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DESCRIPCION
Métodos y composiciones para procesar biomasa con niveles elevados de almidon
Referencia cruzada a solicitud relacionada

Esta solicitud reclama el beneficio de la Solicitud provisional de los Estados Unidos N.? 61/726.301, presentada el 14
de noviembre de 2012 y de la Solicitud de patente de EE. UU. 13/793.078 presentada el 11 de marzo de 2013.

El Listado de Secuencias titulado "Listado de Secuencias" que tiene un tamafio de archivo de aproximadamente
1.236.591 bytes, se cred el 14 de noviembre de 2013 y es presentada en la presente memoria.

Declaracion de apoyo gubernamental

Esta invencion se realizd, al menos en parte, con el apoyo del gobierno con el niumero de adjudicacion 2009-10001-
05118 otorgado por el Instituto Nacional de Alimentos y Agricultura de EE. UU., USDA. El gobierno tiene ciertos
derechos sobre la presente invencion.

Campo de la invencion

La descripcion en la presente memoria se refiere a acidos nucleicos aislados, construcciones genéticas y vectores
para modificar plantas por ingenieria con niveles elevados de almidén vegetativo y que expresan enzimas que
degradan polisacaridos y plantas genéticamente modificadas. La descripcién también se refiere a métodos de
procesamiento agricola y preparacion de piensos para animales usando las plantas genéticamente modificadas.

Antecedentes

La glucosa es un azucar simple que se puede usar en una variedad de alimentos, piensos y aplicaciones quimicas.
Sin embargo, la disponibilidad y el coste de la glucosa se han convertido recientemente en un factor limitante en la
demanda de una materia prima de biocombustibles de bajo coste y una alimentacién animal sostenible. La demanda
de maiz y cafa de azlcar ha aumentado significativamente el precio de este producto. El almidén es un polimero
grande compuesto de restos de glucosa repetidos unidos a través de enlaces o-1,4 y o-1,6 (Stitt y Samuel C Zeeman
2012). El almidén es una fuente superior de glucosa debido a su estructura molecular simple (enlaces de glucosa o-
1-4 y a-1-6) y la relativa facilidad con la que se accede a estos enlaces y se hidrolizan mediante enzimas econdémicas
y altamente eficaces (p. gj.; a-amilasa y glucoamilasa). El almidon derivado de materiales vegetales se puede convertir
facilmente en glucosa bien en el tracto digestivo de los animales (aplicaciones para piensos) o bioquimicamente (por
ejemplo, por hidrélisis acida o hidrdlisis enzimatica). La hidrdlisis de tejidos vegetales con alto contenido de almidén
como el grano proporciona glucosa relativamente pura que se transforma de manera eficaz en carne o productos
quimicos finales.

La glucosa también puede derivar de otros polimeros producidos en plantas, tal como celulosa, o -glucano o
xiloglucanos. Sin embargo, los procesos para liberar la glucosa de estos polimeros son generalmente mucho menos
eficaces; los animales rumiantes y monogastricos los digieren con menos facilidad y los medios quimicos para liberar
la glucosa generalmente implican tratamientos quimicos agresivos seguidos de hidrolisis con cocteles enzimaticos
caros (Alvira et al. 2010).

La sacarosa, un carbohidrato de almacenamiento soluble, también es una molécula de materia prima derivada de
plantas que los organismos fermentativos utilizan facilmente. Los sistemas de cultivo y procesamiento que utilizan
materias primas de sacarosa, como la remolacha azucarera y el sorgo dulce, estan limitados por estrechas ventanas
de cosecha y limitaciones de almacenamiento y estabilidad. El sorgo dulce debe procesarse de manera similar a la
cafa de azlcar, pocos dias después de su cosecha para limitar la fermentacion microbiana de la sacarosa debido al
alto contenido de humedad en los materiales cosechados (deterioro). Los periodos de campafa reducen la eficacia
general del capital de las instalaciones de procesamiento dedicadas.

Los sustratos lignocelulésicos son materias primas menos atractivas debido a dificultades de procesamiento. La
biomasa lignocelulésica contiene una mezcla de hexosas y pentosas y su recalcitracion a la hidrélisis (cristalinidad y
reticulacion a la lignina) dificulta la digestion y la degradacion rentable en azucares utilizables. En la produccion de
biocombustibles, se estdn desarrollando costosos tratamientos previos para ayudar en la hidrélisis completa de
materiales lignocelulésicos. La plena utilizacién de las mezclas de azlcares resultantes para la produccion de
combustible y productos quimicos también necesita que los organismos de fermentacion especializados transformen
los azucares resultantes en productos finales, tales como etanol, butanol, acido succinico y otros productos quimicos.

Compendio

En un aspecto, la invencion se refiere a una planta genéticamente modificada. La planta genéticamente modificada
comprende un primer acido nucleico aislado que codifica un producto que inactiva o inhibe la expresién de al menos
un gen que codifica una proteina implicada en la movilizacién de almidén en una planta. La planta genéticamente
modificada también comprende un segundo &cido nucleico aislado que codifica al menos una enzima que degrada
polisacaridos. Tras la expresion del primer &cido nucleico, la planta genéticamente modificada tiene un nivel alterado
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de almidon vegetativo en comparacion con el nivel de almidén vegetativo en una planta no modificada genéticamente
que tiene el mismo fondo genético que la planta genéticamente modificada pero que carece del primer acido nucleico
aislado.

En un aspecto, la invencién se refiere a una construccion genética. La construccién genética incluye un primer acido
nucleico aislado que codifica un producto que inactiva o inhibe la expresiéon de al menos un gen que codifica una
proteina implicada en la movilizacién de almidon en una planta. La construccién genética también incluye un segundo
acido nucleico aislado que codifica al menos una enzima que degrada polisacaridos.

En un aspecto, la invencién se refiere a un método de procesamiento agricola o preparacion de alimento para
animales. El método comprende proporcionar una planta genéticamente modificada. La planta genéticamente
modificada comprende un primer acido nucleico aislado que codifica un producto que inactiva o inhibe la expresion de
al menos un gen que codifica una proteina implicada en la movilizacién de almidén en una planta. La planta
genéticamente modificada también comprende un segundo acido nucleico aislado que codifica al menos una enzima
que degrada polisacaridos. Tras la expresion del primer acido nucleico, la planta genéticamente modificada tiene un
nivel alterado de almidén vegetativo en comparacion con el nivel de almidén vegetativo en una planta no modificada
genéticamente.

Breve descripcion de los dibujos

La siguiente descripcion detallada de las realizaciones preferidas de la presente invencion se entenderd mejor cuando
se lea junto con los dibujos adjuntos. Con el fin de ilustrar la invencion, en los dibujos se muestran realizaciones
particulares. Se entiende, sin embargo, que la invencién no se limita a las disposiciones e instrumentos precisos
mostrados. En los dibujos:

Las FIG. 1A - G ilustran estrategias para expresar ARN de interferencia en plantas transgénicas.
La FIG. 2 ilustra un vector intermedio de ARNi, pAL409.

La FIG. 3 ilustra un diagrama de un microARN de origen natural (osa-MIR528; SEQ ID NO: 159) de arroz. Las
secuencias iniciadoras estan encuadradas y pueden modificarse para cambiar la especificidad de direccionamiento
del microARN (adaptado de Wartmann et al. 2008).

La FIG. 4 ilustra un diagrama de un gen sintético para expresar un solo ARNh.
La FIG. 5 ilustra una construccion genética que incluye casetes de expresion para dos ARNh.
La FIG. 6 ilustra casetes de ARNi dirigidos a genes GWD, DSP e ISA3 de arroz.

La FIG. 7 ilustra la comparacion de secuencias entre la Consulta (secuencia superior), una porcion de GWD2 [SEQ ID
NO: 181], derivada del gen del glucano, agua dicinasa y la Objeto (secuencia inferior), una porcion del gen GWD del
tomate (Solanum lycopersicon) [SEQ ID NO: 182].

La FIG. 8 ilustra pAL409j SbGWDko2.
La FIG. 9 ilustra la deteccién de homologos de ISA3 mediante transferencia Southern.

La FIG. 10 ilustra la alineacion de fragmentos de los genes GWD de arroz (OsGWD) [SEQ ID NO: 196 y 200], sorgo
(SbGWD) [SEQ ID NO: 197 y 201], maiz (ZmGWD) [SEQ ID NO: 198 y 202] y tomate (S1GWD) [SEQ ID NO: 199 y
203]. También se ilustran los cebadores dgGWup2 [SEQ ID NO: 204] y dgGWdown2 [SEQ ID NO: 205].

La FIG. 11 ilustra la comparacion de la longitud relativa y el posicionamiento de intrones dentro del segmento central
de homologia de genes GWD de arroz, sorgo, Arabidopsis y mijo.

La FIG. 12 ilustra una representacién de matriz de puntos de alineaciones BLASTn entre las secuencias genémicas
de mijo y de arroz para los genes del glucano agua dicinasa. Eje horizontal, secuencia de mijo; eje vertical, secuencia
de arroz. Los segmentos diagonales representan regiones donde las dos secuencias son altamente homologas.

La FIG. 13 ilustra los niveles de ARNm de GWD entre plantas que portan pAG2100 o pAG2101 y plantas de control
de tipo silvestre (TS).

La FIG. 14 ilustra los niveles de ARNm de DSP entre plantas que portan pAG2102 y controles de TS.
La FIG. 15 ilustra los niveles de ARNm de ISA3 entre plantas que portan pAG2103 y plantas de control de TS.

La FIG. 16 ilustra la expresién del gen GDW en el maiz transgénico silenciado con ARNi producido a partir de las
construcciones pAG4102 y pAG4103.

Las FIG. 17A - B ilustran almidén elevado entre lineas selectas de arroz (17A) y mijo (17B) que portan construcciones
de ARNi.
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La FIG. 18 ilustra el contenido de almiddn en lineas de arroz transgénico, recolectado aproximadamente 19 semanas
después de la siembra.

La FIG. 19 ilustra un cuadro que representa el contenido de almidén (mg de almidén por gramo de peso seco de paja)
en poblaciones de plantas de arroz transgénicas, portando cada una de ellas una de 11 construcciones diferentes
numeradas secuencialmente de 2107 a 2117. Nipponbarre son lineas de arroz de control no transformadas.

La FIG. 20 ilustra el peso seco de plantas de arroz transgénicas que portan 2116 construcciones y plantas de arroz
de control no transformadas (NB).

La FIG. 21 ilustra el rendimiento de glucosa a partir de paja de arroz transgénica (mezcla de Os; barras negras)
producida utilizando las construcciones pAG2110, pAG2115 y pAG2116 y mezcla de NB de control no transgénicas
(arroz Nipponbarre no transgénico; barras grises) después del tratamiento previo con acido sulfdrico 0,25 M (acido) a
95 °C durante 4 0 16 horas 0 a 120 °C durante 1 hora e hidrdlisis enzimatica.

La FIG. 22 ilustra la recuperacion de glucosa de la mezcla de control de NB (barras blancas) y la mezcla transgénica
(barras negras) producidas con las construcciones pAG2110, pAG2115 y pAG2116 después del tratamiento previo
con acido sulfarico 0,25 M (acido; pH 1,0), NH4OH al 7,5 % (base; pH 12.0) o (NH4)HSO3 0,175 M+ (NH4)2CO3 0,18
M(bisulfito; pH 8,1) a 95 °C durante 4 o0 16 horas.

La FIG. 23 ilustra la recuperacion de xilosa del control (barras blancas) y la biomasa transgénica (barras negras)
después del tratamiento previo con &cido sulfurico 0,25 M (acido; pH 1,0), NH4OH al 7,5 % (base; pH 12.0) o
(NH4)HSO3 0,175 M+ (NH4)2COs 0,18 M(bisulfito; pH 8,1) a 95 °C durante 4 o 16 horas.

La FIG. 24 ilustra los rendimientos de glucosa a partir de biomasa de plantas de arroz transgénicas individuales
2110_13 (barras negras) y 2110_21 (barras gris oscuro) producidas a partir de la construccién pAG2110 en
comparacién con la del tejido de control (mezcla de NB; barras blancas) después de tratamiento previos con &cido,
base, bisulfito o Ca(OH):2 e hidrélisis enzimatica.

La FIG. 25 ilustra el crecimiento de células de levadura medido por el nimero de unidades formadoras de colonias por
ml de volumen de cultivo (UFC/ml) durante la sacarificacién y fermentacién simultaneas de biomasa de arroz
(cuadrado; mezcla transgénica), plantas de control no transgénicas (diamante; mezcla de control NB) y control de
glucosa (triangulo).

La FIG. 26 ilustra la liberacion y el consumo de glucosa durante la sacarificacién y fermentaciéon simultaneas de
biomasa de arroz (cuadrado; mezcla transgénica), plantas de control no transgénicas (diamante; mezcla de control
NB) y control de glucosa (triangulo).

La FIG. 27 ilustra la produccion de etanol durante la sacarificacion y fermentacion simultdneas de biomasa de arroz
(cuadrado; mezcla transgénica), plantas de control no transgénicas (diamante; mezcla de control NB) y control de
glucosa (triangulo).

La FIG. 28 ilustra un diagrama de un casete de expresion para una Unica enzima que degrada la pared celular (CWDE,
por sus siglas en inglés).

La FIG. 29 ilustra una construccion compuesta por un casete de expresion para un ARNh y casetes de expresion para
tres CWDE.

La FIG. 30 ilustra el contenido de almidén, actividad xilanasa y actividad endoglucanasa entre plantas transgénicas
que portan casetes de expresion de pAG4110 y pAG4111 y plantas de control.

La FIG. 31 ilustra los rendimientos de glucosa de plantas transgénicas que portan casetes de expresion de pAG42086,
pAG4110 y pAG4111 y controles de TS.

Descripcion detallada de las realizaciones preferidas

Cierta terminologia se usa en la siguiente descripcién solo por conveniencia y no es limitante.

"Acido nucleico aislado" "polinucledtido aislado” "oligonucleétido aislado” "ADN aislado” o "ARN aislado" como se
emplea en esta memoria se refiere a un acido nucleico, polinucleétido, oligonucleétido, ADN o ARN separado del
organismo del que se origina o del genoma, ubicaciéon o moléculas de origen natural, con los que normalmente esta
asociado, o es un acido nucleico que se produjo a través de un proceso sintético.

"Proteina aislada" "polipéptido aislado" "oligopéptido aislado" o "péptido aislado" como se emplea en esta memoria se
refiere a una proteina, polipéptido, oligopéptido o péptido separado del organismo del que se origina o de la ubicacion
o0 moléculas de origen natural con las que normalmente esta asociado.

Como se emplea en esta memoria, "variante" se refiere a una molécula que conserva una actividad biolégica que es
igual o sustancialmente similar a la de la secuencia original. La variante puede ser de la misma especie o diferente o
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sSer una secuencia sintética basada en una molécula natural o anterior.

Los acidos nucleicos, secuencias de nucleétidos, proteinas o secuencias de aminoacidos a las que se hace referencia
en esta memoria pueden aislarse, purificarse, sintetizarse quimicamente o producirse mediante tecnologia de ADN
recombinante. Todos estos métodos son bien conocidos en la técnica.

Como se emplea en esta memoria, "operativamente unido" se refiere a la asociacion de dos o mas biomoléculas en
una configuracién relativa entre si de tal manera que se pueda realizar la funcion normal de las biomoléculas. En
relacion con las secuencias de nucle6tidos, "operativamente unido" se refiere a la asociacion de dos o mas secuencias
de un acido nucleico en una configuracion relativa entre si de tal manera que se pueda realizar la funciéon normal de
las secuencias. Por ejemplo, la secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia previa o lider secretora esta
operativamente unida a una secuencia de nucleétidos para un polipéptido si se expresa como una proteina previa que
participa en la secrecion del polipéptido; un promotor o potenciador esta operativamente unido a una secuencia
codificante si afecta la transcripcion de la secuencia codificante; y un sitio de unién al ribosoma del &cido nucleico esta
operativamente unido a una secuencia codificante si esta posicionado de manera que facilite la union del ribosoma al
acido nucleico.

Las palabras "un" y "uno" como se usan en las reivindicaciones y en las partes correspondientes de la memoria
descriptiva, se definen como que incluyen uno o mas de los elementos a los que se hace referencia a menos que se
indique especificamente lo contrario. Esta terminologia incluye las palabras arriba mencionadas especificamente,
derivados de las mismas y palabras de importancia similar. La frase "al menos uno" seguida de una lista de dos o mas
elementos, tal como "A, B o C", significa cualquiera individual de A, B o C, asi como cualquier combinacién de los
mismos.

El aumento del contenido de almidon de la biomasa puede aumentar el contenido de energia (calorias) en piensos
animales o mejorar la extraccion de glucosa de la biomasa para la produccién de etanol u otros productos bioquimicos.

Una estrategia para aumentar la disponibilidad de glucosa en la biomasa derivada de plantas que se va a utilizar como
pienso para animales o como materia prima para productos quimicos seria hacer que las plantas acumulen almidén
adicional. Tal almidén adicional tanto aumentaria la cantidad total de glucosa presente en la biomasa como haria que
una mayor porcién de esa glucosa se extrajera facilmente. Para aumentar la cantidad de almidén que se acumula en
la biomasa, particularmente en partes vegetativas (sin semillas) de la planta, se pueden modular los procesos normales
por los cuales las plantas sintetizan y renuevan almidén vegetativo.

Las plantas generalmente sintetizan almidén en los tejidos vegetativos durante el dia, mientras que por la noche
degradan el almidon para movilizar el azlcar resultante con el fin de satisfacer las necesidades energéticas de la
planta. Las células vegetales vegetativas expresan una serie de enzimas para iniciar la movilizacion del almidén
transitorio durante la noche (Stitt y Samuel C Zeeman 2012). Entre estas estan la Glucano Agua Dicinasa ("GWD"),
que fosforila el polimero de almidén y la Fosfoglucano Agua Dicinasa (PWD), que fosforila ain mas el almidén. Estas
etapas en la renovacion de almidén hacen que el polimero de almiddn sea accesible para las enzimas que degradan
almiddn posteriores. Una serie de enzimas que degradan el almidén pueden unirse al polisacarido fosforilado, pero la
despolimerizacion (hidrélisis) del granulo de almidén no progresa de manera eficaz hasta que el polimero de almidén
se desfosforila a través de la accion de enzimas como la proteina fosfatasa de doble especificidad (DSP) u otras
fosfoglucano fosfatasas. Posteriormente, enzimas como las beta amilasas (BAM), isoamilasas (tal como ISA3), alfa
amilasas (AMY), enzimas de desramificacion (DBE), enzimas desproporcionadoras (DPE) y dextrinasas limitantes,
convierten el polimero de almidén en glucanos lineales, oligosacaridos cortos tales como maltosa y glucosa. Para
desarrollar biomasa que tenga mas utilidad y mayor valor como producto alimenticio (p. ej., cuando se formula como
racién de pienso o cuando se usa en ensilado) o como materia prima industrial (p. €j., para proporcionar glucosa para
la produccién fermentativa de etanol u otros productos bioquimicos), se buscé un aumento de la acumulacién de
almidén en los tejidos vegetativos reduciendo la expresién o actividad de las enzimas clave implicadas en la renovacion
del almidén transitorio.

Una realizacién proporciona un método para la alteracion de la cantidad de almidén que se acumula en los tejidos
vegetativos de las plantas mediante la inhibicién de la actividad de las enzimas que normalmente son responsables
de movilizar el almidén vegetativo (en adelante denominado "Almidén Verde" o "almidén vegetativo") durante los ciclos
dia/noche. Los acidos nucleicos aislados se proporcionan para alterar la cantidad de almidén que se acumula en los
tejidos vegetativos de las plantas mediante la inhibicion de la actividad de las enzimas que normalmente son
responsables de movilizar el almidén Verde. Se proporcionan plantas genéticamente modificadas, que incluyen acidos
nucleicos para la alteracién de la cantidad de almidén que se acumula en los tejidos vegetativos de las plantas
mediante la inhibicién de la actividad de las enzimas que normalmente son responsables de movilizar el almidén Verde.
Cualquier planta se puede proporcionar como planta genéticamente modificada.

En una realizacién, las plantas también pueden ser genéticamente modificadas para expresar enzimas que degradan
polisacaridos. Las plantas genéticamente modificadas que tienen niveles elevados de almidon vegetativo también
pueden expresar una o mas enzimas que degradan polisacaridos. Las enzimas que degradan polisacaridos pueden
ser enzimas que degradan almidén. Las enzimas que degradan el almidon pueden ser, pero sin limitacion, amilasas
(BAM), isoamilasas (tal como ISA3), alfa amilasas (AMY), enzimas de desramificacion (DBE), enzimas
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desproporcionadoras (DPE), dextrinasas limite, glucoamilasas, glucotransferasas, glucosidasas o invertasas. Las
enzimas que degradan polisacaridos pueden ser enzimas que degradan la pared celular (CWDE) o CWDE
modificadas. Las formas modificadas pueden ser proteinas CWD modificadas por inteina. Las enzimas modificadas
por inteina y las condiciones para inducir el corte y empalme de las inteinas, que podria usarse como condiciones de
activaciéon, se describieron en la Solicitud de EE.UU. 10/886.393 presentada el 7 de julio de 2004 y en
PCT/US10/55746 presentada el 5 de noviembre de 2010 y en PCT/US10/55669 presentada el 5 de noviembre de
2010 y enPCT/US10/55751 presentada el 5 de noviembre de 2010. Una o mas enzimas que degradan polisacaridos
pueden ser, pero sin limitacién, una enzima seleccionada de XynA: Beta-1,4-xilanasa 229B de Dictyoglomus
thermophilum (Registro de Uniprot P77853); XynB: Endo-1,4-beta-xilanasa de Thermomyces lanuginosus (Registro
de Uniprot 043097); EGA: Endo-beta 1,4-endoglucanasa de Nasutitermes takasagoensis (Registro de Uniprot
0O77044); EGB: Endo-beta 1,4-endoglucanasa de Acidothermus cellulolyticus (Registro de Uniprot P54583); AccA:
Feruloil esterasa A de Apergillus niger (Registro de Uniprot O42807); AccB: Feruloil esterasa B de Aspergillus niger
(Numero de registro de Uniprot Q8WZI8); AccA/B: Feruloil esterasa A y Feruloil esterasa B de Aspergillus niger; EGC:
Endo-beta 1,4-endoglucanasa de Rhodothermus marinus (Registro de Uniprot O33897); P40942: Beta-1,4-xilanasa
de Clostridium stercorarium F9 (Namero de registro de Uniprot P40942); P40943: Beta-1,4-xilanasa de Geobacillus
stearothermophilus T-6 (Bacillus stearothermophilus;Nimero de registro de Uniprot P40943); O30700: Beta-1,4-
xilanasa de Bacillus sp. NG-27(Numero de registro de Uniprot O30700); CBHA: celobiohidrolasa A de Clostridium
thermocellum (Numero de registro de Uniprot 068438); CBHB: celobiohidrolasa B (SYT BD22308); o XynE: xilanasa
(EU591743).

Las realizaciones en la presente memoria proporcionan cosechar plantas que tienen niveles elevados de almidén y/o
enzimas que degradan polisacaridos in plantapara su uso como materia prima en el procesamiento agricola. La
biomasa de plantas genéticamente modificadas que expresan enzimas que degradan polisacaridos pueden no requerir
tratamientos previos severos para mejorar la accesibilidad de la pared celular de celulosa a las enzimas exdgenas.
Los métodos y composiciones para el tratamiento previo consolidado y la hidrélisis de la biomasa de plantas que
expresan enzimas que degradan la pared celular se describieron en laSolicitud de Patente de Estados Unidos N.°
13/414.627, presentada el 7 de marzo de 2012; y en la Solicitud de Patente Internacional N.2 PCT/US2012/028132,
presentada el 7 de marzo de 2012.

En una realizacién, se proporcionan aplicaciones en piensos p<r< animales que incluyen niveles aumentados de
almidén en tejidos vegetativos. Los azucares facilimente fermentables disponibles en un proceso de fermentacion
pueden proporcionarse mediante realizaciones en la presente memoria. La produccion de biocombustibles se puede
potenciar proporcionando azucares facilmente fermentables. Los métodos para proporcionar azlcares facilmente
fermentables y los métodos para potenciar la produccién de biocombustibles se proporcionan como realizaciones en
la presente memoria.

Los cultivos con niveles elevados de almidén vegetativo tienen una variedad de usos y utilidades. En una realizacion,
se proporciona biomasa de plantas que acumulan niveles elevados de almidon vegetativo en relacién con las plantas
de tipo silvestre. Estas plantas pueden tener un valor afiadido como materia prima para procesos de fermentacion o
aplicaciones de piensos para animales. Por ejemplo, en un proceso celulésico tipico, los polisacaridos tales como la
celulosa y las hemicelulosas que estan presentes en la biomasa se hidrolizan a azlcares simples, que se pueden
fermentar después a etanol, butanol, isobutanol, acidos grasos u otros hidrocarburos por microorganismos. Debido a
la recalcitracion de la biomasa, la liberaciéon de azlcares simples a partir de polimeros tales como celulosa y
hemicelulosas, con frecuencia necesita el uso de condiciones de tratamiento previo severas e hidrélisis con mezclas
de enzimas relativamente caras. Por el contrario, cualquier almidon que esté presente en la biomasa representa una
fuente adicional de azucares simples (a saber, glucosa), que pueden liberarse muy facilmente y de forma mucho
menos costosa con tratamientos con acido diluido o con hidrdlisis por amilasas, que estan actualmente disponibles y
son mucho menos costosas que las enzimas necesarias para la digestion de celulosa y hemicelulosas. Como
resultado, cualquier aumento en la cantidad de almidén presente en la biomasa aumentara simultdneamente la
cantidad de azucar fermentable que se puede recuperar (y, por lo tanto, la cantidad de etanol, butanol, etc. que se
puede hacer) con solo un aumento desproporcionadamente pequefio en los costes del proceso (es decir, la adicion
de una amilasa o un tratamiento previo con acido de bajo coste). De manera similar, la biomasa que contiene niveles
elevados de almidon puede tener mayor valor en las aplicaciones de forraje, donde el material vegetal se utiliza para
alimentar al ganado. De nuevo, el exceso de almidén presente en este material es digerido mas facilmente por la
mayoria de los animales que el material celuldsico, proporcionando mas energia por unidad de biomasa que la
biomasa con niveles normales de almiddn. Las realizaciones incluyen la utilizacion de una planta transgénica como se
establece en la presente memoria para cualquiera de estos métodos.

Los métodos en la presente memoria, incluidos los del parrafo anterior, pueden incluir modificar plantas para crear
plantas genéticamente modificadas, cultivar las plantas genéticamente modificadas, cosechar las plantas y
procesarlas para aplicaciones de piensos para animales como se haria con otros cultivos forrajeros, o secarlas y
tratarlas para su uso en procesos de fermentacion similares a la forma de tratamiento que se usa en los procesos
celulésicos pero con la adicion de un tratamiento tal como hidrdlisis &cida o digestion por amilasas para la hidrolizacion
del almidén a sus azucares componentes. Cualquier etapa, conjunto de etapas, o todas las etapas establecidas en
este parrafo se pueden proporcionar en un método en la presente memoria.
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Se identificaron genes para la alteracion del almidon verde. Cualquier enzima, proteina o el acido nucleico implicados
en el metabolismo del almidén pueden ser objeto de alteracion de los niveles de Almidén Verde. En una realizacion,
la alteracion se logra mediante la supresion de la expresion génica de genes relacionados con el Almidén Verde. En
una realizacion, la alteracion es un aumento en la cantidad de Almidén Verde. Las enzimas particulares que pueden
ser dianas incluyen, entre otras, Glucano Agua Dicinasa (también conocida como GWD, R1, sex1); Fosfoglucano Agua
Dicinasa (también conocida como PWD); Proteina Fosfatasa de Especificidad Dual (también conocida como DSP,
sex4); B-amilasa (BAM), isoamilasa (también conocida como ISA3), dextrinasas limite (también conocidas como LDA);
enzima desproporcionadora; y otras enzimas de desramificacion. GWD fosforila el almidon, que después es
susceptible a las enzimas que degradan el almidon. PWD fosforila el almiddn y puede depender de la accién previa
de GWD por epistasia. La DSP es reguladora y puede activar enzimas que degradan el almidén. DSP también puede
fosforilar almidén. También, se sospecha que DSP tiene actividad endo-amilasa, que puede ser sinérgica con la
movilizacion de almidén por B-amilasa e isoamilasa. BAM (pero no a-amilasa) e ISA3 estan implicadas en la
movilizacion del almidon vegetativo. La actividad de BAM depende de GWD vy la actividad de ISA3 depende de BAM.

Hay varias estrategias disponibles para interferir con la expresién o acumulacion de actividades enzimaticas en las
plantas. Entre estas estan el ARN antisentido, supresion conjunta e interferencia de ARN (Frizzi & Huang 2010 y Chi-
Ham et al. 2010), mutagénesis y estrategias de exploracién tal como TILLING (Sikora et al. 2011), inserciéon de ADN-
T y mutagénesis basada en transposones (An et al. 2005), estrategias de edicion del genoma que implican nucleasas
como las nucleasas de dedos de zinc (Wright et al. 2005), nucleasas efectoras TAL (Christian et al. 2010), o
meganucleasas derivadas de inteina (Wehrkamp-Richter et al. 2009).

Se han desarrollado varias estrategias de edicion del genoma para introducir cambios estables que bloquean total o
parcialmente (es decir, silencian o atendan) la expresion de genes que codifican enzimas que estan implicadas en la
movilizacion del almidén transitorio. Entre estas estan eliminar regiones criticas en los promotores, secuencias de
codificacién, o secuencias terminadoras de los genes o cambiar o eliminar restos de aminoacidos clave en el dominio
catalitico de las enzimas para reducir la actividad de la enzima que se expresa. Se pueden introducir cambios
introduciendo un transgén que expresa una nucleasa recombinante en plantas transgénicas que expresa una nucleasa
recombinante que esta disefiada para escindir el gen diana como se describié anteriormente (Puchta et al. 1993;
Wright et al. 2005 y Wehrkamp-Richter et al. 2009). El gen diana puede ser en si mismo, un transgén separado o un
gen enddgeno natural de la planta. Una vez expresada, la nucleasa introducira rupturas de ADN bicatenario en la
secuencia diana, por ejemplo, eliminando un segmento corto que después se puede reparar parcialmente por los
mecanismos de reparacion del ADN de la célula, dejando una lesién dentro del gen diana. Una vez que el gen diana
se ha escindido, el gen de la nucleasa ya no es necesario. Si el gen de la nucleasa se introdujo en si mismo como
parte de un transgén estable separado, entonces el transgén nucleasa puede haberse integrado en un sitio diferente
dentro del genoma del organismo hospedador. En tales casos, el gen de la nucleasa puede eliminarse de las plantas
mediante segregacion y seleccion genética. Como alternativa, el gen de la nucleasa se puede introducir como un
sistema de expresion transitoria, por ejemplo, como parte del genoma de un virus no integrante segun lo descrito por
Vainstein et al. 2011. En cualquier caso, si las alteraciones (eliminaciones) en el gen diana son portadas por células
en la linea germinal, la progenie de las plantas modificadas portara los genes diana alterados y no expresara la enzima
completamente funcional de ese gen diana.

En una realizacion, las dianas pueden suprimirse utilizando la supresion del ARNi de la expresion génica. Se
proporcionan construcciones de ARNi para suprimir la expresién génica de proteinas diana. Las proteinas diana
pueden ser enzimas. La enzima diana puede seleccionarse de una enzima implicada en la movilizacion de Almidén
Verde. Se proporcionan construcciones de ARNi que suprimen al menos una de GWD, PWD, DSP, BAM, isoamilasa,
LDA, enzimas desproporcionadoras y otras enzimas de desramificacion.

Se han desarrollado varias estrategias para expresar ARNi en plantas transgénicas. Véase, por ejemplo, Horiguchi G.,
RNA silencing in plants: a shortcut to functional analysis (2004) Differentiation 72(2-3): 65-73. Véase también Smith
NA, Singh SP, Wang MB, Stoutjesdijk PA, Green AG, Waterhouse PM, Total silencing by intron-spliced hairpin RNAs
(2000) Nature 407:319-20; Stoutjesdijk PA, Singh SP, Liu Q, Hurlstone CJ, Waterhouse PA, Green AG hpRNA-
mediated targeting of the Arabidopsis FAD2 gene gives highly efficient and stable silencing (2002) Plant Physiol. 129
(4): 1723-31. Con referencia a las FIG. 1A - G, se ilustran estrategias ejemplares para ARNi. Las realizaciones en la
presente memoria incluyen construcciones de ARNi, métodos y plantas transgénicas que implementan una estrategia
de ARNi. Los promotores 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107 y 108 pueden permitir la transcripcion de acido nucleico
en las construcciones. La estrategia mostrada en la FIG. 1E incluye un promotor 109 sensible a XVE vy la estrategia
en la FIG. ID incluye fragmentos promotores 110y 111. También se ilustran los terminadores 120, 121, 122, 123, 124,
125, 126, 127, 128, 129 y 130, como son las secuencias terminadoras transcritas 122a 'y 123. Los espaciadores 132,
133 y 134 se ilustran para estrategias en las FIG. 1A, 1C e ID y las FIG. 1Ay 1C ilustran los separadores transcritos
132ay 133b. Los intrones 140, 141 y 142 y el intrén transcrito 140a se ilustran en las FIG. 1B, 1E y IF. Se muestran
los fragmentos de ADNc 150, 151, 152, 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160 y 161, asi como el ADNc transcrito
150a, 151a, 152a, 153a, 154a y la cadena de ARNbc 154a . En las FIG. 1E y IF, se ilustran los sitios loxP 170, 171 y
172. Las realizaciones incluyen métodos que utilizan ARN iniciadores separados por un separador de intrones como
se ilustra en la FIG. 1B y construcciones de ARNi, vectores, vectores intermedios, vectores de transformacion,
cebadores y plantas transgénicas para implementar la estrategia de la FIG. 1B. Pero las realizaciones en la presente
memoria no estan limitadas a la estrategia ilustrada en la FIG. 1B.
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En una realizacién, se proporcionan acidos nucleicos aislados que tienen una secuencia como se establece en uno
cualquiera de los acidos nucleicos enumerados en la presente memoria o el complemento de los mismos. En una
realizacién, se proporcionan acidos nucleicos aislados que tienen una secuencia que hibrida con un acido nucleico
que tiene la secuencia de cualquier &cido nucleico enumerado en la presente memoria o el complemento del mismo.
En una realizacién, las condiciones de hibridacion son condiciones de baja rigurosidad. En una realizacion, las
condiciones de hibridacién son condiciones de rigurosidad moderada. En una realizacion, las condiciones de
hibridacion son condiciones de alta rigurosidad. En los siguientes libros se describen ejemplos de protocolos de
hibridacion y métodos para la optimizacién de los protocolos de hibridacion: Molecular Cloning, T. Maniatis, E.F. Fritsch
y J. Sambrook, Cold Spring Harbor Laboratory, 1982;y, Current Protocols in Molecular Biology, F.M. Ausubel, R. Brent,
R.E. Kingston, D.D. Moore, J.G. Seidman, J.A. Smith, K. Struhl, Volumen 1, John Wiley & Sons, 2000. Las condiciones
moderadas pueden ser las siguientes: los filtros cargados con muestras de ADN se tratan previamente durante 2 - 4
horas a 68 °C en una solucién que contiene 6 x solucion salina tamponada con citrato (SSC; Amresco, Inc., Solon,
OH), dodecilsulfato de sodio al 0,5 % (SDS; Amresco, Inc., Solon, OH), 5X solucién de Denhardt (Amresco, Inc., Solon,
OH) y esperma de salmén desnaturalizado (Invitrogen Life Technologies, Inc. Carlsbad, CA). La hibridacion se realiza
en la misma solucién con las siguientes modificaciones: EDTA 0,01 M (Amresco, Inc., Solon, OH), 100 ug/ml de ADN
de esperma de salmén y 5 - 20 x 10° cpm de sondas marcadas con 32P o marcadas de forma fluorescente. Los filtros
se incuban en una mezcla de hibridacion durante 16-20 horas y después se lavan durante 15 minutos en una solucién
que contiene 2xSSC y SDS al 0,1 %. La solucién de lavado se reemplaza por un segundo lavado con una solucién
que contiene 0,1xSSC y SDS al 0,5 % y se incuba durante 2 horas adicionales a 20 °C a 29 °C por debajo de la Tf
(temperatura de fusion en °C). Tf = 81,5 +16,61Log1o([Na*])/(1,0+0,7[Na*]))+0,41(%[G+C])-(500/n)-P-F. [Na+] =
Concentracién Molar de iones de sodio. % [G + C] = porcentaje de bases G + C en la secuencia de ADN. N = longitud
de la secuencia de ADN en bases. P = una correccion de temperatura para % de pares de bases no coincidentes (~1
°C por 1% de falta de coincidencia). F = correccidén para la concentracion de formamida (= 0,63 °C por 1 % de
formamida). Los filtros se exponen para el desarrollo en un generador de imagenes o por autorradiografia. Las
condiciones de baja rigurosidad se refieren a las condiciones de hibridacion a bajas temperaturas, por ejemplo, entre
37 °C y 60 °C y el segundo lavado con mayor [Na*] (hasta 0,825 M) y a una temperatura de 40 °C a 48 °C por debajo
de la Tf. Alta rigurosidad se refiere a condiciones de hibridacion a altas temperaturas, por ejemplo, por encima de 68
°C y el segundo lavado con [Na*] = 0,0165 a 0,0330 M a una temperatura de 5 °C a 10 °C por debajo de la Tf.

En una realizacién, se proporcionan acidos nucleicos aislados que tienen una secuencia que tiene al menos 75, 80,
85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 0 100% de identidad a lo largo de su longitud con una porcién contigua de un
acido nucleico que tienen cualquiera de las secuencias establecidas en la presente memoria o los complementos de
las mismas. La porcion contigua puede ser la longitud completa de una secuencia establecida en la presente memoria
0 el complemento de la misma.

La determinacion del porcentaje de identidad de dos secuencias de aminoacidos o dos secuencias de los acidos
nucleicos puede incluir alinear y comparar los restos de aminoacidos o nucleétidos en las posiciones correspondientes
en las dos secuencias. Si todas las posiciones en dos secuencias estan ocupadas por restos de aminoacidos o
nucledtidos idénticos, entonces se dice que las secuencias son 100 % idénticas. El porcentaje de identidad puede
medirse mediante el algoritmo Smith Waterman (Smith TF, Waterman MS 1981 "Identification of Common Molecular
Subsequences”, J Mol Biol 147: 195-197).

En una realizacion, se proporcionan acidos nucleicos, polinucleétidos u oligonucleétidos aislados que tienen una
porcion de la secuencia como se establece en cualquiera de los acidos nucleicos enumerados en la presente memoria
o el complemento de la misma. Estos acidos nucleicos, los polinucleétidos u oligonucleétidos aislados no se limitan a,
sino que pueden tener una longitud en el intervalo de 10 a longitud completa, 10 a 3000, 10 a 2900, 10 a 2800, 10 a
2700, 10 a 2600, 10 a 2500, 10 a 2400, 10 a 2300, 10 a 2200, 10 a 2100, 10 a 2000, 10 a 1900, 10 a 1800, 10 a 1700,
10 a 1600, 10 a 1500, 10 a 1400, 10 a 1300, 10 a 1200, 10 a 1100, 10 a 1000, 10 a 900, 10 a 800, 10 a 10 a 600, 10
a 500, 10 a 400, 10 a 300, 10 2 200, 10 a 100, 10 290, 10 a 80, 10 a 70, 10 a 60, 10 a 50, 10 a 40, 10 a 35, 10 a 30,
10 a 25, 10 a 20, 10 a 15, 0 20 a 30 nucleétidos o 10, 15, 20 o 25 nucleétidos. Un acido nucleico, polinucleétido u
oligonucleétido aislado que tiene una longitud dentro de uno de los intervalos anteriores puede tener cualquier longitud
especifica dentro del intervalo mencionado, extremos inclusive. La longitud recitada de los nucleétidos puede
comenzar en cualquier posicién Unica dentro de una secuencia de referencia (es decir, cualquiera de los acidos
nucleicos en la presente memoria) donde suficientes nucleétidos siguen la posicidén Unica para acomodar la longitud
recitada. En una realizacién, una sonda o cebador de hibridacion es del 85 al 100 %, 90 al 100 %, 91 al 100 %, 92 al
100 %, 93 al 100 %, 94 al 100 %, 95 al 100 %, 96 al 100 %, 97 al 100 %, 98 al 100 %, 99 al 100 %, o el 100 %
complementario a un &cido nucleico con la misma longitud que la sonda o cebador y que tiene una secuencia elegida
de una longitud de nucleétidos correspondiente a la longitud de la sonda o cebador dentro de una porcién de una
secuencia como se establece en cualquier uno de los acidos nucleicos enumerados en la presente memoria. En una
realizacién, una sonda o cebador de hibridacion hibrida a lo largo de su longitud a una longitud correspondiente de un
acido nucleico que tiene la secuencia como se establece en cualquiera de los acidos nucleicos enumerados en la
presente memoria. En una realizacion, las condiciones de hibridacion son de baja rigurosidad. En una realizacién, las
condiciones de hibridacion son rigurosidad moderada. En una realizacion, las condiciones de hibridacién son de alta
rigurosidad.

Cualquiera de los acidos nucleicos aislados en la presente memoria puede proporcionarse en un kit. El kit puede
usarse para hacer una construccion de ARNi, producir plantas transgénicas, probar una planta para determinar la
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presencia de un gen de interés, probar una planta para determinar la presencia de una construccion de ARNi como se
describe en la presente memoria, o cualquier otro método o propésito descrito en la presente memoria. Un kit puede
incluir uno 0 més vectores en la presente memoria 0 una 0 mas sondas o cebadores en la presente memoria.

En una realizacién, se proporciona una planta genéticamente modificada. La planta genéticamente modificada puede
derivar de cualquier planta. La planta genéticamente modificada puede derivar de una planta de cultivo energético,
una planta de cultivo de forraje o una planta de cultivo de alimentos. La planta de cultivo de energia puede ser, pero
sin limitacién, una planta de maiz, una planta de mijo, una planta de alamo o una planta de miscanto. La planta de
cultivo de forraje puede ser, pero sin limitacion, una planta de sorgo. La planta de cultivo de alimentos puede ser, pero
sin limitacion, una planta de maiz o una planta de tomate. La planta genéticamente modificada puede ser una planta
transgénica. La planta transgénica puede incluir una construccién de ARNi. La planta transgénica puede incluir una
construccién genética que inactiva o inhibe la expresion de al menos un gen que codifica una proteina implicada en la
movilizacion de almidén en una planta. La planta transgénica también puede incluir un &cido nucleico que codifica una
enzima que degrada polisacaridos. La planta puede ser una planta de arroz, una planta de mijo, una planta de sorgo,
una planta de maiz o una planta de tomate.

Una planta genéticamente modificada se refiere a una planta transgénica o una planta mutante, progenie de una planta
transgénica o una planta genéticamente modificada, un descendiente de una planta transgénica o una planta
genéticamente modificada, o una parte de cualquiera de las anteriores. Una planta transgénica puede incluir una
construccién genética. La construccion genética puede incluir un primer acido nucleico que codifica un producto que
puede inactivar o inhibir la expresién de al menos un gen que codifica una proteina implicada en la movilizacién de
almiddn en una planta. La construccion genética también puede incluir un segundo &cido nucleico aislado que codifica
al menos una enzima que degrada polisacaridos, que no se produce naturalmente en la planta. Tras la expresién del
primer &cido nucleico y el segundo acido nucleico, la planta genéticamente modificada puede tener un nivel alterado
de almidon vegetativo en comparacion con el nivel de almidén vegetativo en una planta no modificada genéticamente
del mismo fondo genético que la planta genéticamente modificada pero que carece de la construccién genética. La
planta genéticamente modificada puede expresar al menos una enzima que degrada polisacaridos. La planta
genéticamente modificada puede incluir mas de una construccion genética. La planta genéticamente modificada puede
incluir una primera construccion que comprende un primer acido nucleico aislado que codifica un producto que puede
inactivar o inhibir la expresion de al menos un gen que codifica una proteina implicada en la movilizaciéon de almidén
en una planta. La planta genéticamente modificada también puede incluir una segunda construccion genética que
comprende un segundo acido nucleico que codifica al menos una enzima que degrada polisacaridos. Las
construcciones genéticas pueden integrarse en un genoma de la planta. Las construcciones genéticas pueden
expresarse transitoriamente en la planta. Como se emplea en esta memoria, el fondo genético se define como una
pluralidad de todos los genes en una planta. Por lo tanto, las plantas de la misma especie o variedad pueden
denominarse plantas que tienen los mismos genes o el mismo fondo genético. Una planta genéticamente modificada
puede incluir la construccién o las construcciones genéticas descritas en la presente memoria y, de otro modo, puede
tener los mismos genes que una planta no modificada genéticamente del mismo fondo genético.

Una realizacion incluye una planta genéticamente modificada. La planta genéticamente modificada puede ser
cualquiera de las descritas en la presente memoria. La planta genéticamente modificada puede ser una planta
transgénica que tiene un nivel alterado de almidon vegetativo, o cualquier parte de la planta transgénica. La planta
genéticamente modificada puede ser una planta transgénica que expresa una enzima que degrada polisacaridos, o
cualquier parte de la planta transgénica. La planta genéticamente modificada puede ser cualquier planta transgénica
que tenga un nivel alterado de almidon vegetativo y/o que exprese una enzima que degrada polisacaridos, o cualquier
parte de la planta transgénica. La planta genéticamente modificada puede incluir un primer acido nucleico aislado que
codifica un producto que inactiva o inhibe la expresién de al menos un gen que codifica una proteina implicada en la
movilizacion de almidén en una planta y un segundo acido nucleico aislado que codifica al menos una enzima que
degrada polisacaridos. El primer acido nucleico aislado puede ser como se describe a continuacion. El segundo acido
nucleico aislado puede ser como se describe a continuacion. Tras la expresion del primer acido nucleico, la planta
genéticamente modificada puede tener un nivel alterado de almidén vegetativo en comparacién con el nivel de almidén
vegetativo en una planta no modificada genéticamente que tiene el mismo fondo genético que la planta genéticamente
modificada pero que carece del primer acido nucleico aislado. El nivel alterado puede ser un nivel aumentado.

Una planta genéticamente modificada puede ser un mutante convencional que tiene una o mas mutaciones en una
secuencia del acido nucleico de un gen que da como resultado la inhibicion de la expresion del gen que codifica una
enzima implicada en la movilizaciéon de almiddn en una planta. Las mutaciones pueden ser eliminaciones, inserciones
o sustituciones de &cidos nucleicos en una secuencia de genes diana. El mutante convencional puede tener un nivel
alterado de almidon vegetativo en comparacién con una planta no mutante del mismo fondo genético. El mutante
convencional puede adicionalmente modificarse genéticamente para incluir un acido nucleico que codifica una enzima
que degrada polisacaridos. El mutante convencional que tiene un nivel alterado de almidén vegetativo puede ser
también una planta transgénica que expresa una enzima que degrada polisacaridos.

La planta genéticamente modificada puede ser de cualquier tipo de planta. La planta genéticamente modificada puede
ser, pero sin limitacién, maiz, soja, arroz, cafa de azlcar, remolacha azucarera, sorgo, mijo, miscanto, eucalipto,
sauce o dlamo. Una planta genéticamente modificada puede ser una planta transgénica o una planta mutante completa
o partes de la planta. Las partes pueden ser, pero sin limitacion, hojas, tallos, flores, brotes, pétalos, ovarios, frutas o
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semillas. Una planta genéticamente modificada puede ser callo de una planta transgénica o una planta mutante. Una
planta genéticamente modificada puede regenerarse a partir de partes de una planta transgénica o una planta o plantas
mutantes. Una planta genéticamente modificada puede ser un producto del cruce sexual de una primera planta
transgénica y una segunda planta transgénica o una planta no transgénica donde la planta producto conserva una
secuencia de polinucleétidos introducida en la primera planta transgénica. Una planta genéticamente modificada
puede ser un producto del cruce sexual de una primera planta mutante y una segunda planta no mutante donde la
planta producto conserva una mutacion introducida en la primera planta mutante. La planta transgénica o la planta
mutante pueden ser cualquiera de las plantas transgénicas o plantas mutantes proporcionadas en la presente
memoria.

Una realizacion proporciona una construccion genética disefada para implementar una estrategia para modificar los
niveles de almidon vegetativo en plantas. La construccién genética puede incluir un primer &cido nucleico aislado que
codifica un producto que inactiva o inhibe la expresién de uno o mas genes que codifican una proteina implicada en
la movilizacion de almidén en una planta. El producto puede ser, pero sin limitacién, una construccion de ARNi, un
ARNh, un miARN, una enzima de restriccion o una meganucleasa. La proteina puede ser, pero sin limitacion, Glucano
Agua Dicinasa (GWD), Fosfoglucano Agua Dicinasa (PWD), Proteina Fosfatasa de Especificidad Dual (DSP),
dextrinasa limite (LDA), enzima desproporcionadora, una enzima de desramificacion, B-amilasa (BAM) e isoamilasa.
La construccion genética puede incluir un segundo acido nucleico aislado que codifica una 0 mas enzimas que
degradan polisacaridos.

La construccion genética puede incluir ademas un complemento invertido del primer &cido nucleico aislado y un
espaciador contiguo con y entre el primer acido nucleico aislado y el complemento invertido. La expresion
"complemento invertido" se refiere a una secuencia complementaria a otra secuencia en la misma cadena de un acido
nucleico. Por ejemplo, un complemento invertido del primer acido nucleico aislado esta en la misma cadena que el
primer acido nucleico aislado. A modo de ejemplo adicional, un complemento invertido de una secuencia de acido
nucleico de OsDSP1:

TATGGTTGACAAGCTTGTGCAGTTTGCTAATCACAGCAGGAAGCCTCAATCGC
AAATCAAAAGCATCAAAATCCCTAATTTCGGCACGACAGTGCTCTATATCTTT
ACATTGTAGACAATATTCTTGAATGGCACAGATGTCAACTCCAAAATATTCAA
GOGTCTGGATCTTGCTGCAGGCAGAATACTGTTITTTACACCAATGTCCCTAAGTT
TATCAACATCAAGTGGGCTCTGTAAGCAGGAGCCCACGATCAAGTCTGGGCGT
ATGAAATTGTAGTTCATTCCAAGCTCATGTCTATACGTCAACACTGCTCCCATA
GCTTGCGTCATGTTGGTGCTGTACGTATCGGATTTCTCCGTGCCCGCCTCCACT
GCGCCACTCTGGGCGCTAGAAGTAGACGCCCCGGATGCGGTTTTGACAGTGTT
TGATCGGCGACTCCCGCCACGAACCATCGTCAGATTGAGCGGUCGAGGGCCGC
CTCATGGACCTGGATCCCACGATTGGAGGCTCCTTGAGCAGGTTCTGGAGGCA

GTTCAT (SEQ ID NO: 40) es la siguiente secuencia:
ATGAACTGCCTCCAGAACCTGCTCAAGGAGCCTCCAATCGTGGGATCCAGGTC
CATGAGGCGGCCCTCGCCGCTCAATCTGACGATGGTTCGTGGCGGGAGTCGCC
GATCAAACACTGTCAAAACCGCATCCGGGGCGTCTACTTCTAGCGCCCAGAGT
GGCGCAGTGGAGGCGGGCACGGAGAAATCCGATACGTACAGCACCAACATGA
CGCAAGCTATGGGAGCAGTGTTGACGTATAGACATGAGCTTGGAATGAACTA
CAATTTCATACGCCCAGACTTGATCGTGGGCTCCTGCTTACAGAGCCCACTTG
ATGTTGATAAACTTAGGGACATTGGTGTAAAAACAGTATTCTGCCTGCAGCAA
GATCCAGACCTTGAATATTTTGGAGTTGACATCTGTGCCATTCAAGAATATTGT
CTACAATGTAAAGATATAGAGCACTGTCGTGCCGAAATTAGGGATTTTGATGC
TTTTGATTTGCGATTGAGGCTTCCTGCTGTGATTAGCAAACTGCACAAGCTTGT
CAACCATA (SEQ ID NO: 172).
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Una secuencia del complemento invertido puede ser capaz de hibridar con una secuencia del primer acido nucleico
aislado. La secuencia del complemento invertido puede ser capaz de hibridar con la secuencia del primer acido
nucleico aislado en condiciones in situ en una planta genéticamente modificada. La secuencia del complemento
invertido puede ser capaz de hibridar con la secuencia de la primera secuencia de acido nucleico en condiciones de
baja, moderada o alta rigurosidad.

La construccion genética también puede incluir un espaciador contiguo con y entre el primer acido nucleico aislado y
el complemento invertido. El espaciador puede estar operativamente unido al primer acido nucleico aislado y al
complemento invertido y puede proporcionar una conexién entre el primer &cido nucleico aislado y el complemento
invertido de manera que las secuencias de ARN transcritas desde el primer &cido nucleico aislado y el complemento
invertido pueden hibridar entre si. El primer acido nucleico aislado puede estar cadena arriba y contiguo al espaciador
y el espaciador puede estar cadena arriba y contiguo al complemento invertido. El complemento invertido puede estar
cadena arriba y contiguo al espaciador y el espaciador puede estar cadena arriba y contiguo al primer acido nucleico.
Un espaciador operativamente unido puede ser un intrdn. El intrén puede empalmar las secuencias del primer acido
nucleico aislado y el complemento invertido.

La construccion genética puede incluir un promotor operativamente unido al primer acido nucleico aislado, al
complemento invertido y al espaciador. El promotor operativamente unido puede permitir la transcripcion del primer
acido nucleico aislado, del complemento invertido y del espaciador. La transcripcion del primer acido nucleico aislado,
del complemento invertido y del espaciador pueden denominarse expresiéon del primer &cido nucleico aislado, del
complemento invertido y del espaciador. Tras la expresion del primer acido nucleico aislado, del complemento invertido
y del separador, la secuencia de ARN transcrita del primer acido nucleico aislado y la secuencia de ARN transcrita del
complemento invertido pueden ser capaces de hibridar entre si. Las transcripciones de ARN hibridadas del primer
acido nucleico aislado y del complemento invertido pueden ser capaces de inhibir la expresion del gen. Una planta
transgénica puede incluir mas de un tipo de construccién de ARNi. Cada tipo diferente de construccion de ARNi puede
dirigirse a inhibir un gen diferente que expresa una proteina diana diferente. El gen diana puede seleccionarse de uno
0 mas genes que codifican una proteina implicada en la movilizacién de almidén en una planta. La proteina puede ser,
pero sin limitacion, Glucano Agua Dicinasa (GWD), Fosfoglucano Agua Dicinasa (PWD), Proteina Fosfatasa de
Especificidad Dual (DSP), dextrinasa limite (LDA), enzima desproporcionadora, una enzima de desramificacion, -
amilasa (BAM) o isoamilasa.

En una realizacion, un primer &cido nucleico aislado y una repeticién invertida pueden codificar un producto que puede
ser un ARNh. El ARNh puede ser homologo a una porciéon de un ARN mensajero que codifica una proteina implicada
en la movilizaciéon de almidén en una planta. EI ARNh puede ser homdlogo a una porcién de un ARN mensajero que
codifica las secuencias 5 'UTR o 3' UTR para una proteina implicada en la movilizacién de almidén en una planta. Las
secuencias que son complementarias de un ARN mensajero se denominan "secuencias iniciadoras".

En una realizacion, un primer &cido nucleico aislado puede codificar un producto que puede ser una construccion de
ARNi. La construccién de ARNi puede disefiarse para implementar cualquier estrategia con ARNi, incluyendo, pero
sin limitacion, los ilustrados en la FIG. 1A - G. Una construccién de ARNi puede incluir un primer &cido nucleico aislado
que tiene una secuencia complementaria a una porcion de un gen en la planta genéticamente modificada que codifica
una proteina diana implicada en la movilizacién del almidén vegetativo. El primer acido nucleico aislado puede ser una
primera secuencia iniciadora. El primer acido nucleico aislado puede tener al menos un 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94,
95, 96, 97, 98, 99 o0 un 100 % de identidad a lo largo de la longitud del acido nucleico aislado con una porcién de un
gen en la planta genéticamente modificada que codifica una proteina diana implicada en la movilizacién del almidén
vegetativo. La longitud del primer &cido nucleico puede ser cualquier longitud adecuada para proporcionar un efecto
de ARNi. La construccion de ARNi puede incluir un complemento invertido del primer &cido nucleico aislado. El
complemento invertido puede ser una segunda secuencia iniciadora.

El primer acido nucleico aislado puede incluir una porcion que tiene al menos un 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96,
97, 98, 99 o un 100 % de identidad con una secuencia del gen diana. La identidad se puede medir a lo largo de toda
la secuencia del gen diana. El gen diana puede seleccionarse del uno o mas genes que codifican una proteina
implicada en la movilizacion de almidon vegetativo en una planta. El gen diana puede ser cualquier gen implicado en
la movilizacion de almidén vegetativo en una planta. Puede haber mas de un gen diana. La longitud de la porcién del
primer acido nucleico aislado puede ser igual a la longitud del gen diana. La longitud de la porcién puede tener, pero
sin limitacién, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 105, 110, 115, 120, 125, 130, 135,
140, 145, 150, 155, 160, 165, 170, 175, 180, 185, 190, 195, 200, 205, 210, 215, 220, 225, 230, 235, 240, 245, 250,
255, 260, 265, 270, 275, 280, 285, 290, 295, 300, 305, 310, 315, 320, 325, 330, 335, 340, 345, 350, 355, 360, 365,
370, 375, 380, 385, 390, 395, 400, 405, 410, 415, 420, 425, 430, 435, 440, 445, 450, 455, 460, 465, 470, 475, 480,
485, 490, 495, 500, 505, 510, 515, 520, 525, 530, 535, 540, 545, 550, 555, 560, 565, 570, 575, 580, 585, 590, 595,
600, 605, 610, 615, 620, 625, 630, 635, 640, 645, 650, 655, 660, 665, 670, 675, 680, 685, 690, 695 0 700 nucledtidos
de longitud, o cualquier longitud dentro de un intervalo entre dos cualquiera de las longitudes anteriores.

En una realizacién, un primer acido nucleico aislado puede codificar el producto que puede ser un miARN capaz de
dirigirse a un ARN mensajero transcrito a partir del gen diana. El primer &cido nucleico aislado puede tener de 18 a 25
nucledtidos de longitud. El primer &cido nucleico aislado puede tener 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70,
75, 80, 85, 90, 95, 100, 105, 110, 115, 120, 125, 130, 135, 140, 145, 150, 155, 160, 165, 170, 175, 180, 185, 190, 195,
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200, 205, 210, 215, 220, 225, 230, 235, 240, 245, 250, 255, 260, 265, 270, 275, 280, 285, 290, 295 o 300 nucledtidos
de longitud, o cualquier longitud dentro de un intervalo entre dos de las longitudes anteriores.

En una realizacion, un primer acido nucleico aislado puede codificar un producto que puede ser una enzima de
restriccion capaz de cortar una secuencia del gen diana. La enzima de restriccion puede ser, pero sin limitacion, una
meganucleasa, una nucleasa con dedos de zinc, o una nucleasa efectora TAL. La meganucleasa puede ser I-Crel, I-
Dmol, I-Scel, E-Dmel o DmoCre. Se pueden usar otras meganucleasas conocidas.

La construccién genética puede incluir un primer acido nucleico aislado que codifica un producto que tiene cualquier
secuencia adecuada para afectar la expresion de un gen que codifica una proteina diana. La secuencia puede ser
adecuada para afectar el ARNi de un gen que codifica una proteina diana. El primer &cido nucleico aislado puede
incluir una secuencia con al menos un 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 o0 un 100 % de identidad con
una secuencia de referencia seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID NO: 38 [amiRNA1wmd3 de OsGWD],
SEQ ID NO: 39 [micro ARN de OsGWD osa-MR809aM1], SEQ ID NO: 40 [OsDSP1], SEQ ID NO: 41 [OsDSP2], SEQ
ID NO: 42 [OsGWD1], SEQ ID NO: 43 [OsGWD?2], SEQ ID NO: 44[OsPWD1], SEQ ID NO: 45 [OsPWD2], SEQ ID NO:
46 [sec. flanqueantes SbGWD- SbGWDko2b], SEQ ID NO: 47 [SbGWD1], SEQ ID NO: 48 [SbGWD2], SEQ ID NO:
49 [ZmGWD1], SEQ ID NO: 50 [ZmGWD2], SEQ ID NO: 179 [GWD1], SEQ ID NO: 180 [GWD2], SEQ ID NO: 183
[DSP1], SEQ ID NO: 184 [ISA3], SEQ ID NO: 209 [PvGWDko2] y SEQ ID NO: 216 [sec. flanqueantes SbGWDko2a].
La identidad se puede medir a lo largo de toda la longitud de la secuencia de referencia. La longitud del primer acido
nucleico aislado puede ser igual a la longitud de la secuencia de referencia.

La construccién de ARNi puede incluir un primer acido nucleico aislado capaz de hibridar con un acido nucleico que
comprende, que consiste esencialmente en o0 que consiste en una secuencia de referencia seleccionada del grupo
que consiste en: SEQ ID NO: 38 [amiRNA1wmd3 de OsGWD], SEQ ID NO: 39 [micro ARN de OsGWD osa-
MR809aM1], SEQ ID NO: 40 [OsDSP1], SEQ ID NO: 41 [OsDSP2], SEQ ID NO: 42 [OsGWD1], SEQ ID NO: 43
[OsGWD2], SEQ ID NO: 44[OsPWD1], SEQ ID NO: 45 [OsPWD2], SEQ ID NO: 46 [sec. flanqueantes SbGWD-
SbGWDko2b], SEQ ID NO: 47 [SbGWD1], SEQ ID NO: 48 [SbGWD2], SEQ ID NO: 49 [ZmGWD1], SEQ ID NO: 50
[ZmGWD2], SEQ ID NO: 179 [GWD1], SEQ ID NO: 180 [GWD2], SEQ ID NO: 183 [DSP1], SEQ ID NO: 184 [ISA3],
SEQ ID NO: 209 [PvGWDko2] y SEQ ID NO: 216 [sec. flanqueantes SbGWDko2a], o el complemento de las mismas
en condiciones de baja, moderada o alta rigurosidad.

La construccion de ARNi puede incluir la secuencia de un complemento invertido capaz de hibridar con la secuencia
del primer &cido nucleico aislado en condiciones in situ en la planta genéticamente modificada. La construccion de
ARNi puede incluir la secuencia del complemento invertido capaz de hibridar con la secuencia del primer &cido nucleico
aislado en condiciones de una de baja, moderada o alta rigurosidad.

La construccion de ARNi puede incluir un complemento invertido que tiene al menos un 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94,
95, 96, 97, 98, 99 o un 100 % de identidad con el complemento invertido de una secuencia de referencia seleccionada
del grupo que consiste en: SEQ ID NO: 40 [OsDSP1], SEQ ID NO: 41 [OsDSP2], SEQ ID NO: 42 [OsGWD1], SEQ ID
NO: 43 [OsGWDZ2], SEQ ID NO: 44[OsPWD1], SEQ ID NO: 45 [OsPWD2], SEQ ID NO: 46 [sec. flanqueantes SbGWD-
SbGWDko2b], SEQ ID NO: 47 [SbGWD1], SEQ ID NO: 48 [SbGWD2], SEQ ID NO: 49 [ZmGWD1], SEQ ID NO: 50
[ZmGWD2], SEQ ID NO: 179 [GWD1], SEQ ID NO: 180 [GWD2], SEQ ID NO: 183 [DSP1], SEQ ID NO: 184 [ISA3],
SEQ ID NO: 209 [PvGWDko2] y SEQ ID NO: 216 [sec. flanqueantes SbGWDko2a]. La identidad puede medirse a lo
largo de la longitud del complemento invertido de la secuencia de referencia. La longitud del complemento invertido
puede ser igual a la longitud del complemento invertido de la secuencia de referencia.

El espaciador puede ser cualquier secuencia. El espaciador puede ser un intron. El intrén puede ser cualquier intron.
El intron puede ser el intrén OsUbi. La secuencia del intron OsUbi se puede encontrar en la secuencia de pAL409 que
tiene la SEQ ID NO: 185 con referencia a la FIG. 2 que ilustra pAL409 con el intrén OsUbi entre las posiciones 4519 -
566. La numeracion de nucledtidos en la SEQ ID NO: 185 puede variar de la etiquetada en la FIG. 2, pero la
comparacién de secuencias histéricas (p. ej., sitios de restriccion) entre la FIG. 2 y SEQ ID NO: 185 permite la
identificacion de cualquier secuencia especifica de un pAL409 caracteristico. La secuencia del intrén OsUbi dentro de
la secuencia de la SEQ ID NO: 185 puede identificarse basandose en los sitios de restriccién para las enzimas de
restriccion BspE1 y Agel. La secuencia del intrén OsUbi puede ubicarse dentro de la secuencia de la SEQ ID NO: 185
entre las secuencias CCTAGG, el sitio de restriccion para BspE1 y ACCGGT, el sitio de restriccién para Agel. El intrén
puede tener una secuencia que tenga al menos un 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 o un 100 % de
identidad con el intrén OsUbi. El intrén puede tener una secuencia que tenga al menos un 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93,
94, 95, 96, 97, 98, 99 o 100 de identidad con una secuencia de referencia seleccionada del grupo que consiste en:
SEQ ID NO: 51 [ZmAdhli6], SEQ ID NO; 52 [OsAdhli], SEQ ID NO: 53 [SbAdh1-2i] y SEQ ID NO: 54 [SbGWDi]. El
intron puede tener una secuencia que hibrida con el intrén OsUbi, 0 un complemento del mismo en condiciones de
baja, moderada o alta rigurosidad. El intrén puede tener una secuencia que hibrida con una secuencia de referencia
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 51 [ZmAdhli6], SEQ ID NO; 52 [OsAdhli], SEQ ID NO: 53 [SbAdh1-
2i] y SEQ ID NO: 54 [SbGWDi], o el complemento de las mismas en condiciones de baja, moderada o alta rigurosidad.

Una proteina implicada en la movilizaciéon de almidén en una planta puede ser una proteina diana. La proteina diana
puede ser cualquier proteina implicada en la regulacién del Almidén Verde. Por ejemplo, la proteina diana puede ser
una Glucano Agua Dicinasa, Fosfoglucano Agua Dicinasa, Proteina fosfatasa de Especificidad Dual, B-amilasa,
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isoamilasa, dextrinasa limite, enzima desproporcionadora 0 una enzima de desramificacion. El gen diana puede
codificar la proteina diana. El gen diana puede seleccionarse del uno o mas genes que codifican una proteina implicada
en la movilizacién de almidén en una planta. El gen diana que codifica la proteina diana puede tener una secuencia
con al menos un 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 o un 100 % de identidad con una secuencia de
referencia seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID NO: 5 [sec. codificante de SbGWD], SEQ ID NO: 6
[sec.codificante de ZmGWD], SEQ ID NO: 7 [secuencia codificante de OsGWD], SEQ ID NO: 8 [gen SbGWD], SEQ
ID NO: 9 [gen ZMGWD], SEQ ID NO: 10 [5'UTR y promotor del gen SbGWD], SEQ ID 11 NO: [5'UTR y promotor del
gen ZmGWD], SEQ ID NO: 12 [3'UTR del gen SbGWD], SEQ ID NO: 13 [3'UTR del gen ZmGWD], SEQ ID NO: 17
[sec. codificante de SbPWD], SEQ ID NO: 18 [sec. codificante de ZmPWD], SEQ ID NO: 19 [sec. codificante de
OsPWD], SEQ ID NO: 20 [gen SbPWD], SEQ ID NO: 21 [gen ZmPWD]. SEQ ID NO: 22 [5'UTR y promotor del gen
SbPWD], SEQ ID NO: 23 [3'UTR del gen SbPWD], SEQ ID NO: 24 [3'UTR del gen ZmPWD], SEQ ID NO: 29 [secuencia
codificante de ZmDSP], SEQ ID NO: 30 [secuencia codificante de SbDSP], SEQ ID NO: 31 [secuencia codificante de
OsDSP], SEQ ID NO: 32 [gen ZmDSP], SEQ ID NO: 33 [gen SbDSP], SEQ ID NO: 34 [5'UTR y promotor del gen
ZmDSP], SEQ ID NO: 35 [5'UTR y promotor del gen SbDSP], SEQ ID NO: 36 [3'UTR de ZmDSP], SEQ ID NO: 37
[3'UTR del gen SbDSP], SEQ ID NO: 173 [gen OsGWD], SEQ ID NO: 174 [gen DSP], SEQ ID NO: 175 [gen ISA3],
SEQ ID NO: 176 [secuencia codificante de OsGWD], SEQ ID NO: 177 [secuencia codificante de DSP], SEQ ID NO:
178 [secuencia codificante de ISA3], SEQ ID NO: 182 [porcion del gen S1GWD], SEQ ID NO: 191 [gen SbGWD-1],
SEQ ID NO: 192 [gen SbGDW-2], SEQ ID NO: 206 [PvGWD-2], SEQ ID NO: 207 [PvGWD-5], SEQ ID NO: 208
[PvGWD-1]y SEQ ID NO: 215 [secuencia fusionada de mijo]. La identidad se puede medir a lo largo de toda la longitud
de la secuencia de referencia. La longitud de la secuencia del gen diana puede ser igual a la longitud de la secuencia
de referencia.

El gen diana que codifica la proteina diana puede tener una secuencia que hibrida con una secuencia de referencia
seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID NO: 5 [sec. codificante de SbGWD], SEQ ID NO: 6 [sec.codificante
de ZmGWD], SEQ ID NO: 7 [secuencia codificante de OsGWD], SEQ ID NO: 8 [gen SbGWD], SEQ ID NO: 9 [gen
ZMGWD], SEQ ID NO: 10 [5'UTR y promotor del gen SbGWD], SEQ ID 11 NO: [5'UTR y promotor del gen ZmGWD],
SEQ ID NO: 12 [3'UTR del gen SbGWD], SEQ ID NO: 13 [3'UTR del gen ZmGWD], SEQ ID NO: 17 [sec. codificante
de SbPWD], SEQ ID NO: 18 [sec. codificante de ZmPWD], SEQ ID NO: 19 [sec. codificante de OsPWD], SEQ ID NO:
20 [gen SbPWD], SEQ ID NO: 21 [gen ZmPWD]. SEQ ID NO: 22 [5'UTR y promotor del gen SbPWD], SEQ ID NO: 23
[8'UTR del gen SbPWD], SEQ ID NO: 24 [3'UTR del gen ZmPWD], SEQ ID NO: 29 [secuencia codificante de ZmDSP],
SEQ ID NO: 30 [secuencia codificante de SbDSP], SEQ ID NO: 31 [secuencia codificante de OsDSP], SEQ ID NO: 32
[gen ZmDSP], SEQ ID NO: 33 [gen SbDSP], SEQ ID NO: 34 [5'UTR y promotor del gen ZmDSP], SEQ ID NO: 35
[5'UTR y promotor del gen SbDSP], SEQ ID NO: 36 [3'UTR de ZmDSP], SEQ ID NO: 37 [3'UTR del gen SbDSP], SEQ
ID NO: 173 [gen OsGWD], SEQ ID NO: 174 [gen DSP], SEQ ID NO: 175 [gen ISA3], SEQ ID NO: 176 [secuencia
codificante de OsGWD], SEQ ID NO: 177 [secuencia codificante de DSP], SEQ ID NO: 178 [secuencia codificante de
ISA3], SEQ ID NO: 182 [porcion del gen SIGWD], SEQ ID NO: 191 [gen SbGWD-1], SEQ ID NO: 192 [gen SbGDW-
2], SEQ ID NO: 206 [PvGWD-2], SEQ ID NO: 207 [PvGWD-5], SEQ ID NO: 208 [PvGWD-1] y SEQ ID NO: 215
[secuencia fusionada de mijo], o el complemento de las mismas en condiciones de baja, moderada o alta rigurosidad.

En una realizacion, la construccion genética puede incluir el primer acido nucleico aislado que codifica un producto
que inactiva o inhibe la expresion de uno o mas genes que codifican una proteina implicada en la movilizacién de
almidén en una planta y el segundo acido nucleico aislado que codifica una o mas enzimas que degradan
polisacaridos. Una planta transgénica puede incluir mas de un tipo de construccion genética. Cada tipo diferente de
construccién genética puede dirigirse a inhibir un gen diferente que expresa una proteina diana diferente y que expresa
una enzima que degrada polisacaridos diferente. Una construccion genética puede incluir el primer acido nucleico
aislado. Otra construccién genética puede incluir el segundo acido nucleico aislado. El gen diana puede seleccionarse
de uno 0 mas genes que codifican una proteina implicada en la movilizacion de almidén en una planta. La al menos
una enzima que degrada polisacaridos puede ser, pero sin limitacion, una xilanasa, una endoglucanasa, una
exoglucanasa, una amilasa, una xilanasa modificada con inteina, una endoglucanasa modificada con inteina, una
exoglucanasa modificada con inteina y una amilasa modificada con inteina.

En una realizacion, el segundo acido nucleico puede tener al menos un 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98,
99 o un 100 % de identidad con una secuencia de referencia seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID NO: 86
[043097], SEQ ID NO: 87 [BD22308], SEQ ID NO: 88 [BD25243], SEQ ID NO: 89 [EU591743], SEQ ID NO: 90
[NtEGm], SEQ ID NO: 91 [P0C2S1], SEQ ID NO: 92 [P77853], SEQ ID NO: 93 [068438], SEQ ID NO: 94 [033897],
SEQ ID NO: 164 [amilasa 19862], SEQ ID NO: 165 [glucoamilasa 20082], SEQ ID NO: 166 [glucoamilasa 20707], SEQ
ID NO: 167 [amilasa 21853], SEQ ID NO: 168 [AmyS], SEQ ID NO: 170 [GlaA], SEQ ID NO: 104 [EU591743:AS146-
7], SEQ ID NO: 105 [P77853: S158-30-108-35] y SEQ ID NO: 106 [P77853:T134-101-100]. La identidad se puede
medir a lo largo de toda la longitud de la secuencia de referencia. La longitud de la secuencia del segundo &cido
nucleico puede ser igual a la longitud de la secuencia de referencia.

En una realizacion, el segundo acido nucleico aislado puede codificar una "variante" de una enzima que degrada
polisacaridos. La secuencia de aminoacidos de una variante de una enzima que degrada polisacaridos puede diferir
por eliminaciones, adiciones, sustituciones de secuencias de aminoacidos u otras modificaciones de la enzima que
degrada polisacéaridos. Una variante de una enzima que degrada polisacaridos puede mantener la actividad biolégica
de la enzima que degrada polisacéridos. Mantener la actividad biol6gica como se emplea en esta memoria significa
que la variante tiene al menos el 60 % de la actividad de la enzima que degrada polisacaridos de la que deriva. La
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actividad de una xilanasa y una endoglucanasa puede evaluarse en un ensayo usando sustrato Xylazyme AX 'y
sustrato Cellazyme, respectivamente, como se describe en la Solicitud de EE.UU. 10/886.393 presentada el 7 de julio
de 2004 y PCT/US10/55746 presentada el 5 de noviembre de 2010 y PCT/US10/55669 presentada el 5 de noviembre
de 2010 y PCT/US10/55751 presentada el 5 de noviembre de 2010. La actividad de una exoglucanasa puede
evaluarse usando 4-metilumbeliferil-b-D-lactopiranésido fluorescente (4-MU) como se describe en Harrison MD et al.
2011 "Accumulation of recombinant cellobiohydrolase and endoglucanase in the leaves of mature transgenic sugar
cane", Plant Biotechnology Journal 9: 884-896. La actividad de una feruloil esterasa puede evaluarse usando un
ensayo que usa ferulado marcado con pNP como sustrato (como se describe en Hegde S. et al. 2009 "Single-step
synthesis of 4-nitrophenyl ferulate for spectrophotometric assay of feruloyl esterases”, Analytical Biochemistry 387(1):
128-129). Las pruebas anteriores para determinar la actividad de una xilanasa, endoglucanasa, exoglucanasa o feruloil
esterasa se pueden utilizar para determinar si una secuencia con menos del 100 % de identidad con una secuencia
de enzima que degrada polisacéaridos en la presente memoria es una variante de la enzima que degrada polisacaridos.
Las variantes de una enzima que degrada polisacaridos en la presente memoria pueden modificarse en la secuencia
de aminoacidos frente a la enzima que degrada polisacaridos basandose en la similitud en la hidrofobicidad,
hidrofilicidad, solubilidad, polaridad de restos de aminoacidos. Las variantes de una enzima que degrada polisacaridos
en la presente memoria pueden diferir después de modificaciones postraduccionales. Las diferentes modificaciones
postraduccionales pueden ser, sin limitacion, glicosilaciones, acetilaciones o fosforilaciones. Una variante puede
desarrollarse por cualquier medio. Se puede desarrollar una variante mediante mutagénesis dirigida al sitio o
mutagénesis no dirigida. Se puede usar PCR propensa a error para crear mutantes de una enzima que degrada
polisacaridos en la presente memoria y se puede usar cualquiera de los ensayos anteriores para evaluar si el mutante
es una variante.

Las realizaciones incluyen al menos una de las enzimas que degradan polisacaridos, o variantes de las mismas, unida
con variantes de al menos uno de un péptido de direccionamiento, o un péptido de direccionamiento carboxi. Las
variantes de un péptido de direccionamiento o un péptido de direccionamiento carboxi dirigiran la proteina con la que
se une a la misma ubicacién que la secuencia de referencia para el péptido de direccionamiento o el péptido de
direccionamiento carboxi.

Se pueden proporcionar variantes de una inteina en una secuencia de la enzima que degrada polisacéaridos. Una
variante de inteina puede empalmarse con la proteina a la que esta unida.

En una realizacién, una construccion genética puede incluir una secuencia con al menos un 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93,
94, 95, 96, 97, 98, 99 o un 100 % de identidad con una secuencia de referencia seleccionada del grupo que consiste
en: SEQ ID NO: 59 [OsUbi3P: amiRNA1wmd3 de OsGWD], SEQ ID NO: 60 [Os Ubi3P: osa-MIR809aM1 de OsGWD],
SEQ ID NO: 61 [OsUbi3P:ARNh de OsDSP1], SEQ ID NO: 62 [OsUbi3P:ARNh de OsDSP2], SEQ ID NO: 63
[OsUbi3P:ARNh de OsGWD1], SEQ ID NO: 64 [OsUbi3P:ARNh de OsGWDZ2], SEQ ID NO: 65 [OsUbi3P: ARNh de
OsPWD1], SEQ ID NO: 66 [OsUbi3P:ARNh de OsPWD2], SEQ ID NO: 67 [OsUbi3P:ARNi de SbGWD], SEQ ID NO:
68 [ZmPepCP: ARNi de SbGWD1], SEQ ID NO: 69 [ZmPepCP:ARNi de SbGWD2], SEQ ID NO: 70 [ZmPepCP:ARNi
de ZmGWND1], SEQ ID NO: 71 [ZmPepCP:ARNi de ZmGWD?2], SEQ ID NO: 72 [OsDSP1 y OsGWDZ2], SEQ ID NO:
73 [OsPWD2 y OsGWDI1], SEQ ID NO: 74 [OsDSP2 y OsPWD1], SEQ ID NO: 119
[ZmUbi1P:xGZein27ss:BD22308:xHvVSD], SEQ ID NO: 120 [ZmPepCP: xGZein27ss:BD25243:SEKDEL], SEQ ID
NO: 121 [OsUbi3P:EU591743], SEQ ID NO: 122 [ZmUbi1P:EU591743: AS146-7:SEKDEL], SEQ ID NO: 123
[ZmUbi1p: HvAle:NtEGm: SEKDEL], SEQ ID NO: 124 [ZmPepCP: HvAle:NtEGm:SEKDEL], SEQ ID NO: 125
[OsUbi3P:HvAle:NtEGm:SEKDEL], SEQ ID NO: 126 [OsUbi3P:BAASS: 033897), SEQ ID NO: 127
[ZmPepCP:BAASS:043097:SEKDEL], SEQ ID NO: 128 [OsUbi3P:068438], SEQ ID NO: 129 [OsUbi3P:P0C2S1], SEQ
ID NO: 130 [ZmUbi1P:ZmUBQm:BAASS:P77853:5158-30-108-35], SEQ ID NO: 131 [ZmUbi1:BAASS:P77853:T134-
100-101:SEKDEL], SEQ ID NO: 132 [casete 2379 - 3 CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 133 [casete 2380 - 3 CWDE y 1
ARNh], SEQ ID NO: 134 [casete 4106 - 3 CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 135 [casete 4107 - 3 CWDE y 1 ARNh], SEQ
ID NO: 136 [casete 4108 - 3 CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 137 [casete 4109 - -3 CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 138
[casete 4110 - 3 CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 139 [casete 4111 - 3 CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 140 [casete
4112 - 3 CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 141 [casete 4113 - 3 CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 142 [casete 4114 - 3
CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 143 [casete 4115 - 3 CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 144 [casete 4116 - 3 CWDE y 1
ARNh], SEQ ID NO: 145 [casete 4117 - 3 CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 146 [casete 4120 - 3 CWDE y 1 ARNh], SEQ
ID NO: 147 [casete 4121 - 3 CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 148 [casete 4124 - 2 CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 149
[casete 4125 - 2 CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 150 [casete 4514 - 3 CWDE y 1 ARNh] y SEQ ID NO: 151 [casete
4515 - 3 CWDE y 1 ARNh]. La identidad se puede medir a lo largo de toda la longitud de la secuencia de referencia.
La longitud de la secuencia puede ser igual a la longitud de la secuencia de referencia.

La construccion genética puede incluir ademas una secuencia reguladora (también denominada elemento regulador)
operativamente conectada a un primer acido nucleico aislado o a un segundo acido nucleico aislado. En este contexto,
conectado operativamente significa que la secuencia reguladora imparte su funcién al acido nucleico o la secuencia
de polinucleodtidos. En el caso de una secuencia reguladora que es un promotor, el promotor es capaz de controlar la
expresion del acido nucleico o de la secuencia de polinucleétidos cuando estan conectados operativamente. El
promotor puede estar operativamente unido al primer &cido nucleico aislado. El promotor puede estar operativamente
unido al segundo acido nucleico aislado. El promotor operativamente unido puede ser cualquier tipo de promotor. El
promotor operativamente unido puede ser un promotor inducible. El promotor operativamente unido puede ser un
promotor constitutivo. El promotor puede ser un promotor inducible, que inicia la transcripcion de las secuencias de
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polinucleétidos solo cuando se expone a un estimulo quimico o ambiental particular. Ejemplos de promotores
inducibles incluyen, pero sin limitacion, aquellos que son un promotor inducible por alcoholes, un promotor inducible
por tetraciclina, un promotor inducible por esteroides, o un promotor inducible por hormonas. El promotor puede ser
un promotor constitutivo. El promotor puede ser un promotor constitutivo, que proporciona la transcripcién de los acidos
nucleicos o secuencias de polinucleétidos en toda la planta en la mayoria de las células, tejidos y 6rganos y durante
muchas pero no necesariamente todas las etapas de desarrollo. El promotor puede ser especifico para una etapa de
desarrollo, érgano o tejido particular. Un promotor especifico de tejido puede ser capaz de iniciar la transcripcion en
un tejido vegetal particular. El tejido vegetal que puede diana de un promotor especifico de tejido puede ser, pero sin
limitacion, hojas, tricomas, anteras o semillas. Un promotor constitutivo en la presente memoria puede ser el promotor
de Ubiquitina 3 de arroz (OsUbi3P) o el promotor de fosfoenolpiruvato carboxilasa de maiz (ZmPepCP). Se pueden
usar otros promotores constitutivos conocidos, e incluyen, pero sin limitacién, el promotor 35S del Virus del Mosaico
de la Coliflor (CAMV), el promotor del Virus del Rizado de Hoja Amarilla del (CMP) o la version corta de CMP (CMPS),
el promotor de la subunidad pequefia de Rubisco, el promotor de accién del arroz (OsAct1P) y el promotor de ubiquitina
de maiz (ZmUbi1P). El promotor especifico de tejido puede incluir el promotor especifico de semilla. El promotor
especifico de semilla puede ser, pero sin limitacién, el promotor GluB4 del arroz o el promotor de zeina de maiz. El
promotor puede ser el promotor P-OsUbi. La secuencia del promotor P-OsUbi se puede encontrar en la secuencia de
pAL409 que tiene la SEQ ID NO: 185 con referencia a la FIG. 2, que ilustra pAL409 con el promotor P-OsUbi entre las
posiciones 3574 - 4507. La numeracién de nucleétidos en la SEQ ID NO: 185 puede variar de la etiquetada en la FIG.
2, pero la comparacién de secuencias historicas (p. ej., sitios de restriccién) entre la FIG. 2 y SEQ ID NO: 185 permite
la identificacion de cualquier secuencia especifica de un pAL409 caracteristico. La secuencia del promotor P-OsUbi
puede identificarse basandose en los sitios de restriccion para las enzimas de restriccion Pacl y Avrll. La secuencia
del promotor P-OsUbi puede ubicarse entre las secuencias TTAATTAA, el sitio de restriccién para Pacl y CCTAGG,
el sitio de restriccién para Avrll. El promotor puede incluir una secuencia con al menos un 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93,
94, 95, 96, 97, 98, 99 o un 100 % de identidad con el promotor P-OsUbi. El promotor puede incluir una secuencia que
hibrida con el promotor P-OsUbi o el complemento del mismo en condiciones de baja rigurosidad. El promotor puede
incluir una secuencia que hibrida con el promotor P-OsUbi o el complemento del mismo en condiciones de moderada
rigurosidad. El promotor puede incluir una secuencia que hibrida con el promotor P-OsUbi o el complemento del mismo
en condiciones de alta rigurosidad.

En el caso de un elemento regulador que sea un terminador, el terminador es capaz de terminar la transcripcion del
acido nucleico o de la secuencia de polinucleétidos. Se puede incluir una secuencia de terminacién en el extremo 3'
de una unidad transcripcional del casete de expresién. El terminador puede derivar de una variedad de genes
vegetales. El terminador puede ser una secuencia de terminacién de los genes de nopalina sintasa (NOS) u octopina
sintasa (OCS) de Agrobacterium tumefaciens. La secuencia de terminacion puede ser el terminador CaMV 35S de
CaMV, o cualquiera de las secuencias 3'UTR que se muestra que terminan la transcripcién transgénica en plantas.
Por ejemplo, se puede utilizar el terminador PepC de maiz (3'UTR).

En una realizacion, un primer acido nucleico aislado o el segundo acido nucleico aislado pueden incluir ademas una
secuencia de polinucledtidos de direccionamiento que codifica un péptido de direccionamiento. Un péptido de
direccionamiento puede fusionarse con una o mas enzimas que degradan polisacaridos. Cuando un segundo &cido
nucleico aislado codifica mas de una enzima que degrada polisacaridos, se puede seleccionar independientemente
un péptido de direccionamiento para cada una de las enzimas que degradan polisacaridos. Se puede seleccionar un
péptido de direccionamiento de, pero sin limitaciéon, una sefal de direccionamiento a amiloplastos, un péptido de
direccionamiento a la pared celular, un péptido de direccionamiento a mitocondrias, una sefial de localizacion en el
citosol, una senal de direccionamiento a cloroplastos, un péptido de direccionamiento nuclear y un péptido de
direccionamiento a vacuolas. Un polinucleétido de direccionamiento puede estar cadena arriba del primer &cido
nucleico aislado o del segundo &cido nucleico aislado. Un péptido de direccionamiento puede tener al menos un 70,
72, 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 o un 100 % de identidad con uno de BAASS (SEQ ID NO: 107),
péptido sefial SEKDEL (SEQ ID NO: 108), sefal de direccionamiento xHvVSD (SEQ ID NO: 109), la fusion traduccional
ZmUBQm (SEQ ID NO: 110), xGZein27ss (SEQ ID NO: 111) o la sefial HvAle (SEQ ID NO: 112).

En una realizacién, se puede insertar una construccion genética en un vector apropiado para la modificacién genética
de una planta. Los vectores que incorporan una construccion genética en la presente memoria también pueden incluir
elementos genéticos adicionales tales como multiples sitios de clonacién para facilitar la clonacion molecular y
marcadores de seleccion para facilitar la seleccion. Un marcador seleccionable que puede incluirse en un vector puede
ser un gen de fosfomanosa isomerasa (PMI) de Escherichia coli, lo que confiere a la célula transformada la capacidad
de utilizar manosa para el crecimiento. Los marcadores seleccionables que pueden incluirse en un vector incluyen, sin
limitacién, un gen de neomicina fosfotransferasa (npt), que confiere resistencia a kanamicina, un gen de higromicina
fosfotransferasa (hpt), que confiere resistencia a higromicina y un gen de enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa, que
confiere resistencia a glifosato.

Una realizacion incluye un vector que tiene cualquier construccién genética en la presente memoria. El vector puede
ser un vector intermedio. El vector puede ser un vector de transformacién. El constructo de construccién genética en
el vector puede tener cualquier &cido nucleico o polinucleétido aislado descrito en la presente memoria.

Un vector en la presente memoria puede configurarse para la expresion en un hospedador que tiene el gen dirigido
por la construccidon genética. La construccion genética puede ser una construccion de ARNi. Tras la expresion, una
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secuencia de ARN transcrita a partir del primer &cido nucleico aislado y una secuencia de ARN transcrita a partir del
complemento invertido pueden ser capaces de hibridar entre si y provocar la inhibicion de la expresion del gen en el
hospedador.

Un vector en la presente memoria puede tener una secuencia que comprende, que consiste esencialmente en o que
consiste en una secuencia que tiene al menos un 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 o un 100 % de
identidad con una secuencia de referencia seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 187 [pAG2100],
SEQ ID NO: 188 [pAG2101], SEQ ID NO: 189 [pAG2102], SEQ ID NO: 190 [pAG2103], SEQ ID NO: 195 [pAG2106]
y SEQ ID NO: 218 [pAL409jSbGWDko2].

Un vector en la presente memoria puede tener una secuencia que comprende, que consiste esencialmente en o que
consiste en una secuencia que tiene al menos un 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 0 un 100 % de
identidad con una secuencia de referencia seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 185 [pAL409] y
SEQ ID NO: 186 [pAG2004].

Una realizacién proporciona un método para producir una planta genéticamente modificada. Una planta genéticamente
modificada puede construirse mediante cualquier método de ingenieria genética. Una planta genéticamente
modificada puede ser una planta transgénica. Una planta transgénica puede transformarse por cualquier método
conocido de transformacion. Se puede utilizar la transformacion mediada por Agrobacterium. La planta transgénica
puede crearse por otros métodos para transformar una planta, por ejemplo, bombardeo con particulas o captacion
directa de ADN. La planta puede ser cualquier tipo de planta. La planta puede ser una planta de cultivo energético,
una planta de cultivo de alimentos o una planta de cultivo de forraje. La planta puede ser una planta de arroz, una
planta de mijo, una planta de sorgo, una planta de maiz o una planta de tomate. La transformacién puede realizarse
con cualquier vector adecuado que incluya o consista en uno o mas construcciones genéticas en la presente memoria.
La planta transgénica puede crearse mediante transformacién mediada por Agrobacterium usando un vector que
incluye un primer &cido nucleico que codifica un producto que inactiva o inhibe uno o mas genes que codifican una
proteina implicada en la movilizacién de almidén en una planta y un segundo acido nucleico aislado que codifica al
menos una enzima que degrada polisacaridos. La transformaciéon mediada por Agrobacterium puede utilizar cualquier
vector de transformacion adecuado que albergue una cualquiera o mas construcciones de ARNi en la presente
memoria. La transformacion mediada por Agrobacterium se puede hacer con un vector que tenga una secuencia con
al menos un 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 o un 100 % de identidad con una secuencia seleccionada
de grupo que consiste en la SEQ ID NO: 187 [pAG2100], SEQ ID NO: 188 [pAG2101], SEQ ID NO: 189 [pAG2102],
SEQ ID NO: 190 [pAG2103], SEQ ID NO: 195 [pAG2106] y SEQ ID NO: 218 [pAL409jSbGWDko2]. La planta
transgénica puede incluir cualquier acido nucleico aislado, secuencia de aminoacidos, construccién genética, o vector
descrito en la presente memoria.

La planta mutante se puede crear realizando mutagénesis de semillas de plantas; p. €j., mediante mutagénesis
quimica (EMS) o radiacién y seleccionando los mutantes mediante amplificacion por PCR y secuenciacion del producto
de PCR mutante. La planta mutante puede crearse usando mutagénesis y estrategias de exploracion tales como
Localizacion en Genomas de Lesiones Locales Inducidas (TILLING, por sus siglas en inglés; Sikora et al. 2011),
insercién de ADN-T y mutagénesis basada en transposones (An et al. 2005), estrategias de edicion del genoma que
implican nucleasas tal como las nucleasas de dedos de zinc (Wrigyt et al. 2005), nucleasas efectoras TAL (Christian
et al. 2010), o meganucleasas derivadas de inteina (Wehrkamp-Richter et al. 2009).

En una realizacién, la planta genéticamente modificada puede incluir cualquier secuencia del &cido nucleico aislada,
secuencia de aminodcidos, una o mas construcciones genéticas, 0 uno o mas vectores descritos en la presente
memoria.

Una realizacion incluye un método para alterar los niveles de almiddn vegetativo en una planta. El método puede
incluir expresar un &cido nucleico aislado en la planta. La expresion del acido nucleico aislado en la planta puede
alterar la actividad de al menos una enzima relacionada con el metabolismo del almidén en la planta. La planta puede
ser cualquier planta genéticamente modificada en la presente memoria. La planta genéticamente modificada puede
incluir una cualquiera o0 mas construcciones genéticas descritas en la presente memoria.

Cualquier planta genéticamente modificada en la presente memoria puede proporcionarse en un método de
procesamiento agricola o gplicaciones de piensos para animales. La planta genéticamente modificada puede incluir
una cualquiera 0 mas construcciones genéticas descritas en la presente memoria. Un primer &cido nucleico aislado
que codifica un producto que inactiva o inhibe la expresién de al menos un gen que codifica una proteina implicada en
la movilizacion de almidén en una planta y un segundo &cido nucleico aislado que codifica al menos una enzima que
degrada polisacaridos en la planta genéticamente modificada pueden expresarse en cualquier punto del método. El
primer acido nucleico aislado y el segundo acido nucleico aislado pueden expresarse antes de la etapa de
procesamiento de la planta. La primera secuencia aislada y la segunda secuencia aislada pueden expresarse durante
la etapa de procesamiento de la planta. La expresién puede ser inducida. Tras la expresién del primer y el segundo
acido nucleico, la planta genéticamente modificada puede tener un nivel alterado de almiddn vegetativo en
comparacién con el nivel de almidén en una planta no modificada genéticamente del mismo fondo genético pero que
carece de una o mas construcciones genéticas.
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Una etapa para proporcionar la planta genéticamente modificada puede incluir obtenerla de otra parte que la produjo.
Una etapa para proporcionar puede incluir producir la planta transgénica. Una etapa para proporcionar puede incluir
producir la planta mutante. La etapa para proporcionar puede incluir la modificacion genética de la planta poniendo en
contacto la planta con cualquiera de las construcciones genéticas de la presente memoria. La etapa para proporcionar
puede incluir una transformacion estable de la planta por cualquiera de los métodos descritos en la presente memoria,
0 métodos conocidos. La etapa para proporcionar puede incluir la modificacién genética de la planta escindiendo un
gen que codifica una proteina implicada en el metabolismo del almidén en un sitio de escision reconocido por una
enzima de restriccién expresada transitoriamente en la planta después de poner en contacto la planta con una
construccién genética que comprende un primer acido nucleico que codifica la enzima de restriccion. La etapa para
proporcionar también puede incluir regenerar la planta genéticamente modificada a partir de un tejido de la planta
transgénica o mutante que tiene un nivel alterado de almidén vegetativo. La etapa para proporcionar puede incluir la
obtencién de una progenie de plantas genéticamente modificadas como resultado de la autopolinizacién o polinizacién
cruzada entre la planta genéticamente modificada y la planta no modificada genéticamente. La planta genéticamente
modificada puede usarse en una variedad de métodos o usos posteriores. La etapa para proporcionar puede incluir la
adquisicion de la planta genéticamente modificada. La etapa de proporcionar puede incluir hacer que la planta
genéticamente modificada esté disponible para otras etapas de procesamiento.

La planta genéticamente modificada puede proporcionarse en un método de procesamiento agricola como materia
prima disefiada con niveles elevados de almidon y/o expresar una o mas enzimas que degradan polisacaridos. La
materia prima puede incluir cualquier planta genéticamente modificada en la presente memoria sola o en combinacion
con otros componentes. Los otros componentes pueden incluir otro material vegetal. El procesamiento agricola es la
manipulacién o conversion de cualquier materia prima agricola para un producto o uso en particular. El procesamiento
agricola puede incluir secar la planta genéticamente modificada. El procesamiento agricola puede incluir fermentar la
planta genéticamente modificada. El procesamiento agricola puede incluir hidrolizar la planta genéticamente
modificada por una 0 mas enzimas exdgenas para obtener un producto bioquimico.

La planta genéticamente modificada puede proporcionarse en un método de preparacion de piensos para animales.
La preparacion de piensos para animales puede incluir la combinacién de la planta genéticamente modificada con
granos destiladores. La preparacién de piensos para animales puede incluir la granulacion de la planta genéticamente
modificada en granulos de pienso. La preparacion de piensos para animales puede incluir el ensilado de la planta
genéticamente modificada para hacer ensilado.

La preparacién de piensos para animales puede incluir la mezcla de la planta genéticamente modificada con una
fuente de fibra comestible.

El procesamiento agricola o la preparacion de piensos para animales también pueden incluir al menos una de las
operaciones de recoleccion, empacado, molienda, trituracion, corte, reduccién de tamano, aplastado, extraccion de un
componente de la materia prima, purificacion de un componente o porcion de la materia prima, extraccion o purificacién
del almidén, hidrolizacién de polisacaridos en oligosacaridos 0 monosacaridos, conversiéon quimica o catéalisis quimica
de la materia prima.

En una realizacion del método de procesamiento agricola, la planta genéticamente modificada puede usarse para
producir un producto quimico. El método puede incluir el tratamiento previo de una planta genéticamente modificada
con una formulaciéon quimica para formar una mezcla. La formulacién quimica puede incluir uno o mas restos que
incluyen pero sin limitacion, un ion de sulfito, bisulfito, sulfato, carbonato, hidroxido u 6xido. La formulaciéon quimica
puede incluir ademas uno o mas contraiones que incluyen, pero sin limitaciéon, amonio, sodio, magnesio o calcio.

En una realizacion, la formulacién quimica puede incluir, pero sin limitacion, un compuesto seleccionado de un acido
sulfurico, una base, bisulfito de amonio y carbonato de amonio. El bisulfito de amonio puede estar a una concentracion
de 0,02 M a 0,35 M. El carbonato de amonio puede estar a una concentracion de 0,025 M a 0,25 M. El &cido sulfurico
puede estar a una concentracion de 0,25 M. La base puede ser hidroxido de amonio al 7,5 %.

En una realizacion, la formulacién quimica y la planta genéticamente modificada pueden mezclarse con otro material
vegetal en una proporcién éptima de liquido a sélido en una mezcla. La mezcla puede tener una relacion liquida a
sélido seleccionada del valor menor que o igual auno de 10,9, 8,7, 6, 5, 4, 3, 2 0 1, o cualquier valor en un intervalo
entre dos cualquiera de los anteriores (extremos inclusive).

El tratamiento previo puede incluir incubar la mezcla durante cualquier periodo de tiempo. El tratamiento previo puede
incluir incubar la mezcla durante hasta 16 horas. La incubacion se puede producir por periodos méas largos o mas
cortos. El tratamiento previo puede incluir incubar la mezcla durante un periodo de menos que o igual a uno de 16, 15,
14,13,12,11,10,9,8,7,6, 5,4, 3,20 1 hora(s).

El tratamiento previo puede incluir proporcionar una temperatura de mezcla de 40 °C a 150 °C. Una temperatura de la
mezcla de 40 °C a 95 °C puede permitir la ruptura o eliminacion de porciones de lignina dentro del material
lignocelulésico en la mezcla sin desactivar las enzimas hidroliticas. El tratamiento previo puede incluir proporcionar
una temperatura de mezcla de 40 °C, 55 °C, 65 °C, 75 °C, 95 °C, 150 °C, menos de 55 °C, menos de 65 °C, menos
de 75 °C, menos de 95 °C, menos de 150 °C, 40 °C a 55 °C, 40 °C a 65°C,40°Ca 75°C,40°Ca95°C, 40 °C a
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menos de 150 °C, 55 °C a 65 °C, 55 °C a 75 °C, 55°C a 95 °C, 55 °C a menos de 150 °C, 65°C a 75 °C, 65 °C a
95 °C, 65 °C a menos de 150 °C, 75 °C a 95 °C, 75 °C a menos de 150 °C, 0 95 °C a menos de 150 °C.

El tratamiento previo puede incluir proporcionar un pH de mezcla que varia de 1,0 a 12,0. El tratamiento previo puede
incluir proporcionar un pH de mezcla dentro de un intervalo de 6,5 a 8,5. El pH de mezcla proporcionado puede ser
1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 3,5, 4,0, 4,5, 5,0, 5,5, 6,0, 7,0, 7,5, 8,0, 9,0, 9,5, 10, 10,5, 11,0, 11,5 0 12,0, o un pH dentro de
un intervalo entre dos cualquiera de los valores de pH anteriores (extremos incluidos). El pH de la mezcla durante el
tratamiento previo puede depender del tipo de sustancia quimica utilizada y/o del tipo de material vegetal utilizado.
Proporcionar un pH de mezcla puede incluir agregar una sustancia quimica modificadora de pH. Una sustancia quimica
modificadora de pH puede ser un acido o un alcali.

En una realizacion, el método de procesamiento agricola puede incluir ademas la hidrolizaciéon de la mezcla. La
hidrolizaciéon puede incluir incubar la mezcla durante un periodo de 144 horas, 140 horas, 130 horas, 120 horas,
110 horas, 100 horas, 90 horas, 80 horas, 70 horas, 60 horas, 50 horas, 40 horas, 30 horas, 20 horas, 10 horas,
9 horas, 8 horas, 7 horas, 6 horas, 5 horas, 4 horas, 3 horas, 2 horas, 1 hora, menos de 144 horas, menos de 140
horas, menos de 130 horas, menos de 120 horas, menos de 110 horas, menos de 100 horas, menos de 90 horas,
menos de 80 horas, menos de 70 horas, menos de 60 horas, menos de 50 horas, menos de 40 horas, menos de 30
horas, menos de 20 horas, menos de 10 horas, menos de 9 horas, menos de 8 horas, menos de 7 horas, menos de 6
horas, menos de 5 horas, menos de 4 horas, menos de 3 horas, menos de 2 horas o menos de 1 hora.

En una realizacién, la etapa de hidrolizacion puede incluir proporcionar una temperatura de mezcla de 100 °C o menos,
65 °C 0 menos, 50 °C o0 menos, 48 °C a 50 °C, 48 °C a 65 °C, 48 °C a menos de 100 °C, 0 48 °C a 100 °C. La etapa
de hidrolizacién puede incluir proporcionar un pH que varia de 4,8 a 5,0, un pH de 4,8, un pH de 4,9, o un pH de 5,0.
Al menos uno de la temperatura, pH o tiempo de tratamiento, puede seleccionarse en funcién de la actividad especifica
de una enzima que degrada polisacaridos en la planta genéticamente modificada.

Si la planta genéticamente modificada incluye multiples enzimas que degradan polisacaridos, la etapa de hidrolizacién
puede proporcionar secuencialmente condiciones 6ptimas para al menos una de expresion, tratamiento previo o
hidrolisis por cada una de las multiples enzimas que degradan polisacaridos. La etapa de hidrolizacién puede incluir
proporcionar un pH 6ptimo para la actividad de una enzima, seguido de un pH dptimo diferente para la actividad de
otra enzima. La etapa de hidrolizacion puede incluir ajustar las temperaturas en diferentes periodos de tiempo para
una actividad éptima de cada enzima. Por ejemplo, una celobiohidrolasa puede necesitar una temperatura o pH
diferente que una xilanasa.

El método de procesamiento agricola puede incluir afiadir una 0 méas enzimas exdgenas a al menos una de las plantas
genéticamente modificadas, otro material vegetal, o la mezcla. Las enzimas exdgenas se pueden anadir antes, durante
o después del tratamiento previo. Las enzimas exdgenas se pueden afadir antes, durante o después de la etapa de
hidrolizacion. Se pueden proporcionar una o0 mas enzimas exégenas en un coctel de enzimas. Un coctel de enzimas
puede incluir una 0 mas enzimas que degradan polisacéridos. Una enzima que degrada polisacaridos proporcionada
en una realizacion en la presente memoria puede ser, pero sin limitacién, una enzima que degrada lignina, una enzima
que degrada celulosa, 0 una enzima que degrada hemicelulosa. Una enzima que degrada polisacaridos proporcionada
en una realizacién en la presente memoria puede ser, pero sin limitacién, una seleccionada entre glucosidasas,
xilanasas, celulasas, endoglucanasas, exoglucanasas, celobiohidrolasas, B-xilosidasas, feruloil esterasas, B-
glucosidasas y amilasas. Un céctel de enzimas puede incluir una celulasa aislada de Trichoderma reesii. Un céctel de
enzimas se puede adquirir de un vendedor. Un céctel de enzimas puede ser, pero sin limitacion, Accellerase® 1000,
Accellerase® 1500, Accelerase® TRIO ™y Accellerase® XY disponibles de Genencor International (Rochester, NY).
Un c6ctel de enzimas puede ser Cellic, CTEC, HTEC disponibles de Novozymes (Dinamarca). Un coctel de enzimas
puede incluir diferentes clases de enzimas que degradan polisacaridos. Un céctel de enzimas puede incluir enzimas
que degradan el almidon. Un coctel de enzimas puede incluir una amilasa o una invertasa. Se pueden proporcionar
condiciones éptimas para diferentes clases de enzimas que degradan polisacaridos en un coctel. Por ejemplo, la
temperatura, el pH y el tiempo de tratamiento para la hidrélisis pueden ajustarse durante el método para proporcionar
condiciones Optimas para diferentes enzimas en el coctel.

El método de procesamiento agricola puede incluir ademas poner en contacto la mezcla y/o los productos de hidrolisis
con un organismo fermentador para producir un producto quimico. Después de la hidrélisis enzimatica, los azlicares
solubles pueden recuperarse y usarse para la produccion de un producto quimico. El producto quimico puede ser
glucosa. Como alternativa, en el método, se pueden realizar la sacarificacion y la fermentacion simultaneas de
azucares solubles en un producto quimico. Un producto quimico puede ser, pero sin limitacion, butano, butanodiol,
butadieno, butanol, isobutanol, propano, propanodiol, propileno, propanol, isopropanol, metano, metanol, etanol, fenol,
glicerol, etileno, tolueno, etilo, benceno, estireno, xileno, etilenglicol, éxido de etileno, acido férmico, di6xido de
carbono, formaldehido, acetaldehido, acetona, una vitamina, etano, pentano, hexano, heptano, octano, benceno, acido
aceético, sorbitol, arabinitol, acido succinico, acido fumarico, acido malico, acido furano dicarboxilico, acido aspartico,
acido glucarico, acido glutamico, acido itaconico, acido levulinico, hidroxibutirolactona, glicerol, sorbitol, xilitol,
arabinitol, acido glucénico, acido lactico, acido malénico, acido propidnico, acido citrico, acido aconitico, acido xilénico,
furfural, levoglucosano, alanina, prolina, lisina, serina o treonina (Véase T. Werpy y G. Petersen, op Value Added
Chemicals From Biomass, Volumen 1, Results of Screening for Potential Candidates from Sugars and Synthesis Gas,
Agosto de 2004, Articulo, PNNL y NREL).
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La conversion de azucares en un producto quimico se puede realizar por cualquier organismo fermentador adecuado.
El organismo fermentador puede seleccionarse basandose en el producto quimico deseado. El organismo fermentador
puede ser levadura. La levadura puede ser, pero sin limitacién a uno de especies de Saccharomyces, Kluyveromyces,
Pichia, Yarrowia, Spathasporao Scheffersomyces. El organismo fermentador puede ser una bacteria. Una bacteria
puede ser, pero sin limitacion una especie de Zymomonas, Escherichia, Bacilo, Lactobacillus o Clostridium. El
organismo fermentador puede ser un organismo de tipo silvestre o un organismo recombinante genéticamente
modificado. El organismo fermentador puede ser una coleccién de organismos aislados de un animal rumiante. El
organismo fermentador puede ser un acetdgeno.

El método de procesamiento agricola puede incluir sacarificacion y fermentacién simultaneas de azlcares solubles
para producir etanol. La sacarificacion y fermentacién simultaneas para producir etanol pueden incluir proporcionar
Saccharomyces cerevisiae D5A antes, durante o después del tratamiento previo o de proporcionar condiciones de
hidrdlisis.

Una realizacion proporciona un método para preparar la planta genéticamente modificada para utilizarse como pienso
para animales. El método puede incluir una etapa de poner en contacto la planta genéticamente modificada con liquido
para formar una mezcla e incubar la mezcla a una temperatura de 40 °C a 100 °C durante un tiempo suficiente para
producir azlcares solubles a partir de material lignocelulésico en la mezcla. El liquido puede ser agua. Una temperatura
de la mezcla de 40 °C a 95 °C puede permitir la rotura o eliminacién de la lignina dentro del material lignoceluldsico
en la mezcla sin desactivar una o mas CWDE incluidas en la planta genéticamente modificada.

En una realizacion, el método de preparacion de piensos para animales puede incluir ademés poner en contacto la
mezcla con una sustancia quimica alcalina. La sustancia quimica alcalina puede ser, pero sin limitacion, éxido de
calcio, hidréxido de calcio, hidréxido potésico, hidroxido sédico, hipoclorito, peréxido de hidrégeno y amoniaco. La
etapa de poner en contacto puede producirse en un vaso puede incluir la molienda giratoria y mecanica de la mezcla
en el vaso.

En una realizacién, el método de preparacién de piensos para animales puede incluir ademas afadir a la mezcla una
0 mds enzimas para la hidrélisis enzimatica de material lignoceluldsico. Las enzimas afiadidas pueden ser, pero sin
limitacion, una seleccionada de amilasas, proteasas, fitasas, enzimas hidroliticas, celulasas, glucanasas,
hemicelulasas, xilanasas, amilasas, esterasas, lacasas, mananasas y peroxidasas.

En una realizacién, el método de preparacion de piensos para animales puede incluir combinar la mezcla con una
fuente de fibra comestible. La fuente de fibra comestible puede ser, pero sin limitacion, maiz, sorgo, trigo, centeno,
semillas de soja, mijo, hierbas, grano de maiz, grano de sorgo, grano de trigo, paja de trigo, grano de centeno, fibra
de maiz, rastrojo de maiz, hojas de maiz, harina de soja, harina de maiz, aceite de maiz, germen de trigo, germen de
maiz, o combinacién de los mismos.

En una realizacién, el método de preparacién de piensos para animales puede incluir combinar la mezcla con granos
destiladores. Los granos destiladores se pueden crear en destilerias como subproductos en cervecerias y plantas
productoras de etanol. Los granos destiladores pueden usarse como forraje para el ganado.

En una realizacion, el método de preparacion de piensos para animales puede incluir la granulacion de las plantas
genéticamente modificadas en granulos de pienso. La granulacién puede realizarse por cualquier método conocido.
En una realizacion, las plantas genéticamente modificadas se pueden triturar en trituradoras tradicionales utilizadas
en la fabricacion de granulos. El material triturado como subproductos en cervecerias y plantas productoras de etanol.
Los granos destiladores pueden usarse como forraje para el ganado.

En una realizacion, el método de preparacion de piensos para animales puede incluir la granulacion de las plantas
genéticamente modificadas en granulos de pienso. La granulacién puede realizarse por cualquier método conocido.
En una realizacion, las plantas genéticamente modificadas se pueden triturar en trituradoras tradicionales utilizadas
en la fabricacion de granulos. El material triturado se puede moler ain mas para producir particulas que varian en
tamano de 0,5 pulgadas a 6 pulgadas. Las particulas pueden usarse para producir granulos.

En unarealizacién, el método de preparacion de piensos para animales puede incluir ensilar las plantas genéticamente
modificadas para hacer ensilado. Como se emplea en esta memoria, el ensilado es un forraje fermentado de alta
humedad que puede alimentar a los animales rumiantes, en particular al ganado lechero, ovejas y caballos. El ensilado
se puede hacer colocando partes verdes de plantas en un silo y apilandolas en un montén cubierto por una pelicula
de plastico. El ensilado conserva méas nutrientes que las plantas secas, heno o rastrojo. El ensilado pasa por un
proceso de fermentacion bacteriana que da como resultado la produccién de &cidos grasos volatiles y una mejor
digestibilidad para los animales rumiantes. El método también puede incluir la adicién de agentes de ensilado para
mejorar la estabilidad o la digestibilidad de la planta genéticamente modificada ensilada. El agente de ensilado puede
ser, pero sin limitacién, azlcares, acido lactico o inoculantes.

En una realizacién del método de preparacion de piensos para animales, las plantas genéticamente modificadas se
pueden utilizar para obtener una materia prima digerible. El método también puede incluir alimentar a un animal con
una materia prima digerible que comprenda las plantas genéticamente modificadas para promover el crecimiento del
animal. El animal puede ser, pero sin limitacion, pollos, cerdos o vacas.
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Parrafos
Los siguientes parrafos son parte de la descripcién.
1. Una construccién genética que comprende:

i) un primer &cido nucleico aislado que codifica un producto que inactiva o inhibe la expresién de uno o méas genes
que codifican una proteina implicada en la movilizacion de almiddn en una planta, en donde la proteina se selecciona
del grupo que consiste en Glucano Agua Dicinasa, Fosfoglucano Agua Dicinasa, Proteina fosfatasa de Especificidad
Dual, dextrinasa limite, enzima desproporcionadora, una enzima de desramificacion, f-amilasa e isoamilasa; y

ii) un segundo acido nucleico aislado que codifica una 0 mas enzimas que degradan polisacaridos.

2. La construccion genética del parrafo 1 que incluye ademas un complemento invertido del primer acido nucleico y
un espaciador contiguo con y entre el primer acido nucleico y el complemento invertido y en donde una secuencia del
complemento invertido es capaz de hibridar con una secuencia del primer acido nucleico aislado en condiciones de
rigurosidad moderada.

3. La construccion genética de uno cualquiera o mas de los parrafos 1 - 2, en donde el producto es un ARNh.

4. La construccion genética de uno cualquiera o mas de los parrafos 1 - 2, en donde el producto es una construccién
de ARNi.

5. La construccion genética del parrafo 1, en donde el producto es un miARN capaz de dirigirse a un ARN mensajero
transcrito a partir de uno o mas genes.

6. La construccion genética del parrafo 5, en donde el producto tiene una longitud de 18 a 25 nucledtidos.

7. La construccion genética del parrafo 1, en donde el primer acido nucleico aislado codifica una enzima de restriccion
capaz de cortar una secuencia de uno o0 mas genes.

8. La construccion genética del parrafo 7, en donde la enzima de restriccion se selecciona del grupo que consiste en:
una meganucleasa, una nucleasa con dedos de zinc y una nucleasa efectora TAL.

9. La construccion genética del parrafo 9, en donde la meganucleasa se selecciona del grupo que consiste en |-Crel,
I-Dmol, I-Scel, E-Dmel y DmoCre.

10. La construccion genética de una cualquiera o mas de las realizaciones 1 - 9, en donde el primer acido nucleico
aislado incluye una secuencia con al menos un 70, 72, 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 o un 100 % de
identidad con una secuencia de referencia seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID NO: 5 [secuencia
codificante de SbGWD], SEQ ID NO: 6 [secuencia codificante de ZmGWD], SEQ ID NO: 7 [secuencia codificante de
OsGWD], SEQ ID NO: 8 [gen SbGWD], SEQ ID NO: 9 [gen ZMGWD], SEQ ID NO: 10 [5'UTR y promotor del gen
SbGWD], SEQ ID 11 NO: [5'UTR y promotor del gen ZmGWD], SEQ ID NO: 12 [3'UTR del gen SbGWD], SEQ ID NO:
13 [3'UTR del gen ZmGWD], SEQ ID NO: 17 [sec. codificante de SbPWD], SEQ ID NO: 18 [sec. codificante de
ZmPWD], SEQ ID NO: 19 [sec. codificante de OsPWD], SEQ ID NO: 20 [gen SbPWD], SEQ ID NO: 21 [gen ZmPWD].
SEQ ID NO: 22 [5'UTR y promotor del gen SbPWD], SEQ ID NO: 23 [3'UTR del gen SbPWD], SEQ ID NO: 24 [3'UTR
del gen ZmPWD], SEQ ID NO: 29 [secuencia codificante de ZmDSP], SEQ ID NO: 30 [secuencia codificante de
SbDSP], SEQ ID NO: 31 [secuencia codificante de OsDSP], SEQ ID NO: 32 [gen ZmDSP], SEQ ID NO: 33 [gen
SbDSP], SEQ ID NO: 34 [5'UTR y promotor del gen ZmDSP], SEQ ID NO: 35 [5'UTR y promotor del gen SbDSP],
SEQ ID NO: 36 [3'UTR de ZmDSP], SEQ ID NO: 37 [3'UTR del gen SbDSP], SEQ ID NO: 173 [gen OsGWD], SEQ ID
NO: 174 [gen DSP], SEQ ID NO: 175 [gen ISA3], SEQ ID NO: 176 [secuencia codificante de OsGWD], SEQ ID NO:
177 [secuencia codificante de DSP], SEQ ID NO: 178 [secuencia codificante de ISA3], SEQ ID NO: 182 [porcion del
gen S1GWD], SEQ ID NO: 191 [gen SbGWD-1], SEQ ID NO: 192 [gen SbGDW-2], SEQ ID NO: 206 [PvGWD-2], SEQ
ID NO: 207 [PvGWD-5], SEQ ID NO: 208 [PvGWD-1] y SEQ ID NO: 215 [secuencia fusionada de mijo].

11. La construccién genética de una cualquiera o mas de las realizaciones 1 - 10, en donde el primer acido nucleico
tiene al menos un 70, 72, 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 o un 100 % de identidad con una secuencia
de referencia seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID NO: 38 [amiRNA1wmd3 de OsGWD], SEQ ID NO: 39
[micro ARN de OsGWD osa-MR809aM1], SEQ ID NO: 40 [OsDSP1], SEQ ID NO: 41 [OsDSP2], SEQ ID NO: 42
[OsGWD1], SEQ ID NO: 43 [OsGWD2], SEQ ID NO: 44[0OsPWD1], SEQ ID NO: 45 [OsPWD2], SEQ ID NO: 46 [sec.
flanqueantes SbGWD- SbGWDko2b], SEQ ID NO: 47 [SbGWD1], SEQ ID NO: 48 [SbGWD2], SEQ ID NO: 49
[ZmGWD1], SEQ ID NO: 50 [ZmGWD2], SEQ ID NO: 179 [GWD1], SEQ ID NO: 180 [GWD2], SEQ ID NO: 183 [DSP1],
SEQ ID NO: 184 [ISA3], SEQ ID NO: 209 [PvGWDko2] y SEQ ID NO: 216 [sec. flanqueantes SbGWDko2a].

12. La construccién genética de uno cualquiera o més de los parrafos 2 - 11, en donde el complemento invertido tiene
una secuencia con al menos un 70, 72, 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 o un 100 % de identidad con
un complemento invertido de una secuencia de referencia seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID NO: 40
[OsDSP1], SEQ ID NO: 41 [OsDSP2], SEQ ID NO: 42 [OsGWD1], SEQ ID NO: 43 [OsGWD2], SEQ ID NO:
44[0OsPWD1], SEQ ID NO: 45 [OsPWD2], SEQ ID NO: 46 [sec. flanqueantes SbGWD- SbGWDko2b], SEQ ID NO: 47
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[SbGWD1], SEQ ID NO: 48 [SbGWD2], SEQ ID NO: 49 [ZmGWD1], SEQ ID NO: 50 [ZmGWD2], SEQ ID NO: 179
[GWD1], SEQ ID NO: 180 [GWD2], SEQ ID NO: 183 [DSP1], SEQ ID NO: 184 [ISA3], SEQ ID NO: 209 [PvGWDko2]
y SEQ ID NO: 216 [sec. flanqueantes SbGWDko2a].

13. La construccién genética de uno cualquiera 0 mas de los parrafos 2 - 12, en donde el espaciador comprende un
intrén que tiene al menos un 70, 72, 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 o0 un 100 % de identidad con una
secuencia de referencia seleccionada de grupo que consiste en: SEQ ID NO: 51 [ZmAdhli6], SEQ ID NO; 52 [OsAdhli],
SEQ ID NO: 53 [SbAdh1-2i] y SEQ ID NO: 54 [SbGWDi].

14. La construccién genética de uno cualquiera o mas de los parrafos 1 - 13, en donde la una o mas enzimas que
degradan polisacaridos se seleccionan de un grupo que consiste en: una xilanasa, una endoglucanasa, una
exoglucanasa, una amilasa, una xilanasa modificada con inteina, una endoglucanasa modificada con inteina, una
exoglucanasa modificada con inteina y una amilasa modificada con inteina.

15. La construccién genética de uno cualquiera o mas de los parrafos 1 a 14, en donde el segundo &cido nucleico
aislado tiene al menos un 70, 72, 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 o un 100 % de identidad con una
secuencia de referencia seleccionada de grupo que consiste en: SEQ ID NO: 86 [043097], SEQ ID NO: 87 [BD22308],
SEQ ID NO: 88 [BD25243], SEQ ID NO: 89 [EU591743], SEQ ID NO: 90 [NtEGm], SEQ ID NO: 91 [P0C2S1], SEQ ID
NO: 92 [P77853], SEQ ID NO: 93 [068438], SEQ ID NO: 94 [033897], SEQ ID NO: 164 [amilasa 19862], SEQ ID NO:
165 [glucoamilasa 20082], SEQ ID NO: 166 [glucoamilasa 20707], SEQ ID NO: 167 [amilasa 21853], SEQ ID NO: 168
[AmyS], SEQ ID NO: 170 [GlaA], SEQ ID NO: 104 [EU591743:AS146-7], SEQ ID NO: 105 [P77853: S158-30-108-35]
y SEQ ID NO: 106 [P77853:T134-101-100].

16. Una construccién genética que comprende una secuencia del acido nucleico aislado con al menos un 70, 72, 75,
80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 o un 100 % de identidad con una secuencia de referencia seleccionada
del grupo que consiste en: SEQ ID NO: 59 [OsUbi3P: amiRNA1wmd3 de OsGWD], SEQ ID NO: 60 [Os Ubi3P: osa-
MIR809aM1 de OsGWD], SEQ ID NO: 61 [OsUbi3P:ARNh de OsDSP1], SEQ ID NO: 62 [OsUbi3P:ARNh de OsDSP2],
SEQ ID NO: 63 [OsUbi3P:ARNh de OsGWD1], SEQ ID NO: 64 [OsUbi3P:ARNh de OsGWD2], SEQ ID NO: 65
[OsUbi3P: ARNh de OsPWD1], SEQ ID NO: 66 [OsUbi3P:ARNh de OsPWD2], SEQ ID NO: 67 [OsUbi3P:ARNi de
SbGWD], SEQ ID NO: 68 [ZmPepCP: ARNi de SbGWD1], SEQ ID NO: 69 [ZmPepCP:ARNi de SbGWD2], SEQ ID
NO: 70 [ZmPepCP:ARNi de ZmGWD1], SEQ ID NO: 71 [ZmPepCP:ARNi de ZmGWD?2], SEQ ID NO: 72 [OsDSP1 y
OsGWD?2], SEQ ID NO: 73 [OsPWD2 y OsGWD1], SEQ ID NO: 74 [OsDSP2 y OsPWD1], SEQ ID NO: 119
[ZmUbi1P:xGZein27ss:BD22308:xHvVSD], SEQ ID NO: 120 [ZmPepCP: xGZein27ss:BD25243:SEKDEL], SEQ ID
NO: 121 [OsUbi3P:EU591743], SEQ ID NO: 122 [ZmUbi1P:EU591743: AS146-7:SEKDEL], SEQ ID NO: 123
[ZmUbi1p: HvAle:NtEGm: SEKDEL], SEQ ID NO: 124 [ZmPepCP: HvAle:NtEGm:SEKDEL], SEQ ID NO: 125
[OsUbi3P:HvAIe:NtEGmM:SEKDEL], SEQ ID NO: 126 [OsUbi3P:BAASS: 033897), SEQ ID NO: 127
[ZmPepCP:BAASS:043097:SEKDEL], SEQ ID NO: 128 [OsUbi3P:068438], SEQ ID NO: 129 [OsUbi3P:P0C2S1], SEQ
ID NO: 130 [ZmUbi1P:ZmUBQm:BAASS:P77853:5158-30-108-35], SEQ ID NO: 131 [ZmUbi1:BAASS:P77853:T134-
100-101:SEKDEL], SEQ ID NO: 132 [casete 2379 - 3 CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 133 [casete 2380 - 3 CWDE y 1
ARNh], SEQ ID NO: 134 [casete 4106 - 3 CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 135 [casete 4107 - 3 CWDE y 1 ARNh], SEQ
ID NO: 136 [casete 4108 - 3 CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 137 [casete 4109 - -3 CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 138
[casete 4110 - 3 CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 139 [casete 4111 - 3 CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 140 [casete
4112 - 3 CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 141 [casete 4113 - 3 CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 142 [casete 4114 - 3
CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 143 [casete 4115 - 3 CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 144 [casete 4116 - 3 CWDE y 1
ARNh], SEQ ID NO: 145 [casete 4117 - 3 CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 146 [casete 4120 - 3 CWDE y 1 ARNh], SEQ
ID NO: 147 [casete 4121 - 3 CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 148 [casete 4124 - 2 CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 149
[casete 4125 - 2 CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 150 [casete 4514 - 3 CWDE y 1 ARNh] y SEQ ID NO: 151 [casete
4515 - 3 CWDE y 1 ARNh].

17. Una planta genéticamente modificada que comprende una construccion genética de uno cualquiera o mas de los
parrafos 1a 16y 77 a 87.

18. Una planta genéticamente modificada de uno cualquiera o mas de los parrafos 1 a 16 y 77 a 87, en donde la planta
tiene un nivel disminuido de al menos una proteina diana en comparacién con una planta de control no modificada
genéticamente.

19. La planta genéticamente modificada del parrafo 18, en donde la planta genéticamente modificada es una planta
seleccionada del grupo que consiste en: maiz, soja, arroz, cafia de azucar, remolacha azucarera, sorgo, mijo,
miscanto, eucalipto, sauce y alamo.

20. La planta genéticamente modificada de uno cualquiera 0 mas de los parrafos 18 - 19, en donde la construccion
genética esta integrada en un genoma de la planta genéticamente modificada.

21. Un método para procesar biomasa vegetal que comprende: obtener una planta genéticamente modificada que
incluye una construccion genética que comprende i) un primer acido nucleico aislado que codifica un producto que
inactiva o inhibe la expresion de uno o mas genes que codifican una proteina implicada en la movilizacién de almidén
en una planta, en donde la proteina se selecciona del grupo que consiste en Glucano Agua Dicinasa, Fosfoglucano
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Agua Dicinasa, Proteina fosfatasa de Especificidad Dual, dextrinasa limite, enzima desproporcionadora, una enzima
de desramificacién, B-amilasa e isoamilasa; y ii) un segundo &cido nucleico aislado que codifica una o mas enzimas
que degradan polisacaridos.

22. Un método para procesar biomasa vegetal que comprende:

modificar genéticamente una planta poniendo en contacto la planta con una construcciéon genética, en donde la
construccion genética comprende i) un primer acido nucleico aislado que codifica un producto que inactiva o inhibe la
expresiéon de uno o mas genes que codifican una proteina implicada en la movilizacién de almidén en una planta, en
donde la proteina se selecciona del grupo que consiste en Glucano Agua Dicinasa, Fosfoglucano Agua Dicinasa,
Proteina fosfatasa de Especificidad Dual, dextrinasa limite, enzima desproporcionadora, una enzima de
desramificacion, B-amilasa e isoamilasa; y ii) un segundo &cido nucleico aislado que codifica una 0 mas enzimas que
degradan polisacaridos; y

regenerar una planta genéticamente modificada que tiene un mayor nivel de almidén en comparacion con una planta
de control no modificada genéticamente.

23. El método del parrafo 22, en donde la etapa de modificacién genética comprende poner en contacto la planta con
una construccion genética de cualquiera de las reivindicaciones 1 - 16

24. El método del parrafo 22, en donde la etapa de modificacién genética comprende la transformacion estable de la
planta.

25. El método del parrafo 22, en donde la etapa de modificacion genética comprende expresar una construccion
genética en la planta de manera transitoria.

26. El método del parrafo 22, en donde la planta genéticamente modificada es una planta de uno cualquiera o mas de
los parrafos 17 - 20 y 66 - 76.

27. El método de uno cualquiera o mas de los parrafos 21 - 26, en donde la planta genéticamente modificada se usa
para producir una sustancia quimica.

28. El método de uno cualquiera o mas de los parrafos 21 - 27 incluye ademas el tratamiento previo de la planta
genéticamente modificada con una formulacién quimica para formar una mezcla.

29. El método del parrafo 28, en donde la formulacién quimica incluye al menos un resto que comprende un ion
seleccionado del grupo que consiste en: sulfito, bisulfito, sulfato, carbonato, hidréxido y éxido.

30. El método del parrafo 29, en donde el al menos un resto incluye ademas un contraion seleccionado del grupo que
consiste en: amonio, sodio, magnesio y calcio.

31. El método de uno cualquiera o mas de los parrafos 28 - 30, en donde la formulacién quimica incluye un compuesto
seleccionado del grupo que consiste en: un acido sulfirico, una base, bisulfito de amonio y carbonato de amonio.

32. El método del parrafo 31, en donde el bisulfito de amonio esta a una concentracién de 0,02 M a 0,35 M.
33. El método del parrafo 31, en donde el carbonato de amonio esta a una concentracion de 0,025 M a 0,25 M.
34. El método del parrafo 31, en donde el &cido sulfdrico esta a una concentraciéon de 0,25 M.

35. El método del parrafo 31, en donde la base es hidroxido de amonio al 7,5 %.

36. El método de uno cualquiera 0 mas de los péarrafos 28 - 35, en donde la mezcla tiene una relacién liquida a sélido
seleccionada del valor de menor que o igual a uno de 10, 9,8,7,6,5,4,3,20 1.

37. El método de uno cualquiera o mas de los parrafos 28 - 36, en donde el tratamiento previo incluye incubar la
mezcla durante un periodo de menos de o igual a uno de 16 horas, 15 horas, 14 horas, 13 horas, 12 horas, 11 horas,
10 horas, 9 horas, 8 horas, 7 horas, 6 horas, 5 horas, 4 horas, 3 horas, 2 horas o 1 hora.

38. El método de uno cualquiera o mas de los parrafos 28 - 37, en donde el tratamiento previo incluye proporcionar
una temperatura de mezcla de 40 °C a 120 °C.

39. El método de uno cualquiera o mas de los parrafos 28 - 38, en donde el tratamiento previo incluye proporcionar
una mezcla a un pH que variade 1,0 a 12,0.

40. El método de uno cualquiera 0 mas de los parrafos 28 - 39 que comprende ademas la hidrolizacién de la mezcla.

41. El método del parrafo 40, en donde la etapa de hidrolizacién incluye incubar la mezcla durante un periodo de
menos de o igual a uno de 144 horas, 140 horas, 130 horas, 120 horas, 110 horas, 100 horas, 90 horas, 80 horas,
70 horas, 60 horas, 50 horas, 40 horas, 30 horas, 20 horas, 10 horas, 9 horas, 8 horas, 7 horas, 6 horas, 5 horas,
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4 horas, 3 horas, 2 horas o 1 hora.

42. El método de uno cualquiera o mas de los parrafos 40 - 41, en donde la etapa de hidrolizacion incluye incubar la
mezcla a una temperatura de 100 °C o menos.

43. El método de uno cualquiera 0 mas de los parrafos 40 - 41, en donde la temperatura es 65 °C 0 menos.
44. El método de uno cualquiera o mas de los parrafos 40 - 43, en donde la temperatura es de 48 °C a 50 °C.

45. El método de uno cualquiera o mas de los parrafos 40 - 44, en donde la etapa de hidrolizacion incluye incubar la
mezcla a un pH de 4,8 a 5,0.

46. El método de uno cualquiera o mas de los parrafos 40 - 45 que comprende ademas poner en contacto la mezcla
con un organismo fermentador para producir una sustancia quimica.

47. El método del parrafo 46, en donde el organismo fermentador es una levadura seleccionada del grupo que consiste
en: Saccharomyces, Kluyveromyces, Pichia, Yarrowia, Spathasporay Scheffersomyces.

48. El método de uno cualquiera 0 mas de los parrafos 21 - 47 que incluye ademas la adicién de una o mas enzimas
exogenas.

49. El método del parrafo 48, en donde la una o0 mas enzimas incluyen una endoglucanasa, una celobiohidrolasa, una
glucosidasa, una B-xilosidasa, celulasa aislada de Trichoderma reesii, una xilanasa, una amilasa y una invertasa.

50. El método de uno cualquiera o0 mas de los parrafos 27 - 49, en donde la sustancia quimica es glucosa.

51. El método de uno cualquiera 0 més de los parrafos 21 - 26, en donde la planta genéticamente modificada se usa
para producir un pienso para animales.

52. El método de uno cualquiera o més de los parrafos 21 - 26 y 51 que incluye ademas poner en contacto una planta
genéticamente modificada con liquido para formar una mezcla e incubar la mezcla a una temperatura menor que o
igual a 100 °C durante un tiempo suficiente para producir azlcares solubles a partir de material lignocelulésico en la
mezcla.

53. El método del parrafo 52, en donde el liquido es agua.

54. El método de uno cualquiera o mas de los parrafos 52 - 53, que ademas pone en contacto la mezcla con una
sustancia quimica alcalina.

55. El método del parrafo 54, en donde la sustancia quimica alcalina se selecciona del grupo que consiste en: 6xido
de calcio, hidréxido de calcio, hidroxido potéasico, hidréxido sédico, hipoclorito, perdxido de hidrégeno y amoniaco.

56. El método de uno cualquiera o mas de los parrafos 52 - 55, que ademas pone en contacto la mezcla con una o
mas enzimas.

57. El método del parrafo 56, en donde la una o mas enzimas se selecciona del grupo que consiste en: proteasas,
fitasas, enzimas hidroliticas, glucanasas, celulasas, hemicelulasas, xilanasas, amilasas, esterasas, lacasas,
mananasas y peroxidasas.

58. El método de uno cualquiera o mas de los parrafos 52 - 57 que incluye ademas combinar la mezcla con una fuente
de fibra comestible.

59. El método del parrafo 58, en donde la fuente de fibra comestible se selecciona del grupo de plantas que consiste
en: maiz, sorgo, trigo, centeno, semillas de soja, grano de maiz, grano de sorgo, grano de trigo, grano de centeno,
harina de soja, harina de maiz, aceite de maiz y germen de maiz.

60. El método de uno cualquiera o mas de los parrafos 52 - 57 que comprende ademas combinar la mezcla con granos
destiladores.

61. El método de uno cualquiera o mas de los parrafos 51 - 57 que comprende ademas la granulacién de la planta
genéticamente modificada en granulos de pienso.

62. El método del parrafo 51 que comprende ademas ensilar la planta genéticamente modificada para hacer ensilado.

63. El método del parrafo 51, en donde la planta genéticamente modificada se usa para obtener una materia prima
digerible.

64. El método del parrafo 63 que comprende ademas alimentar a un animal con la materia prima digerible para
promover el crecimiento del animal.
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65. El método del parrafo 64, en donde el animal se selecciona del grupo que consiste en: pollos, cerdos y vacas.

66. Una planta genéticamente modificada que comprende un primer acido nucleico aislado que codifica un producto
que inactiva o inhibe la expresion de al menos un gen que codifica una proteina implicada en la movilizacion de almidén
en una planta y un segundo acido nucleico aislado que codifica al menos una enzima que degrada polisacaridos, en
donde tras la expresion del primer &cido nucleico, la planta genéticamente modificada tiene un nivel alterado de
almidén vegetativo en comparacién con el nivel de almidén vegetativo en una planta no modificada genéticamente que
tiene el mismo fondo genético que la planta genéticamente modificada pero que carece del primer acido nucleico
aislado.

67. La planta genéticamente modificada del parrafo 66 que comprende ademas un promotor operativamente unido a
al menos uno del primer &cido nucleico aislado o del segundo &cido nucleico aislado.

68. La planta genéticamente modificada de uno cualquiera o mas de los parrafos 66 - 67 que comprende ademas un
complemento invertido del primer &cido nucleico aislado y un espaciador contiguo con y entre el primer acido nucleico
aislado y el complemento invertido, en donde una secuencia del complemento invertido es capaz de hibridar con una
secuencia del primer acido nucleico aislado en condiciones de rigurosidad moderada.

69. La planta genéticamente modificada de uno cualquiera o0 méas de los parrafos 66 - 67, en donde el producto es un
miARN capaz de dirigirse a un ARN mensajero transcrito a partir de un gen diana seleccionado de al menos un gen.

70. La planta genéticamente modificada de uno cualquiera o mas de los parrafos 66 - 67, en donde el producto es una
enzima de restriccién capaz de cortar una secuencia de un gen diana seleccionado de al menos un gen.

71. La planta genéticamente modificada de uno cualquiera 0 mas de los parrafos 66 - 69, en donde el primer acido
nucleico aislado comprende una secuencia con al menos un 70, 72, 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99
o un 100 % de identidad con una secuencia de referencia seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID NO: 38
[amiRNA1wmd3 de OsGWD], SEQ ID NO: 39 [micro ARN de OsGWD osa-MR809aM1], SEQ ID NO: 40 [OsDSP1],
SEQ ID NO: 41 [OsDSP2], SEQ ID NO: 42 [OsGWD1], SEQ ID NO: 43 [OsGWD2], SEQ ID NO: 44[0OsPWD1], SEQ
ID NO: 45 [OsPWDZ2], SEQ ID NO: 46 [sec. flanqueantes SbGWD- SbGWDko2b], SEQ ID NO: 47 [SbGWD1], SEQ ID
NO: 48 [SbGWDZ2], SEQ ID NO: 49 [ZmGWD1], SEQ ID NO: 50 [ZmGWD2], SEQ ID NO: 179 [GWD1], SEQ ID NO:
180 [GWD2], SEQ ID NO: 183 [DSP1], SEQ ID NO: 184 [ISA3], SEQ ID NO: 209 [PvGWDko2] y SEQ ID NO: 216 [sec.
flanqueantes SbGWDko2a].

72. La planta genéticamente modificada de uno cualquiera o mas de los parrafos 66 - 71, en donde el al menos un
gen comprende una secuencia con al menos 70, 72, 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 o0 100% de
identidad con una secuencia de referencia seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID NO: 5 [secuencia
codificante de SbGWD], SEQ ID NO: 6 [secuencia codificante de ZmGWD], SEQ ID NO: 7 [secuencia codificante de
OsGWD], SEQ ID NO: 8 [gen SbGWD], SEQ ID NO: 9 [gen ZMGWD], SEQ ID NO: 10 [5'UTR y promotor del gen
SbGWD], SEQ ID 11 NO: [5'UTR y promotor del gen ZmGWD], SEQ ID NO: 12 [3'UTR del gen SbGWD], SEQ ID NO:
13 [8'UTR del gen ZmGWD], SEQ ID NO: 17 [sec. codificante de SbPWD], SEQ ID NO: 18 [sec. codificante de
ZmPWD], SEQ ID NO: 19 [sec. codificante de OsPWD], SEQ ID NO: 20 [gen SbPWD], SEQ ID NO: 21 [gen ZmPWD].
SEQ ID NO: 22 [5'UTR y promotor del gen SbPWD], SEQ ID NO: 23 [3'UTR del gen SbPWD], SEQ ID NO: 24 [3'UTR
del gen ZmPWD], SEQ ID NO: 29 [secuencia codificante de ZmDSP], SEQ ID NO: 30 [secuencia codificante de
SbDSP], SEQ ID NO: 31 [secuencia codificante de OsDSP], SEQ ID NO: 32 [gen ZmDSP], SEQ ID NO: 33 [gen
SbDSP], SEQ ID NO: 34 [5'UTR y promotor del gen ZmDSP], SEQ ID NO: 35 [5'UTR y promotor del gen SbDSP],
SEQ ID NO: 36 [3'UTR de ZmDSP], SEQ ID NO: 37 [3'UTR del gen SbDSP], SEQ ID NO: 173 [gen OsGWD], SEQ ID
NO: 174 [gen DSP], SEQ ID NO: 175 [gen ISA3], SEQ ID NO: 176 [secuencia codificante de OsGWD], SEQ ID NO:
177 [secuencia codificante de DSP], SEQ ID NO: 178 [secuencia codificante de ISA3], SEQ ID NO: 182 [porcidn del
gen S1GWD], SEQ ID NO: 191 [gen SbGWD-1], SEQ ID NO: 192 [gen SbGDW-2], SEQ ID NO: 206 [PvGWD-2], SEQ
ID NO: 207 [PvGWD-5], SEQ ID NO: 208 [PvGWD-1] y SEQ ID NO: 215 [secuencia fusionada de mijo].

73. La planta genéticamente modificada de uno cualquiera o0 mas de los parrafos 66 - 71, en donde la proteina se
selecciona del grupo que consiste en: Glucano Agua Dicinasa, Fosfoglucano Agua Dicinasa, Proteina fosfatasa de
Especificidad Dual, B-amilasa, isoamilasa, dextrinasa limite, una enzima desproporcionadora y una enzima de
desramificacién

74. La planta genéticamente modificada de uno cualquiera o mas de los parrafos 66 - 73, en donde la al menos una
enzima que degrada polisacaridos se selecciona de un grupo que consiste en: una xilanasa, una endoglucanasa, una
exoglucanasa, una amilasa, una xilanasa modificada con inteina, una endoglucanasa modificada con inteina, una
exoglucanasa modificada con inteina y una amilasa modificada con inteina.

75. La planta genéticamente modificada de uno cualquiera 0 mas de los parrafos 66 - 74, en donde el segundo acido
nucleico aislado comprende una secuencia con al menos 70, 72, 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 o
100% de identidad con una secuencia de referencia seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID NO: 86 [043097],
SEQ ID NO: 87 [BD22308], SEQ ID NO:88 [BD25243], SEQ ID NO: 89 [EU591743], SEQ ID NO: 90 [NtEGm], SEQ ID
NO: 91[P0C2S1], SEQ ID NO: 92 [P77853], SEQ ID NO: 93 [068438], SEQ ID NO: 94 [033897], SEQ ID NO: 164
[amilasa 19862], SEQ ID NO: 165 [glucoamilasa 20082], SEQ ID NO: 166 [glucoamilasa 20707], SEQ ID NO: 167
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[amilasa 21853], SEQ ID NO: 168 [AmyS], SEQ ID NO: 170 [GlaA], SEQ ID NO: 104 [EU591743:AS146-7], SEQ ID
NO: 105 [P77853: S158-30-108-35] y SEQ ID NO: 106 [P77853:T134-101-100].

76. La planta genéticamente modificada de uno cualquiera 0 mas de los parrafos 66 - 67, en donde el primer acido
nucleico aislado y el segundo acido nucleico aislado estan dentro de una construccién genética que comprende una
secuencia con al menos un 70, 72, 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, o un 100 % de identidad con una
secuencia de referencia seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID NO: 59 [OsUbi3P: amiRNA1wmd3 de
OsGWD], SEQ ID NO: 60 [Os Ubi3P: osa-MIR809aM1 de OsGWD], SEQ ID NO: 61 [OsUbi3P:ARNh de OsDSP1],
SEQ ID NO: 62 [OsUbi3P:ARNh de OsDSP2], SEQ ID NO: 63 [OsUbi3P:ARNh de OsGWD1], SEQ ID NO: 64
[OsUbi3P:ARNh de OsGWD?2], SEQ ID NO: 65 [OsUbi3P: ARNh de OsPWD1], SEQ ID NO: 66 [OsUbi3P:ARNh de
OsPWD?2], SEQ ID NO: 67 [OsUbi3P:ARNi de SbGWD], SEQ ID NO: 68 [ZmPepCP: ARNi de SbGWD1), SEQ ID NO:
69 [ZmPepCP:ARNi de SbGWD2], SEQ ID NO: 70 [ZmPepCP:ARNi de ZmGWD1], SEQ ID NO: 71 [ZmPepCP:ARNi
de ZmGWD?2], SEQ ID NO: 72 [OsDSP1 y OsGWD2], SEQ ID NO: 73 [OsPWD2 y OsGWD1], SEQ ID NO: 74 [OsDSP2
y OsPWD1], SEQ ID NO: 119 [ZmUbi1P:mZ27:BD22308:HvVSD], SEQ ID NO: 120
[ZmPepCP:m27:BD25243:SEKDEL], SEQ ID NO: 121 [OsUbi3P:EU591743], SEQ ID NO:122 [ZmUbi1P:EU591743:
AS146-7:SEKDEL], SEQ ID NO: 123 [ZmUbilp:NvAle:NtEGm:SEKDEL], SEQ ID NO: 124 [ZmPepCP:
HvAle:NtEGm:SEKDEL], SEQ ID NO: 125 [OsUbi3P:HvAle:NtEGm:SEKDEL], SEQ ID NO: 126
[OsUbi3P:BAASS:043097:SEKDEL], SEQ ID NO: 127 [ZmPepCP:BAASS:043097], SEQ ID NO:
128[OsUbi3P:068438], SEQ ID NO: 129 [OsUbi3P:P0C2S1], SEQ ID NO: 130 [ZmUbi1P:Zm:BAASS:P77853:5158-
30-108-35], SEQ ID NO: 131 [ZmUbi1:BAASS:P77853:T134-100-101:SEKDEL], SEQ ID NO: 132 [casete 2379 -
3CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 133 [casete 2380 - 3 CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 134 [casete 4106 - 3 CWDE y
1 ARNh], SEQ ID NO: 135 [casete 4107 - 3 CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 136 [casete 4108 - 3 CWDE y 1 ARNh],
SEQID NO: 137 [casete 4109 - -3 CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 138 [casete 4110 - 3 CWDE y 1ARNh], SEQ ID NO:
139 [casete 4111 - 3 CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 140 [casete 4112 - 3 CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 141 [casete
4113 - 3 CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 142 [casete 4114 - 3 CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 143 [casete 4115 -
3CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 144 [casete 4116 - 3 CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 145 [casete 4117 - 3 CWDE y
1 ARNh], SEQ ID NO: 146 [casete 4120 - 3 CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 147 [casete 4121 - 3 CWDE y 1 ARNh],
SEQ ID NO: 148 [casete 4124 - 2 CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 149 [casete 4125 - 2 CWDE y 1ARNh], SEQ ID NO:
150 [casete 4514 - 3 CWDE y 1 ARNh] y SEQ ID NO: 151 [casete 4515 - 3 CWDE y 1 ARNh].

77. Una construccion genética que comprende un primer acido nucleico aislado que codifica un producto que inactiva
o inhibe la expresién de al menos un gen que codifica una proteina implicada en la movilizacion de almidén en una
planta y un segundo acido nucleico aislado que codifica al menos una enzima que degrada polisacéaridos.

78. La construccién genética del parrafo 77 que comprende ademas un promotor operativamente unido a al menos
uno del primer acido nucleico aislado o del segundo acido nucleico aislado.

79. La construccién genética de uno cualquiera o mas de los parrafos 77 - 78 que incluye ademas un complemento
invertido de la secuencia del primer acido nucleico aislado y un espaciador contiguo con y entre el primer &cido nucleico
aislado y el complemento invertido, en donde una secuencia del complemento invertido es capaz de hibridar con una
secuencia del primer &cido nucleico aislado en condiciones de rigurosidad moderada.

80. La construccion genética de uno cualquiera o mas de los parrafos 77 - 78, en donde el producto es un miARN
capaz de dirigirse a un ARN mensajero transcrito a partir de un gen diana seleccionado de al menos un gen.

81. La construccion genética de uno cualquiera o mas de los parrafos 77 - 78, en donde el producto es una enzima de
restriccion capaz de cortar una secuencia de un gen diana seleccionado de al menos un gen.

82. La construccion genética de uno cualquiera o mas de los péarrafos 77 - 78, en donde el primer acido nucleico
aislado comprende una secuencia con al menos un 70, 72, 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 o un 100
% de identidad con una secuencia de referencia seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID NO: 38
[amiRNA1wmd3 de OsGWD], SEQ ID NO: 39 [OsGWD osa-MR809aM1microRNA], SEQ ID NO: 40 [OsDSP1], SEQ
ID NO: 41 [OsDSP2], SEQ ID NO: 42[0sGWD1], SEQ ID NO: 43 [OsGWD2], SEQ ID NO: 44[0OsPWD1], SEQ ID NO:
45[0sPWD2], SEQ ID NO: 46 [sec. flanqueantes SbGWD -SbGWDko2b], SEQ ID NO: 47 [SbGWD1], SEQ ID NO: 48
[SbGWD2], SEQ ID NO: 49 [ZmGWD1] y SEQ ID NO: 50 [ZmGWD2], SEQ ID NO: 179 [GWD1], SEQ ID NO: 180
[GWDZ2], SEQ ID NO: 183 [DSP1], SEQ ID NO: 184 [ISA3], SEQ ID NO: 209 [PvGWDko2] y SEQ ID NO: 216 [sec.
flanqueantes SbGWDko2a].

83. La construccion genética de uno cualquiera o mas de los parrafos 77 - 82, en donde el al menos un gen comprende
una secuencia con al menos 70, 72, 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 0 100% de identidad con una
secuencia de referencia seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID NO: 5 [sec. codificante de SbGWD], SEQ ID
NO: 6 [sec.codificante de ZmGWD], SEQ ID NO: 7 [secuencia codificante de OsGWD], SEQ ID NO: 8 [gen SbGWD],
SEQ ID NO: 9 [gen ZMGWD], SEQ ID NO: 10 [5'UTR y promotor del gen SbGWD], SEQ ID 11 NO: [5'UTR y promotor
del gen ZmGWD], SEQ ID NO: 12 [3'UTR del gen SbGWD], SEQ ID NO: 13 [3'UTR del gen ZmGWD], SEQ ID NO: 17
[sec. codificante de SbPWD], SEQ ID NO: 18 [sec. codificante de ZmPWD], SEQ ID NO: 19 [sec. codificante de
OsPWD], SEQ ID NO: 20 [gen SbPWD], SEQ ID NO: 21 [gen ZmPWD]. SEQ ID NO: 22 [5'UTR y promotor del gen
SbPWD], SEQ ID NO: 23 [3'UTR del gen SbPWD], SEQ ID NO: 24 [3'UTR del gen ZmPWD], SEQ ID NO: 29 [secuencia
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codificante de ZmDSP], SEQ ID NO: 30 [secuencia codificante de SbDSP], SEQ ID NO: 31 [secuencia codificante de
OsDSP], SEQ ID NO: 32 [gen ZmDSP], SEQ ID NO: 33 [gen SbDSP], SEQ ID NO: 34 [5'UTR y promotor del gen
ZmDSP], SEQ ID NO: 35 [5'UTR y promotor del gen SbDSP], SEQ ID NO: 36 [3'UTR de ZmDSP], SEQ ID NO: 37
[3'UTR del gen SbDSP], SEQ ID NO: 173 [gen OsGWD], SEQ ID NO: 174 [gen DSP], SEQ ID NO: 175 [gen ISA3],
SEQ ID NO: 176 [secuencia codificante de OsGWD], SEQ ID NO: 177 [secuencia codificante de DSP], SEQ ID NO:
178 [secuencia codificante de ISA3], SEQ ID NO: 182 [porcién del gen SIGWD], SEQ ID NO: 191 [gen SbGWD-1],
SEQ ID NO: 192 [gen SbGDW-2], SEQ ID NO: 206 [PvGWD-2], SEQ ID NO: 207 [PvGWD-5], SEQ ID NO: 208
[PvGWD-1] y SEQ ID NO: 215 [secuencia fusionada de mijo].

84. La construccion genética de uno cualquiera o mas de los parrafos 77 - 83, en donde la proteina se selecciona del
grupo que consiste en: Glucano Agua Dicinasa, Fosfoglucano Agua Dicinasa, Proteina fosfatasa de Especificidad
Dual, B-amilasa, isoamilasa, dextrinasa limite, una enzima desproporcionadora y una enzima de desramificacion

85. La construccion genética de uno cualquiera o0 mas de los parrafos 77 - 84, en donde la al menos una enzima que
degrada polisacaridos se selecciona de un grupo que consiste en: una xilanasa, una endoglucanasa, una
exoglucanasa, una amilasa, una xilanasa modificada con inteina, una endoglucanasa modificada con inteina, una
exoglucanasa modificada con inteina y una amilasa modificada con inteina.

86. La construccion genética de uno cualquiera o mas de los parrafos 77 - 84, en donde el segundo &cido nucleico
aislado comprende una secuencia con al menos un 70, 72, 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 o un 100
% de identidad con la secuencia de referencia seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID NO: 86 [043097], SEQ
ID NO: 87 [BD22308], SEQ ID NO: 88 [BD25243], SEQ ID NO: 89 [EU591743], SEQ ID NO: 90 [NtEGm], SEQ ID NO:
91 [POC2S1], SEQ ID NO: 92 [P77853], SEQ ID NO: 93 [068438], SEQ ID NO: 94 [033897], SEQ ID NO: 164 [amilasa
19862], SEQ ID NO: 165 [glucoamilasa 20082], SEQ ID NO: 166 [glucoamilasa 20707], SEQ ID NO: 167 [amilasa
21853], SEQ ID NO: 168 [AmyS], SEQ ID NO: 170 [GlaA], SEQ ID NO: 104 [EU591743:AS146-7], SEQ ID NO: 105
[P77853: S158-30-108-35] y SEQ ID NO: 106 [P77853:T134-101-100].

87. La construccién genética de uno cualquiera o mas de los parrafos 77 - 78 que comprende una secuencia con al
menos un 70, 72, 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, o un 100 % de identidad con una secuencia de
referencia seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID NO: 59 [OsUbi3P: amiRNA1wmd3 de OsGWD], SEQ ID
NO: 60 [Os Ubi3P: osa-MIR809aM1 de OsGWD], SEQ ID NO: 61 [OsUbi3P:ARNh de OsDSP1], SEQ ID NO: 62
[OsUbi3P:ARNh de OsDSP2], SEQ ID NO: 63 [OsUbi3P:ARNh de OsGWD1], SEQ ID NO: 64 [OsUbi3P:ARNh de
OsGWD?2], SEQ ID NO: 65 [OsUbi3P: ARNh de OsPWD1], SEQ ID NO: 66 [OsUbi3P:ARNh de OsPWD2], SEQ ID
NO: 67 [OsUbi3P:ARNi de SbGWD], SEQ ID NO: 68 [ZmPepCP: ARNi de SbGWD1), SEQ ID NO: 69 [ZmPepCP:ARNi
de SbGWD2], SEQ ID NO: 70 [ZmPepCP:ARNi de ZmGWD1], SEQ ID NO: 71 [ZmPepCP:ARNi de ZmGWD2], SEQ
ID NO: 72 [OsDSP1 y OsGWD2], SEQ ID NO: 73 [OsPWD2 y OsGWD1], SEQ ID NO: 74 [OsDSP2 y OsPWD1], SEQ
ID NO: 119 [ZmUbi1P:mZ27:BD22308:HvVSD], SEQ ID NO: 120 [ZmPepCP: m27:BD25243:SEKDEL], SEQ ID NO:
121 [OsUbi3P:EU591743], SEQ ID NO: 122 [ZmUbi1P:EU591743: AS146-7:SEKDEL], SEQ ID NO: 123
[ZmUbilp:NvAle:NtEGm: SEKDEL], SEQ ID NO: 124 [ZmPepCP: HvAle:NtEGm:SEKDEL], SEQ ID NO: 125
[OsUbi3P:HvAle:NtEGm:SEKDEL], SEQ ID NO: 126 [OsUbi3P:BAASS: 043097:SEKDEL], SEQ ID NO: 127
[ZmPepCP:BAASS:043097], SEQ ID NO: 128 [OsUbi3P:068438], SEQ ID NO: 129 [OsUbi3P:P0C2S1], SEQ ID NO:
130 [ZmUbi1P:Zm:BAASS:P77853:5S158-30-108-35], SEQ ID NO: 131 [ZmUbi1:BAASS:P77853:T134-100-
101:SEKDEL], SEQ ID NO: 132 [casete 2379 - 3 CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 133 [casete 2380 - 3 CWDE y 1
ARNh], SEQ ID NO: 134 [casete 4106 - 3 CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 135 [casete 4107 - 3 CWDE y 1 ARNh], SEQ
ID NO: 136 [casete 4108 - 3 CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 137 [casete 4109 - -3 CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 138
[casete 4110 - 3 CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 139 [casete 4111 - 3 CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 140 [casete
4112 - 3 CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 141 [casete 4113 - 3 CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 142 [casete 4114 - 3
CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 143 [casete 4115 - 3 CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 144 [casete 4116 - 3 CWDE y 1
ARNh], SEQ ID NO: 145 [casete 4117 - 3 CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 146 [casete 4120 - 3 CWDE y 1 ARNh], SEQ
ID NO: 147 [casete 4121 - 3 CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 148 [casete 4124 - 2 CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 149
[casete 4125 - 2 CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 150 [casete 4514 - 3 CWDE y 1 ARNh] y SEQ ID NO: 151 [casete
4515 - 3 CWDE y 1 ARNh].

88. Un método de procesamiento agricola o preparacion de piensos para animales que comprende proporcionar una
planta genéticamente modificada que comprende un primer acido nucleico aislado que codifica un producto que
inactiva o inhibe la expresién de al menos un gen que codifica una proteina implicada en la movilizacién de almidén
en una planta y un segundo acido nucleico aislado que codifica al menos una enzima que degrada polisacaridos, en
donde tras la expresion del primer acido nucleico, la planta genéticamente modificada tiene un nivel alterado de
almidén vegetativo en comparacion con el nivel de almidén vegetativo en una planta no modificada genéticamente.

89. El método del parrafo 88, en donde la planta genéticamente modificada comprende ademas un promotor
operativamente unido a al menos el primer acido nucleico aislado o el segundo acido nucleico aislado.

90. El método de uno cualquiera o mas de los parrafos 88 - 89, en donde la planta genéticamente modificada
comprende ademas un complemento invertido del primer acido nucleico aislado y un espaciador contiguo con y entre
el primer &cido nucleico aislado y el complemento invertido y en donde una secuencia del complemento invertido es
capaz de hibridar con una secuencia del primer acido nucleico aislado en condiciones de rigurosidad moderada.
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91. El método de uno cualquiera o mas de los parrafos 88 - 89, en donde el producto es un miARN capaz de dirigirse
a un ARN mensajero transcrito a partir de un gen diana seleccionado del al menos un gen.

92. El método de uno cualquiera o mas de los parrafos 88 - 89, en donde el producto es una enzima de restriccidén
capaz de cortar una secuencia de un gen diana seleccionado del al menos un gen.

93. El método de uno cualquiera o mas de los parrafos 88 - 89, en donde el primer acido nucleico aislado comprende
una secuencia con al menos un 70, 72, 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 o un 100 % de identidad con
una secuencia de referencia seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID NO: 38 [amiRNA1wmd3 de OsGWD)],
SEQ ID NO: 39 [micro ARN de OsGWD osa-MR809aM1], SEQ ID NO: 40 [OsDSP1], SEQ ID NO: 41 [OsDSP2], SEQ
ID NO: 42 [OsGWD1], SEQ ID NO: 43 [OsGWD?2], SEQ ID NO: 44[OsPWD1], SEQ ID NO: 45 [OsPWD2], SEQ ID NO:
46 [sec. flanqueantes SbGWD- SbGWDko2b], SEQ ID NO: 47 [SbGWD1], SEQ ID NO: 48 [SbGWD2], SEQ ID NO:
49 [ZmGWD1], SEQ ID NO: 50 [ZmGWD2], SEQ ID NO: 179 [GWD1], SEQ ID NO: 180 [GWD2], SEQ ID NO: 183
[DSP1], SEQ ID NO: 184 [ISA3], SEQ ID NO: 209 [PvGWDko2] y SEQ ID NO: 216 [sec. flanqueantes SoGWDko2a].

94. El método de uno cualquiera o mas de los parrafos 88 - 92, en donde el al menos un gen comprende una secuencia
con al menos 70, 72, 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 o0 100% de identidad con una secuencia de
referencia seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID NO: 5 [secuencia codificante de SbGWD], SEQ ID NO: 6
[secuencia codificante de ZmGWND], SEQ ID NO: 7 [secuencia codificante de OsGWD], SEQ ID NO: 8 [gen SbGWD],
SEQ ID NO: 9 [gen ZMGWD], SEQ ID NO: 10 [5'UTR y promotor del gen SbGWD], SEQ ID 11 NO: [5'UTR y promotor
del gen ZmGWD], SEQ ID NO: 12 [3'UTR del gen SbGWD], SEQ ID NO: 13 [3'UTR del gen ZmGWD], SEQ ID NO: 17
[sec. codificante de SbPWD], SEQ ID NO: 18 [sec. codificante de ZmPWD], SEQ ID NO: 19 [sec. codificante de
OsPWD], SEQ ID NO: 20 [gen SbPWD], SEQ ID NO: 21 [gen ZmPWD]. SEQ ID NO: 22 [5'UTR y promotor del gen
SbPWD], SEQ ID NO: 23 [3'UTR del gen SbPWD], SEQ ID NO: 24 [3'UTR del gen ZmPWD], SEQ ID NO: 29 [secuencia
codificante de ZmDSP], SEQ ID NO: 30 [secuencia codificante de SbDSP], SEQ ID NO: 31 [secuencia codificante de
OsDSP], SEQ ID NO: 32 [gen ZmDSP], SEQ ID NO: 33 [gen SbDSP], SEQ ID NO: 34 [5'UTR y promotor del gen
ZmDSP], SEQ ID NO: 35 [5'UTR y promotor del gen SbDSP], SEQ ID NO: 36 [3'UTR de ZmDSP], SEQ ID NO: 37
[3'UTR del gen SbDSP], SEQ ID NO: 173 [gen OsGWD], SEQ ID NO: 174 [gen DSP], SEQ ID NO: 175 [gen ISA3],
SEQ ID NO: 176 [secuencia codificante de OsGWD], SEQ ID NO: 177 [secuencia codificante de DSP], SEQ ID NO:
178 [secuencia codificante de ISA3], SEQ ID NO: 182 [porcion del gen S1GWD], SEQ ID NO: 191 [gen SbGWD-1],
SEQ ID NO: 192 [gen SbGDW-2], SEQ ID NO: 206 [PvGWD-2], SEQ ID NO: 207 [35; PvGWD-5], SEQ ID NO: 208
[PvGWD-1] y SEQ ID NO: 215 [secuencia fusionada de mijo].

95. El método de uno cualquiera o méas de los parrafos 88 - 94, en donde la proteina se selecciona del grupo que
consiste en: Glucano Agua Dicinasa, Fosfoglucano Agua Dicinasa, Proteina fosfatasa de Especificidad Dual, -
amilasa, isoamilasa, dextrinasa limite, una enzima desproporcionadora y una enzima de desramificacion.

96. El método de uno cualquiera o mas de los parrafos 88 - 95, en donde la al menos una enzima que degrada
polisacaridos se selecciona de un grupo que consiste en: una xilanasa, una endoglucanasa, una exoglucanasa, una
amilasa, una xilanasa modificada con inteina, una endoglucanasa modificada con inteina, una exoglucanasa
modificada con inteina y una amilasa modificada con inteina.

97. El método de uno cualquiera o mas de los parrafos 88 - 95, en donde el segundo acido nucleico comprende una
secuencia con al menos un 70, 72, 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 o un 100 % de identidad con una
secuencia de referencia seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID NO: 86 [043097], SEQ ID NO: 87 [BD22308],
SEQ ID NO: 88 [BD25243], SEQ ID NO: 89 [EU591743], SEQ ID NO: 90 [NtEGm], SEQ ID NO: 91 [P0C2S1], SEQ ID
NO: 92 [P77853], SEQ ID NO: 93 [068438], SEQ ID NO: 94 [033897], SEQ ID NO: 164 [amilasa 19862], SEQ ID NO:
165 [glucoamilasa 20082], SEQ ID NO: 166 [glucoamilasa 20707], SEQ ID NO: 167 [amilasa 21853], SEQ ID NO: 168
[AmyS], SEQ ID NO: 170 [GlaA], SEQ ID NO: 104 [EU591743:AS146-7], SEQ ID NO: 105 [P77853: S158-30-108-35]
y SEQ ID NO: 106 [P77853:T134-101-100].

98. El método de uno cualquiera o més de los parrafos 88 - 89, en donde el primer acido nucleico aislado y el segundo
acido nucleico aislado estan dentro de una construccion genética que comprende una secuencia con al menos un 70,
72, 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, o un 100 % de identidad con una secuencia de referencia
seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID NO: 59 [OsUbi3P:amiRNA1wmd3 de OsGWD], SEQ ID NO: 60 [Os
Ubi3P: osa-MIR809aM1 de OsGWD], SEQ ID NO: 61 [OsUbi3P:ARNh de OsDSP1], SEQ ID NO: 62 [OsUbi3P:
OsDSP2 ARNh], SEQ ID NO: 63 [OsUbi3P:ARNh de OsGWD1], SEQ ID NO: 64 [OsUbi3P:ARNh de OsGWD2], SEQ
ID NO: 65 [OsUbi3P: ARNh de OsPWD1], SEQ ID NO: 66 [OsUbi3P:ARNh de OsPWD2], SEQ ID NO: 67
[OsUbi3P:ARNi de SbGWD], SEQ ID NO: 68 [ZmPepCP: ARNi de SbGWD1), SEQ ID NO: 69 [ZmPepCP:ARNi de
SbGWD2], SEQ ID NO: 70 [ZmPepCP:ARNi de ZmGWD1], SEQ ID NO: 71 [ZmPepCP:ARNi de ZmGWD?2], SEQ ID
NO: 72 [OsDSP1 y OsGWDZ2], SEQ ID NO: 73 [OsPWD2 y OsGWD1], SEQ ID NO: 74 [OsDSP2 y OsPWD1], SEQ ID
NO: 119 [ZmUbi1P:mZ27:BD22308:HvVSD], SEQ ID NO: 120 [ZmPepCP: m27:BD25243:SEKDEL], SEQ ID NO: 121
[OsUbi3P:EU591743], SEQ ID NO: 122 [ZmUbi1P:EU591743: AS146-7:SEKDEL], SEQ ID NO: 123
[ZmUbilp:NvAle:NtEGm: SEKDEL], SEQ ID NO: 124 [ZmPepCP: HvAle:NtEGm:SEKDEL], SEQ ID NO: 125
[OsUbi3P:HvAle:NtEGm:SEKDEL], SEQ ID NO: 126 [OsUbi3P:BAASS: 043097:SEKDEL], SEQ ID NO: 127
[ZmPepCP:BAASS:043097], SEQ ID NO: 128 [OsUbi3P:068438], SEQ ID NO: 129 [OsUbi3P:P0C2S1], SEQ ID NO:
130 [ZmUbi1P:Zm:BAASS:P77853:5158-30-108-35], SEQ ID NO: 131 [ZmUbi1P:BAASS:P77853:T134-100-
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101:SEKDEL], SEQ ID NO: 132 [casete 2379 - 3 CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 133 [casete 2380 - 3 CWDE y 1
ARNh], SEQ ID NO: 134 [casete 4106 - 3 CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 135 [casete 4107 - 3 CWDE y 1 ARNh], SEQ
ID NO: 136 [casete 4108 - 3 CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 137 [casete 4109 - -3 CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 138
[casete 4110 - 3 CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 139 [casete 4111 - 3 CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 140 [casete
4112 - 3 CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 141 [casete 4113 - 3 CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 142 [casete 4114 - 3
CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 143 [casete 4115 - 3 CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 144 [casete 4116 - 3 CWDE y 1
ARNh], SEQ ID NO: 145 [casete 4117 - 3 CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 146 [casete 4120 - 3 CWDE y 1 ARNh], SEQ
ID NO: 147 [casete 4121 - 3 CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 148 [casete 4124 - 2 CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 149
[casete 4125 - 2 CWDE y 1 ARNh], SEQ ID NO: 150 [casete 4514 - 3 CWDE y 1 ARNh] y SEQ ID NO: 151 [casete
4515 - 3 CWDE y 1 ARNh].

99. El método de uno cualquiera o méas de los parrafos 88 - 98, en donde la planta genéticamente modificada es la
planta genéticamente modificada de cualquiera de los parrafos 17 - 20 0 66 - 76.

100. El método de uno cualquiera o mas de los parrafos 88 - 99 que comprende ademas el tratamiento previo de la
planta genéticamente modificada con una formulacién quimica para formar una mezcla.

101. El método del parrafo 100, en donde la formulaciéon quimica incluye al menos un resto que comprende un ion
seleccionado del grupo que consiste en: sulfito, bisulfito, sulfato, carbonato, hidréxido y éxido.

102. El método del parrafo 101, en donde el al menos un resto incluye ademas un contraién seleccionado del grupo
que consiste en: amonio, sodio, magnesio y calcio.

103. El método del parrafo 100, en donde la formulacién quimica incluye un compuesto seleccionado del grupo que
consiste en: un acido sulfurico, una base, bisulfito de amonio y carbonato de amonio.

104. El método de uno cualquiera o mas de los parrafos 100 - 103, en donde la mezcla tiene una relacién liquida a
sélido seleccionada del valor de menor que o igual aunode 10,9,8,7,6,5,4,3,20 1.

105. El método de uno cualquiera o0 mas de los péarrafos 100 - 104, en donde el tratamiento previo incluye incubar la
mezcla durante un periodo de menos de o igual a uno de 16 horas, 15 horas, 14 horas, 13 horas, 12 horas, 11 horas,
10 horas, 9 horas, 8 horas, 7 horas, 6 horas, 5 horas, 4 horas, 3 horas, 2 horas o 1 hora.

106. El método de uno cualquiera o mas de los parrafos 100 - 105, en donde el tratamiento previo incluye proporcionar
una temperatura de mezcla de 40 °C a 120 °C.

107. El método de uno cualquiera o mas de los parrafos 100 - 106, en donde el tratamiento previo incluye proporcionar
una mezcla a un pH que variade 1,0 a 12,0.

108. El método de uno cualquiera o0 mas de los parrafos 100 - 107 que comprende ademas la hidrolizacién de la
mezcla.

109. El método del parrafo 108, en donde la etapa de hidrolizacién incluye incubar la mezcla durante un periodo de
menos de o igual a uno de 144 horas, 140 horas, 130 horas, 120 horas, 110 horas, 100 horas, 90 horas, 80 horas,
70 horas, 60 horas, 50 horas, 40 horas, 30 horas, 20 horas, 10 horas, 9 horas, 8 horas, 7 horas, 6 horas, 5 horas,
4 horas, 3 horas, 2 horas o 1 hora.

110. El método de uno cualquiera o mas de los parrafos 108 - 109, en donde la etapa de hidrolizacion incluye incubar
la mezcla a una temperatura de 100 °C o0 menos.

111. El método de uno cualquiera o mas de los parrafos 108 - 110 que comprende ademas la hidrolizacién de la planta
genéticamente modificada con una o mas enzimas exégenas.

112. El método de uno cualquiera o mas de los parrafos 108 - 111 que comprende ademas exponer la planta
genéticamente modificada a un organismo fermentador en condiciones de fermentacién para producir un producto
quimico.

113. El método del parrafo 112, en donde la una 0 mas enzimas exogenas se selecciona del grupo que consiste en:
una glucosidasa, una endoglucanasa, una celobiohidrolasa, una glucosidasa, una B-xilosidasa, una celulasa, una
xilanasa, una amilasa, una invertasa, una proteasa, una fitasa, una enzima hidrolitica, una glucanasa, una
hemicelulasa, una esterasa, una lacasa, una mananasa y una peroxidasa.

114. El método de uno cualquiera o mas de los parrafos 88 - 111 que comprende ademas al menos una etapa
seleccionada del grupo que consiste en: secar la planta genéticamente modificada, granular la planta genéticamente
modificada en granulos de pienso, ensilar la planta genéticamente modificada para hacer ensilado y combinar la planta
genéticamente modificada con granos destiladores o con una fuente de fibra comestible.

115. El método del parrafo 114, en donde la fuente de fibra comestible se selecciona del grupo de plantas que consiste
en: maiz, sorgo, trigo, centeno, semillas de soja, grano de maiz, grano de sorgo, grano de trigo, grano de centeno,
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harina de soja, harina de maiz, aceite de maiz y germen de maiz.

116. El método de uno cualquiera o mas de los parrafos 88 - 111y 114 - 115 que comprende ademas alimentar a un
animal con la planta genéticamente modificada para promover el crecimiento del animal.

117. El método del parrafo 116, en donde el animal se selecciona del grupo que consiste en: pollos, cerdos y vacas.

118. El método de uno cualquiera o mas de los parrafos 88 - 117, en donde la etapa de proporcionar incluye producir
la planta genéticamente modificada usando transformacion mediada por Agrobacterium-con la construccién genética.

119. El método del parrafo 118, en donde la planta genéticamente modificada se selecciona del grupo que consiste
en: maiz, soja, arroz, cafia de azlcar, remolacha azucarera, sorgo, mijo, miscanto, eucalipto, sauce y alamo.

120. Uso de una cualquiera o mas de las plantas modificadas genéticamente de los parrafos 17 - 20 y 66 - 76 para
procesar la biomasa vegetal mediante un método de uno cualquiera o mas de los parrafos 21 - 65y 88 - 119.

121. El uso del parrafo 120, en donde una o mas de las plantas genéticamente modificadas incluyen una cualquiera o
mas de las construcciones genéticas de los parrafos 1 - 16y 77 - 87.

122. Uso de uno cualquiera o mas de las construcciones genéticas de los parrafos 1 - 16 y 77 - 87 en un método de
procesamiento de biomasa vegetal en uno cualquiera o mas de los parrafos 21 - 65y 88 - 119.

123. El uso del parrafo 122, en donde la una cualquiera o mas de las construcciones genéticas se usaron para obtener
una cualquiera o mas de las plantas genéticamente modificadas de los parrafos 17 - 20 y 66 - 76.

Ejemplo 1. Identificacion de los genes diana

Las bibliotecas de insercién de ADN-T a partir de diferentes organismos pueden investigarse para localizar genes en
aquellos organismos relacionados con la regulacion del almidén. Basandose en el descubrimiento de tales genes, se
puede realizar una busqueda para encontrar genes similares en una planta de interés. Los genes de interés pueden
usarse en construcciones de la presente memoria para afectar la alteracion en la regulacién del almidén.

Se han desarrollado otros métodos para generar o identificar alelos nulos entre genes. Entre estos estan TILLING (Till
BJ, Cooper J, Tai TH, Colowit P, Greene EA, Henikoff S, Comai L Discovery of chemically induced mutations in rice
by TILLING (2007) BMC Plant Biol. 7:19) y el etiquetado de genes con retrotransposones Tos17 o transposones Ac y
Ds/dSpm de maiz (Zea mays) modificado (Krishnan A, Guiderdoni E, An G, Hsing YI, Han CD, Lee MC, Yu SM,
Upadhyaya N, Ramachandran S, Zhang Q, Sundaresan V, Hirochika H, Leung H, Pereira A. 2009. Mutant resources
in rice for functional genomics of the grasses. Plant Physiol. 149:165-70 y referencias en el mismo). Estos métodos
pueden usarse para generar o identificar alelos nulos entre genes relacionados con la regulacién del almidén.

Una vez que se identificaron los genes que codifican enzimas clave implicadas en la renovacién del almidén transitorio
en los cultivos de ejemplo, se identificaron genes candidatos en arroz, maiz y sorgo que codifican enzimas implicadas
en la renovacién del almidon por su homologia con genes que codifican las enzimas correspondientes en especies
que se han estudiado mejor. Por ejemplo, las alineaciones de aminoacidos con CLUSTAL entre secuencias hipotéticas
de glucano agua dicinasa (GWD) que se han inferido a partir de secuencias de genoma propuestas de sorgo (SbGWD;
SEQ ID NO: 1), maiz (ZmGWD; SEQ ID NO: 2) y arroz (OsGWD; SEQ ID NO: 3) y la secuencia de la enzima GWD
conocida de patata (StGWD; SEQ ID NO: 4) muestran una extensa homologia entre estos polipéptidos:

Alineacion de secuencias multiples con CLUSTAL 2.1

MTGFSAAASAAAAAERCALAIRARPAASSPAKRQQQSASLRRSGGQRRPT 50
ZmGWD

OSGWD ----mmmmmmmm oo PAATT 5

StGWD
MSNSLGNNLLYQGFLTSTVLEHKSRISPPCVGGNSLFQQQVISKSPLSTEFRGNRLK
VQK 60

SbGWD
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TLAASRRSPVVVPRAIATSADRASHDLVGKFTLDSNSELLVAVNPAPQGLVSVIGL
EVTN 110

ZmGWD
OsGWD TLAVSRRS-
LLAPRAJAASTGRASPGLVGRFTLDANSELKVTLNPAPQGSVVEINLEATN 64

StGWD
KKIPMEKKRAFSSSPHAVLTTDTSSELAEKFSLGGNIELQVDVRPPTSGDVSFVDF

QVTN 120

SbGWD
TSGSLILHWGVLRPDKRDWILPSRQPDGTTVYKNRALRTPFVKSGDNSTLRIEIDD
PAVQ 170

ZmGWD
PDGTTVYKNRALRTPFVKSGDNSTLRIEIDDPGVH 35
OsGWD
TSGSLILHWGALRPDRGEWLLPSRKPDGTTVYKNRALRTPFIKSGDNSTLKIEIDDP
AVQ 124
StGWD
GSDKLFLHWGAVKFGKETWSLPNDRPDGTKVYKNKALRTPFVKSGSNSILRLEIR
DTAIE 180
****.****:******:***.** *::** *
SbGWD
AIEFLIFGETQNK WFKNNGQNFQIQLQSSRHQGNGASGASSSATSTLVPEDLVQIQ
AYLR 230
ZmGWD
ATEFLIFDETQNK WFKNNGQNFQVQFQSSRHQGTGASGASSSATSTLVPEDLVQIQ
AYLR 95
OsGWD AIEFLIFDEARNNWYKNNGQNFQIQLQASQYQGQGTSTATS---

STVVPEDLVQIQSYLR 181
StGWD AIEFLIYDEAHDK WIKNNGGNFRVKLSRKEIR GP----------

DVSVPEELVQIQSYLR 230

SbGWD
WERKGKQSYTPEQEKEEYEAARAELIEELNRGVSLEKLRAKLTKTPEAPESDERK
SPASR 290

ZmGWD
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WERRGKQSYTPEQEKEEYEAARAELIEEVNRGVSLEKLRAKLTK APEAPESDESK
SSASR 155
OsGWD
WERKGKQSYTPEQEKEEYEAARTELIEELNKGVSLEKLRAKLTK TPEATDSNAPA
SEST- 240
SIGWD
WERKGKQNYPPEKEKEEY EAARTVLQEEIARGASIQDIRARLTKTNDK SQSKEEP
LHVT- 289

sgokosk okok sk ook okokofoksokskelok. ok kke ok sk okskoksok. o ok

SbGWD
MPVDKLPEDLVQVQAYIRWEKAGKPNYPPEKQLVELEEARKELQAEVDKGISIDQ
LRQKI 350

ZmGWD
VPIGKLPEDLVQVQAYIRWEQAGKPNYPPEKQLVEFEEARKELQAEVDKGISIDQL
RQKI 215

OsGWD -
VITKVPEELVQVQAYIRWEKAGKPNYAPEKQLVEFEEARKELQSELDKGTSVEQ
LRNKI 299

StGWD -

KSDIPDDLAQAQAYIRWEKAGKPNYPPEKQIEELEEARRELQLELEKGITLDELRK
TI 347

SbGWD LKGNIESKVSKQLKNKKYFSVERIQRKKRDIMQLLSKHKHT--
VMEEKVEVAPKQPTVLD 408

ZmGWD LKGNIESKVSKQLKNKKYFSVERIQRKKRDITQLLSKHKHT--
VMEDKVEVVPKQPTVLD 273

OsGWD LKGNIETKVSKQLKDKKYFSVERIQRKKRDIVQLLKKHKPT--
VMEAQVET-PKQPTVLD 356

StGWD TKGEIKTKVEKHLK-
RSSFAVERIQRKKRDFGHLINKYTSSPAVQVQKVLEEPPALSKIK 406

SbGWD
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LFTKSLHEKDGCEVLSRKLFKFGDKEILAISTKVQNKTEVHLATNHTEPLILHWSL
AKKA 468
ZmGWD
LFTKSLHEKDGCEVLSRKLFKFGDKEILAISTKVQNKTEVHLATNHTDPLILHWSL
AKNA 333
OsGWD
LFTKSLQEQDNCEVLSRKLFKFGDKEILGITTVALGKTKVHLATNYMEPLILHWA
LSKEN 416

StGWD
LYAKEKEEQIDDPILNKKIFKVDDGELLVLVAKSSGKTKVHLATDLNQPITLHWA
LSKSP 466

SbGWD GEWKAPPSNILPSGSKLLDMACETEFTRSELDGLC--

YQVVEIELDDGGYKGMPFVLRSG 526
ZmGWD GEWKAPSPNILPSGSTLLDKACETEFTKSELDGLH--

YQVVEIELDDGGYKGMPFVLRSG 391
OsGWD GEWQAPPSSILPSGSSLLDKACETSFSEYELNGLH--

CQVVEIELDDGGYKRMPFVLRSG 474

StGWD
GEWMVPPSSILPPGSIILDKAAETPFSASSSDGLTSKVQSLDIVIEDGNFVGMPFVLL
SG 526

SbGWD ETWIKNNGSDFFLDFSTRDTRNIK--
LKDNGDAGKGTAKALLERIADLEEDAQRSLMHREF 584

ZmGWD
ETWIKNNGSDFFLDFSTHD VRNIKAILKDNGDAGKGTSKALLERIADLEEDAQRSL

MHREF 451
OsGWD ETWMKNNGSDFYLDFSTKVAKNTK----

DTGDAGKGTAKALLERIADLEEDAQRSLMHRF 530
StGWD EKWIKNQGSDFYVGFSAASKLALK-----

AAGDGSGTAKSLLDKIADMESEAQKSFMHREF 581

SbGWD
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NIAADLADEARDAGLLGIVGLFVWIRFMATRQLTWNKNYNVKPREISKAQDRFT
DDLENM 644
ZmGWD
NIAADPADQARDAGLLGIVGLFVWIRFMATRQLTWNKNYNVKPREISKAQDRFT
DDLENM 511
OsGWD
NIAADLVDQARDNGLLGIGIFVWIRFMATRQLIWNKNYNVKPREISKAQDRFTD
DLENM 590
StGWD
NIAADLIEDATSAGELGFAGILVWMRFMATRQLIWNKNYNVKPREISKAQDRLTD
LLQNA 641
& K ok ok ok ::* . * **: *::**:******** ******************:** *:*
SbGWD
YRTYPQYREILRMIMAAVGRGGEGDVGQRIRDEILVIQRNNDCKGGMMEEWHQ
KLHNNTS 704
ZmGWD
YKTYPQYREILRMIMAAVGRGGEGDVGQRIRDEILVIQRNNDCKGGMMEEWHQ
KLHNNTS 571
OsGWD
YRTYPQYQEILRMIMSAVGRGGEGDVGQRIRDEILVIQRNNDCKGGMMEEWHQK
LHNNTS 650
StGWD
FTSHPQYREILRMIMSTVGRGGEGDVGQRIRDEILVIQRNNDCKGGMMQEWHQK
LHNNTS 701

SbGWD
PDDVVICQALIDYIKNDFDISVYWDTLNKNGITKERLLSYDRAIHSEPNFRSEQKEG
LLR 764

ZmGWD
PDDVVICQALIDYIKSDFDISVYWDTLNKNGITKERLLSYDRAIHSEPNFRSEQKAG
LLR 631

OsGWD
PDDVVICQALLDYIKSDFDIGVYWDTLKKDGITKERLLSYDRPIHSEPNFRSEQKD
GLLR 710

StGWD
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PDDVVICQALIDYIKSDFDLGVYWKTLNENGITKERLLSYDRAIHSEPNFRGDQKG
GLLR 761

SbGWD
DLGNYMRSLKAVHSGADLESAIATCMGYKSEGEGFMVGVQINPVKGLPSGFPEL
LEFVLD 824

ZmGWD
DLGNYMRSLKAVHSGADLESAIASCMGYKSEGEGFMVGVQINPVKGLPSGFPELL
EFVLE 691

OsGWD
DLGNYMRSLKAVHSGADLESAIATCMGYKSEGEGFMVGVQINPVKGLPSGFPKL
LEFVLD 770

StGWD
DLGHYMRTLKAVHSGADLESAIANCMGYKTEGEGFMVGVQINPVSGLPSGFQDL
LHFVLD 821

SbGWD
HVEDKSAEPLLEGLLEARVDLRPLLLDSPERMKDLIFLDIALDSTFRTAIERSYEEL
NDA 884

ZmGWD
HVEDKSAEPLPEGLLEARVELRPLLLDSRERMKDLIFLDIALDSTFRTAIERSYEEL
NDA 751

OsGWD
HVEDKSAEPLLEGLLEARAELHPLLLGSPERMKDLIFLDIALDSTFRTAVERSYEEL
NNV 830

StGWD
HVEDKNVETLLERLLEAREELRPLLLKPNNRLKDLLFLDIALDSTVRTAVERGYEE
LNNA 881

SbGWD

APEKIMYFISLVLENLAFSIDDNEDILY CLKGWNQALEMAKQKDDQWALYAKAF
LDRIRL 944

ZmGWD
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APEKIMYFISLVLENLALSIDDNEDILYCLKGWNQALEMAKQKDDQWALYAKAF
LDRNRL 811

OsGWD

EPEKIMYFISLVLENLALSTDDNEDILY CLKGWNQALEMAKQKNNQWALYAKAF
LDRTRL 890

StGWD
NPEKIMYFISLVLENLALSVDDNEDLVYCLKGWNQALSMSNGGDNHWALFAKA
VLDRTRL 941

ook sfoR goR soloR Sokorokok ok okekoksk . cksoksoloreiorgok k. ek dolor sokok skox

SbGWD
ALASKGEQYHNMMOQPSAEYLGSLLSIDKWAVNIFTEEIIRGGSAATLSALLNRFDP
VLRN 1004

ZmGWD
ALASKGEQYHNMMOQPSAEYLGSLLSIDQWAVNIFTEEIIRGGSAATLSALLNRFDP
VLRN 871

OsGWD
ALASKGEQYYNLMQPSAEYLGSLLNIDQWAVNIFTEEIIRGGSAATLSALLNRIDP
VLRN 950

StGWD
ALASKAEWYHHLLQPSAEYLGSILGVDQWALNIFTEEIIRAGSAASLSSLLNRLDP
VLRK 1001

SbGWD
VANLGSWQVISPVEVSGYVVVVDELLAVQNKSYDKPTILVAKSVKGEEEIPDGVV
GVITP 1064

ZmGWD
VAHLGSWQVISPVEVSGYVVVVDELLAVQNKSYDKPTILVAKSVKGEEEIPDGVV
GVITP 931

OsGWD
VAQLGSWQVISPVEVSGYIVVVDELLAVQNKSYDKPTILVAKSVKGEEEIPDGVV
GVITP 1010

StGWD
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TANLGSWQIISPVEAVGY VVVVDELLSVQNEIYEKPTILVAKSVKGEEEIPDGAVA
LITP 1061

SbGWD
DMPDVLSHVSVRARNSKVLFATCFDHTTLSELEGYDQKLLSFKPTSADITYREITE
SELQ 1124
ZmGWD
DMPDVLSHVSVRARNSKVLFATCFDHTTLSELEGYDQKLFSFKPTSADITYREITE
SELQ 991
OsGWD
DMPDVLSHVSVRARNCKVLFATCFDPNTLSELQGHDGKVFSFKPTSADITYREIPE
SELQ 1070
StGWD
DMPDVLSHVSVRARNGKVCFATCFDPNILADLQAKEGRILLLKPTPSDIITYSEVNEI
ELQ 1121

etk sk ok R ke e lolok ok o R ok ook
SbGWD
QSSSPNAEVGHAVPSISLAKKKFLGKYAISAEEFTEEMVGAKSRNIAYLKGKVPS
WVGVP 1184
ZmGWD
QSSSPNAEVGHAVPSISLAKKKFLGKYAISAEEFSEEMVGAKSRNIAYLKGKVPSW
VGVP 1051
OsGWD -
SGSLNAEAGQAVPSVSLVKKKFLGKYAISAEEFSEEMVGAKSRNVAYLKGKVPS
WVGVP 1129
StGWD -
SSSNLVEAETSATLRLVKKQFGGCYAISADEFTSEMVGAKSRNIAYLKGKVPSSV
GIP 1179

JER RO R ok, SRRk il ook
SbGWD
TSVAIPFGTFEKVLSDGLNKEVAQTIEKLKIRLAQEDFSALGEIRKAVLNLTAPMQ
LVNE 1244
ZmGWD
TSVAIPFGTFEKVLSDGLNKEVAQSIEKLKIRLAQEDFSALGEIRKVVLNLTAPMQL
VNE 1111
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OsGWD
TSVAIPFGTFEKVLSDEINKEVAQTIQMLKGKLAQDDFSALGEIRKTVLNLTAPTQ
LIKE 1189
StGWD
TSVALPFGVFEKVLSDDINQGVAKELQILMKKLSEGDFSALGEIRTTVLDLSAPAQ
LVKE 1239

SbGWD
LKERMLGSGMPWPGDEGNRRWEQAWMAIKKVWASKWNERAYFSTRKVKLNH
EYLSMAVLYV 1304

ZmGWD
LKERMLGSGMPWPGDEGDKRWEQAWMAIKKVWASKWNERAYFSTRKVKLDH
EYLSMAVLV 1171

OsGWD
LKEKMLGSGMPWPGDEGDQRWEQAWMAIKKVWASKWNERAYFSTRKVKLDH
DYLSMAVLV 1249

StGWD
LKEKMQGSGMPWPGDEGPKRWEQAWMAIKKVWASKWNERAYFSTRKVKLDH
DYLCMAVLYV 1299

SbGWD
QEVVNADYAFVIHTTNPSSGDSSEIYAEVVKGLGETLVGAYPGRAMSFVCKKDDL
DSPKL 1364

ZmGWD
QEVVNADYAFVIHTTNPSSGDSSEIYAEVVKGLGETLVGAYPGRAMSFVCKKDDL
DSPKL 1231

OsGWD
QEIVNADYAFVIHTTNPSSGDSSEIYAEVVKGLGETLVGAYPGRAMSFVCKKNDL
DSPKYV 1309

StGWD
QEIINADYAFVIHTTNPSSGDDSEIYAEVVRGLGETLVGAYPGRALSFICKKKDLNS
PQV 1359
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SbGWD
LGYPSKPIGLFIRRSIIFRSDSNGEDLEGYAGAGLYDSVPMDEEDEVVLDYTTDPLI
VDR 1424

ZmGWD
LGYPSKPIGLFIRQSIIFRSDSNGEDLEGYAGAGLYDSVPMDEEDEVVLDYTTDPLI
VDR 1291

OsGWD

LGFPSKPIGLFIKRSIIFRSDSNGEDLEGY AGAGLYDSVPMDEEDEVILDY TTDPLIT
DQ 1369

StGWD
LGYPSKPIGLFIKRSHHFRSDSNGEDLEGYAGAGLYDSVPMDEEEKVVIDYSSDPLIT
DG 1419

SbGWD
GFRNSILSSIARAGHAIEELYGSPQDVEGVVKDGKIYVVQTRPQM 1469 (SEQ ID NO: 1)
ZmGWD
GFRSSILSSIARAGHAIEELYGSPQDVEGVVKDGKIYVVQTRPQM 1336 (SEQ ID NO: 2)
OsGWD
GFQKSILSSIARAGHAIEELYGSPQDVEGAVKEGKLYVVQTRPQM 1414 (SEQ ID NO: 3)

StGWD NFRQTILSNIARAGHAIEELYGSPQDIEGVVRDGKIYVVQTRPQM
1464 (SEQ ID NO: 4)

Basandose en esta homologia, es posible identificar secuencias de genes (incluyendo secuencias codificantes que no
habian sido previamente anotadas en bases de datos publicas) que corresponden a las enzimas GWD de los genomas
de las respectivas especies. Estas secuencias incluyen secuencias (codificantes) de ADNc de GWD supuestas de
sorgo (SEQ ID NO: 5), maiz (SEQ ID NO: 6) y arroz (SEQ ID NO: 7), los genes correspondientes a partir de los cuales
se transcriben los ARNm de GWD para GWD de sorgo (SEQ ID NO: 8) y maiz (SEQ ID NO: 9). Ademas, a partir de
esta informacién, también se pueden inferir las secuencias de las regiones 5' no traducidas (UTR por sus siglas en
inglés) y los promotores de los respectivos genes GWD en sorgo (SEQ ID NO: 10) y maiz (SEQ ID NO: 11), asi como
las 3' UTR de los respectivos genes de GWD en sorgo (SEQ ID NO: 12) y maiz (SEQ ID NO: 13). El gen SbGWD se
encuentra en el cromosoma 10 de sorgo en el sorgo y consiste en una secuencia de 12128 pb (ATG para parar),
mientras que el gen ZmGWD de 11693 pb se encuentra en el cromosoma 6 de maiz. La identidad de secuencia
completa entre los dos genes es del 78,3 %, mientras que las secuencias de ADNc inferidas son 95,6 % idénticas.
Cada gen esta compuesto por 32 exones de idéntica longitud interrumpidos por 31 intrones, que no difieren en tamarno
de forma considerable. Las proteinas ZmGWD de 1471 aminoacidos (AA) y SbGWD de 1469AA deducidas comparten
una identidad de secuencia del 94,4 % a nivel de aminoacidos. Ambas proteinas se caracterizan por la presencia del
dominio PPDK_N (Piruvato fosfato dicinasa, unién a PEP/piruvato) en la region 1267-1470AA de ZmGWD y 1265-
1468AA de SbGWD. La otra caracteristica notable de las dos proteinas es la presencia de un resto de His conservado
en 1074AA en ZmGWD y en 1072AA en SbGWD, que se necesita para la actividad de fosforilacion.

Se pueden usar estrategias similares para identificar secuencias de genes para otras enzimas diana en sorgo y maiz.
Se us6 alineacion CLUSTAL de la siguiente manera para identificar las proteinas diana PWD candidatas de sorgo
(SbPWD; SEQ ID NO: 14) y maiz (ZmPWD; SEQ ID NO: 15) basandose en su similitud con la proteina PWD conocida
de Arabidopsis thaliana (AtPWD; SEQ ID NO: 16).
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Alineacion de secuencias multiples con CLUSTAL 2.1

SbPWD
MASLRPFDPSLAARPGPPPPARPAARRPVPAPPLAAPFASALIFPVRPRIPGRTRGT
GVA 60

ZmPWD

AtPWD - MESIGSHCCSSPFTFITRNSSSSLPRLVN--

ITHRVNLSHQSHRLRNSNSRLT 51

SbPWD
ASTKHITRTKEEKQTDPSKQDIVRLHVCLDHQVMFGEHVGIIGSAKELGSWKSPV
EMDWT 120

ZmPWD

AtPWD
RTATSSSTIEEQRKKKDGSGTKVRLNVRLDHQVNFGDHVAMFGSAKEIGSWKKK
SPLNWS 111

SbPWD
PNGWVCQLDLPGETLLEFKFVVFLNRGKDKIWEDGDNRVVNLPKNGSFDMACH
WNKTKEP 180

ZmPWD
AtPWD ENGWVCELELDGGQVLECKFVIVKNDG-
SLSWESGDNRVLKVPNSGNFSVVCHWDATRET 170

SbPWD LNLLGTS-
EIKLSGDTEKEKDEDAKLSRNIALEEMGNISNAGDGDLTPKLESSTLGGLWQ 239

ZmPWD
AtPWD LDLPQEVGNDDDVGDGGHERDNHDVGDDRVVGSENG-----------
AQLQKSTLGGQWQ 219

SbPWD
GSDTVFMRSNEHRNNESDRKWDMTGLDAVSLKLVEGDKASRNWWRKLELVRG
LVSEYVHD 299

ZmPWD

AtPWD
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GKDASFMRSNDHGNREVGRNWDTSGLEGTALKMVEGDRNSKNWWRKLEMVR
EVIVGSVER 279

SbPWD
QSHLEALTYSAIYLKWIYTGQIPCFEDGGHHRPNKHAEISRQIFREIERIYYGENTS
AQD 359

ZmPWD

AtPWD
EERLKALIYSATYLKWINTGQIPCFEDGGHHRPNRHAEISRLIFRELEHICSKKDATP
EE 339

SbPWD
LLVIRKIHPCLPSFKSEFTASVPLTRIRDIAHRNDIPHDLKQEIKHTIQNKLHRNAGP
ED 419

ZmPWD

AtPWD
VLVARKIHPCLPSFKAEFTAAVPLTRIRDIAHRNDIPHDLKQEIKHTIQNKLHRNAG
PED 399

SbPWD
LIATEAMLARITKTPGEYSEAFVEQFKTFYSELKDFFNAGSLLEQVQSIEQSLDESG
LEA 479

ZmPWD LLEQLESIEQSLNESGLEA 19

AtPWD

LIATEAMLQRITETPGKY SGDFVEQFKIFHNELKDFFNAGSLTEQLDSMKISMDDR
GLSA 459

oo L, e R

SbPWD
LSSFLKTKKNLDQLEDAKDLDENGGVQVLLKTLLSLSYLRSILMKGLESGLRNDA
PDSAI 539

ZmPWD
LSSFLKTKKNLDQLEDAKDLDENGGVHVLLKTLLSLSYLRSILMKGLESGLRNDA

PDSAI 79
AtPWD LNLFFECKKRLDTSG------

ESSNVLELIKTMHSLASLRETIIKELNSGLRNDAPDTAI 513

k.. el ks #EF EFoRE. . #F L BLdkkkRREER.RE
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SbPWD AMRQKWRLCEIGLEDYSFVLLSRYINALEALGGSASLAEGLPT-

NTSLWDDALDALVIGI 598
ZmPWD AMRQKWRLCEIGLEDYSFVLLSRYINALEALGGSASLAEGLPT-

NTSLWDDALDALIIGI 138

AtPWD
AMRQKWRLCEIGLEDYFFVLLSRFLNALETMGGADQLAKDVGSRNVASWNDPL
DALVLGV 573

L T L R e P T T LD
SbPWD

NQVSFSGWKPNECTAIVNELLSWKQKGLSEFEGSEDGKYIWALRLKATLDRSRRL
TEEYS 658

ZmPWD
NQVCFSGWKPNECSAIVNELLSWKQKGLSEFEGNEDGKYIWALRLKATLDRTGR
LTEEYS 198

AtPWD
HQVGLSGWKQEECLAIGNELLAWRERDLLEKEGEEDGKTIWAMRLKATLDRAR
RLTAEYS 633

S LRELEL LR L EE LTI LA LR ]

SbPWD
EALLSIFPEKVKVLGKALGIPENSVRTYTEAEIRAGVIFQVSKLCTVLLKATRAVLG
SSV 718

ZmPWD
EALLSIFPEKVKVLGKALGIPENSVRTYTEAEIRASVIFQVSKLCTVLLKATRAVLG
SSV 258

AtPWD
DLLLQIFPPNVEILGKALGIPENSVKTYTEAEIRAGHFQISKLCTVLLKAVRNSLGSE
G 693

LA N EEE L L L E L EFEEEEE LSRR E FEEEEE SR L L

SbPWD
WDVLVPGVAHGALIQVERIAPGSLPSSIKEPVVLVVNKADGDEEVKAAGDNIVGV
ILLQE 778

ZmPWD
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WDVLVPGVAHGALIQVERIAPGSLPSSMKEPVVLVVNKADGDEEVKAAGDNIVG
VVLLQE 318

AtPWD
WDVVVPGSTSGTLVQVESIVPGSLPATSGGPIILLVNKADGDEEVSAANGNIAGV
MLLQE 753

dobokoskohob . okokokokd b koobokk . o kkokbk ik R ok sk ok kokok
SbPWD

LPHLSHLGVRARQEKVVFVTCEDDDTIKNTRLLEGKYVRLGASSNNVDLSVVSN
KDECAA 838

ZmPWD
LPHLSHLGVRARQEKVVFVTCEDDDTIKNMRLLEGKHVRLGASSNNVDLSVVSN
KDDCAA 378

AtPWD
LPHLSHLGVRARQEKIVFVTCDDDDKVADIRRLVGKFVRLEASPSHVNLILST---
EGRS 810

EEEEEEEEEEEEEEE M S EEE ML B B B L A E T PR R

SbPWD MSSELSSGGNLFAQQFSLPLTTDKKLELSEQRS-----------

YTSGANIMSGVLELSE 887
ZmPWD MSSEPSAGGDLFAQQFSL-LTTDKKLELSEQKS-----------

YTSVANGMSGVLELSE 426

AtPWD
RTSKSSATKKTDKNSLSKKKTDKKSLSIDDEESKPGSSSSNSLLYSSKDIPSGGIIAL
AD 870

SbPWD
ASIESSGAKAAACGTLSVLSSVSNKVYNDQGTPAAFRVPAGAVIPFGSMEDAFKK
SGSLK 947

ZmPWD
ASIESSGAKAAACGTLSVLSSMSNKVYNDQGTPAAFRVPAGAVIPFGSMEDALKK
SGSLK 486

AtPWD
ADVPTSGSKSAACGLLASLAEASSKVHSEHGVPASFKVPTGVVIPFGSMELALKQ
NNSEE 930

R LR R L L T N N T I R E o FE P LR kT T T
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SbPWD
SYTNLLERIETAQIENGELDSLSAELQATVSLLSPSEEINIESLKRIFDQNVRLIVRSTA
N 1007

ZmPWD
SYTNLLERIETAQIENGELDSLSSKLQATVSLLSPSEEIIESLKKTFDQNVRLIVRSTA
N 546

AtPWD
KFASLLEKLETARPEGGELDDICDQIHEVMKTLQVPKETINSISKAFLKDARLIVRS
SAN 990

TR TP L A Ll R Y N e TR LEEE LR

SbPWD
VEDLAGMSAAGLYESIPNVSLSDPSSFCAAVGQVWASLYTRRAILSRRAAGVPQR
DAKMA 1067

ZmPWD
VEDLAGMSAAGLYESIPNVSLSDPRSFGAAVGQVWASLYTRRAILSRRAAGVPQR
DAKMA 606

AtPWD
VEDLAGMSAAGLYESIPNVSPSDPLVFSDSVCQVWASLYTRRAVLSRRAAGVSQR
EASMA 1050

EEE R B st e L L EE L L L EEE R

SbPWD
VLVQEMLQPDLSFVLHTVSPVDHDPKLVEAEVAPGLGETLASGTRGTPWRLSCH
KFDGKYV 1127

ZmPWD
VLVQEMLQPDLSFVLHTISPVDHDPKLVEAEVAPGLGETLASGTRGTPWRLSCHK
LDGKYV 666

AtPWD
VLVQEMLSPDLSFVLHTVSPADPDSNLVEAEIAPGLGETLASGTRGTPWRLASGK
LDGIV 1110

EE N L L L A s L EE e L EEE L L L E LR L P N

SbPWD
TTLAFANFSEEMVVLNSGPTDGEVTRRTVDYSKKPLSVDATFRGQFGQRLAAIGQ
YLEQK 1187

ZmPWD
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TTLAFANFSEELMVLNSGPTDGEMSRRTVDYSKKPLSVDATFREQFGQRLAAIGQ
YLEQK 726

AtPWD
QTLAFANFSEELLVSGTGPADGKYVRLTVDYSKKRLTVDSVFRQQLGQRLGSVGF
FLERN 1170

EEE RS L L L A L P P N L L R LT LA B L T N

SbPWD FGSAQDVEGCLVGQDIFIVQSRPQP- 1212 (SEQ ID NO: 14)
ZmPWD FGSAQDVEGCLVGPDIFIVQSRPQPQ 752 (SEQ ID NO: 15)
AtPWD FGCAQDVEGCLVGEDVYIVQSRPQPL 1196 (SEQ ID NO: 16)

EE S L T E N L

Basandose en esta homologia, fue posible identificar secuencias de genes (incluidas secuencias codificantes que no
habian sido previamente anotadas en bases de datos publicas) que corresponden a las enzimas PWD de los genomas
de las respectivas especies. Estas secuencias incluyen secuencias (codificantes) de ADNc de PWD supuestas de
sorgo (SEQ ID NO: 17), maiz (SEQ ID NO: 18) y arroz (SEQ ID NO: 19) y los genes correspondientes de los cuales
se transcriben los ARNm de PWD para PWD de sorgo (SEQ ID NO: 20) y maiz (SEQ ID NO: 21). Ademas, a partir de
esta informacién, también se pueden inferir las secuencias de las regiones 5' no traducidas (UTR) y los promotores
del gen PWD en sorgo (SEQ ID NO: 22), asi como las 3' UTR de los respectivos genes PWD en sorgo (SEQ ID NO:
23) y maiz (SEQ ID NO: 24). El gen SbPWD de 24,3 kb se encuentra en el cromosoma 4 de sorgo. La secuencia de
proteina deducida de la SbPWD (1212AA) tiene una identidad de secuencia del 57 % en toda su longitud con respecto
a la proteina PWD de 1196AA de Arabidopsis funcionalmente caracterizada (AY747068). Sin embargo, solo la parte
C-terminal de la proteina SbPWD (374AA) tiene homologia de secuencia con secuencias genomicas de maiz
localizadas en el cromosoma 10. Esta secuencia de proteina parcial de ZmPWD de maiz tiene el 58 % de identidad
de secuencia con AtPWD y el 93 % de identidad de secuencia con SbPWD. La alineacion de secuencias de las
secuencias compiladas para los Ultimos 13 exones de los genes SbPWD y ZmPWD demostrd una identidad de
secuencia del 95,2 % a nivel de nucleotidos entre las regiones codificantes. Sin embargo, cuando las secuencias
gendmicas enteras para esta parte de la PWD de maiz y sorgo estan alineadas, solo esta presente un 31 % de
identidad de secuencia. Las diferencias en las secuencias intrénicas entre los dos genes podrian explicar esta
situacion. Por ejemplo, el intrén nimero 11 en SbPWD tiene 5,3 kb y el intrén nimero 13 tiene 0,8 kb, mientras que
sus homadlogos en ZmPWD tienen 17 kb y 5 kb de largo. La situacion opuesta se encontrd para el intrén nimero 16,
que tiene 3,6 kb en SbPWD y solo 248 pb en ZmPWD. El analisis de secuencia de la 3' UTR de 252 pb de SbPWD y
ZmPWD demostrd una identidad de secuencia del 78 % interrumpida por numerosas interrupciones en la homologia.

Se usé la alineacion de secuencia con CLUSTAL de la siguiente manera para identificar las proteinas diana DSP
candidatas de maiz (ZmDSP; SEQ ID NO: 25) y sorgo (SbDSP; SEQ ID NO: 26) basandose en su similitud con la
proteina DSP conocida de Arabidopsis thaliana (AtDSP; SEQ ID NO: 27). De manera similar, fue posible identificar
una proteina DSP de arroz candidata (OsDSP; SEQ ID NO: 28) entre las listas de proteinas hipotéticas de arroz.

Alineacion de secuencias multiples con CLUSTAL 2.1 ZmDSP, SbDSP y AtDSP

ZmDSP MNCLQNLLKE--PPIVGSRSMRR---PSPLNLAMVRGGSRRSNTVKT---
LQAPGASTSG 52

SbDSP MNCLOQNLLKE--PPIVGSRSMRR---PSPLNLAMVRGGSRRSNTVKT---
LQAPGASTSG 52

AtDSP

MNCLQNLPRCSVSPLLGFGCIQRDHSSSSSSLKMLISPPIKANDPKSRLVLHAVSES
KSS 60
HkdkgkR o Rk ok R Rk e Rk KR

ZmDSP
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AESSAVEMGTEKSEVYSTNMTQAMGAALTYRHELGMNYNFIRPDLIVGSCLQSPL
DVDKL 112

SbDSP

AESSAVEMGTEKSEVYSTNMTHAMGAALTYRHELGMNYNFIRPDLIVGSCLQSPL

DVDKL 112

AtDSP

SEMSGVAKDEEKSDEYSQDMTQAMGAVLTYRHELGMNYNFIRPDLIVGSCLQTP
5 EDVDKL 120

A SR P A E N L E R B E L E EEE L E EEEEE L EE R L

ZmDSP
RKIGVKTVFCLQQDSDLEYFGVDIRAIQDYSLQFKDIVHCRAEIRDFDAFDLRLRL
PAVV 172
SbDSP
RKIGVKTVFCLQQDSDLEYFGVDIGAIQDYSLQFKDIMHCRAEIRDFDAFDLRLRL
10 PAVV 172
AtDSP

RKIGVKTIFCLQQDPDLEYFGVDISSIQAYAKKY SDIQHIRCEIRDFDAFDLRMRLP
AVV 180

EEES SR LM ELEEEREEEEEEEE I LR P L R EEEEEEEEER L

ZmDSP
SKLHKLINCNGGVTYTHCTAGLGRAPAVALAYMFWILGYSLNEGHRLLQSKRACF
15  PKLEA 232

SbDSP
SKLHKLVNCNGGVTYTHCTAGLGRAPAVALAYMFWILGYSLNEGHQLLQSKRAC
FPKLEA 232

AtDSP
GTLYKAVKRNGGVTYVHCTAGMGRAPAVALTYMFWVQGYKLMEAHKLLMSK
RSCFPKLDA 240

. sk R o edrshosh . shosh sh o s il o,
20

ZmDSP

IKLATADILTGLSKNTITLKWEADGSSSVEISGLDIGWGQRIPLTYDEEKGAWFLEK
ELP 292

SbDSP
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IKLATADILTGLSKNTITLKWEDDGSSSVEISGLDIGWGQRIPLTYDEERGAWFLEK
ELP 292

AtDSP
IRNATIDILTGLKRKTVTLTLKDKGFSRVEISGLDIGWGQRIPLTLDKGTGFWILKR
ELP 300

R R I
ZmDSP

EGRYEYKYVVDGKWLCNEHELITKPNADGHVNNYVQVSRDGTSDEEKELRERLT
GPDPDL 352

SbDSP
EGRYEYKYIVDGKWLCNEHEMLTKPNADGHVNNYVQVSRDGTSDEEKELRERL

TGPDPVL 352
AtDSP EGQFEYKYIIDGEWTHNEAEPFIGPNKDGHTNNYAKVVDDPTS-

VDGTTRERLSSEDPEL 359

EE TR L L PR L FE I L IO L kA L A L O LR R R

ZmDSP TDQERLMIREYLEQYADAAER 373 (SEQ ID NO: 25)
SbDSP TDEERLMIREYLEQYADAGER 373 (SEQ ID NO: 26)
AtDSP LEEERSKLIQFLETCSEAEV- 379 (SEQ ID NO: 27)

L R L R

Basandose en esta homologia, fue posible identificar secuencias de genes (incluidas secuencias codificantes que no
habian sido previamente anotadas en bases de datos publicas) que corresponden a las enzimas DSP de los genomas
de las respectivas especies. Estas secuencias incluyen secuencias (codificantes)de ADNc de DSP supuestas de maiz
(SEQ ID NO: 29), sorgo (SEQ ID NO: 30) y arroz (SEQ ID NO: 31), los genes correspondientes a partir de los cuales
se transcriben los ARNm de DSP para DSP de maiz (SEQ ID NO: 32) y sorgo (SEQ ID NO: 33). Ademas, a partir de
esta informacién, también se pueden inferir las secuencias de las regiones 5' no traducidas (UTR) y los promotores
del gen DSP en maiz (SEQ ID NO: 34) y sorgo (SEQ ID NO: 35), asi como las 3' UTR de los respectivos genes DSP
en maiz (SEQ ID NO: 36) y sorgo (SEQ ID NO: 37). Los genes DSP de 5 kb y 6 kb se localizan en los cromosomas 1
de los genomas de sorgo y maiz, respectivamente. La estructura del gen DSP es muy similar tanto en maiz como en
sorgo, conteniendo cada gen 14 exones de longitud idéntica y 13 intrones de tamano ligeramente diferente. La
alineacion deducida de la secuencia de proteinas entre Arabidopsis, maiz y sorgo demuestran un 58,8 % de identidad,
mientras que entre las proteinas SbDSP y ZmDSP hay una identidad de secuencia del 96,5 % a nivel de aminoacidos.
La identidad de secuencia entre los exones compilados de los genes SbDSP y ZmDSP es del 95,5 %, mientras que
cuando se incluyen los intrones, la identidad entre los dos genes se reduce al 65,3 %. Hay 50-60 % de identidad de
secuencia en las regiones 5 '/3' UTR. Ambas proteinas SbDSP y ZmDSP contienen el dominio DSPc (fosfatasa de
especificidad dual, dominio catalitico) en 130-227AA con el sitio activo en el resto C190.

Ejemplo 2. Supresion de la expresion, acumulacion o actividad de las enzimas diana en plantas

Una vez que los genes que codifican cada una de las enzimas diana se han identificado en una especie dada, el
siguiente objetivo era suprimir la expresion, acumulacion o actividad de esa enzima en plantas.

Los genes diana se inhibieron usando una estrategia de interferencia con ARN. Un enfoque para la supresion génica
a través de la interferencia con ARN era modificar una secuencia de microARN de origen natural de modo que sus
secuencias de direccionamiento naturales se alteraren para que reconozcan una secuencia diana diferente y después
expresar este microARN modificado de acuerdo con Wartmann et al. 2008.

Un ejemplo de microARN de origen natural de arroz se ilustra en la FIG. 3. Se introdujeron secuencias de nucle6tidos
de amiRNA1wmd3 de OsGWD (SEQ ID NO: 38) y osa-MIR809aM1 de OsGWD (SEQ ID NO: 39), como se muestran
en la FIG. 3, que codifican microARN dirigidos a un ARN mensajero que codifica la proteina GWD de arroz en un
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casete de expresion para la supresion de la expresion de una enzima diana.

Como alternativa, se suprimid la expresién de una enzima diana mediante la expresion de un ARN de horquilla
disefiado adecuadamente ("ARNh") que incluye copias invertidas de una secuencia de ARN que es homologa a una
porcion del ARNm, la 5 'UTR, o la 3' UTR para una enzima diana, segun Horiguchi 2004. Las secuencias homélogas
al ARNm diana se denominan "secuencias iniciadoras". Las secuencias de ADN que codifican secuencias iniciadoras
de ARN individuales que se usaron para crear ARNh incluyen OsDSP1 (SEQ ID NO: 40), OsDSP2 (SEQ ID NO: 41):
OsGWD1 (SEQ ID NO: 42), OsGWD2 (SEQ ID NO: 43), OsPWD1 (SEQ ID NO: 44), OsPWD2 (SEQ ID NO: 45),
SbGWD (SEQ ID NO: 46), SbGWD1 (SEQ ID NO: 47), SbGWD2 (SEQ ID NO: 48), ZmGWD1 (SEQ ID NO: 49) y
ZmGWD2 (SEQ ID NO: 50).

La estrategia para expresar secuencias iniciadoras invertidas fue transcribirlas de manera que las copias invertidas
estuvieran separadas por una secuencia espaciadora. Este espaciador en si correspondia a un intron. Intrones que
se utilizaron incluyen el intrén de alcohol deshidrogenasa de Zea mays (ZmAdhli6; SEQ ID NO: 51), el intrédn de alcohol
deshidrogenasa de Oryza sativa (OsAdhli; SEQ ID NO: 52), el intrdn de alcohol deshidrogenasa de Sorgo
bicolor(SbAdh1-2i: SEQ ID NO: 53) y el intr6n de glucano agua dicinasa de Sorgo bicolor (SbGWDi; SEQ ID NO: 54).
En un casete de expresion, para dirigir la transcripcion del microARN o ARNh, se uni6é una secuencia iniciadora al
promotor de ubiquitina de Z. mays (ZmUbi1P; SEQ ID NO: 55), al promotor de fosfoenolpiruvato carboxilasa de Z
mays (ZmPepCP: SEQ ID NO: 56) o al promotor de ubiquitina de O. sativa (OsUbi3P; SEQ ID NO: 57). Se us6 na
senal de poliadenilacion (terminador NOS; SEQ ID NO: 58) terminador de la transcripcion.

La FIG. 4 ilustra un casete de expresion Unico compuesto por un gen sintético que codifica uno de tales ARNh. Esta
figura muestra el casete de expresién que incluye (1) un elemento promotor, (2) un conjunto de las secuencias
iniciadoras (negro) colocadas en orientaciones opuestas de modo que el transcrito de ARN sea autocomplementario
en estas regiones, (3) un intrén o un elemento espaciador y (4) un terminador de transcripcion/seial de poliadenilacién.
Ejemplos de tales casetes de expresion incluyen SEQ ID NO: 59 [OsUbi3P: amiRNA1wmd3 de OsGWD], SEQ ID NO:
60 [OsUbi3P: osa-MIR809aM1 de OsGWD], SEQ ID NO: 61 [OsUbi3P: OsDSP1hpRNA), SEQ ID NO: 62
[OsUbi3P:ARNh de OsDSP2], SEQ ID NO: 63 [OsUbi3P:ARNh de OsGWD1], SEQ ID NO: 64 [OsUbi3P: ARNh de
OsGWD?2], SEQ ID NO: 65 [OsUbi3:ARNh de OsPWD1], SEQ ID NO: 66 [OsUbi3:ARNh de OsPWD2], SEQ ID NO:
67 [OsUbi3P:ARNi de SbGWD], SEQ ID NO: 68 [ZmPepCP:ARNi de SbGWD1], SEQ ID NO: 69 [ZmPepCP:ARNi de
SbGWD2], SEQ ID NO: 70 [ZmPepCP:ARNi de ZmGWD1] y SEQ ID NO: 71 [ZmPepCP:ARNi de ZmGWD?2].

Puede unirse mudltiples casetes para diferentes ARNh en una sola construccién para ser introducidos en plantas
transgénicas de modo que dos ARNh se expresen simultaneamente. La FIG. 5 ilustra un ejemplo de tal una
construccion. Esta figura muestra (1) el primer elemento promotor, (2) un primer conjunto de secuencias iniciadoras
(negro) colocadas en orientaciones opuestas de modo que el transcrito de ARN serd complementario en estas
regiones, (3) un primer intron o un elemento separador, (4) un primer terminador de transcripcion/sefial de
poliadenilacién, (5) un segundo elemento promotor; (6) un segundo conjunto de secuencias iniciadoras (negro), (7) un
segundo intrdn o un elemento espaciador y (8) un segundo terminador de transcripcién/sefal de poliadenilacion.

Se proporcionan ejemplos de construcciones con multiples casetes de expresion de ARNh como la SEQ ID NO: 72
[OsDSP1y OsGWD2], SEQ ID NO: 73 [OsPWD2 y OsGWD 1] y SEQ ID NO: 74 [OsDSP2 y OsPWD1].

Ejemplo 3. Vectores

Pueden proporcionarse secuencias de cualquier gen relacionado con la regulacion del almidén en un vector intermedio
de ARNi, un vector de transformacién, o en una planta transgénica en la presente memoria.

Vector pAL409 de ARNi

Un ejemplo de un vector intermedio de ARNi es pAL409, que se ilustra en la FIG. 2. Tal como se muestra en la FIG.
2, las copias invertidas de segmentos de una region transcrita de un gen a ser dirigido pueden introducirse en pAL409
en el sitio Avrll 220(posicion 4507) y en el sitio BspEl 210(posicion 4519) y nuevamente en el sitio Agel 295 (posicion
566) y en el sitio Nhel 290 (posicién 620). Cuando se transcriben desde el promotor 230 de ubiquitina de arroz (P-
OsUbi3), las copias invertidas de los segmentos (las secuencias iniciadoras) permiten que el ARN resultante forme
una horquilla en la que el intron 200 de OsUbi3 sirve como un espaciador entre los elementos repetidos. Una senal de
poliadenilacién 280 (3' NOS) sirve como terminador transcripcional. El casete de expresién completo (desde el
promotor hasta el terminador) se puede extraer de este plasmido como un fragmento Pacl-Xmal mediante digestion
en el sitio Pacl 240 (posicion 3574) y en el sitio Xmal 270 (posicion 911). pAL409 también incluye un ColEl, origen de
replicacién 260 de E. coli; y un marcador de resistencia a ampicilina bla 250. La secuencia de pAL409 se proporciona
a continuacion, pero la numeracioén y orientacion de nucleétidos difiere de la representada en la FIG. 2. El experto en
la materia sera capaz de alinear la secuencia a continuacién con el mapa vectorial de la FIG. 2 dados los puntos de
referencia del vector. Se puede usar un vector de ARNi intermedio como pAL409 para introducir, copias invertidas en
tandem de practicamente cualquier secuencia iniciadora.

> secuencia de pAL409
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TCGCGCGTTTCGGTGATGACGGTGAAAACCTCTGACACATGCAG
CTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATGCCGGGAGCAGACAAG
CCCGTCAGGGCGCGTCAGCGGGTGTTGGCGGGTGTCGGGGCTGGCTTAACTAT
GCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGCACCATATGCGGTGTGAAATAC
CGCACAGATGCGTAAGGAGAAAATACCGCATCAGGCGCCATTCGCCATTCAG
GCTGCGCAACTGTTGGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCC
AGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGG
GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAATTCGGGCGGTTAA
TTAACTAATCGACTCTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTAATTCGGCTT
GTCGACCACCCAACCCCATATCGACAGAGGATGTGAAGAACAGGTAAATCAC
GCAGAAGAACCCATCTCTGATAGCAGCTATCGATTAGAACAACGAATCCATAT
TGGGTCCGTGGGAAATACTTACTGCACAGGAAGGGGGCGATCTGACGAGGCC
CCGCCACCGGCCTCGACCCGAGGCCGAGGCCGACGAAGCGCCGGCGAGTACG

GCGCCGCGGCGGCCTCTGCCCGTGCCCTCTGCGCGTGGGAGGGAGAGGCCGC
GGTGGTGGGGGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCAGCTGGTGCGGCGGCGCGGGGG
TCAGCCGCCGAGCCGGCGGCGACGGAGGAGCAGGGCGGCGTGGACGCGAACT
TCCGATCGGTTGGTCAGAGTGCGCGAGTTGGGCTTAGCCAATTAGGTCTCAAC
AATCTATTGGGCCGTAAAATTCATGGGCCCTGGTTTGTCTAGGCCCAATATCC
CGTTCATTTCAGCCCACAAATATTTCCCCAGAGGATTATTAAGGCCCACACGC
AGCTTATAGCAGATCAAGTACGATGTTTCCTGATCGTTGGATCGGAAACGTAC
GGTCTTGATCAGGCATGCCGACTTCGTCAAAGAGAGGCGGCATGACCTGACGC
GGAGTTGGTTCCGGGCACCGTCTGGATGGTCGTACCGGGACCGGACACGTGTC
GCGCCTCCAACTACATGGACACGTGTGGTGCTGCCATTGGGCCGTACGCGTGG
CGGTGACCGCACCGGATGCTGCCTCGCACCGCCTTGCCCACGCTTTATATAGA
GAGGTTTTCTCTCCATTAATCGCATAGCGAGTCGAATCGACCGAAGGGGAGGG
GGAGCGAGAGCTTTGCGTTCTCTAATCGCCTCGTCAAGCCTAGGTGTGTGTCC
GGAGTCAAGGTAACTAATCAATCACCTCGTCCTAATCCTCGAATCTCTCGTGG
TGCCCGTCTAATCTCGCGATTTTGATGCTCGTGGTGGAAAGCGTAGGAGGATC
CCGTGCGAGTTAGTCTCAATCTCTCAGGGTTTCGTGCGATTTTAGGGTGATCCA
CCTCTTAATCGAGTTACGGTTTCGTGCGATTTTAGGGTAATCCTCTTAATCTCT
CATTGATTTAGGGTTTCGTGAGAATCGAGGTAGGGATCTGTGTTATTTATATCG
ATCTAATAGATGGATTGGTTTTGAGATTGTTCTGTCAGATGGGGATTGTTTCGA
TATATTACCCTAATGATGTGTCAGATGGGGATTGTTTCGATATATTACCCTAAT
GATGTGTCAGATGGGGATTGTTTCGATATATTACCCTAATGATGGATAATAAG
AGTAGTTCACAGTTATGTTTTGATCCTGCCACATAGTTTGAGTTTTGTGATCAG
ATTTAGTTTTACTTATTTGTGCTTAGTTCGGATGGGATTGTTCTGATATTGTTCC
AATAGATGAATAGCTCGTTAGGTTAAAATCTTTAGGTTGAGTTAGGCGACACA
TAGTTTATTTCCTCTGGATTTGGATTGGAATTGTGTTCTTAGTITTTTTTCCCCTG
GATTTGGATTGGAATTGTGTGGAGCTGGGTTAGAGAATTACATCTGTATCGTG
TACACCTACTTGAACTGTAGAGCTTGGGTTCTAAGGTCAATTTAATCTGTATTG
TATCTGGCTCTTTGCCTAGTTGAACTGTAGTGCTGATGTTGTACTGTGTTTTTTT
ACCCGTTTTATTTGCTTTACTCGTGCAAATCAAATCTGTCAGATGCTAGAACTA
GGTGGCTTTATTCTGTGTTCTTACATAGATCTGTTGTCCTGTAGTTACTTATGTC
AGTTTTGTTATTATCTGAAGATATTTTITGGTTGTTGCTTGTTGATGTGGTGTGA
GCTGTGAGCAGCGCTCTITATGATTAATGATGCTGTCCAATTGTAGTGTAGTAT
GATGTGATTGATATGTTCATCTATTTTGAGCTGACAGTACCGATATCGTAGGAT
CTGGTGCCAACTTATTCTCCAGCTGCTTTTTTTTACCTATGTTAATTCCAATCCT
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TTCTTGCCTCTTCCAGGGATCCACCGGTCCGATCGAGCTTACTGAAAAAATTA
ACATCTCTTGCTAAGCTGGGAGCGCTAGCTCCCCGAATTTCCCCGATCGTTCA
AACATTTGGCAATAAAGTTTCTTAAGATTGAATCCTGTTGCCGGTCTTGCGATG
ATTATCATATAATTTCTGTTGAATTACGTTAAGCATGTAATAATTAACATGTAA
TGCATGACGTTATTTATGAGATGGGTTTTTATGATTAGAGTCCCGCAATTATAC
ATTTAATACGCGATAGAAAACAAAATATAGCGCGCAAACTAGGATAAATTAT
CGCGCGCGGTGTCATCTATGTTACTAGATCGGGAATTGGCGAGCTCGCCCGGG
CGGGCGAAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTT
ATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGC
CTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGC
CCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAA
CGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCAC
TGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAA
AGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACAT
GTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCATTGCTG
GCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTC
AAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCC
CCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATAC
CTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGT
AGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGA
ACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTC
CAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGG
ATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCC
TAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGC
CAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACC
GCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAA
AGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGA
ACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTC
ACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATA
TGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCT
CAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGA
TAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCG
CGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGG
AAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTA
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TTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGC
AACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATG
GCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCAT
GTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTA
AGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTA
CTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGT
CATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATA
CGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAA
ACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTT
CGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCA
GCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAAT
AAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTG
AAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTA
GAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCT
GACGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAACCTATAAAAATAGGCGTAT
CACGAGGCCCTTTCGTC [SEQ ID NO:185]

Las realizaciones en la presente memoria proporcionan vectores de ARNi intermedios que se replican a elevadas
copias en E. coli, tienen baja complejidad y varios sitios de restriccion convenientes. pAL409 tiene estas
caracteristicas. Los vectores con tales caracteristicas serian Utiles para ensamblar casetes de expresién de ARNi que
después pueden transferirse a un vector de transformacién de Agrobacterium.

Vectores de transformacion

Un vector de transformacion ejemplar, pAG2004 se ilustra en la FIG. 6. pAG2004 [SEQ ID NO: 186]. pAG2004 incluye
un intron 300 de ubiquitina de arroz (intrén de OsUbi3), un promotor 330 de ubiquitina de arroz (P-OsUbi3), un sitio
Pacl 340 (posicion 155), un sitio Xmal 370 (posicion 214), una sefial de poliadenilacion 3' NOS 380 y un origen de
replicaciéon ColE1 360 deE. coli. pAG2004 también incluye un gen 390 de fosfomanosa isomerasa (PMI, por sus siglas
en inglés), un RB 391, un st AT 392 y un aadA 393. pAG2004 o vectores similares pueden transferirse desde E. colia
Agrobacterium tumefaciens LBA4404 por transferencia por conjugacion, durante la cual el plasmido se integrara en
pSB1 (un plasmido Ti residente) mediante recombinacién homéloga. El cultivo conjunto de la cepa de
Agrobacteriumrecombinante resultante con células vegetales puede dar como resultado la transferencia del ADN
derivado de pAG2004 al genoma de la planta. Las realizaciones en la presente memoria incluyen un vector de
transformacion que tiene cualquier secuencia iniciadora relacionada con dianas para la alteracién del Almidon Verde.
Las realizaciones en la presente memoria incluyen un vector de transformaciéon que tiene un fragmento de pAL409
que incluye secuencias iniciadoras relacionadas con dianas para la alteracién del Almidon Verde. Las realizaciones
en la presente memoria incluyen un vector de transformacion que tiene un fragmento Pacl-Xmal de pAL409 que incluye
secuencias iniciadoras relacionadas con dianas para la alteracion del Aimidén Verde en lugar del fragmento Pacl-
Xmal de pAG2004.

Los vectores de transformacién de plantas se ensamblaron insertando los casetes de expresion o las construcciones
descritas en la presente memoria, entre las secuencias de borde derecho e izquierdo de ADN-T de Agrobacterium de
un plasmido adecuado tal como pAG2005 o pAG4003 descrito a continuacién. Las siguientes son descripciones de
varios pAG2005, pAG4003 y vectores plasmidicos recombinantes derivados que pueden usarse para generar plantas
transgénicas a través de la transformacion mediada por Agrobacterium:

pAG2005 (SEQ ID NO: 75) es un plasmido que porta un marcador de resistencia a la espectinomicina, un origen de
replicaciéon bacteriano, un borde derecho (RB, por sus siglas en inglés) del ADN-T de Agrobacterium y un borde
izquierdo (LB, por sus siglas en inglés) del ADN-T de Agrobacterium. Entre el RBy el LB hay un sitio multiclonal (MCS,
por sus siglas ne inglés) y un marcador seleccionable de planta compuesto por un promotor Ubi3 de arroz (OsUbi3P),
la secuencia codificante de la fosfomanosa isomerasa y el terminador NOS; este plasmido también porta un promotor
Ubi3 de arroz anadido (OsUbi3P) y un terminador NOS en el MCS, entre los que se pueden afiadir secuencias
codificantes adicionales, microARN o unidades de transcripcion de ARNh.

pAG2107 es pAG2005 con un microARN amiRNA1wmd3 de OsGWD (SEQ ID NO: 38) entre el promotor de Ubi3 de
arroz (OsUbi3P) y el terminador NOS.
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pAG2108 es pAG2005 con un microARN osa-MIR809aM1 de OsGWD (SEQ ID NO: 39) entre el promotor Ubi3 de
arroz (OsUbi3P) y el terminador NOS.

pAG2109 es pAG2005 con un casete-1 de silenciamiento de ARNh de OsDSP1 (SEQ ID NO: 40) entre el promotor
Ubi3 de arroz (OsUbi3P) y el terminador NOS.

pAG2110 es pAG2005 con un casete-1 de silenciamiento de ARNh de OsGWD1 (SEQ ID NO: 42) entre el promotor
Ubi3 de arroz (OsUbi3P) y el terminador NOS.

pAG2111 es pAG2005 con un casete-2 de silenciamiento de ARNh de OsGWD2 (SEQ ID NO: 43) entre el promotor
Ubi3 de arroz (OsUbi3P) y el terminador NOS.

pAG2112 es pAG2005 con un casete-2 de silenciamiento de ARNh de OsPWD2 (SEQ ID NO: 45) entre el promotor
Ubi3 de arroz (OsUbi3P) y el terminador NOS.

pAG2113 es pAG2005 con un casete-2 de silenciamiento de ARNh de OsDSP2 (SEQ ID NO: 41) entre el promotor
Ubi3 de arroz (OsUbi3P) y el terminador NOS.

pAG2114 es pAG2005 con un casete-1 de silenciamiento de ARNh de OsPWD1 (SEQ ID NO: 44) entre el promotor
Ubi3 de arroz (OsUbi3P) y el terminador NOS.

pAG2115 es pAG2111 con un casete-1 de silenciamiento de ARNh de OsDSP1 adicional; los casetes en tdndem para
la expresion de los ARNh de OsGWD2 y OsDSP1 se proporcionan como la SEQ ID NO: 72.

pAG2116 es pAG2110 con un casete-2 de silenciamiento de ARNh de OsPWD2 adicional; los casetes en tdndem para
la expresion de los ARNh de OsGWD 1y OsPWD2 se proporcionan como la SEQ ID NO: 73.

pAG2117 es pAG2114 con un casete-2 de silenciamiento de ARNh de OsDSP2 adicional; los casetes en tdndem para
la expresion de los ARNh Ode sPWD1 y OsDSP2 se proporcionan como la SEQ ID NO: 74;

pAG4003 (SEQ ID NO: 76) es un plasmido que porta un marcador de resistencia a la espectinomicina, un origen de
replicacién bacteriano, un borde derecho (RB) del ADN-T de Agrobacterium y un borde izquierdo (LB) del ADN-T de
Agrobacterium. Entre el RB y el LB hay un sitio multiclonal (MCS) y un marcador seleccionable de plantas compuesto
por un promotor de ubiquitina de maiz (ZmUbi1P), la secuencia codificante de la fosfomanosa isomerasa y el
terminador NOS.

pAG4101 es pAG4003 con un ARNi de SbGWD entre el promotor Ubi3 de arroz (OsUbi3P) y el terminador NOS (SEQ
ID NO: 67).

pAG4102 es pAG4003 con un ARNi de ZmGWD 1 entre el promotor ZmPepC de maiz (ZmPepCP) y el terminador
NOS (SEQ ID NO: 70).

pAG4103 es pAG4003 con un ARNi de ZmGWD2 entre el promotor ZmPepC de maiz y el terminador NOS (SEQ ID
NO: 71).

pAG4104 es pAG4003 con un ARNi de SbGWD1 entre el promotor ZmPepC de maiz y el terminador NOS (SEQ ID
NO: 68).

pAG4105 es pAG4003 con un ARNi de SbGWD2 entre el promotor ZmPepC de maiz y el terminador NOS (SEQ ID
NO: 69).

Secuencias de las proteinas diana, genes, elementos de los casetes de expresion y vectores utilizados en la presente
memoria se enumeran en la Tabla 1.

Tabla 1. Descripcion de Secuencias.

Las SEQID NO | Nombre de la Secuencia Descripcion de la Secuencia

1 Proteina SbGWD secuencia de aminoacidos de proteina hipotética del
registro de Genbank XM_002438374

2 Proteina ZmGWD secuencia de aminoacidos de la proteina diana GWD
de maiz

3 Proteina OsGWD secuencia de aminoacidos de la proteina diana GWD
de arroz
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(continuacién)

Las SEQID NO

Nombre de la Secuencia

Descripcion de la Secuencia

4

Proteina StGWD

secuencia de aminoacidos de la proteina diana GWD
de patata

secuencia codificante de SbGWD

secuencia de nucleétidos que codifica la proteina
hipotética del registro de Genbank XM_002438374

secuencia codificante de ZmGWD

secuencia de nucleé6tidos (ADNc) que codifica la
proteina no anotada del registro GRMZM2G412611
de maizegdb.org

secuencia codificante de OsGWD

secuencia de nucleétidos que codifica la proteina
diana GWD de arroz

Gen SbGWD

secuencia genomica que contiene la secuencia
similar a GWD no anotada en plantgdb.org/SbGDB
(37970015-37957888)

Gen ZmGWD

secuencia genomica que contiene la secuencia
GRMZM2G412611 similar a GWD no anotada en
maizegdb.org (110695290-110706982)

10

5'UTR y promotor del gen SbGWD

secuencia gendémica cadena arriba de secuencia
similar a GWD en plantgdb.org/SbGDB (37973102-
37970016)

11

5'UTR y promotor del gen ZmGWD

secuencia gendmica cadena arriba de la secuencia
GRMZM2G412611 similar a GWD en maizegdb.org
(110692290-110695289)

12

3'UTR del gen SbGWD

secuencia genémica cadena abajo de la secuencia
similar a GWD en plantgdb.org/SbGDB (37957887-
37956500)

13

3'UTR del gen ZmGWD

secuencia genémica cadena abajo de la secuencia
GRMZM2G412611 similar a GWD en maizegdb.org
(110706983-110708982)

14

Proteina SbPWD

secuencia de amino&cidos de la posible proteina
diana PWD de sorgo

15

Proteina ZmPWD

secuencia parcial de aminodcidos de la posible
proteina diana PWD de maiz

16

Proteina AtPWD

secuencia de aminoacidos de la proteina PWD
funcionalmente caracterizada de Arabidopsis
(registro de Genebank AY747068)

17

secuencia codificante de SbPWD

secuencia de nucleotidos (ADNc) que codifica la
proteina hipotética del registro de Genbank XM_
002453614

18

secuencia codificante de ZmPWD

secuencia de nucleé6tidos (ADNc) que codifica la
proteina similar a PWD compilada de la secuencia
gendmica en el cromosoma 10 de maiz (20383422-
20409795)

19

secuencia codificante de OsPWD

secuencia de nucleotidos (ADNc) que codifica la
proteina similar a PWD compilada a partir de la
secuencia genémica de arroz

20

Gen SbPWD

secuencia gendmica del gen SbPWD que contiene la
secuencia similar a PWD no anotada en
plantgdb.org/SbGDB (13092874-13068592)

52




ES 2774426 T3

(continuacién)

Las SEQID NO

Nombre de la Secuencia

Descripcion de la Secuencia

21

Gen ZmPWD

secuencia gendmica del gen ZmPWD que contiene
la secuencia parcial similar a PWD no anotada en
maizegdb.org (20383406-20409795)

22

5'UTR y promotor del gen SbPWD

secuencia genémica de 5'UTR y promotor del gen
SbPWD cadena arriba de la secuencia similar a PWD
en plantgdb.org/SbGDB (13095874-13092875)

23

3'UTR del gen SbPWD

secuencia genomica de la 3'UTR del gen SbPWD
cadena abajo de la secuencia similar a PWD en
plantgdb.org/SbGDB (13068591-13066592)

24

3'UTR del gen ZmPWD

secuencia genémica de la 3'UTR del gen ZmPWD
cadena abajo de la secuencia similar a PWD en
maizegdb.org (20409796-20411795)

25

Proteina ZmDSP

Secuencia de aminoacidos de la supuesta proteina
ZmDSP de la proteina diana de maiz

26

Proteina SbDSP

Secuencia de aminoacidos de la supuesta proteina
SbDSP de la proteina diana de sorgo

27

Proteina AtDSP

secuencia de aminoacidos de la proteina AtDSP de
la proteina DSP caracterizada funcionalmente de
Arabidopsis (registro de Genebank Q9FEB5)

28

Proteina OsDSP

supuesta proteina tirosina fosfatasa OsDSP de arroz,
registro de Genebank ABF93554.1

29

secuencia codificante de ZmDSP

secuencia de nucleotidos (ADNc) que codifica la
proteina no caracterizada LOC 100216768 del
registro de Genbank NM_ 001143167

30

secuencia codificante de SbDSP

secuencia de nucle6tidos (ADNc) que codifica una
secuencia similar a DSP no anotada en
plantgdb.org/SbGDB (73074312-73079318)

31

secuencia codificante de OsDSP

secuencia de nucleotidos (ADNc) que codifica la
proteina similar a DSP compilada a partir de la
secuencia gendmica del arroz

32

Gen ZmDSP

Secuencia gendémica del gen ZmDSP en
maizegdb.org (2544510-2538556) que contiene la
proteina no caracterizada LOC 100216768 del
registro de Genbank NM_001143167

33

Gen SbDSP

secuencia gendmica del gen SbDSP que contiene la
secuencia similar a DSP no anotada en
plantgdb.org/SbGDB (73074312-73079318)

34

5'UTR y promotor del gen ZmDSP

secuencia gendémica de 5'UTR y promotor del gen
ZmDSP en maizegdb.org (2538555-2536556)
cadena arriba de la proteina LOC100216768 no
caracterizada  del registro de Genbank
NM_001143167

35

5'UTR y promotor del gen SbDSP

secuencia genémica de 5'UTR y promotor del gen
SbDSP cadena arriba de la secuencia similar a DSP
no anotada en plantgdb.org/SbGDB (73071312-
73074311)
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Las SEQ ID NO | Nombre de la Secuencia Descripcion de la Secuencia

36 3'UTR del gen ZmDSP secuencia genémica de la 3'UTR del gen ZmDSP en
maizegdb.org (2538555- 2536556) cadena abajo de
la proteina LOC100216768 no caracterizada del
registro de Genbank NM_001143167

37 3'UTR del gen SbDSP secuencia gendémica de la 3'UTR del gen SbDSP
cadena abajo de la secuencia similar a DSP no
anotada en plantgdb.org/SbGDB (73079319-
73081318)

38 amiRNA 1 wmd3 de OsGWD secuencia de ADN que codifica el microARN
amiRNA1wmd3 de OsGWD

39 osa-MIR809aM1 de OsGWD secuencia de ADN que codifica el microARN osa-
MIR809aM1 de OsGWD

40 OsDSPH1 secuencia iniciadora de ARN de horquilla de
OsDSP1

41 OsDSP2 secuencia iniciadora de ARN de horquilla de
OsDSP2

42 OsGWD1 secuencia iniciadora de ARN de horquilla de
OsGWD1

43 OsGWD2 secuencia iniciadora de ARN de horquilla de
OsGWD2

44 OsPWD1 secuencia iniciadora de ARN de horquilla de
OsPWD1

45 OsPWD2 secuencia iniciadora de ARN de horquilla de
OsPWD2

46 SbGWD secuencia iniciadora de ARN de horquilla de SbGWD

47 SbGWD1 secuencia iniciadora de ARN de horquilla de
SbGWD1

48 SbGWD2 secuencia iniciadora de ARN de horquilla de
SbGWD2

49 ZmGWD1 secuencia iniciadora de ARN de horquilla de
ZmGWD1

50 ZmGWD2 secuencia iniciadora de ARN de horquilla de
ZmGWD2

51 ZmAdh1i6 secuencia de ADN correspondiente al intron
ZmAdh1i6

52 OsAdhli secuencia de ADN correspondiente al intron OsAdh1

53 SbAdh1-2i secuencia de ADN correspondiente al intron
SbAdh1-2i

54 SbGWDi secuencia de ADN correspondiente al intron
SbGWDi

55 ZmUbi1P promotor Ubi1 de maiz con intrén

56 ZmPepCP promotor ZmPepC

57 OsUbi3P promotor Ubi3 de arroz con intrén
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Las SEQ ID NO | Nombre de la Secuencia Descripcion de la Secuencia

58 terminador NOS terminador transcripcional NOS y senal de
poliadenilacién

59 OsUbi3P:amiRNA1wmd3 de OsGWD OsUbi3P:casete de expresién de amiRNA1wmd3 de
OsGWD para un micro ARN

60 OsUbi3P:0sa-MIR809aM1 de OsGWD | OsUbi3P:casete de expresién de osa-MIR809aM1
de OsGWD para un micro ARN

61 OsUbi3P:ARNh de OsDSP1 OsUbi3P:casete de expresion del ARNh de OsDSP1
para un ARN de horquilla

62 OsUbi3P:ARNh de OsDSP2 OsUbi3P:casete de expresion del ARNh de OsDSP2
para un ARN de horquilla

63 OsUbi3P:ARNh de OsGWD1 OsUbi3P:casete de expresion del ARNh de
OsGWD1 para un ARN de horquilla

64 OsUbi3P:ARNh de OsGWD2 OsUbi3P:casete de expresion del ARNh de
OsGWD2 para un ARN de horquilla

65 OsUbi3P:ARNh de OsPWD1 OsUbi3P:casete de expresion del ARNh de OsPWD1
para un ARN de horquilla

66 OsUbi3P:ARNh de OsPWD2 OsUbi3P:casete de expresion del ARNh de OsPWD2
para un ARN de horquilla

67 OsUbi3P:ARNi de SbGWD OsUbi3P:casete de expresion del ARNi de SbGWD
para un ARN de horquilla

68 ZmPepCP:ARNi de SbGWD1 ZmPepCP:casete de expresiéon del ARNi de
SbGWD1 para un ARN de horquilla

69 ZmPepCP:ARNi de SbGWD2 ZmPepCP:casete de expresiéon del ARNi de
SbGWD2 para un ARN de horquilla

70 ZmPepCP:ARNi de ZmGWD1 ZmPepCP:casete de expresion del ARNi de
ZmGWD1 para un ARN de horquilla

71 ZmPepCP:ARNi de ZmGWD2 ZmPepCP:casete de expresion del ARNi de
ZmGWD2 para un ARN de horquilla

72 OsDSP1 y OsGWD2 construccion de OsDSP1 y OsGWD2 que contiene
dos casetes de expresion de ARNh

73 OsPWD2 y OsGWD1 construccion de OsPWD2 y OsGWD1 que contiene
dos casetes de expresion de ARNh

74 OsDSP2 y OsPWD1 construccion de OsDSP2 y OsPWD1 que contiene
dos casetes de expresion de ARNh

75 pAG2005 vector de transformacién pAG2005 con marcador
seleccionable de plantas de fosfomanosa isomerasa

76 pAG4003 vector de transformacién pAG4003 con marcador
seleccionable de plantas de fosfomanosa isomerasa

77 proteina 043097 secuencia de aminoacidos de la enzima 043097

78 proteina BD22308 secuencia de aminoacidos de la enzima BD22308

79 proteina BD25243 secuencia de aminoacidos de la enzima BD25243

80 proteina EU591743 secuencia de aminoacidos de la enzima EU591743
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81 proteina NtEGm secuencia de aminoacidos de la enzima NtEGm

82 proteina POC2S1 secuencia de aminoacidos de la enzima P0C2S1

83 proteina P77853 secuencia de aminoacidos de la enzima P77853

84 proteina 068438 secuencia de aminoacidos de la enzima 068438

85 proteina O33897 secuencia de aminoacidos de la enzima 033897

86 secuencia codificante de 043097 secuencia codificante de la enzima 043097

87 secuencia codificante de BD22308 secuencia codificante de la enzima BD22308

88 secuencia codificante de BD25243 secuencia codificante de la enzima BD25243

89 secuencia codificante de EU591743 secuencia codificante de la enzima EU591743

90 secuencia codificante NtEGm secuencia codificante de la enzima NtEGm

91 secuencia codificante de POC2S1 secuencia codificante de la enzima P0OC2S1

92 secuencia codificante de P77853 secuencia codificante de la enzima P77853

93 secuencia codificante de 068438 secuencia codificante de la enzima 068438

94 secuencia codificante de 033897 secuencia codificante de la enzima 033897

95 polipéptido de inteina AS 146-7 secuencia de aminoacidos de inteina AS146-7

96 polipéptido de inteina S158-30-108-35 ggcuencia de aminodcidos de inteina S158-30-108-

97 polipéptido de inteina T134-100-101 secuencia de aminoacidos de inteina T134-100-101

98 secuencia codificante AS 146-7 secuencia de ADN AS 146-7 que codifica una inteina

99 secuencia codificante de S158-30-108- | secuencia de ADN S158-30-108-35 que codifica una
35 inteina

100 secuencia codificante de T134-100-101 §ecyencia de ADN T134-100-101 que codifica una

inteina

101 EU591743:enzima  modificada con | EU591743: secuencia de aminoacidos de la enzima
inteina AS146-7 modificada con inteina AS146-7

102 P77853:enzima modificada con inteina | P77853: secuencia de aminoacidos de la enzima
S158-30-108-35 modificada con inteina S158-30-108-35

103 P77853:enzima modificada con inteina | P77853: secuencia de aminodcidos de la enzima
T134-100-101 modificada con inteina T134-100-101

104 EU591743:secuencia codificante de | EU591743:secuencia codificante de la enzima
AS146-7 modificada con inteina AS146-7

105 P77853:secuencia codificante de S158- | P77853:secuencia codificante de la enzima
30-108-35 modificada con inteina S158-30-108-35

106 P77853:secuencia codificante de T134- | P77853:secuencia codificante de la enzima
100-101 modificada con inteina T134-100-101

107 péptido sefal BAASS sefal BAASS de direccionamiento de proteinas

108 péptido senal SEKDEL secuencia de aminodcidos de la sefial SEKDEL de

direccionamiento de proteinas
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109 sefal de direccionamiento xHvVSD secuencia de aminoacidos de la sefal xHvVSD de
direccionamiento de proteinas
110 fusion traduccional ZmUBQm secuencia de amino&cidos de la fusién traduccional
ZmUBQm
111 xGZein27ss secuencia de aminoacidos de la sefal xGZein27ss
de direccionamiento de proteinas
112 sefal HvAle secuencia de aminoacidos de la sefal HvAle de
direccionamiento de proteinas
113 secuencia codificante de BAASS secuencia de ADN de BAASS que codifica una sefal
de direccionamiento de proteinas
114 secuencia codificante de SEKDEL secuencia de ADN de SEKDEL que codifica una
sefal de direccionamiento de proteinas
115 secuencia codificante de xHvVSD secuencia de ADN de xHvVSD que codifica una
sefal de direccionamiento de proteinas
116 secuencia codificante de ZmUBQm secuencia de ADN de ZmUBQm que codifica una
fusion traduccional
117 secuencia codificante de xGZein27ss secuencia de ADN de xGZein27ss que codifica una
sefal de direccionamiento de proteinas
118 secuencia codificante HvAle secuencia de ADN de HvAle que codifica una senal
de direccionamiento de proteinas
119 ZmUbi1P:xGZein27ss:BD22308:xHVVS | expresion de
D ZmUbi1P:xGZein27ss:BD22308:xHvVSD para
casete para una enzima
120 ZmPepCP:xGZein27 casete de expresion de
ss:BD25243:SEKDE L ZmPepCP:xGZein27ss:BD25243:SEKDEL para una
enzima
121 OsUbi3P:EU591743 casete de expresion de OsUbi3P:EU591743 para
una enzima
122 ZmUbi1P:EU59174 3:AS146- | casete de expresién de
7:SEKDEL ZmUbi1P:BAASS:EU591743:AS146-7:SEKDEL
para una enzima modificada con inteina
123 ZmUbi1P:HvAle:Nt EGm:SEKDEL casete de expresion de
ZmUbi1P:HvAle:NtEGm:SEKDEL para una enzima
124 ZmPepCP:HvAle:Nt EGm:SEKDEL casete de expresién de
ZmPepCP:HvAle:NtEGm:SEKDEL para una enzima
125 OsUbi3P:HvAle:Nt EGm:SEKDEL casete de expresion de
OsUbi3P:HvAle:NtEGm:SEKDEL para una enzima
126 OsUbi3P:BAASS:033897 casete de expresion de OsUbi3P:BAASS:033897
para una enzima
127 ZmPepCP:BAASS:043097:SEKDEL casete de expresién de
ZmPepCP:BAASS:043097:SEKDEL  para  una
enzima
128 OsUbi3P:068438 casete de expresién de OsUbi3P:068438 para una

enzima
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129 OsUbi3P:P0C251 casete de expresion de OsUbi3P:P0C2S1 para una
enzima

130 ZmUbilP: ZmUBQm:BAASS: | casete de expresion ZmUbilP:

P77853:5158-30-108-35 ZmUBQm:BAASS:P77853:5158-30-108-35 para

una enzima modificada con inteina

131 ZmUbi1P:BAASS:P  77853:T134-100- | casete de expresion de

101:SEKDEL ZmUbi1P:BAASS:P77853:T134-100-101:SEKDEL

para una enzima modificada con inteina

132 2379 construccion 2379 que contiene casetes de
expresion para tres CWDE y un ARNh

133 2380 construccion 2380 que contiene casetes de
expresion para tres CWDE y un ARNh

134 4106 construccion 4106 que contiene casetes de
expresion para tres CWDE y un ARNh

135 4107 construccion 4107 que contiene casetes de
expresion para tres CWDE y un ARNh

136 4108 construccion 4108 que contiene casetes de
expresion para tres CWDE y un ARNh

137 4109 construccion 4109 que contiene casetes de
expresion para tres CWDE y un ARNh

138 4110 construccion 4110 que contiene casetes de
expresion para tres CWDE y un ARNh

139 4111 construccion 4111 que contiene casetes de
expresion para tres CWDE y un ARNh

140 4112 construccion 4112 que contiene casetes de
expresion para tres CWDE y un ARNh

141 4113 construccion 4113 que contiene casetes de
expresion para tres CWDE y un ARNh

142 4114 construccion 4114 que contiene casetes de
expresion para tres CWDE y un ARNh

143 4115 construccion 4115 que contiene casetes de
expresion para tres CWDE y un ARNh

144 4116 construccion 4116 que contiene casetes de
expresion para tres CWDE y un ARNh

145 4117 construccion 4117 que contiene casetes de
expresion para tres CWDE y un ARNh

146 4120 construccion 4120 que contiene casetes de
expresion para tres CWDE y un ARNh

147 4121 construccion 4121 que contiene casetes de
expresion para tres CWDE y un ARNh

148 4124 construccion 4124 que contiene casetes de
expresion para dos CWDE y un ARNh

149 4125 construccion 4125 que contiene casetes de

expresion para dos CWDE y un ARNh
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150 4514 construccion 4514 que contiene casetes de
expresion para tres CWDE y un ARNh
151 4515 construccion 4515 que contiene casetes de
expresion para tres CWDE y un ARNh
152 Construccién  sintética, Sitio de | Acido nucleico del sitio de empalme de intrones de
empalme de intrones de ZmGWD1 ZmGWD1
153 Construccién sintética, cebador directo | ob1659, acido nucleico de cebador directo
de GWD
154 Construccién sintética, cebador inverso | ob1660, acido nucleico de cebador inverso
de GWD
155 Construccién sintética, cebador directo | ob1555, &cido nucleico de cebador directo
de beta-actina
156 Construccion sintética, cebador inverso | ob1556, acido nucleico de cebador inverso
de beta-actina
157 Construccién sintética, cebador directo | ob1567, acido nucleico de cebador directo
de GADPH
158 Construccion sintética, cebador inverso | ob1568, acido nucleico de cebador inverso
de GADHP
159 osa-MIR528 Secuencia de ARN de osa-MIR528 incluida en la
FIG.1
160 Proteina amilasa 19862 Secuencia de aminoacidos de la amilasa 19862
161 Proteina Glucoamilasa 20082 Secuencia de aminoacidos de glucoamilasa 20082
162 Proteina Glucoamilasa 20707 Secuencia de aminoacidos de glucoamilasa 20707
163 Proteina amilasa 21853 Secuencia de aminoéacidos de la amilasa 21853
164 Secuencia codificante de amilasa | Secuencia codificante de amilasa 19862
19862
165 Secuencia codificante de glucoamilasa | Secuencia codificante de glucoamilasa 20082
20082
166 Secuencia codificante de glucoamilasa | Secuencia codificante de glucoamilasa 20707
20707
167 Secuencia codificante de amilasa | Secuencia codificante de amilasa 21853
21853
168 Secuencia codificante AmyS Secuencia codificante de amilasa AmyS
169 Proteina AmyS Secuencia de aminoacidos de amilasa AmyS
170 secuencia codificante de G1aA secuencia codificante de G1aA
171 proteina G1aA Secuencia de aminoacidos de G1aA
172 Un complemento invertido de OsDSP1 | Una secuencia complementaria a OsDSP1 (SEQ
IDNO: 40) con un orden inverso de nucleétidos
173 Os06 g30310 del gen GWD Secuencia gendmica Os06 g30310 del gen GWD
174 Os03 g01750 del gen DSP secuencia genémica Os03 g01750 del gen DSP
175 Os09 g29404 del gen ISA3 secuencia genémica Os09 g29404 del gen ISA3
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176 Secuencia codificante-1 de GWD secuencia de nucledtidos que codifica la proteina
diana GWD de arroz [similar a la SEQ ID NO: 7 mas
147 nucleotidos adicionales en el extremo 5' y 12
nucleétidos adicionales en el extremo 3']

177 Secuencia codificante-1 de DSP secuencia codificante de DSP de arroz [similar a la
SEQ ID NO: 31 mas 18 nucledtidos adicionales en el
g?]dremo 5'y 12 nucleétidos adicionales en el extremo

178 secuencia codificante de ISA3 secuencia codificante de ISA3

179 Construccién  sintética, Secuencia | Secuencia iniciadora de GWD1

iniciadora de GWD1
180 Construccién  sintética, Secuencia | Secuencia iniciadora de GWD2
iniciadora de GWD2

181 Porcion de GWD2 en la Fig. 4 Porcion de GWD2 en la Fig. 4

182 'F:’prc‘i‘én del gen GWD de S. lyco. en la | Porcién del gen GWD de S. lyco. en la Fig. 4

ig.

183 Secuencia iniciadora de DSP1 Secuencia iniciadora de DSP1

184 Secuencia iniciadora de ISA3 Secuencia iniciadora de ISA3

185 Construccién sintética, pAL409 pAL409

186 Construccién sintética, pAG2004 pAG2004

187 Construccién sintética, pAG2100 pAG2100

188 Construccién sintética, pAG2101 pAG2101

189 Construccién sintética, pAG2102 pAG2102

190 Construccién sintética, pAG2103 pAG2103

191 gen-1 de GWD de Sorghum bicolor Supuesto gen de GWD de Sorghum bicolor

192 Porcion del supuesto gen GWD de | Porcion del supuesto gen GWD de Sorghum bicolor

Sorghum bicolor correspondiente a la region GWD2 del gen de arroz

193 Construccion sintética, soGWDk02a sbGWDk02a

194 Construccién sintética, soGWDk2b sbGWDk2b

195 Construccién sintética, pAG2106 pAG2106

196 Fragmento 1 de OsGWD Fragmento 1 de OsGWD

197 Fragmento 1 de sbGWD Fragmento 1 de sbGWD

198 Fragmento de ZmGWD 1, n, es | Fragmento 1 de ZmGWD

cualquier nucleétido

199 Fragmento 1 de SIGWD Fragmento 1 de SIGWD

200 Fragmento 2 de OsGWD Fragmento 2 de OsGWD

201 Fragmento 2 de SbGWD Fragmento 2 de SbGWD

202 Fragmento 2 de ZmGWD Fragmento 2 de ZmGWD

203 Fragmento 2 de S1IGWD Fragmento 2 de S1IGWD
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204 Construccién  sintética, dgGWDup2 | dgGWDup2 (Cebador de PCR)
(Cebador de PCR)
205 Construccién sintética, dgGWD down 2 | dgGWD down 2 (Cebador de PCR)
(Cebador de PCR)
206 PvGWD-2 PvGWD-2
207 PvGWD-5 PvGWD-5
208 PvGWD-1 PvGWD-1
209 Construccién  sintética, Secuencia | Secuencia iniciadora del ARNi de PvGWDko2

iniciadora del ARNi de PvGWDko2

210 Construccién sintética, pAG2104 pAG2104

211 PvGWDi-1 PvGWDi-1

212 PvGWDi-2 PvGWDi-2

213 PvGWDi-3 PvGWDi-3

214 PvGWDi-4 PvGWDi-4

215 Secuencia fusionada de mijo; n, es | Secuencia fusionada de mijo
cualquier nucleétido

216 Secuencia sintética, secuencia | Secuencia sintética, secuencia flanqueante no
flanqueante  no  codificante  de | codificante de soGWDko2a
sbGWDko2a

217 Secuencia sintética, antisentido de | Secuencia sintética, antisentido de sbGWDko2b
sbGWDko2b

218 Secuencia sintética, pAL409jSbGWDko | Secuencia sintética, pAL409jSbGWDko2
2

219 Construccién sintética, 4206 Construccién 4206 que contiene casetes de

expresion para tres CWDE

Ejemplo 4. Construcciones de ARNi de arroz

Tres genes ejemplares que se dirigen a la interferencia de ARN en el arroz son GWD, DSP e ISA3. Las SEQ ID NOS:
173 [0s06 g30310 del gen GWD] - 175 [0s09 g29404 del gen ISA3] enumeran las secuencias para los genes GWD,
DSP e ISA3 de arroz, respectivamente. Las SEQ ID NOS: 176 [secuencia codificante de GWD] - 178 [secuencia
codificante de ISA3] enumeran las secuencias codificantes previstas para los genes GWD, DSP e ISAS,
respectivamente. Las secuencias de los genes GWD, DSP e ISA3 son de la base de datos RiceGE: nimeros de
registro Os06 g30310 (GWD); Os03 g01750 (DSP); y Os09 g29404 (ISA3).

Basandose en las secuencias codificantes en las SEQ ID NO: 176 [secuencia codificante de GWD] - 178 [secuencia
codificante de ISA3], se sintetizaron ADNc artificiales y proporcionaron un recurso para expresar las proteinas
correspondientes en sistemas heterdlogos (p. ej., E. coli o levaduras), o que a su vez permitiria generar anticuerpos
para su uso en el andlisis de las plantas transgénicas deseadas.

Los ADN plasmidicos que portan las secuencias codificantes completas de las SEQ ID NOS: 176 [secuencia
codificante de GWD] - 178 [secuencia codificante de ISA3] se usaron como plantillas en las reacciones de PCR para
preparar secuencias iniciadoras para su uso en las construcciones de ARNi. Para el gen GWD, se prepararon dos
secuencias iniciadoras separadas.

> Secuencia iniciadora GWD1 (una copia)
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TAGCGCTAAGGAAGGGAGAGATATCCATCCGGATCCCGGAAGCCGAAT
CCATCCATCCATCCATCCCATACTGCCCTTACGATCGAGCTGTTTGATA
TTCGTGCAGATGAGCGGATTCTCCGCGGCAGCTGCTGCGGCCGAGCGC
TTGTCGGAAGGTTCACCCTGGATGCCAACTCCGAGCTTAAGGTGACATT
GAACCCAGCACCGCAGGGTTCGGTGGTGGAGATCAATCTAGAGGCAAC
TAACACCAGCGGCTCCCTGATACTGCATTGGGGCGCCCTTCGCCCGGAT
AGAGGAGAATGGCTCCTACCAT [SEQ ID NO: 179]

> Secuencia iniciadora GWD2 (una copia)
AGCAGATCTAGTTGACCAAGCAAGAGATAATGGATTATTGGGTATTAT
TGGAATTTTITGTTITGGATTAGGTTCATGGCTACAAGGCAACTAATATGG
AACAAGAACTACAATGTGAAGCCACGTGAGATAAGCAAAGCACAAGA
TAGGTTTACAGATGATCTTGAGAATATGTACAGAACTTACCCACAATAT
CAGGAGATCTTAAGAATGATAATGTCTGCTGTTGGTCGGGGAGGTGAA
GGTGATGTTGGTCAACGCATTCGTGATGAGATATTAGTAATCCAGAGA
AATAATGACTGCAAAGGTGGAATGATGGAGGAGTGGCACCAGAAACT
GCACAACAATACAAGCCCAGATGATGTAGTGATCTGCCAGGCCCTACT
TGATTATATCAAGAGTGATTTTGATATTGGTGTTTACTGGGACACCTTG
AAAAAAGATGGTATAACAAAAGAGCGTCTATTGAGCTATGATCGACCG
ATTCATTCAGAGCCAAATTTCAGGAGTGAACAGAAAGATGGCTTACTC
CGTGACTTGGGCAATTATATGAGAAGCCTCAAGATGGAGGGTACCC
[SEQ ID NO: 180]

GWD1 deriva de una region cerca del extremo 5' de la secuencia codificante de GWD. La segunda secuencia iniciadora
de GWD, GWD2 deriva de una regién mas cercana a la mitad de la secuencia codificante de GWD, que corresponde
a una region de conservacion de secuencia relativamente mas alta entre los genes GWD de especies divergentes.
Véase la FIG. 7, que ilustra una comparacion entre GWD2, derivada del gen de la glucano agua dicinasa de arroz y
del gen GWD del tomate (Solanum lycopersicon). Inesperadamente, El andlisis BLAST [Zhang Z, Schwartz S, Wagner
L y Miller W, A greedy algorithm for aligning DNA sequences (2000) J Comput Biol 2000; 7(1-2):203-14] de estas dos
secuencias revela una extensa homologia, a pesar de la distancia filogenética que separa estas dos especies (el arroz
es una monocotileddnea, mientras que el tomate es una dicotiledénea). Esto sugiere que esta porcién del gen GWD
serviria como una diana ampliamente aplicable para la interferencia con ARN. En la FIG. 7, la Consulta (secuencia
superior) es una porcion de la secuencia iniciadora de GWD2 de arroz [SEQ ID NO: 181; y la Objeto (secuencia
inferior) es la secuencia de ADNc de GWD de tomate [SEQ ID NO: 182]. Debido a la homologia de secuencia en esta
region, es posible que una construccién de ARNi dirigida contra esta regién en el gen del arroz también pueda ser Uutil
para suprimir la expresién de genes GWD homdlogos en otras especies de plantas. Las realizaciones incluyen
métodos, vectores y plantas transgénicas que incluyen secuencias para ARNi dirigidas a GWD.

También se seleccionaron porciones de los genes DSP e ISA3 del arroz para servir como secuencias iniciadoras.

> Secuencia iniciadora DSP1
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CTCCAATCGTGGGATCCAGGTCCATGAGGCGGCCCTCGCCGCTCAATCT
GACGATGGTTCGTGGCGGGAGTCGCCGATCAAACACTGTCAAAACCGC
ATCCGGGGCAGTCTACTTCTAGCGCCGAGAGTGGCGCAGTGGAGGCGGG
CACGGAGAAATCCGATACGTACAGCACCAACATGACGCAAGCTATGGG
AGCAGTGTTGACGTATAGACATGAGCTTGGAATGAACTACAATTTCAT
ACGCCCAGACTTGATCGTGGGCTCCTGCTTACAGAGCCCACTTGATGTT
GATAAACTTAGGGACATTGGTGTAAAAACAGTATTCTGCCTGCAGCAA
GATCCAGACCTTGAATATTTTGGAGTTGACATCTGTGCCATT [SEQ 1D
NO: 183]
> Secuencia iniciadora ISA3
CTAGCGAATACACTGAACTGCAACCATCCTGTTGTCAAGGAGCTCATTC
TTGACAGCTTGAGACACTGGGTTGAGGAGTATCACATAGATGGATTTC
GATTTGACCTTGCAAGTGTTCTTTGTCGTGGACCAGATGGTTGTCCTCTT
GATGCACCTCCACTCATCAAGGAAATTGCCAAAGATGCTGTATTATCTA
GATGTAAGATCATTGCTGAACCTTGGGATTGCGGCGGCCTTTATCTCGT
AGGGCGTTTCCCTAACTGGGACAGGTGGGCTGAATGGAACGGCAAATA
CAGAGATGATCTTCGAAGATTTATTAAGGGTGACCCTGGTATGAAGGG
GGTGTTTGCGACTCGTGTGTCTGGATCTGCTGATCTCTATCAGGTGAAC
GAGCGGAAGCCTTACCATGGTGTAAATTTTGTGATTGCACATGATGGAT

TTACTTTATGTGACCTTGTTTCTTACAACTTAAAGCACAATGATGCTAAT
GGAGAAGGTGGCTGTGATGGATC [SEQ ID NO: 184]

Las secuencias iniciadoras GWD1, GWD2, DSP1 e ISA3 se amplificaron cada una por PCR de modo que cada una
estaba flanqueada por sitios de reconocimiento de enzimas de restriccion (p. ej., Nhel y Xmal). Los fragmentos se
unieron primero en pCRBIlunt Il TOPO (Invitrogen), confirmado mediante multiples productos de digestion de enzimas
de restriccion y secuenciacion, después se cortaron (usando enzimas de restriccion que escinden los sitios
flanqueantes introducidos) y se unieron primero a los sitios BspEl y Avrll y después a los sitios Nhel y Agel de pAL409
(Figura 2), que colocaron las dos copias en orientaciones opuestas. Los casetes de ARNi resultantes se cortaron de
los derivados de pAL409 como fragmentos Pacl-Xmal y se unieron a pAG2004 (figura 6), dando como resultado los
plasmidos pAG2100, pAG2102 e pAG2103. La FIG. 6 muestra casetes de ARNi dirigidos a genes GWD, DSP e ISA3
de arroz, donde los dos segmentos superiores derivan del gen GWD, el medio de DSP y el inferior de los genes ISAS.
Cada uno de los elementos iniciadores se representa como copias invertidas duplicadas separadas y préximas al
intron de OsUbi3. A la izquierda se enumeran los nombres de las construcciones que se ensamblaron en el plasmido
pAL409. A la derecha se enumeran los nombres de los plasmidos que resultaron cuando los casetes de ARNi se
cortaron de pAL409 como fragmentos Pacl-Xmal y se insertaron en pAG2004.

Todavia en referencia a la FIG. 6, la construccion pAL409-GWDko1 incluye el promotor 331 de P-OsUbi, secuencia
iniciadora 310 de GWD1, intron OsUbi 301, secuencia iniciadora 311 de GWD1 invertida y secuencia de
poliadenilacién 381 3' NOS. La construccion pAL409-GWDko2 incluye el promotor 332 de P-OsUbi, secuencia
iniciadora 312 de GWD2, intron OsUbi 302, secuencia iniciadora 313 de GWD2 invertida y secuencia de
poliadenilacién 382 3' NOS. La construccion pAL409-DSPko1 incluye el promotor 333 de P-OsUbi, secuencia
iniciadora 314 de DSP1, intrén OsUbi 303, secuencia iniciadora 315 de DSP1 invertida y secuencia de poliadenilacion
383 3' NOS. La construccion pAL409-1SA3ko1 incluye el promotor 334 de P-OsUbi, secuencia iniciadora 316 de ISAS,
intron OsUbi 304, secuencia iniciadora 317 de ISA3 invertida y secuencia de poliadenilacién 384 3' NOS. El reemplazo
del fragmento Pacl-Xmal de pAG2004 con los fragmentos Pacl-Xmal de las construcciones pAL409-GWDko1, pA-
L409-GWDko2, pAL409-DSPko1 y pAL409-ISA3ko1 produjo los plasmidos pAG2100 [SEQ ID NO: 187], pAG2101
[SEQ ID NO: 188], pAG2102 [SEQ ID NO: 189] y pAG2103 [SEQ ID NO: 190], respectivamente.

Ejemplo 5. Construccion de ARNi de sorgo
Se obtuvo una propuesta de la secuencia gendmica correspondiente al supuesto gen GWD de Sorghum bicolor [SEQ

ID NO: 191] a través de la pagina de inicio del Joint Genome Institute (JGI) Sorghum bicolor (http://genome.jgi-
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psf.org/Sorbil /Sorbil.home.html). De esta secuencia, se identificd una regién que corresponde aproximadamente a la
region GWD2 del gen del arroz [SEQ ID NO: 192]. En sorgo, las secuencias codificantes en esta regiéon estén
interrumpidas por uno o mas intrones, segun lo identificado por el JGly los intrones estan en aproximadamente los
nucledtidos 140-342, nucledtidos 507-628 y nucledtidos 723-795 en [SEQ ID NO: 192]. Se utiliz6 un intron natural
derivado del genoma del sorgo para ensamblar un casete de ARNi para reducir la expresién del gen GWD de sorgo.
Se amplificé una porcién del gen GWD de sorgo. La porcion amplificada incluia un exén completo (basado en la
prediccion del JGI) en la region media altamente conservada (descrita anteriormente, véase la FIG. 7, el intron
adyacente y 10 bases del exén posterior (para conservar el limite 3' intron/exén). Se incorporé un sitio Xmal cadena
arriba del primer exony se incorporaron sitios Agel y Nhel cadena abajo del segundo exén truncado durante la
amplificacion por PCR de este producto. Este producto (SbGWDko2a) se unié primero en pCRBluntll TOPO
(Invitrogen)y su composicion se confirm6 a través de mdltiples productos de digestion de enzimas de restriccion y
secuenciacion.> SbGWDko2a (con sitios de restriccion flanqueantes)

GGTTCAATAACCCGGGAGTGAGATAAGCAAAGCACAAGATAGGTTTAC
AGATGATCTTGAGAATATGTACAGAACTTATCCTCAGTACAGAGAGAT
ACTAAGAATGATAATGGCTGCTGTTGGTCGTGGAGGTGAAGGTGACGT
TGGTCAACGCATTCGTGATGAGATATTAGTAATACAGGTAAAACTGAT
GGTCCTTGGTGAATATACAGTTATTTTCGTTCATTGCTCTGCTGAATTGA
GCAGTTGGTAGTGCTCATCCAAAACGTAGACATTGTCAACAATAAAAT
GTTTGGTGTGTTACAGAGAAATACCGGTGCAAAGCTAGCATGATGGAA
GAATGG [SEQ ID NO: 193]

Un segundo producto de PCR (SbGWDko2b), que corresponde solo al primer exdén mencionado anteriormente,
también se amplificé por PCR con sitios flanqueantes Nhel y Xmal introducidos en los extremos 5' y 3' (en relacion
con la direccion de transcripcién) y se unié a pCRBIuntll TOPO. La composicién de este fragmento también se confirmé
mediante multiples productos de digestién de enzimas de restriccion y secuenciacion.

> SbGWDko2b (con sitios de restriccion flanqueantes)
GGTTCAATAAGCTAGCAGTGAGATAAGCAAAGCACAAGATAGGTTTAC
AGATGATCTTGAGAATATGTACAGAACTTATCCTCAGTACAGAGAGAT
ACTAAGAATGATAATGGCTGCTGTTGGTCGTGGAGGTGAAGGTGACGT
TGGTCAACGCATTCGTGATGAGATATTAGTAATACAGCCCGGGCTGAT
GGTCC [SEQ ID NO: 194]

A continuacion, se cort6 SbGWDko2b de pCRBIunt Il como un fragmento Nhel-Xmal y se uni6 a los sitios Nhel y Agel
del plasmido que portaba SbGWDko2a, colocando SbGWDko2b cadena abajo del intrdn y en la orientacion opuesta
de SbGWDko2a. En esta orientacion, las secuencias en la porcion sbGWDko2b del plasmido se presentan como un
complemento invertido de las secuencias dentro de la porcién sbGWDko2a. Con referencia a la FIG. 8, todo este
casete se cort6 como un fragmento Xmal-Nhel y se unié a pAL409j, dando como resultado el plasmido pAL409j
SbGWDko2 [SEQ ID NO: 218]. pAL409j porta un casete de ARNi dirigido al gen GWD de Sorghum bicolor. La
secuencia iniciadora 510 (sbGWDko2a) se ilustra en la FIG. 8 cadena arriba del intron 520 (sbGWDi), que se ilustra
cadena arriba de la secuencia iniciadora 530 (sbGWDko2b). pAL409j difiere de pAL409 solo en que la unién entre el
promotor de OsUbi3 y el intrén de OsUbi3i se ha modificado para reflejar su contexto nativo en el genoma del arroz.
Como tales, esta orientacion puede preservar las funciones potenciadoras de OsUbi3i con respecto al promotor de
OsUbi3. Tal como se muestra en la FIG. 8, las dos secuencias iniciadoras invertidas, homdlogas derivadas de un exén
dentro del gen GWD de sorgo (GWDex) estan separadas por un exén de GWD de sorgo natural (SbGWDi). Otros
elementos se nombran como en la FIG. 2.

El casete completo de ARNi de pAL409j SbGWDko2 se cort6 después como un fragmento Pacl-Xmal y se uni6 a los
sitios Pacl y Xmal de pAG2004, produciendo el vector de transformacién de Agrobacterium pAG2106 [SEQ ID NO:
195] de una manera similar a la descrita en referencia a la FIG. 6. Se us6 una cepa de E. coli que portaba pAG2106
para la conjugacién con Agrobacterium y la posterior transformacion del sorgo.

Ejemplo 6. Secuenciacion del o de los genes GWD de mijo

Se detectaron homoélogos para GWD e ISA3 en el genoma de mijo y se estimd el numero de homadlogos presentes
para cada uno utilizando una estrategia de transferencia Southern. Los resultados con la transferencia Southern
usando la sonda de ISA3 de arroz se muestran en la FIG. 9. La FIG. 9 muestra la deteccién de homdlogos de ISA3
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mediante transferencia Southern. Se extrajo el ADN genémico de arroz, sorgo, maiz y mijo, se digirié con Hindlll y se
separo por electroforesis en gel de agarosa. Posteriormente, los ADN se transfirieron a membranas de nailon mediante
transferencia capilar y las transferencias se sondearon con ADN marcado con DIG derivado del gen ISA3 de arroz
clonado. Mientras que la sonda se hibridé a fragmentos Unicos en arroz y sorgo, la misma sonda se hibrid6 a 3-5
fragmentos en los genomas de maiz y mijo. El control era ADN plasmidico que portaba la secuencia codificante de
ISA3 de arroz; y el marcador era patrones de peso molecular de ADN. Se obtuvieron resultados similares cuando se
uso el fragmento de GWD2 de arroz como sonda (no se muestra). Se determin6é que, a diferencia del arroz y el sorgo,
que contienen solo copias individuales de GWD e ISAS, el mijo contiene multiples homélogos de cada uno de estos
genes.

Se identificd una porcion del gen GWD de mijo y se cloné utilizando un enfoque de PCR degenerada. La PCR
degenerada emplea cebadores oligonucleotidicos con una 0 mas bases ambiguas que permiten a los cebadores
emparejarse con las secuencias plantilla para las cuales solo se dispone de informacion de secuencia aproximada. Es
decir, en regiones de fuerte conservacion de secuencia entre genes de especies ampliamente divergentes, se puede
inferir el intervalo de posibles secuencias que podrian estar presentes en el gen correspondiente de una especie poco
caracterizada tal como el mijo. Entonces se pueden disefiar cebadores degenerados que se emperajaran con las
secuencias previstas, permitiendo la amplificacion por PCR y la clonacién de una porcién del gen en cuestion.

Siguiendo la estrategia de PCR degenerada, se alinearon las porciones de los genes GWD derivados de arroz, sorgo,
maiz y tomate. Las alineaciones mas fuertes se produjeron en la region de los genes GWD que se describi6 en la FIG.
7. Se seleccionaron regiones cortas (~40 nt) cerca de los extremos de estas regiones de homologia para realizar una
comparacién de secuencia mas detallada (FIG. 10). La FIG. 10 ilustra la alineacion de fragmentos de los genes GWD
de arroz (OsGWD) [SEQ ID NO: 24 (arriba) y 28 (abajo)], sorgo (SbGWD) [SEQ ID NO: 25 (arriba) y 29 (abajo)], maiz
(ZmGWD) [SEQ ID NO: 198 (arriba) y 202 (abajo)] y tomate (S1GWD) [SEQ ID NO: 199 (arriba) y 203 (abajo)]. Las
posiciones de nucleotidos que se conservan en al menos dos de las cuatro secuencias estan resaltadas en gris claro
y subrayadas. Debajo de cada conjunto se presenta la secuencia de consenso para la cual se disefiaron los cebadores
degenerados (dgGWDup2 y dgGWDdown2 [SEQ ID NO: 204 y 205, respectivamente]) para la amplificacion por PCR.
Téngase en cuenta que solo esta disponible una secuencia parcial para el homélogo de maiz, con una region de
secuencia desconocida representada por Ns. Las cuatro secuencias alineadas en el segmento superior corresponden
a la porcién de las secuencias codificantes de GWD que se pueden encontrar a partir de los nucleétidos 1803-1840
de la secuencia codificante de tomate (como se define en la FIG. 7), mientras que las alineaciones en el segmento
inferior corresponden a los nucleé6tidos 2208-2249 de la secuencia del tomate. Las abreviaturas de nucleétidos para
nucleoétidos degenerados son las siguientes: Y,Co T; W, A0 T;K,GoT;R,A0G,M,A0C;H,Ao0C0oT;S,GoC;
D, Ao G o T. A partir de esta informaciéon, se disefiaron cebadores degenerados (dgGWDup2:5'-
TGGAATTYTTGTWTGGATKAGRTTCATGGCTACMAGGCA-3' [SEQ ID NO: 204] y
dgGWDdown2:5GGYTCWGAATGRATMGSWCGRTCA TARCTCAADAGACGCTCT-3' [SEQ ID NO: 205]). EI ADN
gendmico que se habia aislado del sorgo se utilizé después como plantilla en las reacciones de PCR con estos
cebadores. La PCR degenerada con ADN gendémico de sorgo como plantilla dio lugar a un producto de PCR de
aproximadamente 800 pb. La secuenciacién de este producto de PCR revelé que este coincidia estrechamente con la
secuencia prevista para el gen GWD de sorgo por la base de datos del JGI (véase anteriormente), lo que indicaba que
los cebadores degenerados amplificarian de manera confiable un segmento del gen GWD.

Después se usaron los mismos cebadores en reacciones de PCR que usaron ADN genémico de mijo (ecotipo Alamo)
como plantilla. Estas reacciones produjeron productos de PCR discretos de aproximadamente 1100 pb. Estos
productos se unieron a pCRBIluntll TOPO y se secuenciaron cinco de los plasmidos resultantes. De estas cinco
secuencias, se determin6 que:

e Cada producto de PCR clonado deriva de un gen con una homologia muy fuerte con el gen GWD de arroz

e Entre los cinco productos secuenciados, claramente habia tres clases de secuencias (altamente homélogas),
sugiriendo que los clones derivaron de tres homologos diferentes de GWD dentro del genoma de mijo. Esta
observacion concuerda con los datos de las transferencias Southern que sugirieron que dentro del genoma de
mijo residen multiples genes GWD.

e Las principales diferencias en los tamafnos de los productos que surgieron de la PCR degenerada de sorgo y
mijo se pueden atribuir a diferencias en las longitudes de los supuestos intrones en cada uno de los respectivos
genes.

Con referencia a la FIG. 11, se ilustra una comparacién de la longitud relativa y el posicionamiento de los intrones
dentro del segmento de homologia central de los genes GWD de arroz, sorgo, Arabidopsis y mijo. Las cajas oscuras
representan exones y las cajas claras representan intrones. Las secuencias de exones estan muy bien conservadas
y se reconocen facilmente. Si bien las posiciones relativas de cada uno de los intrones también estan bien conservadas
entre especies, la longitud y secuencia de los intrones no esté bien conservada. Las longitudes de los intrones y
exones se indican en pb dentro de cada elemento.

Como se muestra a continuacién, una alineaciéon de las secuencias de tres de los productos de PCR degenerada
derivados de mijo, demuestra que relativamente pocos cambios de un solo nucleétido y dos inserciones/deleciones
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algo mas largas distinguen estos tres homdélogos de GWD en esta region. Estos tres productos son PvGWD-2 [SEQ
ID NO: 206], PvGWD-5 [SEQ ID NO: 207] y PvGWD-1 [SEQ ID NO: 208]

Alineacion de secuencias multiples con CLUSTAT 2.0.10

PvGWD-2 TGGAATTCTTGTTTGGATGAGATTCATGGCTACCAGGCAACTAACATGGAATAAGAACTA 60
PvGWD-5 TGGAATTCTTGTTTGGATTAGGTTCATGGCTACCAGGCAACTAACATGGAATAAGAACTA 60

PvGWD-1 TGGAATTTTTGTTTGGATGAGATTCATGGCTACAAGACAACTGACATGGAATAAGAACTA 60

Aeafesfeofe eofesle sheofotesieoskoteotedeatoal afoale ootk seoleoslesloleaioslole sl sleololokook ok sleateode steotoateoteole ol ofesleoole deokosleske

PvGWD-2 TAATGTGAAGCCCCGGTATATACCTGTCTTTATCATTTACTTCAGTGATGTTTACTCTCT 120
PvGWD-5 TAATGTGAAGCCCCGGTATATACCTGTCTTTATCATTITACTTCAGTGATGTTTACTCTCT 120

PvGWD-1 TAATGTGAAGCCACGGTATATACCTGTCTTTATTATTTACTTCAGTAATGTTTACTCTCT 120

3k afesfe ofe 3 ofe ofe ofe obe ol sleake ok ok s ok afesle afe ol ofe sfe ofe ade ok sfeae ok slealealeale seode sleskeateate ek aleateole aie afe akske skl sle sk ok sk sk sleake

PvGWD-2 GCTTAAAAATTTAAAGAATCTGAAGCTGTCCTTTTCTTTTGTGCGGGAACATAATTGAGA 180
PvGWD-5 GCTTAAAAATTTAAAGAATCTGAAGCTGTCCTTTTCTTTTGTGCGGGAACATATTTGAGA 180
PvGWD-1 GCTTTAAAAGTTAAAGAATCAGAAGTTGTCCCTTTCTTTTGTGCGGGAACATAATTGAAA 180

Fkokok skdkokok shokoskokskokokokokok skskekek skakkskok dkekskdkkkokkokskskokakskskokdkskokokok skkskak ok

PvGWD-2 AATTGGTGTTTTTGCCACTACTTCATGATGCAATTGTAATTTTTCCCTCATTTTTTTCAA 240

PvGWD-5 AATTGGTGTTTTTGCCACTACTTCATGATGCAATTGTAATTTTTCCCTCATTTTTTTCAA 240

PvGWD-1 AGTTGGTGTTCTTGCCACTAC 201

& dkokokokodkokokek skokkkokok ook

PvGWD-2 CTTTGTGATTTTGCCCTTTACTATTCACAAGTCAACGCAATTTTGCTCCTGTTTTGACCG 300
PvGWD-5 CI'TTGTGATTTTGCCCTTTACTATTCACAAGICAACGCAATTTTGCTCCTGTTTTGACCG 300
PvGWD-1 AAGTCAACGCGATTTTACCCCT-CGTCAACGG 232

dkokdkokokokdkokok shokokadkk & kdkk %k k& ok

PvGWD-2 TTGACTGAG-GGAAAAATCGCGTTAACTTGTGAATAGTAAGTGCAAAATTGCAAAGTTGA 359
PvGWD-5 TIGACTGAG-GGAAAAATCGCGTTAACTTGTGAATAGTAAGTGCAAAATIGCAAAGTTGA 359
PvGWD-1 TCAAAACAGTAGCAAAATCGCGTTGACTTGTGAATAGTAAGGGCAAA-TCACAAAGTTGG 291

sk skl sl sholeoslokoslkoakolokoleakoak akoleosl deok ookl slealeoleoleadeok kool sdealeadeakak ok sleslesk afeoleoleoslook

PvGWD-2 AAAAAACAAGGACAAAATCACAATTGCACTGCAAAGTAGGGGTGGAAACACAAATGCCCC 419
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PvGWD-5 AAAAAACAAGGACAAAATCACAATTGCACTGCAAAGTAGGGGTGGAAACACAAATGCCCC 41!

PvGWD-1 AAAAAACAAGGACAAAATCACAATTGCACTGCAAAGTAGTCGCGGAAACACAAATGCCCC 351

3k 3k sk sk sk sk o sheske sk sk sk sk 3k sk sk sk ok sheske she skeske sk sheskoske steoskoskokoskoskoskeoskoskok skeosk sk skesk skl skl sk skoskokok skoskskokook

PvGWD-2 AAAATAATTTGGCTGTITGTCCTGATAGAAAACAATACAATTCAGTACTCAGAGAATATT 479
PvGWD-5 AAAATAATTTGGCTGTTTGTCCTGATAGAAAACAATACAATTCAGTACTAAGAGAATATT 479

PvGWD-1 AAAATAATTTGGCTGTTTGTCCTGATAAAAAACAATACAATTCAGTACTCAGAGAATATT 411

sk 3k sk sk sk sk o sheske sk sk sk s sk ok ok sk sk sheoke sde she sheske skoskeske sk sk skl sk skeske sheoskeske sk sheske sk ksl skeskeoskokeosk sk skokesk skoskeskoskok

PvGWD-2 ATATTICTATAAATGAAAAACATAACTCATGTCACATICTT T - GGCATCICAT 531
PvGWD-5 ATATTTCTATAAATGAAAAACATAACTCATGTCACATTCTTT---—---- GGCATCTCAT 531

PvGWD-1 ATATTTCTATAAATGAAAAACATAACTCATGTCGCATTCTTTCATTCTTTGGCATCTCAT 471

sk 3k sk sk sk sk o sheske sheske sk sk sk sk ok sk ok sheske sde sk skeosk sk skeskosk skdeskosk skeskedkoskeskskosk sk ke ke sk sk sk sk skosk

PvGWD-2 ATCGATCAATAACTATGCAGTGAGATAAGCAAAGCACAAGATAGGTTTACAGATGATCTT 591
PvGWD-5 ATCGATCAATAACTATGCAGTGAGATAAGCAAAGCACAAGATAGGTTTACAGATGATCTT 591

PvGWD-1 ATTGATTAATAACTACGCAGTGAGATAAGCAAAGCACAAGATAGGTTTACAGATGATCTT 531

skesk skslesk sheoskeoloskoskoskoksk shesk sk skook sk sk sk sk skeske sk stk sk sk sk sk sk sk sheske st sheske sk skl sk skeske skeoskeoskeske sk skeokeskeskoskskok ok

PvGWD-2 GAGAACATGTACAAAGCTTATCCTCAGTGCAGAGAGATATTAAGAATGATAATGGCTGCT 651
PvGWD-5 GAGAACATGTACAAAGCTTATCCTCAGTGCAGAGAGATATTAAGAATGATAATGGCTGCT 651

PvGWD-1 GAGAACATGTACAAAGCTTATCCTCAGTACAGAGAGATATTAAGAATGATAATGGCTGCT 591

sk 3k sk sk sk sk o sheske sk sk sk e sk sk ok sk ok sheske st she sheske skoskeske sk sk skl sk skeske sk skeske sheske sk skeske sk skesk skeosesk sk skoskeskeskoskeskoskok skok

PvGWD-2 GTTGGTCGTGGAGGTGAAGGTGATGTTGGTCAACGTATTCGTGATGAGATATTAGTAATA 711
PvGWD-5 GTTGGTCGTGGAGGTGAAGGTGATGTTGGTCAACGTATTCGAGATGAGATATTAGTAATA 711

PvGWD-1 GTTGGTCGTGGAGGTGAAGGTGATGTTGGTCAACGTATTCGTGATGAGATATTAGTAATA 651

sk 3k sk sk sk sk o sheske sk sk sk ke sk sk ok sk ok sheske she sk sheske sk sheske sheske skeskeske sk sk skeosk sheskeoskeoskooke skeosk skesk skosesk skoskokeskoskoskoskoskok skok

PvGWD-2 CAGGTAAAATTAATGGTCCTAGGTGAATATACACTTACTTTTATTCATTGCTTCACCGAA 771
PvGWD-5 CAGGTAAAATTAATGGTCCTAGGTGAATATACACTTACTTITTATTCATTGCTTCACTGAA 771

PvGWD-1 CAGGTAAAATTAATGGTCCTAGGTGAATATACACCTACTTTTATTCATTGCTTCACTGAA 711

sk sk ok shesko ok sheok sdeok sk sk sk skl sk ook sk skok ok sk deskok ok deoksk shdkokokadokoskok skoksk okl ek skokok sk skokak
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PvGWD-2 TTATACGGTTGGTAGTTCTCATCCAAAAGATAGACATTGTGAATAATAATAAAATGCTTG 831
PvGWD-5 TTATACGGTTGGTAGTTCTCATCCAAAAGATAGACATTGTGAATAATAATAAAATGCTTG 831

PvGWD-1 TTATACGGTTGGTAGTTCTGATCCAAAAGATAGACATTGTGAATAATAATAAAATGCTTG 771

3k sfe sk she ok sk she ok sk ok sfe sk skeske ok sheskeoske ok st sk ok shesk she sk sk ok she sk sk ok ok sk sk ok sk sk ske sk s ok she sk skesk sk seske sk skeske sk seskeosk skok ok

PvGWD-2 CTGCTITAATAGAGAAATAATGACTGCAAAGGTGGAATGATGGAAGAATGGCACCAGAAA 891
PvGWD-5 CTGCTITAATAGAGAAATAATGACTGCAAAGGTGGAATGATGGAAGAATGGCACCAGAAA 891

PvGWD-1 CTGCTTTTATAGAGAAATAATGACTGCAAAGGTGGAATGATGGAAGAATGGCACCAGAAA 831

sfe steske sheoskeste sk i sheske sk sheske sk ok sk sk skl she she sk ke sheske sk sk sk sbeskesk ke sheske sk skeosk sk sk steske sk skeskosk kol skodokskok skeokok ok

PvGWD-2 TTGCACAACAATACAAGCCCAGATGATGTAGTGATATGCCAGGTAATGGATATTTTGAAT 951
PvGWD-5 TTGCACAACAATACAAGCCCAGATGATGTAGTGATATGCCAGGTAATGGATATTTTGAAT 951

PvGWD-1 TTGCACAACAATACAAGCCCAGATGATGTAGTGATATGCCAGGTATTGGATATTTTGAAT 891

ke sfe sk ohe ok s sk s she sk e o sk sheske she sheske she sk ske sk sheske sk skeskeshesk sk sheske sk shesteoske skl sk sk skokoskok sk skeskokoskoskokokoskok kool ok

PvGWD-2 TCTTAATACAGTAAGTATTTAAGCATTGAGGTTTTCATGGTTATGTCTCTCCTTGGGCAG 1011
PvGWD-5 TCTTAATACAGTAAGTATTTAAGCATTGAGGTTTTCATGGTTATGTCTCTCCTTGGGCAG 1011

PvGWD-1 TCTTAATACTGTAAGTATTTAAGCATTGAGGTTTTTATGGTTATGTCTCTCCTTGGGCAG 951

ke sfeske shesteste sk skeske sk sk shesk sk sk sk sk sheske she sheske sk sheske sk skeske skeskeskeskeoskesk sk skeskesk sk sleske sk skl skoskeskosk skl skokokoskoskokosk ok

PvGWD-2 GCACTAATTGATTATATCAAGAGTGATTTTGATATAAGTGTTTACTGGGACACCTTGAAC 1071
PvGWD-5 GCACTAATTGATTATATCAAGAGTGATTTTGATATAAGTGTTTACTGGGACACCTTGAAC 1071

PvGWD-1 GCATTAATTGATTATATCAAGAGTGATTITGATATAAGTGTTTACTGGGACACCTTGAAC 1011

sl steske ok sk sk ok e sheske sl sheske sk ok sk ke sheok she she sk ke sheske she sk sk sheskesk ke she sheske sk sheske sk skeske skeske sk skeok s skl skosleokosle skeleokok ok

PvGWD-2 AAAAATGGCATAACCAAAGAGCGTCTCTTGAGCTATGATCGAG-CTATCCATTCAGAACC 1130
PvGWD-5 AAAAATGGCATAACCAAAGAGCGTCTATTGAGTTATGACCGTC-CGATCCATTCCAGACC 1130
PvGWD-1 AAAAATGGCATAACCAAAGAGCGTCTTTTGAGCTATGATCGTTGCTATCCATTCAGAACC 1071

ke skeske sk sk ste sk shesk skesk skeskesk sk skeskeosk sk skoskokoskoskok skoskoskokosk skosksleskok skok sk skokeskokoskeokskeok skskok

Las secuencias de los exones de los genes GWD de mijo se infirieron de la informacion anterior. Las secuencias
inferidas se usaron para (1) desarrollar una construccién de ARNi que se dirija a esta regidn central de uno o de la
totalidad de los genes GWD de mijo y (2) determinar méas de la secuencia gendmica para cada uno de estos (al menos
tres) homdlogos de GWD en mijo.
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Para desarrollar una construccion de ARNi, se us6 PCR para amplificar porciones de dos de los exones abarcados en
los productos de PCR degenerada descritos anteriormente. Estos dos productos se fusionaron después mediante SOE
PCR (Horton RM, Hunt HD, Ho S.N., Pullen J.K., Pease L.R., Engineering hybrid genes without the use of restriction
enzymes: gene splicing by overlap extension (1989) Gene 77(1):61-8)). Los productos fusionados incluian una
secuencia contigua que se esperaba que coincidiera mas estrechamente con uno o mas de los ARNm de GWD de
mijo. Los sitios Nhel y Xmal se incorporaron a los extremos del producto fusionado para permitir la posterior clonacion
en pAL409. La secuencia de este producto (llamada "PvGWDko2" junto con los sitios de restriccion flanqueantes) se
muestra a continuacion.

> Secuencia iniciadora del ARNi de PvGWDko2
GGCTAGCGAGATAAGCAAAGCACAAGATAGGTTTACAGATGATCTTGA
GAACATGTACAAAGCTTATCCTCAGTACAGAGAGATATTAAGAATGAT
AATGGCTGCTGTTGGTCGTGGAGGTGAAGGTGATGTTGGTCAACGTATT
CGTGATGAGATATTAGTAATACAGGAGAAATAATGACTGCAAAGGTGG
AATGATGGAAGAATGGCACCAGAAATTGCACAACAATACAAGCCCAG
ATGATGTAGTGATATGCCCGGGAGG [SEQ ID NO: 209]

Se uni6 una copia de este elemento a los sitios Avrll y BspEl de pAL409, después, se unié una segunda copia en los
sitios Nhel y Agel del plasmido resultante, produciendo el casete pAL409 PvGWDko2 del ARNi, que tenia los
elementos dispuestos en orientaciones opuestas, separados por el intrén de OsUbi3, como se describe en referencia
ala FIG. 6. El casete del ARNi se cortd de este plasmido como un fragmento Pacl-Xmal y se uni6 a los sitios Pacl y
Xmal de pAG2004 (FIG. 6). El vector de transformacién de Agrobacterium resultante se denominé pAG2104 [SEQ ID
NO: 210]. Se us6 una cepa de E. coli que portaba este plasmido para la conjugacién con Agrobacterium y la posterior
transformacion de mijo.

Al aprender las secuencias gendmicas completas de cada uno de los genes GWD en mijo, puede ser posible la
identificacion de las secuencias potencialmente exclusivas (regiones 5 'y 3' no traducidas) que pueden flanquear a
cada uno de estos genes. Con esta informacién, puede ser posible disefar construcciones de ARNi que se dirijan
especificamente a uno u otro de estos genes.

Para identificar mas de las secuencias asociadas con cada uno de los homoélogos de GWD, se siguié una estrategia
que empleaba PCR inversa (iPCR) asi como PCR degenerada. El ADN gendmico de mijo se digirié con EcoRlI, Hindlll
o Bgl Il. Después se sometieron a autounion, se diluyeron aproximadamente 100 veces y se usaron como plantillas
en reacciones de PCR inversa. Las secuencias de los primeros cebadores utilizados en las reacciones de iPCR se
resumen en la Tabla 2.

Tabla 2. Secuencias de cebadores utilizados para PCR inversa

PvGWDi-1 CCGTGGCTTCACATTATAGTTCTTATTCCA SEQ ID NO: 211
PvGWDi-2 GAGATAAGCAAAGCACAAGATAGGT SEQID NO: 212
PvGWDi-3 GCCTGCCCAAGGAGAGACATAACCA SEQ ID NO: 213
PvGWDi-4 GATATAAGTGTTTACTGGGACACCT SEQID NO: 214

Las reacciones de PCR inversa con los cebadores PvGWDi-1 y PvGWDi-2 o con los cebadores PvGWDi-3 y PvGWDi-
4 se llevaron a cabo utilizando las plantillas digeridas con EcoRI o Hindlll (y autounidas). Estas reacciones dieron lugar
a una pequefia cantidad de productos claros, que se purificaron a partir de geles de agarosa y se unieron a pCRBIluntll-
TOPO. El andlisis de secuencia de los plasmidos resultantes permitié extender la secuencia conocida de los genes
GWD de mijo tanto en los extremos 5 ' como 3' a un total de 3,4kb. De nuevo, las secuencias de clones individuales
diferian en aproximadamente un 1-2 %, coherente con la idea de que los productos de PCR clonados derivaban de
homologos de GWD separados pero muy similares en el genoma de mijo. Este ejercicio se repitié con cebadores de
nuevo disefo, incorporando tanto PCR inversa como PCR degenerada para extender ain mas la secuencia conocida.
Se identificaron aproximadamente 7 kb de secuencias de GWD de mijo.

Se proporciona una secuencia fusionada que representa las secuencias del gen GWD de mijo descubiertas en la
presente memoria. La secuencia presentada no incluye todas las variaciones identificadas entre los homélogos. Por
lo tanto, la secuencia podria verse como una quimera de estos homadlogos. Esta secuencia abarca un segmento de
aproximadamente 1-2 kb para el que no hay datos de secuencia. Este segmento se representa como una cadena de
Ns. Con referencia a la FIG. 12, se ilustra una representacion de matriz de puntos de alineaciones BLASTn entre las
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secuencias gendmicas de mijo y arroz para los genes del glucano agua dicinasa. El eje horizontal representa la
secuencia de mijo; y el eje vertical representa la secuencia de arroz. Los segmentos diagonales representan regiones
donde las dos secuencias son altamente homdlogas. Este diagrama muestra la similitud de la secuencia de mijo a
continuacién con la secuencia correspondiente del gen GWD de arroz.

> homologos de GWD de mijo

GGAACGACAGTGTACAAGAACAGGGCTCTTCGGACGCCTTTTCTAAAG
GTCAGTCTTGTTACATTATGGATCTCTTTGTTACCACAGAACAGTCTGG

TTAGCAGTAATGTCCATAACTGTGCAGTCAGGAGGTGATAACTCCACG
CTTAGAATTGAGATAGATGATCCTGCGGTGCAAGCTATTGAATTTCTCA
TCTTTGATGAGACACAGAACAAATGGTAACCCAGCTGTTTTCGTTACCA
TGTAGCACTGTTTGTTTGTTTGAATGCAAAAGGTATATAAACTATGCAA
AACTCTACATTGCACAGGTTTAAAAATAATGGCCAGAATTTITCAAATTC
AGCTCCAATCGAGCCACCATCATGGTAGTGGCGCATCTGGTGCCTCATC
TTCTGCTACTTCTGCCTTGGTGCCAGAGGATCTTGTGCAGATCCAAGCT
TACCTACGGTGGGAAAGAAATGGAAAGCAGTCATACACACCGGAGCA
AGAAAAGGAAAGCTTTTAGTTGTTTTTTTTTATCTTCAGTCTGGAAGGA
ACTCAATGTACTAAGTTGATTAAAAATAAGAGGTGGTGTATTTTTTCTC
CAGGAGGAGTATGAAGCTGCACGAGCTGAGTTAATAGAAGAATTAAAT
AGAGGTGTTTCTTTGGAGAAGCTTCGAGCTAAATTGACAAAAGCACCT
GAAGTGCCCGACTCAGATGAAAATGATTCTCCTGCATCTCAAATTACTG
TTGATAAAATTCCAGAGGACCTTGTACAAGTCCAGGCTTATATAAGGTG
GGAGAAAGCAGGCAAGCCAAACTATCCTCCTGAGAAGCAACTGGTAAT
GCATTGATTCAATAGCGTAAAATACCTITGTTGGCTTTACACTTTATGGA
GGTTCTTATCTCACAATTCGCTAGGTCGAGTTTGAGGAAGCAAGGAAG
GAACTGCAGGCTGAGGTGGACAAGGGAATCTCGATTGATCAGTTGAGG
AAGAAGATTTTGAAAGGAAACATTGAGAGTAAAGTTTCGAAGCAGCTG
AAGAATAAGAAGTACTTCTCTGTAGAAAGGATTCAGCGCAAAAAGAGA
GATATCATGCAGATTCTTAGTAAACATAAGCATACTGTCATAGAAGAG
CAAGCAGAGGTTGCACCAAAACAACTAACTGTTCTTGATCTCTTCACCA
ATTCATTACAGAAGGATGGCTTTGAAGTTCTAAGCAAAAAACTGTTCA
AGTTCGGTGATAAACAGATCCTGGTTAGGATCCTTAAGATATTCTTTGT
ATCTCCAGATCTTTTTCTACCATGCTAATTAAGCTTCTCTCTTCTTAAGG
CAATCTCCACCAAGGTTCTAAACAAATCAAAAGTTTACTTGGCAACAA
ATCATACGGAGCCACTTATCCTTCACTGGTCACTAGCGAAAAAGGCTG
GAGAGTGGAAGGTTAAATTTCAAAATTGTTTCCAGTAGTTAAAGCCAC
AAACTCAGCAGCTTTTTTAAACACTGCTATCAGTACCAATGCGGTGTTA
TTTAACTGTGCAGGCACCTCCTTCAAACATATTGCCATCTGGTTCAAAA
TTGTTAGACATGGCATGCGAAACTGAATTTACTAAGTCTGAATTGGATG
GTTTGCATTATCAGGTGGAAATAACATCTTCAACCTGTTATTTTATTCTT
ATTTTTATTAGCCCTCCTGCTATCTCAAGGCTCTTAATTTCCAGGTTGTT
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GAGATAGAGCTTGATGATGGAGGATATAAAGGGATGCCATTCGTTCTT
CGGTCTGGTGAAATGTGGATAAAAAATAATGGCTCTGATTTTTACCTTG
ATCTCAGCACCCGTGATACCAGAAATATTAAGGCAAGTGTTTCTGTCCA
TTTTACCTTTCAAACTTTAAACTATTGTCTTTGTTTTGTCTATGCAACTA
GTCGCTAAATTGTGAAGTAACCGATCTGTTCTTAATTGAAGGACACTGG
TGATGCTGGTAAAGGTACTGCTAAGGCATTGCTGGAAAGAATAGCAGA
GCTGGAGGAAGATGCCCAGCGATCTCTTATGCACAGGTCAGGCACTAA
AATATCCATAATAATATGACTGAATTTTACATGGAAAATTCTCCTAAAC
TACTTCTACTCCTTGACAGATTCAACATTGCAGCAGATCTAGTTGACCA
AGCCAGAGATGCTGGACTATTGGGTATTGTTGGACTTTTTGTTTGGATT
AGATTCATGGCTACAAGACAACTGACATGGAATAAGAACTATAATGTG
AAGCCACGGTATATACCTGTCTTTATTATTTACTTCAGTAATGTTTACTC
TCTGCTTTAAAAGTTAAAGAATCAGAAGTTGTCCCTTTCTTTTGTGCGG
GAACATAATTGAAAAGTTGGTGTTCTTGCCACTACAAGTCAACGCGATT
TTACCCCTCGTCAACGGTCAAAACAGTAGCAAAATCGCGTTGACTTGTG
AATAGTAAGGGCAAATCACAAAGTTGGAAAAAACAAGGACAAAATCA
CAATTGCACTGCAAAGTAGTCGCGGAAACACAAATGCCCCAAAATAAT
TTGGCTGTTTGTCCTGATAAAAAACAATACAATTCAGTACTCAGAGAAT
ATTATATTTCTATAAATGAAAAACATAACTCATGTCGCATTCTTTCATTC
TTTGGCATCTCATATTGATTAATAACTACGCAGTGAGATAAGCAAAGCA
CAAGATAGGTTTACAGATGATCTTGAGAACATGTACAAAGCTTATCCIC
AGTACAGAGAGATATTAAGAATGATAATGGCTGCTGTTGGTCGTGGAG
GTGAAGGTGATGTTGGTCAACGTATTCGTGATGAGATATTAGTAATACA
GGTAAAATTAATGGTCCTAGGTGAATATACACCTACTTTTATTCATTGC
TTCACTGAATTATACGGTTGGTAGTTCTGATCCAAAAGATAGACATTGT
GAATAATAATAAAATGCTTGCTGCTTTTATAGAGAAATAATGACTGCA
AAGGTGGAATGATGGAAGAATGGCACCAGAAATTGCACAACAATACA
AGCCCAGATGATGTAGTGATATGCCAGGTATTGGATATTTTGAATTCTT
AATACTGTAAGTATTTAAGCATTGAGGTTTTTATGGTTATGTCTCTCCTT
GGGCAGGCATTAATTGATTATATCAAGAGTGATTTTGATATAAGTGTTT
ACTGGGACACCTTGAACAAAAATGGCATAACCAAAGAGCATCTCTTGA
GCTATGATCGTGCGATTCATTCAGAACCAAATTTCAGAAGTGAACAGA
AGGAGGGTTTACTCCATGACCTGGGTAATTACATGAGAAGCCTGAAGG
TATGTAAAACACTTAATATGGATATAAAAAAAGGCATGCAAAAAAATC
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TGTGCATTATCTTTGAAATTGAGTATGGTATTTTCTAAAGAAAACATAG
AAAAACACATATTGCCCTTTCAGTTCCGGAAAAAAATGATCTGCCATA
AAGAGCATACAGTCAACTCATGTATTAGCACTCGCCTTTTCTGCTAATG
GTATGTTGTGTTGTGTTCTGTTCTATTCAATATATGCTTTCAGTAATAAT
ATTCTAGTGTTGACAACATCATTGCTCACAACATACAGAAACTGTAGTA
TGCCCGGTACAGTATGAACTTGTCCTTGAGTCTCCTCATTTTTTCCTTAT
TCACGTCACAGCTTTATATCCTTCCAATGAATAATGATCAACTTGGAAA
TCATTGGCATCTACAGTGAACCGTCCATTGTATTCTGATTTTGAACAAC
TTTTTTTCCCCTCAGAACACACAGTAATAGCCAAGTATAACGACCTTAC
ATGGCCAAAACAACAACCTTACATGGCCAAAATAGCCAGGTAAGGGAC
AGAAGAAGAGAGAGGGTTGCCCTGCGGCAGATGTGGACAATGACTGAT
GATGTGGCTGTCCCAGTTATCAAAACAGGCAAATCCACTGTTCATGTGG
CCNAAGCCAGTAATGAGCTGGTTTTGGGAAACCCTGGGGGATTGAGTA
AACAATTAGAGGGTTATGTGGATTTGGTCATAGTTGGGGGTAGGAATTT
GGAAATTTCCCTTTTGCTTGATAATTATGTTAGTCAAGAGATTAGACAA
GTATTGTTAGGAGTTTGTTTCAGCTGGTTGAGATTGGATTTGGTTTCTTA
GGTGATTGGTTAGTGCTACCCTTGCTCTATAATTGGGGATTTGCTTTTAA
TAAAGAAAGCAGAAATAAACCCAATCCTTCTCCGGTTCTCCCTCTTITG
TCCGATGTTTGCAGATGCGGCCACTGATAAGGTCCAGGTCCATGTCCTC
CCATCAACCACACACACATACAGCCTAAGATCTAATTCACCCCAGGAC
ACCCAAGCTCGTGAAAATATACCATGTCATCCCACTATTCATACTTTTT
TTAAAAAAATCCCACTAATCCTGCAAATGTCCTAATATAAGAACAACA
TCATTTTCAGTCATGTTGTACCTTTTCTTGGTGACAAAAAGAAGACATC
CATTTCATCTCTTTTTAAGGGGCATTTTCTCATCGTTTCTGCAATTGAAT
ATTCTTTCCCTGATGTAATCTTTGAATGAATGCTATTGTGATTTGCTCAT
TCTGTTAGGCTGTGCATTCTGGTGCTGATCTTGAGTCTGCTATAGCAAC
TTGCATGGGATACAAATCGGAGGTATCATTCTCATTCCTTTTCATTCCG
CTAGAATTCTTTAGATACCTGTGCTCATATCTAATGAACTAACTTTTGG
GTACAGGGTGAAGGTTTCATGGTCGGTGTTCAGATCAATCCAGTGAAG
GGTTTGCCATCTGGATTTCCTGTAAAAATCCCTCACCTTCTTTTCTCAAC
ACATGTACTTTCTAAGTTTCTTATACTTGTGACATTTACCTTTATAGGAA
TTGCTCAAATTTGTGCTTGACCATGTTGAGGACAAGTCAGCGGAACCAC
TTCTTGAGGTCAGTGATATAATCGAAGTTCCTGTTTGTAATAAAACGAA
GAGAAGAAGCTGGGTTTTTCATCACAACTCAAATAATCAGATCTCACAT
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AGCTGATTGAATTTTTAAACCACCATTTTTTGCGGNTACTATGNGAATC
ACTTGTTGCTAACAAAATGCTACCTTGNAGGGGNNGGTGGAAGCTCNA
GTTGAACTCCNCCCTNNNCTTCNTGNTTCACCNGNACGCATGAAAGAA
NNTATTTTTTTGGNCATTGCNCCTGATTCNACTTTTANGACAGCTATNG
AAAGGNCATATGANGAGCTCCNCCATGGANNCCCCGANGNTGGGCNCC
CNAATATTGNCCCCATGATNNGNNNNANGNNNAGNNCCNNNANNNNN
NNCNNNNNNNNNNTNNNNNANANNNNGNNTNNNNNANNNNNNNNNN
NNGNNNNNNNNCNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNAAN
NNNNNNNNNNNNNANNNCCNNNNNNNNNNNNNNNNANNNNNNNNAN
NNNNNNNNNNNNNNNNNCNNNNNNAANNNNNNNNNATNCNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNANNNNNNNNNNNNNNCNNCNNNN
NNNNNNNNNNTNNNNNNNNANNNNCAACNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NCCNNNNNNNNNGNNNNNNNNNNNNNANNNNNNNNNNNNNNNNNAN
NNNNNNNANNNNNNNNNNNNNNNNNNNNANNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCCNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNANNNNNNNNNNNNNGNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNCNNNNNNNNNNNNNNNNCNNNNNNNNNNNNNNNA
NNNNNNNNNNNNNNANNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNANNNNNNNNNNNNNTNNANNNCNNNNA
NTANNCNNNNNNNNNTNNNNGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NGANNNNNNNNNNNNNNNNAGNNNTNNNANNNNNCNNNNNNNNNNG
NNNTNNNNNNNNNNNNNGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTNNNN
NNNNNNNNNNNNNGNNNNNNTNNNNNNNNGNNNNNNNNCNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNTNACNNNNNNNNNNNNNTCNCNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGGCNTNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNANNNNNCNNNNNNNNNNCNNN
NNNNNNNNNNTNNNNNNCNNNNNCNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNTGNNNNNNCNNNNNNNNNNNNCANNNCNNNNG
NAGATCTCGGAGAGTGAACTTCAGCAATCAAGTTCTCCGGATGCAGAA
GCTGGCCATGCAGTACCATCTATTTCATTGGTCAATAAGAAGTTTCTTG
GAAAATATGCAATATCAGCTGAAGAATTCTCTGAGGAAATGGTTAGTA
ATATAAAATTTTGCATTAGGAAATCTGCCATTCGTAAGGAAGTCTTGAT
GAAACCAATTGTTATTATGCTGGTTTCCTTTTCTTTTGGCCTTGTGCTTC
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TAGTACTCACTTTTATGTTTTCAGGTTGGGGCTAAGTCTCGGAATATAG
CATACCTCAAAGGAAAAGTACCTTCGTGGGTTGGTGTCCCAACATCAGT
TGCGATACCATTTGGCACTTTTGAGAAGGTTTTATCAGATGGGCTTAAT
AAGGTTGGTTGGTGGTTTATTTTGATGTATATACTTGAATAATAGAACT
GCATGGTTCTTGGAGAAGTCAGATTCTTTAACATGTTTGAAATACACTA
CTGGGAAGGTAACAACGTGCAATTTAATGTCCACCAATATCTAAACAG
CCATTTTTGGCATTCAATTCACTATATATTTTATTTCATGAGCCTGCTCT
ATAAGTAGCGTCTTCAGTAGTTGTAGCTCATAGCTTCATAGTCTCATTC
TACCATGAACTAATTTTGCTAACTTACATCTACTCTTGAAATAAGTAAT
ACTTGTATATTATTATCTTTGATTGTAAAAGAACTTCCCTTGCTCGTTTG
TCAAGGTGTCTTTTAGACAGGAGATGGAATTGACTGTTATCAAAGCAA
ATGATAACAAGAAACCTCTTGTTGATTGGTTGAGCAGTTTCAACTAATC
CATTTTTTTTTCTTTTTGGCATGTGATCTTTGTATTATTGGCCCAAATGA
AATTCTATTTCTCCCATTAACCACCCACAATGGCAGGTTTGGGTACATA
TAGGCCAACCATGGGTAGGTGGCTTAAAAGTTGAGTAAAGCATAATTG
GGGATAAGGTGCACATAGGCACGGACCACCCACAGACAAAGTGCTTGC
AGGCACTACTAATACATTATTCTATCACCATCAGGATTCAATTCTAACA
TGTACTGTTTCTTCTTTTTCTTCTTTGTACAGTTCCTGTATAGACCCTTTT
GTACAGTTTCCTAACAAATGAAAAAGATCAGTAGGAGACCCTCTTCTCC
TGTTCCACAAAAAATGTTAAAATGGTCTTTCTAATATTTGATTGTTCTTT
CTTTTATGGCAGGAAGAGCGCAAAACATAGAAAAGCTT [SEQ ID NO:
215]

Ejemplo 7. Clonacion de casetes de silenciamiento ZmGWD1RNAi y ZmGWD2RNAi

Las repeticiones invertidas especificas de gen dentro de los casetes de silenciamiento ZmGWD1 y ZmGWD2 en los
vectores iniciales pAG4102 y pAG4103 se seleccionaron en dos regiones independientes del ADNc de ZmGWD de
maiz (GDB de maiz, nimero de registro GRMZM2G412611). La secuencia de repeticion de ZmGWD1 de 497 pb, que
se usé en la construccion del vector pAG4102, corresponde a la posicion 389-885 nt en el extremo 5' del ADNc de
GWD de maiz previsto. La ZmGWD1 tiene dos faltas de coincidencia de nucledtidos (posiciones 449 y 483) en
comparaciéon con el ADNc de ZmGWD, que derivan del ensamblaje de la etiqueta de secuencia expresada (EST)
TC458260 (The Gene Index Database) que representa la secuencia expresada GWD de maiz. ZmGWD1 (SEQ ID
NO: 49)
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TCCTCCCGTC CAGAAAACCT GATGGAACGA CAGTGTACAA
GAACAGGGCT CTCAGGACAC 60

CTTTTGTAAA GTCAGGTGAT AACTCCACTC TAAGGATTGA GATAGATGAT
CCTGGGGTGC 120

ACGCCATTGA GTTCCTCATC TTTGACGAGA CACAGAACAA ATGGTTTAAA
AACAATGGCC 180

AGAATTTTCA GGTTCAGTTC CAGTCGAGCC GCCATCAGGG TACTGGTGCA
TCTGGTGCCT 240

CCTCTTCTGC TACTTCTACC TTGGTGCCAG AGGATCTTGT GCAGATCCAA
GCTTACCTTC 300

GGTGGGAAAG AAGGGGAAAG CAGTCATACA CACCAGAGCA
AGAAAAGGAG GAGTATGAAG 360

CTGCACGAGC TGAGTTAATA GAGGAAGTAA ACAGAGGTGT
TTCTTTAGAG AAGCTTCGAG 420

CTAAATTGAC AAAAGCACCT GAAGCACCCG AGTCGGATGA
AAGTAAATCT TCTGCATCTC 480

GAGTGCCCAT CGGTAAA 497

La secuencia de repeticion de ZmGWD2 de 540 pb, que se usé en la construccion del vector pAG4103, corresponde
a la posicién 2986-3525 nt del ADNc de GWD de maiz previsto. La secuencia ZmGWD?2 se extiende sobre un triplete
de nucledtidos que codifica Hys1072 que se ha propuesto que es un resto de aminoacido crucial en la actividad de
fosforilacién de la proteina GWD (Mikkelsen, 2004). ZmGWD2 (SEQ ID NO: 50)

CTTCTGAACC GATTTGATCC TGTTTTAAGG AATGTTGCTC ACCTCGGAAG
TTGGCAGGTT 60

ATAAGCCCGG TTGAAGTATC AGGTTATGTG GTTGTGGTTG ATGAGTTACT
TGCTGTCCAG 120

AACAAATCTT ATGATAAACC AACCATCCTT GTGGCAAAGA
GTGTCAAGGG AGAGGAAGAA 180

ATACCAGATG GAGTAGTTGG TGTAATTACA CCTGATATGC CAGATGTTCT
GTCTCATGTG 240

TCAGTCCGAG CAAGGAATAG CAAGGTACTG TTTGCGACCT GTTTTGACCA

CACCACTCTA 300
TCTGAACTTG AAGGATATGA TCAGAAACTG TTTTCCTTCA AGCCTACTTC

TGCAGATATA 360

ACCTATAGGG AGATCACAGA GAGTGAACTT CAGCAATCAA
GTTCTCCAAA TGCAGAAGTT 420

GGCCATGCAG TACCATCTAT TTCATTGGCC AAGAAGAAAT TTCTTGGAAA
ATATGCAATA 480

TCAGCCGAAG AATTCTCTGA GGAAATGGTT GGGGCCAAGT CTCGGAATAT
AGCATACCTC 540
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Antes de la construccién de los vectores pAG4102 y pAG4103, ambas secuencias ZmGWD1 y ZmGWD?2 se verificaron
para determinar posibles sitios de empalme de intrones con solo uno de esos sitios identificado en ZmGWD1
(AAAGGAGGAGT: SEQ ID NO: 152). Esta secuencia se dejo intacta para la construccion del vector pAG4102.

La region espaciadora ZmAdhli6 en los casetes de silenciamiento ZmGWD1RNAi y ZmGWD2RNAi (vectores
correspondientes pAG4102 y pAG4103) representa la secuencia de 342 pb del intron 6 previsto del gen Adh1 de maiz
(Numero de registro de Gene Bank X04049). Esta secuencia intronica se clond en casetes de silenciamiento con su
gen natural que codifica secuencias flanqueantes que consisten en 11 pb en el extremo 5' 0 10 pb en el extremo 3' del
intron. Las secuencias flanqueantes se incluyeron para asegurar un empalme de intrones postranscripcional eficaz.
Las secuencias de flanqueo se muestran en mayusculas en ZmAdhli6.

ZmAdh1i6é (SEQ ID NO: 51)
ATTCGAAGAA Ggtacagtac acacacatgt atatatgtat gatgtatcec ttcgatcgaa 60
ggeatgectt ggtataatca ctgagtagtc attttattac tttgttttga caagtcagta 120
gttcatecat ttgteccatt ttttcagett ggaagtttgg ttgeactgge acttggteta 180
ataactgagt agtcatttta ttacgttgtt tcgacaagtc agtagctcat ccatetgtce 240
cattttttca gctaggaagt ttggttgeac tggecttgga ctaataactg attagtcatt 300
ttattacatt gtttcgacaa gtcagtagct catccatctg teccattttt cagCTAGGAA 360
GTT 363

Las partes de los casetes de silenciamiento ZmGWD1RNAi y ZmGWD2RNAIi que contienen repeticiones invertidas
con la secuencia espaciadora ZmAdhli6, se sintetizaron como fragmentos BamHI-Avrll por el GenScript CRO. Los
fragmentos sintetizados se clonaron entre el promotor PepC de maiz y las secuencias terminadoras del gen de
nopalina sintasa (NOS) de Agrobacterium tumefaciens para producir los vectores de silenciamiento pAG4102 y
pAG4103.

Ambos casetes ZmGWD1RNAi y ZmGWD2RNAIi se usaron posteriormente para generar vectores apilados mas
complejos mediante la clonacion de casetes de silenciamiento en regiones del ADN-T de los vectores que ya tenian
varios casetes de expresion para la produccion de las enzimas que degradan la pared celular (CWDE).

Ejemplo 8. Generacion de plantas transgénicas

Se utilizaron cepas de E. coli que portan pAG2104, pAG2105, pAG2100, pAG2101, pAG2102, pAG2103, pAG2104,
pAG2106, pAG4003, pAG4102, pAG4103 o vectores de transformacion basados en plasmidos que portan las
construcciones 2379, 2380, 4106, 4107, 4108, 4109, 4110, 4111, 4112, 4113, 4114, 4115, 4116, 4117, 4120, 4121,
4124, 4125, 4514 o0 4515 para la conjugacion con Agrobacterium y posterior transformacion del arroz, maiz, sorgo y
mijo.

Ejemplo 9. Supresion de ARNm de genes implicados en la movilizacion del almidén vegetativoh

Para determinar si los vectores de ARNi descritos anteriormente estaban ejerciendo un efecto sobre los ARNm
dirigidos en plantas transgénicas, se aislé el ARN de varias plantas de control y transgénicas y se utilizé PCR de
transcriptasa inversa en tiempo real (RT-PCR en tiempo real, también conocida como PCR cuantitativa en tiempo real,
RT-gPCR) para medir la abundancia relativa de especies de ARNm (FIG. 13, 14 y 15). Estos resultados confirmaron
que el ARNi puede usarse para reducir el nivel de ARNm naturales en el arroz transgénico.

Con referencia a las FIG. 13, 14 y 15, estas figuras ilustran que los vectores de ARNi suprimen la acumulacion de
ARNm dirigidos en el arroz transgénico. Se empleé RT-PCR en tiempo real para medir la abundancia de diferentes
especies de ARNm en relacién con la de los genes de referencia ("genes constitutivos" que se expresan nominalmente
de forma constitutiva en el arroz). En varias de las lineas transgénicas, se encontré que los niveles de los ARNm
dirigidos estaban muy por debajo de los observados entre las plantas de control. FIG. 13, niveles de ARNm de GWD
entre plantas que portan pAG2100 o pAG2101 debilitados y controles de tipo silvestre (TS); FIG. 14, niveles de ARNm
de DSP entre plantas que portan pAG2102 y controles de TS; FIG. 15, niveles de ARNm de ISA3 entre plantas que
portan pAG2103 y controles de TS.

La eficacia del silenciamiento del gen GWD en plantas de maiz transgénicas transformadas con las construcciones de
silenciamiento pAG4102 o pAG4103 se evalué de manera similar mediante RT-gPCR. El material de la hoja verde de
las plantas de maiz transgénicas y no transformadas se muestreé al anochecer, cuando se observan los niveles de
expresién mas altos del gen GWD en monocotiledéneas (datos no publicados de Agrivida). El material foliar recogido
se congelé inmediatamente en nitrégeno liquido y se transfirié a un congelador a -80 °C para el almacenamiento antes
del aislamiento del ARN. El aislamiento de ARN total se realiz6 a partir de 0,1 - 0,2 g de los tejidos de la hoja de maiz
congelados usando reactivo TRIZol (Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones proporcionadas por el fabricante con
modificaciones menores. Para eliminar cualquier cantidad residual del ADN gendmico del maiz en las preparaciones
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de ARN, posteriormente, se digirieron 10 microgramos del ARN total que se extrajo con TRIZol de cada muestra con
DNasa usando el kit sin ADN TURBO (Applied Biosystems/Ambion). Las muestras de ARN tratadas con DNasa se
purificaron adicionalmente con el kit de limpieza RNeasy MinElute (QIAGEN) y 1 microgramo del ARN purificado se
sometié a sintesis de ADNc usando la transcriptasa inversa iScript (Bio-Rad) como se describe en el protocolo
proporcionado por el fabricante. Todas las muestras de ADNc se diluyeron 1:50 con agua sin nucleasas. Un microlitro
de la muestra de ADNc diluida (equivalente a 1 ng del ARN total que se utilizé para la sintesis del ADNc) se sometié
al ensayo de qPCR con iQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad) como se especifica en el protocolo suministrado. La
expresion del gen GWD en las plantas que se evaluaron se normalizé frente a la expresion de dos genes de referencia
internos de maiz, tales como beta-Actina (Numero de registro de GenBank U60508) y gliceraldehido-3-fosfato-
deshidrogenasa (GADPH, Numero de registro de GenBank X07156.1). Los cebadores utilizados en el andlisis RT-
gPCR se disefiaron con el software Primer3 que esta disponible en linea. Los cebadores de PCR se enumeran en la
Tabla 3:

Tabla 3. Lista de los cebadores utilizados en RT-gPCR para el andlisis de la expresion de GWD de maiz

Gen Cebador directo Cebador inverso Temperatura de | Tamano
diana emparejamiento del
(°C) producto,
pb
GWD ob1659 (SEQ ID NO: 153): ob1660 (SEQ ID NO: 154): 55 104
ATGAAGGAGACAAGCGT | AAGTTTCACCTTGCGTG
TGG TGC
Bet.a- ob1555 (SEQ ID NO: 155): ob1556 (SEQ ID NO: 156): 55 119
actina CAACTGCCCAGCAATGT CGTAGATAGGGACGGT
ATG GTGG
GADPH | ob1567 (SEQ ID NO: 157): ob1568 (SEQ ID NO: 158): 55 88
CGCTGAGTATGTCGTGGA | AACAACCTTCTTGGCAC
GT CAC

Todos los cebadores de PCR para ensayos de expresion de GWD se habian validado previamente mediante RT-PCR
regular seguida de electroforesis en gel de agarosa para verificar la especificidad de los cebadores. Ademas, los
cebadores seleccionados se validaron mediante los andlisis de Calibracién de Curva Patron y Punto de Fusion para
garantizar resultados de amplificacion reproducibles. Las reacciones de amplificacion por PCR en tiempo real se
realizaron en un volumen de 12,5 microlitros en placas de 96 pocillos en un instrumento CFX-96 (Bio-Rad). Se ejecutd
un ADNc de control que representa la planta no transformada nimero 37 (linea AxB de maiz de tipo silvestre) con
cada placa experimental para asegurar la disponibilidad de una referencia cruzada entre diferentes ejecuciones de
gPCR. También se incluyd un control sin plantilla (NTC, por sus siglas en inglés) con cada ejecucion para cada gen.
Cada muestra experimental se ejecuto por triplicado. El perfil térmico de la reaccion de PCR fue de 95 °C durante 3
minutos de activacion y desnaturalizacién, seguido de 40 ciclos de 95 °C durante 10 segundos, 55 °C durante 20
segundos y 72 °C durante 30 segundos. El software CFX Manager (Version 2.1) calculdé automaticamente el valor del
ciclo de cuantificacion (Cq) para cada reaccion. La expresiéon observada del gen GWD en la planta de control no
transformada nimero 37 se ajustd a "1" y la expresion de GWD en cada planta transgénica analizada se comparé con
este valor para generar datos relativos de expresion génica.

Resultados del analisis de expresion de GWD en maiz transgénico

Los casetes de silenciamiento ZmGWD1RNAi y ZmGWD2RNAI proporcionaron niveles significativos de supresion de
la expresién del gen GWD alcanzando una reduccién de nivel de transcripcion de mas de 13 veces en plantas
transgénicas individuales, en comparacion con la planta de maiz no transformada nimero 37. La expresion del gen
GWD no se suprimi6 en una sola planta (4102.64) entre todas las plantas transgénicas analizadas. La eficacia de
silenciamiento de GWD observada fue del 95,8-100%, con una reduccion del nivel de transcripcion de mas de 3 veces
en cada planta transgénica analizada en relacién con el nivel de GWD en maiz no transformado (Tabla 4 y FIG. 16).
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Tabla 4. Eficacia del silenciamiento de GWD en maiz transgénico por los casetes ZmGWD1RNAi y ZmGWD2RNAi

Casete de | Nimero de plantas | Nimerode plantas conniveles | La  eficacia observada del

silenciamiento transgénicas de transcripcion de GWD | silenciamiento de GWD (% de
analizadas suprimidos plantas silenciadas)

ZmGWD1RNAI 24 23 95,8

(PAG4102)

ZmGWD2RNAI 12 12 100

(pPAG4103)

Ejemplo 10. Las plantas modificadas acumulan niveles elevados de almidon y de glucosa total mas altos

Se recogieron tejidos de plantas de control, asi como plantas de arroz y mijo que portan copias integradas de los
transgenes de ARNi descritos anteriormente. Estos tejidos se secaron después y se molieron hasta obtener un polvo
fino. El contenido de almiddn de estos tejidos se determiné después por métodos convencionales (Smith AM y Zeeman
SC, Quantification of starch in plant tissues (2006) Nat. Protocols 1:1342-1345). Con referencia a la FIG. 17, se muestra
almidén elevado entre lineas seleccionadas de arroz y mijo para aquellas lineas que portan construcciones de ARNi.
Los resultados de Nipponbarre y Alamo (lineas de control no transformadas para arroz y mijo, respectivamente)
representan los promedios de varias plantas diferentes. Otros resultados representan datos duplicados de 2-3 veces
de plantas transgénicas individuales. Las plantas transgénicas se identifican de acuerdo con el gen de movilizacién
de almidén dirigido. las plantas OsGWD-1 portan el vector de ARNi pAG2100; Las plantas OsGWD-2 portan pAG2101;
Las plantas OsDSP portan pAG2102; las plantas OsISA3 portan pAG2103; las plantas PvGWD portan pAG2104, un
vector de expresién de ARNi que se dirige especificamente a transcritos de GWD de mijo que se asemejan a las
secuencias descritas anteriormente (véase la FIG. 12). Como se muestra en la FIG. 17, se identificaron varias lineas
transgénicas de arroz y mijo que acumulan almidén por encima de los niveles observados entre las plantas de control.
En estos ejemplos, el almiddén se acumuld a niveles tan altos como un 6 % entre las lineas de arroz transgénico,
mientras que solo se acumul6 hasta aproximadamente un 3 % en la mayor de las lineas de control. En mijo, la linea
mas alta de Alamo acumul6 aproximadamente un 2 % de almidén, mientras que la linea transgénica mas alta acumulé
aproximadamente un 3,5 % de almidon en peso seco.

Con referencia a la FIG. 18, se encontré que el contenido de almidén en varias plantas de arroz aproximadamente 5
semanas mayor que las representadas en la FIG. 17 era 2 a 3 veces mayor que la observada en plantas mas jovenes.
La FIG. 18 ilustra el contenido de almiddn en lineas de arroz transgénico, recolectado aproximadamente 19 semanas
después de la siembra. La nomenclatura de las plantas es como en la FIG. 17. Entre estas, una linea que expresa un
ARNi que se dirige a GWD acumulé almidén a ~16 % de peso seco, mientras que las lineas de control no acumularon
mas de ~8 % de almidén.

Para generar plantas transgénicas adicionales que expresen los microARN o ARNh descritos anteriormente, se
introdujeron construcciones en los vectores plasmidicos para la transformacion de plantas mediada porAgrobacterium
pAG2005 (SEQ ID NO: 75) y pAG4003 (SEQ ID NO: 76).

Se generaron plantas de arroz transgénicas y se cultivaron en invernaderos hasta la madurez, después de lo cual se
cosecharon semillas y paja seca. El contenido de almidén de plantas individuales se midi6 mediante un ensayo de
almidon total (Megazyme, Rebuznar, Condado de Wicklow, Irlanda). La FIG. 19 ilustra el contenido de almidon que se
observo entre varios individuos de poblaciones que portaban cada una de las 11 construcciones diferentes, en donde
las construcciones corresponden a las SEQ ID de la siguiente manera: 2107 (SEQ ID NO: 59), 2108 (SEQ ID NO: 60),
2109 (SEQ ID NO: 61), 2110 (SEQ ID NO: SEQ ID NO: 63), 2111 (SEQ ID NO: 64), 2112 (SEQ ID NO: 66), 2113
(SEQ ID NO: 62), 2114 (SEQ ID NO: 65), 2115 (SEQ ID NO: 72), 2116 (SEQ ID NO: 73) y 2117 (SEQ ID NO: 74).
Estos resultados indican que la supresién de la expresién de enzimas, tal como GWD, PWD y DSP, que participan en
la renovacion del almidén transitorio produce que las plantas acumulen almidén y que este almidon pueda persistir en
la biomasa después de la senescencia.

Se recogieron muestras molidas de la paja de cada una de varias plantas transgénicas producidas a partir de
pAG2110, pAG2115y pAG2116 que acumulan > 8 % (> 80 mg/g) de almid6n y estas se agruparon para preparar una
"mezcla transgénica". Esta mezcla transgénica tenia un contenido de almidén total promedio de aproximadamente un
9,2 % (92 mg de almiddn por gramo de peso seco). De manera similar, se agruparon muestras de paja de plantas de
Nipponbarre para preparar una "mezcla de control NB" que tenia un contenido de almidén aproximado del 0,8% (8 mg
de almiddn por gramo de peso seco). Después se tomaron muestras de estas mezclas y se usé la hidrdlisis &cida total
para examinar su composicion total de carbohidratos para determinar si la acumulacion de almidén afectaba el
contenido general de carbohidratos. Aproximadamente 0,20 g de tejido molido de cada mezcla se traté con acido
sulftrrico al 72 % a 30 °C durante 1 hora. El acido se diluyd después al 4 % de concentraciéon y las muestras se
esterilizaron en autoclave a 121 °C durante 1 hora. Después del enfriamiento, el pH de las muestras se ajusté a pH 5-
8. El analisis se realizé por HPLC y las concentraciones de azlcar se calcularon en relacion con los patrones de azlcar
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puro. Los resultados de este analisis se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Composicion de carbohidratos de paja de control y de arroz transgénico.

Hidratos de carbono Mezcla de control NB | Mezcla transgénica
Prom Devst Prom Devst
Glucosa (g/100 g de biomasa) 36,32 0,07 43,39 0,39
Xilosa (g/100 g de biomasa) 14,64 0,09 13,84 0,06
Galactosa (g/100 g de biomasa) 1,26 0,09 0,91 0,53
Arabinosa (g/100 g de biomasa) 0,25 0,02 0,07 0,24
Manosa (g/100 g de biomasa) 2,16 0,06 2,01 0,45

Estos resultados confirman que el contenido adicional de almidén de la biomasa transgénica da como resultado un
aumento en el contenido total de glucosa del material y no se produce a expensas de, por ejemplo, glucosa derivada
de celulosa.

Ejemplo 11. Las plantas transgénicas que acumulan almidon vegetativo tienen una mayor biomasa aérea

Para determinar si el fenotipo de acumulacién de almidén afect6 el rendimiento de biomasa entre plantas transgénicas,
se cultivaron 20 progenie de una sola planta de arroz que portaba la construccion 2116 y 9 progenie de plantas de
control de tipo silvestre (NB) en un invernadero hasta la madurez, se recolecté la semilla y se cosechd, se secd y se
pesé la biomasa total aérea (excluyendo semillas y paniculas) (FIG.20). Con referencia a la FIG. 20, los pesos secos
promedio de las plantas de la poblacion de 2116 es un 17 % mayor que los de la poblacién de control.

Ejemplo 12. Recuperacion de glucosa después de la hidrolisis enzimatica

En lugar de utilizar una hidrélisis acida total para extraer glucosa de la biomasa lignocelulésica, con frecuencia se usa
un tratamiento previo con acido diluido para tratar previamente la biomasa con el fin de alterar la cristalinidad de los
polimeros de carbohidratos que estan presentes en el material vegetal y después se afiaden cocteles de enzimas
hidroliticas (celulasas, hemicelulasas, etc.) para la hidrolizacion de los polimeros en sus azdcares componentes. Para
determinar si la biomasa con alto contenido de almiddn permitiria recuperar mas glucosa durante dicho procedimiento
de hidrélisis enzimatica, se trataron previamente 20 mg de tejido molido de cada una de las muestras mezcladas
(mezcla de control NB y mezcla transgénica) con acido sulfirico 0,25 M (pH 1,0) a 95 °C durante 4 o 16 horas, 0 a
120 °C durante 1 hora. Después de ajustar el pH de las muestras tratadas previamente, se realizé la hidrdlisis
enzimatica con un céctel enzimatico disponible comercialmente, Accellerase® (Genencor, Palo Alto CA). La hidrolisis
con una mezcla de Accellerase de "coctel completo” (FCt) implica 200 ul de Accellerase® 1500 y 100 ul de
Accellerase® XY por gramo de biomasa a 50 °C, pH 5,0, durante 72 horas. Después de la hidrdlisis, el rendimiento de
glucosa se midi6 usando HPLC (figura 21). Refiriéndose a esta figura, se observd, que en las tres condiciones de
tratamiento previo e hidrdlisis, se recuperd mas glucosa libre de la biomasa transgénica con alto contenido de almidon,
de la que podria recuperarse de la biomasa de control.

Para determinar si se puede recuperar el aumento de glucosa de la paja transgénica cuando se emplearon métodos
alternativos de tratamiento previo de biomasa, las muestras de la mezcla de control NB y la biomasa de la mezcla
transgénica se sometieron a tres estrategias de tratamiento previo diferentes. Se trataron previamente 20 mg de tejido
molido con un tratamiento previo con acido diluido (acido sulftrico 0,25 M a pH 1,0), un tratamiento previo con base
(NH40H al 7,5 % a pH 12,0) o un tratamiento previo con bisulfito (NH4HSO3 0,175 M + (NH4) 2CO3 0,18 M; bisulfito
a pH 8,1). Después del tratamiento previo, las muestras se hidrolizaron con un céctel de enzimas como se describid
anteriormente. Las cantidades de glucosa y xilosa que se liberaron después de cada tratamiento previo e hidrélisis se
cuantificaron por HPLC (FIG. 22 y 23). Como se puede observar en la FIG. 22, para cada tratamiento previo se
recuperé mas glucosa de la biomasa transgénica que la recuperada de la biomasa de control. Por el contrario, como
se puede observar en la FIG. 23, en cada condicién de tratamiento previo, los rendimientos de xilosa de la biomasa
transgénica fueron muy similares o ligeramente inferiores a los rendimientos de xilosa de la biomasa de control,
reflejando el hecho de que la biomasa transgénica tenia un contenido de xilosa ligeramente mas bajo por gramo en
peso seco, como se determind anteriormente a partir del andlisis de composicion total (véase la Tabla 5).

Estas observaciones indican que aumentar el contenido de almidén de la biomasa permite la recuperacion de mas
glucosa por unidad de biomasa. Ademas, la comparacion del rendimiento de glucosa de la muestra de la mezcla de
control NB tratada previamente con &cido (95 °C 16 h) con el rendimiento de glucosa de la muestra de mezcla
transgénica de bisulfato tratada previamente (95 °C 16 h) como se muestra en la FIG. 22 indica que, aunque un
tratamiento previo leve, tal como el tratamiento previo con bisulfato descrito anteriormente, podria liberar glucosa de
manera menos eficaz que un tratamiento previo acido o basico, se puede recuperar tanta 0 mas glucosa de la biomasa
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transgénica incluso con un tratamiento previo suave que la que se puede recuperar de la biomasa de control después
de un tratamiento previo &cido o basico duro. El uso de un tratamiento previo suave permitiria instalaciones de
procesamiento con equipos de capital menos costosos; por el contrario, el uso del material transgénico en un
tratamiento previo méas severo aumentaria los rendimientos de glucosa, mejorando el retorno de la inversion de ese
equipo.

En un experimento similar, las muestras de dos plantas de arroz transgénicas individuales 2110_13 y 2110_21 y la
mezcla de control NB se trataron previamente en cuatro condiciones diferentes, después se sometieron a hidrélisis
enzimatica (FIG. 24). Se trataron veinte miligramos de tejido molido con un tratamiento previo con acido (acido sulfarico
0,25 M a pH 1,0), un tratamiento previo con base (NH40OH al 7,5 % a pH 12,0), un tratamiento previo con bisulfito
(NH4HSOS 0,175 M + (NH4)2CO3 0,18 M a pH 8,1 ), o un tratamiento previo con hidroxido de calcio [Ca (OH)2
saturado] a 120 °C durante 1 hora con una relacién de liquidos a sélidos de 10, seguido de digestién enzimatica como
se describi6 anteriormente. Los rendimientos de glucosa se cuantificaron por HPLC. Con referencia a la FIG. 24, el
rendimiento general de los tratamientos previos difiere notablemente, pero en cada caso se recuperé mas glucosa de
la biomasa de arroz transgénico que la recuperada de la biomasa de control. Estos resultados también muestran que
el beneficio del aumento de la acumulaciéon de almidén en las plantas transgénicas se puede ver en la biomasa
derivada de una sola linea de plantas y no necesita implicar una mezcla de biomasa de multiples lineas de plantas
independientes.

Ejemplo 13. Sacarificacion y fermentacion simultaneas de biomasa

Se pueden producir etanol, &cidos organicos u otros productos bioquimicos a partir de biomasa lignocelulésica a través
de la sacarificacién y fermentacion simultaneas (SSF, por sus siglas en inglés). Este proceso utiliza tratamiento previo
de biomasa, como se describié anteriormente, seguido de la hidrélisis de la biomasa con cécteles enzimaticos en
presencia de levaduras u otros microorganismos, que metabolizaran los azlcares resultantes para producir etanol,
acidos organicos y/o productos bioquimicos adicionales.

Para determinar si la biomasa del arroz transgénico con alto contenido de almidén apoyaria la produccién de mas
etanol en relacién con la biomasa de control a través de SSF, se trataron previamente 3 g de biomasa de la mezcla
de control NB o de la mezcla transgénica con H2S0O4 0,25 M pH 1,0 a 120 °C durante 1 hora en una olla a presién. La
hidrélisis se realizd a un pH 4,9 a 50 °C con el céctel completo de Accellerase (FCt). FCt contiene 200 pl de
Accellerase® 1500 por 1 g de biomasa y 100 pl de Accellerase® XY por 1 g de biomasa. Se anadié medio YP (10 g/l
de extracto de levadura, 20 g/l de peptona) al hidrolizado para ayudar al crecimiento de las levaduras y después se
anadio un inéculo de células de levadura D5A de una solucién madre congelada. También se prepard una muestra de
"control de glucosa" que empleaba glucosa pura (aproximadamente 20-22 g/l) en el medio en lugar de la biomasa
hidrolizada.

La FIG. 25 ilustra los cambios en los titulos de cultivo de levaduras (UFC/mI) durante la sacarificacion y fermentacion
simultaneas de biomasa transgénica (cuadrado; mezcla transgénica), plantas de control no transgénicas (diamante:
mezcla de control NB) y control de glucosa (tridngulo). Como se puede observar en la FIG. 25, las tres muestras
apoyaron el crecimiento del organismo fermentador, levadura en este ejemplo. La glucosa pura foment6 el crecimiento
mas rapido de la levadura y el crecimiento de la levadura alcanzé una meseta antes cuando se cultivé con glucosa
pura que cuando se cultivé en los hidrolizados de biomasa. En 24 horas, la biomasa transgénica fomenté el crecimiento
de mas levadura que la biomasa de control.

La FIG. 26 ilustra la liberacion y el consumo de glucosa durante la SSF y fermentacion de biomasa transgénica, planta
de control no transgénica y control de glucosa. Con referencia a la FIG. 26, se observé esa sacarificacién; es decir, la
hidrolisis de los polisacaridos en la biomasa a sus azlcares componentes, se produce al mismo tiempo que las células
de levadura crecen durante la SSF y las concentraciones de glucosa en los hidrolizados de biomasa aumentan
inicialmente, mientras que las concentraciones de glucosa en el medio de "control de glucosa" disminuyen
inmediatamente. A medida que las poblaciones de levadura aumentan y la biomasa se agota, las concentraciones de
glucosa comienzan a disminuir en medios que también contienen biomasa.

La FIG. 27 ilustra la produccion de etanol durante la sacarificacion y fermentacion simultdneas de biomasa de arroz,
plantas de control no transgénicas y control de glucosa. De acuerdo con el consumo rapido de glucosa visto en cultivos
que contienen el "control de glucosa", los cultivos de control también producen etanol antes que los cultivos cultivados
sobre hidrolizados de biomasa. En 48 horas, sin embargo, ambos tipos de hidrolizados de fomentan la produccién de
cantidades significativas de etanol. De acuerdo con un mayor contenido de almiddn facilmente hidrolizado, la biomasa
de la mezcla transgénica fomenta una produccion mas rapida de etanol, asi como una mayor concentracion final de
etanol (concentracién final: 17,1 g de etanol/100 g de biomasa) que la biomasa de la mezcla de control NB
(concentracion final: 14,2 g de etanol/100 g de rastrojo).

Segun las cantidades iniciales de glucosa que estaban presentes en cada cultivo como polimeros de glucano en las
muestras de biomasa, es posible calcular el rendimiento eficaz de etanol en glucosa, usando la Ecuacion 1:

[EtOH]; — [EtOH],

0,
0,51  f [biomasa] x 100 %

%Conversion de celulosa =
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donde el [EtOH]r es la concentracion final de etanol (g/l), [EtOH]o es la concentracién inicial de etanol (g/l), 0,51 es el
factor de conversion de glucosa a etanol basado en la bioquimica estequiométrica de la levadura, fes la fraccion de
glucano (polisacarido de glucosa) de la biomasa seca y [Biomasa] es la concentracion inicial (g/1) de la biomasa seca
en la muestra. Usando esta ecuacion, hubo una mayor tasa de conversion de etanol de la biomasa transgénica que
de la biomasa de control, tal como se muestra en la Tabla 6.

Tabla 6. Tasas de conversién de etanol de biomasa control y transgénica.

% de conversion de EtOH % de rendimiento de EtOH
Cepa Mezcla de control NB | Mezcla transgénica Control de glucosa
% de conversion 81,83 84,12 89,45

Se observo que la tasa de conversion de etanol en la biomasa transgénica era mas cercana que la observada en
glucosa pura, indicando que la fermentacion de etanol puede proceder mas eficazmente de biomasa transgénica, con
alto contenido de almidén que de la biomasa de control.

Ejemplo 14. Combinacion de acumulacion de almidon con la expresion de enzimas que degradan
polisacaridos

Si bien la mayor acumulacion de almidén en la biomasa transgénica permite la liberacion de mas glucosa de la biomasa
durante la hidrélisis o SSF, es posible convertir ain mas glucano disponible en glucosa produciendo enzimas que
degradan polisacéaridos en la biomasa mientras las plantas crecen al mismo tiempo que se acumula el almidén. Las
paredes celulares de las plantas estdn compuestas de numerosos polisacaridos, incluyendo polimeros de glucano
tales como celulosa, B-glucano y xiloglucanos, asi como otros polisacaridos complejos tal como hemicelulosas
(heteroxilanos), pectinas, etc. Expresar enzimas que degradan estos polisacaridos hara posible descomponer estos
polisacaridos en sus azlcares componentes mas facilmente, proporcionando asi un beneficio adicional a la biomasa
con alto contenido de almidén para piensos para animales o aplicaciones de fermentacion, en la que los azucares
fermentables o digeribles se recuperan mas eficazmente tanto del almidén vegetativo como de los polisacaridos
estructurales.

Se pueden emplear varias enzimas que degradan polisacaridos para este objetivo. Se proporcionan ejemplos de estas
enzimas que degradan polisacaridos como la SEQ ID NO: 77 (xilanasa 043097), SEQ ID NO: 78 (celobiohidrolasa
BD22308), SEQ ID NO: 79 (endoglucanasa BD25243), SEQ ID NO: 80 (xilanasa EU591743), SEQ ID NO: 81
(endoglucanasa de NtEGm), SEQ ID NO: 82 (celobiohidrolasa POC2S1), SEQ ID NO: 83 (xilanasa P77853), SEQ ID
NO: 84 (celobiohidrolasa 068438), SEQ ID NO: 85 (endoglucanasa 033897), SEQ ID NO: 160 (amilasa 19862), SEQ
ID NO: 161 (glucoamilasa 20082), SEQ ID NO: 162 (glucoamilasa 20707), SEQ ID NO: 163 (amilasa 21853), SEQ ID
NO: 169 (AmyS) y SEQ ID NO: 171 (GlaA). Estas enzimas pueden codificarse mediante secuencias de ADN SEQ ID
NO: 86 (xilanasa 043097), SEQ ID NO: 87 (celobiohidrolasa BD22308), SEQ ID NO: 88 (endoglucanasa BD25243),
SEQ ID NO: 89 (xilanasa EU591743), SEQ ID NO: 90 (endoglucanasa de NtEGm), SEQ ID NO: 91 (celobiohidrolasa
P0C2S1), SEQ ID NO: 92 (xilanasa P77853), SEQ ID NO: 93 (celobiohidrolasa O68438), SEQ ID NO: 94
(endoglucanasa 033897), SEQ ID NO: 164 (amilasa 19862), SEQ ID NO: 165 (glucoamilasa 20082), SEQ ID NO: 166
(glucoamilasa 20707), SEQ ID NO: 167 (amilasa 21853), SEQ ID NO: 168 (AmyS) y SEQ ID NO: 170 (GlaA).

Debido a que la actividad de las enzimas que degradan los polisacaridos en los tejidos de las plantas vivas puede
interferir con el crecimiento o desarrollo de las plantas, puede ser Util expresar enzimas como precursores inactivos,
por ejemplo, como proenzimas modificadas con inteina que pueden activarse después de que la biomasa se haya
recolectado mediante la regulacion de las condiciones bajo las cuales pueden activarse las inteinas (véanse las
siguientes referencias para proenzimas modificadas con inteina que pueden utilizarse en la presente memoria.
Solicitud de patente PCT PCT/US03/00432 presentada el 01/07/2003, PCT/US2010/055669 presentada el
11/05/2010, PCT/US2010/055751 presentada el 11/05/2010, PCT/US2010/055746 presentada el 11/05/2010, Patente
de EE. UU. 8.247.647 expedida el 21/08/2012 y Solicitud de patente de EE. UU. 12/590.444 presentada el 11/06/2009).
Se proporcionan ejemplos de inteinas que pueden emplearse para este propésito como los polipéptidos SEQ ID NO:
95 (polipéptido de inteina AS146-7), SEQ ID NO: 96 (S158-30-108-35) y SEQ ID NO: 97 (T134-100-101), que pueden
codificarse mediante las secuencias de ADN SEQ ID NO: 98 (AS 146-7), SEQ ID NO: 99 (S158-30-108-35) y SEQ ID
NO: 100 (T134-100-101). Se proporcionan ejemplos de enzimas que incorporan tales inteinas como las SEQ ID NO:
101 (EU591743:AS146-7), SEQ ID NO: 102 (P77853:5158-30-108-35) y SEQ ID NO: 103 (P77853:T134-100-101),
que pueden codificarse mediante las secuencias de ADN proporcionadas como la SEQ ID NO: 104 (EU591743:AS146-
7), SEQ ID NO: 105 (P77853:S158-30-108-35) y SEQ ID NO; 106 (P77853:T134-100-101).

Los casetes de expresion pueden construirse de tal manera que la transcripcion de CWDE esté dirigida por un
promotor adecuado. Se proporcionan ejemplos de tales promotores como la SEQ ID NO: 55 (ZmUbi1P), SEQ ID NO:
56 (ZmPepCP) y SEQ ID NO: 57 (OsUbi3P). La transcripciéon de estos casetes se puede terminar empleando una
senal de poliadenilacion adecuada. Se proporciona un ejemplo de tal sefial como la SEQ ID NO: 58 (terminador NOS).
Ademas, la acumulacion, la estabilidad y/o el direccionamiento subcelular de una enzima que degrada polisacaridos
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dada puede modificarse expresandolas como fusiones con polipéptidos N-terminales o C-terminales adecuadamente
elegidos. Se proporcionan ejemplos de tales polipéptidos como la SEQ ID NO: 107 (péptido serial BAASS), SEQ ID
NO: 108 (péptido serial SEKDEL), SEQ ID NO: 109 (sefal de direccionamiento xHvVSD), SEQ ID NO: 110 (fusién
traduccional ZmUBQm), SEQ ID NO: 111 (xGZein27ss) y SEQ ID NO: 112 (sefal HvAle), que puede codificarse
mediante secuencias de ADN proporcionadas como SEQ ID NO: 113 (BAASS), SEQ ID NO: 114 (SEKDEL), SEQ ID
NO: 115 (xHvVSD), SEQ ID NO: 116 (ZmUBQm), SEQ ID NO: 117 (xGZein27ss) y SEQ ID NO: 118 (HvAle).

La FIG. 28 ilustra la organizaciéon de un casete de expresion de CWDE que incluye (1) un elemento promotor, (2)
péptido sefal N-terminal, (3) una secuencia codificante para CWDE (negro), (4) péptido C-terminal y (5) un terminador
transcripcional/sefal de poliadenilacién. En este ejemplo, la CWDE (negro) se expresa como una fusién traduccional
con un péptido sefial N-terminal asi como con un péptido C-terminal.

Se proporcionan ejemplos de otros casetes de expresion de CWDE como la SEQ ID NO: 119
(ZmUbi1P:xGZein27ss:BD22308:xHvVSD, SEQ ID NO: 120 (ZmPepCP: xGZein27ss:BD25243:SEKDEL), SEQ ID
NO: 121 (OsUbi3P:EU591743), SEQ ID NO: 122 (ZmUbi1P:EU591743:AS146-7:SEKDEL), SEQ ID NO: 123
(ZmUbi1P:HvAle:NtEGm:SEKDEL), SEQ ID NO: 124 (ZmPepCP:HvAle:NtEGm:SEKDEL), SEQ ID NO: 125 (OsUbi3P:
HvAle:NtEGm:SEKDEL), SEQ ID NO: 126 (OsUbi3P:BAASS:033897), SEQ ID NO: 127 (ZmPepCP:
BAASS:043097:SEKDEL), SEQ ID NO: 128 (OsUbi3P:068438), SEQ ID NO: 129 (OsUbi3P:P0C2S1), SEQ ID NO:
130 (ZmUbi1P: ZmUBQmM:BAASS:P77853:5158-30-108-35 y SEQ ID NO: 131 (ZmUbi1P:BAASS:P77853:T134-100-
101:SEKDEL).

Se pueden expresar multiples CWDE y ARNh simultaneamente en plantas transgénicas mediante la construccion de
un vector de transformacién que tenga multiples casetes de expresién unidos en tandem.

La FIG. 29 ilustra una de tales construcciones. La construccién incluye (1) un primer elemento promotor, (2) un conjunto
de secuencias iniciadoras colocadas en orientaciones opuestas de modo que el transcrito de ARN sea
autocomplementario en estas regiones, (3) un intron o un elemento espaciador, (4) un primer terminador
transcripcional/sefal de poliadenilacién, (5) un segundo elemento promotor, (6) un primer péptido sefial N-terminal,
(7) una secuencia codificante para una primera CWDE, (8) un primer péptido sefial C-terminal, (9) un segundo
terminador transcripcional/sefal de poliadenilacién, (10) un tercer elemento promotor, (11) un segundo péptido senal
N-terminal, (12) una secuencia codificante para una segunda CWDE, (13) un tercer terminador transcripcional/sefial
de poliadenilacion, (14) un cuarto elemento promotor, (15) una proteina de fusion N-terminal/ secuencia lider, (16) un
tercer péptido sefal N-terminal, (17) una secuencia codificante para una tercera CWDE y (18) un cuarto terminador
transcripcional, sefial de poliadenilacion.

A continuacién se encuentran descripciones de vectores que pueden usarse para introducir las construcciones
descritas anteriormente en las células vegetales a través de la transformacién mediada por Agrobacterium.

pAG4003 (SEQ ID NO: 76) es un plasmido que porta un marcador de resistencia a la espectinomicina, un origen de
replicacién bacteriano, un borde derecho (RB) del ADN-T de Agrobacteriumy un borde izquierdo (LB) del ADN-T de
Agrobacterium. Entre el RBy el LB hay un marcador seleccionable de planta compuesto por un promotor de ubiquitina
de maiz (ZmUbi1P), la secuencia codificante de la fosfomanosa isomerasa y el terminador NOS.

pAG4106 es un derivado de pAG4003 (SEQ ID NO: 76) que porta una construccion de apilamiento cuadruple (SEQ
ID NO: 134) con ZmPepCP:ARNi de ZmGWD1 + ZmUbi1P:xGZein27ss:BD22308:xHvWSD  +
OsUbi3P:HvAle:NtEGmM:SEKDEL + ZmUbi1P:ZmUBQm:BAASS:P77853:5158-30-108-35

pAG4107 es un derivado de pAG4003 (SEQ ID NO: 76) que porta una construccién de apilamiento cuadruple (SEQ
ID NO: 135) con ZmPepCP:ARNi de ZmGWD2 + ZmUbi1P:xGZein27ss:BD22308:xHvVSD  +
OsUbi3P:HvAle:NtEGm:SEKDEL + ZmUbilP:ZmUBQm:BAASS:P77853:5158-30-108-35

pAG4108 es un derivado de pAG4003 (SEQ ID NO: 76) que porta una construccion de apilamiento cuadruple (SEQ
ID NO: 136) con ZmPepCP:ARNi de SbGWD1+  ZmUbilP:xGZein27ss:BD22308:xHVVSD  +
OsUbi3P:HvAle:NtEGmM:SEKDEL + ZmUbilP:ZmUBQm:BAASS:P77853:5158-30-108-35

pAG4109 es un derivado de pAG4003 (SEQ ID NO: 76) que porta una construccién de apilamiento cuadruple (SEQ
ID NO: 137) con ZmPepCP:ARNi de SbGWD2+ ZmUbilP:xGZein27ss:BD22308:xHVVSD  +
OsUbi3P:HvAle:NtEGm:SEKDEL + ZmUbilP:ZmUBQm:BAASS:P77853:5158-30-108-35

pAG4110 es un derivado de pAG4003 (SEQ ID NO: 76) que porta una construccién de apilamiento cuadruple (SEQ
ID NO: 138) con ZmPepCP:ARNi de ZmGWD1 + ZmUbi1P:xGZein27:BD22308:xHVVSD  +
OsUbi3P:HvAle:NtEGM:SEKDEL:NOST + ZmPEPCP:BAASS:043097:SEKDEL

pAG4111 es un derivado de pAG4003 (SEQ ID NO: 76) que porta una construccion de apilamiento cuadruple (SEQ

ID NO: 139) con ZmPepCP:ARNi de ZmGWD2 + ZmUbi1P:xGZein27:BD22308:xHVVSD  +
OsUbi3P:HvAIe:NtEGm:SEKDEL:NOST + ZmPepCP:BAASS:043097:SEKDEL
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pAG4112 es un derivado de pAG4003 (SEQ ID NO: 76) que porta una construccion de apilamiento cuadruple (SEQ
ID NO: 140) con ZmPepCP:ARNi de ZmGWD1 + ZmUbi1P:xGZein27:BD22308:xHVVSD  +
ZmUbi1P:HvAle:NtEGm:SEKDEL + ZmUbi1P:BAASS:EU591743:AS146-7:SEKDEL

pAG4113 es un derivado de pAG4003 (SEQ ID NO: 76) que porta una construccion de apilamiento cuadruple (SEQ
ID NO: 141) <con ZmPepCP:ARNi de ZmGWD2 + ZmUbi1P:xGZein27:BD22308:xHvWSD  +
ZmUbi1P:HvAle:NtEGm:SEKDEL + ZmUbi1P:BAASS:EU591743:AS146-7:SEKDEL

pAG4114 es un derivado de pAG4003 (SEQ ID NO: 76) que porta una construccién de apilamiento cuadruple (SEQ
ID NO: 142) con ZmPepCP:ARNi de ZmGWD1 + ZmUbi1P:xGZein27:BD22308:xHvWSD  +
ZmPepCP:xGZein27ss:BD25243:SEKDEL + ZmUbi1P:BAASS:EU591743:AS146-7:SEKDEL

pAG4115 es un derivado de pAG4003 (SEQ ID NO: 76) que porta una construccion de apilamiento cuadruple (SEQ
ID NO: 143) con ZmPepCP:ARNi de ZmGWD2 + ZmUbi1P:xGZein27:BD22308:xHVVSD  +
ZmPepCP:xGZein27ss:BD25243:SEKDEL + ZmUbi1P:BAASS:EU591743:AS146-7:SEKDEL

pAG4116 es un derivado de pAG4003 (SEQ ID NO: 76) que porta una construccién de apilamiento cuadruple (SEQ
ID NO: 144) con ZmPepCP:ARNi de ZmGWD1 + ZmUbi1P:xGZein27:BD22308:xHvWSD  +
OsUbi3P:HvAle:NtEGm:SEKDEL + ZmUbi1P:BAASS:EU591743:AS146-7:SEKDEL

pAG4117 es un derivado de pAG4003 (SEQ ID NO: 76) que porta una construccién de apilamiento cuadruple (SEQ
ID NO: 145) con ZmPepCP:ARNi de ZmGWD2 + ZmUbi1P:xGZein27:BD22308:xHVVSD  +
OsUbi3P:HvAle:NtEGm:SEKDEL + ZmUbi1P:BAASS:EU591743:AS146-7:SEKDEL

pAG4120 es un derivado de pAG4003 (SEQ ID NO: 76) que porta una construccion de apilamiento cuadruple (SEQ
ID NO: 146) con ZmPepCP:ARNi de ZmGWD1 + OsUbi3P:POC2S1 + OsUbi3P:HvAleSp:NtEGm:SEKDEL +
ZmUbi1P:ZmUBQm: BAASS:P77853-T134-100-101:SEKDEL

pAG4121 es un derivado de pAG4003 (SEQ ID NO: 76) que porta una construccién de apilamiento cuadruple (SEQ
ID NO: 147) con ZmPEPCP:ARNi de ZmGWD2 + OsUbi3P:P0C2S1 + OsUbi3P:HvAleSp:NtEGm:SEKDEL +
ZmUbi1P:ZmUBQm: BAASS:P77853-T134-100-101:SEKDEL

pAG4124 es un derivado de pAG4003 (SEQ ID NO: 76) que porta una construccion de apilamiento triple (SEQ ID NO:
148) con ZmPepCP:ARNi de ZmGWD1 + ZmPepCP:xGZein27ss:BD25243:SEKDEL +
ZmUDbi1P:BAASS:EU591743:AS146-7:SEKDEL

pAG4125 es un derivado de pAG4003 (SEQ ID NO: 76) que porta una construccion de apilamiento triple (SEQ ID NO:
149) con ZmPepCP:ARNi de ZmGWD2 + ZmPepCP:xGZein27ss:BD25243:SEKDEL +
ZmUbi1P:BAASS:EU591743:AS146-7:SEKDEL

pAG4206 es un derivado de pAG4003 que porta una construccion de apilamiento triple (SEQ ID NO: 219) con
ZmUbi1P:xGZein27:BD22308:xHvVSD +
OsUbi3P:HvAle:NtEGm:SEKDEL:NosT+ZmPepCP:BAASS:043097:SEKDEL

pAG4514 es un derivado de pAG4003 (SEQ ID NO: 76) que porta una construccion de apilamiento cuadruple (SEQ
ID NO: 150) con ZmPepCP:ARNi de ZmGWD1 + ZmUbi1P:xGZein27:BD22308:xHVVSD  +
ZmPepCP:HvAle:NtEGm:SEKDEL + ZmUbi1P:BAASS:EU591743:AS146-7:SEKDEL

pAG4515 es un derivado de pAG4003 (SEQ ID NO: 76) que porta una construccion de apilamiento cuadruple (SEQ
ID NO: 151) «con ZmPepCP:ARNi de ZmGWD2 + ZmUbi1P:xGZein27:BD22308:xHvWSD  +
ZmPepCP:HvAle:NtEGm:SEKDEL + ZmUbi1P:BAASS:EU591743:AS146-7:SEKDEL

Ejemplo 15. Se puede recuperar mas glucosa de las plantas transgénicas que acumulan almidon y expresan
enzimas que degradan la pared celular

Las plantas de control individual y de maiz transgénico que portaban la construccion 4110 o0 4111 se cultivaron hasta
la madurez en un invernadero. Se cosecharon hojas y tallos de las plantas maduras, senescentes,se secaron y se
molieron. Se analizaron muestras de cada una para determinar el contenido de almidén, actividad de xilanasa y
actividad de endoglucanasa usando (respectivamente) el Kit de ensayo de Almidén Total, sustratos cromogénicos
Xylazyme y Cellazyme de Megazyme (Bray, Condado de Wicklow, Irlanda). Tal como se muestra en la FIG. 30, la
biomasa de las plantas que portan las construcciones 4110 y 4111 acumulan mas almidén que la planta de control,
mientras que también expresa las enzimas xilanasa y endoglucanasa. Cuando la biomasa de estas plantas se trato
previamente e hidroliz6 como se describié anteriormente, fue posible recuperar mas glucosa de las plantas
transgénicas. Ademas, las plantas que acumularon almidén y enzimas que degradan la pared celular produjeron mas
glucosa que las plantas que solo expresaron las enzimas que degradan la pared celular, tal como se muestra en la
FIG. 31.

Se entiende, por lo tanto, que esta invencién no se limita a las realizaciones particulares descritas, pero esta destinada
a cubrir todas las modificaciones que estan dentro del alcance de la invencién tal como se define en las
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reivindicaciones adjuntas; la descripcion anterior; y/o se muestra en los dibujos adjuntos.
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REIVINDICACIONES

1. Una planta genéticamente modificada que comprende un primer acido nucleico aislado que comprende una
secuencia con al menos el 90 % de identidad con una secuencia de SEQ ID NO: 50 y un segundo &cido nucleico
aislado que comprende una secuencia con al menos el 90 % de identidad con una secuencia de SEQ ID NO: 86, una
secuencia con al menos el 90 % de identidad con una secuencia de SEQ ID NO: 87 y una secuencia con al menos el
90 % de identidad con una secuencia de SEQ ID NO: 90.

2. La planta genéticamente modificada de la reivindicacion 1 que comprende ademas un promotor operativamente
unido a al menos uno del primer acido nucleico aislado o del segundo acido nucleico aislado.

3. Una construccion genética que comprende un primer acido nucleico aislado que comprende una secuencia con al
menos el 90 % de identidad con una secuencia de SEQ ID NO: 50 y un segundo acido nucleico aislado que comprende
una secuencia con al menos el 90 % de identidad con una secuencia de SEQ ID NO: 86, una secuencia con al menos
el 90 % de identidad con una secuencia de SEQ ID NO: 87 y una secuencia con al menos el 90 % de identidad con
una secuencia de SEQ ID NO: 90.

4. La construccion genética de la reivindicacion 3 que comprende ademas un promotor operativamente unido a al
menos uno del primer &cido nucleico aislado o del segundo acido nucleico aislado.

5. Un método de procesamiento agricola o preparacién de piensos para animales que comprende proporcionar una
planta genéticamente modificada que comprende un primer acido nucleico aislado que comprende una secuencia con
al menos el 90 % de identidad con una secuencia de SEQ ID NO: 50 que codifica un producto de &cido ribonucleico
que inactiva o inhibe la expresion de al menos un gen que codifica una proteina implicada en la movilizaciéon de almidén
en una planta y un segundo &cido nucleico aislado que comprende una secuencia con al menos el 90 % de identidad
con una secuencia de SEQ ID NO: 86, una secuencia con al menos el 90 % de identidad con una secuencia de SEQ
ID NO: 87 y una secuencia con al menos el 90 % de identidad con una secuencia de SEQ ID NO: 90.

6. El método de la reivindicacion 5, en donde la planta genéticamente modificada comprende ademas un promotor
operativamente unido a al menos el primer acido nucleico aislado o el segundo acido nucleico aislado.

7. El método de una de las reivindicaciones 5 a 6, que comprende ademas tratar previamente la planta genéticamente
modificada con una formulacién quimica para formar una mezcla, preferiblemente,

en donde la mezcla tiene una relacion liquida a sélido seleccionada del valor menor que o igual a uno de 10, 9, 8, 7,
6,5,4,3,201;ylo

en donde el tratamiento previo incluye incubar la mezcla durante un periodo de menos que o igual a uno de 16 horas,
15 horas, 14 horas, 13 horas, 12 horas, 11 horas, 10 horas, 9 horas, 8 horas, 7 horas, 6 horas, 5 horas, 4 horas,
3 horas, 2 horas o 1 hora; y/o en donde el tratamiento previo incluye proporcionar una temperatura de mezcla de 40
°C a 120 °C.

8. El método de la reivindicacion 7, en donde la formulacion quimica incluye al menos un resto que comprende un ion
seleccionado del grupo que consiste en: sulfito, bisulfito, sulfato, carbonato, hidroxido y éxido; y/o en donde el
tratamiento previo incluye proporcionar una mezcla a un pH que variade 1,0 a 12,0.

9. El método de la reivindicacion 8, en donde el al menos un resto incluye ademas un contraién seleccionado del grupo
que consiste en: amonio, sodio, magnesio y calcio.

10. El método de la reivindicacion 7, en donde la formulacién quimica incluye un compuesto seleccionado del grupo
que consiste en: un acido sulfurico, una base, bisulfito de amonio y carbonato de amonio.

11. El método de la reivindicacion 7 que comprende ademas la hidrolizacion de la mezcla, preferiblemente,

en donde la etapa de hidrolizacién incluye incubar la mezcla durante un periodo de menos de o igual a uno de 144
horas, 140 horas, 130 horas, 120 horas, 110 horas, 100 horas, 90 horas, 80 horas, 70 horas, 60 horas, 50 horas,
40 horas, 30 horas, 20 horas, 10 horas, 9 horas, 8 horas, 7 horas, 6 horas, 5 horas, 4 horas, 3 horas, 2 horas o 1 hora;
y/o

en donde la etapa de hidrolizacion incluye incubar la mezcla a una temperatura de 100 °C o menos.

12. El método de la reivindicacion 11 que comprende ademas la hidrolizacion de la planta genéticamente modificada
con una o mas enzimas exdgenas.

13. El método de la reivindicacion 12, que comprende ademas la exposicion de la planta genéticamente modificada a
un organismo fermentador en condiciones de fermentacién para producir un producto quimico, preferiblemente, en
donde la una o mas enzimas exdgenas se selecciona del grupo que consiste en: una glucosidasa, una endoglucanasa,
una celobiohidrolasa, una glucosidasa, una B-xilosidasa, una celulasa, una xilanasa, una amilasa, una invertasa, una
proteasa, una fitasa, una enzima hidrolitica, una glucanasa, una hemicelulasa, una esterasa, una lacasa, una
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mananasa y una peroxidasa.

14. El método de la reivindicacion 5 que comprende ademas al menos una etapa seleccionada del grupo que consiste
en: secar la planta genéticamente modificada, granular la planta genéticamente modificada en granulos de pienso,
ensilar la planta genéticamente modificada para hacer ensilado y combinar la planta genéticamente modificada con
granos destiladores o con una fuente de fibra comestible, preferiblemente, en donde la fuente de fibra comestible se
selecciona del grupo de plantas que consiste en: maiz, sorgo, trigo, centeno, semillas de soja, grano de maiz, grano
de sorgo, grano de trigo, grano de centeno, harina de soja, harina de maiz, aceite de maiz y germen de maiz.

15. El método de la reivindicacion 5, que comprende ademas alimentar a un animal con la planta genéticamente
modificada para promover el crecimiento del animal, preferiblemente, en donde el animal se selecciona del grupo que
consiste en: pollos, cerdos y vacas.

16. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 5 - 15, en donde la etapa de proporcionar incluye producir la
planta genéticamente modificada usando transformacién mediada por Agrobacterium-con la construccion genética.

17. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 16, en donde la planta genéticamente modificada se
selecciona del grupo que consiste en: maiz, soja, arroz, cafia de azucar, remolacha azucarera, sorgo, mijo, miscanto,
eucalipto, sauce y alamo.

87



ES 2774 426 T3

«~OUNMV 9P\ .§

sisajuIs |

ﬂwvmv

88



ES 2774 426 T3

AT "DId

D1 "D
™ / // N Gl //woM

0ct 191 091 6

joipensa-g /T 4 a1 D14

ar "oid

748

89



ES 2774 426 T3

Intrén de OsUbi3

216 200
BspEl (4519) ! 205
N, ! .
AvrI (85073 N Il Agel {566}
220 AN T . /", Nhel (620}
\QA,»“”' S '“a.ﬁeji;)// 290

QY

KOS 3

230
PMQﬁ%iB B e KXmni (911;
| 276
240 ’
Pact (3574} — e
. 260
ColEI

bi a
250
MG, 2

90



ES 2774426 T3

FiG.3

91



ES 2774 426 T3

92

FIG. 4



ES 2774 426 T3

93

FiG. 5



ES 2774426 T3

9 A

#6€ gy

qd €866

Qo L~ €laNsQ ap uosu] 3

e o BRSO
0eE AR

..\
« {FLT) [PUY

5 ik
a\. _._hm

po0zoYd

|
{B41) [V ey

Gve

£0tEovd IGNSO 2p uohu|
/_w_.@m
Z0TzOvd 19NSO 3p uosu|
,/m%

ToTzovd
e e 206
00TEovd 19NSO ap uo.u|

WAsD-d au._ TONEYSI-60FTvd

HNS0-d m TORAS-60Y Trd

anso-d [zoName-60vIve

1NS0-d | tonamo-eovIvd

94



Consulta 43
Objeto 1803
Consulta 109
Objeto 1883
Consulta 167
Objeto 1521
Consulta 224
Objeto 1378
Consulta zg4
Objeto 2038
Consulta 343
Objeto 20987
Consulta 402
Objeto 2156
Consulta46i
Objeto 2215
Consulta 519

Objeto 2272

ES 2774426 T3

gb | EU9%08574.1 I ARNm de glucano, agua dicinasa (GWD) de Solanum
lycopersicum, cds completo
Longitud=4398

Puntuacion = 292 bits (158), Esperado = 2e-82
Identidades = 403/519 (77 %),
Huecos = 26/519 (5 %) Cadena=Mas/mas

TGGAR "’””r"‘_"‘TT"‘(."A“'”“N‘(‘" “"“‘(‘A TGGCTACAAGGCAACTAA I A

LELET LEVLTTEEEE 1T

TGGAATTCTT CATGGCTACAAGGCAGCTGATATG

CAAGAACTA

HH

AMAACTA

CAATGTGAAGCC ACC“ '(‘A"A*‘AJ\GC]M\F_A ACAAGATAGGTTT ALA\:A’ 'CAD-CTTG-AG
i |
1

EIERSEIENE: HH i LT

2
H i 1 i ! i H i
TARCGTGARAL ’“ALGf‘bAAE‘«'JAZ\h(“’&AuGC CAGGACAGACTT RCA(‘ A-CTTGC-TGCAG

AAT-ATETACAGAACT TACCCACAATATCAG GAGATC - TTAAGAATCATAATSTCTGCT

PP ; o \ brb e f i

Y
| I
AATGCT-TTCACCAGTCAT COTCAGTA-CCETGA - BACTTT f‘C(‘f}E\TGAT& ATGTCAACT

GTTGGTCEGEGAGETGARGGTGATGTTGETCAACGCATTCGTGATGAGATATTAGTAATC
IR PEUCLTELL T b RTINS

GTGGAGGETCARGGRGATGTAGGACAGCCAATTAGGGACGAAATTTTCGETCATC

CAGA~CAAATAATCACTOC AAAGGTGGAATGATGGAGGAGTGECACCAGAAACTGCA

PLi COLPERTELETED PO TR b bbbl TH !i%é =§
CAG

AGGAAA-AATG, GCAAGGGTGGTATGATGGAAGAATGGCATCAGAAATTGCATAR

CAATACAAGCCCAGATGATETAGTGA '“C'PbLL AGGCC(‘ T-ACTTGATTATATCAAGAGTS

H Ii PEOLLLLHEL THE e L e L i

TAACACTAGTCCTG ﬁTuAT‘(‘TTGTC""(‘ ("T‘(‘Af“ GUACTGA-TTGACTACATCAAGAGTC

ATTTTGATATTGETGT TTACTGGCACACCTTCAAAAMAAGAT-GGTATAACAAAAGAGCGT

PEVPDRVERE LRI BEL b e e il 1] SEERRINY

ATPTTEATATTGGETGTTTATTGGAAAACCOTGAATGA~GAACGEAATTACARAAGAGCET

CTATTGAGC TZ‘{" GCATCGACCCGATTCATTC

NI NIN

CTTTTGAGTTATGACCGTGCTATCCATTY

AGA "-"‘C‘*\i’s!\"‘TT"'}‘;("C'n TGEA-A-CAGAAAG

P H A

PCOARCCAAATTTTAG - AG - GAGATCA- AAAG

~ATGG- CTTACTCCOTGACT
T

GATGGTCTTT-TGCGETGATTT

PGEG-CAATTATATGAGAA 564

H ii i I

i
CACT-ATATCAGAR 2308

FiG. 7

95



ES 2774 426 T3

Intron de OsUbi3 510
i EWDex / 520
ShGWIH L 530
_GWDex

~_Nhel (1039)

T oNOS ¥

. Xmai {1330}

P-OsUbiz

pALA03] SbGWDko2 ]
5506 pb ]

g

Paci {3993y

Colkl

FiG. 8

96



ES 2774426 T3

Jdopedilell
ofi
ZIe\
obli1og

Zoay

|]OJJUO0D

97



ES 2774426 T3

Alineacién de multiples especies

OsCGWD

ShGwD
ZmGWD
S1GWD

dgGWhup?2

CsGWD
ShgWhD
ZmGWD
S1GWD

dgGWDdown2 2

Fi1G.19

98



ES 2774426 T3

1100

6L1

144

314

ejBojowoy ap se|esuao sauolbal se| ap oued Jawld

ofim

sisdopiqely

obios

Zolly

99



ES 2774426 T3

T
4 L
3

!:::ii:iis-::|||ri|
.!K

ol s r s
H
4 K

IR R RIS BT IR S S
f

PRI SRR S
i

1k

ii?!llll!!

IS - T . .

g

Ei' : ; o E fo o 1 i1 ai .
SGRSEE E R R

100

FIG. 12



6'10Le

E1 'O

RO -

el}sanip

F'10k¢

BE00LE

ES 2774426 T3

H

H

il

B21U99 uolsaidxy

-

<

o

opezijewlou ugisaidxa ap Jojoe

101



ES 2774426 T3

=81

PO

dsa ]

ensanpy
EHrAvi Y4

PEEOLE

(AR A T A LLE0LE

i

b

SRRSRRERERIE

'S BT EE R ST |

dedenti st
LI I

LI A I T A

eolues uoiseidxy

opezijewlou uoisaidxa ap Jojoed

102



ES 2774426 T3

91 DI

EVSI ]

ensanp

-S1  HZ'e0ie DZedie (eedie  9E0ie  NZ'E0ie G180l

il

i

i

P T 1 Bmndmnnnfinnsnd BmmmnomnmmBasnscd P SR PR
L B} i L I ] ‘ LI A B A A [

e21uU99 uoisaidx3

opezijewlou ugisaidxa ap Jojoeq

103



Expresion del gen GWD en maiz transgénico silenciado con ARNi (pAG4102, pAG4103)
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