ES 2325874 T3

@ Numero de publicacién: 2 325 874

OFICINA ESPANOLA DE

PATENTES Y MARCAS @ Int. Cl.:
C12N 15/82 (2006.01)
ESPANA C12N 15/54 (2006.01)

C12N 9/10 (2006.01)
CO7K 16/40 (2006.01)
C12N 5/10 (2006.01)
C12Q 1/68 (2006.01)
A01H 5/00 (2006.01)
AO01H 5/10 (2006.01)

@) TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Numero de solicitud europea: 99960396 .2
Fecha de presentacién : 16.11.1999

Numero de publicacién de la solicitud: 1135511
Fecha de publicacion de la solicitud: 26.09.2001

Titulo: Plantas que metabolizan fosfonatos.

Prioridad: 17.11.1998 US 108763 P @ Titular/es: Monsanto Technology L.L.C.
800 North Lindbergh Boulevard
St. Louis, Missouri 63167, US

Fecha de publicacion de la mencién BOPI: @ Inventor/es: Barry, Gerard, Francis
22.09.2009

Fecha de la publicacién del folleto de la patente: Agente: Carpintero Lopez, Mario
22.09.2009

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin europeo de patentes, de
la mencién de concesién de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicién debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicién (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).

Venta de fasciculos: Oficina Espafiola de Patentes y Marcas. P° de la Castellana, 75 — 28071 Madrid



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 325 874 T3

DESCRIPCION

Plantas que metabolizan fosfonatos.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere en general a la resistencia a los herbicidas en las plantas, y més particularmente
a una nueva clase de genes que metabolizan fosfonatos y a los procedimientos para usar estos genes para mejorar la
tolerancia de las plantas a los herbicidas de fosfonatos.

Descripcion de la técnica anterior

Las moléculas orgdnicas que contienen fésforo pueden presentarse en la naturaleza o pueden obtenerse sintéti-
camente. Las moléculas organicas que contienen enlaces carbono-fésforo (C-P) también pueden encontrarse en la
naturaleza o como compuestos sintéticos, y con frecuencia, si se degradan, no se degradan rdpidamente por medio
de vias enzimaticas naturales. Por consiguiente, los organofosfonatos y fosfinatos sintéticos, los compuestos que con-
tienen un enlace directo carbono-fésforo (C-P) en lugar del enlace més conocido carbono-oxigeno-fésforo de ésteres
de fosfato (Metcalf y col., Gene 129: 27-32, 1993) se han usado ampliamente como insecticidas, antibidticos y como
herbicidas (Chen y col., J. Biol. Chem. 265: 4461-4471, 1990; Hilderbrand y col., The role of phosphonates in living
systems. Hilderbrand R. L. ed., paginas 5-29, CRC Press, Inc., Boca Raton. FL, 1983). Los fosfonatos son ubicuos en
la naturaleza y se encuentran solos y en una diversidad de estructuras macromoleculares en una diversidad de orga-
nismos (Jiang y col., J. Bacteriol. 177: 6411-6421, 1995). La degradacién de las moléculas de fosfonatos tiene lugar a
través de una serie de rutas conocidas, una via de la C-P liasa, una via de la fosfonatasa y una via de hidrdlisis de C-
N (Wanner, Biodegradation 5: 175-184, 1994; Barry y col., Patente de EEUU N° 5.463.175, 1995). Los aislamientos
bacterianos capaces de llevar a cabo estas etapas se han caracterizado (Shinabarger y col., J. Bacteriol. 168: 702-707,
1986; Kishore y col., J. Biol. Chem. 262: 12.164-12.168, 1987; Pipke y col., Appl. Environ. Microbiol. 54: 1293-
1296, 1987; Jacob y col., Appl. Environ. Microbiol. 54: 2953-2958, 1988; Lee y col., J. Bacteriol. 174: 2501-2510,
1992; Dumora y col., Biochim. Biophys. Acta 997: 193-198, 1989; Lacoste y col., J. Gen. Microbiol. 138: 1283-1287,
1992). Sin embargo, con la excepcién de la fosfonatasa y la glifosato oxidasa (GOX), no se han caracterizado otras
enzimas capaces de llevar a cabo estas reacciones.

Varios estudios se han centrado en la identificacién de genes necesarios para la degradacién de los fosfonatos
por medio de C-P liasas. Wackett y col. (J. Bacteriol. 169: 710-717, 1987) desvelaron una amplia especificidad de
sustrato hacia la degradacion del fosfonato por Agrobacterium radiobacter y la utilizacioén especifica del glifosato
como una unica fuente de fosfato. Shinabarger y col. y Kishore y col. desvelaron la degradacién por medio de C-P
liasa del herbicida de fosfonato, glifosato, a glicina y fosfato inorganico a través del intermedio sarcosina por especies
de Pseudomonas.

Previamente se ha demostrado que las cepas B de E. coli son capaces de utilizar el fosfonato (Chen y col.), mientras
que las cepas K-12 de E. coli son incapaces de degradar el fosfonato. Sin embargo, se demostré posteriormente que
las cepas K-12 contienen una serie completa de genes (psiD o phn), aunque cripticos capaces de utilizar el fosfonato
(Makino y col.), ya que los mutantes se seleccionaban facilmente por medio del crecimiento en medios bajos en
fosfatos que contenifan fosfonato de metilo o de etilo como tnicas fuentes de fésforo. Se demostré posteriormente
que tales cepas K-12 adaptadas para el crecimiento en fosfonato de metilo o de etilo son capaces de utilizar otros
fosfonatos como tnicas fuentes de fésforo (Wackett y col., J. Bacteriol. 169: 1753-1756, 1987).

Avila y col. (J. Am. Chem. Soc. 109: 6758-6764, 1987) estaban interesados en la evaluacién mecdnica de los
procesos de biodegradacién y destoxificacion referidos a los fosfonatos de aminometilo, incluida la dilucidacién de los
intermedios, productos y mecanismos del proceso de desfoforilacion degradativa. Avila y col. estudiaron la formacién
de los productos de biodegradacién desfoforilados de una diversidad de sustratos de aminofosfonato en cultivos de
E. coli K-12 previamente adaptados para crecer en etilfosfonato. Ademads, Avila y col. utilizaron N-acetil AMPA (N-
acetil-amino-metil-fosfonato) como una dnica fuente de fosfato en algunos de sus estudios para mostrar que el AMPA
acetilado no era inhibidor para la escision del enlace C-P. Ademads, Avila y col. notaron que el N-acetil-AMPA era
capaz de servir como una Unica fuente de fosfato durante el crecimiento de E. coli K-12, sin embargo, no observaron
la formacién de N-acetil-AMPA cuando se usé AMPA como una tnica fuente de fosfato. Sus resultados indicaron que
el AMPA no era un sustrato para la acetilaciéon en E. coli.

Chen y col. identificaron un locus funcional psiD de E. coli B mediante clonacién por complementacién en una
cepa K-12 de E. coli deficiente para la utilizacién de fosfonato, que permitié a la cepa K-12 utilizar el fosfonato
como una tnica fuente de fosfato (J. Biol. Chem. 265: 4461-4471, 1990). Chen y col. desvelaron de esta manera la
secuencia de ADN del locus complementario del psiD, identificado en un fragmento de BamHI de 15,5 kb que contiene
17 marcos de lectura abiertos denominados phnA-phnQ, que comprenden el operén phn de E. coli B. Posteriormente
se encontré que el operdn criptico phn (psiD) de E. coli K-12 contenfa una insercidn de 8 pares de bases en phnE.
El cambio de marco resultante en phnE no sélo da como resultado un producto genético de phnE defectuoso, sino
que también causa aparentemente efectos polares en la expresion de los genes secuencia abajo dentro del operdn, que
evitan la utilizacién del fosfonato (Makino y col., J. Bacteriol. 173: 2665-2672, 1991). El operdn ha sido descrito con
mads precision conteniendo los genes phnC-phnP por el trabajo de Makino y col. Otra investigacion ha estado dirigida
a comprender la naturaleza de la funcién de cada uno de los genes dentro de este operén (Chen y col., J. Biol. Chem.
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265: 4461-4471, 1990; Makino y col., J. Bacteriol. 173: Wanner y col., FEMS Microbiol. Lett. 100: 133-140, 1992;
Metcalf y col., Gene 129: 27-32, 1993; Ohtaki y col., Actinomyceteol. 8: 66-68, 1994). En todos estos esfuerzos, se
ha implicado al gen phnO como una proteina reguladora basdndose en su similitud con otras proteinas de unién de
nucledtidos que contienen motivos estructurales hélice-giro-hélice. Ademas, la mutagénesis de los genes en el operén
phn demostré que no se requeria phnO para la utilizacion del fosfonato, respaldando ademads la funcion reguladora
propuesta para este gen (Metcalf y col., J. Bacteriol. 173: 587-600, 1991), al menos para los fosfonatos probados. Se
han identificado secuencias de phn homologas de otras bacterias, incluido un gen sustancialmente similar al panO de
E. coli, aislado de S. griseus, usando secuencias de nucledtidos deducidas a partir de las que se encuentran el gen
phnO de E. coli (Jiang y col., J. Bacteriol. 177: 6411-6421, (1995); McGrath y col., Eur. J. Biochem. 234: 225-230,
(1995); Ohtaki y col., Actinomyceteol. 8: 66-68, (1994)). Sin embargo, no se ha propuesto otra funcién diferente de
un factor regulador para phnQO. Se ha citado nuevamente una funcién reguladora para phnO en el operén de C-P liasa
en un andlisis reciente (Berlyn, Microbiol. Molec. Biol. Rev. 62: 814-984, 1998).

Los avances en biologia molecular, y en particular en las ciencias de las plantas en combinacién con la tecnologia
de ADN recombinante, han permitido la construcciéon de plantas recombinantes que contienen genes no nativos de
importancia agronémica. Ademads, cuando se incorporan y se expresan en una planta, tales genes confieren de manera
deseable algiin rasgo o caracteristica ventajosa a la planta recombinante. Una de tales caracteristicas es la resistencia a
herbicidas. Una planta recombinante capaz de crecer en presencia de un herbicida tiene una tremenda ventaja sobre las
especies susceptibles al herbicida. Ademas, las plantas tolerantes a los herbicidas proporcionan un medio més eficaz y
econdmico para la produccién agronémica al reducir la necesidad de labranza para controlar las malezas y las plantas
esponténeas.

Los herbicidas quimicos se han usado durante décadas para inhibir el metabolismo de las plantas, en particular
para fines agronémicos como un medio para controlar las malezas y o las plantas espontdneas en campos de plantas
de cultivo. Una clase de herbicidas que ha probado ser particularmente eficaz para estos fines son conocidos como
herbicidas de fosfonato o de acido fosfénico. Tal vez, el herbicida de fosfonato agrondmicamente mds exitoso es el
glifosato (N-fosfono-metil-glicina).

Se han construido plantas recombinantes que son tolerantes al herbicida de fosfonato glifosato. Cuando se aplica
a las plantas, el glifosato se absorbe en los tejidos de la planta e inhibe la formacién de aminodcidos aromadticos, por
medio de una inhibicién de la actividad de la enzima 4cido 5-enolpiruvil-3-fosfoshikimico sintasa localizada en los
plastidios, también conocida como EPSP sintasa o EPSPS, una enzima que en general se cree que es unica de las
plantas, bacterias y hongos. Se han transformado plantas recombinantes con una enzima EPSPS bacteriana que es
mucho menos sensible a la inhibicién por glifosato. Por consiguiente, las plantas que expresan esta EPSPS bacteriana
son menos sensibles al glifosato, y se caracterizan frecuentemente como tolerantes al glifosato. Por consiguiente,
pueden aplicarse mayores cantidades de glifosato a tales plantas recombinantes, asegurando la muerte de las plantas
que son susceptibles o sensibles al herbicida. Sin embargo, se han identificado otros genes que, cuando se transforman
en el genoma de una planta, codifican enzimas que también proporcionan tolerancia al glifosato. Una de tales enzimas
se ha descrito como GOX, o glifosato oxidorreductasa. La GOX actda proporcionando proteccién a las plantas frente
al herbicida de fosfonato glifosato al catalizar la degradacion del glifosato a dcido aminometil fosfénico (AMPA) y
glioxilato. E1 AMPA producido como un resultado de la degradacién de glifosato puede causar blanqueamiento y
atrofia o crecimiento disminuido de la planta, entre otras caracteristicas indeseables. Muchas especies de plantas son
también sensibles al AMPA aplicado de manera exdgena, asi como al AMPA enddgeno producido como resultado de
la degradacidn del herbicida glifosato mediada por la GOX. No se ha descrito ningiin procedimiento que desvele la
proteccion de las plantas de las aplicaciones de herbicidas de fosfonato tales como AMPA.

Barry y col. (Patente de EEUU N° 5.633.435) desvelan genes que codifican enzimas EPSP sintasa que son ttiles
para producir bacterias y plantas transformadas que son tolerantes al glifosato como un herbicida, asi como el uso de
tales genes como un procedimiento para controlar selectivamente las malezas en un campo plantado de cultivo transgé-
nico. Barry y col. (Patente de EEUU N° 5.463.175) desvelan genes que codifican enzimas glifosato oxidorreductasas
(GOX) ttiles para producir bacterias y plantas transformadas que degradan el herbicida glifosato asi como plantas
de forraje que son tolerantes al glifosato como herbicida. Barry y col. (Patente de EEUU N° 5.463.175) desvelaron
la formacién de AMPA como un producto del metabolismo del glifosato mediado por la GOX. Se ha informado que
el AMPA es mucho menos fitotéxico que el glifosato para la mayoria de las especies de plantas (Franz, 1985) pero
no para todas las especies de plantas (Maier, 1983; Tanaka y col., 1986). La coexpresién de un gen que codifica una
proteina capaz de neutralizar o metabolizar el AMPA producido por la degradacién del glifosato proporcionard una
mejora sustancial sobre el uso de la GOX sola. Por consiguiente, un procedimiento para solucionar la sensibilidad a
la formacién del AMPA como un resultado de la degradacién del glifosato, o un procedimiento para la resistencia al
AMPA cuando se usa como un herbicida o como un agente selectivo en procedimientos de transformacién de plantas,
serd util para proporcionar tolerancia potenciada o mejorada al herbicida en plantas transgénicas y en otros organismos
sensibles a tales compuestos.

Se ha descrito el uso del glifosato como un gametocida quimico (Patente de EEUU N° 4.735.649). En la misma, se
desvela que el glifosato puede, bajo condiciones 6ptimas, matar aproximadamente el 95% de los gametos masculinos,
mientras que deja aproximadamente el 40-60% de los gametos femeninos capaces de fertilizar. Ademads, se observé
tipicamente un efecto atrofiante en los niveles de aplicacién desvelados, mostrados por una reduccion en el tamafio de
la planta y por un menor aumento de clorosis. Por consiguiente, un problema importante de usar glifosato como un
gametocida, como es en general cierto con la mayoria de los gametocidas, son los efectos laterales fitotéxicos que son
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el resultado de la falta de selectividad suficiente para los gametos masculinos. Estas manifestaciones fitotéxicas pueden
tener efecto por la producciéon de AMPA en plantas transgénicas que expresan GOX tras el tratamiento con glifosato.
Por consiguiente, seria ventajoso proporcionar un procedimiento para evitar el efecto atrofiante y la clorosis como
efectos laterales del uso del glifosato como un gametocida en las plantas transgénicas que expresan GOX. Ademds, un
procedimiento m4s eficaz matard de manera 6ptima mds del 95% de los gametos masculinos o evitard que los gametos
masculinos maduren y dejard sin afectar a més del 60% de los gametos femeninos. Se cree que la coexpresion de GOX
especifica de tejido con un gen de transacilasa que codifique una enzima capaz de realizar la N-acilacion del AMPA
alcanzara este objetivo.

Se ha descubierto ahora que el gen phnO de E. coli codifica una enzima que tiene actividad transacilasa, aciltrans-
ferasa, o Acil-CoA transacilasa en la que un sustrato de preferencia es un fosfonato que muestra una amina terminal,
y en particular el d4cido amino-metil-fosfénico (AMPA). La transferencia de un grupo acilo desde un Acil-CoA a la
amina libre terminal del AMPA da como resultado la formacién de un AMPA N-acilado. Se sabe que las plantas no
acilan el AMPA en gran medida, y se ha mostrado que algunas plantas son sensibles al AMPA e insensibles al acil-
AMPA. Por consiguiente, la expresion de phnO en plantas serd titil para mejorar la tolerancia al herbicida de fosfo-
nato, en particular cuando se usa AMPA como un herbicida o agente selectivo en la transformacién de plantas, y mas
particularmente cuando se usa glifosato como un herbicida en combinacién con plantas recombinantes que expresan
un gen de GOX.

Resumen de la invencion

Brevemente, por consiguiente la presente invencion estd dirigida a una planta que comprende una secuencia de
polinucleétidos que codifica una proteina fosfonato de aminometilo (AMPA)-N-aciltransferasa, en la que dicha pro-
teina AMPA-N-aciltransferasa transfiere un grupo acilo desde un compuesto donador acilado a la amina terminal del
AMPA, en la que la proteina comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 90% homéloga a la SEC. ID
N°4, y en la que la expresion de dicha proteina en dicha planta permite a dicha planta ser tolerante al AMPA.

La presente invencién estd también dirigida a un procedimiento para producir una planta con tolerancia mejorada
al herbicida, comprendiendo el procedimiento:

transformar dicha planta con una secuencia de polinucledtidos que comprende
i) una secuencia de un promotor que funciona en las plantas unida de manera operativa a;

ii) una secuencia de ADN estructural que codifica una proteina que comprende una secuencia de aminoécidos
que es al menos 90% homologa a la SEC. ID N° 4, unida de manera operativa a;

iii) una secuencia 3’ no traducida que funciona en las plantas para causar la terminacién de la transcripcion; en
el que dicha proteina transfiere un grupo acilo desde un compuesto donador acilado a la amina terminal del
fosfonato de aminometilo (AMPA).

Entre las varias ventajas que se encuentra que pueden alcanzarse por medio de la presente invencidn, puede notarse,
por consiguiente, la provisién de produccién de plantas recombinantes tolerantes a herbicidas transformadas de manera
estable que tienen insertada en sus genomas una secuencia de polinucledtidos que codifica un producto genético
deseado, de preferencia una enzima N-acil-transferasa. La secuencia de polinucleétidos estd compuesta de preferencia
de una casete que contiene una secuencia de un promotor que es funcional en las plantas y que estd unida de manera
operativa 5’ a la secuencia estructural del ADN que, cuando se transcribe en una secuencia de ARN, codifica un
péptido de enzima N-acil-transferasa. La secuencia del promotor puede ser heteréloga con respecto a la secuencia
estructural del ADN y causa suficiente expresion de la enzima transferasa en el tejido de la planta para proporcionar
tolerancia al herbicida a la planta transformada con la secuencia de polinucledtidos. La secuencia estructural esta
de preferencia unida de manera operativa 3’ a una secuencia de poliadenilacién no traducida 3’ que funciona en
plantas, y que cuando se transcribe en un ARN junto con la secuencia estructural causa la adicién de una secuencia de
nucledtidos poliadenilada al extremo 3’ del ARN transcrito. La expresion de la secuencia estructural del ADN produce
niveles suficientes de la enzima aciltransferasa en el tejido de la planta para mejorar la tolerancia al herbicida de la
planta transformada.

Como otra forma de realizacidn, la secuencia estructural del ADN puede también contener una secuencia 5° adi-
cional que codifica una secuencia de péptido amino terminal que funciona en plantas para dirigir el péptido producido
de la traduccién de la secuencia estructural a un orgédnulo intracelular. Esta secuencia codificadora adicional estd uni-
da de preferencia en marco a la secuencia estructural que codifica la enzima aciltransferasa. La secuencia del amino
péptido terminal puede ser un péptido sefial o un péptido de transito. El orgdnulo intracelular puede ser un cloroplasto,
un mitocondrio, una vacuola, reticulo endopldsmico, u otra de tales estructuras. La secuencia estructural del ADN
puede también estar unida a secuencias 5’ tales como secuencias lider no traducidas (UTL), secuencias de intrones,
o combinaciones de estas secuencias y similares que pueden servir para mejorar la expresion del producto genético
deseado. Las secuencias de intrones pueden introducirse también dentro de una secuencia estructural del ADN que
codifica la enzima aciltransferasa. Como alternativa, la transformacién de cloroplastos o plastidios puede dar lugar a
la localizacién de una secuencia codificadora de aciltransferasa y enzima al cloroplasto o plastidio, obviando la nece-
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sidad de transformacién del genoma nuclear, la expresiéon del genoma nuclear, y la posterior direccién del producto
genético a un organulo subcelular.

La planta recombinante expresa un gen que codifica una enzima que cataliza la formaciéon de AMPA. La forma-
cion del AMPA puede ser el resultado del metabolismo de un precursor que se presenta naturalmente, de un precursor
tal como el glifosato proporcionado a la planta, o puede ser el resultado de la formacién de AMPA a través de una
via catabdlica. La coexpresion de GOX junto con la expresion de AMPA aciltransferasa proporciona una planta que
es sorprendentemente mas resistente a ciertos herbicidas de fosfonato. Sin embargo, una forma de realizacién que
permite obtener plantas transformadas con sélo una N-aciltransferasa para crecer en presencia de AMPA o compues-
tos similares o relacionados proporcionard un procedimiento selectivo ttil para identificar las plantas transformadas
genéticamente, los callos, o los tejidos embriogénicos.

Otra forma de realizacion abarca la mejora de un procedimiento para producir una planta tolerante al herbicida
transformada genéticamente a partir de una célula de planta que expresa un gen de GOX que codifica una enzima
glifosato oxidorreductasa expresada en la misma célula de planta en la que se produce una enzima aciltransferasa.

En cualquiera de las anteriores formas de realizacidn, la planta o célula de planta tolerante al herbicida puede
seleccionarse del grupo constituido por maiz, trigo, algoddn, arroz, soja, remolacha azucarera, canola, lino, cebada,
colza oleaginosa, girasol, patata, tabaco, tomate, alfalfa, lechuga, manzana, dlamo, pino, eucalipto, acacia, dlamo,
liquidambar, pino radiata, pino taeda, picea, teca, alfalfa, tréboles y otros cultivos de forrajes, céspedes, palma de
aceite, cafia de aztcar, platano, café, té, cacao, manzanas, nueces, almendras, uvas, cacahuetes, semillas de legumbres,
petunia, caléndulas, vinca, begonias, geranios, pensamiento, impatiens, avenas, sorgo y mijo.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 ilustra un cromatograma de HPLC de deteccion del isétopo ['“C] que representa una muestra de una
disolucién de dosificacién que contiene sélo ['*C] glifosato (11,3 minutos, 98,8%), y cantidades trazas de ['*C] AMPA
(5,8 minutos, 0,16%) y un material ['*C] indefinido (10,2 minutos, 1%).

La Figura 2 ilustra un perfil de HPLC de una mezcla de patrones de los metabolitos radiactivos observados ['*C]
AMPA, ["*C] glifosato, y N-acetil-['*C]-AMPA, asi como la impureza identificada como N-acetil-N-metil-["*C]-AM-
PA.

La Figura 3 ilustra un perfil representativo de HPLC de un extracto de un tejido de callo de maiz transformado con
GOX y AMPA acetiltransferasa, y tratado con ['*C] glifosato. Los picos indican ['*C] glifosato (10,8 minutos, 92,5%
del ["*C] observado total, ['*C] AMPA generado principalmente por degradacién del glifosato mediada por GOX (5,98
minutos, 1,71% del ['*C] observado total), y N-acetil-['*C] AMPA producido de la acilacién de ['*C] AMPA mediada
por aciltransferasa de AMPA recombinante expresada dentro del tejido del callo (13,29 minutos, 4,54% del [*C]
observado total).

La Figura 4 ilustra el plasmido pMON17261.
La Figura 5 ilustra el plasmido pMON32571.
La Figura 6 ilustra el plasmido pMON32936.
La Figura 7 ilustra el plasmido pMON32946.
La Figura 8 ilustra el plasmido pMON32948.
Descripcion detallada de la invencion

La siguiente descripcién detallada de la invencion se proporciona para ayudar a los expertos en la técnica en la
préactica de la presente invencion. Atn asi, la siguiente descripcion detallada no debe considerarse que limite indebi-
damente la presente invencién, ya que los expertos en la técnica pueden realizar modificaciones y variaciones en las
formas de realizacién analizadas en el presente documento sin apartarse del espiritu o dmbito del presente descubri-
miento de invencion.

Muchas palabras y frases son bien conocidas en la técnica de biologia molecular, microbiologia, quimica de pro-
tefnas y ciencias de las plantas y por lo general tienen su significado completo y convencionalmente conocido, por lo
demads considerado en el contexto. Sin embargo, las siguientes palabras y frases segtin se usan en el presente docu-
mento tienen los significados que se exponen en general a continuacion.

AMPA aciltransferasa. Segun se usa en el presente documento, AMPA aciltransferasa se refiere a una enzima que
funciona en la transferencia de un grupo quimico acilo desde un compuesto vehiculo de acilo tal como la coenzima A,
que es muy conocido y se abrevia en la técnica bioldgica y quimica como CoA. En particular, una AMPA aciltransfe-
rasa transfiere un grupo quimico acilo desde un vehiculo de acilo hasta un grupo amino libre de aminometilfosfonato,
que se sabe que es un subproducto del metabolismo del glifosato mediado por la glifosato oxidorreductasa. En el pre-

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 325 874 T3

sente documento se ha mostrado que la AMPA aciltransferasa (AAT), que en el presente documento puede conocerse
también como AMPA acetiltransferasa, AMPA transacilasa, o acetil-AMPA sintasa (AAS), es capaz de tener activi-
dad acetil transferasa, actividad propionil transferasa, actividad malonil transferasa, y actividad succinil transferasa.
Por consiguiente, cualquier equivalente biolégicamente funcional de estos compuestos (acetilo, propionilo, malonilo
o succinilo) que sirve como una forma de sustrato de vehiculo de acilo capaz de funcionar con una enzima AMPA
aciltransferasa estd dentro del 4ambito de la presente invencion. En la técnica se ha referido a una AMPA aciltransferasa
que se ha identificado, y mostrado por ejemplo en el presente documento que funciona segtin la descripcion contenida
en el presente documento, como PhnO, una proteina codificada por el gen de phnO dentro del operén phn de E. coli.

Equivalentes biologicos funcionales. Segin se usa en el presente documento tales equivalentes con respecto a las
proteinas AMPA-aciltransferasas de la presente invencién son péptidos, polipéptidos y proteinas que contienen una
secuencia o resto que exhibe similitud de secuencia con los péptidos nuevos de la presente invencidn, tal como PhnO,
y que exhiben las mismas o similares propiedades funcionales a las de los polipéptidos desvelados en el presente
documento, incluida la actividad transacilasa. Los equivalentes biolégicos incluyen también péptidos, polipéptidos y
proteinas que reaccionan con, es decir se unen especificamente a los anticuerpos surgidos contra PhnO y que exhiben
la misma o similar actividad transacilasa, incluidos los anticuerpos monoclonales y policlonales.

Equivalentes bioldgicos funcionales segtin se usa en el presente documento con respecto a los genes que codifican
aciltransferasas son polinucleétidos que reaccionan con las secuencias de polinucleétidos contempladas y descritas en
el presente documento, es decir que son capaces de hibridar a una secuencia de polinucleétidos que es o es complemen-
taria a un polinucledtido que codifica una aciltransferasa que funciona en la transacilacién del AMPA o que codifica
proteinas aciltransferasas sustancialmente similares contempladas y descritas en el presente documento. Una proteina
que es sustancialmente similar a las proteinas descritas en el presente documento es un equivalente biolégico funcional
y exhibe las mismas o similares propiedades funcionales que las de los polipéptidos desvelados en el presente docu-
mento, incluida la tolerancia mejorada al herbicida o la resistencia mejorada al herbicida. Los péptidos equivalentes
biolégicos contienen una secuencia o resto tal como uno o mds sitios activos que exhiben similitud de secuencia con
los péptidos nuevos de la presente invencidn, tal como PhnO. Los equivalentes biolégicos también incluyen péptidos,
polipéptidos y proteinas que reaccionan con, es decir que se unen especificamente a los anticuerpos surgidos contra
PhnO y secuencias de péptidos andlogas a PhnO y que exhiben la misma o similar mejora en la tolerancia o resistencia
al herbicida, incluidos los anticuerpos monoclonales y policlonales.

Cloroplasto o plastidio localizado, segin se usa en el presente documento, se refiere a una molécula bioldgica, ya
sea polinucledétido o polipéptido, que estd localizada dentro del cloroplasto o plastidio de manera que la molécula esta
aislada del medio citopldsmico celular y funciona dentro del citoplasma del cloroplasto o plastidio para proporcionar
los efectos reivindicados en la presente invencién. La localizacién de una molécula biolégica al cloroplasto o plastidio
puede producirse, con referencia a los polinucleétidos, por medios mecénicos artificiales tales como la electroporacion,
la microinyeccién mecdnica, o por bombardeo de microproyectiles recubiertos de polinucleétidos, o con referencia a
los polipéptidos, por medios de secrecién o importacién en los que se usa una secuencia de péptido natural, que no
se presenta naturalmente, o heter6loga dirigida a plastidios o cloroplastos que funciona para dirigir, insertar, asistir, o
localizar un polipéptido unido en un cloroplasto o plastidio.

Suceso se refiere a una planta transgénica o tejido de planta transgénica obtenido a partir de la insercién de ADN
extrafio en uno o mas sitios tnicos en el ADN nuclear, mitocondrial, del plastidio o del cloroplasto.

Expresion: La combinacion de procesos intracelulares, incluidas la transcripcion, la traduccién y otras funciones
de procesamiento y estabilizaciéon del ARN y proteinas intracelulares, a la que se somete una molécula de ADN
codificadora tal como un gen estructural para producir un producto genético.

Gen que no se presenta naturalmente: Un gen de acil-transferasa de la presente invencién que no se presenta
naturalmente contiene informacién genética que codifica una secuencia de ARN funcional de la planta, pero es de
preferencia un gen que codifica una proteina acil-transferasa, ya sea que se presenta naturalmente o una variante de
una protefna que se presenta naturalmente, preparada de una manera que incluye cualquier clase de aislamiento o ma-
nipulacion genética. Esto incluye el aislamiento del gen de su estado en que se presenta naturalmente, la manipulacién
del gen como por modificacion de codones, mutagénesis especifica de sitio, truncacidn, introduccién o eliminacién de
sitios de escisién de endonucleasas de restriccion, sintesis o resintesis de una secuencia que se presenta naturalmente
que codifica una aciltransferasa de la presente invencién por medio de procedimientos in vitro tales como los proce-
dimientos de sintesis quimica de fosforamidita, etc., procedimientos de amplificacién térmica tales como la reaccién
en cadena de la polimerasa, la reaccién en cadena de la ligasa, la reaccién de la polimerasa inversa y similares, etc., y
cualquier otro procedimiento de manipulacién o aislamiento.

Unido de manera operativa: Segmentos de dcidos nucleicos conectados en marco de manera que las propiedades
de uno influyen en la expresion del otro. Por ejemplo, una secuencia de un promotor que tiene propiedades de carga,
unidn e iniciacion de la transcripcion de polimerasa, ejerce influencia en la expresion de secuencias que estan unidas
al promotor.

Regiones codificadoras expresables en plantas: Regiones codificadoras que son expresables, es decir que pueden
transcribirse y/o traducirse in planta, porque contienen elementos reguladores tipicos de las plantas para facilitar la
expresion de un gen de interés.
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Péptido de trdnsito de plastidio: Cualquier secuencia de aminodcido util para dirigir o localizar un aminodcido
unido, tal como una proteina de fusién, a un compartimiento subcelular u orgénulo tal como un plastidio o cloroplasto.
Las secuencias de aminodcidos que facilitan la entrada en un mitocondrio no son del todo diferentes o distintas de los
péptidos de transito de plastidios, y se describen también como péptidos de transito, pero no funcionan para dirigir las
secuencias de péptidos a los orgdnulos de plastidios o cloroplastos.

Progenie de una planta transgénica incluye cualquier vastago descendiente de una planta transgénica que contiene
al menos un gen heterélogo o transgén, o cualquier planta posterior derivada de la planta transgénica que tiene el
transgén en su linaje. La progenie no estd limitada a una generacién, sino mas bien abarca los descendientes de la
planta transgénica siempre que contengan o expresen el transgén deseado. Las semillas que contienen embriones
transgénicos asi como las semillas de las plantas transgénicas y sus vastagos o descendientes son también partes
importantes de la invencién. Las células, tejidos, semillas o plantas transgénicos que contienen un transgén deseado
son la progenie de las células, tejidos o plantas transgénicos originales.

Promotor: Un sitio de reconocimiento en una secuencia de ADN o grupo de secuencias de ADN que proporciona
un elemento de control de la expresién para un gen estructural y al que se une especificamente la ARN polimerasa e
inicia la sintesis de ARN (transcripcion) de ese gen.

R, es la planta principal que se regenera derivada de la transformacion de tejido o células de la planta en culti-
vo. La progenie o generaciones posteriores derivadas de la R, se denominan R; (primera generacién), R, (segunda
generacion), etc.

Regeneracion: El proceso de producir una planta completa haciendo crecer una planta a partir de una célula de
planta o tejido de planta (por ejemplo, protoplasto o explante de planta).

Secuencia codificadora estructural se refiere a una secuencia de ADN que codifica un péptido, polipéptido, o
proteina que se produce tras la transcripcidn de la secuencia codificadora estructural al ARN mensajero (ARNm),
seguida por la traduccidon del ARNm para producir el péptido, polipéptido, o producto proteico deseado.

Gen estructural: Un gen que se expresa para producir un polipéptido.

Homologia sustancial: Segun se usa este término en el presente documento, homologia sustancial se refiere a se-
cuencias de dcidos nucleicos que son al menos aproximadamente 90 por ciento homélogas, desde aproximadamente
91 por ciento homdlogas hasta aproximadamente 95 por ciento homoélogas, y desde aproximadamente 96 por cien-
to homdlogas hasta aproximadamente 99 por ciento homdlogas a una secuencia de polinucleétidos de referencia, tal
como cualquier secuencia del gen phnO de E. coli. Una primera molécula de polinucledtido que es sustancialmente
homologas a una segunda molécula de polinucleétido es o es complementaria al segundo polinucleétido de manera que
la primera molécula de polinucleétido hibrida con la segunda molécula de polinucleétido o su secuencia complemen-
taria bajo condiciones de hibridacién rigurosas, definiéndose rigurosidad como la concentracion de sal y temperatura
Optimas necesarias para llevar a cabo la hibridacién de un primer polinucleétido con un segundo polinucleétido. Los
procedimientos para variar la rigurosidad son bien conocidos en la técnica pero puede hacerse referencia en Sambrook
y col., Eds., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Second Edition, 1989, Cold Spring Harbor Press; o Ausubel
y col., Eds., Short Protocols in Molecular Biology, Third Edition, 1995, John Wiley and Sons, Inc. Los polipéptidos
que se cree que estan dentro del &mbito de la presente invencion son los que son al menos aproximadamente 90 por
ciento similares, desde aproximadamente 91 por ciento similares hasta aproximadamente 95 por ciento similares, y
desde aproximadamente 96 por ciento similares hasta aproximadamente 99 por ciento similares a una secuencia de
polipéptido de referencia, de preferencia a una secuencia de péptido de PhnO de E. coli.

Terminador: Segin se usa en el presente documento con respecto a secuencias especificas de plantas proyectadas
para la expresion in planta expresion, la secuencia de terminacién de la transcripcion del extremo 3’ y poliadenilacién.

Transformacion es un proceso de introduccién de una secuencia de polinucledtidos exdgena, tal como un plasmido
o vector viral o una molécula de polinucleétido recombinante, en una célula, protoplasto, plastidio o cloroplasto, o
mitocondrio en que la secuencia de polinucledtidos exdgena se incorpora en una secuencia de polinucledtidos endo-
gena contenida dentro de la célula, o es capaz de sufrir replicacién auténoma. Una célula transformada es una célula
que ha sido alterada por la introduccién de una o mas moléculas de polinucleétido exdgenas en esa célula. Una célula
transformada de manera estable es una célula transformada que ha incorporado todo o una porcién del polinucledtido
exdgeno en el material gendmico nuclear, mitocondrial, o del plastidio o cloroplasto de la célula de manera que el po-
linucledtido exégeno confiere algtin o algunos rasgos genotipicos o fenotipicos a esa célula y a la progenie de la célula
transformada, medidos por la deteccién del polinucledtido introducido de manera exdgena, el ARNm o el producto
proteico del polinucledtido exégeno, un metabolito que no se produce o que no se encuentra normalmente dentro de
la célula en ausencia del polinucledtido exdgeno, o una inspeccion visual de la célula, tejido de la planta, o plantas
derivadas de la célula transformada.

Transgén: Un transgén es una secuencia de polinucledtidos que se ha transferido a una célula y comprende una
casete de expresion que contiene una secuencia del gen estructural que codifica un polipéptido deseado. El transgén
es capaz de expresarse cuando estd en una célula, tejido u organismo receptor transformado. Este puede incluir un
plasmido completo u otro vector, o puede incluir simplemente la secuencia codificadora funcional del polinucleétido
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transferido de la planta. Un célula transgénica es cualquier célula derivada de o regenerada de una célula transfor-
mada, incluida la célula inicialmente transformada. Las células transgénicas ejemplares incluyen el tejido de callo
de plantas derivado de una célula de planta transformada y células particulares tales como células de hoja, raiz, ta-
llo, meristema y otras células de tejidos somadticos, o linea reproductora o germinal y células tapetales obtenidas de
una planta transgénica transformada de manera estable. Un suceso transgénico es una planta o progenie de la mis-
ma derivada de la insercion de al menos un polinucleétido exégeno en el genoma nuclear, plastidico o mitocondrial
de una célula o protoplasto de planta. Una planta transgénica es una planta o una progenie de la misma que se ha
sido modificada genéticamente para contener y expresar secuencias heterélogas de polinucledtidos como proteinas
o como moléculas de ARN o ADN que no son previamente una parte de la composicién de la planta. Como se
ejemplifica especificamente en el presente documento, una planta de algodén transgénica, por ejemplo, estd genéti-
camente modificada para contener y expresar al menos una secuencia heter6loga de ADN unida de manera operativa
y bajo el control regulador de secuencias de control de transcripcién y traduccién que funcionan en células o teji-
dos de plantas o en plantas completas. También puede hacerse referencia a una planta transgénica como una planta
transformada. Una planta transgénica también se refiere a la progenie de la planta transgénica inicial donde aque-
Ila progenie contiene y es capaz de expresar la secuencia codificadora heter6loga bajo el control de las secuencias
de control de la transcripcién y traduccidn expresables en la planta descritas en el presente documento. Una plan-
ta transgénica puede producir flores, semillas, bulbos, raices, tubérculos, frutos, y polen transgénicos y similares y
puede cruzarse por medios de reproduccién convencionales con lineas de plantas compatibles para producir plantas
transgénicas hibridas.

Vector: Una molécula de ADN u otro polinucledtido capaz de replicar en una célula huésped y/o a la que puede
estar unida otra secuencia de ADN u otro polinucleétido de manera operativa para llevar a cabo la replicacion de la
secuencia unida. Un plasmido es un ejemplo de vector.

De acuerdo con la presente invencidn, se ha descubierto que las plantas pueden producir un compuesto fitotéxico
cuando se transforman con ciertos genes que codifican enzimas capaces de degradar el glifosato. En particular, el me-
tabolismo del glifosato mediado por la glifosato oxidorreductasa (GOX) produce un compuesto fitot6xico identificado
como N-aminometil-fosfonato (AMPA). Otros estudios han mostrado que un derivado N-acilado de AMPA, el N-
acilaminometil-fosfonato (N-acil-AMPA o acil-AMPA), es mucho menos fitotéxico para la mayorfa de las especies de
plantas. Se han identificado enzimas que son capaces de modificar covalentemente el AMPA a través de mecanismos
de acilacién, dando como resultado la formacién de N-acil-AMPA. Una enzima en particular causa la N-acetilacién
del AMPA aplicado de manera exégena. En las plantas que expresan esta enzima junto con GOX, no se observan los
efectos fitotoxicos del AMPA.

Las invenciones contempladas en el presente documento toman ventajas de las casetes de polinucleétidos recombi-
nantes que comprenden elementos para regular la expresion de los genes en los que pueden insertarse secuencias, tales
como genes estructurales que codifican proteinas tiles. La insercién de tales secuencias en una casete de expresion se
realiza de preferencia usando endonucleasas de restriccioén bien conocidas en la técnica, sin embargo se conocen otros
procedimientos para la insercién. Por ejemplo, los procedimientos de recombinacién especifica de sitio son eficaces
para insertar secuencias deseadas en tales casetes de expresion. Las casetes de expresion contienen al menos un pro-
motor operable de la planta para uso en la iniciacion de la produccién de una molécula de ARN mensajero a partir de
la que se traduce la proteina til. Las casetes también contienen secuencias funcionales de plantas, identificadas como
secuencias 3’, que funcionan en la terminacién de la transcripcién y proporcionan secuencias no traducidas que estidn
poliadeniladas en 3. Por consiguiente, una casete de expresion proyectada para uso en plantas debe contener al menos
una secuencia de un promotor unida en su extremo 3’ a una secuencia de terminacion de la transcripcién y poliadeni-
lacién 3°. De preferencia, estd presente una secuencia policlonado o secuencia conectora que contiene uno o mas sitios
de escisién de endonucleasas de restriccion tunicos formando un puente entre el promotor y la secuencia 3’ para lograr
la insercién conveniente de secuencias de genes estructurales y otros elementos. Una casete de expresién proyectad
para uso en plantas también contiene de preferencia una secuencia 5’ no traducida insertada entre el promotor y la
secuencia 3’. Se ha mostrado que las secuencias 5’ no traducidas (UTL) mejoran la expresién genética en las plantas.
Los intrones también estan contemplados como secuencias que pueden estar presentes en tales casetes de expresion de
la presente invencion. También se ha observado que la presencia de intrones operables de plantas, en particular en el
maiz, mejora la expresion genética en ciertas especies de plantas. Los intrones pueden estar presentes en una casete de
expresion en cualquier nimero de posiciones a lo largo de la secuencia de la casete. Esto puede incluir posiciones entre
el promotor y la secuencia de terminacién 3’ y/o dentro de un gen estructural. Puede haber mas de un intrén presente
en una casete de expresion, sin embargo para los objetos de las invenciones contempladas en el presente documento,
resulta de preferencia que los intrones estén presentes cuando se usan casetes de expresion en plantas monocotiledé-
neas y en tejidos de plantas monocotiledéneas. Las secuencias potenciadoras son también bien conocidas en la técnica
y pueden estar presentes, aunque no necesariamente como una parte de una casete de expresion, ya que se sabe que
las secuencias potenciadoras funcionan cuando estin presentes secuencia arriba o secuencia abajo o incluso a grandes
distancias de un promotor que dirige la expresién de un gen de interés.

La expresion de un gen localizado en el genoma nuclear de la planta y que existe en forma de ADN de doble
hebra implica la transcripcion para producir un transcripto primario de ARN mensajero (ARNm) a partir de una hebra
del ADN por medio de la enzima ARN polimerasa, y el posterior procesamiento del transcripto primario de ARNm
dentro del nicleo. Este procesamiento incluye una secuencia de polinucleétidos 3’ no traducida que afiade nucleé6tidos
poliadenilato al extremo 3’ del ARN. La transcripciéon del ADN en ARNm estd regulada por una secuencia de ADN
denominada usualmente como el “promotor”. El promotor comprende una secuencia de bases que indica a la ARN
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polimerasa asociarse con el ADN e iniciar la transcripcién del ARNm usando la hebra de ADN molde para generar
una hebra de ARN complementaria correspondiente.

Los expertos en la técnica reconocerdn que existe una serie de promotores que son activos en células de plantas,
y que se han descrito en la bibliografia. Tales promotores pueden obtenerse de plantas, virus de plantas, o de micro-
bios comensales, sapréfitos, simbidticos o patogénicos de plantas e incluyen, pero no se limitan a, los promotores de
nopalina sintasa (NOS) y octopina sintasa (OCS) (que son transportados en plasmidos inductores de tumores de Agro-
bacterium tumefaciens), los promotores 19S y 35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV), el promotor inducible
por la luz de la subunidad pequefia de la ribulosa 1,5-bisfosfato carboxilasa (ssRUBISCO, un polipéptido de planta
muy abundante), el promotor Act! del arroz, el promotor 35S del Virus del Mosaico de Figwort (FMV), el promotor del
virus baciliforme de ADN de la cafia de azicar, el promotor de ubiquitina, el promotor del virus del moteado clorético
del cacahuete, el promotor del virus amarillo de comalina, el promotor de la proteina de unién a clorofila a/b, y los
promotores Act2, Act8, Actll y EFla potenciados del meristema y similares. Todos estos promotores se han usado
para crear diversos tipos de construcciones de ADN que se han expresado en plantas (véase por ejemplo, McElroy
y col., 1990; Barry and Kishore, USP 5.463.175) y que estdn dentro del dmbito de la presente invencién. También
se contemplan los promotores especificos de cloroplastos y plastidios, los promotores funcionales de cloroplastos o
plastidios, y los promotores funcionales de cloroplastos o plastidios. Resulta de preferencia que el promotor particular
seleccionado sea capaz de causar suficiente expresion in-planta para dar lugar a la produccién de una cantidad eficaz
de aciltransferasa para dar una planta sustancialmente tolerante a herbicidas de fosfonato y productos del metabolismo
de herbicidas de fosfonato. La cantidad de aciltransferasa requerida para proporcionar la tolerancia deseada puede
variar con las especies de las plantas.

Una serie de promotores de preferencia son promotores constitutivos tales como los promotores CaMV35S o
FMV35S que dan altos niveles de expresion en la mayoria de los 6rganos de plantas. Las versiones mejoradas o
duplicadas de los promotores CaM V35S y FMV35S son particularmente Ttiles en la practica de esta invencion (Kay
y col., 1987; Rogers, USP 5.378.619). Ademds, puede también resultar de preferencia llevar a cabo la expresion del
gen de aciltransferasa en tejidos especificos de la planta, tales como hoja, tallo, raiz, tubérculo, semilla, fruto, etc.,
y el promotor elegido deberd tener la especificidad de tejido y desarrollo deseados. Por consiguiente, la funcién del
promotor deberd optimizarse seleccionando un promotor con las capacidades de expresion de tejido deseadas y la
fuerza del promotor aproximada y seleccionando un transformante que produzca la tolerancia al herbicida deseada en
los tejidos diana. Este enfoque de seleccién de la combinacién de transformantes se utiliza de manera rutinaria en la
expresion de genes estructurales heter6logos en plantas ya que existe variacion entre los transformantes que contienen
el mismo gen heterdlogo por el sitio de insercidn del gen dentro del genoma de la planta. (Denominado cominmente
“efecto de posicion”). Ademds de los promotores que se sabe que causan transcripcidn (constitutiva o especifica de
tejido) del ADN en las células de plantas, pueden identificarse otros promotores para uso en la presente invencién
seleccionando una biblioteca de ADNc de plantas para buscar genes que se expresen selectivamente o de preferencia
en los tejidos diana y a continuacién determinando las regiones promotoras.

Resulta de preferencia que los promotores utilizados tengan expresion relativamente alta en todos los tejidos me-
ristematicos ademas de otros tejidos por mas que, como ahora se sabe, los herbicidas de fosfonato pueden translocarse
y acumularse en este tipo de tejido de plantas. Como alternativa, puede usarse una combinacion de genes quiméricos
para dar lugar de manera acumulada al nivel de expresion total de enzima aciltransferasa necesario para dar como re-
sultado el fenotipo tolerante al herbicida. Un promotor que proporcione niveles relativamente altos de expresion puede
causar la produccion de una proteina deseada hasta niveles in planta que varian desde 0,1 miligramos por gramo de
peso fresco de tejido de la planta, hasta 0,5 miligramos por gramo de peso fresco de tejido de la planta, hasta 1,0
miligramos por gramo de peso fresco de tejido de la planta, hasta 2,0 o mas miligramos por gramo de peso fresco de
tejido de la planta. Los niveles in planta de una proteina deseada en cultivos genéticamente isogénicos en un campo
pueden variar a lo largo de un espectro, pero en general los niveles caen dentro del 70% de una media, de mds prefe-
rencia dentro del 50% de una media, y atin de mds preferencia dentro de un 25% de una media para todas las plantas
analizadas en una muestra dada.

Los promotores usados en las construcciones de ADN (es decir genes quiméricos de plantas) de la presente inven-
cién pueden modificarse, si se desea, para afectar sus caracteristicas de control. Por ejemplo, puede unirse el promotor
CaMV35S ala porcion del gen de la subunidad pequeiia de ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa de Arabidopsis thaliana
(ssRUBISCO) que reprime la expresién de ssRUBISCO en ausencia de luz, para crear un promotor que es activo en las
hojas pero no en las raices. El promotor quimérico resultante puede usarse como se describe en el presente documento.
Para los objetos de esta descripcion, la frase promotor “CaMV35S” incluye por consiguiente variaciones del promotor
CaMV35S, por ejemplo, promotores derivados por medio de unién con regiones operadoras, mutagénesis aleatoria
o controlada, etcétera. Ademds, los promotores pueden alterarse para contener multiples “secuencias potenciadoras”
para ayudar a elevar la expresion genética. Los ejemplos de tales secuencias potenciadoras se han informado por Kay
y col. (1987).

Un ARN producido por una construcciéon de ADN de la presente invencién también contiene una secuencia lider
5’ no traducida. Esta secuencia puede obtenerse del promotor seleccionado para expresar el gen, y puede modificarse
especificamente para aumentar la traduccion del ARNm. La secuencia no traducida o la secuencia lider 5’ no traducida
(NTR o UTR) puede obtenerse de un promotor o de una secuencia codificadora no relacionados. Por ejemplo, las
regiones 5’ no traducidas pueden también obtenerse de ARN virales, a partir de genes eucariotas adecuados, o a partir
de una secuencia genética sintética. La presente invencidn no estd limitada a construcciones, como se presentan en
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uno de los siguientes ejemplos, en las que la regién no traducida se obtiene de una secuencia 5’ no traducida que
acompaiia a la secuencia del promotor. Los ejemplos de secuencias lider de genes de plantas que son utiles en la
presente invencion son el lider de la proteina de unién a la clorofila a/b (cab) del trigo y el lider de la proteina del
choque térmico 70 (hsp70) de la petunia (Winter y col., 1988).

Para la expresion Optima en plantas monocotiledéneas, debe incluirse un intrén en la construccion de expresion del
ADN. Este intrén se colocard tipicamente cerca del extremo 5° del ARNm en la secuencia no traducida. Este intrén
podria obtenerse de, pero sin limitarse a, una serie de intrones constituidos por el intrén hsp70 del maiz (Brown y col.,
Patente de EEUU N° 5.424.412; 1995) o el intrén Actl del arroz (McElroy y col., 1990).

Donde se incluye mds de una casete de expresion dentro de un pldsmido u otra construccién de polinucledtidos,
una primera casete de expresiéon que comprende una molécula de ADN contiene tipicamente un promotor constitutivo,
una secuencia de ADN estructural que codifica una enzima glifosato oxidorreductasa (GOX), y una regién 3’ no
traducida. Una segunda casete de expresion que comprende una molécula de ADN contiene tipicamente un promotor
constitutivo, una secuencia de ADN estructural que codifica una enzima N-acil-transferasa que es capaz de reaccionar
con AMPA para producir N-acil-AMPA, y una regién 3’ no traducida. También estdn contempladas otras casetes
de expresién que comprenden una molécula de ADN. Por ejemplo, genes que codifican actividades insecticidas o
fungicidas, tolerancia a la sequia o al calor, compuestos antibiéticos, compuestos o reactivos farmacéuticos tales como
proteinas supresoras de tumores o componentes de anticuerpos, biopolimeros, otros compuestos comercialmente utiles
y similares, puede también expresarse en las plantas contempladas por la presente invencién, junto con los genes que
proporcionan tolerancia aumentada al herbicida. Se ha descrito una serie de promotores constitutivos que son activos
en células de plantas. Los promotores adecuados para la expresion constitutiva de GOX o una N-acil-transferasa
incluyen, pero no se limitan a, el promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV) (Odell y col. 1985),
el promotor 35S del virus del mosaico de Figwort (FMV) (Sanger y col. 1990), el promotor del virus baciliforme
de ADN de la cafia de azicar, (Bouhida y col., 1993), el promotor del virus amarillo de la comelina (Medberry y
Olszewski 1993), el promotor inducible por la luz de la subunidad pequefia de la ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa
(ssRUBISCO) (Coruzzi y col., 1984), el promotor de la triosafosfato isomerasa citosélica (TPI) del arroz (Xu y col.
1994), el promotor de la adenina fosforribosiltransferasa (APRT) de Arabidopsis (Moffatt y col. 1994), el promotor
del gen de actina 1 del arroz (Zhong y col. 1996), y los promotores de la manopina sintasa y de la octopina sintasa (Ni
y col. 1995). Todos estos promotores se han usado para crear diversos tipos de construcciones de ADN recombinantes
expresables en plantas. Se han realizado andlisis comparativos de los promotores constitutivos por la expresién de
genes informadores tales como el gen de uidA (B-glucuronidasa) de E. coli con muchos de estos y otros promotores
(Liy col. 1997; Wen y col. 1993).

Los promotores usados en la segunda casete que comprende una molécula de ADN pueden seleccionarse para
controlar o limitar la expresion especifica donde se desea la muerte de las células. En una forma de realizacién de
preferencia, el promotor serd capaz de dirigir la expresion exclusiva o principalmente en tejidos criticos para la super-
vivencia de la planta o para la viabilidad de la planta, limitando al mismo tiempo la expresion de la segunda casete que
comprende una molécula de ADN en otros tejidos no esenciales. Por ejemplo, los tejidos que se diferencian en tejidos
que desarrollan polen o tejidos terminales tales como el polen mismo, las capas de células tapetales de la antera, o los
tejidos de la antera. Como alternativa, se conocen bien los promotores de plantas capaces de regular la expresion de
los genes en particular los tipos celulares y tisulares. Los que resultan de mds preferencia en las formas de realizacién
de esta invencién son los promotores que se expresan especificamente durante el desarrollo del tejido reproductor
masculino o en el polen a niveles suficientes para producir moléculas de ARN inhibidoras complementarias al ARN
mensajero trascrito por el promotor constitutivo de la primera casete de expresiéon que comprende una molécula de
ADN. Los ejemplos de estos tipos de promotores incluyen el promotor especifico de tapete del tabaco TA29 (Mariani
y col. 1990), los promotores de la chalcona flavonona isomerasa PA1 y PA2 de la petunia (van Tunen y col. 1990), el
promotor del gen SLG de Brassica oleracea (Heizmann y col. 1991), y los promotores del gen LAT del tomate (Twell
y col. 1991).

Se han aislado los promotores de antera y especificos del polen del arroz. Los ejemplos incluyen el promotor
Osg6B, que se ha demostrado que dirige la expresion del gen de la 8-glucuronidasa en el arroz transgénico en anteras
inmaduras. No se detectd actividad en otros tejidos de espiguillas, hojas o raices (Yokoi y col. 1997). Se ha mostrado
que el promotor especifico del polen PS1 del arroz expresa especificamente el gen de la S-glucuronidasa en el polen
del arroz (Zou y col. 1994). Se han identificado otros genes del arroz que se expresan especificamente en el tapete de
la antera del arroz (Tsuchiya y col. 1994, Tsuchiya y col. 1997). Puede llevarse a cabo el aislamiento de otros genes
expresados predominantemente durante el desarrollo de la antera del arroz, por ejemplo, por medio de la construccién
de una biblioteca de ADNCc para identificar clones especificos de antera (Qu y col.).

Los expertos en la técnica son conscientes de los enfoques usados en el aislamiento de promotores que funcionan en
las plantas, y de los genes o miembros de las familias de genes que se expresan en gran medida en tejidos particulares
de las plantas tales como en raices, brotes, meristemas, hojas, flores, frutos, en el polen, o en tipos de células de
plantas involucradas en la produccién del polen (Stinson y col. 1987; Brown and Crouch, 1990; McCormick y col.
1989). Otros ejemplos de promotores especificos de tejido incluyen el promotor del gen de la exopoligalacturonasa
del maiz (Dubald, y col. 1993) y el promotor para el ARNm de Zmc13 (Hanson, y col. 1989). Los promotores que
se ha demostrado que se expresan de manera preferencial en el polen del tomate son los promotores LAT52 y LAT59
(Twell y col. 1991). En la Patente de EEUU N° 5.470.359 se desvel6 una parte de la secuencia del promotor pZtap del
maiz (psgB6-1).
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Una molécula de ADN recombinante de la presente invencién comprende tipicamente un promotor funcional o
unido operativamente a una secuencia de ADN que codifica una regién 5’ no traducida, una secuencia de ADN de
un intrén de planta, una secuencia estructural que codifica un péptido de transito de cloroplasto (CTP), una secuencia
codificadora de ADN para un gen que codifica la tolerancia mejorada al herbicida, y una regién 3’ no traducida.

La secuencia lider 5° no traducida puede obtenerse del promotor seleccionado para expresar la secuencia heter6loga
de ADN, y puede modificarse especificamente si se desea para aumentar la traducciéon del ARNm. También puede
obtenerse una regién 5’ no traducida de ARN virales, de genes eucariotas adecuados, o de una secuencia genética
sintética. La presente invencién no estd limitada a construcciones en las que la regidon no traducida se obtiene de la
secuencia 5’ no traducida que acompafia a la secuencia del promotor. La secuencia lider podria obtenerse también de
un promotor o de una secuencia codificadora no relacionados.

La regién 3’ no traducida de una molécula de ADN recombinante funcional de una planta contiene una sefial de
poliadenilacién que funciona en las plantas causando la adicién de nucleétidos adenilato al extremo 3’ de ARN. La
regién 3’ no traducida puede obtenerse de diversos genes que se expresan en las células de plantas. La regién 3’ no
traducida de la nopalina sintasa (Fraley y col. 1983), la regién 3’ no traducida de ssRUBISCO del guisante (Coruzzi
y col. 1994), la regién 3’ no traducida de gen de la proteina de almacenamiento de la semilla 7S de la soja (Schuler
y col. 1982) y la subunidad pequefia del gen ssSRUBISCO del guisante se usan comtiinmente en esta capacidad. Las
regiones 3’ transcritas, no traducidas que contienen la sefial de poliadenilato de los genes del pldsmido inductor de
tumores (Ti) de Agrobacterium son también adecuadas.

Los ejemplos de intrones de plantas adecuados para la expresiéon en monocotiledéneas incluyen, por ejemplo, el
intrén hsp70 del maiz, el intrén actina 1 del arroz, m el intrén ADH 1 del maiz, el intr6n SSU de Arabidopsis, el intrén
EPSPS de Arabidopsis, el intrén EPSPS de la petunia y otros conocidos por los expertos en la técnica.

Puede ser particularmente ventajoso dirigir la localizacién de proteinas que confieren tolerancia a herbicidas al
compartimiento subcelular, por ejemplo, a los mitocondrios, al reticulo endopldsmico, vacuolas, cloroplastos u otros
compartimientos plastidicos. Las proteinas puede dirigirse al cloroplasto incluyendo en su extremo amino terminal
un péptido de transito de cloroplasto (CTP). Las proteinas dirigidas al cloroplasto que se presentan naturalmente,
sintetizadas como protefnas precursoras mayores que contienen un péptido amino terminal dirigido al cloroplasto que
dirige el precursor a la maquinaria de importacién del cloroplasto, se han identificado previamente y son bien conocidas
en la técnica. Los péptidos dirigidos al cloroplasto se escinden por lo general por medio de endoproteasas especificas
localizadas dentro del orgdnulo del cloroplasto, liberando de esta manera la enzima madura dirigida y de preferencia
activa del precursor en el medio del cloroplasto. Los ejemplos de secuencias que codifican péptidos que son adecuados
para dirigir la marcacién del gen de tolerancia al herbicida o del producto genético de transacilasa al cloroplasto o
plastidio de la célula de la planta incluyen el CTP EPSPS de petunia, el CTP2 EPSPS y el intr6n de Arabidopsis,
y otros conocidos por los expertos en la técnica. Tales secuencias marcadoras proporcionan la transferencia de la
proteina expresada deseada hacia la estructura de la célula en la que funciona mas eficazmente, o transfiriendo la
proteina expresada deseada a dreas de la célula en las que estdn concentrados los procesos celulares necesarios para la
funcién fenotipica deseada. Se ha encontrado que los péptidos dirigidos a los cloroplasto son particularmente utiles en
la seleccion de plantas resistentes al glifosato (Barry y col., Patente de EEUU N° 5.463.175; Barry y col., Patente de
EEUU N° 5.633.435). El glifosato funciona para matar la célula inhibiendo la biosintesis de aminodcidos aromaticos
que tiene lugar en el cloroplasto. Por consiguiente, concentrar el producto genético de resistencia dentro del cloroplasto
proporciona resistencia aumentada al herbicida. Los ejemplos en el presente documento proporcionan una transacilasa
que estd también dirigida o localizada al cloroplasto y que estd concentrada dentro del cloroplasto. Los ejemplos
especificos de péptidos dirigidos al cloroplasto son bien conocidos en la técnica e incluyen el péptido de transito
ats1 A de la subunidad pequefia de la ribulosa bifosfato carboxilasa de Arabidopsis thaliana, un péptido de trdnsito
EPSPS de Arabidopsis thaliana, y un péptido de transito de la subunidad pequefia de la ribulosa bifosfato carboxilasa
del maiz Zea. Un CTP que ha funcionado en el presente documento para localizar proteinas heterélogas al cloroplasto
se obtuvo del péptido de transito ats1 A de la subunidad pequefia de la ribulosa bifosfato carboxilasa de Arabidopsis
thaliana. Una secuencia de polinucledtidos que codifica una variante de este péptido de transito usado en el presente
documento proporciona la secuencia de aminodcidos del péptido de transito nativo mds una reiteracion de sitios de
escision del péptido de transito, y se ha mostrado en el presente documento que es ttil para desplegar la enzima
transacilasa recombinante activa al cloroplasto (SEC. ID N°: 9).

Un medio alternativo para localizar genes de tolerancia a herbicidas o de resistencia a herbicidas funcionales de
plantas a un cloroplasto o plastidio incluye la transformacién del cloroplasto o plastidio. Pueden producirse plantas
recombinantes en las que sélo se ha alterado el ADN mitocondrial o del cloroplasto para incorporar las moléculas
contempladas en esta solicitud. En la técnica se han conocido promotores que funcionan en los cloroplastos (Hanley-
Bowden y col., Trends in Biochemical Sciences 12: 67-70, 1987). Los procedimientos y composiciones para obtener
células que contienen cloroplastos en los que se ha insertado ADN heterélogo se han descrito, por ejemplo por Daniell
y col. (Patente de EEUU N° 5.693.507; 1997) y Maliga y col. (Patente de EEUU N° 5.451.513; 1995).

La acumulacién de AMPA en las plantas puede causar sintomas fitotoxicos que se manifiestan fenotipicamente
como clorosis de las hojas, crecimiento atrofiado, infertilidad y muerte, aunque no todos estos sintomas se evidencian
en todas las especies de plantas. Se ha descubierto en el presente documento que la modificacién enzimatica de la
molécula de AMPA por transacilacién para producir N-acil-AMPA proporciona un medio para superar los efectos
fitotéxicos del AMPA. Un procedimiento para evaluar la conversién de AMPA en N-acil-AMPA implica proporcio-
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nar AMPA marcado con ['*C] como un sustrato para la enzima transacilasa, y Acil-CoA como otro sustrato para la
enzima en un volumen de reaccién acuosa, y separar el sustrato de AMPA marcado con [*C] del producto N-acil-
["*C]-AMPA por HPLC en una columna de intercambio aniénico como se describe en los ejemplos en el presente
documento. Sorprendentemente, se ha mostrado que la enzima transacilasa es capaz de utilizar otros compuestos de
CoA acilados como sustratos para transacilar el sustrato AMPA. En particular, se mostré que el propionil-CoA es un
sustrato particularmente reactivo para la reaccion de transacilacion in vitro, produciendo N-propionil-['“C]-AMPA.
Los compuestos de CoA acilados mas grandes, es decir butiril-CoA o metilmalonil-CoA y otras moléculas orgédnicas
unidas de manera covalente a CoA que tienen una longitud de cadena de carbonos mayor que C; probaron ser menos
eficaces en la reaccion de transacilacion cuando se usa AMPA como el sustrato receptor del grupo acilo. A pesar de es-
ta informacién, un experto en la técnica reconocera que las otras transacilasas que estan sustancialmente relacionadas
por homologia de secuencias de aminodcidos con una enzima de PhnO o andloga a PhnO segtin se caracterizé en el
presente documento tendran una especificidad de sustrato similar en la reaccion de transacilasa de AMPA comparada
con la abarcada con la PhnO. Estas otras enzimas también estdn conceptualmente dentro del 4mbito y el espiritu de la
invencién descrita en el presente documento. Por ejemplo, la biosintesis de dcidos grasos estd mediada por una gran
variedad de compuestos de Acil-CoA y compuestos de proteinas transportadoras de acilo que pueden ser ttiles como
sustratos en la transacilacién de compuestos fitotéxicos tales como el AMPA. Una transacilasa capaz de transacilar
AMPA usando un intermedio de 4cido graso podria proporcionar posiblemente proteccion a la planta al eliminar la
fitotoxicidad del AMPA. Una enzima tal como PhnO, que es capaz de transacilar, puede ser ttil en la destoxificacién
de una gran variedad de compuestos téxicos que contienen enlaces CP y que contienen ademds un enlace CN.

Los procedimientos y composiciones para transformar una bacteria, una levadura o una célula fiingica, una célula
de planta, o una planta completa con uno o mds vectores de expresiéon que comprenden una secuencia del gen de
phnO- o andlogo a phnO son otros aspectos de esta descripcion. Una bacteria, levadura o célula fingica, célula de
planta transgénica, o planta derivada de tal proceso de transformacién o la progenie y las semillas de una de tales
plantas transgénicas son también otras formas de realizacién de esta invencion.

Los procedimientos para transformar bacterias y levaduras o células fingicas son bien conocidos en la técnica.
Tipicamente, los medios de transformacién son similares a los medios bien conocidos usados para transformar otras
bacterias, tales como E. coli, o levaduras, tales como Saccharomyces cerevisiae. Los procedimientos para la trans-
formacién del ADN de células de plantas incluyen, pero no se limitan a la transformacién de plantas mediada por
Agrobacterium, la transformacién de protoplastos, la transferencia de genes en el polen, la inyeccién de 6rganos re-
productores, la inyeccién en embriones inmaduros, la transformacién de plastidios o cloroplastos, y el bombardeo de
particulas. Cada uno de estos procedimientos tiene diferentes ventajas y desventajas. Por consiguiente, un procedi-
miento particular para introducir genes en una especie particular de planta puede no ser el mds eficaz para otra especie
de planta, pero los expertos en la técnica saben bien qué procedimientos son ttiles para una especie particular de
planta.

Existen muchos procedimientos para introducir segmentos de ADN transformantes en las células, pero no todos
son adecuados para administrar ADN a las células de las plantas. Se cree que los procedimientos adecuados inclu-
yen virtualmente cualquier procedimiento por el que puede introducirse ADN en una célula, tal como por infeccién
con Agrobacterium, vectores binarios de cromosomas bacterianos artificiales (BIBAC) (Hamilton y col., 1996), ad-
ministracién directa de ADN tal como, por ejemplo por transformacién de protoplastos mediada por PEG (Omirulleh
y col., 1993), por captacién de ADN mediada por desecacién/inhibicién, por electroporacion, por agitacién con fi-
bras de carburo de silicio, por aceleracién de particulas recubiertas de ADN, etc. En ciertas formas de realizacion,
resultan de preferencia los procedimientos de aceleracion e incluyen, por ejemplo, el bombardeo de microproyectiles
y similares.

La tecnologia para introducir el ADN en las células es bien conocida por los expertos en la técnica. Se han descrito
cuatro procedimientos generales para administrar un gen en las células: (1) procedimientos quimicos (Graham and
van der Eb, 1973; Zatloukal y col., 1992); (2) procedimientos fisicos tales como la microinyeccién (Capecchi, 1980),
electroporaciéon (Wong and Neuman, 1982; Fromm y col., 1985; Patente de EEUU N° 5.384.253) y la pistola de genes
(Johnston and Tang, 1994; Fynan y col., 1993; Luthra y col., 1997); (3) vectores virales (Clapp, 1993; Lu y col., 1993;
Eglitis and Anderson, 1988a; 1988b); y (4) mecanismos mediados por receptores (Curiel y col., 1991; 1992; Wagner
y col., 1992).

Los procedimientos para transformar dicotiledéneas, principalmente por medio del uso de Agrobacterium tume-
faciens, y obtener planta transgénicas se han publicado para el algodén (Patente de EEUU N° 5.004.863; Patente de
EEUU N° 5.159.135; Patente de EEUU N° 5.518.908), la soja (Patente de EEUU N° 5.569.834; Patente de EEUU N°
5.416.011; McCabe y col. (1988); Christou y col. (1988)), Brassica (Patente de EEUU N° 5.463.174), y el cacahuete
(Cheng y col. (1996); De Kathen and Jabobsen (1990)).

También se han informado la transformacién de monocotiledéneas usando electroporacién, bombardeo de particu-
las y Agrobacterium. La transformacién y la regeneracion de plantas se han alcanzado en el esparrago (Bytebier y col.
(1987)), 1a cebada (Wan and Lemaux (1994)), el maiz (Rhodes y col. (1988); Ishida y col. (1996); Gordon-Kammetal.
(1990); Fromm y col. (1990); Koziel y col. (1993); Armstrong y col. (1995), la avena (Somers y col. (1992)), el pasto
ovillo (Horn y col. (1988)), el arroz (Toriyama y col. (1988); Park y col. (1996); Abedinia y col. (1997); Zhang and
Wu (1988); Zhang y col. (1988); Battraw and Hall (1990); Christou y col. (1991); Park y col. (1996)), el centeno (De
la Pena y col. (1987)), la cafia de azicar (Bower and Birch (1992)), la festuca (Wang y col. (1992)), y el trigo (Vasil y
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col. (1992); Weeks y col. (1993)). Las técnicas para la transformacién y regeneracion de plantas monocotiledéneas se
analizan también en Davey y col. (1986).

Podrian también producirse plantas recombinantes en las que s6lo se hubiera alterado el ADN mitocondrial o de
cloroplastos para incorporar las moléculas contempladas en esta solicitud. En la técnica se han conocido los promo-
tores que funcionan en los cloroplastos (Handley-Bowden y col., Trends in Biochemical Sciences 12: 67-70, 1987).
Los procedimientos y composiciones para obtener células que contienen cloroplastos en los que se ha insertado ADN
heterdlogo se han descrito por Daniell y col., Patente de EEUU N° 5.693.507 (1997) y Maliga y col. (Patente de EEUU
N°5.451.513; 1995). Las plantas recombinantes que se han transformado usando ADN heter6logo, alterando tanto el
genoma nuclear como el genoma de los cloroplasto o plastidios estdn también dentro del &mbito de esta invencién.

La presente invencién desvela construcciones de ADN que comprenden secuencia de polinucleétidos que codifican
la AMPA-transacilasa. En el presente documento se desvelan procedimientos para identificar y aislar genes heterélogos
que codifican péptidos que actiian en la N-acilacién del AMPA. Los procedimientos para la construccién y expresion
de genes sintéticos en plantas son bien conocidos por los expertos en la técnica y estdn descritos en detalle en la Patente
de EEUU N° 5.500.365, y en plantas monocotiledéneas en particular en la Patente de EEUU N° 5.689.052. La pre-
sente invencion contempla el uso de genes de AMPA aciltransferasa solos o en combinacién con genes que codifican
enzimas de degradacién del glifosato mediada por GOX en la transformacidn tanto de plantas monocotiledéneas como
dicotileddneas. Para potenciar la expresion de estos genes, la presente invencion proporciona construcciones de ADN
que comprenden secuencias de polinucledtidos que codifican estos tipos de proteinas que se localizan al citoplasma
de la célula de la planta asi como secuencias que codifican péptidos dirigidos a plastidios ubicados secuencia arriba
de las secuencias de polinucleétidos que codifican las proteinas AMPA transacilasa y/o GOX.

En un aspecto, la informacién de la secuencia de nucleétidos proporcionada por la invencién permite la prepara-
cion de secuencias de ADN relativamente cortas que tienen la capacidad de hibridar especificamente a secuencias de
genes de los polinucleétidos seleccionados desvelados en el presente documento. En estos aspectos, se preparan son-
das de 4cidos nucleicos de una longitud adecuada basdndose en una consideracién de secuencias de polinucleétidos
seleccionadas que codifican polipéptidos de AMPA transacilasa, por ejemplo, secuencias tales como las que se mues-
tran en SEC. ID N 1, SEC. ID N°: 2, y SEC. ID N°: 3. Tales sondas de dcidos nucleicos pueden también prepararse
basdndose en una consideracion de secuencias de polinucleétidos seleccionados que codifican un péptido dirigido a
plastidios, tales como las que se muestran en SEC. ID N°: 9, SEC. ID N°: 11, SEC. ID N°: 13, y SEC. ID N°: 14. La
capacidad de tales sondas de 4cidos nucleicos para hibridar especificamente a una secuencia del gen que codifica un
polipéptido de AMPA transacilasa o una secuencia de péptido dirigido a plastidio les otorga particular utilidad en una
diversidad de formas de realizaciéon. Mds importante atin, las sondas pueden usarse en una diversidad de ensayos para
detectar la presencia de secuencias complementarias en una muestra dada.

En ciertas formas de realizacién, resulta ventajoso utilizar cebadores de oligonucledtidos. La secuencia de tales
cebadores se disefia usando un polinucleétido de la presente invencion para uso en la deteccién, amplificacién o muta-
cién de una secuencia definida de un gen de AMPA transacilasa de cualquier organismo adecuado usando tecnologia
de PCR™, El proceso puede también usarse para detectar, amplificar o mutar una secuencia definida del polinucle6-
tido que codifica un péptido dirigido a plastidios. Los segmentos de genes relacionados con los polinucleétidos que
codifican los polipéptidos de AMPA transacilasa y los péptidos dirigidos a plastidios de la presente invencién pueden
también amplificarse por medio de PCR™ usando tales cebadores.

Para proporcionar algunas de las ventajas de acuerdo con la presente invencidn, una secuencia de dcido nucleico
de preferencia utilizada para estudios o ensayos de hibridacién incluye secuencias que son sustancialmente comple-
mentarias a al menos una longitud de 14 hasta aproximadamente 30 nucleétidos consecutivos de una secuencia de
polinucleétidos vecina, en cis, o que codifica una AMPA transacilasa, tal como la que se muestra en SEC. ID N°: 5
o SEC. ID N°: 6, o secuencias que son sustancialmente complementarias a al menos una longitud de 14 a aproxima-
damente 30 nucle6tidos consecutivos de una secuencia que codifica un péptido dirigido a plastidios. Por “sustancial-
mente complementaria”, se entiende que un polinucleétido es de preferencia aproximadamente 70% complementario,
o de mas preferencia aproximadamente 80% complementario, o ain de mas preferencia aproximadamente 90% com-
plementario, o de mayor preferencia aproximadamente 99-100% complementario en secuencia a una secuencia de
polinucleétidos diana.

Un tamaiio de al menos 14 nucledtidos de longitud ayuda a asegurar que el fragmento serd de longitud suficiente
para formar una molécula duplex que es tanto estable como selectiva. Por lo general son de preferencia las moléculas
que tienen secuencias complementarias sobre segmentos con una longitud mayor de 14 bases. Para aumentar la esta-
bilidad y la selectividad del hibrido, y mejorar de esta manera la calidad y el grado de moléculas hibridas especificas
obtenidas, por lo general resulta de preferencia disefiar moléculas de 4cido nucleico con secuencias de 14 a 20 nucled-
tidos complementarias al gen, o incluso mayores cuando se desea. Tales fragmentos pueden prepararse facilmente, por
ejemplo, sintetizando directamente el fragmento por medios quimicos, tales como las quimicas de fosforamidita por
ejemplo; por medio de aplicacion de tecnologia de reproduccion de dcidos nucleicos, tal como la tecnologia de PCR™
de las Patentes de EEUU N° 4.683.195 y 4.683.202; o escindiendo fragmentos de ADN seleccionados de plasmidos
recombinantes que contienen insertos adecuados y sitios de restriccién adecuados.

La presente invencién también contempla un vector de expresion que comprende un polinucleétido de la presente
invencién. Por consiguiente, en una forma de realizacién un vector de expresion es una molécula de ADN aislada
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y purificada que comprende un promotor unido de manera operativa a una regién codificadora que codifica un po-
lipéptido de la presente invencidn, cuya region codificadora estd operativamente unida a una regién de terminacién
de la transcripcién por la que el promotor dirige la transcripcion de la region codificadora. La regién codificadora
puede incluir un segmento o secuencia que codifica una AMPA transacilasa y un segmento o secuencia que codifica
un péptido dirigido a plastidios. La molécula de ADN que comprende el vector de expresion puede también contener
un intrén funcional de planta, y puede también contener otros elementos funcionales de plantas tales como secuencias
que codifican secuencias no traducidas (UTL) y secuencias que actiian como potenciadores de la transcripcién o de la
traduccion.

Segtin se usa en el presente documento, las expresiones “operativamente unido” o “unido de manera operativa”
significan que una secuencia que funciona como un promotor estd conectada o unida a una regién codificadora de tal
manera que la transcripcion de la regién codificadora estd controlada y regulada por ese promotor. Los medios para
unir operativamente un promotor a una region codificadora para regular tanto la secuencia arriba como la secuencia
abajo son bien conocidos en la técnica.

Los vectores de transformacién de plantas de preferencia incluyen los derivados de un plasmido Ti de Agrobac-
terium tumefaciens, asi como los desvelados, por ejemplo, por Herrera-Estrella (1983), Bevan (1983), Klee (1985) y
Solicitud de Patente Europea N° EP 0120516.

Ademads, los vectores de transformacién de plantas de preferencia dirigidos para transformacion de cloroplastos
o plastidios incluyen los desvelados en la Patente de EEUU N° 5.693.507 (1997), Patente de EEUU N° 5.451.513
(1995), McBride y col. (1995), Staub y col. (1995a), Staub y col. (1995b), y en el documento WO 95/24492.

Donde se usa un vector de expresion de la presente invencion para transformar una planta, se selecciona un pro-
motor que tiene la capacidad de dirigir la expresion en esa especie particular de planta. Los promotores que funcionan
en diferentes especies de plantas son también bien conocidos en la técnica. Los promotores ttiles en la expresion de
polipéptido en plantas son los que son inducibles, virales, sintéticos o constitutivos como estan descritos (Odell y col.,
1985), y/o regulados temporalmente, regulados espacialmente y regulados espacio-temporalmente. De preferencia los
promotores incluyen los promotores de CaMV35S potenciados, y el promotor de FMV35S.

La expresion de un gen que existe en forma de ADN de doble hebra localizado en el genoma nuclear de la planta
implica la transcripciéon de ARN mensajero (ARNm) a partir de la hebra codificadora del ADN por medio de una
enzima ARN polimerasa, y el posterior procesamiento del transcrito primario de ARNm dentro del nicleo. Los genes
expresados de un cloroplasto o plastidio también producen un transcrito de ARNm que no se procesa mds antes de la
traduccién. En cualquier caso, la transcripcion del ADN en ARNm estd regulada por una region de ADN denominada
el “promotor”. EI ADN que comprende el promotor estd representado por una secuencia de bases que indican a la
ARN polimerasa asociarse con el ADN e iniciar la transcripcién del ARNm usando una de las hebras de ADN como
un molde para generar una hebra de ARN correspondiente. El promotor particular seleccionado debe ser capaz de
causar suficiente expresion de una secuencia codificadora de la enzima AMPA aciltransferasa para dar como resultado
la produccién de una cantidad eficaz de proteina transacilasa localizada en la localizacién intracelular deseada para
otorgar eficaz tolerancia al herbicida o eficaz resistencia al herbicida.

Los genes estructurales pueden estar dirigidos por una diversidad de promotores en tejidos de planta. Los promoto-
res pueden ser casi constitutivos (es decir dirigen la transcripcién del transgén en todo el tejido), tal como el promotor
CaMV35S, o promotores especificos de tejido o especificos del desarrollo que afectan a dicotiledéneas o monocotile-
déneas. Donde el promotor es un promotor casi constitutivo tal como CaMV35S o FMV35S, se encuentran aumentos
en la expresion de polipéptidos en una diversidad de tejidos de plantas transformadas y en la mayoria de los 6rganos
de las plantas (por ejemplo, callo, hoja, semilla, tallo, meristema, flor y raiz). Las versiones mejoradas o duplicadas
de los promotores CaM V35S y FM V35S son particularmente titiles en la practica de esta invencién (Kay y col., 1987;
Rogers, Patente de EEUU N° 5.378.619).

Los expertos en la técnica reconocerdn que existen una serie de promotores que son activos en células de plantas,
y que se han descrito en la bibliografia. Tales promotores pueden obtenerse de plantas o virus de plantas e incluyen,
pero no se limitan a, los promotores de la nopalina sintasa (NOS) y de la octopina sintasa (OCS) (que son transpor-
tados en plasmidos inductores de tumores de A. tfumefaciens), los promotores 19S y 35S del virus del mosaico de la
coliflor (CaMV), el promotor inducible por la luz de la subunidad pequefia de la ribulosa 1,5-bifosfato carboxilasa
(ssRUBISCO, un polipéptido de las plantas muy abundante), el promotor Act! del arroz y el promotor 35S del Virus
del Mosaico de Figwort (FMV). Todos estos promotores se han usado para crear diversos tipos de construcciones de
ADN que se han expresado en plantas (véase por ejemplo, McElroy y col., 1990, Patente de EEUU N° 5.463.175).

Ademads, puede resultar de preferencia llevar a cabo la expresion de los genes tales como una AMPA aciltransferasa
que mejora la tolerancia al herbicida o la resistencia al herbicida en tejidos especificos de una planta usando vectores
de integracién de plantas que contienen un promotor especifico de tejido. Los tejidos diana especificos pueden incluir
la hoja, el tallo, la raiz, el tubérculo, la semilla, el fruto, etc., y el promotor elegido debe tener la especificidad de tejido
y desarrollo deseada. Por consiguiente, la funcién del promotor debera optimizarse seleccionando un promotor con las
capacidades de expresion de tejido deseadas y la potencia de promotor aproximada, y seleccionando un transformante
que produzca la actividad transacilasa deseada en los tejidos diana. Este enfoque de seleccién a partir de la combina-
cion de transformantes se utiliza de manera rutinaria en la expresion de genes estructurales heterélogos en las plantas
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ya que existe variacion entre los transformantes que contienen el mismo gen heterélogo por el sitio de insercién del
gen dentro del genoma de la planta (denominado cominmente “efecto de posicion”). Ademads de los promotores que
se sabe que causan transcripcion (constitutiva o especifica de tejido) del ADN en las células de las plantas, pueden
identificarse otros promotores para uso en la presente invencion seleccionando una biblioteca de ADNc de plantas en
busca de genes que se expresan de manera selectiva o de preferencia en los tejidos diana, determinando a continuacién
las regiones promotoras. Los promotores funcionales de cloroplastos o plastidios son conocidos en la técnica (Hanley-
Bowden y col., Daniell y col., Maliga y col.).

Otros ejemplos de promotores especificos de tejido son los promotores de la sacarosa sintasa 1 del maiz (Yang
y col., 1990), de la alcohol deshidrogenasa 1 del maiz (Vogel y col., 1989), del complejo de captacién de luz del
maiz (Simpson, 1986), de la proteina del choque térmico del maiz (Odell y col., 1985), de la subunidad pequefia de
RuBP carboxilasa del guisante (Poulsen y col., 1986; Cashmore y col., 1983), de la manopina sintasa de plasmido
Ti (McBride y Summerfelt, 1989), de la nopalina sintasa del pldsmido Ti (Langridge y col., 1989), de la chalcona
isomerasa de la petunia (Van Tunen y col., 1988), de la proteina 1 rica en glicina de la alubia (Keller y col., 1989),
del transcrito 35S de CaMV (Odell y col., 1985) y de patatina de Patata (Wenzler y col., 1989). Los promotores de
preferencia son el promotor del virus del mosaico de la coliflor (CaMV 35S) y el promotor de la subunidad pequefia
de RuBP carboxilasa S-E9.

Los promotores usados en las construcciones de ADN de la presente invencion pueden modificarse, si se desea,
para afectar sus caracteristicas de control. Por ejemplo, el promotor CaMV35S puede unirse a la porcion del gen
de ssRUBISCO que reprime la expresion de ssSRUBISCO en ausencia de luz, para crear un promotor que es activo
en las hojas pero no en las raices. Para los objetos de esta descripcidn, la frase promotor “CaMV35S” incluye por
consiguiente variaciones del promotor CaM V35S, por ejemplo, promotores derivados por medio de unién con regiones
operadoras, mutagénesis aleatoria o controlada, etc. Ademads, los promotores pueden alterarse para contener multiples
“secuencias potenciadoras” para ayudar a elevar la expresion del gen. Los ejemplos de tales secuencias potenciadoras
se han informado por Kay y col. (1987). Los promotores especificos de cloroplastos o plastidios son conocidos en la
técnica (Daniell y col., Patente de EEUU N° 5.693.507).

Existen promotores que pueden obtenerse a partir de genes de cloroplastos son, por ejemplo, tales como el gen
psbA de la espinaca o del guisante, las regiones del promotor rbcL y arpB del maiz, y los promotores de ARNT.
Cualquier promotor funcional de cloroplasto o plastidio estd dentro del &mbito de la presente invencion.

Una planta transgénica de la presente invencidn producida a partir de una célula de planta transformada con un
promotor especifico de tejido puede cruzarse con una segunda planta transgénica desarrollada a partir de una célula de
planta transformada con un promotor especifico de tejido diferente para producir una planta transgénica hibrida que
muestra los efectos de transformacién en mds de un tejido especifico.

El ARN producido por una construccién de ADN de la presente invencién puede también contener una secuencia
lider 5° no traducida (5’UTL). Esta secuencia puede obtenerse a partir del promotor seleccionado para expresar el gen,
y puede modificarse especificamente para aumentar la traduccién del ARNm. Las regiones 5’ no traducidas puede
también obtenerse a partir de ARN virales, a partir de genes eucariotas adecuados, o a partir de una secuencia de un
gen sintético. La presente invencién no estd limitada a construcciones en las que la regién no traducida se obtiene a
partir de la secuencia 5’ no traducida que acompaiia a la secuencia del promotor. Una secuencia lider de un gen de
planta para uso en la presente invencion es el lider de la proteina del choque térmico 70 (hsp70) de la petunia (Winter
y col., 1988).

Las 5’UTL son capaces de regular la expresién genética cuando se localizan en la secuencia de ADN entre el
sitio de iniciacién de la transcripcién y el comienzo de la secuencia codificadora. Se han realizado recopilaciones
de secuencias lider para predecir secuencias Optimas o subOptimas y generar secuencias lider de preferencia y “de
consenso” (Joshi, 1987). Se contempla que las secuencias lider de preferencia incluyan las que comprenden secuencias
previstas para dirigir la expresiéon optima del gen estructural unido, es decir, que incluyan una secuencia lider de
consenso de preferencia que puede aumentar o mantener la estabilidad del ARNm y evitar la iniciacién inadecuada de
la traduccidn. Los expertos en la técnica reconocerdn la eleccion de tales secuencias a la luz de la presente descripcion.
Las secuencias que se obtienen a partir de genes que se expresan en gran medida en las plantas, en particular en el
maiz, seran las de mayor preferencia. Un lider particularmente qtil puede ser el lider HSP70 de la petunia.

De acuerdo con la presente invencion, los vectores de expresion diseflados para potenciar especificamente la ex-
presion del polipéptido en la planta transformada pueden incluir ciertas regiones que codifican péptidos dirigidos
a plastidios o cloroplastos, abreviados en el presente documento en diversas formas como CTP, CTP1, CTP2, etc.,
representando cada uno una secuencia de péptido dirigido variante o diferente. Estas regiones permiten explotar com-
pletamente los procesos celulares involucrados en la transcripcion, traduccién y expresion de la proteina codificada
cuando se asocian con ciertas secuencias de proteinas GOX o AMPA transacilasa. Tales péptidos dirigidos funcionan
en una diversidad de maneras, tales como por ejemplo, transfiriendo la proteina expresada a la estructura celular en la
que funciona mas eficazmente, o transfiriendo la proteina expresada a dreas de la célula en las que estan concentrados
procesos necesarios para la expresion. El uso de los CTP pueden también aumentar la frecuencia de recuperacion de
plantas morfol6gicamente normales, y la frecuencia con la que pueden recuperarse plantas transgénicas.
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Se ha encontrado que los péptidos dirigidos a cloroplastos son particularmente titiles en el sistema marcador se-
leccionable resistente al glifosato. En este sistema, las plantas transformadas para expresar una proteina que confiere
resistencia al glifosato se transforman junto con un CTP que dirige el péptido a los cloroplastos de las células de la
planta. El glifosato inhibe la via del 4cido shikimico que da lugar a la biosintesis de compuestos aromadticos incluidos
aminodcidos y vitaminas. Especificamente, el glifosato inhibe la conversion de acido fosfoenolpirtivico y acido 3-fos-
foshikimico en 4cido 5-enolpirovil-3-fosfoshikimico al inhibir la enzima 4cido 5-enolpiruvil-3-fosfoshikimico sintasa
(EPSP sintasa o EPSPS). La introduccién de un transgén que codifica EPSPS permite a la célula de la planta resistir
los efectos del glifosato, especialmente cuando el transgén codifica una enzima EPSPS insensible al glifosato. Por
consiguiente, como el herbicida glifosato funciona para matar la célula interrumpiendo la biosintesis de aminodcidos
aromaticos, particularmente en el cloroplasto de la célula, el CTP permite una resistencia aumentada al herbicida al
concentrar lo que expresa en la célula la enzima de resistencia al glifosato en el cloroplasto, es decir en el orgdnulo
diana de la célula. Los ejemplos de enzimas de resistencia a herbicidas incluyen los genes de EPSPS y de glifosato
oxido-reductasa (GOX) (véase Comai, 1985, Patente de EEUU N° 4.535.060).

Los CTP pueden dirigir proteinas a los cloroplastos y a otros plastidios. Por ejemplo, el orgdnulo diana puede
ser el amiloplasto. Los CTP de preferencia de la presente invencién incluyen los dirigidos tanto a cloroplastos como
también a otros plastidios. Los ejemplos especificos de CTP de preferencia incluyen el CTP de la proteina RUBISCO
SSU del maiz, y péptidos funcionalmente relacionados tales como el CTP de la subunidad pequefia de RUBISCO
de Arabidopsis thaliana y el CTP de EPSPS de Arabidopsis thaliana. Los CTP se ejemplifican por medio de las
secuencias de polinucledtidos y aminodcidos que se muestran en SEC. ID N°: 9, SEC. ID N° 11, SEC. ID N°: 13,y
SEC. ID N°: 14 respectivamente.

Podrian también producirse plantas, células, semillas, y otros tejidos de plantas recombinantes en los que se hubie-
ran alterado s6lo el ADN mitocondrial o del cloroplasto para incorporar las moléculas contempladas en esta solicitud.
Se han conocido en la técnica promotores que funcionan en los cloroplastos (Hanley-Bowden y col., Trends in Bioche-
mical Sciences 12: 67-70, 1987). Los procedimientos y composiciones para obtener células que contienen cloroplastos
en los que se ha insertado ADN heterélogo se han descrito en la Patente de EEUU N° 5.693.507 (1997). McBride y
col. (documento WO 95/24492) desvelan la localizacién y la expresién de genes que codifican la proteina Cryl A 4-
endotoxina en el genoma de cloroplastos de plantas de tabaco.

Un ejemplo de forma de realizacién de la invencién implica la accién de dirigir hacia los plastidios o cloroplastos
o localizar en los plastidios o cloroplastos genes que codifican enzimas o proteinas que confieren tolerancia a herbi-
cidas o resistencia a herbicidas en las plantas. Se han aislado secuencias dirigidas hacia plastidios o cloroplastos de
numerosos genes nucleares codificados de plantas y se ha mostrado que dirigen la importacion de proteinas sintetiza-
das en el citoplasma en los plastidios o cloroplastos (examinado por Keegstra y Olsen, 1989). En la prictica de esta
invencién puede utilizarse una diversidad de secuencias dirigidas a plastidios, bien conocidas en la técnica, incluidas
pero limitadas a ADPGPP, EPSP sintasa o ssRUBISCO. Ademas, las secuencias dirigidas a plastidios (péptido y dcido
nucleico) para cultivos de monocotiledéneas pueden estar constituidas por un fragmento genémico codificador que
contiene una secuencia de intrén asi como un sitio de escision proteolitica duplicado en las secuencias dirigidas a
plastidios codificadas.

En este documento se hace referencia a la secuencia de CTP de preferencia para los cultivos de dicotiledéneas
como (SEC. ID N°: 9), y estd constituida por un fragmento codificador genémico que contiene la secuencia de péptido
dirigido hacia el cloroplasto del gen de la EPSP sintasa de Arabidopsis thaliana en el que el sitio de escisién del
péptido de transito del CTP de ssSRUBISCO del guisante reemplaza el sitio de escision CTP de EPSP sintasa nativo
(Klee y col., 1987).

Para una expresién optimizada en las plantas monocotiledéneas, también puede incluirse un intrén en la cons-
truccion de expresién del ADN. Tal intrén se coloca tipicamente cerca del extremo 5° del ARNm en la secuencia no
traducida. Este intrén puede obtenerse de, pero no se limita a, una serie de intrones constituida por el intrén 70 de la
proteina del choque térmico (HSP) del maiz (Patente de EEUU N° 5.424.412; 1995), el intrén Actl del arroz (McElroy
y col., 1990), el intrén 1 Adh (Callis y col., 1987), o el intrén de la sacarosa sintasa (Vasil y col., 1989).

La regién 3’ no traducida de los genes de la presente invencién que se localizan hacia el genoma nuclear de la
planta también contiene una sefial de poliadenilacién que funciona en las plantas para causar la adicién de nucleé6tidos
adenilato al extremo 3’ del ARNm. La ARN polimerasa transcribe un genoma nuclear que codifica la secuencia de
ADN a través de un sitio donde se produce la poliadenilacién. Tipicamente, las secuencias de ADN localizadas unos
pocos cientos de pares de bases secuencia abajo del sitio de poliadenilacidn sirven para terminar la transcripcién. En
el presente documento se hace referencia a esas secuencias de ADN como regiones de terminacion de la transcripcion.
Esas regiones son necesarias para la eficaz poliadenilacién del ARN mensajero (ARNm) transcrito. Los ejemplos de
regiones 3’ de preferencia son (1) las regiones 3’ transcritas, no traducidas que contienen la sefial de poliadenilacién
de los genes del pldsmido inductor de tumores (Ti) de Agrobacterium, tal como el gen de la nopalina sintasa (NOS) y
(2) los extremos 3’ de los genes de plantas tales como el gen de la subunidad pequefia de la ribulosa-1,5-bisfosfato car-
boxilasa del guisante, denominado en este documento como E9 (Fischhoff'y col., 1987). Las construcciones incluirdn
tipicamente el gen de interés junto con un extremo 3’ de la secuencia de ADN que actiia como una sefial para la termi-
nar la transcripcién y, en construcciones proyectadas para la expresion gendmica nuclear, permite la poliadenilacién
del ARNm resultante. Se contempla que los elementos 3’ de mds preferencia sean los del gen de la nopalina sintasa
de A. tumefaciens (extremo 3’ de nos) (Bevan y col., 1983), el terminador para el transcrito T7 del gen de la octopina
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sintasa de A. tumefaciens, y el extremo 3’ de los genes del inhibidor de proteasa I o II de la patata o del tomate. Los
elementos reguladores tales como el elemento Q2 de TMV Q (Gallie, y col., 1989), pueden incluirse ademds donde se
desee.

Segtin la presente invencién y como se indicé anteriormente, los genes localizados en cloroplastos o plastidios
que codifican enzimas que confieren caracteristicas de tolerancia a herbicidas o resistencia a herbicidas a las plantas
no necesitan secuencias que confieran sefiales de terminacidon de la transcripcién y poliadenilacion, pero en su lugar
pueden soélo necesitar informacién de terminacién de la transcripcién en el extremo 3’ del gen. Para las secuencias
codificadoras introducidas en un cloroplasto o plastidio, o en un genoma de cloroplasto o plastidio, la terminacién
de la transcripcién del ARNm es similar a los procedimientos bien conocidos en la técnica de expresion de genes
bacterianos. Por ejemplo, tanto en una secuencia policistrénica como en una monocistronica, la transcripcion puede
terminarse por medio de estructura de tallo y bucle o por estructuras similares a secuencias dependientes de rho.

Podrian usarse potenciadores de la transcripcién o duplicaciones de pontenciadores para aumentar la expresion.
Estos potenciadores se encuentran frecuentemente en posicion 5’ al comienzo de la transcripcién en un promotor que
funciona en células eucariotas, pero frecuentemente pueden insertarse en la orientacién directa o inversa 5’0 3’ a la
secuencia codificadora. Los ejemplos de potenciadores incluyen elementos del promotor 35S de CaMYV, genes de la
octopina sintasa (Ellis y col., 1987), el gen de la actina del arroz, y el promotor de eucariotas diferentes de plantas (por
ejemplo, levaduras; Ma y col., 1988).

En ciertas formas de realizacion de la invencidn, el uso de elementos de sitios internos de unién de ribosomas
(IRES) se utiliza para crear mensajes multigenéticos o policistrénicos. Los elementos IRES son capaces de sortear
el modelo de barrido ribosémico de traduccién dependiente de Cap 5 metilado y comenzar la traduccién en sitios
internos (Pelletier and Sonenberg, 1988). Se han descrito elementos IRES de dos miembros de la familia picornavirus
(polio y encefalomiocarditis) (Pelletier and Sonenberg, 1988), asi como IRES de un mensaje de mamifero (Macejak
and Sarnow, 1991). Los elementos IRES pueden estar unidos a marcos de lectura abiertos heterélogos. Los miiltiples
marcos de lectura abiertos pueden transcribirse juntos, cada uno separado por un IRES, creando mensajes policistré-
nicos. En virtud del elemento IRES, cada marco de lectura abierto estd accesible a los ribosomas para la traduccién
eficaz. Multiples genes pueden expresarse de manera eficaz usando un tnico promotor/potenciador para transcribir un
Unico mensaje.

Cualquier marco de lectura abierto heterélogo puede unirse a elementos IRES. Este incluye genes para protei-
nas secretadas, proteinas de subunidades miltiples, codificadas por genes independientes, proteinas intracelulares o
unidas a membrana y marcadores seleccionables. De esta manera, la expresion de varias proteinas puede prepararse
simultdneamente dentro de una célula con una tnica construccién y un tnico marcador seleccionable.

Las construcciones proyectadas para la expresion dentro de un cloroplasto o plastidio usando maquinaria de trans-
cripcién y traduccidn especifica de cloroplasto o plastidio pueden contener secuencias mono o policistrénicas.

La eleccion de qué vector de expresion y finalmente a qué promotor se une operativamente una region codifica-
dora de polipéptido depende directamente de las propiedades funcionales deseadas, por ejemplo, la localizacion y el
tiempo de expresion proteica y la célula huésped a transformar. Estas son limitaciones bien conocidas inherentes en
la técnica de construccién de moléculas de ADN recombinantes. Sin embargo, un vector ttil en la practica de la pre-
sente invencion es capaz de dirigir la expresion de la regién codificadora de polipéptido a la que estd unida de manera
operativa.

Los vectores tipicos ttiles para la expresion de genes en plantas superiores son bien conocidos en la técnica e
incluye vectores derivados del plasmido inductor de tumores (Ti) de A. tumefaciens descrito (Rogers y col., 1987). Sin
embargo, se sabe que otros varios sistemas de vectores de integracion de plantas funcionan en las plantas incluido el
vector de control de transferencia pCaMVCN descrito (Fromm y col., 1985). pCaMVCN (disponible de Pharmacia,
Piscataway, NJ) incluye el promotor CaMV35S.

En formas de realizacién de preferencia, el vector usado para expresar el polipéptido incluye un marcador de
seleccion que es eficaz en una célula de planta, de preferencia un marcador de seleccion resistente a farmacos. Un
marcador de seleccién resistente a farmacos de preferencia es el gen cuya expresién da como resultado la resistencia
kanamicina; es decir el gen quimérico que contiene el promotor de la nopalina sintasa, Tn5 neomicina fosfotransferasa
II (nptll) y la regién 3’ no traducida de la nopalina sintasa descrita (Rogers y col., 1988).

Los medios para preparar vectores de expresién son bien conocidos en la técnica. Los vectores de expresion
(transformacién) usados para transformar plantas y los procedimientos para generar esos vectores estdn descritos
en las Patentes de EEUU N° 4.971.908, 4.940.835, 4.769.061 y 4.757.011. Esos vectores pueden modificarse para
incluir una secuencia codificadora segin la presente invencion.

Se ha desarrollado una diversidad de procedimientos para unir de manera operativa el ADN a los vectores a través
de extremos terminales cohesivos complementarios o extremos romos. Por ejemplo, pueden afiadirse extensiones de
homopolimeros complementarios al segmento de ADN a insertar y al ADN del vector. El vector y el segmento de
ADN se juntan a continuacién por medio de enlaces de hidrégeno entre las colas homopoliméricas complementarias
para formar moléculas de ADN recombinantes.
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Una regién codificadora que codifica un polipéptido que tiene la capacidad para conferir actividad enzimética de
resistencia a herbicidas mejorada a una célula es de preferencia un polinucleétido que codifica una AMPA transacilasa
o un equivalente funcional, solo o en combinacién, con un gen que codifica una enzima GOX o un equivalente funcio-
nal de GOX. De acuerdo con tales formas de realizacion, también resulta de preferencia una region codificadora que
comprende las secuencias de ADN de SEC. ID N°: 3, SEC. ID N°: 7 6 SEC. ID N°: 19.

Los genes especificos que codifican la AMPA transacilasa que se ha mostrado que transforman plantas de manera
satisfactoria conjuntamente con genes que codifican péptidos dirigidos a plastidios, para expresar la AMPA transacila-
sa en niveles suficientes protectores frente a herbicidas son los genes comprendidos dentro de los vectores plasmidicos.
Los plasmidos de preferencia que contienen secuencias dirigidas a plastidios incluyen pMON17261, pMON10151,
pMON10149, pMON32570, pMON32571, pMON32572, pMON32573, pMON32926, pMON32931, pMON32932,
pMON32936, pMON32938, pMON32946, pMON32947, pMON32948 y pMON32950. Estos plasmidos contienen
secuencias de polinucleétidos que codifican secuencias dirigidas como se muestran en SEC. ID N°: 9, SEC. ID N°:
11, SEC. ID N°: 13, SEC. ID N°: 14. Las casetes de expresién que comprenden los promotores funcionales de plantas
unidos a secuencias codificadoras, algunos con y algunos sin secuencias 5’ no traducidas y/o secuencias de intrones,
en las que las secuencias codificadoras contienen al menos una AMPA transacilasa o transacetilasa, unidas a las se-
cuencias de terminacion funcionales de plantas se desvelan en particular como se expone en SEC. ID N°: 23, SEC. ID
N°: 25, SEC. ID N°: 27, SEC. ID N°: 29, y SEC. ID N°: 31.

El trabajo descrito en el presente documento ha identificado procedimientos para potenciar la expresion de una
AMPA transacilasa in planta, que confiere proteccion del glifosato y herbicidas relacionados a las plantas cuando se
incorpora en el genoma nuclear, de plastidios, o cloroplastos de plantas susceptibles que también expresan un gen
de GOX o similar. La Patente de EEUU N° 5.500.365 describe un procedimiento para sintetizar genes de plantas
para optimizar el nivel de expresion de la proteina que codifica el gen sintetizado. Este procedimiento se refiere a la
modificacién de las secuencias del gen estructural del transgén exdgeno, para hacerlas mas “andlogas de plantas” y
por consiguiente con mds probabilidad de ser traducidas y expresadas por una planta. Un procedimiento similar para
la expresion mejorada de transgenes, de preferencia en plantas monocotiledéneas, se desvela en la Patente de EEUU
N° 5.689.052. Pueden generarse plantas utiles desde el punto de vista agronémico, de la horticultura, ornamental, y
desde otros puntos de vista econémicos o comerciales segtin los procedimientos descritos en el presente documento.

Tales plantas pueden coexpresar el gen de AMPA transacilasa y/o un gen de GOX junto con otros péptidos, poli-
péptidos, o proteinas relacionados con patogénesis antiflingicos, antibacterianos, o antivirales; proteinas insecticidas;
otras proteinas que confieren resistencia a herbicida; y proteinas implicadas en mejorar la calidad de productos de las
plantas o el rendimiento agrondmicos de las plantas. La coexpresion simultdnea de multiples proteinas heter6logas
en las plantas es ventajosa porque puede explotar mas de un modo de accién para controlar el dafio de las plantas o
mejorar la calidad de la planta o de los productos producidos por el metabolismo de las plantas.

Esta contemplado que pueda resultar deseable la introduccién de grandes secuencias de ADN que comprenden
mas de un gen. La introduccion de tales secuencias puede facilitarse por el uso de cromosomas artificiales bacterianos
o de levaduras (BAC o YAC, respectivamente), o incluso cromosomas artificiales de plantas. Por ejemplo, el uso de
los BAC para la transformacién mediada por Agrobacterium fue desvelado por Hamilton y col. (1996).

Finalmente, las secuencias de ADN mads deseables para introducir en el genoma de una monocotiledénea pueden
ser genes homologos o familias de genes que codifican un rasgo deseado (por ejemplo, rendimiento aumentado), y que
se introducen bajo el control de promotores o potenciadores nuevos, etc., o tal vez incluso promotores o elementos
de control homdlogos o especificos de tejido (por ejemplo, especificos de cuello de raiz/vaina, cogollo, tallo, espiga,
grano u hoja). Por cierto, estd contemplado que un uso particular de la presente invencién puede ser la produccién de
transformantes que comprenden un transgén que estd dirigido de una manera especifica de tejido. Por ejemplo, los ge-
nes de resistencia a herbicidas o tolerancia a herbicidas pueden expresarse especificamente o regularse especificamente
de una manera negativa en los tejidos reproductores de las plantas que pueden proporcionar a esos tejidos un medio
para mejorar la tolerancia o sensibilidad a los herbicidas. Tales medios de control reguladores pueden proporcionar
procedimientos para regular la salida de los transgenes en el entorno o para controlar el uso ilicito de la propiedad
comercializada o intelectual autorizadas o de marcas registradas.

Los vectores para uso en la expresion de genes especificos de tejido en las plantas transgénicas incluiran tipica-
mente promotores especificos de tejido y también pueden incluir otros elementos de control especificos de tejido tales
como secuencias potenciadoras. Los promotores que dirigen la expresion especifica o mejorada en ciertos tejidos de
plantas serdn conocidos por los expertos en la técnica a la luz de la presente descripcion.

También estd contemplado que la expresion especifica de tejido pueda llevarse a cabo de manera funcional in-
troduciendo un gen expresado constitutivamente (todos los tejidos) en combinacién con un gen complementario que
se expresa solo en los tejidos donde el producto genético no es deseado. Por ejemplo, pude introducirse un gen que
codifica la AMPA transacilasa de E. coli de manera que se exprese en todos los tejidos usando el promotor 35S del
Virus del Mosaico de la Coliflor. Como alternativa, podria usarse un promotor de actina del arroz o un promotor de
histonas de una especie dicotiledonea o monocotiledonea para la expresion de un gen. Ademads, estd contemplado que
puedan ser ttiles los promotores que combinen elementos de mas de un promotor. Por ejemplo, la Patente de EEUU
N° 5.491.288 desvela la combinacién de un promotor del Virus del Mosaico de la Coliflor con un promotor de his-
tonas. Por consiguiente, la expresion de un transcrito complementario del gen de la AMPA transacilasa en la semilla
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del maiz, usando por ejemplo un promotor de zeina, podrd prevenir la acumulacién de la transacilasa en la semilla.
Por consiguiente, en una planta que expresa GOX y la transacilasa, la aplicacién del herbicida glifosato dard como
resultado tejidos de semillas que no maduran. A la inversa, la supresion complementaria del gen de GOX dard como
efecto los mismos resultados. De preferencia, la supresion de la transacilasa en tejidos especificos serd mds ventajosa,
en particular donde los tejidos especificos han demostrado una intolerancia al AMPA o a compuestos relacionados.
El autor de la invencién contempla especificamente que podria usarse una estrategia similar con la presente invencién
para dirigir la expresién de un marcador identificable o seleccionable en el tejido de las semillas.

Como alternativa, puede resultar deseable obtener nuevas secuencias de promotores especificos de tejido para
uso de acuerdo con la presente invencion. Para lograr esto, pueden aislarse primero los clones de ADNc del tejido
afectado e identificarse los clones que son expresados especificamente en ese tejido, por ejemplo, usando transferencia
Northern. De manera ideal, puede ser deseable identificar un gen que no esté presente en un nimero elevado de copias,
pero cuyo producto genético es relativamente abundante en tejidos especificos. El promotor y los elementos de control
de los clones genémicos correspondientes pueden localizarse usando las técnicas de biologia molecular conocidas por
los expertos en la técnica.

Se contempla que la expresion de algunos genes en las planta transgénicas serd deseable sélo bajo condiciones
especificadas. Por ejemplo, se propone que la expresion de ciertos genes que confieren resistencia a factores de estrés
ambiental tales como la sequia serd deseable sélo bajo condiciones de estrés reales. Se contempla ademds que la
expresion de tales genes a lo largo de todo el desarrollo de las plantas pueda tener efectos perjudiciales. Se sabe
que existe una gran cantidad de genes que responden al ambiente. Por ejemplo, la expresion de algunos genes tales
como rbcS, que codifica la subunidad pequefia de la ribulosa bifosfato carboxilasa, estd regulada por la luz mediada
por medio del fitocromo. Otros genes estdn inducidos por estimulos secundarios. Por ejemplo, la sintesis de acido
abscisico (ABA) estd inducida por ciertos factores ambientales, incluidos pero no limitados al estrés por agua. Se ha
demostrado una serie de genes inducidos por ABA (Skriver and Mundy, 1990). También se espera que la expresion
de genes que confieren resistencia a las aplicaciones de herbicidas resulte deseable s6lo bajo condiciones en las que
el herbicida esté realmente presente. Por consiguiente, para algunos rasgos deseados, resultard deseable la expresion
inducible de los genes en las plantas transgénicas.

Se propone que, en algunas formas de realizacion de la presente invencion, la expresién de un gen en una planta
transgénica serd deseable sélo en un cierto periodo de tiempo durante el desarrollo de la planta. El tiempo de des-
arrollo estd frecuentemente correlacionado con la expresion de genes especificos de tejido. Por ejemplo la expresion
de las proteinas de almacenamiento de la zeina se inicia en el endosperma aproximadamente 15 dias después de la
polinizacioén.

Se contempla también que puede ser Ttil dirigir especificamente la inserciéon de ADN dentro de una célula. Por
ejemplo, puede ser ttil dirigir el ADN introducido al nicleo, y en particular en una posicién precisa dentro de uno de
los cromosomas de la planta para lograr integracion especifica de sitio. Por ejemplo, seria ttil tener introducir un gen
a través de la transformacién que actdia para reemplazar un gen existente en la célula, o para complementar un gen que
no es funcional o no esta presente.

También estd contemplada una planta transformada con un vector de expresion de la presente invencion. También
estd contemplada una planta transgénica derivada de tal célula transformada o transgénica. Los expertos en la técnica
reconoceran que un gen quimérico de planta gene que contiene una secuencia estructural codificadora de la presente
invencién puede insertarse en el genoma de una planta por medio de procedimientos bien conocidos en la técnica.
Tales procedimientos para transformar el ADN de células de plantas incluyen la transformacién de plantas mediada
por Agrobacterium, el uso de liposomas, la transformacién usando virus o polen, la electroporacion, la transformacién
de protoplastos, la transferencia de genes en el polen, la inyeccién en 6rganos reproductores, la inyeccién en embriones
inmaduros y el bombardeo de particulas. Cada uno de estos procedimientos tiene diferentes ventajas y desventajas.
Por consiguiente, un procedimiento particular para introducir genes en una cepa particular de planta puede no ser
necesariamente el mas eficaz para otra cepa de planta, pero se sabe bien cudles procedimientos son ttiles para una
cepa particular de planta.

Existen muchos procedimientos para introducir segmentos de ADN transformantes en las células, pero no todos
son adecuados para administrar ADN a las células de las plantas. Se cree que los procedimientos adecuados incluyen
virtualmente cualquier procedimiento por el que puede introducirse ADN en una célula, tal como por infeccién por
A. tumefaciens y cepas de Agrobacterium relacionadas, administracién directa de ADN tal como, por ejemplo por
transformacién de protoplastos mediada por PEG (Omirulleh y col., 1993), por captacién de ADN mediada por de-
secacidén/inhibicidn, por electroporacion, por agitacidn con fibras de carburo de silicio, por aceleracién de particulas
recubiertas de ADN, etc. En ciertas formas de realizacion, resultan de preferencia los procedimientos de aceleracion e
incluyen, por ejemplo, el bombardeo de microproyectiles y similares.

La tecnologia para introducir el ADN en las células es bien conocida por los expertos en la técnica. Se han descrito
cuatro procedimientos generales para administrar un gen en las células: (1) procedimientos quimicos (Graham and
van der Eb, 1973); (2) procedimientos fisicos tales como la microinyeccién (Capecchi, 1980), electroporaciéon (Wong
and Neuman, 1982; Fromm y col., 1985) y la pistola de genes (Johnston and Tang, 1994; Fynan y col., 1993); (3)
vectores virales (Clapp, 1993; Lu y col., 1993; Eglitis and Anderson, 1988a; 1988b); y (4) mecanismos mediados por
receptores (Curiel y col., 1991; 1992; Wagner y col., 1992).
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La aplicacién de pulsos eléctricos breves, de alto voltaje a una diversidad de células de animales y plantas da
lugar a la formacioén de poros de tamafio nanométrico en la membrana plasmatica. E1 ADN penetra directamente en
el citoplasma de la célula a través de estos poros o como consecuencia de la redistribucién de los componentes de
membrana que acompaiia el cierre de estos poros. La electroporacién puede ser extremadamente eficaz y puede usarse
tanto para la expresion transitoria de los genes clonados como para el establecimiento de lineas celulares que llevan
integradas copias del gen de interés. La electroporacidn, a diferencia de la transfeccién mediada por fosfato de calcio y
la fusién de protoplastos, con frecuencia da lugar a lineas celulares que llevan una, o0 como mucho unas pocas, copias
integradas del ADN extrafio.

La introduccién del ADN por medio de electroporacién es bien conocida por los expertos en la técnica. Para
efectuar la transformacién por electroporacion, pueden utilizarse tejidos friables tales como un cultivo en suspensién
de células, o un callo embriénico, o como alternativa, pueden transformarse embriones inmaduros u otros tejidos
organizados directamente. Pueden degradarse parcialmente las paredes celulares de las células elegidas exponiéndolas
a enzimas que degradan la pectina (pecoliasas) o mecanicamente lesionando de una manera controlada, haciendo que
las células sean mas susceptibles a la transformacién. Tales células serdn a continuacion receptoras para la transferencia
de ADN por electroporacién, que puede llevarse a cabo en esta etapa, y tales células transformadas se identificardn a
continuacién por medio de un protocolo adecuado de seleccion o identificacion dependiente de la naturaleza del ADN
incorporado nuevo.

Otro procedimiento ventajoso para administrar segmentos de ADN transformantes a las células de plantas es el
bombardeo de microproyectiles. En este procedimiento, las particulas pueden recubrirse con dcidos nucleicos y admi-
nistrarse en las células por medio de una fuerza propulsora. Los ejemplos de particulas incluyen los que comprenden
tungsteno, oro, platino, y similares. Usando estas particulas, el ADN se transporta a través de la pared celular y dentro
del citoplasma en la superficie de pequefias particulas metédlicas como esta descrito (Klein y col., 1987; Klein y col.,
1988; Kawata y col., 1988). Las particulas metalicas penetran a través de varias capas de células y permiten de esta ma-
nera la transformacién de células dentro de explantes de tejidos. El procedimiento de bombardeo de microproyectiles
resulta de preferencia para la identificacion de sucesos de transformacion dirigidos a cloroplastos o plastidios.

Una ventaja del bombardeo de microproyectiles, ademads de ser un medio eficaz para transformar de manera estable
células de plantas de forma reproducible, es que no es necesario el aislamiento de protoplastos (Cristou y col., 1988)
ni la susceptibilidad a la infeccién por Agrobacterium. Una forma de realizacién ilustrativa de un procedimiento para
administrar ADN en células de plantas por aceleracion es un Sistema de Administracion de Particulas Biolistico, que
puede usarse para propulsar particulas recubiertas con ADN o células a través de un tamiz, tal como un tamiz de acero
inoxidable o Nytex, en una superficie del filtro cubierta con las células cultivadas en suspension de la planta. El tamiz
dispersa las particulas para que no se administren a las células receptoras en grandes agregados. Se cree que un tamiz
que interviene entre el aparato de proyectiles y la célula a bombardear reduce el tamafio del agregado de proyectiles y
puede contribuir a una mayor frecuencia de transformacién al reducir el dafio inflingido en las células receptoras por
los proyectiles que son muy grandes.

Para el bombardeo, las células en suspension se concentran de preferencia en filtros o en medio de cultivo sélido.
Como alternativa, pueden organizarse embriones inmaduros u otras células diana en medio de cultivo sélido. Las
células a bombardear se colocan a una distancia aproximada por debajo de la placa que detiene los microproyectiles.
Si se desea, también se colocan uno o mds tamices entre el dispositivo de aceleracién y las células a bombardear. A
través del uso de las técnicas expuestas en el presente documento pueden obtenerse 1000 o méas focos de células que
expresan un gen marcador de manera transitoria. El nimero de células en un foco que expresan el producto del gen
exodgeno 48 horas después del bombardeo frecuentemente varia desde 1 hasta 10 y promedian 1 a 3.

En la transformacién por bombardeo, pueden optimizarse las condiciones de cultivo previo al bombardeo y los
pardmetros de bombardeo para dar la cantidad mdxima de transformantes estables. Tanto los pardmetros fisicos co-
mo bioldgicos para el bombardeo son importantes para esta tecnologia. Los factores fisicos son los que implican la
manipulacién de precipitado de DNA/microproyectil o los que afectan el vuelo y la velocidad de los macro o micro-
proyectiles. Los factores bioldgicos incluyen todas las etapas involucradas en la manipulacién de las células antes e
inmediatamente después del bombardeo, el ajuste osmético de las células diana para ayudar a aliviar el trauma aso-
ciado con el bombardeo, y también la naturaleza del ADN transformante, tal como ADN linealizado o plasmidos
superenrollados intactos. Se cree que las manipulaciones previas al bombardeo son especialmente importantes para la
transformacion exitosa de embriones inmaduros de plantas.

Por consiguiente, estd contemplado que uno pueda desear ajustar diversos pardmetros de bombardeo en estudios
a pequefia escala para optimizar completamente las condiciones. Uno puede desear particularmente ajustar los para-
metros fisicos tales como la distancia del intervalo, la distancia de vuelo, la distancia de tejido y la presion de helio.
Uno puede también minimizar los factores de reduccién de trauma (TRF) modificando condiciones que influyen en
el estado fisico de las células receptoras y que pueden por consiguiente influir en las eficacias de transformacion e
integracion. Por ejemplo, puede ajustarse el estado osmético, la hidratacién tisular y el estado de subcultivo o ciclo
celular de las células receptoras para la transformacién dptima. La ejecucion de otros ajustes de rutina serd reconocida
por los expertos en la técnica a la luz de la presente descripcion.

Los procedimientos de transformacion mediada por particulas son bien conocidos por los expertos en la técnica.
La Patente de EEUU N° 5.015.580 describe la transformacion de las semillas de soja usando una de tales técnicas.
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La transferencia mediada por Agrobacterium es un sistema ampliamente aplicable para introducir genes en células
de plantas porque puede introducirse ADN en la el tejido de plantas completas, evitando de esta manera la necesidad
de regeneracion de una planta intacta a partir de un protoplasto. El uso de vectores de integracién de plantas me-
diados por Agrobacterium para introducir ADN en las células de plantas es bien conocido en la técnica. Véase, por
ejemplo, los procedimientos descritos (Fraley y col., 1985; Rogers y col., 1987). La ingenieria genética utilizada para
producir plantas de algodén usando transferencia mediada por Agrobacterium estd descrita en la Patente de EEUU
N° 5.004.863; una transformacién similar de plantas de lechuga estd descrita en la Patente de EEUU N° 5.349.124;
y la transformacion de soja mediada por Agrobacterium esta descrita en la Patente de EEUU N° 5.416.011. Ademas,
la integracion del Ti-ADN es un proceso relativamente preciso que da lugar a pocas reorganizaciones. La regién del
ADN a transferir estd definida por las secuencias de los bordes, y el ADN interviniente se inserta usualmente en el
genoma de la planta como estd descrito (Spielmann y col., 1986; Jorgensen y col., 1987).

Los vectores de transformacién de Agrobacterium modernos son capaces de replicar en E. coli asi como en Agro-
bacterium, permitiendo manipulaciones convenientes como estd descrito (Klee y col., 1985). Ademads, avances tecno-
16gicos recientes en vectores para transferencia de genes mediada por Agrobacterium han mejorado la organizacién
de los genes y sitios de restriccion y los vectores para facilita la construccion de vectores capaces de expresar diversos
genes que codifican polipéptidos. Los vectores descritos (Rogers y col., 1987), tienen regiones conectoras multiples
convenientes vecinas a un promotor y un sitio de poliadenilacién para la expresion directa de los genes codificado-
res de polipéptidos insertados y son adecuados para los presentes objetos. Ademds, para las transformaciones puede
usarse el Agrobacterium que contiene tanto genes Ti armados como desarmados. En aquellas variedades de plantas
donde la transformacién mediada por Agrobacterium es eficaz, es el procedimiento de eleccion por la fécil y definida
naturaleza de la transferencia genética.

La transformacion mediada por Agrobacterium de discos de hojas y de otros tejidos tales como cotiledones o
hipocétilos parece estar limitada a plantas que infectan naturalmente el Agrobacterium. La transformacién mediada por
Agrobacterium es mas eficaz en las plantas dicotiledoneas. Pocas monocotiledéneas parecen ser huéspedes naturales
para Agrobacterium, aunque se han producido plantas transgénicas en esparragos usando vectores de Agrobacterium
como estd descrito (Bytebier y col., 1987). Recientemente se han transformado también otras monocotiledéneas con
Agrobacterium. En este grupo estan incluidos el maiz (Ishida y col.) y el arroz (Cheng y col.).

Una planta transgénica formada usando procedimientos de transformacién de Agrobacterium contiene tipicamente
un dnico gen en un cromosoma. Puede hacerse referencia a tales plantas transgénicas como homocigotas para el gen
afiadido. Sin embargo, por mds que el uso de la palabra “heterocigota” usualmente implica la presencia de un gen
complementario en el mismo locus del segundo cromosoma de un par de cromosomas, y no existe tal gen en una
planta que contiene un gen afiadido como aqui, se cree que un nombre mds exacto para tal planta es un segregante
independiente, porque el gen afiadido, exégeno segrega independiente durante la mitosis y la meiosis.

Un segregante independiente puede resultar de preferencia cuando la planta se comercializa como un hibrido, tal
como el maiz. En este caso, se cruza un segregante independiente que contiene el gen con otra planta, para formar una
planta hibrida que es heterocigota para el gen de interés.

Una preferencia alternativa es para una planta transgénica que es homocigota para el gen estructural afiadido;
es decir una planta transgénica que contiene dos genes afiadidos, un gen en le mismo locus en cada cromosoma
de un par de cromosomas. Una planta transgénica homocigota puede obtenerse por unién sexual (autofecundacion)
de una planta transgénica segregante independiente que contiene un Unico gen afadido, germinando algunas de las
semillas producidas y analizando la presencia de la actividad del gen de interés en las plantas resultantes producidas
y la herencia mendeliana que indica homocigosidad con relacién a un control (nativo, no transgénico) o a una planta
transgénica segregante independiente.

Pueden unirse dos plantas transgénicas diferentes para producir descendencia que contiene dos genes exdgenos,
afiadidos segregantes de manera independiente. La autofertilizacion de una progenie adecuada puede producir plantas
que son homocigotas para ambos genes exdgenos afiadidos, que codifican un polipéptido de interés. También estan
contemplados el retrocruzamiento a una planta relacionada y el cruzamiento lejano con una planta no transgénica.

La transformacion de protoplastos de plantas puede alcanzarse usando procedimientos basados en la precipitacion
con fosfato de calcio, el tratamiento con polietilenglicol, la electroporacién y combinaciones de estos tratamientos
(véase por ejemplo, Potrykus y col., 1985; Lorz y col., 1985; Fromm y col., 1985; Uchimiya y col., 1986; Callis y col.,
1987; Marcotte y col., 1988).

La aplicacién de estos sistemas a diferentes germoplasmas de plantas depende de la capacidad para regenerar esa
variedad particular de planta a partir de protoplastos. Los procedimientos ilustrativos para la regeneracion de cereales
a partir de protoplastos estdn descritos (véase, por ejemplo, Fujimura y col., 1985; Toriyama y col., 1986; Yamada y
col., 1986; Abdullah y col., 1986).

Para transformar germoplasma de plantas que no puede regenerarse con éxito a partir de protoplastos, pueden

utilizarse otras formas para introducir el ADN en las células intactas o tejidos. Por ejemplo, puede efectuarse la
regeneracion de cereales a partir de embriones inmaduros o explantes como estd descrito (Vasil, 1988).
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Los genes bacterianos no modificados se expresan con frecuencia de manera pobre en las células de las plantas
transgénicas. El uso de codones de las plantas se asemeja mds al de los seres humanos y otros organismos superiores
que al de los organismos unicelulares, tales como las bacterias. Varios informes han desvelado procedimientos para
mejorar la expresién de genes recombinantes en plantas (Murray y col., 1989; Diehn y col., 1996; Ianacone y col.,
1997; Rouwendal y col., 1997; Futterer y col., 1997; y Futterer and Hohn, 1996). Estos informes desvelan diversos
procedimientos para producir secuencias codificadoras para representar secuencias que se traducen mas eficazmente
basdndose en tablas de frecuencias de codones de plantas, mejoras en la probabilidad de posicion de la tercera base del
codén, usando secuencias recombinantes que evitan sospecha de poliadenilacién o dominios ricos en A/T o secuencias
de consenso de empalme de intrones.

La Patente de EEUU N° 5.500.365 describe el procedimiento de preferencia para sintetizar genes de plantas pa-
ra optimizar el nivel de expresién de la proteina que codifica el gen sintetizado. Este procedimiento se refiere a la
modificacion de las secuencias del gen estructural del transgén exdgeno, para hacerlas mds “andlogas de plantas™ y
por consiguiente con mds probabilidad de ser traducidas y expresadas por una planta, monocotiledénea o dicotiledé-
nea. Sin embargo, el procedimiento segin se desvela en la Patente de EEUU N° 5.689.052 proporciona la expresion
mejorada de transgenes, de preferencia en plantas monocotiledéneas. Brevemente, segtiin Brown y col., la frecuencia
de codones raros y semi raros de monocotiledéneas en una secuencia de polinucleétidos que codifica una proteina
deseada es reducida y se reemplaza con mds codones de monocotiledéneas de preferencia. La mayor acumulacién de
un polipéptido deseado codificado por una secuencia de polinucledtidos modificada en una planta monocotiledénea es
el resultado de aumentar la frecuencia de los codones de preferencia analizando la secuencia codificadora en fragmen-
tos sucesivos de seis nucledtidos y alterando la secuencia basandose en la frecuencia de aparicion de los hexdmeros
comparado con la frecuencia de aparicién de los hexdmeros mas raros 284, 484 y 664 en las plantas monocotiledé-
neas. Ademads, Brown y col. desvelan la expresion mejorada de un gen recombinante aplicando el procedimiento para
reducir la frecuencia de codones raros con procedimientos para reducir la presentacién de sefiales de poliadenilacién
y sitios de empalme de intrones en la secuencia de nucleétidos, eliminado las secuencias auto complementarias en
la secuencia de nucledtido y reemplazando tales secuencias con nucledtidos no auto complementarios manteniendo
al mismo tiempo un gen estructural que codifica el polipéptido, y reduciendo la frecuencia de presentacién de pares
de di-nucleétidos 5°-CG-3’ en la secuencia de nucleétidos. Estas etapas se realizan de manera secuencial y tienen un
efecto acumulado dando lugar a una secuencia de nucleétidos que contiene una utilizacién preferencial de codones
de mas preferencia de monocotiledéneas para las plantas monocotiledéneas para la mayor parte de los aminodcidos
presentes en el polipéptido deseado.

Por consiguiente, la cantidad de un gen que codifica un polipéptido de interés puede aumentarse en las plantas
transformando esas plantas utilizando procedimientos de transformacion tales como los que se desvelan en el presente
documento. En particular, la transformacién de cloroplastos o plastidios puede dar como resultado la presencia de
secuencias codificadoras deseadas en hasta aproximadamente 10.000 copias por célula en los tejidos que contienen
estas estructuras de orgdnulos subcelulares (McBride y col., Bio/Technology 13: 362-365, 1995).

El DNA también puede introducirse en las plantas por transferencia directa de ADN en el polen como estd descrito
(Zhou y col., 1983; Hess, 1987). Puede obtenerse expresion de genes que codifican polipéptidos por inyeccién del
ADN en los 6rganos reproductores de una planta como estd descrito (Pena y col., 1987). También puede inyectarse
ADN directamente en las células de embriones inmaduros y puede introducirse en las células por rehidratacién de
embriones disecados como estd descrito (Neuhaus y col., 1987; Benbrook y col., 1986).

Tras efectuar la administracién del ADN exdgeno a las células receptoras, la siguiente etapa para obtener una planta
transgénica se refiere generalmente a identificar las células transformadas para el posterior cultivo y regeneracion de
la planta. Como se menciona en el presente documento, para mejorar la capacidad para identificar transformantes,
uno puede desear utilizar un gen de marcador identificable o seleccionable, o ademads, el gen expresable de interés.
En este caso, uno podréd ensayar posteriormente en general la poblacién de células potencialmente transformadas
exponiendo las células a un agente o agentes selectivos, o uno podrd seleccionar las células segin el rasgo deseado del
gen marcador.

Una forma de realizacién ejemplar de los procedimientos para identificar células transformadas implica exponer
los cultivos transformados a un agente selectivo, tal como un inhibidor metabdlico, un antibidtico, herbicida o similar.
Las células que han sido transformadas y tienen un gen marcador integrado de manera estable que confiere resistencia
al agente selectivo usado, crecerdn y se dividirdn en cultivo. Las células sensibles no seran susceptibles de otro cultivo.
Un ejemplo de un gen marcador de preferencia confiere resistencia al glifosato. Cuando se usa este gen como un
marcador seleccionable, el cultivo celular transformado de manera putativa se trata con glifosato. Tras el tratamiento,
las células transgénicas estaran disponibles para otros cultivos mientras que las células sensibles, o no transformadas,
no lo estardn. Este procedimiento estd descrito en detalle en la Patente de EEUU N° 5.569.834.

Otro ejemplo de un sistema marcador seleccionable de preferencia es el sistema de resistencia a la neomicina fos-
fotransferasa (nprll) por el que se confiere resistencia al antibidtico kanamicina, como estd descrito en la Patente de
EEUU N° 5.569.834. Nuevamente, tras la transformacion con este sistema, las células transformadas estardn disponi-
bles para otro cultivo tras el tratamiento con kanamicina, mientras que las células no transformadas no lo estaran. Atdn
otro sistema marcador seleccionable de preferencia incluye el uso de una construccién genética que confiere resisten-
cia a la paromomicina. El uso de este tipo de sistema marcador seleccionable estd descrito en la Patente de EEUU N°
5.424.412.
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Otro sistema marcador seleccionable de preferencia incluye el uso de los genes contemplados por esta invencion.
En particular, puede utilizarse un gen de phnO o un gen sustancialmente similar que codifica una AMPA transacilasa
como un marcador seleccionable. Las células de plantas en las que se ha introducido una molécula de ADN recom-
binante en su genoma pueden seleccionarse de una poblacién de células que fracasaron en incorporar una molécula
recombinante haciendo crecer las células en presencia de AMPA. Un experto en la técnica reconocerd las ventajas
particulares que tiene este sistema marcador seleccionable sobre los sistemas marcadores seleccionables previos. El
marcador seleccionable usado en el ADN recombinante integrado en el genoma de una planta reduce la cantidad de
ADN dirigido para la integracién porque el marcador seleccionable se usard también para la tolerancia mejorada a her-
bicidas o la resistencia mejorada a herbicidas en las plantas generadas a partir de las células de planta transformadas.
Este marcador seleccionable también proporciona un sistema marcador adicional no conocido anteriormente, en par-
ticular en un campo en el que frecuentemente hay sélo un niimero limitado de marcadores seleccionables disponibles.

La seleccién transplastondmica (seleccion de sucesos de transformacion de plastidios o cloroplastos) se simplifica
tomando ventaja de la sensibilidad de los cloroplastos o plastidios a la espectinomicina, un inhibidor de la sintesis de
proteinas en plastidios o cloroplastos, pero no de la sintesis de proteinas por los ribosomas citopldsmicos codificados en
el genoma nuclear. La espectinomicina evita la acumulacién de proteinas de cloroplastos necesarias para la fotosintesis
y de esta manera las células de plantas transformadas resistencias a la espectinomicina pueden distinguirse basdndose
en su diferencia de color: las células transformadas resistentes son verdes, mientras que las células sensibles son
blancas, por inhibicién de la sintesis de proteinas de plastidios. La transformacién de cloroplastos o plastidios con
un gen aad bacteriano adecuado, o con un gen que codifica un ARN ribosomal funcional de plastidio o cloroplasto
resistente a la espectinomicina proporciona un medio para seleccionar y mantener los sucesos transplastonémicos
(Maliga, Trends in Biotechnology 11: 101-106, 1993).

Se contempla ademds que las combinaciones de marcadores identificables o seleccionables serdn utiles para la
identificacién de células transformadas. En algunos tipos de células o tejidos un agente de seleccidn, tal como el gli-
fosato o la kanamicina, puede no proporcionar suficiente actividad para matar para reconocer claramente las células
transformadas o puede causar inhibicién no selectiva sustancial de los transformantes y también de los no transfor-
mantes, causando de esta manera que la técnica de seleccion no resulte eficaz. Se propone que la seleccién con un
compuesto de inhibicién de crecimiento, tal como glifosato en concentraciones inferiores a las que causan el 100% de
inhibicién seguida por la seleccion de los tejidos en crecimiento para la expresion de un gen marcador seleccionable
tal como la kanamicina permitird recuperar transformantes de tipos de células o tejidos que no son susceptibles de
seleccidén solos. Se propone que las combinaciones de seleccién e identificacién pueden permitir identificar transfor-
mantes en una diversidad mas amplia de tipos de células y tejidos. La disponibilidad de las transacilasas de la presente
invencién puede obviar la necesidad de combinar seleccién e identificacion al proporcionar otro medio de seleccion.

El desarrollo o regeneracion de plantas a partir de protoplastos de plantas tinicos o diversos explantes es bien cono-
cido en la técnica (Weissbach and Weissbach, 1988). Este proceso de regeneracion y crecimiento incluye tipicamente
las etapas de seleccion de las células transformadas, cultivando las células individualizadas a través de las etapas usua-
les del desarrollo embridnico a través de la etapa de la plantula enraizada. Los embriones y semillas transgénicos se
regeneran de manera similar. Los brotes enraizados transgénicos resultantes se plantan posteriormente en un medio de
crecimiento de plantas adecuado tal como tierra.

El desarrollo o regeneracidon de plantas que contienen el gen exdgeno, extrafio que codifica un polipéptido de
interés introducido por Agrobacterium a partir de explantes de hojas puede alcanzarse por medio de procedimientos
bien conocidos en la técnica tales como los que estdn descritos (Horsch y col., 1985). En este procedimiento, se
cultivan los transformantes en presencia de un agente de seleccién y en un medio que induce la regeneracién de brotes
en la cepa de la planta transformada como esta descrito (Fraley y col., 1983). En particular, la Patente de EEUU N°
5.349.124 detalla la creacién de células de lechuga transformadas genéticamente y plantas resultantes de las mismas
que expresan protefnas cristalinas hibridas que confieren actividad insecticida contra la larva de Lepidopteran a tales
plantas.

Este procedimiento produce tipicamente brotes dentro de los dos a cuatro meses y esos brotes se transfieren a
continuacién a un medio inductor de raices adecuado que contiene el agente selectivo y un antibidtico para evitar el
crecimiento bacteriano. Los brotes que enraizan en presencia del agente selectivo para formar pldntulas se transplantan
a continuacion a la tierra u otro medio para permitir la produccién de raices. Estos procedimientos varian dependiendo
de la cepa particular de planta utilizada, siendo tales variaciones bien conocidas en la técnica.

De preferencia, las plantas regeneradas se autopolinizan para proporcionar plantas transgénicas homocigotas, o
se cruza el polen obtenido de las plantas regeneradas con plantas crecidas de semillas de lineas endogdmicas de
preferencia, agrondmicamente importantes. En cambio, el polen de las plantas de esas lineas importantes se usa para
polinizar plantas regeneradas. Una planta transgénica de la presente invencién que contiene un polipéptido deseado se
cultiva usando procedimientos bien conocidos por los expertos en la técnica.

En una forma de realizacion, una planta transgénica de esta invencion tiene por consiguiente una cantidad aumen-
tada de una regién codificadora que codifica un polipéptido de AMPA transacilasa que también puede expresarse junto
con un péptido dirigido a plastidio. Una planta transgénica de preferencia i un segregante independiente y puede trans-
mitir ese gen y su actividad a su progenie. Una planta transgénica de mds preferencia es homocigota para ese gen, y
transmite ese gen a toda su descendencia en la unién sexual. La semilla de una planta transgénica puede cultivarse en
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el campo o en invernadero, y las plantas transgénicas sexualmente maduras resultantes se autopolinizan para regenerar
plantas reproductoras verdaderas. La progenie de estas plantas se convierte en lineas reproductoras verdaderas en las
que se evalda la expresion del transgén de transacilasa asi como la tolerancia mejorada al herbicida, en particular
cuando el transgén de transacilasa se coexpresa con un gen que codifica una enzima GOX.

Los genes y las aciltransferasas segin el tema de la invencion incluyen no sélo las secuencias de longitud total
desveladas en el presente documento sino también fragmentos de estas secuencias, o proteinas de fusion, que retienen
la actividad protectora frente al herbicida mejorada caracteristica de las secuencias ejemplificadas especificamente en
el presente documento.

Resultard evidente para un experto en la técnica que los genes y péptidos de AMPA transacilasas pueden identifi-
carse y obtenerse a través de varios medios. Los genes especificos, o porciones de los mismos, pueden obtenerse de
un depdsito de cultivos, o pueden construirse de manera sintética, por ejemplo, por medio del uso de una maquina
de genes. Las variaciones de estos genes pueden construirse facilmente usando técnicas convencionales para realizar
mutaciones puntuales. También, pueden generarse fragmentos de estos genes usando exonucleasas o endonucleasas
comercialmente disponibles segtin los procedimientos convencionales. Por ejemplo, pueden usarse enzimas tales como
Bal31 o mutagénesis dirigida a sitio para cortar sistematicamente nucledtidos de los extremos de estos genes. Tam-
bién, pueden obtenerse genes que codifican fragmentos activos usando una diversidad de otras enzimas de restriccion.
Pueden usarse proteasas para obtener directamente fragmentos activos de tales transacilasas.

Las AMPA transacilasas equivalentes y/o los genes que codifican estas transacilasas pueden también aislarse de
cepas de E. coli y/o de bibliotecas de ADN usando las ensefianzas proporcionadas en el presente documento. Por
ejemplo, pueden usarse los anticuerpos para las transacilasas desvelados y reivindicados en el presente documento para
identificar y aislar otras transacilasas de una mezcla de proteinas. Especificamente, pueden generarse anticuerpos para
las transacilasas desveladas en el presente documento y usarse para identificar especificamente AMPA transacilasas
equivalente por inmunoprecipitacién, inmunopurificacién en columna, inmunoensayo ligado a enzimas (ELISA), o
transferencia Western.

Otro procedimiento para identificar los péptidos y genes del tema de la invencién es a través del uso de sondas de
oligonucledtidos. Estas sondas son secuencias de nucleétidos que tienen un marcador detectable. Como se sabe bien
en la técnica, si la molécula de la sonda y las secuencias en una muestra de 4cido nucleico diana hibridan formando
un enlace fuerte entre las dos moléculas, puede asumirse de manera razonable que la sonda y la molécula diana
contienen secuencias de polinucledtidos esencialmente idénticas. El marcador detectable de la sonda proporciona un
medio para determinar de una manera conocida si se ha producido la hibridacion. Tal andlisis de sondas proporciona
un procedimiento rdpido para identificar genes de AMPA transacilasas del tema de la invencidn.

Los segmentos de nucledtidos que se usan como sondas segun la invencién pueden sintetizarse por medio del uso de
sintetizadores de ADN usando procedimientos convencionales. En el uso de segmentos de nucleétidos como sondas,
la sonda particular se marca con cualquier marcador adecuado conocido por los expertos en la técnica, incluidos
marcadores radiactivos y no radiactivos. Los marcadores radiactivos incluyen **P, '*I, S, o similares. Una sonda
marcada con un isétopo radiactivo puede construirse a partir de una secuencia de nucledtidos complementaria a la
muestra de ADN por una reaccién de traduccion de mellas convencional, usando una ADNasa y ADN polimerasa. A
continuacién pueden combinarse la sonda y la muestra en una disolucién de tamp6n de hibridacién y mantenerse a una
temperatura adecuada hasta que se produzca el apareamiento. A continuacién, se eliminan los materiales extrafios de
la membrana por lavado, dejando la muestra y las moléculas de sonda unidas detectadas y cuantificadas tipicamente
por autorradiografia y/o conteo de centelleo en liquido.

Los marcadores no radiactivos incluyen, por ejemplo, ligandos tales como biotina y tiroxina, asi como enzimas
tales como hidrolasas y peroxidasas, o los diversos compuestos quimioluminiscentes tales como la luciferina, o com-
puestos fluorescentes como la fluoresceina, rodamina, Rojo Texas, y sus derivados y similares. La sonda puede también
marcarse en ambos extremos con diferentes tipos de marcadores para facilitar la separacién, como por ejemplo, usando
un marcador isotdpico en el extremo mencionado anteriormente y un marcador de biotina en el otro extremo, o con
diferentes emisores fluorescentes que tienen espectros de absorcién y emisién solapados.

La formacién y estabilidad del diplex depende de la complementariedad sustancial entre las dos hebras de un
hibrido y, como se indicé anteriormente, puede tolerarse un cierto grado de apareamiento erréneo. Por consiguiente, las
sondas del tema de la invencién incluyen mutaciones (simples y miltiples), deleciones, inserciones de las secuencias
descritas, y sus combinaciones, en las que dichas mutaciones, deleciones e inserciones permiten formar hibridos
estables con el polinucledtido diana de interés. Las mutaciones, inserciones y deleciones pueden producirse en una
secuencia de polinucledtidos dada de muchas maneras, por medio de procedimientos actualmente conocidos por los
expertos en la técnica, y tal vez por medio de otros procedimientos que podrdn conocerse en el futuro.

Las variaciones potenciales en las sondas presentadas se deben, en parte, a la redundancia del cédigo genético.
Por la redundancia del cédigo genético, puede usarse mds de un triplete de nucledtidos codificante (cod6n) para la
mayoria de los aminodcidos usados para generar proteinas. Por consiguiente diferentes secuencias de nucleétidos pue-
den codificar un aminodcido particular. Por consiguiente, la secuencia de aminoacidos de la AMPA transacilasa de E.
coli y el péptido, y los péptidos dirigidos a plastidios y los polinucleétidos que los codifican, pueden prepararse por
medio de secuencias de nucleétidos equivalentes que codifican la misma secuencia de aminoacidos de la proteina o del
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péptido. Por consiguiente, el tema de la invencién incluye tales secuencias de nucledtidos equivalentes. También, las
secuencias inversas o complementarias son un aspecto del tema de la invencidn y un experto en la técnica puede pre-
pararlas facilmente. Ademads se ha mostrado que las proteinas de estructura y funcién identificadas pueden construirse
cambiando la secuencia de aminodcidos si tales cambios no alteran la estructura secundaria de la proteina (Kaiser and
Kezdy, 1984). Por consiguiente, el tema de la invencién incluye mutantes de la secuencia de aminodcidos representada
en el presente documento que no alteran la estructura secundaria de la proteina, o si se altera la estructura, la actividad
bioldgica se mantiene sustancialmente. Ademads, la invencién también incluye mutantes de organismos que hospedan
todo o parte de un gen que codifica una AMPA aciltransferasa y/o un gen que codifica un péptido dirigido a plastidios,
como se analiza en la presente invencion. Tales mutantes pueden generarse por medio de técnicas bien conocidas por
los expertos en la técnica. Por ejemplo, puede usarse irradiacion UV para preparar mutantes de organismos huésped.
Asimismo, tales mutantes pueden incluir células huésped asporégenas que pueden también prepararse por medio de
procedimientos bien conocidos en la técnica.

La mutagénesis especifica de sitio o dirigida a sitio es una técnica util en la preparacién de péptidos utiles, indi-
viduales, nuevos y tnicos, o proteinas o péptidos equivalentes biolégicamente funcionales, a través de la mutagénesis
especifica de los genes estructurales que codifican tales péptidos. La técnica proporciona ademds una capacidad lista
para preparar y probar variantes de secuencias alterando la secuencia codificadora de un gen, por ejemplo, introducien-
do uno o mds cambios de secuencia de nucleétidos en el ADN con el objeto de crear una secuencia de reconocimiento
de escision de endonucleasas de restriccion ttil o nueva con el objeto de alterar la secuencia codificadora para que
los codones del gen y el porcentaje de G/C representen los mds cominmente usados por un género o especie parti-
cular. La mutagénesis especifica de sitio permite la produccién de mutaciones por delecidn, insercién o reemplazo a
través del uso de secuencias de oligonucledtidos de mutagénesis especificas que comprenden la secuencia del ADN
de la mutacién deseada. Los oligonucleétidos de mutagénesis proporcionan tipicamente una secuencia cebadora de
tamafio y complejidad de secuencia suficientes para formar un diplex estable en ambos lados del sitio de mutacién
diana deseado. Tipicamente, resulta de preferencia un cebador de aproximadamente 17 a 25 nucleétidos de longitud,
solapando aproximadamente 5 a 10 residuos en cada lado del sitio de mutacién diana deseado.

En general, la técnica de mutagénesis especifica de sitio es bien conocida en la técnica, como lo ejemplifican
diversas publicaciones. Como podrd apreciarse, la técnica utiliza tipicamente un vector de fago que existe tanto en
la forma de hebra tinica como de doble hebra. Los vectores tipicos ttiles en la mutagénesis dirigida a sitio incluyen
vectores tales como el fago M13. Estos fagos estan facilmente disponibles en el comercio y su uso es por lo general
bien conocido por los expertos en la técnica. Los pldsmidos de doble hebra también se utilizan de manera rutinaria
en la mutagénesis dirigida a sitio, y con frecuencia contienen un origen de replicacién de fago filamentoso que, en
presencia de un fago ayudante permite la sintesis de ADN de hebra tnica a partir del vector del plasmido.

En general, la mutagénesis dirigida a sitio de acuerdo con el presente documento se realiza obteniendo en primer
lugar un vector de hebra tnica o separando dos hebras de un vector de doble hebra que incluye dentro de su secuencia
un sitio de mutacién diana. Un cebador de oligonucledtidos de mutagénesis que lleva la secuencia mutante deseada se
prepara por lo general sintéticamente. El cebador de mutagénesis se hibrida a continuacién con el vector de hebra tnica
en el sitio de mutacién diana, y se somete a las enzimas de polimerizacién de ADN tales como el fragmento Klenow
de la polimerasa 1 de E. coli, para completar la sintesis de la hebra que lleva la mutacién. Por consiguiente, se forma
un heterodiplex en el que una hebra codifica la secuencia original no mutada y la segunda hebra lleva la mutacién
deseada. Este vector de heterodudplex se usa a continuacién para transformar células adecuadas, tales como células de
E. coli, y se seleccionan los clones que incluyen vectores recombinantes que contienen la mutacién representada por
la secuencia del cebador de mutagénesis.

La preparacién de variantes de secuencias de los segmentos de ADN que codifican el péptido seleccionado usando
mutagénesis dirigida a sitio se proporciona como un medio para producir especies potencialmente utiles y no pretende
ser limitante ya que hay otras maneras en las que pueden obtenerse variantes de secuencias de péptidos y las secuencias
de ADN que los codifican. Por ejemplo, los vectores recombinantes que codifican la secuencia del péptido deseado
pueden tratarse con agentes mutagénicos, tales como la hidroxilamina, para obtener variantes de secuencias. Tales
procedimientos pueden cambiar de manera favorable las caracteristicas bioquimicas y biofisicas de las proteinas o su
modo de accién. Estas incluyen, pero no se limitan a: 1) mejor formacién de AMPA transacilasa, 2) mejor estabilidad
de la proteina o degradacién por proteasas reducida, 3) mejor reconocimiento y unién al sustrato, 4) mejor cinética
enzimdtica, y 5) mejor formacién de N-acil-AMPA por cualquiera o todas las razones expuestas anteriormente.

Pueden realizarse modificaciones y cambios en la estructura de los péptidos de la presente invencién y en los
segmentos de ADN que los codifican y atin obtener una molécula funcional que codifica una proteina o péptido con
las caracteristicas deseables. Los péptidos, polipéptidos, y proteinas equivalentes bioldgicamente funcionales contem-
plados en el presente documento deben tener al menos desde aproximadamente 40% hasta aproximadamente 65%
de similitud de secuencia, de preferencia desde aproximadamente 66% hasta aproximadamente 75% de similitud de
secuencia, de mds preferencia desde aproximadamente 76% hasta aproximadamente 85% de similitud, y de mayor
preferencia desde aproximadamente 86% hasta aproximadamente 90% o mds similitud de secuencia con la secuencia,
o el resto correspondiente dentro, de las secuencias de aminodcidos de AMPA aciltransferasa desveladas en el presente
documento.

El siguiente es un andlisis basado en el cambio de aminodcidos de una proteina para crear una molécula de segunda
generacion, equivalente, o incluso mejorada. En formas de realizacién de la invencion particulares, se contempla que
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las proteinas mutadas de AMPA transacilasa son ttiles para mejorar o potenciar la expresion de la proteina in planta, y
por consiguiente aumentar o mejorar la actividad de la AMPA transacilasa y/o la expresién del transgén recombinante
en una célula de planta. Los cambios de aminoédcidos pueden lograrse cambiando los codones de la secuencia de ADN,
segtin los codones dados en la Tabla 1, en dicotiledoneas, y mds particularmente en plantas monocotileddneas.

TABLA 1
Aminoacido Codones
Alanina Ala A GCA GCC GCG GCu
Cisteina Cys C UGC UGU
Acido aspartico Asp D GAC GAU
Acido glutamico Glu E GAA GAG
Fenilalanina Phe F UUC UUU
Glicina Gy G GGA GGC GGG GGU
Histidina His H CAC CAU
Isoleucina e | AUA AUC AUU
Lisina Lys K AAA AAG
Leucina Leu L UUA UUG CUA CUC CUG Cuu
Metionina Met M AUG
Asparagina Asn N AAC AAU
Prolina Pro P CCA CCC CCG cCcCcu
Glutamina Gin Q CAA CAG
Arginina Arg R AGA AGG CGA CGC CGG CGU
Serina Ser S AGC AGU UCA UCC UCG uUcu
Treonina Thr T ACA ACC ACG ACU
Valina Val V GUA GUC GUG GUU
Triptofano Trp W UGG
Tirosina Tyr 'Y UAC UAU

Por ejemplo, ciertos aminoacidos pueden sustituirse por otros aminodcidos en una estructura de proteina sin pérdida
apreciable de la capacidad de unién interactiva con estructuras tales como, por ejemplo, regiones de anticuerpos de
unién a antigenos o sitios de unién en moléculas de sustratos. Puesto que la capacidad interactiva y la naturaleza de
una proteina son las que definen la actividad biolégica funcional de la proteina, pueden realizarse ciertas sustituciones
de la secuencia de aminodcidos en una secuencia de proteina, y, por supuesto, su secuencia de ADN codificadora
subyacente, y no obstante obtenerse una proteina con propiedades andlogas. Por consiguiente estd contemplado por
el autor de la invencién que puedan realizarse diversos cambios en las secuencias de péptidos de las composiciones
desveladas, o secuencias de ADN correspondientes que codifican dichos péptidos, sin pérdida apreciable de su utilidad
o actividad bioldgica.

Al realizar tales cambios, puede considerarse el indice hidropético de los aminodcidos. La importancia del indice
hidropético de los aminodcidos para conferir funcién bioldgica interactiva en una proteina es conocida generalmente
en la técnica (Kyte and Doolittle, 1982,).

Se acepta que el cardcter hidropatico relativo del aminoécido contribuye a la estructura secundaria de la proteina
resultante, que a su vez define la interaccion de la proteina con otras moléculas, por ejemplo, enzimas, sustratos,
receptores, ADN, anticuerpos, antigenos, y similares.

A cada aminodcido se le ha asignado un indice hidropatico basdndose en su caracter hidr6fobo y sus caracteristicas
de carga (Kyte and Doolittle, 1982), estos son: isoleucina (+4,5); valina (+4,2); leucina (+3,8); fenilalanina (+2,8);
cisteina/cistina (+2,5); metionina (+1,9); alanina (+1,8); glicina (-0,4); treonina (-0,7); serina (-0,8); triptofano (-0,9);
tirosina (-1,3); prolina (-1,6); histidina (-3,2); glutamato (-3,5); glutamina (-3,5); aspartato (-3,5); asparagina (-3,5);
lisina (-3,9); y arginina (-4,5).

Se sabe en la técnica que ciertos aminodcidos pueden sustituirse por otros aminodcidos que tienen indice o pun-
tuacion hidropdtico similar y atin dar lugar a una proteina con actividad bioldgica similar, es decir atin obtener una
proteina bioldgica funcionalmente equivalente. Al realizar tales cambios, resulta de preferencia la sustitucién de ami-
noécidos cuyos indices hidropdticos estdn dentro de + 2, son particularmente de preferencia los que estdn dentro de +
1, y atin més particularmente de preferencia los que estan dentro de + 0,5.
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También se sabe en la técnica que la sustituciéon de aminodcidos andlogos puede realizarse eficazmente basdndose
en la hidrofilia. La Patente de EEUU N° 4.554.101 establece que la mayor hidrofilia promedio local de una protei-
na, segun estd determinada por la hidrofilia de sus aminodcidos adyacentes, estd correlacionada con una propiedad
biolégica de la proteina.

Como estd detallado en la Patente de EEUU N° 4.554,101, se han asignado los siguientes valores de hidrofilia a
los residuos de aminodcidos: arginina (+3,0); lisina (+3,0); aspartato (+3,0 + 1); glutamato (+3,0 + 1); serina (+0,3);
asparagina (+0,2); glutamina (+0,2); glicina (0); treonina (-0,4); prolina (-0,5 + 1); alanina (-0,5); histidina (-0,5);
cisteina (-1,0); metionina (-1,3); valina (-1,5); leucina (-1,8); isoleucina (-1,8); tirosina (-2,3); fenilalanina (-2,5);
triptofano (-3.,4).

Se entiende que un aminoécido puede sustituirse por otro que tiene un valor de hidrofilia similar y atin obtenerse una
protefna biol6gicamente equivalente, y en particular, una proteina inmunolégicamente equivalente. En tales cambios la
sustitucion de aminodcidos cuyos valores de hidrofilia estdn dentro de + 2 resulta de preferencia, son particularmente
de preferencia los que tienen valores dentro de + 1, y son atin mds particularmente de preferencia los que tienen valores
dentro de + 0,5.

Como se resumi6 anteriormente, las sustituciones de aminodacidos se basan por consiguiente generalmente en la
similitud relativa de los sustituyentes de la cadena lateral del aminodcido, por ejemplo, su hidrofobicidad, hidrofilia,
carga, tamafo y similar. Los ejemplos de sustituciones que tienen en consideracién diversas de las caracteristicas
anteriores son bien conocidos por los expertos en la técnica e incluyen: arginina y lisina; glutamato y aspartato; serina
y treonina; glutamina y asparagina; y valina, leucina e isoleucina.

Los expertos en la técnica saben que los polinucleétidos que codifican proteinas heterdlogas, con frecuencia se
expresan pobremente cuando se incorporan en el ADN nuclear de las planta transgénicas (revisado por Diehn y col.,
1996). De preferencia, una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina heteréloga de interés se disefia esencial-
mente como estd descrito en las Patentes de EEUU N° 5.500.365 y 5.689.052 (cada una incorporada especificamente
en el presente documento por referencia). Los ejemplos de secuencias de nucledtidos ttiles para la expresion incluyen
pero no se limitan a, SEC ID N°: 3, SEC ID N°: 7, SEC ID N°: 11 y SEC ID N*: 19.

Los sustitutos para un aminodcido dentro de la secuencia fundamental del polipéptido pueden seleccionarse de
otros miembros de la clase a la que pertenece el aminodcido que se presenta naturalmente. Los aminodcidos pueden
dividirse en los siguientes cuatro grupos: (1) aminoécidos 4cidos; (2) aminodcidos basicos; (3) aminoécidos polares
neutros; y (4) aminodcidos no polares neutros. Los aminodcidos representativos dentro de estos diversos grupos inclu-
yen, pero no se limitan a: (1) aminoécidos dcidos (cargados negativamente) tales como el 4cido aspértico y el acido
glutdmico; (2) aminodacidos basicos (cargados positivamente) tales como la arginina, histidina y lisina; (3) aminodcidos
polares neutros tales como la glicina, serina, treonina, cisteina, cistina, tirosina, asparagina y glutamina; (4) aminoéci-
dos no polares (hidr6fobos) neutros tales como la alanina, leucina, isoleucina, valina, prolina, fenilalanina, triptofano
y metionina.

Los cambios conservadores de aminodcidos dentro de una secuencia fundamental del polipéptido pueden realizarse
sustituyendo un aminoécido dentro de uno de estos grupos con otro aminoédcido dentro del mismo grupo. La secuencia
de nucleétidos codificadora (gen, ADN de pldsmido, ADNc, o ADN sintético) tendrd por consiguiente sustituciones
de bases correspondientes, que le permiten codificar formas equivalentes biolégicamente funcionales de una AMPA
transacilasa.

Los siguientes ejemplos describen formas de realizacion de preferencia de la invencidn.

En los ejemplos todos los porcentajes se dan en peso a menos que se indique de otra manera.
Ejemplos
Ejemplo 1

Este ejemplo ilustra los efectos inhibidores del crecimiento del dcido N-acetil-aminometil fosfénico (AMPA) en
tejido de callo de plantas, y la falta de inhibicién de N-acetil-aminometil fosfénico en el tejido de callo de plantas en
condiciones de cultivo in vitro.

Ciertas especies de plantas recombinantes que expresan un gen de GOX bacteriano, y que también se expusieron
al glifosato, pueden exhibir efectos fitotdxicos manifestados a través de sintomas tales como clorosis, corte de la flor,
y fertilizad reducida. La base para estos sintomas no se ha determinado previamente. Estudios previos indicaron que
las plantas que expresan GOX metabolizaban el glifosato a AMPA y glioxilato (Patente de EEUU N° 5.463.175).
El glioxilato se metaboliza rdpidamente por las plantas, sin embargo el AMPA persiste en los tejidos de las plantas
y puede ser la causa de los efectos fitotoxicos tales como la clorosis, atrofias, u otros efectos no deseables. Se ha
mostrado previamente que la especie LBAA de Achromobacter fue capaz de modificar enzimédticamente AMPA a N-
acetil AMPA (Patente de EEUU N° 5.463.175). Los datos de Achromobacter, junto con los datos de fitotoxicidad de la
planta, indicaron que la N-acilacién del AMPA in planta puede proporcionar alivio eficaz de la clorosis y otros efectos
no deseables. Por consiguiente, se expuso el tejido de callo del tabaco a AMPA y a N-acetil AMPA para determinar si
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alguno de estos compuestos exhibia efectos citotéxicos similares a los observados en las plantas que expresan GOX y
se exponen al glifosato.

Se generaron callos de tabaco a partir de partes de hojas de tabaco Nicotiana tabacum variedad “Samsun” de tipo
salvaje en placas de MS104 (sales MS 4,3 g/l, sacarosa 30 g/l, vitaminas B5 500X 2 ml/l, NAA 0,1 mg/l, y Bacto
Agar 1,0 mg/1). Se aplico el tejido de los callos a placas con o sin AMPA y con o sin N-acetil AMPA. Las placas
contenian AMPA o N-acetil AMPA en concentraciones de 0,1 mM o 0,4 mM. Las placas se incubaron durante hasta
tres semanas y se controlaron periédicamente.

El tejido de los callos en las placas de control que no contenian AMPA o N-acetil AMPA creci6 a velocidades
normales, regenerando raices y brotes como se esperaba. El tejido de los callos en presencia de AMPA se inhibi6 de
manera importante. No se observé crecimiento, mostrando el efecto fitotoxico del AMPA en estas concentraciones.
El tejido de los callos no se inhibi6 en las placas que contenian N-acetil AMPA, y formé raices y brotes similares
al crecimiento del tejido de los callos de control. Este resultado indic6 que el AMPA, como un subproducto del
metabolismo del glifosato mediado por GOX, podia ser responsable de la fototoxicidad observada en las plantas.
Este resultado también indicé la posibilidad de un procedimiento mejorado para seleccionar plantas a partir del tejido
de callos transformado genéticamente, asi como un posible procedimiento para mejorar la resistencia al herbicida
glifosato.

Ejemplo 2

Este ejemplo ilustra que la degradacion del glifosato por hidrélisis por medio de la enzima GOX en la cepa LBAA
de la bacteria de Achromobacter sp. da como resultado la producciéon de AMPA y N-acetil AMPA.

Se ha mostrado previamente que la degradacion del glifosato mediada por GOX producia glioxilato y AMPA (Barry
y col., Patente de EEUU N° 5.463.175). También se mostro que la cepa LBAA de Achromobacter sp. produce AMPA
y glioxilato como un resultado de la degradacién del glifosato. La via de la degradacién del glifosato se caracterizé en
células en reposo la de cepa LBAA de Achromobacter sp. cultivadas con glifosato segtn el siguiente procedimiento.
Se recogieron células de un cultivo de LBAA de 100 ml, cultivadas en un medio DF3S conteniendo glucosa, gluconato
y citrato como fuentes de carbono y con tiamina y Extracto de Levadura (0,01%) para suministrar los requerimientos
de trazas y con glifosato 0,2 mM como una fuente de fésforo, a una densidad celular de 200 unidades Klett, se lavaron
dos veces con 20 ml de medio DF3S y se resuspendio el equivalente de 20 ml de células en 100 I del mismo medio
que contenia [*C]glifosato (2,5 ml de 52 mCi/mmol, Amersham; CFA.745). La mezcla de células se incubé a 30°C
con agitacién y se retiraron muestras de 20 ml en diversos intervalos. Las muestras se centrifugaron para separar las
células del sobrenadante de caldo. El sobrenadante y el sedimento celular se analizaron mediante HPLC.

Las muestras preparadas de esta manera se analizaron por HPLC de intercambio de aniones fuertes (SAX) con
deteccion del marcador de radiois6topo para determinar sus niveles de ["*C]-AMPA y N-acetil-['*C]-AMPA. Las
muestras se inyectaron usando un autoinyector WISP Waters. Los perfiles cromatograficos y los datos cuantitativos
se recogieron usando MACS?2, el sistema de recogida de datos cromatograficos automatizado de Monsanto. Para los
analisis se usé una columna de SAX Spherisorb S5, de 250 mm X 10 mm, o una columna de SAX de Alltech de 5
micrones, de 250 mm X 10 mm. Los disolventes usados se denominaron disolucién A y disolucién B. La disolucién A
contenia KH,PO, 0,005 M ajustado hasta pH 2,0 con H;PO, en metanol al 4%. La disolucién B contenia KH,PO, 0,10
M ajustado hasta pH 2,0 con H;PO, en metanol al 4%. El tiempo de procesamiento de cada muestra estaba constituido
por un programa de gradientes de etapas con un caudal del eluyente de 3 ml por minuto y un caudal del liquido
de centelleo (marca registrada ATOMFLOW,® NEN-995 obtenido de Packard Instruments) de 9 ml por minuto. El
perfil del disolvente de HPLC para distinguir ['*C]-AMPA de N-acetil-['*C]-AMPA en cada muestra analizada estaba
representado por el disolvente A al 100% en el tiempo cero hasta los 5 minutos, a continuacién el disolvente B al
100% a los 5 minutos hasta 15 minutos, a continuacién el disolvente A al 100% hasta 20 minutos, momento en el que
la columna se prepara para recibir otra muestra.

Primero se resuspendieron los sedimentos celulares en medio DF3S acidificado mediante la adicién de HC1 0,65 N,
se hirvi6 durante 5 minutos, a continuacion se centrifugé brevemente para proporciona una fase de disolucién para el
analisis por HPLC. Los sobrenadantes se trataron de manera similar previo al andlisis por HPLC. También se someti6
un control de glifosato acidificado al anélisis por HPLC, y se determind el tiempo de retencidon (TR) del glifosato en
10,8 minutos. La cantidad de radiactividad en el pico del glifosato que permanecié en el sobrenadante tras dos horas
de incubacién disminuyé hasta aproximadamente el 33% de los niveles iniciales, indicando que el glifosato se habia
metabolizado de manera extensa. Se encontré que aproximadamente el 3% del glifosato estaba dentro de la célula.
El material que coeluy6 con el patrén de metilamina con un TR de 6 minutos explicé aproximadamente el 5% de la
cantidad de radiactividad inicial en el sobrenadante y aproximadamente el 1,5% de la cantidad de radiactividad inicial
identificada en el contenido celular.

La via de la degradacién del glifosato mediada por GOX se dilucidé ademds en un experimento posterior donde se
compar6 el metabolismo de ['"*C]JAMPA con el de ['*C]glifosato como se indicé anteriormente en las células restantes
recogidas a 165 unidades Klett y resuspendidas en el equivalente de 15 ml de células por 100 ml de medio DF3S.
Las muestras se analizaron por HPLC y estaban constituidas por cultivos compuestos acidificados y tratados como
se describi6 anteriormente. Se encontré que los cultivos expuestos a ['*C]glifosato durante dos horas tenian 25% del
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marcador en el pico de metilamina/N-metilamina con un tiempo de retencién de 14,7 minutos, 12,5% como AMPA
con un tiempo de retencién de 6 minutos, 30% en un pico con un tiempo de retencién de 13,2 minutos, y 30% como
glifosato con un tiempo de retencién de 10,8 minutos. El anélisis de los cultivos expuestos a ['*C]-AMPA durante dos
horas indic6 que el 15% del marcador se encontraba como N-acetil-metilamina/metilamina, 59% como AMPA,y 18%
en el pico de 13,2 minutos. El material eluido a los 13,2 minutos se identificé como N-acetil-AMPA por espectrometria
de masas por electrovaporizacion de iones negativos. El resultado mostré iones fuertes en m/e 152 y m/e 154, como se
esperaba para este compuesto, que tiene un peso molecular de 153 Dalton. El i6n m/e 154 fue por el 4tomo isotépico
14C. N-acetil-metil-['"*C]-AMPA surge de N-metil-['*C]-AMPA, que es una impureza conocida en las preparaciones
de ['*C]-AMPA.

Estos datos indicaron que la via de la degradacién del glifosato en la cepa LBAA de Achromobacter tiene lugar
a partir de la hidrdlisis del glifosato a AMPA, que se convierte a continuacién en los productos metilamina presu-
miblemente a través de una etapa de desfosforilacion, y N-acetil-AMPA presumiblemente a través de alguna etapa
de transacilacién previamente desconocida. Una pequefia cantidad de N-acetil-AMPA se convierte a continuacién en
N-acetil-metilamina. Se ha inferido una etapa de acilacién similar a partir de los productos identificados en E. coli
cuando se utilizan aminometilfosfonatos como tnica fuente de fosfato (Avila y col., 1987).

Ejemplo 3
Este ejemplo ilustra la identificacién de una actividad AMPA aciltransferasa en E. coli.

Avila y col. (1987) identificaron productos de biodegradacién desfosforilados a partir del metabolismo de una
diversidad de sustratos aminofosfonato usados como tnica fuente de fosfatos in vivo en E. coli mientras estudiaban la
escision del enlace C-P. Sus estudios indicaron que AMPA no era un sustrato para acilacién en E. coli K-12. Ademais,
Avila y col. estaban interesados en el efecto de sustituciones quimicas unidas a N en la escisién del enlace C-P de los
fosfonatos en E. coli, e identificaron productos N-acetilados derivados del metabolismo de algunos aminofosfonatos.
Avila y col. también demostraron que las cepas K12 de E. coli “de tipo salvaje”, a diferencia de las cepas de E. coli
B de tipo salvaje, eran incapaces de usar fosfonatos como una fuente de fosfato. Por consiguiente, considerando los
efectos fitotéxicos de AMPA en el tejido de callos como se mostré en el Ejemplo 1 y la generacién de AMPA a partir
de la degradacidn del glifosato mediada por GOX como se mostr6 en el Ejemplo 2, los datos de E. coli en Avila y col.
indicaron que podria haber una enzima o una via presente en algunas especies bacterianas que es capaz de convertir el
aminometilfosfonato (AMPA) en N-acetil-AMPA. Una enzima o via con esas caracteristicas conferird, si se expresa
en las plantas, una ventaja significativa a las plantas que expresan GOX cuando se tratan con glifosato.

Para probar esto, se cultivé una cepa K-12 de E. coli adaptada para crecer en AMPA en un medio conteniendo bajo
fosfato para obtener lisados celulares para ensayar la presencia de una enzima de N-acilacién de AMPA. El oper6n phn
(mpu) es criptico en E. coli K-12 por una insercién de 8 pares de bases que causa una mutacién de cambio de marco en
el gen phnE. El cambio de marco inactiva phnE y crea un efecto polar en la traduccién de otros genes secuencia abajo
de phnE dentro del operdn, que da lugar a la incapacidad de tales mutantes para usar los fosfonatos como fuentes
de fosfato (Makino y col., J. Bacteriol. 173: 2665-2672, 1991). La selecciéon de una mutacién obtenida de manera
espontanea restablece la funcién del operén phn (phn+ o mpu+). Por consiguiente, las cepas K-12 adaptadas para
crecer en AMPA, metil-fosfonato, o etil-fosfonato contienen tales mutaciones eficaces obtenidas espontdneamente.

Brevemente, se plaqued una alicuota de un cultivo de cepa K-12 de E. coli JM101 (mpu-) en caldo L fresco en
medio de agar completo MOPS (Neidhardt y col., 1974) conteniendo aminodcidos en una concentracién de 25 mg/ml,
vitamina B1 [tiamina] a 10 mg/ml, glucosa al 0,2%, y agar DIFCO “Purificado” al 1,5% junto con aminometilfosfonato
(AMPA; 0,2 mM; Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) como la tnica fuente de fosfato, y se incub6 a 37°C durante
tres dias. Las colonias surgidas en este medio se seleccionaron y se sembraron en agar completo MOPS conteniendo
AMPA o metilfosfonato (Alfa) como la tnica fuente de fosfato. Se eligi6 una colonia, denominada E. coli IM101
mpu+, de las que crecieron de manera uniforme e igual en ambos medios que contenian fosfonato, y se denomind
posteriormente cepa GB993 de E. coli.

El operén phn se induce cuando E. coli se cultiva en un medio que carece o tiene limitada la fuente de fosfato. Por
consiguiente, E. coli GB993 se comparé con la cepa JM101 original cuando creci6 en medio MOPS minimo. GB993
y su cepa original mpu-, IM101, se cultivaron bajo condiciones idénticas, variando solamente la cantidad de fosfato
disponible o suplementado con AMPA. Se hicieron crecer cultivos de 50 ml por duplicado en matraces Erlenmeyer
con entrada lateral de 250 ml con agitacién continua a 37°C en medio MOPS (5 ml de 10 X sales MOPS, 0,5 ml de
tiamina 1 mg/ml, 0,5 ml de glucosa al 20%, hasta 50 ml con H,O destilada) conteniendo fosfato 0,1 6 5 mM, o fosfato
0,1 mM suplementado con AMPA 0,2 mM, pH 7,0. Los cultivos crecieron en general hasta aproximadamente 220
unidades Klett y se sedimentaron las células por centrifugacién, se resuspendieron en 1,5 ml de Tris 10 mM/DTT 1
mM, y se lisaron con dos pasajes a través de una prensa francesa a 68,96 bares (1.000 psi). Los lisados se centrifugaron
para eliminar desechos y se hizo pasar el sobrenadante a través de una columna G-50 equilibrada con Tris 50 mM pH
7,0. La Tabla 2 muestra los resultados de los cultivos celulares cultivados de esta manera.
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TABLA 2

Efectos del sustrato de fosfato en el cultivo celular

Cepa
JM101 JM101 JM101 GB993 | GB993 | GB993
Fosfato | Fosfato | AMPA | Fosfato | Fosfato | AMPA
0,1 mM 5mM 02mM | 0,1mM 5mM | 0,2 mM
Periodo de crecimiento 48 29 54 48 29 54
(horas)
Densidad de recogida 155 240 - 140 244 185
(Unidades Klett)

- indica crecimiento no medible

Se us6 un ensayo de HPLC para determinar la presencia o ausencia de cualquier actividad AMPA aciltransferasa
en el medio y en los lisados celulares. El ensayo controla la conversion de ['*C] AMPA en N-acetil-['*C] AMPA.
Generalmente, se mezclaron 100 1 de una disolucién de ensayo 2X constituida por 16,5 mg de acetil-CoA, 250 ul
de Tris 2M, pH 7,5, 4,5 ml de H,O destilada y ['"*C]JAMPA (30 mM) con 25-75 ul de lisado y 1 ul de cada uno de
MgCl, y MnCl, 0,5 M, y se llevé hasta 200 ul con H,O destilada. Se incub6 el ensayo durante 30 minutos a 37°C
y se extinguié con 200 ul de NaOAc (acetato de sodio) 90-100 mM, pH 4,4 en etanol y a continuacién se analizd
inmediatamente por HPLC como se describi6 anteriormente, o se almacené at -20°C. Sélo las muestras de lisado de
GB993 derivadas de cultivos crecidos en presencia de AMPA o medio suplementado con fosfato 0,1 mM demostraron
actividad AMPA aciltransferasa apreciable. Este resultado indica que estaba presente un gen que codifica una enzima
aciltransferasa capaz de N-acilacion de AMPA en GB993 y se regulaba para expresién cuando el crecimiento se
producia en condiciones de bajo fosfato. Por consiguiente, la secuencia codificadora para la actividad enzimdtica
parece ser parte del reguldn pho y puede residir en el operén phn.

Ejemplo 4

Este ejemplo ilustra la identificaciéon de un gen del operén phn de E. coli que codifica una enzima capaz de acilar
AMPA.

El Ejemplo 3 indic6 que la actividad AMPA aciltransferasa observada en los lisados de E. coli puede estar codifi-
cada por un gen en el oper6én phn. El operén phn entero en E. coli B y en E. coli K12 se habia clonado y secuenciado
previamente (Wanner y col., Chen y col.). Se ha mostrado que la secuencia de ADN del operén phn de E. coli K-12 es
idéntica a la secuencia de ADN publicada del operén phn de E. coli B con excepcién de una insercién de ocho pares
de bases en el gen phnE (Wanner y col.). Los clones que contienen diversas cantidades de los genes de operdn phn
de cualquier fondo genético bacteriano estdn disponibles facilmente (Wanner y col., Chen y col., Dr. J. W. Frost en la
Universidad Purdue). Los pldsmidos que contienen diferentes cantidades del ADN del operén phn de JM101 se usaron
para transformar JM 101 (mpu-) para probar un gen phn localizado en un plasmido que, cuando se expresa, confiere a
JM101 la capacidad para utilizar AMPA como una unica fuente de fosfato.

Un plasmido obtenido de J. Frost (Dr. J. W. Frost, Departamento de Quimica, Universidad Purdue, West Lafayette,
Indiana 47907), denominado en el presente documento como pF, contiene un fragmento de EcoRI de 8 kb de E. coli
K-12 que codifica los genes del operén phn phnG hasta phnQ. Un tnico sitio Ncol estd presente en el extremo 5° de la
region que codifica phnG. Se digiri6 el pladsmido pF con EcoRI y Ncol, liberando un fragmento de Ncol-EcoRI de 2 kb
que contiene los genes phnG hasta phnl, y un segundo fragmento de Ncol-EcoRI de una longitud de aproximadamente
6 kb que contiene los genes phnJ hasta phnQ. Cada fragmento se purificé con gel y se unié en un vector de clonacién
y expresion en una orientaciéon que permitird la expresion de los genes del operén de phn presentes dentro de cada
uno de los fragmentos de Ncol-EcoRI de un promotor inducible transportado por el pldsmido. El fragmento de 2 kb se
insert6 en los sitios Ncol-EcoRI dentro del vector pMON7258, un vector de clonacién de seleccién positiva idéntico a
pUC118 con la excepcién del dominio policonector (Viera y col., Methods Enzymol. 153: 3, 1987), siendo denominado
el plasmido resultante p58-1. La orientacién del fragmento de 2 kb en p58-1 permite la expresion de los genes phnG-
phnl a partir del promotor lac dentro del vector. El fragmento de Ncol-EcoRI de 6 kb se insert6 en los sitios de Ncol
y EcoRI en un vector de seleccion positiva similar, pMON7259, produciendo el plasmido denominado pMON17195.
pMONT7259 es idéntico a pUC119 excepto por el dominio policonector, que contiene un sitio de clonacién miiltiple
en orientacion opuesta al que estd dentro de pMON7258, y que también permite la expresion de los genes phnJ-phnQ
a partir de un promotor lac. p58-1 y pMON7259 fueron transformados en la cepa K12 (mpu-) de E. coli IM101, y
se mantuvieron con seleccion de resistencia al antibiético ampicilina. pMON7259 y pF también se transformaron en
JM101 como controles negativo y positivo, respectivamente.
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Se hicieron crecer los cultivos de cada transformante durante la noche en medio de caldo liquido M9 suplementado
con casaminodcidos al 2%, tiamina, y glucosa al 0,2% con agitacién a 37°C, y se diluyeron a continuacién 1:50 en 50
ml de medio fresco precalentado de la misma composicién en un matraz Erlenmeyer de entrada lateral de 250 ml. Los
cultivos se incubaron con agitacién a 37°C hasta alcanzar un densidad celular de aproximadamente 80-100 unidades
Klett segiin se mide en un espectrofotémetro Klett-Summerson a través de un filtro verde nimero 2. La expresion a
partir del promotor lac del pldsmido se indujo por la adicién de 100 microlitros de IPTG 500 mM de manera que la
concentracion final de IPTG era de aproximadamente 1 mM. El periodo de crecimiento de la fase de induccién se
dejé progresar durante dos horas. La Tabla 3 muestra el perfil de densidad celular de cada cultivo de la dilucién 1:50
a través del periodo de induccién de dos horas.

TABLA 3
Perfil de induccion de cultivos de JM101 que llevan diversos pldasmidos phn

Cultivo/Plasmido IPTG lo 4 P

pMON7259 + 13 75 222
p58-1 + 15 70 212
pMON + 15 90 220
pF + 17 97 290
pF - 15 - 260

lp indica la densidad del cultivo celular en el punto temporal de la diluciéon 1:50; |4
indica la densidad del cultivo celular en el momento de adicion de IPTG; e |,
indica la densidad del cultivo celular en el momento de la recogida.

Se recogieron las células en cada cultivo por centrifugacién a 10.000 rpm durante 10 minutos a 4°C en una centrifu-
ga Beckman J2. Se lavé el sedimento celular una vez en disolucién de NaCl 154 mM en agua helada, y a continuacién
se resuspendi6 en 1,5 ml de tampdn de extraccioén (Tris-HCI 50 mM pH 7.5, DTT 1 mM, Tris-HCI 50 mM pH 7,5).
Las suspensiones celulares se rompieron con dos pasajes a través de una Prensa Francesa a 68,96 bares (1000 psi).
Se centrifugé el lisado resultante durante 15 minutos a 14.000 rpm a 4°C en una microcentrifuga EPPENDORF™
modelo 5402 para eliminar los desechos. Se transfirié cada lisado aclarado a un tubo nuevo previamente enfria-
do y se ajust6 el volumen del extracto hasta 2,5 ml con Tris-HCI 50 mM pH 7,5. Se equilibré una columna PD10
con 25 ml de Tris-HCI 50 mM pH 7,5 y a continuacién se aplicé cada muestra a la columna de desalado. Se ajus-
t6 cada muestra eluida hasta 3,5 ml con Tris-HCl 50 mM pH 7,5. Se distribuy6é cada muestra en tubos de ensayo
y se mezcld con los reactivos para ensayar la presencia de actividad AMPA aciltransferasa como se muestra en la
Tabla 4.

TABLA 4

Condiciones de ensayo para lisados bacterianos que expresan los genes phn

Muestra IPTG Volumen Volumen de | 2X Volumen Volumen
del Tris 50 mM de la total*
extracto* * Mezcla de
Ensayo*
PMON7259 + 25 75 100 200
pMON7259 + 100 0 100 200
p58-1 + 25 75 100 200
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TABLA 4 (continuacion)

Muestra IPTG Volumen Volumen de | 2X Volumen Volumen
del Tris 50 mM de la total*
extracto*® * Mezcla de
Ensayo*
p58-1 + 100 0 100 200
pMON17195 + 25 75 100 200
pMON17195 + 100 0 100 200
pF + 25 75 100 200
pF + 100 0 100 200
pF - 25 75 100 200
pF - 100 0 100 200
- nd 0 100 100 200

*todos los volumenes estan en

microlitros.

Composicién de las mezclas de cada muestra, denominadas por el contenido de pldsmido, como se prepararon para

el ensayo de AMPA aciltransferasa.

Se incub6 cada mezcla a 37°C durante 30 minutos, y se extinguié con un volumen igual (200 microlitros) de
NaOAc (acetato de sodio) 90-100 mM, pH 4.4 en etanol y si no se analizé inmediatamente por HPLC como se
describid anteriormente, entonces se almacend durante la noche a -20°C. Las porciones no utilizadas de cada lisado se
almacenaron a 4°C, o se mezclaron con glicerol hasta 10% en volumen, y se almacenaron a -20°C.

Se analiz6 la presencia de [*C]JAMPA y ['*C]AMPA acilado por HPLC en las muestras de cada lisado sometidas
al ensayo de AMPA transacilasa, como se describi6 anteriormente. Los resultados se muestran en la Tabla 5.

TABLA 5

Andlisis de HPLC de conversion de AMPA en Acetil-AMPA en lisado bacteriano

Muestra | Acetil AMPA% | AMPA%
pMON7259 sin datos sin datos
pMON7259 8 92

p58-1 5 95
p58-1 13 87
pMON17195 100 0
pMON17195 100 0
pF 61 39
pF 97 3
pF 52 48
pF 90 10
- - 100

Resultados del analisis de HPLC de cada muestra, indicando la cantidad relativa
de [*CJAMPA o acetil-{"*CJAMPA como un porcentaje de la cantidad total de [**C]

en ambos picos combinados.

Estos datos indicaron que el plasmido que contiene el fragmento de Ncol-EcoRI de 6 kb aislado de pF en
pMON17195 contenia uno o mds genes que, tras la induccién con IPTG del promotor /ac en una cepa mpu- de E.
coli, provocé la produccién de una actividad aciltransferasa capaz de convertir todo el ['*C]AMPA disponible en la
mezcla de ensayo en acetil-['*C]JAMPA. El gen o los genes necesarios para la N-acilacién de AMPA se definieron
ademads por andlisis de delecion de restriccion.
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Se construyeron pldsmidos conteniendo diversos segmentos del operén phn de E. coli B o E. coli K-12 para
delinear més la naturaleza del gen o genes del operdn phn involucrados en conferir la actividad AMPA aciltransferasa
cuando se expresan en una E. coli mpu- JM101. pMON7333 contiene la insercién de ADN de E. coli equivalente de
pMON17195, pero en pUC119, y es un tinico fragmento de Hindlll de la cepa B de E. coli que contiene los genes del
operén phn de tipo salvaje phnG hasta phnQ. pMON15020 se construy6 clonando un fragmento de ADN de E. coli B
de Ncol hasta EcoRI de 5.713 pares de bases de pMON7333 en pMON7259, y contiene los genes phnJ hasta phnQ.
PMON15022 se construy6 insertando un fragmento de EcoRI hasta Sall de 1.686 pares de bases de pMON17195
en el vector de expresion y clonacién de seleccion positiva pBlueScriptSP (Invitrogen), que contiene los genes de E.
coli K-12 phnO, P y Q. pMON15023 se construyé delecionando un fragmento de Sall de 1.820 pares de bases de
pMON17195, dejando detrds de los genes del operdn phn de E. coli K-12 phn] y phnK, el extremo 5’ de phnL, y todo
el phnO, Py Q.

Los plasmidos pMON17195, pMON15020, pMON15022, pMON15023, y pMON7259 se transformaron en la
cepa mpu- de E. coli K-12 JM101 y se mantuvieron por seleccion con el antibidtico ampicilina. Los cultivos crecidos
durante la noche de cada uno de estos transformantes se cultivaron con seleccién de antibiéticos y se diluyeron 1:50
en medio M9 fresco como se describié anteriormente, y se incubaron a 37°C con agitacién en matraces Erlenmeyer
de entrada lateral de 250 ml hasta una densidad celular de aproximadamente 100 unidades Klett. Cada cultivo se
indujo con IPTG como en el ejemplo 3, y se incub6 durante otras dos horas con agitacién. Las células se recogieron
por centrifugacion en una centrifuga Beckman J2 a 4.000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Se lavaron los sedimentos
celulares una vez con 50 ml de NaCI 154 mM, y se almacenaron a -20°C.

Los sedimentos celulares se resuspendieron en 1,5 ml de tampdn de extraccién como en el ejemplo 3 y se rompieron
por medio de dos pasajes a través de una Prensa Francesa a 68,96 bares (1000 psi). Las suspensiones celulares rotas se
centrifugaron en una microcentrifuga Eppendorf modelo 5402 durante 15 minutos a 14.000 rpm y a 4°C. Los lisados
aclarados se decantaron en tubo nuevos previamente enfriados en hielo, y se ajusté el volumen total hasta 2,5 ml con
adicién de tampon de extraccion. Estas muestras se desalaron en una columna PD10 previamente equilibrada con 25
ml de Tris-HC1 50 mM pH 7.5, y se eluyeron con 3,5 ml de Tris-HCI 50 mM pH 7,5. A continuacién se sometieron las
muestras a un ensayo de AMPA acilacién como se describid anteriormente, se incubaron durante 30 minutos a 37°C,
y se extinguié con 200 microlitros de NaOAc 90,9 mM pH 4.,4. Los volimenes de cada muestra usada en el ensayo se
indican en la Tabla 6. Todos los volimenes representan microlitros de cada disolucion usada.

TABLA 6

Condiciones de ensayo para lisados bacterianos que expresan genes phn de pldsmidos

Plasmido Extracto Tris 50 mM 2X Mezcla de Volumen total
Ensayo

- - 100 100 200
pMON 17195 25 75 100 200
pMON 17195 100 - 100 200
pMON 15020 75 75 100 200
pMON 15020 100 - 100 200
pMON 15022 75 75 100 200
pMON 15022 100 - 100 200
pMON 15023 75 75 100 200
pMON 15023 100 - 100 200
pMON 7259 75 75 100 200
pMON 7259 100 - 100 200

Composicion de mezclas de cada muestra, denominadas por el contenido de
plasmido, como se prepararon para el ensayo de AMPA aciltransferasa

Las muestras extinguidas se sometieron al andlisis de HPLC como se describi6 anteriormente. La Tabla 7 ilustra
los resultados del anélisis por HPLC de cada muestra, indicando la cantidad relativa de ['*C] AMPA o acetil-['*C]
AMPA como un porcentaje de la cantidad total de [**C] en ambos picos combinados.
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TABLA 7

Andlisis por HPLC de lisados bacterianos. Conversion de [**CJ]-AMPA en Acetil-["*C]-AMPA

Muestra Volumen del | ["*C]-AMPA % | Acetil-["*C]- % del ["*C]

extracto AMPA % Total

- - 100 - 100
pMON 17195 25 66 34 100
pMON 17195 100 26 74 100
pMON 15020 75 - 100 100
pMON 15020 100 - 100 100
pMON 15022 75 - 100 100
pMON 15022 100 - 100 100
pMON 15023 75 - 100 100
pMON 15023 100 - 100 100
pMON 7259 75 87 13 100
pMON 7259 100 72 28 100

Analisis por HPLC de cada muestra, indicando la cantidad relativa de [*C] AMPA
o acetil-["*CJAMPA como un porcentaje de la cantidad total de ['*C] en ambos
picos combinados.

Los datos en la Tabla 7 indican que la actividad de AMPA acilacién deriva de los marcos de lectura abiertos del
operén phn constituidos por phnO, phnP, y phnQ, que son los tnicos genes phn presentes en pMON15022. Otros
plasmidos que confieren actividad de AMPA acilacién tras la induccién también contenian al menos los genes phnO,
P, y Q, proporcionando fuerte evidencia de que la actividad observada era el resultado de uno o més de estos productos
genéticos. Por consiguiente, se construyeron otros plasmidos basandose en las secuencias de los genes phnO, P, y Q
para determinar qué gen o genes eran necesarios para la funcién de acilacién.

Los genes de acilasa, transacilasa y aciltransferasa bacterianos se han conocido en la bibliografia durante algin
tiempo. La mayoria son proteinas pequefias de 15-25 kdalton. Por consiguiente, basdndose en la comparacién por
tamafio, sélo los productos de los genes phonO y phnQ caerian en esta categoria. Sin embargo, basdndose en com-
paraciones de similitud con otras proteinas en la GENOTECA, SWISSPROT, y en las bases de datos de EMBL, el
producto del gen phnO parecié asemejarse mds a otras proteinas que tienen actividad acilasa. Por ejemplo, la proteina
PhnO de E. coli se alineé bien con una gentamicina acetiltransferasa-3-I descrita en Wohlleben y col. (Mol. Gen.
Genet. 217: 202-208, 1989). pMON15020 que contiene los genes del operén phn de E. coli B phn] hasta phnP en
un tnico fragmento de Ncol-EcoRI de 6,0 kb se digirié con Sall y EcoRI para liberar un fragmento de 2,0 kb que
contiene los genes phnO, Py Q. Este fragmento de 2 kb se escindi6 y se purificé de un gel de TAE Agarosa al 0,7%,
se tratd con T4 ADN polimerasa para escindir los extremos 3’ salientes, a continuacién con Klenow vy trifosfatos
de desoxinucleétidos (dXTP) para proporcionar extremos romos y posteriormente se unié en el sitio de EcoRV de
pBlueScriptSP para producir el pldsmido pMON15024. pMON15024 se digiri6 con Ndel y EcoRI, delecionando un
fragmento de 1200 pares de bases que contenia la mayor parte de las secuencias codificadoras de phnP y todas las
secuencias codificadoras de phnQ. El fragmento restante del plasmido pMON15024 conteniendo aun el gen phnO se
traté con el fragmento Klenow de la ADN polimerasa en presencia de los didesoxinucleétidos segun las instrucciones
del fabricante para rellenar los extremos 3’ expuestos por la digestién con enzima de restriccion, a continuacién se
unieron juntos para producir el plasmido pMON15027. pMON15027 contiene sélo el gen phnO flanqueado en 3’ por
una pequefia porcién de phnP. El fragmento de Ncol-EcoRI de 1200 pares de bases obtenido de p MON15024 se cloné
en pMON2123 para producir pMON15026, que contiene los dos tercios 3’ del gen phnP flanqueado en 3’ por phnQ.
Los plasmidos pMON15024, 15026 y 15027 se introdujeron en JIM101 mpu-, y se analizé la presencia de actividad
AMPA aciltransferasa en los lisados celulares de los transformantes como anteriormente tras el cultivo y la induccioén.
Sé6lo pMON15024 y pMON15027 exhibieron actividad aciltransferasa, indicando que el producto del gen phnO era
responsable de la acilacion de AMPA.

Se produjo un fragmento de ADN que contenia sélo el gen phnO con los sitios de endonucleasas de restriccion
vecinos convenientes para uso en otras manipulaciones de clonacién usando procedimientos de ciclizacion térmica. Se
sintetizaron cebadores de oligonucledtidos sintéticos por medio de reactivos Midland Certified Reagents, Co. (Midland
Texas) basdndose en el gen phnO y la secuencia vecina publicados para amplificar el gen phnO (Chen y col., J.
Biol. Chem. 256: 4461-4471, 1990). La secuencia AAACACCATGGCTGCTTGTG (SEC. ID N°: 5), denominada
AATPCRS, representa un oligonucleétido sintético que es homélogo a la hebra molde del gen phnO. El residuo
de adenosina 5’ de SEC. ID N°: 5 corresponde al par de bases 13.955 de la secuencia publicada del operén phn,
inmediatamente en posicién 5’ del codén de iniciacién ATG de phnO en la posicién 13.962-13.964 (Chen y col.,
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J. Biol. Chem. 256: 4461-4471, 1990). SEC. ID N° 5 incorpora un tnico acoplamiento erréneo de la secuencia
publicada de phnO en la posicion 13.965 representado por una inversién de C por G, que genera un codén de alanina
en lugar de un codén de prolina en la posicién 2 y también crea un unico sitio de restriccion de Ncol que abarca el
codon de iniciacion ATG. La secuencia GTGACGAATTCGAGCTCATTACAGCGCCTTGGTGA (SEC. ID N°: 6),
denominada AATPCR7, representa un oligonucleétido sintético que es homologo a la hebra codificadora del gen. El
residuo de adenosina 3’ de SEC. ID N°: 6 corresponde al par de bases 14.380 del operén de phn publicado (Chen y col.,
J. Biol. Chem. 256: 4461-4471, 1990). La timidina en la posicion niimero diecinueve de SEC. ID N°: 6 corresponde a la
adenosina en la posicién 14.396 de la secuencia publicada de phnO (Chen y col.). Una porcién de SEC. ID N°: 6 solapa
el codon de terminacion de phnO nativo, introduce un segundo codén de terminacion en el marco inmediatamente en
posicion 3’ de y adyacente al codén e terminacién nativo, y también introduce sitios de restriccion tnicos de EcoRI 'y
Sacl en posicién 3’ de estos codones de terminacion.

PMON15024 se us6é como un molde para la amplificacién del gen phnO en una reaccién de amplificacién térmi-
ca convencional. Brevemente, se preparé una muestra de reaccién de 100 microlitros que contenia 0,1 ng del molde
de ADN, tampdn de reaccidn, cada cebador 200 pM, dNTP 200 mM, Taq ADN polimerasa 1,25 U y se recubrid
con aceite mineral. Esta muestra de reaccidn se sometié a treinta y cinco ciclos a 94°C durante un minuto, 50°C
durante dos minutos, y 72°C durante tres minutos dando como resultado la amplificacién de un producto de ADN
de 459 pares de bases segin se determiné por andlisis de cinco microlitros de la muestra de reaccién en un gel de
TAE agarosa al 0,7% tefiido con bromuro de etidio. Se purificé un producto de 444 pares de bases usando proce-
dimientos convencionales a partir de gel de TAE agarosa al 1% tras la digestion de una muestra del producto de
amplificacién de 459 pares de bases con endonucleasas de restricciéon Ncol y EcoRI. El producto de 444 pares de
bases se unié en sitios compatibles en pMON7259 para generar pMON15028. Los lisados celulares preparados co-
mo anteriormente a partir de cultivos de JM101 conteniendo pMON15028 inducidos con IPTG se analizaron para
verificar la presencia de actividad AMPA aciltransferasa y se compararon con cultivos que contenian pMON15027.
Los resultados fueron indistinguibles, confirmando de esta manera que phnO codificaba una enzima capaz de aci-
lar AMPA. Ademads, este resultado indicé que la mutacién P2A en la proteina, que se introdujo en la secuencia
codificadora del gen como resultado de la amplificacién térmica usando el cebador de oligonucleétidos AATPCR6
(SEC. ID N°: 5), no tuvo efecto en la actividad aciltransferasa de la proteina PhnO resultante cuando se expreso
en E. coli.

Ejemplo 5
Este ejemplo ilustra la produccién de anticuerpos policlonales dirigidos al péptido PhnO.

Otros estudios del producto del gen phnO requirieron el uso de anticuerpos dirigidos a la proteina PhnO. Por
consiguiente, se produjo PhnO en exceso en E. coli JM 101 para uso como un inmundgeno en la estimulacion de la
produccion de anticuerpos tras la inyeccidn en una cabra. Se introdujo el gen phnO conteniendo la mutacién P2A en
el plasmido pMON15028 dentro del plasmido pMON17061 en un fragmento de ADN de Ncol hasta EcoRI, produ-
ciendo pMON15032. La expresion de phnO en pMON15032 estd bajo el control del promotor recA de E. coli vecino
a la secuencia de unién de ribosomas 10L del gen del bacteri6fago T7. Las células se cultivaron hasta la fase loga-
ritmica media y se indujeron afladiendo 4cido nalidixico al cultivo hasta aproximadamente 50 partes por millén, de
una disolucién madre de 50 mg de polvo de 4cido nalidixico disuelto en 1 ml de NaOH 0,1 N. Se mantuvo el cultivo
bajo condiciones de induccién durante doce horas a 37°C. Se recogieron las células como se describi6 en el ejemplo
3, y se sonic6 en disolucién salina tamponada de fosfato. Se determiné que aproximadamente el 23% de la proteina
soluble total en los lisados de E. coli inducidos era PhnO y el aproximadamente el 60% de la proteina PhnO total
se habia liberado en la fase soluble como se evalué por medio de SDS-PAGE vy tincién de azul de Coomassie. La
proteina se purificé ademds por medio de SDS-PAGE preparativa proporcionando una cantidad suficiente de PhnO
para uso en la produccién del anticuerpo que se une o que reacciona antigénicamente con PhnO o proteinas relacio-
nadas con AMPA transacilasa. Brevemente, se separ6 la proteina PhnO por tamafio de otras proteinas en un gel SDS-
PAGE al 15%. Se escindi6 una porcion de gel conteniendo la proteina PhnO, se pesd, y se homogeneiz6 usando un
politrén en un volumen de disolucién salina tamponada de fosfato (PBS, pH 7,0) igual a la masa de la porcién de
gel. Se mezclé el homogenado con un volumen igual de medio completo de Freund hasta obtener una mezcla co-
loidal. Se us6 un inéculo de 8 ml de esta mezcla para la primera inyeccidn en una cabra. Dos semanas después de
la inyeccion, se recogieron 50 ml de sangre y se separé el suero de los elementos sélidos de la sangre por centri-
fugacion. Se administré una inyeccién de estimulo de proteina PhnO purificada del gel en una mezcla coloidal de
adyuvante incompleto de Freund al 50% a las cuatro semanas, y a las seis semanas se obtuvo una segunda muestra
de sangre.

El suero de la segunda muestra de sangre se usé para analizar la presencia de suficientes valores de anticuerpos
especificos para la proteina PhnO. Los extractos de células JM101 conteniendo pMON15032 se sometieron a andlisis
de transferencia western. Se determiné que la concentracion de proteina en el extracto era de aproximadamente de 55
mg/ml por el ensayo de Bradford, y se sometié un gel previamente teflido de Coomassie usando este mismo extracto
a una exploracién de densitémetro que indic6 que aproximadamente el 23% de la proteina celular total era PhnO. Se
desalé el extracto en una columna PD10, se eluy6 con Tris 10 mM pH 7,5, y se diluy6 con un volumen igual de tampén
de muestra 2X SDS. Se prepararon diluciones en serie usando tampén de muestra 1X y se cargaron en pocillos de un
gel SDS PAGE al 15%. Se mezclaron otras muestras con un extracto de proteina de hoja de tabaco conteniendo 10
microgramos adicionales de proteina por carril ademds de los extractos de PhnO de E. coli. Los extractos de proteinas
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de hoja de tabaco se usaron para analizar la presencia de anticuerpos con reactividad cruzada a las proteinas de las
plantas. Las proteinas se separaron segin el tamafio por electroforesis a 7,5 mA constantes durante catorce horas a 4°C
y el gel se electrotransfirid a un filtro de nitrocelulosa MSI de 0,45 micrémetros a 0,5 amperes en tampén de transfe-
rencia Tris-Glicina durante una hora. A continuacién se bloqueé la membrana con TBST (Tris, BSA, NaCl, Tween-
20, Short Protocols in Molecular Biology, 3° Ed., Wiley and Sons, Pub.) durante dos horas a temperatura ambiente, se
incubd cuarenta y cinco minutos con una dilucién 1:500 del segundo suero extraido a temperatura ambiente, se lavd
dos veces en TBST, se incubd otros cuarenta y cinco minutos con IgG anti cabra de conejo conjugada con fosfatasa
alcalina (Boehringer Mannheim Biochemicals, Inc.), se lavé tres veces con TBST y una vez con tamp6n de fosfatasa
alcalina, y finalmente se incub6 durante dos minutos y medio con una disolucién de desarrollo de color convencional
conteniendo NBT y BCIP. La reaccién se detuvo lavando la membrana con abundantes cantidades de agua destilada. El
anticuerpo fue capaz de detectar la proteina PhnO en una concentracién tan pequefia como 50 nanogramos de extracto
de E. coli independientemente de la presencia de otras proteinas de plantas en la mitad de las muestras. Ademads, se
detectaron muy pocas bandas de reactividad cruzada en todas las series de muestras, indicando que la muestra de suero
contiene muy poco IgG que reacciona de manera cruzada con proteinas de E. coli o de la planta de tabaco cuando se
prueba usando este procedimiento de transferencia western.

También se utilizé una fuente alternativa para generar un anticuerpo capaz de unirse especificamente o reaccionar
antigénicamente con la proteina PhnO. Se colocé un gen phnO en un vector comercial (Invitrogen) que contenia una
secuencia codificadora de aminoacido de unién a metales (His6) secuencia arriba de y en marco con la secuencia
codificadora de phnO. Esta secuencia de ADN His6-phnO se inserté en el vector de expresion de E. coli pMON6235
en un fragmento de Ncol hasta EcoRlI, bajo el control de un promotor araBAD del operén de arabinosa de E. coli,
produciendo el plasmido pMON32909. La proteina His6 se produjo tras la induccién con arabinosa de las células
W3110 de E. coli que contenian pMON32909, y se purificé sobre una columna de afinidad de metales segtn las
instrucciones del fabricante.

Se inyect6 patrén de proteina His6-PhnO purificado marcado con His en 6 conejos blancos de Nueva Zelanda
usando un procedimiento de inmunizacién similar al utilizado para la cabra, descrito anteriormente. Se mostr6 también
que el antisuero surgido en estos conejos era especifico para unir la proteina PhnO y mostrd reaccién cruzada con otras
proteinas bacterianas de E. coli o de plantas de tabaco.

Ejemplo 6

Este ejemplo ilustra propiedades de una enzima AMPA transacilasa usando aminometilfosfonato y acetil-CoA
como sustratos en un ensayo enzimadtico segtin se mide por medio de andlisis cinético de punto final.

Se determinaron las constantes Km (Km) y Vmax (Vmax) aparentes de la enzima PhnO para los sustratos ami-
nometilfosfonato y acetil-CoA. La determinacién de Km y Vméx de PhnO se realizé por medio de andlisis cinéticos
de punto final, determinando la velocidad de la enzima para consumir cada sustrato en concentraciones variables del
sustrato, y graficando la inversa de la velocidad de la enzima versus la inversa de la concentracién de sustrato pa-
ra producir un grafico de cinética enzimdtica de Lineweaver-Burk. La conversién de ['*C]-AMPA en N-acetil-['*C]-
AMPA se controlé como en el ejemplo 2, usando la enzima en un lisado bruto desalado de E. coli que expresa phnO
de pMON15032, producido como en el ejemplo 4. Se determind la proteina total por ml de extracto por el método
de Bradford que indic6 aproximadamente 22,5 mg/ml. La exploracién densitométrica de los geles de SDS-poliacri-
lamida tefiidos con Coomassie resolviendo la proteina PhnO a partir de estos lisados indicé que PhnO representa
aproximadamente el 23% de la proteina total, por consiguiente se determiné que el extracto celular contenia aproxi-
madamente 5,2 mg de proteina PhnO por ml. En un primer ensayo para determinar la Km y la Vmaéx aparentes de
PhnO para AMPA, las concentraciones de ['“C]-AMPA variaron desde 2 hasta 38 mM. Las reacciones de la enzima
se incubaron a 37°C durante 5 minutos y se extinguieron con 1 volumen de acetato de sodio (NaOAc) 100 mM, pH
4,4, en etanol. Las muestras se analizaron por medio de HPLC para determinar la cantidad de ['*C]-AMPA convertido
en N-acetil-['*C]-AMPA. Las condiciones de ensayo y los resultados para cada serie de reacciones se muestran en
la Tabla 8.
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TABLA 8

Cinética de la enzima PhnO para el sustrato AMPA

Muestra | S’ Recambio %° | Velocidad® 1/S 1V VIS
1 200 39,5 79 1,0 0,0127 79,00
2 400 35,1 140 0,5 0,0071 70,00
3 800 32,9 263 0,25 0,0038 65,75
4 1200 26,8 322 0,166 0,0031 53,67
5 1600 26,2 426 0,125 0,0023 53,25
6 2000 22,1 442 0,100 0,0023 44 20
7 2400 19,2 461 0,083 0,0022 38,42
8 2800 17,6 493 0,071 0,0020 35,21
9 3200 17,3 554 0,063 0,0018 34,63
10 3600 145 522 0,056 0,0019 29,00
11 4000 13,6 544 0,050 0,0018 27,20
12 6000 12,7 762 0,033 0,0013 25,15
13 7600 10 760 0,026 0,0013 19,76

1 — Concentracion del sustrato AMPA en la reaccién en nm (nanomoles).

2 — Recambio % medido por el porcentaje de N-acetil-['*C]-AMPA formado en
relacion con la cantidad de ['“C]-AMPA restante en la muestra.

3 — Velocidad de la enzima en unidades de AMPA (nm) convertidas en N-acetil-
AMPA por minuto por mg de proteina

Un gréfico de Linweaver-Burk de los datos de 1/V vs 1/S de la Tabla 8 indica que la Km aparente de PhnO para
AMPA como un sustrato es de aproximadamente 9 mM, y la Vmax aparente es de aproximadamente 824 U/mg de
proteina.

La Km aparente de PhnO para el sustrato acetil-CoA se determiné en experimentos similares. Tras varios intentos
para obtener cinética de punto final, se determiné que el nimero de recambio era demasiado bajo para ser fiable en
las concentraciones de AMPA de aproximadamente 30 mM y las cantidades de enzima de aproximadamente 1-10
ng. Se intent6 un enfoque alternativo usando acetil-CoA marcado con tritio. La actividad especifica del marcador fue
aproximadamente 40 X mds elevada que con ["*C], proporcionando una ganancia en la sensibilidad que permiti6 la
determinacién de Km aparente de PhnO para Acetil CoA. La actividad especifica de [*H]-acetil-CoA (Amersham,
Inc.) era de 360 mCi/mg o 250 uCi/ml.

La transacilacién mediada por PhnO de [*H]J-acetil-CoA a [*H]-acetil-AMPA se controlé por medio de croma-
tografia HPLC de intercambio aniénico débil, con los tiempos de retencién de acetil-CoA y acetil-AMPA ajustados
para que estos compuestos estuvieran separados por aproximadamente tres minutos. Esto se llevé a cabo ajustando
la concentracién del tampén de KH,PO, (pH 5,5) hasta 40 mM con un caudal de 1 ml por minuto a través de una
columna de intercambio aniénico débil AX100. Se hizo reaccionar cada muestra con PhnO y AMPA 30 mM durante
cinco minutos a 37°C y se extinguié con NaOAc 100 mM pH 4,4 en etanol, a continuacién se analizé por HPLC. El
sustrato [*H]-acetil-CoA vari6 desde 25 micromolar hasta 1,3 mM en cada reaccion junto con aproximadamente PhnO
5 ng, Tris 50 mM pH 7,5, MnCl, 1 mM, MgCl, 1 mM, y AMPA 30 mM. Las muestras se analizaron por HPLC para
determinar las cantidades de N- [*H]-acetil- AMPA producido y [*H]-acetil-CoA restante. Las condiciones del ensayo
y los resultados para estas reacciones se muestran en la Tabla 9.
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TABLA 9

Muestra N° | [Acetil-CoA]' | Velocidad® 1S 1V° V/S®
1 25 34 0,0400 0,0294 1,3600
2 50 66 0,0200 0,0152 1,3200
3 75 94 0,0133 0,0106 1,2533
4 100 125 0,0100 0,0080 1,2500
5 125 150 0,0080 0,0067 1,2000
6 150 173 0,0066 0,0058 1,1533
7 175 193 0,0057 0,0052 1,1029
8 200 219 0,0050 0,0046 1,0950
9 225 240 0,0044 0,0042 1,0667
10 250 259 0,0040 0,0039 1,0360
11 375 339 0,0027 0,0030 0,9040
12 390 287 0,0026 0,0035 0,7359
13 520 331 0,0019 0,0030 0,6365
14 650 352 0,0015 0,0028 0,5415
15 780 372 0,0013 0,0027 0,4769
16 910 397 0,0011 0,0025 0,4363
17 1040 411 0,0009 0,0024 0,3952
18 1170 425 0,0008 0,0024 0,3632
19 1300 434 0,0007 0,0023 0,3338

1 — concentracion del sustrato en unidades micromolares

2 — velocidad de la enzima como se mide por la cantidad de [*H] incorporado en
[PH]-acetil-AMPA por unidad de tiempo

3 — inversa de la concentracién del sustrato
4 — inversa de la velocidad
5 — relacién de velocidad a concentracion del sustrato

Un grafico de Linweaver-Burk de los datos de 1/V vs 1/S de la Tabla 9 indica que la Km aparente de PhnO para
acetil-CoA como un sustrato estd entre 375 y 390 micromolar, y la Vméax aparente es de aproximadamente 824 U/mg
de proteina.

Se determiné un intervalo de pH de actividad aproximado para la enzima PhnO usando la enzima en un lisado bruto
de E. coli que expresa phnO de pMON15032. Se determiné la capacidad de la enzima para producir N-acetil AMPA
a partir de una mezcla conteniendo acetil-CoA y AMPA a través de un intervalo de valores de pH. Las reacciones se
llevaron a cabo en tampén MES/MOPS/Tricina equilibrado hasta un valor de pH desde 4,5 hasta 9,0, con valores de
pH reales que varian desde 5,2 hasta 9,0. Brevemente, se mezclaron 95 microlitros de un tampdn adecuado con 100
microlitros de 2X mezcla de ensayo como se describe en el ejemplo 4, y 5 microlitros de lisado de E. coli desalado
conteniendo aproximadamente proteina PhnO 400 ng/microlitros. Se incubd la reaccién a 37°C durante cinco minutos
y se extinguié con NaOAc 100 mM pH 4,4 en etanol, y se analizé por HPLC como se describe en el ejemplo 4. Los
resultados se muestran en la Tabla 10.
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TABLA 10
Perfil de pH de la enzima PhnO

pH del ‘pHdela | °Recambio | N-Acetil *Velocidad
tampoén | reaccidn de % CoA (nmol/min/microgramo)
Mock (nmol)

50 5,23 3,7 222 22,2
5,5 5,62 3,9 234 23,4
6,0 5,92 4,2 252 25,2
6,5 6,47 13,3 798 79,8
7.0 7.0 27,0 1620 162,0
7.5 7,48 32,0 1920 192,0
8,0 8,05 34,3 2058 205,8
8,5 8,46 33,5 2010 201,0
9,0 9,0 33,9 2034 203 .4

1- indica el valor de pH real tras combinar todos los reactivos para cada valor
dado de pH inicial del tampon

2- determinado como en la Tabla 9 para Km y Vmax

3- determinado como en la Tabla 9 para Vmax

Los resultados indican que la actividad transacilasa de PhnO 6ptima usando AMPA y acetil-CoA como sustratos
estd aproximadamente en pH 8.0. Sin embargo PhnO convierte eficazmente AMPA en N-acetil AMPA usando acetil-
CoA como el donador de acetilo a través de un intervalo de pH desde aproximadamente 6,5 hasta al menos 9,0.

Se llevaron a cabo otros experimentos con proteina PhnO purificada para caracterizar mds el alcance de la prefe-
rencia de sustrato de la enzima para compuestos de Acil-CoA donadores de acilo. Se ha establecido en el presente
documento que al menos un donador de sustrato de acilo o grupo saliente puede ser un compuesto acido de dos car-
bonos tal como el resto acetilo en el compuesto Acetil-CoA. No se sabfa qué variedad de moléculas de acilo que
comprenden diferentes longitudes de cadena de carbono funcionarfa o podria funcionar como grupo saliente del do-
nador de acilo de Acil-CoA al reaccionar con PhnO transacilasa y AMPA como la molécula receptora de acilo. Por
consiguiente, se desarrollé un ensayo de HPLC similar al descrito en el Ejemplo 2 para determinar el alcance de la
capacidad de la enzima para transferir un grupo acilo de un donador de acilo de Acil-CoA a [*C]-AMPA.

Se purificé PhnO de un litro de cultivo en caldo Luria Bertani de E. coli JM101 que expresa un gen phnO recom-
binante de pMON15032 tras la induccién de acido nalidixico durante tres horas a 37°C. Las células se recogieron por
centrifugacion y se resuspendieron en 40 ml de tamp6n Tris frio (Tris-HCI 0,1 M pH 8) y se colocaron en hielo. La
suspension celular se llevé a DTT 1 mM y PMSF 0,5 mM. Se lis6 la suspensién por medio de 2 pasajes a través de
una célula de presion francesa a 75,86 bares (1.100 psi), se centrifugd a 12.000 g (10.000 rpm en un rotor Sorvall
SA600) durante 40 minutos a 4°C, a continuacion se coloco en hielo. Los sobrenadantes aclarados se vertieron en
tubos de polipropileno de 15 ml nuevos. Se separaron las muestras nuevamente en dos partes iguales y se mantuvieron
a -80°C hasta su posterior uso para purificar la proteina PhnO. Se ensay6 la actividad enzimatica en 20 microlitros
de la fraccién soluble usando el procedimiento de HPLC descrito anteriormente en el Ejemplo 2, excepto en que tras
detener el ensayo con la adicién de 4cido, la muestra se almacené a -80°C. Se prepar6 una columna Sephacryl S200
segun las instrucciones del fabricante y se equilibré con una disolucién que contenia Tris 20 mM pH 8,0 y MgCl,
0,5 mM. Se colocé el extracto soluble total completo en la parte superior del lecho de la columna tras descongelar
en hielo. Se recogieron cuarenta fracciones de 9 ml del eluido de la columna y se analizaron treinta microlitros de
cada fraccion por transferencia western usando antisuero anti-PhnO tras la resolucién en un gel SDS-PAGE al 15%.
También se analizaron treinta microlitros de cada fraccién para analizar la actividad AMPA aciltransferasa usando el
procedimiento descrito en el Ejemplo 2. Las muestras que exhibian actividad aciltransferasa y que correspondian a
datos positivos de transferencia western se combinaron. Estas se representaron por medio de las fracciones 7 hasta
19 en este ejemplo, y se combinaron en un volumen de 100 ml, se distribuyeron en 10 tubos cada uno conteniendo
volimenes de 10 ml, y se almacenaron a -80°C para uso posterior.

Se usé cromatografia de intercambio aniénico para determinar el patrén de eluciéon de PhnO fuera de las otras
protefnas contaminantes que eluyen conjuntamente durante el fraccionamiento en Sephacryl S200. Uno de los tubos
de las fracciones positivas de PhnO combinadas se descongeld en hielo y se inyecté en una columna Mono Q 5/5
previamente equilibrada con tampones A (un litro de Tris-HCI 20 mM pH 8,0, agua desionizada destilada Mili-Q) y
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B (un litro de Tris-HC1 20 mM pH 8, NaCl 0,1 M). La muestra que contenia la proteina PhnO activa se inyecté en
la columna y se recogieron fracciones de un mililitro. Se lavé la columna durante 5 minutos con un caudal de 1,8
ml por minuto de Tampdn A tras cargar la muestra que contenia PhnO. A los cinco minutos, se afiadié Tampén B al
volumen de flujo a 0,5 ml por minuto durante cuatro minutos. El Tamp6n B se aument6 hasta el 22% del volumen de
flujo a los 10 minutos, al 30% a los 12 minutos, al 36% a los 13 minutos, al 41% a los 14 minutos, al 46% a los 15
minutos, al 74% a los 16 minutos, y al 100% a los 16 minutos hasta los 22 minutos, momento en el que se detuvo el
flujo de Tampodn B y se reinicié el Tampén A al 100% para equilibrar la columna. Los volimenes de 10 microlitros de
fracciones individuales recogidas de la columna Mono-Q se analizaron por transferencia western y para la actividad
transacilasa como se describe en el Ejemplo 2. Las fracciones que exhibian actividad AMPA aciltransferasa positiva
y que correlacionaban con los datos de transferencia Western se combinaron y se mantuvieron como una muestra de
proteina purificada. Se usaron muestras de esta proteina PhnO purificada para determinar la especificidad de sustrato
del donador de acilo de la enzima.

Las reacciones enzimaticas se prepararon de la siguiente manera. Las reacciones de 100 microlitros estaban consti-
tuidas por Tris-HC1 50 mM pH 8,0, MgCl, 1 mM, 3 microlitros de [“C]-AMPA 1,3 mM (115.392 dpm por microlitro),
Acil-CoA donador de acilo 0,1 mM 6 1 mM, y 2,5 microlitros de muestra de enzima purificada. Se prepar6 una pre-
mezcla de ensayo de las que se usaron 45 microlitros en cada reaccién de 100 microlitros. Esta muestra de premezcla
de 45 microlitos estaba constituida por 40 microlitros de agua destilada y desionizada, 2 microlitros de MgCl, 50
mM, y 3 microlitros de ['*C]-AMPA 1,3 mM (115.392 dpm por microlitro). Las reacciones se iniciaron mezclando
40 microlitros de Tris-HCI 125 mM pH 8,0, 2,5 microlitros de muestra de proteina y 10 microlitros de compuesto
de Acil-CoA donador de acilo en un tubo de microcentrifuga a temperatura ambiente. Cada compuesto de Acil-CoA
donador de acilo se preparé como una disolucién madre de patrones de 1 mM, 5 mM 6 10 mM. A continuacion se
mezcl6 cada tubo con 45 microlitros de la premezcla de ensayo que contenia el sustrato receptor de ['*C]-AMPA, se
mezcl6 suavemente y se transfiri6 a un bafio de agua a 30°C durante 5 minutos. Cada reaccién se detuvo con la adicién
de 4 microlitros de HC1 1 M, se mezclé por medio de vértex, y se colocé en hielo y se almacené a -20°C hasta realizar
el ensayo para evidenciar la presencia de ['*C]-AMPA o compuestos relacionados por HPLC.

El anélisis de HPLC se realiz6 usando un sistema de HPLC de bomba dual Waters 510 con un detector de UV de
longitud de onda méx. 481 y una bomba de centelleo, una columna de HPLC SAX silice Phenomenex PHENOSPHE-
RE 5 micrémetros 80A (250 X 4,6 mm, presion maxima 241,4 bares (3500 psi), Tampdén A constituido por KH,PO,
5 mM, metanol al 4%, ajustado hasta pH 2,0 con H;PO,, y Tampén B constituido por KH,PO 200 mM, metanol al
4,4% ajustado hasta pH 2,0 con H;PO,, y Atomflow HAZARD (Packard) conteniendo 1,2,4 trimetilbenceno al 64%,
dicotilsulfosuccinato de sodio al 7,5%, diaminosulfosuccinato de sodio al 3,5%, y polietilen(4)lauril éter al 6%. Las
condiciones de gradiente de HPLC para cada andlisis de muestra eran similares a las descritas en el Ejemplo 2, con
variaciones menores. L.os caudales se proporcionan en la Tabla 11.

TABLA 11

Condiciones de gradiente de HPLC

Tiempo (min) | Caudal | A% | B% | Caudal’
(ml/min)
0,0 1 100| O 3
2,0 1 100| 0 3
5,0 1 50 | 50 3
15,0 1 0 | 100 3
17,0 1 0 [100 3
17,3 1 100] 0 3
21,0 1 100] 0 3
21,3 0,1 100 0 0

1 — Caudal del liquido de centelleo en mililitro por minuto

Las disoluciones madre de los compuestos de Acil-CoA donadores de acilo se prepararon como se describi6
anteriormente, y éstas se presentan aqui: Na Acetil-CoA, Li n-propionil-CoA, Li glutaril-CoA, Li metilmalonil CoA,
Li crotonoil-CoA, Li isobutiril-CoA, Na succinil-CoA, Li tiglil-CoA, Li n-valeril-CoA, y Li desulfo-CoA. Todos
los compuestos se obtuvieron de Sigma Chemical Company, St. Louis, MO. La actividad por ciento de la enzima
purificada para transferir el resto acilo asociado a CoA a ['*C]-AMPA se determiné midiendo el porcentaje del drea
del pico del cromatograma de HPLC de ["*C]-AMPA convertido en otro compuesto de ['*C], tal como N-acetil-['*C]-
AMPA, estableciéndose la cantidad de N-acetil-['*C]-AMPA producido durante la reaccién en la que [*C]-AMPA y
acetil-CoA 1 mM son sustratos para PhnO como el 100% de referencia. Los resultados se muestran en la Tabla 12.
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TABLA 12

Eficacia de la enzima AMPA transacilasa para el sustrato Acil-CoA donador de acilo

Acil-CoA donador de acilo % de conversién Actividad %
de ["*C]-AMPA
Acetil-CoA 0,1 mM 79,2 79,2
Acetil-CoA 0,5 mM 98,7 98,7
Acetil-CoA 1 mM 100,00 100,00
Propionil-CoA 0,1 mM 78,2 78,2
Propionil-CoA 0,5 mM 97.8 97,8
Propionil-CoA 1 mM 100,00 100,00
Glutaril-CoA 0,1 mM 0,81 0,81
Glutaril-CoA 0,5 mM 0,00 0,00
Glutaril-CoA 1 mM 0,57 0,57
Metilmalonil-CoA 0,1 mM 1,11 1,11
Metilmalonil-CoA 0,5 mM 2,08 2,08
Metiimalonil-CoA 1 mM 2,21 2,21
Crotonoil-CoA 0,1 mM 0,80 0,80
Crotonoil-CoA 0,5 mM 0,00 0,00
Crotonoil-CoA 1 mM 0,00 0,00
Isobutiril-CoA 0,1 mM 2,10 2,10
Isobutiril-CoA 0,5 mM 0,20 0,20
Isobutiril-CoA 1 mM 0,00 0,00
Succinil-CoA 0,1 mM 5,06 5,06
Succinil-CoA 0,5 mM 3,38 3,38
Succinil-CoA 1 mM 1,56 1,56
Tiglil-CoA 0,1 mM 0,00 0,00
Tiglil-CoA 0,5 mM 0,00 0,00
Tiglil-CoA 1 mM 0,99 0,99
Valeril-CoA 0,1 mM 0,24 0,24
Valeril-CoA 0,5 mM 0,00 0,00
Valeril-CoA 1 mM 0,33 0,33
Desulfo-CoA 0,1 mM 0,95 0,95
Desulfo-CoA 0,5 mM 1,25 1,25
Desulfo-CoA 1 mM 0,52 0,52

1 — porcentaje del area del pico del cromatograma de HPLC de [*C]-AMPA convertido en
otro compuesto de ['*C], tal como N-acetil-["*C]-AMPA, estableciéndose la cantidad de N-
acetil-[“CJ-AMPA producido durante la reaccion en la que ["“C]-AMPA y acetil-CoA 1 mM
son sustratos para PhnO como el 100% de referencia.

Estos resultados indican que la enzima PhnO es capaz de utilizar de manera eficaz los compuestos asociagios
a Acil-CoA que tienen un grupo acilo con una longitud de cadena de carbonos de no mas de tres para transacilar
AMPA. Otros compuestos que tienen una longitud de cadena de carbonos mayor que propionil- y que no son amplios
o voluminosos, tales como los compuestos metilmalonil-, isobutiril-, y succinil-CoA son también Acil-CoA donadores
de acilo eficaces, pero con una menor eficacia enzimadtica.
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Ejemplo 7

Este ejemplo ilustra la expresion in vitro y la direccién de una proteina AMPA aciltransferasa en cloroplastos
aislados.

Muchas proteinas localizados en cloroplastos se expresan a partir de genes nucleares como precursores y se dirigen
hacia el cloroplasto por medio de un péptido de transito de cloroplasto (CTP). EI CTP se elimina durante las etapas
implicadas en la importacién de la proteina dirigida en el cloroplasto. Los ejemplos de tales proteinas de cloroplastos
incluyen la subunidad pequefia (SSU) de la ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa (RUBISCO), 5-enol-piruvilshikimato-
3-fosfato (EPSPS), ferredoxina, ferredoxina oxidorreductasa, el complejo proteina I y proteina II de captacién de
luz y la tiorredoxina F. Se ha demostrado in vivo e in vitro que las proteinas que no son del cloroplasto pueden
dirigirse al cloroplasto por medio del uso de fusiones con un CTP y que una secuencia de CTP es suficiente para
dirigir a una proteina al cloroplasto (Della-Cioppa y col., 1987). La enzima 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa
(EPSPS) estd localizada en el cloroplasto y es la diana del glifosato en las plantas. Se ha encontrado que dirigir la
glifosato oxidorreductasa al cloroplasto proporciona tolerancia a las plantas al glifosato, aunque la GOX localizada
al citoplasma también es capaz de proporcionar tal tolerancia. Generalmente, la enzima GOX recombinante se loca-
liza al cloroplasto. El metabolismo del glifosato mediado por GOX produce AMPA, que se ha demostrado que es
fitotéxico. En el presente documento se ha mostrado que PhnO es capaz de realizar N-acilacién de AMPA y que N-
acetil-AMPA no es fitotéxico. Por consiguiente, serd necesario inactivar el AMPA en las plantas. Esto supone que
la AMPA aciltransferasa puede expresarse en las plantas como una enzima activa, y que tales aciltransferasas tienen
la capacidad de ser importadas en el cloroplasto y de retener la actividad enzimaética. En vista de la fitotoxicidad del
AMPA segtin se describe en el Ejemplo 1, se introdujo un gen de AMPA aciltransferasa en vectores de expresion de
plantas para probar la expresién en las plantas. Ademads, también se probd la importacién de aciltransferasa en los
cloroplastos.

Se uni6 una secuencia de ADN que codifica un péptido dirigido al cloroplasto en posicién 5’ y en marco con una
secuencia de ADN que codifica una AMPA aciltransferasa. Se escindié una secuencia de ADN que codifica un péptido
de transito de cloroplasto de la subunidad pequefia de la ribulosa-1-bifosfato carboxilasa de arabidopsis (CTP, SEC.
ID N°: 9) de pMON17058 usando las endonucleasas de restricciéon Bg/Il y Ncol y se insertd en sitios de restriccién
complementarios en pMON15028 para producir pMON15029, de manera que la secuencia codificadora de CTP estaba
unida en posicién 5’ y en marco con la secuencia codificadora de phnO en pMON15028. El gen phnO quimérico
resultante en pMON15029 es capaz de producir una proteina PhnO dirigida al cloroplasto. Se insert6 una casete de
ADN de EcoRI hasta BglII conteniendo la secuencia codificadora de CTP-PhnO, SEC. ID N°: 11, de pMON15029
en sitios de EcoRI y BamHI en pBlueScript KS (-) para producir pMON15036. La secuencia codificadora de CTP-
PhnO en pMON15036 puede expresarse en un sistema de transcripcién/traduccién in vitro a partir de un promotor
del fago T3. Se construy6 un plasmido de expresion transitoria en plantas similar, pPMON15035, pero sin la secuencia
de direccion al cloroplasto. Se escindié un fragmento de ADN de EcoRI hasta Bg/Il conteniendo sélo la secuencia
codificadora de phnO de pMON15028 y se insert6 en sitios de EcoRI y BamHI en pBlueScript KS (+) de manera que
pudiera producirse PhnO a partir de un promotor del fago T7 en un sistema de transcripcién/traduccién in vitro. Se
escindi6 una secuencia de ADN de Ncol hasta EcoRI que codifica PhnO de pMON15028 y se inserté en pMON17061,
produciendo pMON15032. pMON15032 proporciona la expresion de phonO a partir de un promotor recA de E. coli.
Se escindié un fragmento de ADN de Bg/II hasta EcoRI que codifica PhnO de p MON15028 y se inserté en pBlueScript
SK (-) para producir pMON15033. pMON15033 proporciona la expresion de phnO a partir de un promotor lac de E.
coli. Se escindié un fragmento de ADN de Bg/II hasta EcoRI que codifica CTP-PhnO de pMON15029 y se insertd
en sitios compatibles en pBlueScript SK (-), proporcionando la expresién de proteina PhnO dirigida al cloroplasto a
partir de un promotor lac de E. coli de pMON15034.

pMON15032, pMON15033, y pMON15034 se introdujeron en E. coli IM101. Los cultivos se hicieron crecer y se
indujeron como se describi6 anteriormente, excepto en que la expresion a partir de células que contenian pMON15032
se indujo con la adicién de 50 partes por millén de dcido nalidixico en NaOH 0,1 M. Se prepararon lisados aclarados
de cada cultivo y se sometieron a un ensayo de AMPA aciltransferasa como se describi6 anteriormente para determinar
la presencia de actividad AMPA aciltransferasa. Todos los lisados contenian cantidades sustanciales de actividad
aciltransferasa por encima de los niveles de control. De manera mds importante, el péptido CTP-PhnO (SEC. ID
N°: 12) expresado de pMON15034 parecid retener la actividad enzimatica aciltransferasa completa.

pMON15035 (PhnO) y pMON15036 (CTP-PhnO) se usaron in vitro para generar la proteina PhnO marcada con
[*S]-metionina para uso en un ensayo de importacién de cloroplastos. Brevemente, el procedimiento usado para la
transcripcion y traduccion in vitro fue como se describié en Short Protocols In Molecular Biology, Third Edition, Ed.
Ausubel y col., Wiley & Sons Pub., (1995), que se incorpora en el presente documento por referencia. Se digirieron
aproximadamente 20 microgramos de ADN del pldsmido hasta completar con endonucleasa de restriccién HindlIII en
una reaccién de 100 microlitros. Se usaron 20 microlitros del digerido del plasmido, o aproximadamente 4 microgra-
mos del ADN del plasmido linealizado, en una reaccién de transcripcion in vitro para generar ARNm para producir el
producto proteico PhnO o CTP-PhnO en posteriores reacciones de traduccidn. Las reacciones de transcripcion estaban
constituidas por 20 microlitros de ADN del pldsmido linealizado, 20 microlitros de un tampén de transcripcién 5X
(TrisHC1 200 mM pH 8,0, MgCl, 40 mM, espermidina 10 mM y NaCl 250 mM), 20 microlitros de mezcla de trifosfato
de ribonucledsidos 5X (ATP, CTP, UTP cada uno 5 mM, trifosfato de diguanosina (G-5"ppp5’-G)TP 5 mM, GTP 5
mM), 10 microlitros de ditiotreitol (DTT) 0,1 M, 10 microlitros de RNasin™ (una mezcla inhibidora de ribonucleasa
pancredtica de Promega), 4 microlitros de ARN polimerasa (T7 6 T3, New England Biolabs, Inc.), y agua destilada,
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desionizada hasta 100 microlitros. Cada reaccién se incubd a 37°C durante una hora. Se analizaron 4,5 microlitros de
cada reaccion en un gel de agarosa formaldehido al 1,4% para asegurar que cada reaccién producia el molde de ARN
adecuado para la siguiente etapa de traduccion.

Se usaron 20 microlitros de las reacciones de transcripcion para producir las protefnas PhnO marcadas con [**S]-
metionina para uso en un ensayo e importacion de cloroplasto. Brevemente, se mezclé6 ARN con 6 microlitros de una
mezcla acuosa de aminodcidos sin metionina, 15 microlitros de [*3S]-metionina (1400 Ci/mmol, Amersham), y 200
microlitros de lisado de reticulocitos de conejo. Estas reacciones se incubaron a 37°C durante dos horas y se colocaron
en hielo seco para almacenamiento. Se analiz6 una muestra de 10 microlitros de cada reaccién en un gel SDS-PAGE
al 15%. Los geles se secaron al vacio y se colocaron directamente en el lado de la emulsién de la pelicula KODAK ™
X-O-MAT ™ para autorradiografia. Los resultados indicaron que cada plasmido produjo los péptidos respectivos de
masa molecular prevista para PhnO (pMON15035) y CTP-PhnO (pMON15036) en cantidad suficiente para probar la
captacion en los cloroplastos en un ensayo de importacion.

Los cloroplastos intactos se aislaron de una lechuga Romana desvenada segtin Edelman y col., Procedimientos in
Cloroplasto Molecular Biology, Elsevier Biomedical Press, Capitulo 86, 1982. Se preparé un litro de patrén de tampén
de pulverizacién (tampén GR) (NaEDTA 2 mM, MgCl, 1 mM, MnCl, 1 mM, Hepes-KOH 50 mM pH 7,5, y sorbitol
0,33 mM). Inmediatamente antes de usar, se ailadieron 890 mg de dcido ascérbico a 900 ml de disolucién madre de
tampon GR. Se mezcl6 una lechuga Romana, rota, desvenada con 900 ml de tampén GR y se macer6é mezclando en
una licuadora Waring tres veces durante tres segundos cada vez a alta velocidad. La suspension se filtr6 a través de
cuatro capas de Miracloth, y el filtrado se centrifugé a 5.000 rpm durante 10 minutos a 4°C en un rotor SORVALL™
GS-3. Se decant? el sobrenadante y se resuspendié el sedimento con una varilla de vidrio en 4 mililitros de tampdén
GR. Los cloroplastos se aislaron por centrifugacion a través de un gradiente de Percoll. Se preparé Percoll al 80%
mezclando 16 ml de PBF-Percoll con 4 ml de Tamp6n 5X (EDTA 10 mM, MgCl, 5 mM, MnCl, 5 mM, Hepes-KOH
250 mM, 30 g de sorbitol, 490 ml de ascorbato de sodio, 85,5 mg de glutatién, hasta 100 ml con H,0Odd). Se preparé
una disolucién de Percoll al 40% combinando 8 ml de PBF-Percoll con 4 ml de Tampén 5X y 8 ml de H,Odd. Se
prepar6 un gradiente de Percoll en un tubo Corex de 30 ml colocando 10 ml de Percoll al 40% sobre 10 ml de Percoll al
80%. Los cloroplastos se aislaron colocando los cloroplastos resuspendidos en el gradiente de percoll, centrifugando a
9.500 rpm durante diez minutos en una centrifuga con rotor basculante SS-34 SORVALL™ a 4°C durante diez minutos
con el freno activado. Los cloroplastos rotos permanecen en la capa superior y se retiraron con pipeta. Los cloroplastos
intactos estaban localizados en la interfase del gradiente de Percoll al 40/80% y se retiraron a un tubo COREX™ de
30 ml nuevo. Los cloroplastos aislados se lavaron dos veces con tampén GR y se centrifugaron para recogida tras cada
lavado en un rotor SS-34 a 6.000 rpm durante diez minutos a 4°C con el freno desactivado. Los cloroplastos aislados,
lavados se resuspendieron en 1 ml de Hepes-KOH 50 mM estéril pH 7,7, sorbitol 330 mM agitando suavemente
con una varilla de vidrio, y se determiné la concentracién de clorofila de la suspensién. Se afiadieron 5 ml de una
disolucién de acetona al 80% a 20 microlitros de la suspension de cloroplastos y se agité suavemente por medio
de vortex. La mezcla resultante se filtré a través de un papel de filtro Whatman™ N° 1 en un tubo de cultivo. Se
determind la absorbancia del filtrado a 645nm y 663 nm frente a un blanco de acetona al 80%. La concentracion de
clorofila en microgramos por ml se determiné segtn la ecuacion N° 1 como [clorofila pug/ml] = [Ags + [Assz * (8,02)].
La masa de la clorofila en ug se calcula tomando la cantidad de clorofila medida en ug/ml y multiplicando por el
volumen en que se han resuspendido los cloroplastos (ecuacién N° 2), que en este ejemplo es 5 ml. Por consiguiente,
la concentracion de clorofila en ug/ul en la muestra medida es equivalente al valor determinado en la ecuacién N° 2
dividido por el volumen de la muestra medida, que en este ejemplo es 20 ul. En este ejemplo, se determiné que Agys
era 0,496, y se determiné que A4; era de 1,0814. Por consiguiente, la concentracion de clorofila en la muestra medida
era de 4,67 ug/ul. La concentracion de clorofila en la suspension de cloroplastos se ajustd hasta 4,0 pg/ul con Hepes-
KOH pH 7,7, disolucién de sorbitol 330 mM y la suspensién de cloroplastos resultante se almacené en hielo seco en
la oscuridad.

Un tipico experimento de captacidn de 300 microlitros contenia ATP 5 mM, metionina no marcada 8,3 mM, sorbi-
tol 322 mM, Hepes-KOH 58,3 mM (pH 8,0), 50 microlitros de productos de la traduccion del lisado de reticulocitos,
y cloroplastos intactos (aproximadamente 200 microgramos de clorofila). Las mezclas de captacién se agitaron suave-
mente a temperatura ambiente en tubos de vidrio de 10 X 75 mm, directamente frente a un equipo iluminacién de fibra
optica a intensidad maxima de luz usando una bombilla de 150 vatios. Se retiraron dos muestras de 70 microlitros de
cada mezcla de captacion a los 0, 5, 10 y 15 minutos. Se centrifugd una muestra sobre 100 microlitros de gradientes
de aceite de silicona en tubos de polietileno de 150 microlitros por centrifugacién a 11.000 X g durante 30 segundos, e
inmediatamente se congeld en hielo seco. Bajo estas condiciones, los cloroplastos intactos forman un sedimento bajo
la fase de aceite de silicona y el medio de incubacién que contiene el lisado de reticulocitos permanece flotando en la
superficie de la interfase. La otra muestra se tratd con proteasa (un décimo del volumen o 7 microlitros de mezcla de
proteasas tripsina y quimiotripsina en concentracién de 0,25 mg/ml cada una) durante treinta minutos en hielo, a con-
tinuacién se sometio a la separacion en aceite de silicona y se congel6 en hielo seco. Posteriormente se resuspendieron
los sedimentos de cloroplastos en 50-100 microlitros de un tampén de lisis (Hepes-KOH 10 mM pH 7,5, PMSF 1 mM,
benzamidina 1 mM, 4cido e-amino-n-caproico S mM s, y aprotinina 30 microgramos por ml) y se centrifugé a 15.000
X g durante 20 minutos para sedimentar las membranas tilacoides. Se mezcl6 el sobrenadante aclarado (proteinas del
estroma) de esta centrifugacidn, y una alicuota del medio de incubacién del lisado de reticulocitos de cada experimento
de captacion, con un volumen igual de tampdén de muestra 2X SDS-PAGE y se analizé en un gel SDS-PAGE al 15%,
se secd, y se expuso a la pelicula como se describi6 anteriormente. Los cloroplastos expuestos a CTP-PhnO marcada
con [*S]-metionina contenian la proteina marcada con [**S] de un tamafio coherente con la forma de PhnO procesada
con CTP prevista, mientas que los cloroplastos expuestos a PhnO marcada con metionina estaban desprovistos de
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la proteina marcada. La proteina marcada importada en los cloroplastos también era resistente a las proteasas. Estos
resultados indicaron que PhnO podia dirigirse a los cloroplastos cuando estaba fusionada a una secuencia de péptido
dirigido a plastidios.

Ejemplo 8
Este ejemplo ilustra la identificacidn y caracterizacion de plantas transformadas con una AMPA aciltransferasa.

Una amplia diversidad de especies de plantas ha sido transformada de manera exitosa usando una serie de pro-
cedimientos de transformacién de plantas bien conocidos en la técnica. En particular, la transformacién de plantas
mediada por Agrobacterium tumefaciens es el procedimiento de preferencia actualmente en uso, sin embargo, los pro-
cedimientos balisticos que aumentan la administraciéon de ADN desnudo directamente a las células de las plantas a
través del bombardeo de microproyectiles son también muy eficaces para producir plantas transformadas de manera
recombinante. Ademads, los procedimientos que implican el uso de liposomas, electroporacién, compuestos quimi-
cos que aumentan la captacién de ADN libre, y la transformacién usando virus o polen son alternativas que pueden
usarse para insertar construcciones de ADN de esta invencion en células de plantas. Las plantas que pueden trans-
formarse por medio de la practica de la presente invencién incluyen pero no se limitan a, maiz, trigo, algodén, arroz,
soja, remolacha, canola, lino, cebada, colza oleaginosa, girasol, patata, tabaco, tomate, alfalfa, lechuga, manzana, la-
mo, pino, eucalipto, acacia, dlamo, liquidambar, pino radiata, pino taeda, picea, teca, alfalfa, tréboles y otros cultivos
de forrajes, céspedes, palma de aceite, cafia de azicar, platano, café, té, cacao, manzanas, nueces, almendras, uvas,
cacahuetes, semillas de legumbres, petunia, caléndulas, vinca, begonias, geranios, pensamiento, impatiens, avenas,
sorgo, y mijo. Las moléculas de ADN para uso en la presente invencién pueden ser genes nativos o que se presentan
naturalmente o genes quiméricos construidos a partir de secuencias de polinucleétidos ttiles incluidos promotores,
potenciadores, lideres traducidos o no traducidos, secuencias que codifican péptidos sefial, secuencias que codifican
péptidos de transito, genes estructurales, fusiones de genes estructurales, terminadores, intrones, repeticiones inverti-
das o repeticiones indirectas, conectores y secuencias de poliadenilacién. Las secuencia de ADN contempladas en esta
invencion incluyen secuencias de polinucle6tidos de hebra tinica o doble, secuencias lineales, y secuencias circulares
de polinucleétidos cerradas de manera covalente, plasmidos, bicmidos, c6smidos, cromosomas artificiales bacteria-
nos (BAC), cromosomas artificiales de levaduras (YAC), y viral secuencias de ADN y ARN virales. En consideracién
con la transformacién de plantas mediada con Agrobacterium, los vectores de transformacién de plantas adecuados
incluyen los derivados de un pldsmido Ti de Agrobacterium tumefaciens, asi como los desvelados, por ejemplo por
Herrera-Estrella (1983), Bevan (1984), Klee (1985) y la publicacién EPO 120.516 (Schilperoort y col.). Ademads de los
vectores de transformacion de plantas derivados de los pldsmidos Ti o de induccidn de raices (Ri) de Agrobacterium,
pueden usarse procedimientos alternativos como se describié anteriormente para insertar las construcciones de ADN
de esta invencion en células de plantas.

Los plasmidos usados para la transformacién de plantas se construyeron generalmente a partir de vectores que se
habian descrito en otros documentos, en particular en la Patente de EEUU N° 5.463.175 (Barry y col., 1995), que se
incorpora en el presente documento por referencia. Los pldsmidos se construyeron y mantuvieron en E. coli usando
resistencia a la aminoglicésido adeniltransferasa 7n7 (gen aad, denominado comiinmente resistencia a la estreptomici-
na/espectinomicina o Spc/Str), que es también un determinante para la selecciéon y mantenimiento en Agrobacterium.
También se usaron otros marcadores seleccionables y de mantenimiento de pldsmidos bien conocidos en la técnica
para uso en E. coli, constituidos esencialmente por genes de neomicina fosfotransferasa, gentamicina acetiltransferasa,
y beta lactamasa solos o presentes en combinacién en un tnico replicén o vector. Los pldsmidos contienen general-
mente oriV, un origen de replicacion derivado del plasmido de RK2 de gran variedad de huéspedes, y de las secuencias
ori322 y bom (origen de replicacién para mantenimiento en E. coli, y base de la movilidad para la transferencia de
conjugacion respectivamente) derivadas del plasmido pBR322.

Se inserté un gen phnO que codifica una AMPA aciltransferasa en casetes de expresion en vectores de transfor-
macion de plantas. Estas casetes contienen por lo general los siguientes elementos en orden de secuencia 5 a 3’:
una secuencia que comprende un promotor funcional de planta, una secuencia que codifica un péptido de transito de
cloroplasto o plastidio, un sitio o sitios de clonacién contenidos dentro de un policonector, y una regién 3’ no tradu-
cida funcional de planta. Las casetes de expresion se construyen frecuentemente para contener sitios de restriccién
unicos vecinos al dominio de la casete de manera que la casete completa pueda escindirse de un plasmido y colocarse
en otros vectores de pldsmidos construidos de manera similar. Resultan de preferencia los sitios de restricciéon que
comprenden secuencias de reconocimiento de ocho pares de bases y la mayoria de las casetes en la presente inven-
cién estdn flanqueadas al menos en un extremo por un sitio de reconocimiento de la endonucleasa de restriccion Notl.
Los promotores de preferencia son el promotor del Virus del Mosaico de Figwort, P-FMV (Gowda y col., 1989),
el promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor CaMV 35S (Odell y col., 1985), o el promotor 35S de CaMV
potenciado (Patente de EEUU N° 5.196.525; Kay y col., 1987). En la bibliografia se ha descrito una serie de otros
promotores que son activos en células de plantas. Tales promotores pueden obtenerse de plantas o virus de plantas e
incluyen, pero no se limitan a los promotores de la nopalina sintasa (NOS) y de la octopina sintasa (OCS) que son
transportados en pldsmidos inductores de tumores que se encuentran generalmente dentro de cepas virulentas y no
virulentas de Agrobacterium tumefaciens, el promotor 19S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV), el promotor
del virus amarillo de comalina, el promotor del virus baciliforme de ADN de la cafia de azicar, el promotor del virus
del moteado clorético del cacahuete, el promotor de actina del arroz, y el promotor inducible por la luz de la subunidad
pequeiia de la ribulosa 1,5-bisfosfato carboxilasa (ssRUBISCO). Estos promotores pueden usarse para crear diversos

44



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 325 874 T3

tipos de construcciones de ADN ttiles para la expresion genética en plantas (véase por ejemplo Barry y col. Patente de
EEUU N° 5.463.175). Los promotores particularmente deseables que estdn contemplados por su naturaleza constituti-
va son los promotores 35S del Virus del Mosaico de la Coliflor (CaMV35S) y 35S del Virus del Mosaico de Figwort
(FMV35S) que se ha demostrado previamente que producen altos niveles de expresién en la mayoria de los érganos de
las plantas. Otros promotores que podrian dirigir la expresion especifica o dirigida a tejidos estdn también contempla-
dos, por ejemplo en tejido tales como hojas, meristema, flor, fruto y érganos de caracter reproductor. Ademas, también
estan contemplados los promotores quiméricos. También se usaron secuencias de poliadenilacién y de terminacién 3’
no traducidas del gen de la nopalina sintasa (NOS 3”) y del gen E9 de la ribulosa bisfosfato carboxilasa sintasa del
guisante (E9 3°).

Las casetes de expresion constituidas por un gen estructural de AMPA aciltransferasa insertado secuencia abajo de
un promotor y entre una secuencia que codifica un péptido dirigido al cloroplasto y una secuencia 3’ no traducida esta-
ban generalmente presentes en un vector de transformacion de plantas. Las casetes de expresion estaban generalmente
flanqueadas en cada extremo de la casete por una regién de borde derecho del ADN-T de tipo nopalina en un extremo y
una regién de borde izquierdo en el otro extremo, ambas regiones de borde derivadas de pTiT37 (Fraley y col., 1985).
Algunos vectores de transformacién de plantas contenian solo la regién de borde derecho, necesaria para la iniciacién
de la transferencia de ADN-T de Agrobacterium a la célula huésped. La mayoria de los vectores de transformacién
de plantas también contenfan un gen de GOX (glifosato oxidorreductasa), como se describié anteriormente, y en la
Patente de EEUU N° 5.463.175. Cuando se inserté en el genoma de la planta, la enzima GOX expresada a partir de
estos vectores estaba dirigida generalmente al cloroplasto.

Los vectores de transformacion de plantas se movilizaron dentro de la cepa A208 de ABI Agrobacterium llevando
el plasmido Ti desarmado pTiC58 (pMP90RK) (Koncz and Schell, 1986). El plasmido Ti no lleva los genes del ADN-
T de fitohormona que inducen la formacién de tumor de cuello. La unién del vector de la planta en la cepa ABI se
realizé por el sistema de conjugacién triparental usando el plasmido ayudante pRK2013 (Ditta y col., 1980). Como
alternativa, el plasmido de transformacion de planta puede introducirse en la cepa ABI por electroporaciéon como esta
descrito por Mattanovich y col. (Efficient transformation of Agrobacterium spp. by electroporation., Nucleic Acids
Res. (1989), 17(16), 6747). Cuando se incuba el tejido de la planta con el conjugado ABI::vector de la planta, el
vector recombinante se transfiere a las células de la planta por las funciones vir codificadas por el pldsmido pTiC58
desarmado. De manera ideal, el vector recombinante se abre en la regién del borde derecho del ADN-T, y el ADN
entre las secuencias del borde derecho e izquierdo se transfiere de manera direccional y se inserta en el genoma de
la planta huésped, aunque puede no transferirse ni insertarse la secuencia completa del vector de transformacion de
planta recombinante. El plasmido pTiC58 Ti no se transfiere a las células de la planta sino que permanece en el donador
Agrobacterium.

Pueden regenerarse plantas recombinantes a partir de células de plantas o tejidos de plantas que se han trans-
formado con un gen estructural de AMPA aciltransferasa funcional. La eleccién del procedimiento para la etapa de
regeneracion no es critica, estando disponibles protocolos adecuados para huéspedes de Leguminosae (alfalfa, soja,
trébol, etc.), Umbelliferae (zanahoria, apio, chirivia), Cruciferae (repollo, rdbano, canola, etc.), Cucurbitaceae (melo-
nes y pepino), Gramineae (trigo, arroz, maiz, etc.), Solanaceae (patata, tabaco, tomate, pimientos), y diversos cultivos
florares. Véase por ejemplo, Ammirato, 1984; Shimamoto, 1989; Fromm, 1990; y Vasil, 1990). Las plantas recombi-
nantes que han sido transformadas con AMPA aciltransferasa pueden también seleccionarse en medio que contiene
AMPA. Un experto en la técnica puede determinar facilmente la concentracién inhibidora adecuada de AMPA para
cualquier huésped particular analizando la toxicidad del AMPA como se describe en el ejemplo 1. Como alternativa,
cuando se transforma la AMPA aciltransferasa en plantas previamente transformadas con GOX y seleccionadas para
crecer en glifosato, puede usarse tanto AMPA como glifosato como el compuesto de seleccidn para seleccionar los
sucesos de transformacién que expresan niveles suficientes de la enzima AMPA aciltransferasa. El glifosato debe apli-
carse en niveles que de otra manera serian inhibidores para una planta recombinante que expresa GOX y seleccionada
para crecer en glifosato, por el nivel aumentado de AMPA que podria producirse como resultado de la degradacién del
glifosato mediada por GOX. En las plantas que expresan la enzima GOX recombinante se ha mostrado que la exposi-
cion a niveles crecientes de glifosato induce el amarilleo o clorosis de las hojas, caracteristicas de crecimiento atrofiado
e infertilidad. La AMPA aciltransferasa expresada de manera coordinada o en combinacién con la expresion de GOX
pueden solucionar estos efectos perjudiciales. También es posible usar AMPA como un marcador seleccionable de
transformacién de plantas como una alternativa a la seleccién con glifosato.

Tabaco

Se transformaron plantas de tabaco con un gen phnQO. Un procedimiento de transformacién de discos de hoja
de tabaco utilizé tejido sano de una hoja de aproximadamente un mes de edad. Tras una esterilizacién de superficie
de 15-20 minutos con CLOROX™ al 10% mds un tensioactivo, se aclararon las hojas tres veces en agua estéril. Se
perforaron los discos de las hojas con una perforadora de papel estéril, y se colocaron al revés en medio MS 104 (sales
MS 4,3 g/1, sacarosa 30 g/, vitaminas BS 500X 2 ml/l, NAA 0,1 mg/l, y BA 1,0 mg/I), y se precultivaron durante un
dia. A continuacién se inocularon los discos con un cultivo nocturno diluido 1:5 de Agrobacterium ABI desarmada
conteniendo el vector del tema (la densidad del cultivo final fue de aproximadamente DO 0,6 segin se determina a
550 nm). La inoculacién se realiz6 colocando los discos en tubos de centrifuga estériles junto con el cultivo. Tras
treinta a sesenta segundos, se dreno el liquido y se transfirieron los discos entre papel de filtro estéril. A continuacién
se colocaron los discos al revés en un disco de filtro en placas de cultivo MS 104 y se incubaron durante 2-3 dias.
Tras este periodo de cocultivo, se transfirieron los discos, aun al revés, a placas de seleccién que contenian medio
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MS 104. Tras 2-3 semanas, se formaron callos, y los grupos individuales se separaron de los discos de hojas. Los
brotes se cortaron limpiamente del callo cuando eran suficientemente grandes para distinguirlos de tallos. Los brotes
se colocaron en medio de enraizado libre de hormonas (MSO: sales MS 4,3 g/, sacarosa 30 g/l, y vitaminas B5
500X 2 ml/l) con seleccién. Las raices se formaron en 1-2 semanas. Cualquiera de los ensayos de callos de hojas se
realiza de preferencia en brotes enraizados mientras estan estériles. Los brotes enraizados se colocaron en la tierra y
se mantuvieron en un medio de alta humedad (es decir: recipientes o bolsas de plastico). Los brotes se endurecieron
exponiéndolos gradualmente a condiciones de humedad ambiental.

Se seleccionaron tres sucesos de transformacién de tabaco, denominados lineas 33476, 36779 y 37235 para otro
andlisis. pMON17226 (Barry y col., Patente de EEUU N° 5.463.175, 1995) se us6 para producir la linea 33476 de
la planta que contiene una construccion del gen FMV-CTP-GOX. Las lineas 36779 y 37235 se produjeron usando
pPMON17261, que es un pldsmido derivado de pMON17226 que contiene la casete Notl que contiene la secuencia del
gen FMV-CTP-PhnO (SEC. ID N°: 11) ademéas de FMV-CTP-GOX. La casete Norl se construy6 de la siguiente ma-
nera. Se escindi6 la secuencia que codifica CTP, representada por SEC. ID N°: 9, de pMON17058 como un fragmento
de BglII hasta Ncol y se inserté en pMON15028, formando una secuencia representada por SEC. ID N°: 11 en la que
la secuencia que codifica CTP estaba secuencia arriba y en marco con la secuencia codificadora de PhnO representada
dentro de SEC. ID N°: 7. La construccién resultante se denominé pMON15029. Se escindi6 la secuencia codificadora
de CTP-PhnO de pMON15029 en un fragmento de Bg/II hasta Sacl y se combiné con fragmentos de pMON17063
para producir pMON15038. pMON17063 se desmont6 usando digestién de restriccion para proporcionar las partes
necesarias para la construccién de pMON15038. pMON17063 se digirié con Sacl y Hindlll para producir una estruc-
tura de vector en la que se inserté un fragmento promotor y la secuencia CTP-PhnO. pMON17063 también se digirié
en una reaccion separada con HindlIl y BgllIl para producir un fragmento que contiene una secuencia del promotor
FMV. El fragmento del promotor y el fragmento de CTP-PhnO se unieron juntos en una reaccién junto con el frag-
mento de estructura del vector para producir pMON15038, que contiene una casete Notl que lleva una secuencia que
codifica un péptido PhnO dirigido al cloroplasto expresado de un promotor de FMV y flanqueado secuencia abajo por
una secuencia de poliadenilacién y de terminacién de la transcripcién NOS 3’ E9. Esta secuencia Nofl se escindid
de pMON15038 y se insert6 en un sitio tnico de Notl en pMON17241 para producir pMON17261, que contiene una
secuencia codificadora de GOX dirigida al cloroplasto expresada de un promotor de FMV flanqueada secuencia abajo
por una secuencia E9 3’, junto con una secuencia codificadora de CTP-PhnO y la casete de expresion. Se espera que
los sucesos de transformacién derivados de este vector no solo sean resistentes al glifosato, sino que proporcionen
también resistencia a la fitotoxicidad del AMPA. Se analizé la presencia de genes que codifican glifosato oxidorreduc-
tasa y AMPA aciltransferasa por PCR, la presencia enzimas GOX y PhnO por transferencia western y la presencia de
metabolitos producidos como un resultado de la degradacién de ["*C]-glifosato por HPLC en las lineas 36779 y 37235
derivadas de pMON17261.

La linea 33476, obtenida como un suceso de transformacién derivado de pMON17226, se seleccioné como un
control de “solo GOX”. Las lineas 36779 y 37235 demostraron diferentes fenotipos tras la exposicion al glifosato y se
seleccionaron como sucesos resistentes al glifosato surgidos tras la transformacién con pMON17261. La linea 37235
se blanqued o se amarilled tras la exposicion al glifosato, mostrando un fenotipo similar a la linea 33476 de solo GOX.
Sin embargo, la linea 36779 no exhibié tal efecto de blanqueado. Se extrajo ADN del tejido de la hoja para cada uno
de estos sucesos como para la hoja de tabaco Samsun de tipo salvaje, y se sometié a PCR para determinar la presencia
o ausencia del gen phnO transformante.

El ADN genémico aislado de las lineas de tabaco transformadas se usé como el ADN molde ADN en una reaccién
de PCR y los productos de reaccién se compararon con el tabaco Samsun de tipo salvaje. Las reacciones de PCR
estaban constituidas por un volumen total de 50 microlitros conteniendo tampén de amplificacién 10X, MgCl, 1,5
mM, mezcla de desoxinucledtidos con cada uno a una concentracién 1 mM, ADN gendémico 50-100 ng, cebadores,
cada uno a una concentracion final de 16,8 pM, y 1,5 unidades de ADN polimerasa AmpliTaq (Cetus/Perkin Elmer).
Los cebadores (sintetizados segtin lo especificado por GENOSYS) estaban constituidos por las secuencias segin se
exponen en SEC. ID N° 21 y SEC. ID N°: 22. SEC. ID N°: 21 es una secuencia de 20 pares de bases capaz de cebar
la sintesis de la secuencia del gen phnO de P2A (SEC. ID N° 7) e hibrida con los primeros veinte nucleétidos de
la secuencia codificadora en ese gen. SEC. ID N°: 22 es también una secuencia de 20 pares de bases, pero es capaz
de cebar la sintesis de un gen de phnO de la secuencia codificadora terminal en la regién codificadora estructural
e hibrida con los veinte nucleétidos terminales de la secuencia que codifica PhnO. Las condiciones de amplificacién
estaban constituidas por tres ciclos de 97°C durante un minuto, 60°C durante dos minutos, y 72°C durante dos minutos,
seguidos por 37 ciclos de 94°C durante un minuto, 60 durante dos minutos, y 72°C durante dos minutos, seguidos
generalmente por un remojo a 4°C. Se analizaron muestras de 10 microlitros generalmente por electroforesis en gel
de TAE agarosa al 1% para resolver las bandas relevantes de los cebadores residuales. Tras la tincién con bromuro de
etidio de los geles del producto, apareci6 un producto de amplificacién del gen phnO de aproximadamente 432 pares
de bases segin se evalda por la posicién de migracion frente a los marcadores lambda de peso molecular digeridos
con Hindlll s6lo en los extractos de la linea 33779, indicando la presencia del gen phnO en esa linea.

Se obtuvieron semillas de los sucesos de transformacién Ro tras el autocruzamiento en condiciones de cdmara de
crecimiento. Se curaron las semillas Ro y se plantaron para generar la progenie R1. Las hojas fuente de la progenie
R1 en el estadio de cinco hojas se expusieron a ['“C]-glifosato salpicando una muestra de 2 microlitros en cada vena
(50 microlitros de sal de Na+ de ['*C]-glifosato, 517.000 dpm/microgramo, 0,42 microgramo/microlitro mezclados
con 10 microlitros de glicerol). Cada hoja recibié varias manchas segin el nimero de venas en la hoja. Tres dias
mas tarde se aplicaron otras 15 manchas de 2 microlitros a cada hoja. Dos semanas mas tarde, se aplicaron cinco
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manchas de 2 microlitros a cada una de dos hojas en cada planta. Estas eran hojas nuevas y no eran las hojas viejas a
las que se les habia aplicado glifosato inicialmente. Cinco dias después de la tltima aplicacién, se tomaron muestras
de 300 miligramos de tejido de dos hojas inferiores en cada planta. Las muestras de cada planta se homogeneizaron
en volimenes de 1 ml de agua desionizada separados, se centrifugaron a 9.000 rpm en una microcentrifuga y los
volimenes acuosos se recogieron y se almacenaron en hielo. Los extractos se analizaron por HPLC para evidenciar
la presencia de metabolitos marcados con ['*C] como en el Ejemplo 2. El extracto obtenido de la linea 33476 (GOX)
contenia sélo ['*C]-AMPA. El extracto obtenido de la linea 37235 contenia ['*C]-glifosato no metabolizado asi como
una cantidad medible pero traza de ['*C]-AMPA. En extracto obtenido de la linea 36779 sélo se observé N-acetil-['*C]-
AMPA. Estos resultados son coherentes con los datos de PCR que indicaron que la linea 36779 contenia al menos una
copia del gen phnO. Ademds, la falta de efecto de blanqueado en la linea 36779 tras la exposicién al glifosato es
coherente con la presencia de enzimas GOX y PhnO funcionales y la ausencia de ['*C]-AMPA detectable.

Algodon

Se transformé un gen phnO recombinante en la variedad de algodén Coker 312 (Gossypium hirsutum L.). Las lineas
de algodén tolerantes al glifosato se produjeron por transformacién de plantas mediadas por Agrobacterium usando
vectores de pldsmidos binarios de doble borde que contenian (1) gox, un gen de la cepa LBAA de Achromobacter
sp. que codifica una enzima que metaboliza el glifosato, la glifosato oxidorreductasa (GOX), (2) el gen gox y un gen
phnO de E. coli que codifica PhnO, o (3) la construccion del gen doble goxIphnO junto con un gen de la cepa CP4
de Agrobacterium que codifica la 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS). Todos los vectores son capaces
de replicar tanto en huéspedes de Agrobacterium tumefaciens como de E. coli, y contienen un gen de aminoglicésido
adeniltransferasa (aad) que confiere resistencia a los aminoglicésidos tales como la espectinomicina o la estreptomicina
y proporcionan un procedimiento para el mantenimiento de plasmidos.

pPMON17241 contiene un gen recombinante constituido por un promotor 35 S FMV unido en posicién 5’ a la
secuencia del gen de la subunidad pequefia de la ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa (SSU1A) de Arabidopsis thaliana
que codifica un péptido dirigido a plastidios o cloroplastos (Timko y col., 1988) que estd unido de manera traduccional
a una secuencia codificadora del gen gox, que estd unida en posicién 3’ a una regién 3’ no traducida, denominada E9,
de un gen de la ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa del guisante.

PMON17213 es un vector de transformacion de plantas de doble gen que contiene casetes de expresién que com-
prenden (1) un promotor 35S FMV unido a una secuencia que codifica un péptido dirigido a cloroplastos de EPSPS
Arabidopsis thaliana unida en marco a una secuencia codificadora de EPSPS de la cepa CP4, que estd unida en po-
sicién 3’ a una regién 3’ no traducida E9; y (2) un promotor 35S FMV unido a una secuencia del gen SSUIA que
codifica un péptido dirigido a plastidio unido en marco a una secuencia codificadora de GOX, que estd unida en
posicion 3’ a una secuencia de terminacién NOS 3°.

PMON17261, descrito anteriormente, un vector de transformacion de plantas de doble gen que contiene casetes
de expresion que comprenden (1) un promotor 35S FMV unido a una secuencia que codifica un péptido dirigido a
cloroplastos SSU1A unida en marco a una secuencia codificadora de GOX, que estd flanqueada secuencia abajo por
la regién 3’ no traducida E9; y (2) un promotor 35S FMV unido a una secuencia que codifica un péptido dirigido al
cloroplasto SSU1A (SEC. ID N°: 9) unida en marco a una secuencia codificadora de PhnO (SEC. ID N°: 7) que esta
unida en posicioén 3’ a una secuencia NOS 3’.

pMONI10151 un vector de transformacién de plantas de doble gen que contiene casetes de expresion que compren-
den (1) un promotor 35S FMV unido a una secuencia que codifica un péptido dirigido a cloroplastos SSULA (SEC.
ID N°: 9) unida en marco a una secuencia codificadora de PhnO (SEC. ID N°: 7), que estd flanqueada secuencia abajo
por una secuencia NOS 3’; y (2) un promotor 35S potenciado unido a una secuencia que codifica un péptido dirigido
al cloroplasto SSU1A unida en marco a una secuencia codificadora de GOX que estd flanqueada secuencia abajo por
una secuencia NOS 3’.

PMON10149 es un vector de transformacién de plantas de triple gen que contiene casetes de expresion que com-
prenden (1) un promotor 35S FMV y una secuencia lider 5’ no traducida HSP70 de petunia unida a una secuencia
que codifica un péptido dirigido a cloroplastos SSUIA unida en marco a una secuencia codificadora de EPSPS, que
estd flanqueada secuencia abajo por la secuencia de poliadenilacion y terminacién E9 3°; (2) un promotor 35S FMV
unido a una secuencia que codifica un péptido dirigido al cloroplasto SSU1A (SEC. ID N°: 9) unida en marco a una
secuencia codificadora de PhnO (SEC. ID N°: 7), que estd flanqueada secuencia abajo por una secuencia NOS 3’;
y (3) un promotor 35S de CaMV potenciado unido a una secuencia que codifica un péptido dirigido al cloroplasto
SSU1A unida en marco a una secuencia codificadora de GOX que estd flanqueada secuencia abajo por una secuencia
de poliadenilacién de nopalina sintasa 3’ (NOS 3°).

Los vectores de plasmidos se montaron en cepas K12 de E. coli y se unieron en una cepa ABI de Agrobacterium
desarmada. Se usaron cepas de Agrobacterium resistentes a aminoglicdsidos para transformar secciones de hipocétilos
derivados de Coker 312 con modificaciones como estd descrito por Umbeck y col. (1987) y Umbeck (Patente de EEUU
N°5.159.135 (1992), incorporada en el presente documento por referencia), excepto en que las plantas se regeneraron
con las modificaciones descritas por Trolinder y Goodin (1987). La seleccidn por resistencia al glifosato produjo varias
lineas de callo de algodén, que posteriormente se determind por PCR del ADN gendmico que contenian los genes
respectivos que codifican EPSPS, GOX o PhnO transferidos de Agrobacterium. Ademads, se determiné por andlisis de

47



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 325 874 T3

transferencia Western que estas mismas lineas de callos expresaban los genes deseados. Tras la regeneracién de las
plantas, se recogieron las plantas de algodén completas que contenian las secuencias codificadoras indicadas.

Se determiné que las plantas transformadas con una casete de resistencia al glifosato de doble gen que comprendia
genes que codifican EPSPS y GOX previamente identificadas eran resistentes al glifosato cuando se aplicaba a 3,36
kg/ha (48 onzas por acre) a lo largo de un estadio de 6-7 hojas, sin embargo se observé un blanqueado importante de
las hojas. Se presume que este efecto fitotdxico se debid a la formacién de AMPA como un resultado de la degradacion
de glifosato mediada por GOX. Para probar esto, se pulveriz6 AMPA en tres tasas diferentes sobre plantas Coker 312
de tipo salvaje. Se observoé clorosis de las hojas y crecimiento atrofiado en las plantas a los 4 dias posteriores a la
aplicacion del glifosato a 44,80 kg/ha (640 onzas por acre) y a los ocho dias posteriores a la aplicacién de 4,48 kg/ha
(64 onzas por acre). Estos resultados sugirieron que el efecto fitotéxico observado en las lineas de plantas de algodén
transformadas con EPSPS/GOX era el resultado de la produccién de AMPA mediada por GOX en las plantas, y que el
efecto fitotoxico podia obviarse por medio de la expresiéon de una AMPA aciltransferasa junto con GOX. Para probar
esto, se trataron plantas de algodén que expresaban GOX o GOX mas EPSPS solas o en combinacién con la expresion
de PhnO con ["*C]-glifosato, y se controlé el metabolismo del glifosato marcado con el isétopo en el tejido de las
hojas siete dias después de la aplicacién.

La linea 4416 de algodén Coker 312 recombinante resistente al glifosato se seleccioné como una linea de algodén
resistente al glifosato tras la transformacién con pMON10149, un vector de transformacién de plantas de doble borde
mediada por Agrobacterium tumefaciens de triple gen que contiene EPSPS, GOX, y PhnO dirigidas al cloroplasto,
cada una expresada independientemente a partir de promotores 35S separados. De las semillas R2 surgieron varias
plantas 4416 R3. Se trat6 una hoja de cada plantula en el estadio de tres o cuatro con la mezcla de herbicida comercial
ROUNDUP ULTRA™ (Lote N° GLP9701-7428-F) que se habia fortificado con ['*C]-glifosato (Cédigo N° C-2251).
Se mostré que el ROUNDUP ULTRA™ era 30,25% 4cido de glifosato en peso y el ['*C]-glifosato tenfa una pureza
radioquimica de 97,3% y una actividad especifica de 36,36 mCi/mmol. La disolucién de tratamiento estaba constituida
por aproximadamente 38 ul conteniendo 1,60 x 10° dpm con una actividad especifica de ["*C]-glifosato de 1,713 x
10° dpm/ug de 4cido de glifosato. Tres o siete dias tras la aplicacion tépica se aclararon las hojas tratadas con agua, se
congelaron en nitrégeno liquido, se fracturaron con una espdtula y a continuacién se trituraron en una trituradora de
tejidos TEKMAR™ en 10 ml de agua. Se ajust6 el pH de los extractos de hojas hasta 3,5-4,0 con HCI 1 N y se analiz6
la presencia de metabolitos marcados con ['*C] en aproximadamente 4-8000 dpm por HPLC con recogida y deteccién
del en vial de centelleo liquido (HPLC/LSC) como se describe en el ejemplo 2. El nuevo crecimiento, incluidos el
meristema y las hojas nuevas que surgieron tras la aplicacion topica también se extrajeron y analizaron para evidenciar
metabolitos marcados con ['*C]. Los resultados se muestran en la Tabla 13.

TABLA 13

Metabolismo del [**C]-glifosato en algodon resistente al glifosato

% de metabolito marcado con % de metabolito marcado con
['“C] en extracto de hojas ['“C] en extracto de crecimientos
Linea tratadas con glifosato...* nuevos...”
4416 Glifosato | AMPA N-Acetil- | Glifosato | AMPA N-Acetil-
planta N° AMPA AMPA
MDO3 55,2 2,5 37,4 nd** nd 93,4
MDO04 94,6 2,1 1,7 97,9 nd nd
A01 48,6 2,1 447 0,9 0,2 95,8
AQ2 67,3 2,0 29,1 0,7 0,2 96,5
A03 48,8 2,0 43,4 1,2 nd 94,0
AD4 19,4 1,6 73,9 1,5 nd 94,0
A05 59,9 2,2 31,1 2,2 0,2 95,2
AQB 38,2 nd 60,9 1,5 0,2 93,5
AQ7 64,1 nd 26,8 1,4 0,5 93,9
A08 90,9 2,0 1,9 91,2 2,5 1,9

* ['*C]-Glifosato, ["*C]-AMPA, y N-acetil-{'“C]-AMPA como un porcentaje del

isotopo ['*C] total observado por HPLC/LSC en cada muestra.
** nd indica que el metabolito no se detecté por HPLC/LSC
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El andlisis de las hojas tratadas con glifosato aclaradas con agua indicé la presencia de niveles significativos de N-
acetil-["*C]-AMPA en ocho de las diez plantas probadas. Estos niveles representaron el 27-74% del is6topo extraido de
las hojas tratadas. La actividad restante fue casi completamente ['*C]-glifosato. Muy poco isétopo ['*C] estaba presente
como ['*C]-AMPA. Las dos plantas restantes tenfan una capacidad muy limitada para metabolizar el glifosato como
lo indican los altos niveles de ['*C]-glifosato restantes sobre o en las hojas. Una de estas plantas también mostré signo
de atrofia siete dias después del tratamiento, indicando fitotoxicidad por glifosato.

El andlisis del crecimiento nuevo en las diez plantas probadas mostré que la forma predominante de metabolito
marcado con ['*C] presente era N-acetil-['*C]-AMPA en mds del 90% del radiois6topo total en las muestras. En
contraste, mds del 90% del is6topo en las dos plantas restantes estaba en la forma de ["*C]-glifosato, coherente con el
andlisis del extracto de la hoja de tratamiento para estas dos plantas.

También se estudié el metabolismo del ['*C]-glifosato en lineas de algodén recombinante 4268 (GOX/PhnO) y
3753 (EPSPS/GOX). Las plantas en este estudio se trataron como se indicé anteriormente para la linea de algodén
4416, aplicando pequenias gotas de ROUNDUP ULTRA fortificado con ["*C]-glifosato a una tinica hoja en cada planta
en el estadio de tres a cuatro hojas. Las hojas tratadas se recogieron y se aclararon con agua, a continuacion se trituraron
y extrajeron, y los extractos se analizaron por HPLC como se describié anteriormente para evidenciar la presencia de
["*C]-glifosato, ["*C]-AMPA, y N-acetil-['*C]-AMPA. También se extrajeron y analizaron crecimientos nuevos, in-
cluidos el meristema y hojas nuevas que surgieron después de la aplicacién. Los resultados se muestran en la Tabla 14.

TABLA 14

Metabolismo del [**C]-glifosato en algodon resistente al glifosato

*% de metabolito marcado con ['*C] | *% de metabolito marcado con
en extracto de hojas tratadas con | ["*C] en extracto de crecimientos
glifosato... nUevos...
Planta | Glifosato AMPA N-Acetil- | Glifosato | AMPA | N-Acetil-
AMPA AMPA
Plantas GOX/PhnO
BO1 76,7 3,0 14,0 3.4 1,0 89,9
B02 63,9 4,8 25,0 1.1 1.5 91,5
B0O3 54 4 3,2 36,4 0,8 nd 947
B04 58,3 57 28,9 1,1 1.2 91,0
Plantas EPSPS/GOX
co1 59,8 26,6 nd 3,72 85,7 nd
Co2 92,7 2,1 0,8 92,8 0,8 nd
C03 81,2 10,7 nd 13,5 72,0 1.8
co4 86,2 6,4 1,0 13,9 76,2 nd

* ["*C]-Glifosato, ["*CJ-AMPA, y N-acetil-["*C]-AMPA como un porcentaje del

isotopo ['“C] total observado por HPLC/LSC en cada muestra.
** nd indica que el metabolito no se detect6 por HPLC/LSC

Niveles significativos de N-acetil-['*C]-AMPA estaban presentes en las hojas tratadas de las cuatro plantas de la
linea 4268 plantas (GOX/PhnO; B01-B04). En contraste, el N-acetil-['*C]-AMPA no era detectable en los extractos
obtenidos de las plantas de la linea 3753 (EPSPS/GOX; C0O1-C04). Tres de estas plantas contenian niveles significa-
tivos de ["*C]-AMPA en los extractos de hojas tratadas, variando desde 6 hasta 27%. Una planta de la linea 3753 fue
deficiente en la conversién de ['*C]-glifosato en N-acetil-['*C]-AMPA, y esta planta también pareci estar atrofiada.

90-95% del is6topo ['*C] en los extractos de crecimiento nuevo de las plantas de la linea 4268 se determiné que es-
taba en la forma de N-acetil-['*C]-AMPA. Sin embargo, se determind que el 72-86% del is6topo ['*C] en los extractos
de crecimiento nuevo de tres de las plantas de la linea 3753 era ['“C]-AMPA, representando el ['*C]-glifosato el resto
de is6topo en estos tejidos. Se determiné que el 93% del is6topo obtenido de la planta nimero C02 de la linea 3753 era
['*C]-glifosato, coherente con la falta de metabolismo del glifosato en la hoja de aplicacion asi como con la atrofia ob-
servada. Ademads, las regiones de crecimiento de todas las plantas de la linea 3753 estaban descoloridas o amarillas tras
el tratamiento, pero mejoraron con el tiempo. En la recogida, las hojas de nuevo crecimiento se volvieron moteadas.

Estos resultados son coherentes con la presencia de productos activos de genes gox y phnO en las plantas indicadas.
Las proteinas GOX y PhnO estan metabolizando el glifosato a AMPA y N-acetil- AMPA en la manera prevista, y los
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extractos de las plantas de la linea 4268 proporcionan un patrén metabdlico similar al observado con los extractos de las
plantas de la linea 4416 como se evalda por HPLC y por la observacion fenotipica. En ambas lineas, el producto ['*C]
predominante en los extractos de tejido de nuevo crecimiento tras la aplicacién del ['*C]-glifosato es N-acetil-['*C]-
AMPA. La fitotoxicidad observada por la decoloracién de las hojas de las plantas en la linea 3753 tras la aplicacién
del glifosato estd asociada con la falta de una actividad AMPA N-aciltransferasa. En contraste, la presencia de una
actividad AMPA N-aciltransferasa en ambas lineas de plantas, 4416 y 4268, dio como resultado una falta de los efectos
fitotoxicos observados en las plantas de la linea 3753.

Canola

Las plantas de canola se transformaron con los vectores pMON17138 y pMON17261 y se obtuvieron un nimero
de lineas de plantas de la canola transformada que exhibieron tolerancia al glifosato. Las plantas se transformaron
seglin el procedimiento descrito en Barry y col. (Patente de EEUU N° 5.633.435). Brevemente, se cultivaron plantas
de Brassica napus variedad Westar en condiciones controladas de cimara de cultivo como se describen. Se extrajeron
cuatro internodos terminales de las plantas justo antes de la floracién o de las plantas en el proceso de floracién
pero antes de florecer y se esterilizaron en superficie en etanol al 70% v/v durante un minuto, a continuacién en
hipoclorito de sodio al 2% p/v durante veinte minutos, a continuacion se aclararon tres veces con agua destilada,
desionizada y estéril. Los tallos con hojas unidas podian refrigerarse en bolsas de pldstico hiimedas durante hasta
tres dias previo a la esterilizacién. Se cortaron seis a siete segmentos de tallos en discos de 5 mm con un Redco
Vegetable Slicer 200 manteniendo la orientacion del extremo basal. Se inocularon los discos de tallos (explantes) con
1 mililitro de cepa A208 de Agrobacterium tumefaciens ABI que contenia un plasmido de transformacién de plantas
recombinante preparado como se describié anteriormente. Los explantes se colocaron del lado basal hacia abajo en
placas de petri que contenian sales MS convencionales 0,1 X, vitaminas B5, sacarosa al 3%, agar al 0,8%, pH 5,7, BA
(6-benciladenina) 1 mg/l. Se afiadi6 a las placas 1,5 ml de medio que contenia sales MS convencionales, vitaminas
BS5, sacarosa al 3%, pH 5,7, 4cido p-clorofenoxiacético 4 mg/l, cinetina 0,005 mg/l y se cubrieron con papel de
filtro estéril.

Tras un cocultivo de 2,3 dias, se transfirieron los explantes a placas de petri profundas (siete explantes por placa)
que contenian sales MS, vitaminas B5, sacarosa al 3%, agar al 0,8%, pH 5,7, BA 1 mg/l, carbenicilina 500 mg/1, cefota-
xima 50 mg/l, kanamicina 200 mg/l o gentamicina 175 mg/l para seleccidn, y se transfirieron tras tres semanas a medio
fresco, cinco explantes por placa. Los explantes se cultivaron en una sala de cultivo a 25°C con luz continua (Blanca
Fria). Tras otras tres semanas, se escindieron los brotes de los explantes, y se iniciaron los ensayos de regeneracion de
callos de hojas para confirmar la modificacién de los brotes R,. Se colocaron tres pequefias porciones de tejido de hoja
en el medio de regeneracion de callos que contenia sales MS, vitaminas B5, sacarosa al 3%, agar al 0,8%, pH 5,7, BA
5 mg/l, 4cido naftalenacético (NAA) 0,5 mg/l, carbenicilina 500 mg/l, cefotaxima 50 mg/l, kanamicina o gentamicina
200 mg/1 o glifosato 0,5 mM. Los ensayos de hojas se incubaron en una sala de cultivo bajo las mismas condiciones
que el cultivo de explantes. Tras otras tres semanas, los ensayos de regeneracion de callos de hojas se puntuaron para
tolerancia al herbicida (callo o tejido de hoja verde) o sensibilidad (blanqueado).

Se sumergi6 cada tallo de brote en ROOTONE en el momento de la escisidn, se colocaron en un recipiente de 5,1
cm (dos pulgadas) que contenfa Metro-MIX 350, y se mantuvieron en un ambiente hiimedo cerrado en una cimara de
cultivo a 24°C, con periodos de luz de 16/8 horas, 400 uE por metro cuadrado por segundo (lIdmparas de alta intensidad
“HID”) durante un periodo de endurecimiento de aproximadamente tres semanas.

El pldsmido pMON17138 es un vector de borde tnico de transformacién de plantas mediada por Agrobacterium
mantenido en la bacteria por seleccién en estreptomicina o espectinomicina. pMON17138 contiene un tnico borde
derecho Ti vecino al extremo 3’ de los elementos genéticos que se desea transferir en el genoma de la planta. Este
vector contiene dos casetes de expresion funcionales de plantas. Una casete estd comprendida por un promotor 35S
de caulimovirus que dirige la expresion de un gen de neomicina fosfotransferasa (npfIl), flanqueado secuencia abajo
por una secuencia de poliadenilacion y determinacion de la transcripcién de la nopalina sintasa 3° (NOS 3’). La otra
casete estd comprendida por un promotor del Virus del Mosaico de Figwort (descrito en Rogers, Patente de EEUU N°
5.678.319) secuencia arriba de una secuencia de poliadenilacion y de terminacién de la transcripcion de la subunidad
pequeiia de la ribulosa bisfosfato carboxilasa del guisante. Una secuencia codificadora de glifosato oxidoreductasa
(GOX) dirigida al cloroplasto se inserta entre el promotor y la secuencia 3’ del guisante.

El plasmido pMON17261 es un vector de doble borde de transformacién de plantas mediada por Agrobacterium
similar al pMON17138. Una casete que codifica la GOX dirigida al cloroplasto idéntica a la de pMON17138 esta
presente secuencia abajo de un borde derecho de Ti, y secuencia arriba de otra casete expresion funcional de planta
que comprende un promotor del Virus del Mosaico de Figwort (P-FMV) unido a una secuencia NOS 3’. Una secuencia
que codifica la PhnO dirigida al cloroplasto se inserta entre las segundas secuencias de P-FMV y NOS 3’.

Las plantas R, derivadas de los sucesos de transformacién usando pMON17261 y pMON17138 se evaluaron
usando una prueba de pulverizacion de glifosato descrita en Barry y col. (Patente de EEUU N° 5.633.435).

Maiz

También se ha introducido un gen de AMPA aciltransferasa en células del maiz de la linea Black Mexican Sweet
con expresion del gen y resistencia al glifosato detectada en el callo. Se transformé el tejido del callo segtin un proce-
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dimiento descrito en Barry y col. (Patente de EEUU N° 5.463.175). Se usaron diversos plasmidos para introducir genes
de resistencia al glifosato que codifican GOX y EPSPS en combinacién con un gen de AMPA aciltransferasa en las cé-
lulas de maiz. Estos pldsmidos diferian uno del otro con respecto a los promotores usados, a las secuencias de péptidos
dirigidos a cloroplastos o plastidios usadas, a las secuencias lider no traducidas usadas, a la presencia o ausencia de un
intrén, y al tipo de terminador 3’ usado, sin embargo todos los pladsmidos contenian un gen de AMPA aciltransferasa
obtenido sintéticamente que codifica la PhnO que contiene la mutaciéon P2A. El gen sintético se construy6 a partir de
tres secuencias de polinucleétidos mds pequefas sintetizadas para Monsanto y caracterizadas por la presencia de la
secuencia codificadora de ADN y la traduccion de la secuencia de aminoacidos deseados por Stratagene, Inc., La Jolla,
CA. El gen que no se presenta en la naturaleza se mont6 a partir de tres secuencias mas pequefias que comprenden
las SEC. ID N°: 16, SEC. ID N°: 17, y SEC. ID N°: 18, en el que el gen completamente montado estd representado
por SEC. ID N°: 19, y estd presente en cada uno de los pldsmidos usados para la transformacién de callos del maiz.
La secuencia codificadora del gen que no se presenta en la naturaleza se establecié basdndose en el procedimiento
descrito en Fishhoff y col. en la Patente de EEUU N° 5.500.365 en el que se usaron codones de monocotiledéneas
de preferencia en lugar de los preferidos por E. coli. El gen completamente montado codifica una proteina PhnO de
longitud total idéntica a la secuencia de la proteina nativa con la excepcion de la mutacién P2A introducida por PCR
usando SEC. ID N° 5 y SEC. ID N°: 6 para generar los sitios de reconocimiento de endonucleasas de restriccién
adecuados en los extremos vecinos de la secuencia codificadora. Los pldsmidos que se usaron en la generacidon de
los datos de callos de maiz se muestran en la Tabla 15 junto con las diferencias con respecto a elementos genéticos
vecinos a la secuencia codificadora de 1la AMPA aciltransferasa.

TABLA 15

Pldsmidos de transformacion de callos del maiz y elementos genéticos relevantes

Plasmido

Elementos genéticos relevantes™

pMON32926
pMON32931
pMON32932
pMON32936

pMON32938

pMON32946
pMON32947

pMON32948
pMON32950
pMON32570

pMON32571
pMON32572

pPMON32573

[Pe35S /1-Zm.Hsp70 / CTP / phnO / T-At.Nos] — GOX — EPSPS
[Pe35S/ 1-Zm.Hsp70 / phnO / T-At.Nos] — GOX — EPSPS
[Pe35S/1-Zm.Hsp70 / CTP / phnO / T-At.Nos] — GOX — EPSPS

[P-Os.Act1 / 1-Os.Actt / CTP / phnO / T-At.Nos] — GOX —
EPSPS
[P-Os.Act1 / 1-Os.Act1 / CTP / phnO / T-At.Nos] — GOX —
EPSPS
[Pe35S /L-Ta.Cab/CTP /phnO/T-Ta.Hsp70] — GOX — EPSPS

[Pe35S / L-Ta.Hsp70 / CTP / phnO / T-Ta.Hsp70] —» GOX —
EPSPS
EPSPS — [Pe35S /1-Zm.Hsp70 / CTP / phnO / T-At.Nos] -GOX

EPSPS — [Pe35S / 1-Zm.Hsp70 / CTP / phnO / T-At.Nos] -GOX

EPSPS — [Pe35S / L-Ta.Cab / I-Os.Act1 / CTP / phnO /T-
Ta.Hsp70] — GOX

EPSPS —[Pe35S / L-Ta.Cab / I-Os.Act1 / CTP / phnO /T-
Ta.Hsp70] — GOX

EPSPS [Pe35S / L-Zm.Hsp70 / 1-Os.Act 1/ CTP / phnO / T-
Ta.Hsp70] -GOX

EPSPS [Pe35S / L-Ta.Cab / I-Os.Act1 / CTP / phnO / T-Ta.Hsp70]
—GOX

* Elementos genéticos contenidos dentro de las casetes de expresién de PhnO
segun se indican en cada plasmido. Los elementos se muestran en el orden en
que aparecen en el plasmido, junto con la presencia de otros genes que codifican

resistencia a herbicidas, si estan presentes, vecinos a la casete de expresion de

PhnO.

— indica la direccion de transcripcion de cada gen o genes vecinos a la casete de
expresion de PhnO. En el texto se describe los elementos individuales.
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Los promotores que se utilizaron incluyeron el promotor €35S de CaMV y el promotor de actina del arroz (P-
Os.Actl). Los intrones que se utilizaron incluyeron los obtenidos de genes de plantas tales como Hsp70 del arroz (I-
Zm.Hsp70) y actina del arroz (I-Os.Actl). Las secuencias lider no traducidas que se utilizaron incluyeron la proteina
de unidn a la clorofila a/b del trigo (L-Ta.Cab) y Hsp70 del maiz (L-Zm.Hsp70). Las secuencias de poliadenilacién
y terminacién que se utilizaron incluyeron NOS 3’ de Agrobacterium tumefaciens (T-At.Nos) y Hsp70 del trigo (T-
Ta.Hsp70). En todas las casetes de expresion de PhnO se utiliz6 la misma secuencia de direccién al cloroplasto,
representada por SEC. ID N°: 9.

Se utiliz6 un ensayo del metabolismo del ['*C]-glifosato usado para determinar si los tejidos de callos de maiz
transformados contenian formas funcionantes de estas enzimas. El ensayo se desarroll6 para analizar grandes cantida-
des de muestras de callos de maiz. El callo se obtuvo de los grupos de transformacién de maiz Monsanto Company
y Dekalb Seed Company. Las muestras de callo de Monsanto, denominadas individualmente como lineas de callo
“19nn-nn-nn” en la Tabla 16, se produjeron a partir de embriones de maiz HI II X B73. Las muestras de callos se
bombardearon con ADN de plasmido del vector de transformacién de planta recombinante circular completo cerrado
de manera covalente o con fragmentos de ADN lineal aislados de tales plasmidos 25-50 dfas tras el aislamiento de los
embriones. Las lineas transformadas se identificaron 8-14 semanas después del bombardeo. Estas lineas se subculti-
varon en medio fresco cada 2 semanas y tenfan 5-7 meses de edad cuando se usaron en el ensayo de metabolismo.
Las lineas de callos Dekalb OO, OR, OW, OX, y QY se obtuvieron a partir de embriones HI II x AW. Todas la deno-
minaciones de las lineas corresponden al pldsmido recombinante o al fragmento lineal usado para la transformacién
balistica del tejido de callo como se indica en la leyenda para la Tabla 16.

Se obtuvieron 4,5 mCi de N-fosfono-['*C]-metilglicina (['*C]-glifosato) del grupo Monsanto Radiosynthesis en
una disolucién acuosa 1,5 mM, que tiene una radiactividad especifica de 39,4 mCi/mM (5,2 X 10° dpm/microgramo).
La muestra se identificé con el nimero de cédigo C-2182.2. Se prepard una disolucién madre esterilizada por filtracién
a través de un Acrodisk de 0,2 micrémetros (Gelman N° 4192) combinando 2,5 ml de [*C]-glifosato (3,3 X 108
dpm) con 2,5 ml de medio de crecimiento de callos de maiz (medio N6) y 5,0 mg de tensioactivo Mon 0818. La
concentracion de ['*C]-glifosato en la disolucion de dosis resultante era de 0,75 mM. El medio N6 fue descrito por
Chu y col. (1975) y se prepar6 usando dales y vitaminas obtenidas de Sigma Chemical Company, St. Louis, MO.
El tensioactivo Mon 0818 es seboamina etoxilada, el tensioactivo usado en el herbicida Roundup. La disolucién
de la dosis se someti6é a andlisis de HPLC como se describié en el Ejemplo 2. Los resultados se muestran en un
cromatograma ilustrado en la Figura 1. Se resolvieron tres picos de radiactividad, de los que el mds largo correspondid
al glifosato (11,3 minutos, 98,8%). Los picos de impurezas correspondientes a ['*C]-AMPA (5,8 min, 0,16%) y a un
material no identificado (10,2 min, 1,0%) también estaban presentes en la disolucién de la dosis. No se presentaron
picos correspondientes a N-acetil-['*C]-AMPA en la disolucién de la dosis. Se prepararon otras dos disoluciones de
dosis usando estos reactivos, cada una de las cuales se aumento tres veces hasta voliumenes de 15 ml basandose en el
procedimiento de preparacion descrito anteriormente.

Se sintetizé N-acetil-['*C]AMPA para uso como un patrén de tiempo de retencién de HPLC. Se afiadié 1 ml de
piridina y 2 m de anhidrido acético a un tubo de cultivo con tap6n de rosca de 20 ml y se enfri6 en hielo. A la disolucién
enfriada se afiadi6 0,1 ml de una disolucién acuosa de ['*C]-AMPA (6,2 X 10% dpm, cédigo C-2127.2). A continuacién
se retird el tubo del baiio de hielo y se calentd hasta aproximadamente 50-60°C. Tras aproximadamente 30 minutos se
retiré una muestra de 10 ul y se combiné con 0,5 ml de agua y se analiz6 segtn el procedimiento de HPLC expuesto
anteriormente. No se detect6 ['“C]-AMPA, sin embargo se identificaron dos nuevos picos de radiactividad; un pico
a los 13,9 minutos (68%) y el otro a los 15,4 minutos (32%). Se aisl6 una muestra del material eluido a los 13.9
minutos y se analizé por espectrometria de masas por electrovaporizacién de iones negativos. El resultado mostré
iones fuertes en m/e 152 y 154, como se esperaba para este compuesto, que tiene un peso molecular de 153 Dalton;
el i6n de m/z 154 fue por el dtomo isotépico [*C]. El pico radiactivo que eluye a los 15,4 minutos no se aisld. Sin
embargo, en un experimento de HPLC separado, se mostr6 que eluye conjuntamente con N-acetil-N-metil-AMPA
sintético. Previamente se mostré que N-metil-['*C]-AMPA es una impureza en el material ['*C]-AMPA inicial.

Bajo condiciones asépticas, se transfirieron las muestras de callo de maiz a pocillos individuales de grupos de
cultivo celular COSTAR™ de 48 pocillos estériles (N° de cat. 3548). No se pesaron las muestras de callos individua-
les. Sin embargo, en varios casos se determiné el peso total de las muestras de callos en una placa de 48 pocillos.
Tipicamente, el peso promedio de las muestras de callos individuales fue de aproximadamente 200-250 mg. En cada
ensayo, se incluy6 como control, una muestra de callo no transformado, HI IT X B73. Se afiadieron 50 ul de disolucién
de dosis conteniendo 3,3 X 10% dpm de ["*C]-glifosato a cada muestra de callo. Las placas de 48 pocillos se sellaron
con parafilm y se colocaron en una bolsa de plédstico que contenia una toalla de papel himeda para proporcionar una
atmosfera hiimeda. Se cerraron las bolsas y se colocaron en un cajén oscuro a 25°C durante 10 dias. Cada muestra de
callo se transfirié posteriormente a un tubo de microcentrifuga etiquetado (VWR, 1,7 ml, N° de cat. 20170-620). Se
afiadié 1,0 ml de agua desionizada a cada tubo, se cerraron los tubos y se colocaron en soportes de microcentrifuga
redondos flotantes de 20 tubos (Nalge, N° de cat. 5974-1015). Estos tubos de microcentrifuga se hicieron flotar en agua
hirviendo durante 30 minutos, se agitaron usando un mezclador vértex, y se centrifugaron durante 5 minutos usando
una microcentrifuga de marca Fisher. Se retiraron muestras de 120 ul de sobrenadante para andlisis por HPLC como
se describe a continuacion. Las muestras se inyectaron usando un autoinyector WISP de Waters. Se obtuvieron per-
files cromatogréficos para cada muestra analizada y se obtuvo informacién cuantitativa extrapolando el drea bajo los
picos de elucidn radiactiva para ['*C] total en cada muestra. La figura 2 muestra un perfil d¢ HPLC de una mezcla de
patrones de los metabolitos radiactivos observados ['*C]-AMPA, ['*C]glifosato, y N-acetil-['*C]-AMPA y la impureza
identificada como N-acetil-N-metil-['*C]-AMPA.
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El andlisis de HPLC se completé tipicamente usando una columna SPHERISORB™ S5 SAX de 250 mm x 10 mm
para la mayoria de los andlisis. Algunas muestras se analizaron en una columna SAX de 250 x 10 mm, ALLTECH™
de 5 micrémetros, que proporcioné un rendimiento similar. Se prepararon dos disolventes. El disolvente A estaba
constituido por KH,PO, 0,005 M, ajustado hasta pH 2,0 con H;PO, y contenia metanol al 4%. El disolvente B estaba
constituido por KH,PO, 0,10 M, ajustado hasta pH 2,0 con H;PO, y también contenia metanol al 4%. El caudal del
eluente se establecié en 3 ml/min, y caudal de centelleo se establecié en 9 ml/ min usando un liquido de centelleo
ATOMFLOW™ (N° NEN-995, de Packard Instruments). Todas las etapas de disolventes de columna fueron lineales,
con los flujos de inyeccién y disolvente de columna como se indicaron en el ejemplo 2. La columna se prepara para
otra inyeccién de 20 minutos.

Se combinaron muestras de callos de 359 lineas de maiz transformadas con alicuotas de disolucién de dosis de
[*C]-glifosato de 50-ul y se incubaron durante 10 dias en la oscuridad. Cada muestra de callo posterior a la incuba-
cién, junto con su material de dosis adherido, se transfirié a un tubo de microcentrifuga de 1,7 ml junto con 1 ml de
agua, y se coloc6 cada tubo en agua hirviendo. Esta etapa causa la lisis celular, liberando los compuestos intracelulares
solubles incluidos cualquier compuesto marcado con isétopo, tal como el glifosato, el AMPA y el N-acetil-AMPA.
Durante el desarrollo del procedimiento se determiné que si los callos posteriores a la incubacién se aclaraban mi-
nuciosamente con agua, el 85-95% de la radiactividad se eliminaba, y el andlisis de HPLC mostré que virtualmente
toda la radiactividad en los aclarados era por ["*C]-glifosato y ninguna pudo atribuirse a los metabolitos marcados
con ["*C]. En estos experimentos, los callos aclarados dieron extractos que contenian metabolitos marcados con [*C]
ademds de ["*C]-glifosato. Esto indic6 que la radiactividad en los aclarados era principalmente, sino exclusivamente,
por el [*C]-glifosato de superficie no absorbido. Es importante tener esto en cuenta cuando se consideran los porcen-
tajes mas bien bajos de la dosis convertida en metabolitos, porque el cdlculo del porcentaje incluye grandes cantidades
de radiactividad de superficie no absorbida. El trabajo de desarrollo del procedimiento también mostré que simple-
mente hirviendo los callos incubados en agua se liberaba tanta radiactividad como podia liberarse por medio de un
procedimiento convencional de trituracién/extraccion. Los experimentos se llevaron a cabo para mostrar que el hervir
no altera el perfil de metabolitos. Los procedimientos racionalizados hicieron posible analizar grandes cantidades de
muestras (por ejemplo, 96) de una vez. La Tabla 16 muestra datos representativos de las muestras de callos que pro-
ducen los niveles mas altos de N-acetil-["*C]-AMPA o ["*C]-AMPA obtenidos tras el andlisis por HPLC. En la Figura
3 se muestra un cromatograma representativo de una muestra de extracto de callo, transformada con GOX mis AMPA
aciltransferasa, tratada con glifosato.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA 16

Lineas de callos de maiz transformadas que producen cantidades de AMPA o N-acetil-AMPA

Callo que produce N-acetil-[""C]-AMPA Callo que produce ["C]-AMPA
Callo* Transformado | N-acetil-[°C}- | Callo* Transformado [*c)-
con... AMPA con... AMPA
porciento** orciento**

1978-05-02 | pMON32570 0,27 1980-28-03 pMON32571 2,89
1978-08-01 | pMON32570 0,94 ORb523 pMON32926 2,00
1978-20-02 | pMON32570 | 0,57 OR534 | pMON32926 5.00
1978-21-02 | pMON32570 0,23 OR537 pMON32926 2,00
1978-22-01 | pMON32570 0,90 OR539 pMON32926 5,08

1978-24-02 | pMON32570 1,80 1971-08-01 pMON32932 2,64
1978-35-01 | pMON32570 0,22 1971-27-03 pMON32932 3,63

1980-01-01 | pMON32570 0,27 00505 pMON32932 2,73
1980-03-01 | pMON32571 0,22 00509 pMON32932 2,86
1981-28-01 | pMON32571 0,25 00510 pMON32932 2,34

1981-02-01 | pMON32572 0,65 00512 pMON32932 2,31

1981-03-01 | pMON32572 0,74 00514 pMON32932 1,98
1981-18-01 | pMON32572 0,22 00535 pMON32932 2,88
1981-23-01 | pMON32572 0,48 00538 PpMON32932 2,70
1981-24-02 | pMON32572 0,29 00539 pMON32932 1,97

1981-32-02 | pMON32572 1,08 00553 pMON32932 3,56
1977-05-03 | pMON32573 0,39 00576 pMON32932 3,49
OR516 pMON32926 1,91 00579 pMON32932 2,85
1972-14-01 | pMON32931 0,40 1986-17-01 pMON32936 2,29
1972-32-01 | pMON32931 0,756 1986-18-03 pMON32936 3,05

1972-33-01 | pMON32931 0,55 1986-18-04 MON32936 2,15
00544 pMON32932 0,28 1986-28-02 pMON32936 2,06
1986-06-01 | pMON32936 0,30 1983-12-02 pMON32938 2,41

1986-08-01 | pMON32936 1,13 1983-31-01 pMON32938 2,90
1986-08-03 | pMON32936 0,70 1985-03-02 pMON32946 2,51

1986-12-01 | pMON32936 0,33 1985-38-01 pMON32947 1,99
1986-18-02 | pMON32936 0,40 OX512 pMON32948 2,43
1986-18-03 | pMON32936 0,51 0OX533 pMON32948 3,91

986-18-04 pMON32936 1,09 0OX556 pMON32948 12,11
1986-22-04 | pMON32936 0,64 Y504 pMON32950 2,25
1983-11-01 | pMON32938 0,21 0Y511 pMON32950 2,53
OW534 pMON32946 0,77 0Y528 pMON32950 2,58
OW542 pMON32946 0,85 QY532 pMON32950 2,24
1985-26-01 | pMON32947 0,60 QY534 pMON32950 4,02
1985-26-03 | pMON32947 0,71 QY535 MON32950 2,34
1985-11-04 | pMON32952 0,37 0Y540 pMON32850 5,57

* Todas las lineas se transformaron usando procedimientos balisticos. Las lineas
denominadas por medio de 19xx-yy-zz se transformaron con fragmentos de plasmidos
lineales aislados. Los fragmentos lineales se aislaron para que estuvieran separados de
la estructura central del plasmido.

** radiactividad por ciento detectada para los picos de N-acetil-['*C]-AMPA o ['*C}-AMPA
determinada como una fraccion de la cantidad de radiactividad total en la muestra,

incluido el ["*C]-glifosato residual como se describe en el texto.
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19 de las 359 muestras de callos probadas produjeron extractos que contenfan N-acetil-['*C]-AMPA en un nivel
claramente mds alto que las otras muestras de callos. El callo OR516 fue el mds fuerte en este sentido y se analizé
cinco veces durante un periodo de dos meses, proporcionando valores que varfan desde 0,50 hasta 4,54% (promedio
1,91%). Se desconoce la base para la amplitud relativamente grande en el porcentaje de N-acetil-['*C]-AMPA formado
en diversos tiempos. En cuatro de los cinco andlisis de OR516, el porcentaje de N-acetil-['*C]-AMPA presente fue
mds elevado que el de ['*C]-AMPA, indicando una conversion eficaz de [*C]-AMPA a N-acetil-["*CY-AMPA. El
siguiente callo mas eficaz para producir N-acetil-['"*C]-AMPA fue 1978-24-02, que fue el otro tinico callo ademas de
OR 516 que contenia mds N-acetil-['*C]-AMPA que ["*C]-AMPA en su extracto. Cien de las 359 muestras de callos
probadas produjeron extractos que contenian ['*C]-AMPA en un nivel claramente més alto que las otras muestras
de callos. OX556 fue un productor excepcional de ['*C]-AMPA, dando més de dos veces la cantidad de metabolito
que cualquier otro callo en el estudio. El callo control, HI I X B73, que no contenia genes insertados, no produjo
niveles detectables de N-acetil-['*C]-AMPA y solamente niveles de fondo de ["*C]-AMPA. Este resultado indica que
la expresion de una AMPA aciltransferasa en maiz es eficaz en la conversién de AMPA producido como un resultado
de la degradacién de glifosato mediada por GOX a N-acetil-AMPA.

Trigo

Se ha mostrado que la degradacién de glifosato mediada por GOX produce AMPA, y previamente se ha mostrado
que AMPA es la fuente de los efectos fitotoxicos. Por consiguiente, se determinaron los efectos de la exposicion de
plantas de trigo a los compuestos AMPA o N-acetil-AMPA como en el ejemplo 2 para observar cualquier sensibilidad
o insensibilidad del trigo a cualquiera de estos compuestos. La observacion de cualquier efecto fitotéxico indicaria que
el metabolismo del glifosato mediado por GOX seria perjudicial para la especie Tritium.

Se expusieron embriones inmaduros de trigo a diferentes concentraciones de AMPA y N-acetil-AMPA en un
ensayo de germinacién de embriones de trigo. Se preparé el medio base MMSO conteniendo maltosa 40 gramos por
litro, GELRITE™ 2 gramos por litro, sales MS, y vitaminas. Las sales, vitaminas, y maltosa se disolvieron en 3500
ml de agua y se ajusté el pH hasta 5,8. 500 ml se colocaron en una botella separada junto con 1 gramo de GELRITE™
y se sometid a autoclave durante 17 minutos. Una vez que el medio se enfrié hasta aproximadamente 45°C, se afiadi6
AMPA o N-acetil-AMPA hasta una concentracién definida. La mezcla se vertié en copas hexaédricas de Sundae bajo
condiciones estériles y se dejo solidificar.

Se aislaron embriones inmaduros de trigo de plantas de semillero de veinte dias de edad (tras la formacién de la
antera) y se inocularon en cada medio MMSO. Cada copa de Sundae contenia nueve embriones inmaduros. Se usaron
tres placas separadas para cada concentraciéon de AMPA (0, 0,1, 0,15, 0,2, 0,25, 0,3, y 1,0 mM) o N-acetil-AMPA (0,
0,1, 0,3, 1,0, y 3,0 mM). Las copas de Sundae se incubaron durante diez dias y se determiné y comparé la longitud y
las raices los brotes. Los resultados se muestran en la Tabla 17.

TABLA 17
Comparacion de AMPA y N-acetil AMPA en la longitud de brotes y raices germinados

Compuesto de fosfonato Brote (cm) Raiz (cm)
AMPA (mM)
0,00 126126 70+19
0,10 11,7125 80+£20
0,15 11,3+ 2,1 6,3+17
0,20 92+1,8 46+21
0,25 85+1,8 3,1+16
0,30 66+18 26116
1,00 0,9+0,1 04101
N-Acetil-AMPA
0,00 12626 70+19
0,10 120+24 59+14
0,30 11,7235 52+1.2
1,00 122+32 54+15
3,00 112+26 59+1,6

55



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 325 874 T3

El AMPA no fue sustancialmente inhibidor para el crecimiento y la elongacién de los embriones inmaduros en
concentraciones inferiores a 0,2 mM. Sin embargo, las concentraciones superiores a 0,2 mM fueron inhibidoras de
manera importante tanto para la elongacién de brotes como de raices, indicando que el AMPA puede también ser
fitotoxico para el trigo y, considerando la naturaleza de las especies de cultivos de monocotiledéneas como un to-
do, fitotéxico para otros cultivos de monocotiledéneas asi como para los céspedes. La germinacién de los embriones
inmaduros se vio afectada de manera significativa cuando el nivel de AMPA fue superior a 0,20 mM. AMPA 1,00
mM elimind la germinacion de los embriones inmaduros en el trigo. En contraste, el N-acetil-AMPA no fue inhibidor
para los brotes y result6 s6lo levemente inhibidor para la elongacion de las raices en cualquiera de las concentracio-
nes probadas en este experimento. La mayor concentracion de N-acetil-AMPA probada fue superior a diez veces la
concentracion no inhibidora minima determinada para AMPA. No hay efectos significativos para la germinacién de
embriones inmaduros cuando la concentracién de N-acetil-AMPA es inferior a 3,0 mM. Este resultado indica que la
N-acetilacién de AMPA en el trigo prevendra la fitotoxicidad del AMPA surgida como resultado del metabolismo del
herbicida glifosato mediado por GOX.

Las plantas de trigo recombinantes tolerantes al glifosato se generaron segiin el procedimiento de Zhou y col.
(Plant Cell Reports 15: 159-163, 1995). Brevemente, se usé trigo de primavera, Triticum aestivum variedad Bobwhite,
como la linea de transformacién diana. La poblacién de plantas se cultivé en una cdmara de cultivo de ambiente
controlado con un periodo de luz de 16 horas a 800 microJulios por metro cuadrado por segundo proporcionados por
luces de descarga de alta intensidad (Sylvania, GTE Products Corp., Manchester, NH). Las temperaturas de dia/noche
fueron 18/16°C. Se recogieron caridpsides inmaduras de las plantas 14 dias después de la antesis. Se disecaron los
embriones inmaduros de manera aséptica y se cultivaron en medio MMS2, un medio base de Murashige y Skoog
(Physiol. Plant 15: 473-497, 1962) suplementado con maltosa 40 gramos por litro y 2,4-D 2 miligramos por litro. En
algunos experimentos, se usé medio CM4. El contenido del medio CM4 es medio MMS?2, pero contiene sélo 2,4-D
0,5 miligramos por litro e incluye picloram 2,2 miligramos por litro. Los embriones inmaduros se cultivaron a 26°C
en la oscuridad.

Los embriones inmaduros se transfirieron cinco dias después del inicio del cultivo a un medio CM4 de tratamiento
osmético que contenia manitol 0,35 M cuatro horas antes del bombardeo segtin el procedimiento de Russell y col.
(In vitro Cell Devel. Biol., 28P: 97-105, 1992). Se colocaron treinta a cuarenta embriones en el centro de cada placa
y se bombardearon en un aparato DuPont PDS 1000. El ADN del pldsmido ADN se adsorbié sobre particulas de
tungsteno de 1 um segun el procedimiento de Sanford y col. (Particle Sci. Technol., 5: 27-37, 1987). Los embriones se
bombardearon dos veces a una distancia de 13 mm de la placa de parada. Se colocé una pantalla de acero inoxidable
de 100 um inmediatamente por debajo de la placa de parada.

Tras un tratamiento en el medio osmoético de 16 horas posterior al bombardeo, se transfirieron los embriones al
medio MMS2 o CM4. Tras un periodo de una semana, los embriones se transfirieron al medio MMS2 o CM4 que
contenia glifosato 2 mM. Tras 9-12 semanas de proliferacion de los callos en el medio de seleccion, se transfirieron
los callos a un medio de regeneracién MMSO0.2 que contenia 2,4-D 0,2 mg/l y glifosato 0,1 mM. Los brotes obtenidos
del medio de regeneracion se transfirieron a MMSO sin 2,4-D pero que contenia glifosato 0,02 mM.

Las plantas R, tolerantes a glifosato asi como la progenie R, se transfirieron a recipientes de 15 centimetros de
didmetro y se cultivaron en una cdmara de ambiente controlado como se describié anteriormente. Dos semanas mas
tarde, las plantas se pulverizaron con ROUNDUP 3 ml/litro (componente activo al 41%, Monsanto Company) en una
cdmara de pulverizacion, que se disefi¢ para imitar una aplicacién de dosis de campo de 0,6 kilogramos de glifosato
por hectdrea. Se observaron y registraron los sintomas de deterioro en diferentes estadios tras la pulverizacion.

El ADN genémico del tejido de hoja de R, y de la progenie R, siguiendo el procedimiento de Shure y col. (Cell
35: 225-233,1983). Se digirieron quince microgramos de ADN gendémico con la endonucleasa de restriccién Bg/Il
y se fracciond en un gel de agarosa al 0,8%. Se transfiri6 el ADN a membranas Hybond N (Amersham) segtn el
procedimiento convencional descrito en Sambrook y col. (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, 1989). Se probaron las membranas de manera independiente para evidenciar la presencia
de genes que codifican EPSPS y GOX. Se liberé un fragmento de ADN de 3,4 kb que contenia el gen de EPSPS y
un fragmento de ADN de 4,8 kb que contenia el gen de GOX de pMON19574 por digestién con la endonucleasa de
restriccion Bglll, aislados por electroforesis en gel de agarosa al 0,7%, y marcados con [**P] dCTP usando un kit de
marcacion aleatoria de cebadores Stratagene PRIME-IT II. Las sondas estaban marcadas hasta una actividad especifica
de 3 X 10° conteos por minuto por microgramo y 1,3 X 10° conteos por minuto por microgramo, respectivamente. Las
membranas se hibridaron durante 14 horas a 42°C en una disolucién que contenfa formamida al 50%, 5X SSC, 5X
Denhardt, SDS al 0,5%, y ARNt 100 microgramos por mililitro. La condicién del lavado final fue al SSC 0,1% y SDS
al 0,1% a 60°C durante quince minutos.

Los ensayos de las proteinas EPSPS y GOX se realizaron usando extractos brutos de proteinas de tejido de hojas
de las plantas R, y se cuantificaron las proteinas totales siguiendo el procedimiento de Bradford (Anal. Biochem.
72: 248-256, 1976). El porcentaje de proteina EPSPS y GOX representado en los extractos se cuantificé usando un
procedimiento de ELISA y se calcul6 como proteina extraible total por ciento.

Se aislaron embriones inmaduros de las plantas transgénicas R, y de control Bobwhite veinte dias después de la
antesis y se cultivaron en el medio MMSO con glifosato 0,02 mM para una prueba de germinacién. Se registraron
los embriones germinados y no germinados diez dias mds tarde y los datos se analizaron por la prueba de X* para
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segregacion 3:1. Las plantas tolerantes de la prueba de germinacidn se transfirieron a la tierra y se pulverizaron con
ROUNDUP tres mililitros por litro como se describié anteriormente.

Se usaron cinco pldsmidos que llevan genes de resistencia al glifosato para transformar embriones inmaduros
de trigo como se describié anteriormente. pMON19338 contiene una casete de nucledtidos que codifica un péptido
de trinsito de cloroplasto EPSPS de petunia en marco con una secuencia de la enzima EPSPS de la cepa CP4 de
Agrobacterium. La casete de nucle6tidos se inserta secuencia abajo de un promotor 35 S potenciado del virus del
mosaico de la coliflor unido en posicién 3’ a una secuencia del intrén HPS70 del maiz y intrén secuencia arriba de
una secuencia de poliadenilacién y terminacién de la transcripciéon de la nopalina sintasa 3’. Se colocan sitios de
restriccion convenientes entre la secuencia del intrén y la secuencia de terminacién 3’ para insertar los elementos
genéticos. pPMON19643 es idéntico a pMON19338 excepto en que se usa una secuencia que codifica la enzima GOX
en lugar de la secuencia que codifica la enzima EPSPS de Agrobacterium. pMON19574 es idéntico a pMON19338
pero ademds contiene una casete de expresion de glifosato oxidorreductasa dirigida al cloroplasto idéntica a la de
PMON19643 secuencia abajo e inmediatamente vecina a la casete de expresion de EPSPS. pMON32570 es similar
a pMON19574 en que estdn presentes las casetes de expresion que codifican una EPSPS dirigida al cloroplasto y
GOX dirigida al cloroplasto, sin embargo, también estd presente una casete de expresidon que codifica una enzima
AMPA aciltransferasa dirigida al cloroplasto entre las casetes de expresion de EPSPS y GOX. Otros elementos que
estan presentes en pMON19574 y no en otros pldsmidos son también dignos de mencién. Por ejemplo, un lider 5’
no traducido del gen de la proteina principal de unién a la clorofila a/b del trigo estd presente entre el promotor 35S
potenciado y el intrén en ambas casetes de expresion, la de EPSPS y la de AMPA aciltransferasa (McElroy y col., Plant
Cell 2: 163-171, 1990). También, estd presente una secuencia de poliadenilacion y terminacion de la transcripcion 3’
del gen hsp 17 del trigo en lugar de la secuencia de la nopalina sintasa 3’ para ambas casetes de expresion, la de
EPSPS y la de AMPA aciltransferasa. Todos los plasmidos produjeron plantas de trigo recombinantes tolerantes al
glifosato usando el procedimiento de transformacién balistica descrito anteriormente. Sin embargo, los pldsmidos que
fueron capaces de expresar GOX sola o GOX junto con una AMPA aciltransferasa no produjeron plantas de trigo
recombinantes tolerantes al glifosato o produjeron plantas que experimentaron problemas con crecimiento atrofiado,
segregacion aberrante de fenotipos e infertilidad y no se analizaron mas. Los datos obtenidos tras la transformacién
biolistica usando los pldsmidos descritos se muestran en la Tabla 18.

TABLA 18

Datos de la transformacion biolistica del trigo

Gen(es) de tolerancia al N° de N° de sucesos Eficacia de
glifosato Explantes transgénicos transformacion’
GOX 120 0 0

GPX + PhnO 434 6 1.4
EPSPS 120 6 5,0
EPSPS + GOX 120 1 0,8
EPSPS + PhnO + GOX 10.068 314 3,1

1 — eficacia de transformacion basada en el porcentaje de sucesos transgénicos
identificados de una poblacion total de exptantes surgidos de una combinacion de

experimentos en los que se ha bombardeado una construccién de un vector
particular en embriones inmaduros.

Las plantas trasformadas tolerantes al glifosato surgidas de estas transformaciones se autofertilizaron y permitieron
producir semillas R1, que se usaron para generar plantas R1. La tolerancia al glifosato se segregd generalmente en la
proporcién esperada de 3:1 en las plantas R1 como se evalda por las sensibilidades de las planta R1 tras pulverizar
con glifosato en el estadio de tres hojas. Las planta R1 tolerantes al glifosato se autofertilizaron y permitieron pro-
ducir semillas R2. Las semillas R2 germinaron a partir de un niimero de lineas tolerantes al glifosato diferentes para
producir plantas R2 tolerantes al glifosato a las que se aplicé ['*C]-glifosato como se describié anteriormente. Se re-
cogieron tejidos de hojas y tallos de las plantas a las 48 horas después de la aplicacion del glifosato, y se extrajeron los
compuestos solubles en agua como se describié anteriormente y se analizaron por HPLC como en el ejemplo 2 para
evidenciar la presencia de metabolitos de ['*C]-glifosato. Se sumo el drea total bajo los picos marcados con is6topo
['*C] que eluyeron de la columna para proporcionar una base de identificacion de compuestos marcados con [*C] al
100% para cada muestra analizada. Los resultados se muestran en la Tabla 19.
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TABLA 19

Metabolismo del glifosato en extractos de plantas de trigo’

Muestra y N° de linea | [™C}- ["*cJ- Acetil-["*C]- | [*C]-Otro®
gen(es) de de planta glifosato AMPA AMPA
tolerancia al
glifosato
Patrén® nd 30 26 31 13
nd 29 24 29 18
nd - 35 29 36 0
Medio de nd 60 32 0,2 8
cultivo® nd 48 25 2 25
nd 87 7 0 6
EPSPS 24756 43 25 1 31
24756 53 46 0 1
25697 61 38 0 1
25397 37 19 1,2 43
25397 64 20 0 16
EPSPS + 27249 6 7 85 2
PhnO +GOX 27249 14 12 61 13
27249 5 24 33 38
EPSPS + 25462 48 21 0 31
PhnO +GOX 25462 44 5 0 51
25462 54 35 0 11
26281 48 |14 17 21
26281 64 | 11 13 12
26281 38 7 7 48
28598 20 7 5 68
28598 25 7 5 63
Bobwhite nd 74 26 0 0
nd 17 15 0 32
nd 34 24 0 42

1 — Los extractos de tejidos de plantas se analizaron por HPLC tras la aplicacion
de ["“C]-glifosato como en el Ejemplo 1, y se sumaron las areas bajo los graficos
para cada pico para proporcionar para proporcionar una base de identificacién de
compuestos marcados con ['*C] al 100% para cada muestra.

2 — Disolucién patron que contiene proporciones molares de ['*C]
aproximadamente iguales de cada compuesto conocido relacionado con el
metabolismo del glifosato.

3 — Medio de cultivo que incluye ["C]-glifosato; previamente se ha mostrado que
el glifosato se degrada por un proceso fotolitico a AMPA, que puede autoacilarse
en presencia de algunos compuestos de acilo (MSL-0598).

4 — Compuestos marcados con ["*C] no caracterizados que se resuelven usando
el procedimiento cromatografico desvelado. El tiempo de retencion para el
glifosato es de aproximadamente 9,6 minutos, para AMPA es de
aproximadamente 5,4 minutos, para N-acetil-AMPA es de aproximadamente 12,5
minutos, y para la principal impureza marcada con ['*C] en la muestra de ['*C]-
glifosato es de aproximadamente 4,7 minutos.
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La disolucién patrén contiene proporciones molares aproximadamente iguales de los compuestos glifosato, AMPA
y N-acetil-AMPA, asi como una cantidad de impureza que estdn presentes como un resultado de la sintesis quimica de
estos compuestos marcados con is6topo. El medio de cultivo al que se afiadié [*C]-glifosato se trat6 con las mismas
condiciones que las plantas de trigo, es decir, el medio se expuso a las intensidades de luz incidente que recibieron
las plantas. Como se esperaba, se observé fotodegradacion del glifosato a AMPA, y un pequefio porcentaje de AMPA
pareci6 convertirse en acetil-AMPA, probablemente como resultado de la exposicion en el medio de cultivo a otros
compuestos acilados. Previamente se ha observado la fotodegradacion del glifosato por exposicién a la luz visible a
AMPA como el principal producto de degradacién (Lund-Hoeie y col., Photodegradation of the herbicide glyphosate
in water. Bull. Environ. Contam. Toxicol. 36: 723-729, 1986). Las plantas de trigo recombinantes transformadas con
un pldsmido de s6lo EPSPS no produjeron ["*C]-AMPA ni acetil-['*C]-AMPA a partir de [*C]-glifosato. El ['*C]-
AMPA y las cantidades trazas de acetil-['*C]-AMPA que se observaron estaban dentro de los limites observados como
resultado de la fotodegradacién en el control del medio de cultivo. Las plantas no recombinantes Bobwhite de control
tratadas con [*C]-glifosato tampoco produjeron AMPA ni acetil-AMPA. Las plantas transformadas con el plasmido
de la construccién de triple gen que contenia genes capaces de expresar EPSPS, PhnO y GOX produjeron resultados
variables. Aproximadamente un tercio de estas plantas parecieron convertir de manera eficaz el glifosato a acetil-
AMPA, indicando que las enzimas GOX y PhnO estaban presentes y eran funcionales. Los andlisis de transferencia
Southern demostraron que los transgenes estaban integrados en los genomas del trigo y se transmitieron a las siguientes
generaciones. El andlisis de transferencia Western usando antisuero anti-EPSPS, anti-GOX, o anti-PhnO para detectar
estas proteinas en los extractos de las plantas transformadas con el gen triple proporciond otro punto de vista en la
base para la observacién del metabolismo variable del ['*C]-glifosato. El andlisis de transferencia Western indicé que
todas las lineas estaban produciendo EPSPS, sin embargo sélo la linea 27249 estaba produciendo GOX y proteina
PhnO. Este resultado es coherente con los datos en la Tabla 19, que muestran que la linea 27249 metaboliza de manera
eficaz el ['*C]-glifosato a acetil-['*C]-AMPA. Esta linea de planta tampoco demostré atrofia, fertilidad parcial ni los
fenotipos de segregacion alterada asociados con otras lineas. Estos resultados indican que la coexpresiéon de GOX
y AMPA aciltransferasa en plantas de trigo que expresan EPSPS recombinante proporciona tolerancia mejorada al
herbicida.

Ejemplo 9
Este ejemplo ilustra la transformacién de cloroplastos de tabaco con un gen phnO.

Pueden producirse plantas recombinantes en las que sélo se ha alterado el ADN de los mitocondrios o cloroplasto
para incorporar las moléculas contempladas en esta solicitud. En la técnica se han conocido promotores que funcionan
en los cloroplastos (Hanley-Bowden y col., Trends in Biochemical Sciences 12: 67-70, 1987). Se han descrito procedi-
mientos y composiciones para obtener células que contienen cloroplastos en los que se ha insertado ADN heter6logo,
por ejemplo por Daniell y col. (Patente de EEUU N°5.693.507; 1997) y Maliga y col. (Patente de EEUU N°5.451.513;
1995). Puede construirse un vector que contiene una casete de expresion a partir de la cual podria producirse una pro-
tefna aciltransferasa. Una casete podria contener un secuencia de un promotor funcional en cloroplastos que dirija la
expresion de, por ejemplo, un gen phnO, construido casi de la misma manera que otros polinucleétidos en el presente
documento, usando procedimientos de PCR, digestién y unién con endonucleasas de restriccion, etc. Un gen expresa-
bles en cloroplastos proporcionard un promotor y una regién 5’ no traducida de un gen heterélogo o gen de cloroplasto
tal como psbA, que proporcionard la transcripcién y traduccién de una secuencia de ADN que codifica una proteina
aciltransferasa en el cloroplasto; una secuencia de ADN que codifica una proteina aciltransferasa; y una region de
terminacion de la transcripcion y de la traduccidn tal como una regién repetida 3’ invertida de un gen de cloroplasto
que podria estabilizar un ARNm expresado que codifica una proteina aciltransferasa. La expresion desde dentro del
cloroplasto potenciard la acumulacién del producto del gen. Una célula huésped que contiene cloroplastos o plastidios
puede transformarse con la casete de expresion y a continuacion la célula resultante que contiene los cloroplastos
transformados puede cultivarse para expresar la proteina aciltransferasa. Una casete también puede incluir un gen de
tolerancia a antibidticos, herbicidas, u otro gen de un marcador seleccionable ademds del gen de aciltransferasa. La
casete de expresion puede estar flanqueada por secuencias de ADN obtenidas de un ADN de cloroplasto que facilitard
la integracién estable de la casete de expresion en el genoma del cloroplasto, particularmente por recombinacién ho-
moéloga. Como alternativa, la casete de expresion puede no integrarse, pero al incluir un origen de replicacién obtenido
de un ADN de cloroplasto, serd capaz de proporcionar la replicacién de, por ejemplo, un gen phnO heterélogo u otro
gen de aciltransferasa dentro del cloroplasto.

Pueden generarse plantas a partir de células que contienen cloroplastos transformados y a continuacién pueden
cultivarse para producir semillas, de las que pueden generarse otras plantas. Tales procedimientos de transformacién
son ventajosos sobre la transformacion del genoma nuclear, en particular donde se efectda la transformacién de cloro-
plastos por integracién del genoma del cloroplasto, porque los genes de los cloroplastos en general se heredan por via
materna. Esto proporciona plantas transgénicas “mads seguras” desde el punto de vista ambienta, eliminando virtual-
mente la posibilidad de escapes en el ambiente. Ademads, los cloroplastos pueden transformarse multiples veces para
producir genomas funcionales de cloroplastos que expresen multiples proteinas recombinantes deseadas, mientras que
se ha mostrado que la transformacién genémica nuclear estd bastante limitada cuando se desean multiples genes. De
esta manera, se evitan los sucesos de segregacion usando transformacion de cloroplastos o plastidios. A diferencia de
la expresion del genoma nuclear de la planta, la expresion en cloroplastos o plastidios puede iniciarse a partir de un
unico promotor y continuar a lo largo de una regién policistronica para producir miltiples péptidos a partir de un tnico
ARNm.
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La casete de expresion se producird casi de la misma manera en que se construyen otros vectores de transformacién
de plantas. Las secuencias de ADN funcionales de cloroplastos de plantas pueden insertarse en un pldsmido bacteria-
no y unirse a secuencias de ADN que expresan los productos genéticos deseados, tales como proteinas PhnO u otras
aciltransferasas similares, de manera que la proteina aciltransferasa se produce dentro del cloroplasto, obviando la ne-
cesidad de regulacién nuclear del gen, remate, empalme, o poliadenilacion de genes nucleares regulados, o secuencias
dirigidas a cloroplastos o plastidios. Una casete de expresién que comprende un gen phnO o un gen de aciltransfe-
rasa similar, que se construye sintéticamente o un gen nativo derivado directamente de un genoma de E. coli, podra
insertarse en un sitio de restricciéon en un vector construido para el objeto de transformar cloroplastos o plastidios. La
casete se flanqueard secuencia arriba por un promotor funcional de cloroplasto o plastidio y secuencia abajo por una
secuencia de terminacién de la traduccién y transcripcion funcional de cloroplasto o plastidio. La casete resultante
podria incorporarse en el genoma del cloroplasto o plastidio usando procedimientos de recombinacién homoéloga bien
conocidos.

Como alternativa, la transformacién de cloroplastos o plastidios podria obtenerse usando un plasmido de repli-
cacion auténomo u otro vector capaz de propagarse dentro del cloroplasto o plastidio. Un medio para llevar a cabo
este procedimiento serd utilizar una porcién del genoma del cloroplasto o plastidio necesaria para la iniciacién de la
replicacién del cloroplasto o plastidio como medio para mantener el pldsmido o el vector en los cloroplastos o plas-
tidios transformados. Una secuencia que permita la replicacidn estable de un elemento epigenético de cloroplasto o
plastidio podria identificarse facilmente a partir de la clonacién aleatoria de un genoma de cloroplasto o plastidio en
un vector bacteriano convencional que contenga también un gen marcador seleccionable de cloroplasto o plastidio,
seguido por la transformacién de los cloroplastos o plastidios y la seleccion de las células transformadas en un medio
de seleccién adecuado. La introduccién de una casete de expresiéon como se describe en el presente documento en
un elemento epigenético replicable de cloroplasto o plastidio proporcionard un medio eficaz para localizar un gen de
aciltransferasa y la proteina al cloroplasto o plastidio.
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REIVINDICACIONES

1. Una planta que comprende una secuencia de polinucledtidos que codifica una proteina aminometil fosfona-
to (AMPA)-N-aciltransferasa, en la que dicha proteina AMPA-N-aciltransferasa transfiere un grupo acilo desde un
compuesto donador acilado hasta la amina terminal del AMPA, en la que la proteina comprende una secuencia de
aminodcidos que es al menos 90% homologa a la SEC. ID N°: 4, y en la que la expresion de dicha proteina en dicha
planta permite a dicha planta ser tolerante al AMPA.

2. La planta de la reivindicacién 1, en la que la secuencia de polinucleétidos estd unida de manera operativa a
una secuencia de un promotor que es funcional en las plantas, y
una secuencia 3’ que funciona en las plantas para causar la terminacion de la transcripcién.

3. La planta de la reivindicacién 2 en la que dicha aciltransferasa esta localizada hacia los plastidios o cloroplastos
en dicha planta.

4. La planta de la reivindicacién 2 en la que dicha proteina ademds comprende un péptido de trdnsito de cloroplasto
amino terminal, en la que dicha proteina estd localizada hacia los cloroplastos o plastidios en dicha planta.

5. La planta de la reivindicacién 2, en la que dicho donador acilado es una acil coenzima A, estando dicha acil
coenzima A seleccionada del grupo constituido por acetil coenzima A, propionil coenzima A, malonil coenzima A,
succinil coenzima A y metil-malonil coenzima A.

6. La planta de la reivindicacion 5, en la que dicha acil coenzima A es acetil coenzima A.

7. La planta de la reivindicacion 2 que se selecciona del grupo constituido por maiz, trigo, algoddn, arroz, soja,
remolacha azucarera, canola, lino, cebada, colza oleaginosa, girasol, patata, tabaco, tomate, alfalfa, lechuga, manzana,
alamo, pino, eucalipto, acacia, liquidambar, pino radiata, pino taeda, picea, teca, alfalfa, tréboles y otros cultivos de
forrajes, céspedes, palma de aceite, cafia de azicar, platano, café, té, cacao, nueces, almendras, uvas, cacahuetes,
petunia, caléndulas, vinca, begonias, geranios, pensamiento, impatiens, avenas, sorgo y mijo.

8. La planta de la reivindicacién 2 en la que la secuencia del promotor deriva de una secuencia de un promotor de
virus de ADN de planta.

9. La planta de la reivindicacién 8 en la que dicha secuencia del promotor se selecciona del grupo constituido por el
promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV), el promotor 35S del virus del mosaico de Figwort (FMV),
el promotor CaMV35S potenciado, el promotor FMV35S potenciado, el promotor del virus amarillo de la comelina y
el promotor del virus baciliforme de ADN de la cafia de azicar.

10. La planta de la reivindicacién 1, en la que dicha proteina se selecciona del grupo constituido por SEC. ID N°:
4, SEC.ID N°: 8 y SEC. ID N°: 12.

11. La planta de la reivindicacion 10 en la que la secuencia de polinucleétidos se selecciona del grupo constituido
por SEC. ID N°: 3, SEC. ID N°: 7, SEC. ID N°: 11 y SEC. ID N°: 19.

12. La planta de la reivindicacion 1 en la que la secuencia de polinucledtidos deriva de un microbio y es comple-
mentaria a una secuencia de polinucledtidos que hibrida bajo condiciones rigurosas a una secuencia seleccionada del
grupo constituido por SEC. ID N°: 3, SEC. ID N°: 7, SEC. ID N°: 11, SEC. ID N°: 16, SEC. ID N°: 17, SEC. ID N
18 y SEC. ID N°: 19.

13. La planta de la reivindicacién 1 en la que la secuencia de aminoécidos es al menos 95% homdloga a SEC. ID
N°: 4.

14. La planta de la reivindicacion 1 que se selecciona del grupo constituido por maiz, trigo, algodén, arroz, soja 'y
canola.

15. La planta de la reivindicacién 4 en la que la porcién amino terminal del péptido de transito de cloroplasto de
la proteina estd codificada por una secuencia de ADN seleccionada del grupo constituido por SEC. ID N°: 9, SEC. ID
N°: 13y SEC. ID N°: 14.

16. Una semilla producida a partir de la planta de la reivindicacion 1, en la que dicha semilla comprende dicha
secuencia de polinucledtidos.

17. La planta de la reivindicacién 1 que puede obtenerse por medio del cultivo de la semilla de la reivindicacién
16.
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18. La planta de la reivindicacién 1 que comprende ademads una secuencia de polinucleétidos que codifica una
enzima glifosato oxidorreductasa (GOX) que es funcional en las plantas.

19. Un procedimiento para producir una planta con tolerancia mejorada a los herbicidas, comprendiendo el proce-
dimiento:

transformar dicha planta con una secuencia de polinucleétidos que comprende
1) una secuencia de un promotor que funciona en las plantas unida de manera operativa a;

ii) una secuencia de ADN estructural que codifica una proteina que comprende una secuencia de aminoécidos
que es al menos 90% homologa a la SEC. ID N° 4, unida de manera operativa a;

iii)  una secuencia 3’ no traducida que funciona en las plantas para causar la terminacién de la transcripcién; en

el que dicha proteina transfiere un grupo acilo desde un compuesto donador acilado a la amina terminal del
fosfonato de aminometilo (AMPA).

20. El procedimiento de la reivindicacién 19, en el que dicha planta comprende un polinucleétido que codifica una
enzima glifosato oxidorreductasa (GOX) que es funcional en las plantas.

21. El procedimiento de la reivindicacién 19, en el que dicha secuencia de ADN estructural se selecciona del grupo
constituido por SEC. ID N°: 3, SEC. ID N°: 7, SEC. ID N°: 11 y SEC. ID N°: 19.

22. El procedimiento de la reivindicacién 19 6 20, en el que dicha etapa de transformacién comprende:
a) insertar en el genoma de una célula de planta la secuencia de polinucleétidos;

b) seleccionar una célula de la planta transformada en presencia de una cantidad selectiva de un herbicida de
fosfonato; y

¢) regenerar una planta transformada genéticamente a partir de la célula de la planta transformada.

23. El procedimiento de la reivindicacion 19, en el que dicha proteina se selecciona del grupo constituido por SEC.
ID N°: 4, SEC. ID N°: 8 y SEC. ID N°: 12.

24. El procedimiento de la reivindicacién 22, en el que dicho fosfonato se selecciona del grupo constituido por
glifosato y AMPA.

25. El procedimiento de la reivindicacién 19, en el que la secuencia de aminodcidos es al menos 95% homdloga a
SEC. ID N°: 4.
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LISTA DE SECUENCIAS

<120> Plantas que metabolizan fosfonatos

<130> 38-21 (15303) PhnO

<140> desconocido
<141> 16-11-1999

<150> 60/108.763
<151> 17-11-1998

<160> 32
<170> PatentIn Ver. 2.0

<210>1

<211> 15611

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 1

ggatccagca
aacatgccgc
cgttcacgaa
tccactaaaa
ttggtcaata
cggtgtaaat
ccaccgattc
tcaaacatga
cctgcectectge
ctcgttgeaa
agtcgggcetg
gctcgtecgt
ggggaactac
attccatttt
tggattccag
gtaacagtgt
aggcggctaa

tcagggccag

tcgacgccag
cgttcgtcca
actgctgctg
agcggggata
tcgttcectgece
ccagccgtga
attttgttga
agcgaactca
cagaacttta
cacactgtaa
attcaaccag
tgcatcctgg
gccgtgaaaa
gacttgttgc
ctcggcaaaa
ctcacagcgg
ctgcgcattc

ctcgatttca

tttttccace
tgtctgaagc
atgggcttgt
aaccgactcce
gtgaaaagtg
gtcatcacag
cgcagagcca
gcgaaaaaag
gccatttgtt
tcaaccgttt
cgcgaaaaag
cgcgaaatga
acaggaaaat
tcaatggggc
cgcagcgtaa
gtacgcatct
agcgcatctt

tgtttaatct

attgtcagtc
tgcacacgcg
ggaaggcggyg
agcacgcgac
tttgaatatc

tctgctgcaa

ggctttcgeg
tattcatgcc
ggcaataaag
ctgtcgggga
tctcacgcac
ctgcactgaa
gaaacccagg
gaataacatc
agtcgcgact
cgcttaacgg
gttgttgacg

cgececgetceac

gcaggctaag
aaagaagttc
catcatcgcec
cggggccegte
atcgcgtaac
ttgectgctgce
taaacgcgtce
tgccgtaaca
atcgacttct
tttctcattt
aacgcctaaa
cagctggcga
acgaaaccct
ggttaacact
gatggtgttc
ctccgaatca
cagaaagtgg

ctgcgectga

cggcgceattt
ctgcatcagt
ctgcgccaga
cagtaacgtc
agctgggcgt
atcagcctga

tgtaattccg
gattcatcga
gcgcttaatg
ccecegtceecce
cgcgtgetct
gtgttgaagt
gactcgctca
cggcaaaggg
tgcgcegtcet
tcctgaaaca
ttggcggagg

ttgagttgca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080
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atagctgcaa
ttaacccgtg
tatgcgcagce
cctgaattgg
gttcgaggtc
cttccaccca
gcgcccgatt
tacagcecttt
tacgatcctg
ccaaaatcgce
ccgecagtac
gcececggcette
gccccgecag
cagaaaaagg
tcagacaatg
cgatccgetg
taatatcgca
catgtgaaaa
gcgcagtcat
tggttgattt
ttttacgcaa
gtaaagccag
gcaactgttg
tctgtgtgta
tgtttttgag
gtgttgtttt
aaaatatcat

atagaggcaa

actttctteg
cgcacgaaaa
agatcgcaaa
ctgggcgaac
cgceccagatcg
gegttgttge
cgccaggtag
catcagcgtc
ttgatcgaac
ctcacggacc
cgeccgaggcg
atttggcccg
atggacaaac
aaaatcgacg
aaaaataggc
cataagcgca
atcacgcagg
atgcagtacc
tgggcgatta
ccetgettte
ctcattattc
ttgtggcgcg
gcgagaaagce
catagaaaat
ttctgttttc
ttatcagaat
gtgaattaaa

aaagattatt

ES 2325874 T3

acctgatgga
tccaggtatt
gcatacaacg
agcgaatctt
gcatgacgcc
tctggcgctg
ccccacatcg
ccggaaatca
ttattgacca
tcttcatcgg
cgtgeccagcet
ggggtatcca
tccacttcaa
tccagecgect
tgggcaccca
cgcatatctt
cgctgttgta
ggtrcctttt
cgattaggca
atggtaccga
agcatcgcgt
tcgtctccgg
tgtaacaggc
tcttccttaa
ggcttttata
aaataacgtc
aaaagaacaa

ttctttttge

tattttgccg
ccegegectg
aggcgttagce
cccacaactg
agcgcctgcc
gtaacttacc
acgacaccgg
gtgcccgcac
gcacatacag
agatcgattt
gctggttaag
gtaacgtcaa
tcacgggaat
tcgccagtcg
gataatattt
tatctatttc
attgttgaat
gcecegggege
gaacctccgt
caattgcaag
gacgttcggce
gtacagagag
gttcagcctc
agcaaatttt
attactgcaa
ttctgatacg
gtagagcatt

gtttcocttte

caattgttca
ctgegegtaa
gtaagcggca
atcggcagca
gagcgcggca
gttgttggct
aaatatctgc
ctggtcggcg
cggcaccgat
cagttgcgta
cattttttgce
ctgaccggga
atgctcaatg
cactaaatca
ttcgaaagcg
cagcacatcg
taaacaatcg
atggcgaata
accaacaatg
caccatttcc
éatattaggc
aggcattttt
ctgacttaac
gttattttat
gaaataattt
tttaaaacgt
aacattatct

aaatgaaaac

caagcgacgt
ttcaacagtt
tgaagcaacg
tgacgaatat
tgggcaaaat
aactcatggc
tgtggcgtaa
tcgtcactgt
tgccccaccg
taatccagca
agatgcggtt
taactctcca
gcggcgtaag
ttcaaacttt
acgccatttt
gtcagatgct
attggcgcga
agcgtcggca
gcattaatgg
agtcgggaaa
tgactccagg
tccagtaact
tcatacaggg
ttagccagat
tatatttagt
cagaaagata
taaataataa

gatcgtegtce

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760
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taaaatcagc
gcaatctgce
taccacactg
gcccggaatg
tcgttaaaga
atctgaaggt
gcctggttga
tgaaatctga
ctcgegcecgce
gcctacaaat
ggtgccgact
tcecgtaggcec
acgcttgcgce
tttacgccgce
gcctacaaat
agtgccgact
atttcgaact
ctacctctct
cgcggaactg
cgagaactgc
cattgccgga
cggctttacg
tcttgececgcect
tggcaaagtc
aacgcaataa
ttcatctgtt
acttttttag
cttcaatcag

ggctctgctt

agtaccccceg
gttttttggce
cccaaaatgc
tgcctacgaa
tgctaacggc
gaaaggtagc
aggcgaccat
gtttgtgaaa
atccggcaac
tccecgeaccce
gcctgatgceg
ggataaggcg
gtcttatcag
atccggcaat
tcccgeacce
gcctgatgeg
acacttaact
tttgcecggta
ctctataaaa
ccttccggaa
agcgacatca
ctggtgctcg
aacggaaaaa
accgataaat
cccgcecggga
agtcactttt
ggaggctgcea
catcaggcgc

gggccgtcegg

ES 2325874 T3

acaaactcag
gcttttgccc
aactccgaat
tggaacgacg
aatctgctgg
tcttcga;gc
aacatcgatt
aagaactgat
ggtgccagat
tcecgtaggcec
acgcttgecgce
tttacgccge
gcctacaaat
ggtgccgact
tccgtaggcece
acgctcgegce
ggcttctett
actgttccga
tcagcttcgg
tgcaatttcce
tgatgagcga
attcgcaaca
tcgaaatggc
ttggcgtacc
ggcccgeect
aattaaccaa
tcatgcaaac
tgcatgcggt

gttcecggcaa

ggattttgtg
tgctgacttt
acacttacga
cagaacctgc
ctgacggcga
tgaaaattgg
gcaaaatcga
tgtattgtga
gcctgatgeg
ggataaggcg
gtcttatcag
atccggcaac
tceccgeacce
gcctgatgcg
ggataaggcg
gtcttatcag
aactgaggtc
cgcgattgcec
cgaaatgcca
cgataccgcc
tgccatgccg
ggtcgaagaa
ctggcaggaa
gtggatgatt
cccgcactgt
atcgtcacaa
gattatcegt
tgatctgaac

atccaccctt

tataattgcg
tgaggaaatc
agataacggc
acaggaaagc
cagcgttacc
caccaaagtg
cggttttggt
tcggtaagcc
acgcttgcgce
tttacgccgce
gcctacaaat
agtgccaact
tccgtaggcece
acgecttgege
tttacgccgce
gccgectete
accatcatgc
tattatcaac
aaatcagcgc
atcgctcatg
tcaggaaaag
ggaaaacgct
actttctggg
aatgtegtca
catcgaattc
taatccgcceca
gtcgagaagc
attcatcacg

ttacgtcact

gccttttteg
cacatgtcat
atgtacatct
gacgagctga
atcattaaag
aaaaacatcc
ccgatgaaac
ggataaggcyg
gtcttatcag
atccggcaac
tccecgeaccee
gcctgatgeg
ggataaggcg
gtcttatcag
atccggcaac
atctgtataa
cgttaagtcce
gtacgttggg
aggacagcgc
ccaacgtgcg
ccagctactc
ggtttgacaa
cgcatggcett
aacaacaacc
ccgttaacte
cgatggagcc
tcgccaaaac
gtgaaatggt

taagcggttt

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500
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gattaccggc
cgaaggccgt
acaattcaac
cagcacgccg
gttacaggcg
ctcecggcegga
gattctggcce
caccctgcgc
ggattacgcc
cgacggcagc
tcgcatcgaa
cgctaagata
ccecggcacac
acagcaaaac
cgtgaaggtg
caataaagtg
caacggccag
gttgatcgtc
agatctcacc
ctacgtcttc
gcatgaaacc
cgaaaacctc
ctggaaatcg
caccaaagac
ggtgctggaa
gattcgccag
tgagcaggac

cctgaacaac

gataaatccg
ctggcgcegeg
ctggtgaacc
ttctggcgcea
ctgacccgeg
cagcagcagc
gatgaaccca
gacatcaatc
ctgcgctact
agccaacagt
gagaacgcga
attgcctcgce
gccgaagagce
ctgaaaccgce
aacgccttct
gatatcgcect
gtcttcgeec
aacaaagata
ttcggcaatg
gccaaaaaca
aacgcgctgg
gacaagctga
ccgetgatcece
aagatctacg
cgcctgggct
ctcgcactgt
aagectggcaa

gcgctaagcg
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ccggcagcca
atatccgcaa
gcctgagcgt
cctgttttag
ttggcatggt
grgtggcgat
tcgcctegcet
agaacgacgg
gcgaacgcat
ttgataacga
aagctgcecctg
tggccttcac
aggaaaaggc
aatggacgcc
ttgccccaga
ggtacggcaa
agacggtcgc
gtccgatcaa
gcgatcctaa
atatctcecgce
ccgtcgccaa
aaacctccgce
caggcgatcc
acttctttat
gggcgcegtt
ttaaagagat
aaaccaccgc

cgatgagttc

tatcgagctg
aagccgecgcece
actggagaac
ctggtttacc
gcattttgcc
tgcccgegeg
ggacccggaa
catcaccgtg
cgtcgcectg
acgttrtgac
acatccccat
cagcatgttc
gctgaatttc
attcttacag
ctacgcaggc
cctgtcggcea
ggcggatgga
caacctgaac
ctccacctct
cagcgacttc
caagcaggtg
gccggagaag
gatcgtctgg
gaattacggc
ccgcgectec
gcagggcgtg
gattcaggcg

ggtgagtaaa

ctgggccgca
aacaccggcet
gtgctgattg
cgcgagcaga
catcaacgcg
ctgatgcagc
tcegeccgea
gtcgtcacgce
cgccaggggce
catctctacce
cattgaggaa
agcctcagca
ggcattattt
gatatggaga
attatccagg
atggaagcgg
tcgccaggtt
gatctgctgg
ggcrtecteg
aagcgcaccg
gatgtggcga
ctgaaagaac
cgtaaaaatc
aaaacgccgg
agcgacctgc
aaaagcaata
caactggatg

gcggtgcagt

cagtccagcg
acatcttcca
gcgcegetegyg
aacaacgcgc
tttccaccct
aggcgaaggt
tcgtgatgga
tgcatcaggt
acgttttcta
gcagcattaa
aacgaatgaa
ccctgtraag
caacggaatc
agaagctggg
gaatgcgctt
tggatcgcgce
actggagcgt
cgaagcggaa
tcceceggtta
tcaacgceccgg
ccaacaacac
tgaaagtgat
tttccgaaac
aagagaaagc
aactggtgcce
aaggactgaa
acctggaccyg

aaatcgtagg

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180
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tcggataaga
gcaagcacct
acccaagcgc
ctcgtggcag
aaccttcgct
aatggccgtc
ccectttggce
ccgcctgatg
cgccgtcggt
gctctccaag
tcgegcecacce
gccgctgetg
cgtcggcatg
ccagttccaa
tttcctetct
cacttgtcta
gagcaggagc
gcagcgcgcet
aaaggctggg
tacccgctcea
accagcgaaa
gggattaccg
gcgctctgtt
ttcgacageg
agccagacgc
ccgaatatgt
ccggeggagt
tgaatgcacg

ccggctgaac

cgecccggceg
tatccggect
agctggttcet
ggcgcggaaa
gccgacttct
acgctgcaaa
ctgatgagcg
gacgcctgcec
ctcggaccgt
ctgctttccg
ggtgccaaca
atctcctact
gtcggcegcegyg
caaacctgcg
caacggttgc
cacatccgac
ttcgtcaaca
ttgaggtgaa
tacagcgccg
acgcccaggce
aactgcetttce
agggggagaa
taatcgacca
gctcgctgea
ggatcagcgc
cgccgctgcet
actccgtcag
cagataccgc

tggcagcacg
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tcgcatccga
acagaccgga
cgcttctgag
tggcceccgcet
tccecgcecga
tcgececgtetg
ccgaaaacct
gcgccattaa
tcgctggcegt
aagcggtaga
agctcgaaga
ccetetateg
gcgggatcgg
ccctgatggt
gtaagcactt
cagctaccca
ctaccgctgc
tcgccacacc
tcagggcgtc
gcgttttage
ggtattgcgce
cgtcatccac
ctacttcgceg
cgattttctg
ccgccgegcec
gtgcgtgcgce
cctgacgege
gacccgccag

cctgaacgcyg

caatgtgcag
gccaaacatyg
ctgggcegtt
cacgctgatt
tttcagecag
gggcaccgeg
ggtgcegtgg
cgaaatggtc
gctggcgeta
agcaattgaa
gatcctctac
cttcgaatcce
cgtcaccctg
gecttatcatc
tatctgataa
acacgctatc
ggcgactatc
ctgcgccgcg
ggcgtgetgg
cagaatctgc
ccecgegtecg
ctgcgcaccc
gacctcaccc
cgcgagcaaa
caggccaaag
acccttaacc
gccgacatga
cactggatgt

ctaaacatca

gcgttgatgce
caaaccatca
gttctcgecyg
aaagacggcg
tggcaggatt
ctggcggtgg
tgggtttacc
ttcgccatgce
tttatccaca
cctggccegg
ggcgtgctgce
aacgtccgct
tgggaagcga
gtcacggtca
gcgaggcatt
aagagatagc
ttceccgecga
ccatcgacca
tgctgatgcg
tggatcaggg
gccacgtcgc
tgcgtecgggt
tctggccgac
ccggaattgce
agtgccagcg
accgtgacgg
ttgaattcac
ccgtgctggce

ccgeocgacta

cggatgcggt
ccatcgcccc
tgctggtcgt
gcaacatggc
acctcaccga
ttctctceccat
agccecgttcg
tgttcgtggt
ccaccggegt
tggaaggcat
cgcaggtgat
cggcgaccgt
ttcgeggttt
gcctgctgga
gatatctatg
cgcaaaactt
gcagcaactg
actggtggaa
ccecgttcegat
cagccatcce
tgacgcactg
caacggcgtc
gctgcaacgc
gctgcgccgce
tcttgaaatc
tgaaagcagc
tatggagcac
gcacagccaa

tgaggtgatc

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6360

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920
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cgecgecgetg
tttttcgecg
ggctacagct
gcgctgatgc
gacgctgacc
gacttcttta
ccgtgcagga
tgattgtegce
gcgtgctgce
acgatatcgt
aacaggcgac
ccaccggcac
tgagcggcegyg
ctccgcagct
tcggcatcga
atgtggaggt
ccacgccetg
ccagattgaa
cgaccgcgaa
tttcctgetg
caccaccggg
ccagctgett
aaacggcgaa
tttcagcctg
ggatgacatc
gttgatgcgce
cggacgcaat

gccggaagag

aaactggcct
gcgacgccac
gggtgctggg
agcaatctcg
gtatggcacg
cgatggttcyg
tgcccagcac
cctgeatcag
gacgctggcce
caaccagagc
cttcgecggtg
cgccgttgceyg
gcgcatgttg
gccggagtge
cctgatcctg
gtgctgatgt
caagagagcc
cagcagctta
ctggcggegce
cgcgcetacc
atgcgtctcg
ggcccaacct
gcgccgacge
ctggcgegtce
acccgcacgc
ggcgacgaag
caccecgttecg

ctgggatttg
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ggtacagatt
gctgacccgce
gcgtgataaa
ccactttcaa
cattgccgceca
cggagacaac
agttttcgtc
ctcaaacgcg
gataacgaca
ctgcgttttc
acggatgagg
ccggaagcegyg
cgtctcaccyg
attctgcacg
acctgcggcyg
acgttgccgt
gacgecgggg
acctcgeggt
tggcgctgaa
gcaccacgtt
aacgecgtat
acgactacac
tgaccaccgc
aggggcetgge
cgececggttta
gctatttgct
cgggcgagat

cggtaaacgt

caggcgcgga
gcecgcecgtge
cagcacgccg
aacttatcag
cgccaggccg
gcatgaccct
gcctgttaaa
gctggcaacc
cgceggtgtg
ataccaacgc
cgatttccag
gcgcgacgct
gcgcgggtat
aactcaccga
aacgcctgcet
aaaagggggc
cgataccgat
agatcgcgtg
acaggccagc
ggcgaagctg
ctcecgecgtt
ccatcgectg
cgacagcgaa
gaagtttgaa
cccectgetca
ggcgctggcece
ccgcagtggt

cggcgaacta

tgggcggceac
gcctgactga
aacgctgcge
aaacccttat
aagtgaacgc
ggaaaccgct
ggccatgagc
gctgaatatc
gctttctacc
gccgcetggtce
cgaacagctc
gattttacag
tgccgaagaa
gcgcccgcac
ggctattccg
gaaaaggcga
ttgecctgaac
atgaccgaag
ggcgataacg
gcggtaagceg
tataaagaca
ctcgatttta
caacagccgt
gaggatagcg
cgttcttecce
tactccacce
tacatcgacg

ctgatgaccg

cggcgaacgt
cggcacgctce
gctgattgac
tgcccegetg
cagccgggtce
tttatgctte
gagccgggceg
gccaccacca
ccattaaata
agccagccgg
aacgcceccttt
gtcgccagcece
cgaatgatcg
ccgtteccegce
cgaaccacgc
tcgacgccge
tgagcgtcgc
gcggcattgce
ttgaagcgat
agccgctcga
ttcceggegg
ccctgectggce
cgccgcacgt
gcgcacagcc
gtttgcagca
agcgtggtta
tgtcgattgt

agtgtgaaat

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600
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ggtcaacggt
ggtattcggc
ggctccggaa
acatgccgac
cgatttccag
atctgagcgg
ccatcttaaa
cgatgccata
gcgacgtgct
gcaacttctt
ttatccagac
tccaggtgcec
ccatgcacgce
gcttcggtca
tggacccgtce
aactgttcgg
aaagtctcga
tctgcggatce
tgtttgtctg
tcaaccgtta
cgatgtctct
cgggaagacc
tcactacgag
taccgaatgg
aggcggcaat
tgccaccgceg
gcecgaccacce
gcatccgaag

ccgectgetce

tttatcgacc
atgagcgagc
tacggcgagc
aacgtcgaag
gccgaactgg
ctacaacttt
agcggtggceg
cggctgggga
aaaggtgatt
taagcgcgtyg
gcgtcaccgc
aatcccggaa
gctggaagag
tatcgccact
gccgatccceg
cgcggggege
tttcgacgat
gacccacagc
ctccgatacc
ctttcggtca
tttgatttat
acgctgctga
aaccgttcgc
ggcgtggtgce
atcggcgagce
cagaagtggc
tttteceggeg
ctggtgttta

gacctgctgce
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cgccggatga
gcaaagcgat
acgcgacagyg
ccgcaggctt
agctactcaa
gcctacctceg
atcceccggtt
accggcggca
gaccagggtg

accggggtaa

atccccgaaa
ccgctgegcet
tacggcgtga
acctacgcct
aaattcgata
gagaagcgca
cacccgttca
tatcttgatg
gattattgcc
ataacctgac
ggccggggga
agtcgatctce
tgtatgcaat
atcagcatcc
ggctgatggce
tggaagaggt
gtatgcagca
tggatgaacc

gcggectggt

gccgccgceac
ggcaatggcg
cceggcgeag
tgtctcgcac
acgtctgcaa
acgagcagac
atcaggtgcce
tacagctcac
cggatgacac
acaccactga
cgccgctgac
ttatcgagcc
tgcaggtgaa
atccggtgaa
acccaaaaat
tctatgcggt
ccgttcagca
aagtggtgct
gccaacagag
ccacctttac
agtgctgggc
cgcgcgcectg
gagcgaggcce
actcgacggc
gaccggggca
ggagattccce
gcgtttgcag
gaccggceggg

ggtggagctg

ttcacgcgcg
ctggtcgatc
gatgaagagt
ctcaaactcc
caggagaaga
caaacgcatg
gtttggcggg
cgccagcgtg
caccaacgcc
acgtacggac
cgaagatcag
gcgcgaaacg
actgtatgaa
ggtgaacggg
ggacatgatg
gccgeegttt
gtgggatgag
ggatgacgcc
cgaggcaaaa
gcgcecgggca
attgtcgggg
acgccgcagc
gaccgccgtce
ctgcgccgcece
cgtcattacg
gccaaccgga
attgcccgea
ctggatgtgt

aacctcgcecgg

gctacgggct
gtgcgttgca
ttgtgctggc
cccactacgt
accatggcta
atccgcegeg
cgcgagatgce
attggcgaaa
gtgtcgattc
gatgcgacgc
atcattatct
gaaacccgca
gatatcgccce
cgctacgtaa
ccecgecetge
acccgegtgg
ccatgcgcca
ggaaaccgca
aaccaatgaa
aaggctttag
aatccggctce
agggggaaat
gcctgetgceg
aggtgtcggce
gcgatattcg
tcgacgacct
acctggtgac
cggtgcaggc

tggtgattgt

9660

9720

9780

9840

9900

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10980

11040

11100

11160

11220

11280

11340
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cacccatgat
gcaagtggtg
acagctgctg
cttatcecgge
gacacccgaa
ctgcaccagc
gcgggcgaat
tcgctgtacg
tgggtagacc
ggctgggtga
cagccgcetgce
ctcacccgcce
ggcgaacagc
cttgacgaac
cgcgaagcca
aatgacgtcg
agctggtgct
gcgcctttgce
tgctgccggg
cgaaagttga
gcggcecatcac
ggctggagaa
accgcgeccga
tgtttgaaaa
cgggccagceg
ccctecactga
ggtcgcagcc

ccagccacga

ttaggcgtcg
gagagtgggt
gtgtcatcgg
ctacaaatgc
ccacgaggcg
aaaacggcgt
gcgtggtgct
ccaactatct
tggtcaccgc
gccagtttct
tcgataccgg
tgaacgtgcc
agcgcgtcaa
ctaccgcectc
aaacccgtgg
ccgaccgcect
ggaaaacgag
cgaaagccag
gctgattgag
ctggcctgec
caccgtactg
tctggagaag
gcaccgtcetg
actggtgcag
ccagttcgcec
tgcgcagatg
gaatcgcgaa

tgacgeccace

ES 2325874 T3

cccgectget
taaccgaccg
ttttgcagaa
gctcccegta
aaaaatgatt
gcgcctgcecce
ccacggccat
acccgacgaa
gccagcgege
gcgcgtcatc
cgttccgcgt
ggaacgcctg
catcgcccegce
gctggacgcce
cgcagccatc
gcacccaatg
gtggtaagcg
agccgcctge
ctgcataccg
cactcggcga
gatgccgtgg
atgatcaacg
catctgcgct
cgcgagcecgg
aaccgcgaga
cagcagtacg
tccatcgeeg

cacgcccacg

ggcggaccgt
cgtgctcgac
ttgagccggt
ggtcggataa
aacgtacaaa
gtcectcaatce
tcecggcageg
ggtcaaatcc
aaagtggtgg
ccgcecgtatct
gaagcctgcg
tggcacctgg
ggctttatcg
aaaaacagcg
gtaggcatct
ggagcctctt
gttcgctgga
cggaggcgat
ataatctgga
tgagcagcca
caattggcga
ccatcgaaga
gcgaactgcce
tgacgctggt
agtatcgcga
aagaagagca
ccctgtgeceg

ttgctgaatc

ttgctggtga
gacccgcatc
gccggatgceg
gacgcgtcag
acgtcagtaa
gcgcecctegcet
gcaaatcaac
agatcaaaca
aaatccgcaa
cagcactgga
ccgctaaagc
caccatcgac
tcgactaccc
ccgeggtggt
tccatgacga
catgattatc
ggtgcagaac
ggacggcgaa
taaattcttc
cgacgcgetg
cgtgcgcgac
gacgcagaaa
gcatcacacc
gtcgctgatg
atattatcag
actggcgctc
cgcgcgaaaa

tcaccagctt

tgaagcaggg
atccgtatac
gcgtaaacgc
cgtcgcatcc
aaccttcatc
caccgtcaac
tctgctacgce
cggtgacgag
aaccaccgtc
agtggtgatg
cgcgegtcett
attttccggt
cattctgctg
ggaactgatt
agctgtacgt
aataacgtta
ggcgaaatcc
ggcggctgge
accccgcgcec
atggtggcga
ggcggcgatc
cgcggcgtca
acgctgccge
gaccactcgc
ggcaaatact
gccgcacgcect
attgcgcettg

ggcagcgtga

11400

11460

11520

11580

11640

11700

11760

11820

11880

11940

12000

12060

12120

12180

12240

12300

12360

12420

12480

12540

12600

12660

12720

12780

12840

12900

12960

13020
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tcgeccgaatt
tgctgatggg
gtgaactggc
tgctcgatgce
cggtgaagct
ttggcgaggg
tcgaccacgt
aatggggccg
aactcagtta
ccatatcgcc
aagctggcac
cgccggatte
ctatcaatcg
cctggaaaac
ccgctatact
cgacacgctg
gcececggecac
cggagtttga
tgcgctacca
agtttcatct
aggcgegegg
aggccggggce
tctatctgeg
agcctgaccce
gagtgtgcgg
ggcgtagtga
gatcgctggt
gtccagggge

ccggatgaac

tcccaccacg
cgcgeegaat
gcagcttgge
ggcattrtegce
ggtgactaaa
caaacgcgcec
ctggcgtcag
tccggetecg
ctggtggegce
ctgagcgagc
gctaacggtc
gacgtgctgg
gcgctgctgce
cgtggccgtg
ccacaggatt
ctgacgctga
gcagtacgac
ccaccacgcg
tctggcgetg
gcatcatgtc
tctgaacgtce
cgaaatgacc
cgaaggctac
tcacgctcac
cctgcgecag
agtttaacga
cgcccggatce
tgtttccget

agggctgcga
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ttcgaagegg
attgtgcgcg
ctgctggata
gtcgccgatg
aatccagcgc
gacctggtgce
ggtaaaaggg
ggaaagacag
atcgctacat
aggagttttt
tgtattatgg
tcaacggctce
cecgtetgtet
aaaacgccag
gccatacgct
tccatcagaa
accgacgcgg
tttcgegtgg
cttgatggcyg
aactggatcg
ggcagtaagt
gaactttcga
gagcagagcc
cggcaccggc
agcgcggcegce
cgcaatcacc
gttccagcag
gcgectgggge

cgatctgttt

cggaagcctc
gcggctcgcea
tccectette
acgagagcaa
aggcgcttaa
tggcgcatcg
tgttctgatg
cctgctggceg
cacgcgcgat
tacccgcgeg
cgtecggegtce
acgcgcccat
acaggtttcg
tgaaattaac
caacaatgac
ggagaaacac
tttacgcgct
gttttaacgc
aagttgtcgg
gcgaaattca
tactggcgtg
ccaacgtgaa
acttececgett
ggcgcacagyg
tcgeccgeagt
ctgatcgacg
tttttgctga
gttggcgatc

aaacatccgg

gcgcaagcat
ctccggcaac
cgactactac
ccgctttacg
tctccaggat
caaggacaat
atgggaaaac
gaactccgcec
gccagecgecg
gggcaaaatc
gagattgatc
ctgccgcagg
ccggagatcc
gcccgectgg
ggcagcctgce
catgcctgcet
gatttgtgag
caatctgcgc
catgatcggc
ggagttggtg
ggcagaagaa
gcgccacgac
caccaaggcg
gcgttccggce
atcgccgeca
ccgggcetgca
cgcattatca
cgatcccggt

gcctgettga

ggcatgaacg
gtggcggcca
cccgccagec
ctgccgcagg
¢gcggggtga
catattcata
tgatttggtt
tgcgggaaca
gaagtgaaaa
tgttggcctt
tctggctgca
€gcgggcegcyg
tccgccageg
cgcgegecgce
gccagtcggt
tgtgagcttc
ctaaaacagg
gacccaaaca
ctgcatttgc
gtaatgccgc
gaagcccgce
gcgcaccgtt
ctgtaacatg
atggggctgc
accgtgcagc
cgatctcgcce
tatggatcac
ttacggcccg

tttcageccecac

13080

131490

13200

13260

13320

13380

13440

13500

13560

13620

13680

13740

13800

13860

13920

13980

14040

14100

14160

14220

14280

14340

14400

14460

14520

14580

14640

14700

14760
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acggtggaac

aaccactcaa
ctgtctgaca
caggtaatgg
gatttaaata
catatcagcc
gtggggtctg
cccteaccct
ttgcgctegt
cctcategece
tgatcaagct
cggtcgtcat
gaatcttcat
aactttagcet

catggggatc

cgtttgtggt
aactgacctt
ccgcaggcett
tgatggattg
ccgtgcttge
accagtttga
atgggatgga
aaccctctcce
tttctececcte
catactcatc
ggcgetggeg
attgtctgcg
agttgaagcg
ttcgcgetrte

c
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gtttgatttg
cggttatctg
gccggaaaaa
cagtcacccg
gctgaatcag
tgegtggcetg
gattggggtg
ccagaggggce
tccecattgg
ttccattctc
atcgtccagce
ccgatcgtceg
gcgcacgaaa

aaatgaaaca

caggggttac
ctggaaacgg
acgctgaaat
ccgegegegyg
gttatccgcet
atggaaaacg
gcgtgatgag
gaggggaccg
ggtgaggggc
cgctetteat
tgcctgeggce
ctcacttcac
aacgcgaaag

gatgtattaa

aggtcacgcc
cacacagccg
ttttacgcaa
atgcaccgcg
cgccacgggt
cactaccgtc
agggaatgtg
attgtgctcyg
gatgcctgct
cctccagttg
gatcttcaaa
gctgccagcc
cgtttcacga

ttactgcttt

cctgeegcete
ggtggcgtgg
taatcagccg
taatcactgt
gattctgacc
agggtttgag
cgcgctggcec
atattgaata
ccatacccaa
ccgacgctcec
ctggcggcegg
gtggtcgcgce
taaatgcgaa

ttattcatta

<210>2
<211> 11672
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 2

gaattcccgt
ccgceccacgat
agaagctcgc
atcacggtga
gtcacttaag
gccgcacagt
ccggctacat
tgattggcgc
agcagaaaca

agcgcgttte

taactcttca
ggagccactt
caaaaccttc
aatggtggct
cggtttgatt
ccagcgcgaa
attccaacaa
gctecggcage
gcgecgcegtta

caccctctee

tctgttagtce
ttttagggag
aatcagcatc
ctgcttgggce
accggcgata
ggccgeetgg
ttcaacctgg
acgccgttct
caggcgctga

ggcggccagce

acttttaatt
gctgcatcat
aggcgctgcea
cgtcgggttce
aatctgtcgg
cccgcgatat
tgaaccgect
ggcgcacctg
cccgegttgg

agcaacgtgt

10

aaccaaatcg
gcaaacgatt
tgcggttgat
cggaaaatcc
tagccatatc
ccgcaaaagce
gagcgtactg
ttttagctgg
catggtgcat

ggcgattgce

14820

14880

14940

15000

15060

15120

15180

15240

15300

15360

15420

15480

15540

15600

15611

tcacaataat 60

atcecgtgteg 120

ctgaacattc 180

acccttttac 240

gagctgctgg 300

cgcgccecata 360
gagaacgtgc 420
ttcaccggeg 480
tttgcccatc 540

cgtgcgctga 600
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tgcagcaggc
cgcgcatcgt
tcacgctgca
aggggcacgt
tctaccgcag
gaggaaaacg
tcagcaccct
ttatttcaac
tggagaagaa
tccaggggat
aagcggtgga
cgggttactg
tgctggcgaa
tcctegtece
gcaccgtcaa
ttgccaccaa
aagaactgaa
agaatctttc
cgccggaaga
acctgcaact
gcaataaagg
tggatgacct
tgcagtaaat
tgatgccgga
ccatcaccat
tecgecegtgtt
acggcggcaa

aggattacct

gaaagtgatt
gatggacacc
tcaggtggat
cttctacgac
cattaaccgc
aatgaacgct
gttaagcccg
ggaatcacag
gctgggcegtg
gcgcttcaat
tcgcgccaat
gagcgtgttg
gcggaaagat
cggctactac
cgccgggcat
caacaccgaa
ggtgatctgg
cgaaaccacec
aaaagcggtg
ggtgccgatt
actgaatgag
ggaccgcctg
cgtaggtcgg
tgcggtgcaa
cgccecacce
ggtcgtcetcg
catggcgacg

caccgaaatg
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ctggccgatg
ctgcgcgaca
tacgccctge
ggcagcagcc
gtcgaagaga
aagataattg
gcgcacgccyg
caaaacctga
aaggtcaacg
aaagtggata
ggccaggtct
atcgtcaaca
ctcacctttg
gtcttcgcca
gaaaccaacg
aacctcgaca
aagtcgccgce
aaagacaaga
ctggaacgcce
cgccagcectcg
caggacaagc
aacaacgcgc
ataagacgcc
gcaccttatc
aagcgcagct
tggcagggcyg
ttcgececgeeg

gccgtcacgc

aacccatcgc
tcaaccagaa
gctactgcga
aacagtttga
acgcgaaagc
cctegcetgge
aagagcagga
aaccgcaatg
cctetetrtgce
tcgcctggta
tcgecccagac
aagacagtcc
gcaatggcga
aaaacaatat
cgctggccgt
agctgaaaac
tgatcccagg
tctacgactt
tgggctgggce
cgectgtttaa
tggcaaaaac
taagcgcgat
ccggegtegce
cggcctacag
ggttctcget
cggaaatggc
acttcttcce

tgcaaatcgc

11

ctcgctggac
cgacggcatc
acgcatcgtc
taacgaacgt
tgcctgacat
cttcaccagce
aaaggcgttg
gacgccgtte
cccggactac
cggcaatctg
ggtcgcggeg
gatcaacaac
tcctaactcc
ctcecgccage
cgccaacaag
ctcecgegeca
cgatccgatc
ctttatgaac
gccattcecgce
agagatgcag
caccgagatt
gagttcggtyg
atccgacaat
accggagcca
tctgagctgg
ccecgettacg
gcccgattte

cgtetgggge

ccagaatcag
accgtggtceg
gccctgcegcec
tttgaccatc
ccccatcatt
atgttcagcc
aatttcggea
ttgcaggata
gcgggcatta
tcggegatgg
gatggatcgc
ctgaacgatc
acctctggcet
gacttcaagc
caggtggatg
gagaagctga
gtctggcgca
tacggcaaaa
gcttecageg
ggcgtgaaaa
caggcgcagce
agtaaagcgg
gtgcaggcgt
aacatgcaaa
gcecgttgtac
ctgatcaaag
agccagtggc

accgcgcetgg

660

720

780

840

S00

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280
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cggtggttct
tttaccagcc
ccatgctgtt
gctgtttatc
tgagcccgge
ctacggegtg
atccaacgtc
cctgtgggaa
catcgtcacg
ataagcgagg
tatcaagaga
tatcttcceg
cgcgccatcg
ctggtgctga
ctgctggatc
tcecggecacg
accctgegtc
accctctggce
caaaccggaa
aaagagtgcc
aaccaccgtg
atgattgaat
atgtcegtge
atcaccgccg
cggatgggcg
gtgcgcctga
gccgaacgcect
tcagaaaccc

gccgaagtga

ctccatcccec
cgttcgecgce
cgtggtcgcce
cacaccaccg
ccggtggaag
ctgccacagg
cgctcggcga
gcgattcgcg
gtcagcctgc
cattgatatc
tagccgcaaa
ccgagcagca
accaactggt
tgcgcceget
agggcagcca
tcgctgacgce
gtgtcaacgg
cgacgctgca
ttgcgctgeg
agcgtcttga
acggtgaaag
tcactatgga
tggcgcacag
actatgaggt
gcacecggcga
ctgacggcac
gcgegcectgat
ttattgcccce

acgccagccg
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tttggcctga
ctgatggacg
gtcggccteg
gcgtgcetcetce
gcattcgcge
tgatgccact
ccgtegtegyg
gtttccagtt
tggatttcct
tatgcacttg
acttgagcag
actggcagcg
ggaaaaaggc
cgattacccg
tcccaccage
actggggatt
cgtcgegete
acgcttcegac
ccgcagccag
aatcccgaat
cagcccggceg
gcactgaatg
ccaaccggct
gatccgcgcec
acgtttttte
gctecggcetac
tgacgcgctg
gctggacgct

ggtcgacttc

tgagcgceccga
cctgecgege
gcecegttege
caagctgctt
caccggtgcc
gctgatctcc
catggtcggce
ccaacaaacc
ctctcaacgg
tctacacatc
gagcttcgtc
cgctttgagg
tgggtacagc
ctcaacgccc
gaaaaactgc
accgaggggg
tgtttaatcg
agcggctcgce
acgcggatca
atgtcgeccge
gagtactccyg
cacgcagata
gaactggcag
gctgaaactg
gecggcgacg
agctgggtgce
atgcagcaat
gaccgtatgg

tttacgatgg

12

aaacctggtg
cattaacgaa
tggcgtgctg
tccgaagegg
aacaagctcg
tactcecctct
gcaggcggga
tgcgccctga
ttgcgtaagce
cgaccagcta
aacactaccg
tgaatcgcca
gccgtcaggg
aggcgcgttt
tttcggtatt
agaacgtcat
accactactt
tgecacgattc
gcgccecgeeg
tgctgtgcgt
tcagcctgac
ccgecgacceg
cacgcctgaa
gcctggtaca
ccacgctgac
aggggcgtga
ctecgecactt
cacgcattgc

ttcgeggaga

ccgrggtggg
atggtcttcg
gcgtgectgge
tggaagcgat
aagagatcct
atcgcttcga
tcggegtcac
tggtgcttat
actttatctg
cccaacacgc
ctgcggcgac
caccctgcgce
cgtcggegtyg
tagccagaat
gcgccecgceg
ccacctgcgce
cgcggacctc
tctgcegcgag
cgceccaggcec
gcgcaccctt
gcgegecgac
ccagcactgg
cgcgctaaac
gattcaggcg
ccgcgccgec
taaacagcac
tcaaaactta
cgcacgccag

caacgcatga

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3300

3960

4020
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ccctggaaac
taaaggccat
aaccgctgaa
tgtggctttc
acgcgecgcet
ccagcgaaca
cgctgatttt
gtattgccga
ccgagegecc
tgctggctat
gggcgagaag
cgatttgccec
cgtgatgacc
cagcggcgat
gctggeggta
cgtttataaa
cctgctcgat
cgaacagcag
tgaagaggat
ctcacgctcc
ggcctactcce
cggctatatce
actgctgatg
gcacttcacg
ggcgetggtce
gcaggatgaa
acacctcaaa

gcaacaggag

cgcttttatg
gagcgagccg
tatcgccacc
taccccatta
ggtcagccag
gctcaacgcce
acaggtcgcc
agaacgaatg
gcatcecgttce
tccgegaacce
gcgatcgacg
gaactgagcg
gaaggcggca
aacgttgaag
agcgagccgce
gacattcccg
tttaccctgce
ccgtcogecgc
agcggcgcac
tcecegtttge
acccaacgcg
gacgtgtcga
actgagtgtg
cgcggctacg
gaccgcgctc
gagttcgtgc
ctcceccact

cagaaccatg

ES 2325874 T3

cttcccgtgce
ggcgtgattg
accagcgtgc
aataacgata
ccggaacagg
ctttccaccyg
agcctgagcg
atcgctccge
ccgctcggca
actcatgtgg
ccgcccacgc
tcgceccagat
ttgccgaccg
cgattttcct
tcgacaccac
gcggccagct
tggcaaacgg
acgttttcag
agccggatga
agcagttgat
gttacgggcyg
ttgtgccgga
aaatggttaa
ggctggtgtt
tgcaagcccc
tggcacatgc
acgtcgattt

gctaatctga

aggatgccca
tcgcectgea
tgctgacgct
tcgtcaacca
cgaccttcge
gcaccgccgt
gcggacgcat
agctgccgga
tcgacctgat
aggtgtgctg
cctgcaagag
tgaacagcag
cgaactggcg
gctgecgcegcec
cgggatgcgt
gcttggecca
cgaagcgccg
cctgctggeg
catcacccgce
gcgcggcegac
caatcacccg
agagctggga
cggttttatce
cggcatgagc
ggagtacggc
cgacaacgtc
ccaggccgaa

gcggctacaa

13

gcacagtttt
tcagctcaaa
ggccgataac
gagcctgcgt
ggtgacggat
tgcgccggaa
gttgcgcectt
gtgcattctg
cctgacctgt
atgtacgttg
agccgacgcec
cttaacctcg
gcgctggcge
taccgcacca
ctcgaacgcc
acctacgact
acgctgacca
cgtcaggggc
acgccgecgg
gaaggctatt
ttcgcaggcg
tttgcggtga
gacccgccgyg
gagcgcaaag
gagcacgcga
gaagccgcag
ctggagctac

ctttgcctac

cgtcgcctgt
cgcggetggc
gacacgccgg
tttcatacca
gaggcgattt
gcgggtgcga
actggtgcegg
cacgaactca
ggcgagcgcc
ccgtgaaagg
gaggcgatac
cggtagatcg
tgaaacaggc
cgttggcgaa
gtatctccge
acacccatcg
ccgccgacag
tggcgaagtt
tttacccctg
tgctggcgct
agatccgcag
acgtcggcga
gtgagccgce
cgatggcgat
caggceccggc
gctttgtete
tcaaacgtct

ctcgacgagc

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700
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agaccaaacg
tgcegtttgg
ttaccgccag
acaccaccaa
cggaacgtac
tgaccgaaga
agccgcgega
tgaaactgta
tgaaggtaaa
aaatggacat
cggtgccgcee
agcagtggga
tgctggatga
agagcgaggc
ttacgcgccg
gggcattgtc
cctgacgccg
ggccgaccge
cggcctgcgce
ggcacgtcat
tcecgecaac
gcagattgcc
cgggctggat
gctgaacctc
ccgtttgetg
cgacgacccg
cggtgccgga
ataagacgcg

caaaacgtca

catgatccgce
cgggcgcgag
cgtgattggc
cgccgtgteg
ggacgatgcg
tcagataatt
aacggaaacc
tgaagatatc
tgggcgctac
gatgccecgec
gtttacccgce
tgagccatgc
cgccggaaac
aaaaaaccaa
ggcaaaggct
ggggaatccg
cagcaggggyg
cgtcgectge
cgccaggtgt
tacggcgata
cggatcgacg
cgcaacctgg
gtgtcggtge
gcggtggtga
gtgatgaagc
catcatccgt
tgcggegtaa
tcagcgtcge

gtaaaacctt

ES 2325874 T3

cgcgccatct
atgccgatge
gaaagcgacg
attcgcaact
acggttatcc
atcttccagyg
cgcaccatgc
gcccgettcg
gtgatggacc
ctgcaactgt
gtggaaagtc
gccatctgcg
cgcatgtttg
tgaatcaacc
ttagcgatgt
gcteccgggaa
aaattcacta
tgcgtaccga
cggcaggcgg
ttcgtgccac
acctgccgac
tgacgcatcc
aggcccgect
ttgtcaccca
aggggcaagt
atacacagct
acgccttate
atccgacacce

catcctgcac

taaaagcggt
cgtacggctg
tgctgaaggt
tcttcaagcg
agacgcgtca
tgccaateccc
acgcgctgga
gtcatatcgc
cgrtcgccgat
tcggegeggyg
tcgatttcga
gatcgaccca
tctgctccga
gttactttcg
ctcttttgat
gaccacgctg
cgagaaccgt
atggggcgtg
caatatcggce
cgcgcagaag
caccttttcece
gaagctggtg
gctcgacctg
tgatttaggc
ggtggagagt
gctggtgtca
cggcctacaa
cgaaccacga

cagcaaaacyg

14

ggcgatcccce
gggaaccggc
gattgaccag
cgtgaccggg
ccgecatceccce
cgagccgctg
agagtacggc
caccacctac
cccgaaattc
gcgcgagaag
cgatcacccg
cagctatctt
taccgattat
gtcaataacc
ttatggccgg
ctgaagtcga
tcgetgtatg
gtgcatcagc
gagcggctga
tggctggaag
ggcggtatge
tttatggatg
ctgcgcggec
gtcgeceecgcece
gggttaaccg
teggttttgce
atgcgctcce
ggcgaaaaat

gcgtgegect

ggttatcagg
ggcattcagc
ggcgcggatg
gtaaacacca
gaaacgccgce
cgctttatcg
gtgatgcagg
gcctatccgg
gataacccaa
cgcatctatg
ttcaccgttc
gatgaagtgg
tgccgccaac
tgacccacct
gggaagtgct
tctcegegeg
caatgagcga
atccactcga
tggcgaccgg
aggtggagat
agcagcgttt
aaccgaccgg
tggtggtgga
tgctggcgga
accgcgtgcet
agaattgagc
cgtaggtcgg
gattaacgta

gccecgtecte

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440
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aatcgcgcect
agcggcaaat
atccagatca
gtggaaatcc
atctcagcac
tgcgecgceta
ctggcaccat

atcgtcgact

agcgccgcecgg

atcttccatg
tcttcatgat
tggaggtgca
cgatggacgg
tggataaatt
gccacgacgc
gcgacgtgcg
aagagacgca
tgeccgcatca
tggtgtcgct
gcgaatatta
agcaactggc
gccgegegeg
aatctcacca
cctcgecgcaa
cgcactccgg
cttcecgacta
gcaaccgctt

ttaatctcca

cgctcaccgt
caactctgct
aacacggtga
gcaaaaccac
tggaagtggt
aagccgcgeg
cgacattttc
accccattct
tggtggaact
acgaagctgt
tatcaataac
gaacggcgaa
cgaaggcggce
cttcaccccg
gctgatggtg
cgacggeggce
gaaacgcggc
caccacgctg
gatggaccac
tcagggcaaa
gctcgcegca
aaaaattgcg
gcttggcagc
gcatggcatg
caacgtggcg
ctacccecgcce
tacgctgccg

ggatcgceggag

ES 2325874 T3

caacgcgggc
acgctcgctg
cgagtgggta
cgtcggctgg
gatgcagccg
tcttctecacc
cggtggcgaa
gctgcttgac
gattcgcgaa
acgtaatgac
gttaagctgg
atccgecgect
tggctgctgce
cgcccgaaag
gcgagcggca
gatcggctgg
gtcaaccgcg
ccgetgtttg
tcgcegggcec
tactccctca
cgctggtcgc
cttgccagce
gtgatcgccg
aacgtgctga
gccagtgaac
agcctgctceg
caggcggtga

gtgattggcg

gaatgcgtgg
tacgccaact
gacctggtca
gtgagccagt
ctgctcgata
cgcctgaacg
cagcagcgcg
gaacctaccg
gccaaaaccc
gtcgccgacce
tgctggaaaa
ttgccgaaag
cggggctgat
ttgactggcc
tcaccaccgt
agaatctgga
ccgagcaccg
aaaaactggt
agcgccagtt
ctgatgcgca
agccgaatcg
acgatgacgc
aatttcccac
tgggcgegec
tggcgcagct
atgcggcatt
agctggtgac

agggcaaacg

15

tgctccacgg
atctgcccga
ccgcgeccagc
ttctgegegt
ccggecgttcce
tgccggaacyg
tcaacatcgc
cctcgctgga
gtggcgcage
gcctgcaccc
cgaggtggta
ccagagccge
tgagctgcat
tgcccactcg
actggatgcc
gaagatgatc
tctgcatctg
gcagcgcgag
cgccaaccgc
gatgcagcag
cgaatccatc
cacccacgcce
cacgttcgaa
gaatattgtg
tggecctgctyg
tcgegtegece
taaaaatcca

cgeccgacctg

ccattccggce
cgaaggtcaa
gcgcaaagtg
catcccgegt
gcgtgaagcc
cctgtggcac
ccgeggettt
cgccaaaaac
catcgtaggc
aatgggagcc
agecggttegce
ctgccggagg
accgataatc
gcgatgagca
gtggcaattg
aacgccatcg
cgctgcgaac
ccggtgacgce
gagaagtatc
tacgaagaag
gccgcecectgt
cacgttgctg
gcggcggaag
cgcggcggcet
gatatcctct
gatgaccaga
gcgcaggcgc

gtgctggegce

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120
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atcgcaagga
gatgatggga
ggcggaactc
cgatgccagce
cgcggggceaa
cgtcgagatt
ccatctgecyg
ttcgeccggag
taacgcccge
tgacggcagc
acaccatgcc
cgctgatttyg
acgccaatct
tcggcecatgat
ttcaggagtt
cgtgggcaga
tgaagcgccea
gcttcaccaa
cagggcgtte
cagtatcgcec
gacgccgggc
ctgacgcatt
gatccgatcc
ccgggectge
ttacaggtca
acggcacaca
aaatttttac
gcggatgceac

cgctegecac

caatcatatt
aaactgattt
cgcetgeggg
gccggaagtg
aatctgttgg
gatctctggce
caggcgceggyg
atcctcegec
ctggcgcgcg
ctgcgccagt
tgettgtgag
tgagctaaaa
gcgcgaccca
cggcctgeat
ggtggtaatg
agaagaagcc
cgacgcgcac
ggcgctgtaa
cggcatgggy
gccaaccgtg
tgcacgatct
atcatatgga
cggtttacgg
ttgatttcag
cgcecectgec
gecegggtgge
gcaataatca
cgegtaatca

gggtgattct

ES 2325874 T3

catatcgacc
ggttaatggg
aacaaactca
aaaaccatat
ccttaagctg
tgcacgccgg
cgegetatcea
agcgcctgga
ccgeecgeta
cggtcgacac
cttecgceccgg
caggcggagt
aacatgcget
ttgcagtttc
ccgcaggcgce
cgccaggccy
cgtttctatc
catgagcctg
ctgcgagtgt
cagcggegta
cgccgatcege
tcacgtccag
ccecgecggat
ccacacggtg
gctcaaccac
gtggctgtct
gccgcaggta
ctgtgattta

gaceccatatc

acgtctggcg
gcecgteccggce
gttactggtg
cgcectgage
gcacgctaac
attcgacgtg
atcggcgetyg
aaaccgtggce
tactccacag
gctgctgacg
ccacgcagta
ttgaccacca
accatctggce
atctgcatca
gcggtcetgaa
gggccgaaat
tgcgecgaagg
accctcacgc
gcggcectgeg
gtgaagttta
tggtegeccg
gggctgtttce
gaacagggct
gaaccgtttg
tcaaaactga
gacaccgcag
atggtgatgg
aataccgtge

agccaccagt

16

tcagggtaaa
tccgggaaag
gcgcatcgct
gagcaggagt
ggtctgtatt
ctggtcaacy
ctgeccegtet
cgtgaaaacyg
gattgccata
ctgatcecatc
cgacaccgac
cgegtttege
gctgecttgat
tgtcaactgg
cgtcggecagt
gaccgaactt
ctacgagcag
tcaccggeac
ccagagcgcg
acgacgcaat
gatcgttcca
cgctgecgetg
gcgacgatct
tggtgtttga
ccttcggtta
gtttgeegga
attgcagtca
ttgegetgaa

ttgatgcgtg

agggtgttct
acagcectgct
acatcacgcg
tttttacccg
atggcgtegg
gctcacgcgce
gtttacaggt
ccagtgaaat
cgctcaacaa
agaaggagaa
gcggtttacg
gtgggtttta
ggcgaagttg
atcggcgaaa
aagttactgg
tcgaccaacyg
agccacttcc
cggcggcgea
gcgctegeeyg
caccctgatc
gcagtttttg
gggegttggce
gtttaaacat
tttgcagggyg
tcrgctggaa
aaaaacgctg
ccecgecgegce
tcaggttatc

gctgatggaa

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860
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30

aacgcactac
tgagagggaa
accgattgtg
gggcgatgcc
tcatccteca
cggcgatctt
tcacgctgec
gcgtcattaa
ggaacgtgga
aacctcaaaa
atctcaattt
gccttcgtac
cactcgtgaa

ataaggttcg

cgtcagggtt
tgtgcgcgct
ctcgatattg
tgctccatac
gttgccgacg
caaactggcg
agcecgtcegte
tcgectgctg
cagcgtgagc
agaaactcta
ctccgctgct
tgtgcgccca
ccaaaagcca

ctacagacga

ES 2 325 874 T3

tgaggtgggyg
ggceccctca
aatattgcgc
ccaacctcat
ctcctgatca
gcggeggtcg
gcgcgaatct
aatattgcca
agggtgaata
tccacattaa
ctattgccgt
gccacgcatc
gcacgttggt

ccgcgcgaat

tttgatggga
ccctaaccct
tcgttttete
cgcccatact
agctggegcet
tcatattgtc
tcatagtctc
atggtgtcgt
aaagaaatag
tcattactca
aatcgcctcc
cacaatcatt
gtcgttatgce

tc

tggagattgg
ctcceccagag
cctctcecceca
catcttccat
ggcgatcgtce
tgcgeecgatc
gcccacggtce
cgataatatc
cggaaagcgt
tccatgcaag
acgcgttgtt
tttgccagtt

tgccgcgaaa

ggtggcgtga
gggcgagggg
ttggggtgag
tcteccgetct
cagctgecctg
gtcgctcact
agggttataa
ggcctgggcece
ttcattagcc
tagtggatga
gatgacgacc
cgaggccaac

gttgcgegga

10920

10980

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11520

11580

11640

11672

<211> 435
<212> ADN
<213> Escherichia coli

<400> 3

40

45

50

55

atgcctge:st
atttgtgagc
aatctgcgeg
atgatcggcce
gagttggtgg
gcagaagaag
cgccacgacg

accaaggcgc

gtgagcttcg
taaaacaggc
acccaaacat
tgcatttgca
taatgccgca
aagcecgeca
cgcaccgttt

tgtaa

cccggeccacg
ggagtttgac
gcgctaccat
gtttcatctg
ggcgcgeggt
ggccggggcec

ctatctgcgce

cagtacgaca
caccacgcgt
ctggegcetge
catcatgtca
ctgaacgtcg
gaaatgaccg

gaaggctacg

ccgacgecggt
ttcgcgtggg
ttgatggcga
actggatcgg
gcagtaagtt
aactttcgac

agcagagcca

ttacgcgctg
ttttaacgcc
agttgtcggce
cgaaattcag
actggcegtgg
caacgtgaag

cttcecgctte

60

120

180

240

300

360

420

435

<210> 4

<211> 144

<212> PRT

<213> Escherichia coli

17
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ES 2325874 T3

<400> 4
Met Pro Ala Cys Glu Leu Arg Pro Ala Thr

Val Tyr Ala Leu Ile Cys Glu Leu Lys Gln
Ala Phe Arg VvVal Gly Phe Asn Ala Asn Leu

35 40

Tyr His Leu Ala Leu Leu Asp Gly Glu Val
50 55

His Leu Gln Phe His Leu His His Val Asn
65 70

Glu Leu Val Val Met Pro Gln Ala Arg Gly
85 90

Leu Leu Ala Trp Ala Glu Glu Glu Ala Arg
100 105

Thr Glu Leu Ser Thr Asn Val Lys Arg His
115 120

Leu Arg Glu Gly Tyr Glu Gln Ser His Phe
130 135

<210> 5

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<400> 5
aaacaccatg gctgcttgtg

<210> 6

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<400> 6
gtgacgaatt cgagctcatt acagegectt ggtga

<210>7

<211>435

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

18

Gln

Ala

Arg

Vval

Trp

75

Leu

Gln

Asp

Arg

Tyr

Glu

Asp

Gly

60

Ile

Asn

Ala

Ala

Phe
140

Asp

Phe

Pro

45

Met

Gly

Val

Gly

His

125

Thr

Thr

Asp

30

Asn

Ile

Glu

Gly

Ala

110

Arg

Lys

Asp

15

His

Met

Gly

Ile

Ser

95

Glu

Phe

Ala

Ala

His

Arg

Leu

Gln

80

Lys

Met

Tyr

Leu

35



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: secuencia de nucledtidos que no se presenta en la naturaleza que codifica

ES 2 325 874 T3

la proteina de PhnO modificada P2A; g-c en la posicién del nucledtido 4

<220>
<221> CDS

<222> (1) .. (432)

<400> 7

atg
Met
1

gtt
val

gcg
Ala

tac
Tyr

cat
His
65

gag
Glu

tta
Leu

acc
Thr

ctg
Leu

taa

<210> 8
<211> 144
<212> PRT

gct
Ala

tac
Tyr

ttt
Phe

cat
His
50

ttg
Leu

ttg
Leu

ctg
Leu

gaa
Glu

cgc
Arg
130

gct
Ala

gcg
Ala

cgc
Arg
35

ctg
Leu

cag
Gln

gtg
Val

gcg
Ala

ctt
Leu
115

gaa
Glu

tgt
Cys

ctg
Leu
20

gtg
Val

gcg
Ala

ttt
Phe

gta
val

tgg
Trp
100

teg

Ser

ggc
Gly

<213> Secuencia artificial

gag
Glu

att
Ile

ggt
Gly

ctg
Leu

cat
His

atg
Met
85

gca

Ala

acc
Thr

tac
Tyr

ctt
Leu

tgt
Cys

ttt
Phe

ctt
Leu

ctg
Leu
70

ccg

Pro

gaa
Glu

aac
Asn

gag
Glu

cgc
Arg

gag
Glu

aac
Asn

gat
Asp
55

cat
His

cag
Gln

gaa
Glu

gtg
Val

cag
Gln
135

ccg
Pro

cta
Leu

gcc
Ala
40

ggc
Gly

cat
His

gcg
Ala

gaa
Glu

aag
Lys
120

agc
Ser

gcc
Ala

aaa
Lys
25

aat

Asn

gaa
Glu

gtc
Val

cgc
Arg

gce
Ala
105

cgce
Arg

cac
His

19

acg
Thr
10

cag
Gln

ctg
Leu

gtt
Val

aac
Asn

ggt
Gly

cgc
Arg

cac
His

tte
Phe

cag
Gln

gcg
Ala

cgc
Arg

gtc
val

tgg
Trp
75

ctg

Leu

cag
Gln

gac
Asp

cgc
Arg

tac
Tyr

gag
Glu

gac
Asp

ggc
Gly
60

atc
Ile

aac
Asn

gcc
Ala

gcg
Ala

ttc
Phe
140

gac
Asp

ttt
Phe

cca
Pro
45

atg
Met

ggc
Gly

gtc
val

999
Gly

cac
His
125

acc
Thr

ace
Thr

gac
Asp
30

aac
Asn

atc
Ile

gaa
Glu

ggc
Gly

gce
Ala
110

cgt
Arg

aag
Lys

gac
Asp
15

cac
His

atg
Met

ggc
Gly

att
Ile

agt
Ser
95

gaa

Glu

ttc
Phe

gcg
Ala

gcg
Ala

cac
His

cge
Arg

ctg
Leu

cag
Gln
80

aag

Lys

atg
Met

tat
Tyr

ctg
Leu

48

96

144

192

240

288

336

384

432

435
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<400> 8

Met

Val

Ala

Tyr

His

65

Glu

Leu

Thr

Leu

<210>9
<211> 264
<212> ADN

Ala

Tyr

Phe

His

50

Leu

Leu

Leu

Glu

Arg
130

Ala

Ala

Arg

35

Leu

Gln

val

Ala

Leu

115

Glu

<213> Secuencia artificial

<220>

Cys

Leu

20

vVal

Ala

Phe

Val

Trp

100

Ser

Gly

Glu

Ile

Gly

Leu

His

Met

85

Ala

Thr

Tyxr

Leu

Cys

Phe

Leu

Leu

70

Pro

Glu

Asn

Glu

ES 2325874 T3

Arg

Glu

Asn

Asp

55

His

Gln

Glu

val

Gln
135

Pro

Leu

Ala

40

Gly

His

Ala

Glu

Lys

120

Ser

Ala

Lys

25

Asn

Glu

val

Arg

Ala

105

Arg

His

Thr

10

Gln

Leu

Val

Asn

Gly

90

Arg

His

Phe

Gln

Ala

Arg

Val

Trp

75

Leu

Gln

Asp

Tyr

Glu

Asp

Gly

Ile

Asn

Ala

Ala

Phe
140

Asp

Phe

Pro

45

Met

Gly

Val

Gly

His

125

Thr

Thr

Asp

30

Asn

Ile

Glu

Gly

Ala

110

Arg

Lys

<223> Descripcién de la secuencia artificial: secuencia que codifica el péptido de transito

<220>
<221> CDS
<222> (1) .. (264)

20

Asp

15

His

Met

Gly

Ile

Ser

95

Glu

Phe

Ala

Ala

His

Arg

Leu

80

Lys

Met

Tyr

Leu
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<400> 9

atg gct tcc tct atg cte tet tec gect act atg gtt gce tcet ccg gcet 48
Met Ala Ser Ser Met Leu Ser Ser Ala Thr Met Val Ala Ser Pro Ala
1 5 10 15

cag gcc act atg gtc gct cct ttc aac gga ctt aag tcc tcc gct gcec 96
Gln Ala Thr Met Val Ala Pro Phe Asn Gly Leu Lys Ser Ser Ala Ala
20 25 30

ttc cca gcc acce cgc aag gct aac aac gac att act tce atc aca agc 144
Phe Pro Ala Thr Arg Lys Ala Asn Asn Asp Ile Thr Ser Ile Thr Ser
35 40 45

aac ggc gga aga gtt aac tgc atg cag gtg tgg cct ccg att gga aag 192
Asn Gly Gly Arg Val Asn Cys Met Gln val Trp Pro Pro Ile Gly Lys
50 55 60

aag aag ttt gag act ctc tct tac ctt cct gac ctt acc gat tcc ggt 240
Lys Lys Phe Glu Thr Leu Ser Tyr Leu Pro Asp Leu Thr Asp Ser Gly

65 70 75 80
ggt cgc gtc aac tgc atg cag gcc 264
Gly Arg Val Asn Cys Met Gln Ala
85
<210> 10
<211> 88
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<400> 10
Met Ala Ser Ser Met Leu Ser Ser Ala Thr Met Val Ala Ser Pro Ala
1 5 10 15
Gln Ala Thr Met Val Ala Pro Phe Asn Gly Leu Lys Ser Ser Ala Ala
20 25 30
Phe Pro Ala Thr Arg Lys Ala Asn Asn Asp Ile Thr Ser Ile Thr Ser
35 40 45
Asn Gly Gly Arg Val Asn Cys Met Gln Val Trp Pro Pro Ile Gly Lys
50 55 60
Lys Lys Phe Glu Thr Leu Ser Tyr Leu Pro Asp Leu Thr Asp Ser Gly
65 70 75 80
Gly Arg Val Asn Cys Met Gln Ala
85
<210> 11
<211> 696
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: secuencia que codifica CTP-AMPA acetiltransferasa y traduccion de la
secuencia de aminodcidos

<220>
<221> CDS
<222> (1) .. (696)

21
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<400> 11

ES 2325874 T3

atg gct tcc tet atg cte tect tce gcoct act atg gtt gcc tct ccg
Met Ala Ser Ser Met Leu Ser Ser Ala Thr Met Val Ala Ser Pro

1

cag
Gln

ttc
Phe

aac
Asn

aag
Lys
65

ggt
Gly

gcc
Ala

aaa
Lys

aat
Asn

gaa
Glu
145

gtc
Val

cgce
Arg

gcc
Ala

cgc
Arg

cac
His
225

<210> 12

gcc
Ala

cca
Pro

ggc
Gly
50

aag
Lys

cgc
Arg

acg
Thrx

cag
Gln

ctg
Leu
130

gtt
Val

aac
Asn

ggt
Gly

cgc
Arg

cac
His
210

ttc
Phe

act
Thr

gcc
Ala
35

gga
Gly

o o of
Phe

gtc
Val

cag
Gln

gcg
Ala
115

cgc
Arg

gtc
val

tgg
Trp

ctg
Leu

cag
Gln
195

gac

Asp

cgce
Arg

atg
Met
20

acc
Thr

aga
Arg

gag
Glu

aac
Asn

tac

Tyr
100

gag
Glu

gac
Asp

ggc
Gly

atc
Ile

aac
Asn
180

gcc

Ala

gcg
Ala

ttc
Phe

5

gtc
vVal

cgc
Arg

gtt
Val

act
Thr

tgc
Cys

gac
Asp

ttt
Phe

cca
Pro

atg
Met

ggc
Gly
165

gte
val

999
Gly

cac
His

acce
Thr

gct
Ala

aag
Lys

aac
Asn

ctce
Leu
70

atg
Met

acc
Thr

gac
Asp

aac
Asn

atc
Ile
150

gaa
Glu

ggc
Gly

gcc
Ala

cgt
Arg

aag
Lys
230

cct
Pro

gct
Ala

tgc
Cys
55

tct
Ser

cag
Gln

gac
Asp

cac
His

atg
Met
135

ggc
Gly

atec
Ile

agt
Ser

gaa
Glu

tte
Phe
215

gcg
Ala

ttc
Phe

aac
Asn
40

atg
Met

tac
Tyr

gcc
Ala

gcg
Ala

cac
His
120

cgc
Arg

ctg
Leu

cag
Gln

aag
Lys

atg
Met
200

tat
Tyr

ctg
Leu

aac
Asn
25

aac
Asn

cag
Gln

ctt
Leu

atg
Met

gtt
vVal
105

gcg
Ala

tac
Tyr

cat
His

gag
Glu

tta
Leu
185

acc
Thr

ctg
Leu

22

10

gga
Gly

gac
Asp

gtg
Val

cct
Pro

gct
Ala
30

tac

Tyr

ttt
Phe

cat
His

ttg
Leu

ttg
Leu
170

ctg
Leu

gaa
Glu

cgce
Arg

ctt
Leu

att
Ile

tgg
Trp

gac
Asp
75

gct
Ala

gcg
Ala

cgce
Axg

ctg
Leu

cag
Gln
155

gtg
val

gcg
Ala

ctt
Leu

gaa
Glu

aag
Lys

act
Thr

cct
Pro
60

ctt
Leu

tgt
Cys

ctg
Leu

gtg
Val

gcg
Ala
140

tte
Phe

gta
Val

tgg
Trp

tcg
Ser

ggc
Gly
220

tcc
Ser

tce
ser
45

ccg
Pro

acc
Thr

gag
Glu

att
Ile

ggt
Gly
125

ctg
Leu

cat
His

atg
Met

gca
Ala

ace
Thr
205

tac
Tyx

tce
Ser
30

atc
Ile

att
Ile

gat
Asp

ctt
Leu

tgt
Cys
110

o o of
Phe

ctt
Leu

ctg
Leu

ccg
Pro

gaa
Glu
190

aac

Asn

gag
Glu

15

gct
Ala

aca
Thr

gga
Gly

tce
Ser

cgce
Arg
95

gag
Glu

aac
Asn

gat
Asp

cat
His

cag
Gln
175

gaa

Glu

gtg
Val

cag
Gln

gct
Ala

gcc
Ala

agc
Ser

aag
Lys

ggt
Gly
80

ccg
Pro

cta
Leu

gcc
Ala

ggc
Gly

cat
His
160

gcg
Ala

gaa
Glu

aag
Lys

agc
Ser

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

696
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<211> 232
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<400> 12

Met

Gln

Phe

Asn

Lys

65

Gly

Ala

Lys

Asn

Glu

145

val

Arg

Ala

Arg

His

225

<210> 13
<211> 415
<212> ADN

<213> Zea mays

<220>
<221> regiéon N

Ala

Ala

Pro

Gly

50

Lys

Arg

Thr

Gln

Leu

130

Val

Asn

Gly

Arg

His

210

Phe

<222> (15) .. (163)

Ser

Thr

Ala

35

Gly

Phe

Val

Gln

Ala

115

Arg

vVal

Trp

Leu

Gln

195

Asp

Arg

Ser

Met

20

Thr

Arg

Glu

Asn

Tyr

100

Glu

Asp

Gly

Ile

Asn

180

Ala

Ala

Phe

Met

val

Arg

val

Thr

cys

85

Asp

Phe

Pro

Met

Gly

165

Val

Gly

His

Thr

ES 2 325 874 T3

Leu

Ala

Lys

Asn

Leu

70

Met

Thr

Asp

Asn

Ile

150

Glu

Gly

Ala

Arg

Lys
230

Ser

Pro

Ala

Cys

55

Ser

Gln

Asp

His

Met

135

Gly

Ile

Ser

Glu

Phe

215

Ala

Ser

Phe

Asn

40

Met

Tyr

Ala

Ala

His

120

Arg

Leu

Gln

Lys

Met

200

Tyr

Leu

Ala

Asn

25

Asn

Gln

Leu

Met

Val

105

Ala

Tyr

His

Glu

Leu

185

Thr

Leu

23

Thr

10

Gly

Asp

Val

Pro

Ala
90

Tyr

Phe

His

Leu

Leu

170

Leu

Glu

Arg

Met

Leu

Ile

Trp

Asp

75

Ala

Ala

Leu

Gln

155

Val

Ala

Leu

Glu

Val

Lys

Thr

Pro

60

Leu

Cys

Leu

Val

Ala

140

Phe

val

Trp

Ser

Gly
220

Ala

Ser

Ser

45

Pro

Thr

Glu

Ile

Gly

125

Leu

His

Met

Ala

Thr
205

Tyr

Ser

Ser

30

Ile

Asp

Leu

Cys

110

Phe

Leu

Leu

Pro

Glu

190

Asn

Glu

Pro

15

Ala

Thr

Gly

Ser

Arg

95

Glu

Asn

Asp

His

Gln

175

Glu

val

Gln

Ala

Ala

Ser

Lys

Gly

80

Pro

Leu

Ala

Gly

His

160

Ala

Glu

Lys

Ser
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<220>
<221>
<222>

<220>
<221>
<222>

<400>

<210>
<211>
<212>

intrén
(164) .. (322)

region C
(323) .. (411)

13
tctagaggat
cgttcctggg
tcggcaacgt
tagtagttct
tgatccatgc
ccgaaaacac

tcgtacctgce

14
174
ADN

cagcatggcg
gctcaagtcce
cagcaacggc
ttgcattgca
atggactgat
cgtactacgt

cgccgcetgtce

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: secuencia codificadora de péptido de transito de cloroplastos o plastidios

<220>
<221>
<222>

<400>

<210>
<211>

ES 2325874 T3

cccaccgtga
accgccagcce
ggaaggatcc
gcagctgcag
gtgtgttgee
gcaggtgtgg

gaccggcggg

y traduccidn de la secuencia de aminodcidos

CDS
(1) .. (174)

14

atg gct
Met Ala
1

cag
Gln

gce
Ala

ttce
Phe

cca
Pro

tcc
Ser

act
Thr

gce
Ala

tct
Ser

atg
Met

atg
Met
20

gtc
Val

ace
Thr

cgce
Arg

35

aac
Asn

ggc
Gly

50

15
58

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

gga
Gly

gtt
Val

aga
Arg

ctc
Leu

gct
aAla

aag
Lys

aac
Asn

tct
Ser

tecc
Ser

ttc
Phe

cct
Pro

aac
Asn
40

gct
Ala

atg
Met

tgc
Cys

55

tgatggcctc
tceceegtcege
ggtgcatgca
ctagcgagtt
catcccatcc
ccctacggcea

cgcatccget

act
Thr
10

gct
Ala

atg
Met

ctt
Leu

aac
Asn
25

gga
Gly

att
Ile

aac
Asn

gac
Asp

cag
Gln

gcc
Ala

24

gtcggccacc
cecgececgctcece
ggtaacaaat
agtaatagga
catcccattt
acaagaagtt

gcatgcaggc

gtt
val

gcc
Ala

tcc
Ser

aag
Lys

tct
Ser

tcce
Ser

gccgtcgctce
tccagaagcc
gcatcctagce
agggaactga
cccaaacgaa
cgagacgctg

catgg

gct
Ala

ccg
Pro
15

gct
Ala

gce
Ala

30

tcc
Ser
45

act
Thr

atc
Ile

aca
Thr

agc
Ser

60

120

180

240

300

360

415

48

96

144

174
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<400> 15

Met Ala Ser Ser Met Leu Ser Ser Ala Thr Met Val Ala Ser Pro Ala
1 5 10 15

Gln Ala Thr Met Val Ala Pro Phe Asn Gly Leu Lys Ser Ser Ala Ala
20 25 30

Phe Pro Ala Thr Arg Lys Ala Asn Asn Asp Ile Thr Ser Ile Thr Ser
35 40 45

Asn Gly Gly Arg Val Asn Cys Met Gln Ala
50 55

<210> 16

<211> 157

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: oligonucledtido sintético que representa los pares de bases 1 hasta 157
de un gen de AMPA aciltransferasa de 432 pares de bases.

<400> 16

atggcecgett gecgagcttcg cccagccacg cagtacgaca ccgacgccgt gtacgcgctg 60
atctgcgage tcaagcaggc ggagttcgac caccacgcct tcecgegtggg cttcaacgcec 120
aacctgcgecg accccaacat gcgctaccat ctggegce 157
<210> 17
<211> 187

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: secuencia de oligonucledtido sintético que representa los pares de bases
158 hasta 344 de un gen de AMPA aciltransferasa de 432 pares de bases.

<400> 17

tgcttgatgg cgaagtggtc ggcatgatcg gcctgcacct ccagttccac ctgcatcatg 60
tcaactggat cggcgagatc caggagctgg tcgtgatgcc acaggcgagg ggtctgaacg 120
tcggcagcaa gctcctggeg tgggccgagg aggaagccag gcaggccgga gcecgagatga 180

ccgaget 187

<210> 18

<211> 88

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

25
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<223> Descripcién de la secuencia artificial: secuencia de oligonucleétido sintético que representa los pares de bases

ES 2325874 T3

345 hasta 432 de un gen de AMPA aciltransferasa de 432 pares de bases.

<400> 18

cagcaccaac gtgaagcgcce acgacgcgca ccgcttcectac ctgcgcgaag gctacgagca 60

gagccacttc cgcttcacca aggcgctg

<210> 19
<211>432
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: oligonucleétido sintético que proporciona la secuencia codificadora

optimizada para monocotiledéneas para una AMPA acetiltransferasa

<220>
<221> CDS

<222> (1) .. (432)

<400> 19

atg
Met
1

gtg
vVal

gcc
Ala

tac
Tyr

cac
His
65

gag

gcc
Ala

tac
Tyr

ttc
Phe

cat
His
50

cte
Leu

ctg

gct
Ala

gcg
Ala

cgce
Arg
35

ctg
Leu

cag
Gln

gtc

tgc
Cys

ctg
Leu
20

gtg
val

gcg
Ala

tte
Phe

gtg

gag
Glu

atc
Ile

ggc
Gly

ctg
Leu

cac
His

atg

ctt
Leu

tgc
Cys

tce
Phe

ctt
Leu

ctg
Leu
70

cca

cgc
Arg

gag
Glu

aac
Asn

gat
Asp
55

cat
His

cag

cca
Pro

ctc
Leu

gcc
Ala
40

ggc
Gly

cat
His

gcg

gcc
Ala

aag
Lys
25

aac
Asn

gaa
Glu

gtc
val

agg

26

acg
Thr
10

cag
Gln

ctg
Leu

gtg
val

aac
Asn

ggt

cag
Gln

gcg
Ala

cgc
Arg

gtc
val

tgg
Trp
75

ctg

tac
Tyr

gag
Glu

gac
Asp

ggc
Gly
60

atc
Ile

aac

gac
Asp

ttc
Phe

cce
Pro
45

atg
Met

ggc
Gly

gtc

acc
Thr

gac
Asp
30

aac
Asn

atc
Ile

gag
Glu

ggc

gac
Asp
15

cac
His

atg
Met

ggc
Gly

atc
Ile

agc

gcc
Ala

cac
His

cgc
Arg

ctg
Leu

cag
Gln
80

aag

88

48

96

144

192

240

288
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Glu

ctc
Leu

acc
Thr

ctg
Leu

<210> 20
<211> 144
<212> PRT

Leu

ctg
Leu

gag
Glu

cgc
Arg
130

Val

gcg
Ala

ctc
Leu
115

gaa
Glu

Val

tgg
Trp
100

agc

Ser

ggc
Gly

<213> Secuencia artificial

<400> 20

<210> 21
<211>20

Met

val

Ala

Tyr

His

65

Glu

Leu

Thr

Leu

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: oligonucledtido sintético PHN1 para uso como un cebador de amplifica-

cién

Ala

Tyr

Phe

His

50

Leu

Leu

Leu

Glu

Arg
130

Ala

Ala

Arg

35

Leu

Gln

Val

Ala

Leu

115

Glu

Met
85

gcc

Ala

acc
Thr

tac
Tyr

Cys

Leu

20

val

Ala

Phe

Val

Trp

100

Ser

Gly

Pro

gag
Glu

aac
Asn

gag

ES 2 325 874 T3

Gln

gag
Glu

gtg
Val

cag

Glu Gln

Glu

Ile

Gly

Leu

His

Met

85

Ala

Thr

Tyr

135

Leu

Cys

Phe

Leu

Leu

70

Pro

Glu

Asn

Glu

Ala

gaa
Glu

aag
Lys
120

agc

Ser

Arg

Glu

Asn

Asp

55

His

Gln

Glu

val

Gln
135

Arg

gcc
Ala
105

cge

Arg

cac
His

Pro

Leu

Ala

40

Gly

His

Ala

Glu

Lys

120

Sex

Gly
90

agg
Arg

cac
His

ttc
Phe

Ala

Lys

25

Asn

Glu

Val

Arg

Ala

105

Arg

His

27

Leu

cag
Gln

gac
Asp

cgc
Arg

Thr

10

Gln

Leu

val

Asn

Gly

90

Arg

His

Phe

Asn

gcc
Ala

gcg
Ala

ttc
Phe
140

Gln

Ala

Arg

val

Trp

75

Leu

Gln

Asp

Arg

val

gga
Gly

cac
His
125

acc
Thr

Tyr

Glu

Asp

Gly

60

Ile

Asn

Ala

Ala

Phe
140

Gly

gcc
Ala
110

cge

Arg

aag
Lys

Asp

Phe

Pro

45

Met

Gly

Val

Gly

His

125

Thr

Ser
95

gayg
Glu

tte
Phe

gcg
Ala

Thr

Asp

30

Asn

I1le

Glu

Gly

Ala

110

Arg

Lys

Lys

atg
Met

tac
Tyr

ctg
Leu

Asp

15

His

Met

Gly

Ile

Ser

95

Glu

Phe

Ala

Ala

His

Arg

Leu

Gln

80

Lys

Met

Tyr

Leu

336

384

432
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ES 2 325 874 T3

<400> 21

atggctgcett gtgagettcg

<210> 22

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: oligonucledtido sintético PHN2 para uso como un cebador de amplifica-
cién

<400> 22

cagcgecttg gtgaagegga

<210> 23

<211> 1630

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: casete de expresion que comprende el promotor funcional de planta unido
a una secuencia codificadora que codifica una AMPA acetiltransferasa unida a una secuencia de terminacion
de la transcripcion

<220>

<221> promotor

<222> (33) .. (605)
<220>

<221> péptido de transito
<222> (627) .. (892)

<220>
<221> CDS
<222> (893) .. (1324)

<220>
<221> terminador
<222> (1350) .. (1605)

28
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<400> 23

gcggcegegt
aaggtacgag
atcctcaaag

gagtctccaa

aaactactgt
agacttaaag
tggggaccag
ttgcctttat
ggaaaagagc
caaaagaatt
gaaccaatcc
ggttgcctct
tgccttccca
aagagttaac

ttaccttcect

tcaagcttga
ccatatcact
gtttgtaagg

accattagcecc

tccagcacat
ttagtgggca
acaaaaaagyg
tgcaaagata
tgtcctgaca
ccctetatat
ttctagaaga
ccggctcagg
gccaccecgca
tgcatgcagg

gaccttaccg

ES 2325874 T3

gctcaggatt
ttattcaaat
aagaattctc

aaaagctaca

gcatcatggt
tctttgaaag
aatggtgcag
aagcagattc
gcccactcac
aagaaggcat
tcteccacaat
ccactatggt
aggctaacaa
tgtggcctce

attccggtgg

tagcagcatt
tggtatcgcc
agtccaaagc

ggagatcaat

cagtaagttt
taatcttgtc
aattgttagg
ctctagtaca
taatgcgtat
tcattcccat
ggcttectct
cgctcettte
cgacattact
gattggaaag

tcgegtcaac

29

ccagattggg
aaaaccaaga
ctcaacaagg

gaagaatctt

cagaaaaaga
aacatcgagce
cgcacctacc
agtggggaac
gacgaacgca
ttgaaggatc
atgctctctt
aacggactta
tccatcacaa
aagaagtttg

tgcatgcagg

ttcaatcaac
aggaactccce
tcagggtaca

caatcaaagt

catccaccga
agctggcettg
aaaagcatct
aaaataacgt
gtgacgacca
atcagatact
ccgctactat
agtcctcege
gcaacggcegg
agactctctc

cc atg gct
Met Ala

60

120

180

240
300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

898
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ctt
Leu

gct
Ala

tgt
Cys

cgc
Arg

gag
Glu

att
Ile

ctg
Leu
20

tgt
Cys

gcg
Ala

gag
Glu

tet
Phe

cgc
Arg
35

aac
Asn

ggt
Gly

gtg
Val

ctt
Leu

ctg
Leu

ctyg
Leu

gat
Asp
55

gcg
Ala

ttt
Phe

cat
His

cat
His

cag
Gln

ctg
Leu
70

gtg
Val

gta
Val

atg
Met
85

ccg
Pro

cag
Gln

gcg
Ala

tgg
Trp
100

gca
Ala

gaa
Glu

gaa
Glu

ctt
Leu
115

tcg
Ser

acc
Thr

aac
Asn

gtg
vVal

tac
Tyr

gaa
Glu

ggc
Gly

gag
Glu

cag
Gln
135

taatgagctc ggtaccggat
taagattgaa tcctgttgcce
ttaagcatgt aataattaac
ttagagtccc gcaattatac
aggataaatt atcgcgcgcg

ggccgce

<210> 24

<211> 144

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

ccg
Pro

cta
Leu

gcc
Ala
40

ggc
Gly

cat
His

gcg
Ala

gaa
Glu

aag
Lys
120

agce
Ser

ES 2325874 T3

gcc
Ala

acg
Thr
10

aaa
Lys
25

cag
Gln

aat
Asn

ctg
Leu

gtt
Val

gaa
Glu

aac
Asn

gtc
Val

ggt
Gly
90

cge
Arg

cge
Arg

gcec
Ala
105

cac
His

cgc
Arg

His

ccaattccecg
ggtcttgcga
atgtaatgca
atttaatacg

gtgtcatcta

cag
Gln

gcg
Ala

cgc
Arg

gtc
Val

tgg
Trp
75

ctg
Leu

cag
Gln

gac
Asp

tac

Tyr

gac
Asp

tte
Phe

gag
Glu

cca
Pro
45

gac
Asp

atg
Met

ggc
Gly
60

atc
Ile

ggc
Gly

aac
Asn

gtc
val

gcc
Ala

999
Gly

cac
His
125

gcg
Ala

cac ttc cgc ttc acc
Phe Arg Phe Thr

140
atcgttcaaa
tgattatcat
tgacgttatt
cgatagaaaa

tgttactaga

30

gac
Asp

gce
Ala

Arg

acc
Thr

gcg
Ala

gac
Asp
15

cac
His

cac
His

aac
Asn

atg
Met

cgce
Arg

atc
Ile

ctg
Leu

ggc
Gly

att
Ile

cag
Gln
80

gaa
Glu

agt
Ser
95

aag
Lys

ggc
Gly

atg
Met

gaa
Glu
110

ttc
Phe

tat
Tyr

cgt

aag gcg ctg
Lys Ala Leu
catttggcaa
ataatttctg
tatgagatgg
caaaatatag

tcggggatcg

tac
Tyr

gtt
Val

ttt
Phe

gcg
Ala

cat
His
50

tac
Tyr

cat
His
65

ttg
Leu

ttg
Leu

gag
Glu

tta
Leu

ctg
Leu

acc
Thr

gaa
Glu

ctg
Leu

cge
Arg
130

taaagtttct
ttgaattacg
gtttttatga
cgcgcaaact

atcccecggygce

946

994

1042

1090

1138

1186

1234

1282

1324

1384

1444

1504

1564

1624

1630
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ES 2 325 874 T3

<400> 24

Met Ala Ala Cys Glu Leu Arg Pro

Val Tyr Ala Leu Ile Cys Glu Leu
20

Ala Phe Arg Val Gly Phe Asn Ala
35 40

Tyr His Leu Ala Leu Leu Asp Gly
50 55

His Leu Gln Phe His Leu His His
65 70

Glu Leu Val Val Met Pro Gln Ala
85

Leu Leu Ala Trp Ala Glu Glu Glu
100

Thr Glu Leu Ser Thr Asn Val Lys
115 120

Leu Arg Glu Gly Tyr Glu Gln Ser
130 135

<210> 25

<211> 2122

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: casete de expresién que comprende el promotor de planta unido a una

Ala

Lys

25

Asn

Glu

val

Axrg

Ala

105

Arg

His

Thr

10

Gln

Leu

val

Asn

Gly

90

Arg

His

Phe

Gln

Ala

Arg

Val

Trp

75

Leu

Gln

Asp

Arg

Tyr

Glu

Asp

Gly

60

Ile

Asn

Ala

Ala

Phe
140

AsSp

Phe

Pro

45

Met

Gly

Vval

Gly

His

125

Thr

Thr

Asp

30

Asn

Ile

Glu

Gly

Ala

110

Arg

Lys

Asp

15

His

Met

Gly

Ile

Ser

95

Glu

Phe

Ala

secuencia que codifica una AMPA acetiltransferasa unida a una secuencia de terminacion

<220>
<221> promotor
<222> (6) .. (620)

<220>
<221> 5 UTR
<222> (645) .. (715)

<220>
<221> intrén
<222>(729) .. (1178)

<220>
<221> péptido de transito
<222> (1179) .. (1406)

<220>
<221> CDS
<222> (1407) .. (1838)

31

Ala

His

Arg

Leu

Gln

80

Lys

Met

Tyr

Leu
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<220>

<221> terminador
<222> (1849) .. (2082)

<400> 25

ctgcaggtcce
cattgcccag
aaatgccatc
cccaaagatg
tcttcaaagc
atccggaaac
ggaaaaggaa
agatgcctct
aaaagaagac
cgtaagggat
ttcatttcat
cttccacaca

aagggaggcc

tttttrtceg

gatgtgagac
ctatctgtca
attgcgataa
gacccccacce
aagtggattg
ctccteggat
ggtggctcct
gccgacagtg
gttccaacca
gacgcacaat
ttggagagga
ctcaagccac
tccgecgecg

tctecggtctce

ES 2325874 T3

ttttcaacaa
ctttattgtg
aggaaaggcc
cacgaggagc
atgtgatggt
tccattgcec
acaaatgcca
gtcccaaaga
cgtcttcaaa
cccactatcc
cacgctgaca
actattggag
ccggtaacca

gatctttggc

agggtaatat
aagatagtgg
atcgttgaag
atcgtggaaa
ccgatgtgag
agctatctgt
tcattgcgat
tggaccccca
gcaagtggat
ttcgcaagac
agctgactct
aacacacagg
ccecegeecct

cttggtagtt

32

ccggaaacct
aaaaggaagg
atgcctetgce
aagaagacgt
acttttcaac
cactttattg
aaaggaaagg
cccacgagga
tgatgtgata
ccttcectceta
agcagatcct
gacaacacac
ctcctetttce

tgggtgggcg

cctcggattc
tggctcctac
cgacagtggt
tccaaccacg
aaagggtaat
tgaagatagt
ccatcgttga
gcatcgtgga
tctccactga
tataaggaag
ctagaaccat
cataagatcc
tttctecegtt

agaggcggcet

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840
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tcgtgcgege
gatgtagatc
tgctaaacaa
tgctgcttcg
taatccctea
ctegtgegga
gcaatggtgtc
ctceccecttatce

cgtggggatt

tcatgtcttc

acg
Thr
10

cag tac
Gln Tyr

cag
Gln

gcg
Ala

gag
Glu

ctg
Leu

cgc gac
Arg Asp

gtc
Val

gtg
val

ggc
Gly
60

aac
Asn

atc
Ile

tgg
Trp
75

ctg
Leu

aac
Asn

ggc
Gly
90

agg
Arg

cag
Gln

gcc
Ala

cac
His

gac
Asp

gcg
Ala

ttec
Phe

ttce
Phe

cgc
Arg

ccagatcggt
tgcgatccgce
gatcaggaag
tcaggcttag
gcattgttca
gcttttttgt
gcagaaccca
ggtttctctg
gaagaagagt

tgtttccacg

acc
Thr

gac
Asp

gac
Asp

ES 2325874 T3

gcgecgggagyg
cgttgttggg
aggggaaaag
atgtgctaga
tcggtagttet
aggtagaagt
tctettatcet
aagacgcagce
gggatgacgt

gcgtgc atg
Met

gtg
Val

gcc
Ala

15

ttc
Phe

gac
Asp
30

aac
Asn

ccc
Pro
45

atc
Ile

atg
Met

gag
Glu

ggc
Gly

gtc
Val

ggc
Gly

cac
His

atg
Met

ggc
Gly

atc
Ile

agce
Ser

cac
His

gcc
Ala

tac
Tyr

cgc
Arg

cac
His
65

ctg
Leu

cag
Gln
80

gag
Glu

ctc
Leu

aag
Lys

95

gcc
Ala
110

gga
Gly

cac
His
125

cgc
Axrg

acce
Thr

aag
Lys

gag
Glu

ttc
Phe

gcg
Ala

atg
Met

acc
Thr

tac
Tyr

ctg
Leu

tac
Tyx

ttc
Phe

cat
His

50
ctc

Leu

ctg
Leu

ctg
Leu

gag
Glu

cgce
Arg

ggcgggatct
ggagatgatg
ggcactatgg
tctttectttce
ttcttttcat
gatcaaccat
ccaatctcte
agcatccacg

taattggctc

cgcggggaat

gggcgtttaa
tttatatttt
ttcttettgt
gatttcgtga
ggcgcaagtt
gaaatccagt
agcttatccg

tgagcttegt

ggggctctcg

aatttecgccg
tatatatttc
gggtagaatt
caaatgcagc
agcagaatct
caacgcaaat
atttcgtcgt

cctcttaagg

gcc gct tgc gag ctt cgc cca gcc
Ala Ala Cys Glu Leu Arg Pro Ala

ctg
Leu
20

gcg
Ala

cgce
Arg
35

gtg
val

ctg
Leu

gcg
Ala

ttc
Phe

cag
Gln

gtc
vVal

gtg
Val

tgg
Trp
100

gcg
Ala

ctc
Leu
115

agc
Ser

gaa
Glu

ggc
Gly

130

ctg
Leu

33

atc
Ile

tgc
Cys

gag
Glu

ttc
Phe

aac
Asn

ggc
Gly

ctt
Leu

ctg
Leu

gat
Asp
55

cat
His

cac
His

ctg
Leu
70

cca
Pro

atg
Met
85

cag
Gln

gcc
Ala

gag
Glu

gag
Glu

acc
Thr

aac
Asn

gtg
val

tac
8%

cag
Gln
135

gag
Glu

ctce
Leu

aag
Lys
25

aac
Asn

gcc
Ala
40

gaa
Glu

ggc
Gly

cat
His

gtc
Val

gcg
Ala

agg
Arg

gaa
Glu

gcc
Ala
105

aag
Lys
120

cgce
Arg

cac
His

agc
Ser

taaagatctg aattctgecat gcgtttggac

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1433

1481

1529

1577

1625

1673

1721

1769

1817

1868
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140

gtatgctcat tcaggttgga

atgagacatc tctgtattgt

aatcgccaac agattcggceg

aaaaaaaagg aattagatct

gtgagcttct gcag

<210> 26
<211> 144
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<400> 26

Met

val

Ala

Tyr

His

65

Glu

Leu

Thr

Leu

<210> 27
<211> 2378
<212> ADN

Ala

Tyr

Phe

His

50

Leu

Leu

Leu

Glu

Arg
130

Ala

Ala

Arg

35

Leu

Gln

val

Ala

Leu

115

Glu

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: casete de expresiéon que comprende un promotor de planta unido a un

Cys

Leu

20

Val

Ala

Phe

val

Trp

100

Ser

Gly

Glu

Ile

Gly

Leu

His

Met

85

Ala

Thr

Tyr

ES 2325874 T3

gccaatttgg ttgatgtgtg
gtttctttce ccagtgtttt
atgaataaat gagaaataaa

gtgtgtgttt tttggatccc

tgcgagttct tgcgagtctg 1928
ctgtacttgt gtaatcggct 1988
ttgttctgat tttgagtgca 2048

cggggcggcec gccccgggtg 2108

Leu Arg Pro Ala Thr Gln Tyr Asp Thr Asp Ala

10

15

Cys Glu Leu Lys Gln Ala Glu Phe Asp His His

25

30

Phe Asn Ala Asn Leu Arg Asp Pro Asn Met Arg

40

45

Leu Asp Gly Glu val Val Gly Met Ile Gly Leu

55

60

Leu His His Val Asn Trp Ile Gly Glu Ile Gln

70

75 80

Pro Gln Ala Arg Gly Leu Asn Val Gly Ser Lys

90

95

Glu Glu Glu Ala Arg Gln Ala Gly Ala Glu Met

105

110

Asn Val Lys Arg His Asp Ala His Arg Phe Tyr

120

125

Glu Gln Ser His Phe Arg Phe Thr Lys Ala Leu

13S

140

intrén, una secuencia que codifica una AMPA acetiltransferasa, y una secuencia de terminacién

34
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<220>
<221> promotor
<222> (28) .. (965)

<220>
<221> intrén
<222> (966) .. (1423)

<220>
<221> péptido de transito
<222> (1440) .. (1667)

<220>
<221> CDS
<222> (1668) .. (2099)

<220>
<221> terminador
<222> (2114) .. (2369)

ES 2 325 874 T3
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<400> 27

gatatcccta
agagtcggga
cagttaaaag
actctrttcet
ttgtatgaat
ggttttaagt
aaaacccata
acaatgaaca
ctagtaaaaa
cctaaagccec
agcccaccecce
gttgtccgeca
agaaaaaaca
cagcgacgag
catacccccce
cctccteeccece
cgccggtaac
tcgatctttg
tgcgcgggag
cgcggggaat
gggcccttaa
gtttatcattt
cttcttettg
tgattcgtga
tggcgcaagt
cgaaatccag
gagcttatcce

ctgagcttcg

gggcggceege
tagtccaaaa
gtggtataaa
actattataa
tggtttttaa
tcgtttgcett
tgctaatttg
ataataagat
taaaagataa
aaagtgctat
agtccagcca
cgcaccgcac
gcaggtgggt
gceggecectce
cctectectee
cctegcectgece
caccecegcecece
gccttggtag
gggcgggatc
ggggCCCth

aatttccgec
ttatatattt
tgggtagaat
caaatgcagc
tagcagaatc
tcaacgcaaa
gatttcgtceg

tcctettaag

ES 2325874 T3

gttaacaagc
taaaacaaag
gtaaaatatc
aaattgagga
gtttattcgce
ttgtaaatac
acataatttt
taaaatagct
acttagactc
ccacgatcca
actggacaat
gtctegecage
ccgggtcegtyg
ccteecgette
catcccececea
ggacgacgag
ctctccectctt
tttgggtggg
tcgeggcetgg
gatgtagatc
gtgctaaaca
ctgctgctte
ttaatccctc
ctcgtgcgga
tgcaatggtg
tctececttat

tcgtggggat

gtcatgtctt

ttactcgagg
gtaagattac
ggtaataaaa
tgtttttgtc
ttttggaaat
agagggattt
tgagaaaaat
ttcceceget
aaaacattta
tagcaagcce
agtctccaca
caaaaaaaaa
ggggccggaa
caaagaaacg
accctaccac
cteceteecece
tctttctecg
cgagaggcgg
ctctcgeccec
tgcgatccgce
agatcaggaa
gtcaggctta
agcattgttce
cgtttttteg
tgcagaaccc
cggtttetct
tgaagaagag

ctgtttccac

36

tcattcatat
ctggtcaaaa
ggtggeccaa
ggtactttga
gcatatctgt
gtataagaaa
atatattcag
gcagcgcatg
caaaaacaac
agcccaaccce
cccceeccact
aagaaagaaa
acgcgaggag
ccccceccateg
caccaccacc
ctceceecetec
ttteeteete
cttcgtgececg
cgtggatccg
cgttgtrggg
gaggggaaaa
gatgtgctag
atcggtagtt
taggtagaag
atctcttatc
gaagacgcag

tgggatgacg

gcttgagaag
gtgaaaacat
agtgaaattt
tacgtcattt
atttgagtcg
tatctttaga
gcgaattctce
ggtatttttt
ccctaaagtt
aacccaaccce
atcaccgtga
aaaaagaaaa
gatcgecgagce
ccactatata
accacctcca
gcecgccgecyg
cgtctecggtce
cccagatcgg
gcccggatct
gccgatgatg
gggcactatg
atctttcttt
tttcttttca
tgatcaacca
tccaatctct
cagcatccac

ttaattggct

ggcgtgce atg gcc gct
Met Ala Ala

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

500

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1676
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tgc
Cys

ctg
Leu
20

gtg
val

gcg
Ala

ttc
Phe

gtg
val

tgg
Trp
100

agc

Ser

ggc
Gly

aattcccgat
tcttgcgatg
gtaatgcatg
ttaatacgcg

gtcatctatg

<210> 28
<211> 144
<212> PRT

gag
Glu

atc
Ile

ggc
Gly

ctg
Leu

cac
His

atg
Met
85

gce

Ala

acc
Thr

tac

Tyr

ctt cgc
Leu Arg

tgc gag
Cys Glu

ttc aac
Phe Asn

ctt gat
Leu Asp

ctg cat
Leu His
70

cca cag
Pro Gln

gag gag
Glu Glu

aac gtg
Asn Vval

gag cag
Glu Gln

135

<213> Secuencia artificial

cca
Pro

ctc
Leu

gcc
Ala
40

ggc
Gly

cat
His

gcg
Ala

gaa
Glu

aag
Lys
120

agc
Ser

cgttcaaaca
attatcatat
acgttattcta
atagaaaaca

ttactagatc

gcce
Ala

aag
Lys
25

aac
Asn

gaa
Glu

gtc
Val

agg
Ar

gcc
Ala
105

cgc

Arg

cac
His

ES 2 325 874 T3

acg
Thr
10

cag
Gln

ctg
Leu

gtg
Val

aac
Asn

ggt
Gly
90

agg
Arg

cac
His

ttc
Phe

cag
Gln

gcg
Ala

cgce
Arg

gtc
val

tgg
Trp
75

ctg

Leu

cag
Gln

gac
Asp

cge
Arg

ggggatatc

tac
Tyx

gag
Glu

gac
Asp

ggc
Gly
60

atc
Ile

aac
Asn

gcc
Ala

gcg
Ala

ttc
Phe

140

gac
Asp

ttce
Phe

cce
Pro
45

atg
Met

ggc
Gly

gtc
Val

gga
Gly

cac
His
125

acc
Thr

37

acc
Thr

gac
Asp
30

aac
Asn

atc
Ile

gag
Glu

ggc
Gly

gcc
Ala
110

cgc

Arg

aag
Lys

tttggcaata aagtttctta
aatttctgtt gaattacgtt
tgagatgggt ttttatgatt

aaatatagcg cgcaaactag

gac
Asp
15

cac
His

atg
Met

ggc
Gly

atc
Ile

agc
Ser
95

gag
Glu

tte
Phe

gcg
Ala

agattgaatc
aagcatgtaa
agagtcccgce

gataaattat

gcc
Ala

cac
His

cgce
Arg

ctg
Leu

cag
Gln
80

aag

Lys

atg
Met

tac
Tyr

ctg
Leu

gtg tac gcg
val Tyr Ala

gcc ttec cgc
Ala Phe Arg
35

tac cat ctg
Tyr His Leu
50

cac ctc cag
His Leu Gln
65

gag ctg gtc
Glu Leu Val

ctc ctg gcg
Leu Leu Ala

acc gag ctc
Thr Glu Leu
115

ctg cgc gaa
Leu Arg Glu
130

taaagatctg

ctgttgccgg
taattaacat

aattatacat

cgcgegeggt

1724

1772

1820

1868

1916

1964

2012

2060

2109

2169

2229

2289

2349

2378
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<400> 28

Met

Val

Ala

Tyr

His

65

Glu

Leu

Thr

Leu

<210> 29
<211> 2107
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: casete de expresion que comprende el promotor funcional de planta
unido a una secuencia lider, intrén, una secuencia que codifica una AMPA acetiltransferasa, y una secuencia

Ala

Tyr

Phe

His

50

Leu

Leu

Leu

Glu

Arg
130

de terminacién

<220>

<221> promotor

<222> (26) .. (590)

<220>
<221> 5’UTR

<222> (615) ..(685)

<220>
<221> intrén

<222>(699) .. (1148)

<220>

Ala

Ala

Arg

35

Leu

Gln

Val

Ala

Leu

115

Glu

Cys

Leu

20

val

Ala

Phe

Val

Trp
100

Ser

Gly

Glu

Ile

Gly

Leu

His

Met

85

Ala

Thr

Tyr

ES 2325874 T3

Leu Arg Pro Ala Thr
10

Cys Glu Leu Lys Gln
25

Phe Asn Ala Asn Leu
40

Leu Asp Gly Glu Vval
55

Leu His His val Asn
70

Pro Gln Ala Arg Gly

Glu Glu Glu Ala Arg
105

Asn Val Lys Arg His
120

Glu Gln Ser His Phe
135

<221> péptido de transito
<222> (1149) .. (1426)

38

Gln

Ala

Arg

Val

Trp

75

Leu

Gln

Asp

Arg

Tyrx

Glu

Asp

Gly

60

Ile

Asn

Ala

Ala

Phe
140

Asp

Phe

Pro

45

Met

Gly

Val

Gly

His

125

Thr

Thr

Asp

30

Asn

Ile

Glu

Gly

Ala

110

Arg

Lys

Asp

15

His

Met

Gly

Ile

Ser

95

Glu

Phe

Ala

Ala

His

Arg

Leu

Gln

80

Lys

Met

Tyr

Leu
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<220>
<221> CDS
<222> (1427) .. (1858)

<220>
<221> terminador
<222> (1869) .. (2102)

<400> 29

gcggecgcegt
ccggaaacct
aaaaggaagg
atgcctctge
aagaagacgt
acttttcaac
cactttattg
aaaggaaagg
cccacgagga
tgatgtgata
ccttectecta
agcagatcct
gacaacacac
ctcctettte
tgggtgggeg

cgcggggaat

taacaagctt
ccteggattce
tggctectac
cgacagtggt
tccaaccacg
aaagggtaat
tgaagatagt
ccatcgttga
gcatcgtgga
tcteccactga
tataaggaag
ctagaaccat
cataagatcc
tttctecegtt
agaggcggct

ggggctctcg

ES 2 325 874 T3

ctgcaggtcce
cattgcccag
aaatgccatc
cccaaagatg
tcttcaaagc
atccggaaac
ggaaaaggaa
agatgcectct
aaaagaagac
cgtaagggat
ttcatttcat
cttccacaca
aagggaggcc
tttttttceg
tcgtgegege

gatgtagatc

gatgtgagac
ctatctgtca
attgcgataa
gacccccacce
aagtggattg
ctccteggat
ggtggctccet
gccgacagtg
gttccaacca
gacgcacaat
ttggagagga
ctcaagccac
tccgececgeeg
tctcggtcete
ccagatcggt

tgcgatecge

39

ttttcaacaa
ctttattgtg
aggaaaggcc
cacgaggagc
atgtgatggt
tccattgcec
acaaatgcca
gtcccaaaga
cgtcttcaaa
cccactatcc
cacgctgaca
actattggag
ccggtaacca
gatctttggc
gcgcgggagg

cgttgrtggg

agggtaatat
aagatagtgg
atcgttgaag
atcgtggaaa
ccgatgtgag
agctatctgt
tcattgcgat
tggaccccca
gcaagtggat
ttecgcaagac
agctgactct
aacacacagg
ccececgececct
cttggtagtt
ggcgggatct

ggagatgatg

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960
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gggcgtttaa

ttrtatattect
ttctrtrtgt
gatttcgtga
ggcgcaagtt
gaaatccagt
agcttatcceg

tgagcttcgt

tgc gag
Cys Glu
S

atc
Ile

ctg
Leu
20

gtg
val

ggc
Gly

gcg
Ala

ctg
Leu

ttc
Phe

cac
His

crt
Leu

tgc
Cys

ttc
Phe

ctt
Leu

ctg
Leu

aatttcgcecg
tatatatttc
gggtagaatt
caaatgcagc
agcagaatct
caacgcaaat
atttcgtecgt

cctcttaagg

cge cca
Arg Pro

ctc
Leu

gag
Glu

aac
Asn

gcc
Ala
40

gat
Asp
55

ggc
Gly

cat
His

cat
His

70

gtg
val

atg
Met
85

tgg
Trp
100

gcc
Ala

agc
Ser

acc
Thr

tac
Tyr

ggc
Gly

cca
Pro

gag
Glu

aac
Asn

gag
Glu

cag
Gln

gcg
Ala

gag
Glu

gaa
Glu

gcc
Ala

aag
Lys
25

aac

gaa
Glu

gtc
val

agg
Arg

gce
Ala

ES 2325874 T3

tgctaaacaa
tgetgetteg
taatccctca
ctcgtgcgga
gcaatggtgt
ctcccttatce

cgtggggatt
tcatgtcttc
acg

Thr
10

cag
Gln

cag
Gln

gcg
Ala

ctg
Leu

cgc
Arg

gtc
val

gtg
val

aac
Asn

tgg
Trp
75

ctg
Leu

ggt
Gly
90

agg
Arg

cag
Gln

105

gtg
Val

aag
Lys
120

cag
Gln
135

agc
Ser

cgc
Arg

cac
His

cac
His

gac
Asp

tte
Phe

cgce
Arg

gatcaggaag
ccaggcttag
gcattgttca
gcttrtttgt
gcagaaccca
ggtttctctg
gaagaagagt

tgtttccacg

acc
Thr

tac gac
Tyr Asp

ttc
Phe

gag
Glu

gac
Asp

cce
Pro
45

aac
Asn

gac
AsSp

atc
Ile

ggc
Gly
60

atg
Met

atc
Ile

gag
Glu

ggc
Gly

aac
Asn

gtc
val

ggc
Gly

gcc
Ala

gga
Gly

gce
Ala
110

cac
His
125

gcg
Ala

cgc
Arg

ttc
Phe
140

ace
Thx

aag
Lys

aggggaaaag
atgtgctaga
tcggtagttt
aggtagaagt
tctcttatct
aagacgcagc
gggatgacgt

gcgtgce atg
Met

gac
Asp
15

gcc
Ala

cac
His

cac
Hy.s

atg
Met

cgce
Arg

ctg
Leu

ggc
Gly

gtg
Val

gcc
Ala

tac
Tyr

cac
His

ggcactatgg
tctttecterce
ttcttttcat
gatcaaccat
ccaatctctc
agcatccacg
taattggctc

gcc gct
Ala Ala

tac
Tyr

gcg
Ala

ttc
Phe

cgc
Arg

cat
His
50

ctg
Leu

ctc
Leu

cag
Gln

65

atc
Ile

cag
Gln
80

agc
Ser
35

aag
Lys

atg
Met

gag
Glu

ttc
Phe

tac
Tyx

ctg
Leu

gcg
Ala

gag
Glu

ctce
Leu

acc
Thr

ctg
Leu

gtc
val

ctg
Leu

ctg
Leu

gcg
Ala

cte
Leu
115

gag
Glu

gaa
Glu

cgc
Arg
130

taaagatctg

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1435

1483

1531

1579

1627

1675

1723

1771

1818

1868

aattctgecat gegtttggac gtatgctcat tcaggttgga gccaatttgg ttgatgtgtg 1928

tgcgagttct tgcgagtctg atgagacatc tctgtattgt gtttctttee ccagtgrtttt 1988

ctgtacttgt gtaatcggct aatcgccaac agattcggcg atgaataaat gagaaataaa 2048

ttgttctgat tttgagtgca aaaaaaaagg aattagatct gtgtgtgttt tttggatcc

2107

<210> 30
<211> 144

40
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<212> PRT

<213> Secuencia artificial

5 <400> 30

Met Ala Ala Cys Glu Leu Arg Pro Ala Thr Gln Tyr Asp Thr Asp Ala
1 5 10 15
10 val Tyr Ala Leu Ile Cys Glu Leu Lys Gln Ala Glu Phe Asp His His
20 25 30
Ala Phe Arg Val Gly Phe Asn Ala Asn Leu Arg Asp Pro Asn Met Arg
35 40 45

15

Tyr His Leu Ala Leu Leu Asp Gly Glu Vval Val Gly Met Ile Gly Leu
50 S5 60

20 His Leu Gln Phe His Leu His His val Asn Trp Ile Gly Glu Ile Gln
65 70 75 80
Glu Leu Vval val Met Pro Gln Ala Arg Gly Leu Asn Val Gly Ser Lys

85 90 95

25

Leu Leu Ala Trp Ala Glu Glu Glu Ala Arg Gln Ala Gly Ala Glu Met
100 105 110
30 Thr Glu Leu Ser Thr Asn Val Lys Arg His Asp Ala His Arg Phe Tyr
115 120 125
Leu Arg Glu Gly Tyr Glu Gln Ser His Phe Arg Phe Thr Lys Ala Leu
130 135 140
35
<210> 31
<211> 2436
40 <212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

45 <223> Descripcién de la secuencia artificial: casete de expresion de monocotiledénea que comprende un promotor
funcional de planta unido a un intrén, una secuencia que codifica una AMPA acetiltransferasa, y una secuencia
de terminacion

<220>
<221> promotor
<222> (26) .. (640)

50

<220>
<221> intrén
<222> (670) .. (1473)

55

<220>
<221> péptido de transito
<222> (1498) .. (1725)

60

65 <220>
<221> CDS
<222> (1726) .. (2157)

41
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<220>
<221> terminador
<222> (2172) .. (2427)

<400> 31
gcggccgcgt
ccggaaacct
aaaaggaagg
atgcctctgc
aagaagacgt
acttttcaac

cactttattg

aaaggaaagg
cccacgagga
tgatgtgata
ccttecteta
agcagatcta
ttcrotgaat

cactctgaaa

tagggacatg
tttggtgctt
aagtttgctg
atattatagg

agatattcct

atataaatga

tcagatgcac
gcattgatct
tcteecttacce
catacgtatc
tgctecattte
gcgcaagtta
aaatccagtc
gcttatccga

gagcttcgtce

taacaagctt
cctcggattc
tggctcctac
cgacagtggt
tccaaccacg
aaagggtaat
tgaagatagt
ccatcgttga
gcatcgtgga
tctccactga
tataaggaag
ccgtcecttegyg
gctctcttgt
tcgtgttetg
gtagtacgaa
agcggtatte
ttaatttagg
cgatactata
attctgttte

cgaaattttg
ttgttttaaa

gettgtrtgt
tcctgatggte
ttgctcgatg
attgtaatgc
gcagaatctg
aacgcaaatc
tttcgtegte

ctcttaaggt

ES 2325874 T3

ctgcaggtcce
cattgcccag
aaatgccatc
cccaaagatg
tcttcaaagc
atccggaaac
ggaaaaggaa
agatgcctct
aaaagaagac
cgtaagggat
ttcatttcat
tacgcgctca
gtggtgattg
cctgtgetga
acgaagatag
atttaagcac
cacaggcttc
ataatttgtt
tgtttgtgtg

atgtttatct
tattgttgtc

tgtaacaaaa
atctagtatc
ccttcteect
agataccaag
caatggtgtg
tceccttateg

gtggggattg

catgtcttcet

gatgtgagac
ctatctgtca
attgcgataa
gaccecccacce
aagtggattg
ctcctecggat
ggtggctcct
gccgacagtg
gttccaacca
gacgcacaat
ttggagagga
ctccgeecte
ctgagagtgg
ttacttgccg
aacctacaca
atgttggtgt
atactacatg
cgtctgcaga
ctgttaaatt

ctgecteertt

tgaagaaata
tttaaaaata
taccaactga
agtgttgacc
cggcctetag
cagaacccat
gtttctctga
aagaagagtg

gttteccacgg

42

ttttcaacaa
ctttattgtg
aggaaaggcc
cacgaggagc
atgtgatggt
tccattgccce
acaaatgcca
gtcccaaaga
cgtcttcaaa
cccactatcc
cacgctgaca
tgectreget
tttagctgga
tcctttgtag
gcaatacgag
tatagggcac
ggtcaatagt
gcttattatt
gttaacgcct

attgtgacca

agtactgaca
aagagtttcc
cactatattg
agtgttactc
aggatccagg
ctcttatctc
agacgcagca

ggatgacgtt

agggtaatat
aagatagtgg
atcgttgaag
atcgtggaaa
ccgatgtgag
agctatctgt
tcattgcgat
tggacccecca
gcaagtggat
ttcgcaagac
agctgactct
actgccacgt
tctagaatta
cagcaaaata
aaatgtgtaa
ttggattcag
atagggattc
tgccaaaatt
gaaggaataa

taagtcaaga

gtattttgat
tttttgttge
cttctecttta
acatagtctt
agcaaccatg
caatctctcg

gcatccacga

aattggctct

cgtgc atg gcc gct tgce
Met Ala Ala Cys

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200
1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1737
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gag
Glu

atc
Ile

ggc
Gly

ctg
Leu

cac
His

atg
Met
BS

gcc

Ala

acc
Thr

tac
Tyr

ctt
Leu

tgc
Cys

ttc
Phe

ctt
Leu

ctg
Leu
70

cca

Pro

gag
Glu

aac
Asn

gag
Glu

ES 2 325 874 T3

cgc cca gcc acg cag tac
Arg Pro Ala Thr Gln Tyr
10

gag ctc aag cag gcg gag
Glu Leu Lys Gln Ala Glu
25

aac gcc aac ctg cgc gac
Asn Ala Asn Leu Arg Asp
40

gat ggc gaa gtg gtc ggc
Asp Gly Glu val val Gly
55 60

cat cat gtc aac tgg atc
His His Val Asn Trp Ille
75

cag gcg agg ggt ctg aac
Gln Ala Arg Gly Leu Asn
90

gag gaa gcc agg cag gcc
Glu Glu Ala Arg Gln Ala
105

gtg aag cgc cac gac gcg
Val Lys Arg His Asp Ala
120

cag agc cac ttc cgc ttc
Gln Ser His Phe Arg Phe
135 140

aattcccgat cgttcaaaca tttggcaata

tcttgcgatg attatcatat aatttcrgtt

gtaatgcatg acgttattta tgagatgggt

ttaatacgcg atagaaaaca aaatatagcg

gtcatctatg ttactagatc ggggatatc

<210> 32
<211> 144
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

gac acc gac
Asp Thr Asp
15

ttc gac cac
Phe Asp His
30

cce aac atg

Pro Asn Met
45

atg atc ggc

Met Ile Gly

ggc gag atc
Gly Glu Ile

gtc ggc agc
val Gly Ser
95

gga gcc gag

Gly Ala Glu
110

cac cgc ttc

His Arg Phe

125

acc aag gcg
Thr Lys Ala

aagtttctta

gaattacgtt
ttttatgatt

cgcaaactag

43

gce gtg tac
Ala Val Tyr

cac gcc ttce
His Ala Phe

cgc tac cat
Arg Tyr His

gcg ctg
Ala Leu
20

cge gtg
Arg Val
35

ctg gcg
Leu Ala

50

ctg cac ctc

cag ttc

Leu His Leu Gln Phe

65

cag gag ctg gtc gtg
Gln Glu Leu Val val

B8O

aag ctc ctg gcg tgg
Lys Leu Leu Ala Trp

100

atg acc gag ctc agc
Met Thr Glu Leu Ser

tac ctg cgc

115

gaa ggc

Tyr Leu Arg Glu Gly
130

ctg taaagatctg

Leu

agattgaatc
aagcatgtaa
agagtcecgc

gataaattat

ctgttgccgg
taattaacat

aattatacat

cgcgcgeggt

1785

1833

1881

1829

13977

2025

2073

2121

2167

2227

2287

2347

2407

2436
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<400> 32

Met

Val

Ala

Tyxr

His

65

Glu

Leu

Thr

Leu

Ala

Tyr

Phe

His

50

Leu

Leu

Leu

Glu

Arg
130

Ala

Ala

Arg

35

Leu

Gln

val

Ala

Leu

115

Glu

Cys

Leu

20

Val

Ala

Phe

Val

Trp

100

Ser

Gly

Glu

Ile

Gly

Leu

His

Met

85

Ala

Thr

Tyr

Leu

Cys

Phe

Leu

Leu

70

Pro

Glu

Asn

Glu

ES 2325874 T3

Arg

Glu

Asn

ASp

55

His

Gln

Glu

Val

Gln
135%

Pro Ala
Leu Lys
25

Ala Asn
40

Gly Glu

His Val

Ala Arg

Glu Ala

105

Lys Axg
120

Ser His

44

Thr

10

Gln

Leu

val

Asn

Gly

90

Arg

His

Phe

Gln

Ala

Arg

val

Trp

75

Leu

Gln

Asp

Arg

Tyr

Glu

Asp

Gly

60

Ile

Asn

Ala

Ala

Phe
140

Asp

Phe

Pro

45

Met

Gly

Val

Gly

His

125

Thr

Thr

Asp

30

Asn

Ile

Glu

Gly

Ala

110

Arg

Lys

Asp

15

His

Met

Gly

Ile

Ser

95

Glu

Phe

Ala

Ala

His

Axg

Leu

Gln

80

Lys

Met

Tyr

Leu
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