaacg
gcagttigaa
caaataagtt
tttttgtitt
caaactagaa
catttgtitt

gtgtggaatt
atttggccaa
ctagagtcga
ggtacateoct
aaccaatgag
tggocctgttt
tgtatatctg
gaaattgcag
tctoccactge
agaccctget
ccccatctta
gcttaagcta
ataatcttct
tgtggaacaa
gttaaatcat
gtctttgttt
tggctaagta
gttcaactge
gacactcttt
ctcactttet
acggtgagct
cacctagcaa
cttgtaccca
gcttccatgt
atacagctga
ttagaaagta
ggcttagggc
ctgaggttte
ttggatcttt
tgaatcctty
tgaatagcca
agctacaatg
tcaatacatc
gcatcatcaa
gtagagttca
ttgtttictg
ggatgatata
catacttgag

Coddn de iniciacion ATG

Promotor de 355 de CaMV

BR?
Palindromo de 10 pb -
Palindomode 10pb

pradPd

53

gtgagcggart
gtoggootct
cctgcaggca
ttcttatgea
gtatggtatc
taagttccac
atcttctctg
gtacctatac
agaaaccggt
ggaagcattc
caaagttacc
ctocctaatca
gecagtagact
atgggaaaat
tctgttteca
ttaagaaata
tagacaagat
cacggagoga
cactctttct
gtttcttgat
tgattictocc
ttgttcgatg
cactcacacc
cCcacaccaag
grLctigtggg
tagagagaag
ggtgaatcag
gaggcttaag
toccttatcag
taatgtacaa
agaaggtgcc
catggctaat
tgtctocgaat
gcttgtacta
gctgcaggat
actcteotttc
ttgttaatac
ctgocticttc

aAacaatttca
aatacgactc
tgcaagettt
atgtiggtac
aatctttctg
actaagatct
ctgctagtta
gtagctgaca
atgaacgcaa
atectattge
gtcctittag
tccttttaaa
tgacttaate
gaatattttt
ctgaaataaa
aaagtgagaa
tgggaagctc
accgattect
ccaagttgcocc
cecgaggaag
aatcaggaag
gatagtttct
tgtaacccca
attcteoocogg
aagaagggty
aagaaggcta
cagctggtga
tgtttgecttg
aaacctatgg
tgtgatgaty
tcgatcaatg
cagaacttaa
aagagaaaag
tctatttoca
cagcttoget
ccttocattg
Aacaaactca
ttaaa

CACAJIAAAC
actataggga
ggaaagtgaa
tgatttgect
tacttgoceoct
tgtctgtttt
cacatttttc
tggaggaaga
caaaggctyga
ttgggaatat
cttaagctygc
cctacggott
ggattttetyg
ggaacaaatt
LCLgttttcea
aacagaataa
tgtttagtta
aattgcaacg
tcctttgagt
aagaagaata
tgttttogag
ttgatgggct
ctggaccaga
atgagagcga
Adddagagaco
aagctgettc
agaggttgea
tggatttgag
ctgcaaatat
aagtttattyg
accaagggtt
atggaaatgg
gtgggcateg
ccagcataga
caggttoctt
tattteocttyg
aatgttetgt

Terminador de octopina sintasa
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