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DESCRIPCIÓN

Plantas que metabolizan fosfonatos.

Campo de la invención

La presente invención se refiere en general a la resistencia a los herbicidas en las plantas, y más 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.

Descripción de la técnica anterior

Las moléculas orgánicas que contienen fósforo pueden presentarse en la naturaleza o pueden obtenerse sintéti-
camente. Las moléculas orgánicas que contienen enlaces carbono-fósforo (C-P) también pueden encontrarse en la
naturaleza o como compuestos sintéticos, y con frecuencia, si se degradan, no se degradan rápidamente por medio
de vías enzimáticas naturales. Por consiguiente, los organofosfonatos y fosfinatos sintéticos, los compuestos que con-
tienen un enlace directo carbono-fósforo (C-P) en lugar del enlace más conocido carbono-oxígeno-fósforo de ésteres
de fosfato (Metcalf y col., Gene 129: 27-32, 1993) se han usado ampliamente como insecticidas, antibióticos 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., páginas 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 degradación de las moléculas de fosfonatos tiene lugar a
través de una serie de rutas conocidas, una vía de la C-P liasa, una vía de la fosfonatasa y una vía de hidrólisis de C-
N (Wanner, Biodegradation 5: 175-184, 1994; Barry y col., Patente de EEUU Nº 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 excepción 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 identificación de genes necesarios para la degradación 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 degradación del fosfonato por Agrobacterium radiobacter y la utilización específica del glifosato
como una única fuente de fosfato. Shinabarger y col. y Kishore y col. desvelaron la degradación por medio de C-P
liasa del herbicida de fosfonato, glifosato, a glicina y fosfato inorgánico 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 demostró posteriormente que
las cepas K-12 contienen una serie completa de genes (psiD o phn), aunque crípticos capaces de utilizar el fosfonato
(Makino y col.), ya que los mutantes se seleccionaban fácilmente por medio del crecimiento en medios bajos en
fosfatos que contenían fosfonato de metilo o de etilo como únicas fuentes de fósforo. Se demostró posteriormente
que tales cepas K-12 adaptadas para el crecimiento en fosfonato de metilo o de etilo son capaces de utilizar otros
fosfonatos como únicas fuentes de fósforo (Wackett y col., J. Bacteriol. 169: 1753-1756, 1987).

Avila y col. (J. Am. Chem. Soc. 109: 6758-6764, 1987) estaban interesados en la evaluación mecánica de los
procesos de biodegradación y destoxificación referidos a los fosfonatos de aminometilo, incluida la dilucidación de los
intermedios, productos y mecanismos del proceso de desfoforilación degradativa. Avila y col. estudiaron la formación
de los productos de biodegradación desfoforilados de una diversidad de sustratos de aminofosfonato en cultivos de
E. coli K-12 previamente adaptados para crecer en etilfosfonato. Además, Avila y col. utilizaron N-acetil AMPA (N-
acetil-amino-metil-fosfonato) como una única fuente de fosfato en algunos de sus estudios para mostrar que el AMPA
acetilado no era inhibidor para la escisión del enlace C-P. Además, Avila y col. notaron que el N-acetil-AMPA era
capaz de servir como una única fuente de fosfato durante el crecimiento de E. coli K-12, sin embargo, no observaron
la formación de N-acetil-AMPA cuando se usó AMPA como una única fuente de fosfato. Sus resultados indicaron que
el AMPA no era un sustrato para la acetilación en E. coli.

Chen y col. identificaron un locus funcional psiD de E. coli B mediante clonación por complementación en una
cepa K-12 de E. coli deficiente para la utilización de fosfonato, que permitió a la cepa K-12 utilizar el fosfonato
como una única 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 operón phn de E. coli B. Posteriormente
se encontró que el operón críptico phn (psiD) de E. coli K-12 contenía una inserción de 8 pares de bases en phnE.
El cambio de marco resultante en phnE no sólo da como resultado un producto genético de phnE defectuoso, sino
que también causa aparentemente efectos polares en la expresión de los genes secuencia abajo dentro del operón, que
evitan la utilización del fosfonato (Makino y col., J. Bacteriol. 173: 2665-2672, 1991). El operón ha sido descrito con
más precisión conteniendo los genes phnC-phnP por el trabajo de Makino y col. Otra investigación ha estado dirigida
a comprender la naturaleza de la función de cada uno de los genes dentro de este operón (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 proteína reguladora basándose en su similitud con otras proteínas de unión de
nucleótidos que contienen motivos estructurales hélice-giro-hélice. Además, la mutagénesis de los genes en el operón
phn demostró que no se requería phnO para la utilización del fosfonato, respaldando además la función 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 homólogas de otras bacterias, incluido un gen sustancialmente similar al phnO de
E. coli, aislado de S. griseus, usando secuencias de nucleótidos 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 función diferente de
un factor regulador para phnO. Se ha citado nuevamente una función reguladora para phnO en el operón de C-P liasa
en un análisis reciente (Berlyn, Microbiol. Molec. Biol. Rev. 62: 814-984, 1998).

Los avances en biología molecular, y en particular en las ciencias de las plantas en combinación con la tecnología
de ADN recombinante, han permitido la construcción de plantas recombinantes que contienen genes no nativos de
importancia agronómica. Además, cuando se incorporan y se expresan en una planta, tales genes confieren de manera
deseable algún rasgo o característica ventajosa a la planta recombinante. Una de tales características 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. Además, las plantas tolerantes a los herbicidas proporcionan un medio más eficaz y
económico para la producción agronómica al reducir la necesidad de labranza para controlar las malezas y las plantas
espontáneas.

Los herbicidas químicos se han usado durante décadas para inhibir el metabolismo de las plantas, en particular
para fines agronómicos como un medio para controlar las malezas y o las plantas espontáneas 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 ácido fosfónico. Tal vez, el herbicida de fosfonato agronómicamente más 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 formación de aminoácidos aromáticos, por
medio de una inhibición de la actividad de la enzima ácido 5-enolpiruvil-3-fosfoshikímico sintasa localizada en los
plastidios, también conocida como EPSP sintasa o EPSPS, una enzima que en general se cree que es única de las
plantas, bacterias y hongos. Se han transformado plantas recombinantes con una enzima EPSPS bacteriana que es
mucho menos sensible a la inhibición 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 actúa proporcionando protección a las plantas frente
al herbicida de fosfonato glifosato al catalizar la degradación del glifosato a ácido aminometil fosfónico (AMPA) y
glioxilato. El AMPA producido como un resultado de la degradación de glifosato puede causar blanqueamiento y
atrofia o crecimiento disminuido de la planta, entre otras características indeseables. Muchas especies de plantas son
también sensibles al AMPA aplicado de manera exógena, así como al AMPA endógeno producido como resultado de
la degradación del herbicida glifosato mediada por la GOX. No se ha descrito ningún procedimiento que desvele la
protección de las plantas de las aplicaciones de herbicidas de fosfonato tales como AMPA.

Barry y col. (Patente de EEUU Nº 5.633.435) desvelan genes que codifican enzimas EPSP sintasa que son útiles
para producir bacterias y plantas transformadas que son tolerantes al glifosato como un herbicida, así 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 Nº 5.463.175) desvelan genes que codifican enzimas glifosato oxidorreductasas
(GOX) útiles para producir bacterias y plantas transformadas que degradan el herbicida glifosato así como plantas
de forraje que son tolerantes al glifosato como herbicida. Barry y col. (Patente de EEUU Nº 5.463.175) desvelaron
la formación de AMPA como un producto del metabolismo del glifosato mediado por la GOX. Se ha informado que
el AMPA es mucho menos fitotóxico que el glifosato para la mayoría de las especies de plantas (Franz, 1985) pero
no para todas las especies de plantas (Maier, 1983; Tanaka y col., 1986). La coexpresión de un gen que codifica una
proteína capaz de neutralizar o metabolizar el AMPA producido por la degradación del glifosato proporcionará una
mejora sustancial sobre el uso de la GOX sola. Por consiguiente, un procedimiento para solucionar la sensibilidad a
la formación del AMPA como un resultado de la degradación del glifosato, o un procedimiento para la resistencia al
AMPA cuando se usa como un herbicida o como un agente selectivo en procedimientos de transformación de plantas,
será útil 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 químico (Patente de EEUU Nº 4.735.649). En la misma, se
desvela que el glifosato puede, bajo condiciones óptimas, matar aproximadamente el 95% de los gametos masculinos,
mientras que deja aproximadamente el 40-60% de los gametos femeninos capaces de fertilizar. Además, se observó
típicamente un efecto atrofiante en los niveles de aplicación desvelados, mostrados por una reducción en el tamaño 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 mayoría de los gametocidas, son los efectos laterales fitotóxicos que son
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el resultado de la falta de selectividad suficiente para los gametos masculinos. Estas manifestaciones fitotóxicas pueden
tener efecto por la producción de AMPA en plantas transgénicas que expresan GOX tras el tratamiento con glifosato.
Por consiguiente, sería 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. Además, un
procedimiento más eficaz matará de manera óptima más del 95% de los gametos masculinos o evitará que los gametos
masculinos maduren y dejará sin afectar a más del 60% de los gametos femeninos. Se cree que la coexpresión de GOX
específica de tejido con un gen de transacilasa que codifique una enzima capaz de realizar la N-acilación del AMPA
alcanzará 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 ácido amino-metil-fosfónico (AMPA). La transferencia de un grupo acilo desde un Acil-CoA a la
amina libre terminal del AMPA da como resultado la formación 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 expresión de phnO en plantas será útil para mejorar la tolerancia al herbicida de fosfo-
nato, en particular cuando se usa AMPA como un herbicida o agente selectivo en la transformación de plantas, y más
particularmente cuando se usa glifosato como un herbicida en combinación con plantas recombinantes que expresan
un gen de GOX.

Resumen de la invención

Brevemente, por consiguiente la presente invención está dirigida a una planta que comprende una secuencia de
polinucleótidos que codifica una proteína fosfonato de aminometilo (AMPA)-N-aciltransferasa, en la que dicha pro-
teína AMPA-N-aciltransferasa transfiere un grupo acilo desde un compuesto donador acilado a la amina terminal del
AMPA, en la que la proteína comprende una secuencia de aminoácidos que es al menos 90% homóloga a la SEC. ID
Nº 4, y en la que la expresión de dicha proteína en dicha planta permite a dicha planta ser tolerante al AMPA.

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

transformar dicha planta con una secuencia de polinucleótidos 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 proteína que comprende una secuencia de aminoácidos
que es al menos 90% homóloga a la SEC. ID Nº 4, unida de manera operativa a;

iii) una secuencia 3’ no traducida que funciona en las plantas para causar la terminación de la transcripción; en
el que dicha proteína 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 invención, puede notarse,
por consiguiente, la provisión de producción de plantas recombinantes tolerantes a herbicidas transformadas de manera
estable que tienen insertada en sus genomas una secuencia de polinucleótidos que codifica un producto genético
deseado, de preferencia una enzima N-acil-transferasa. La secuencia de polinucleótidos está compuesta de preferencia
de una casete que contiene una secuencia de un promotor que es funcional en las plantas y que está 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 heteróloga con respecto a la secuencia
estructural del ADN y causa suficiente expresión de la enzima transferasa en el tejido de la planta para proporcionar
tolerancia al herbicida a la planta transformada con la secuencia de polinucleótidos. La secuencia estructural está
de preferencia unida de manera operativa 3’ a una secuencia de poliadenilación no traducida 3’ que funciona en
plantas, y que cuando se transcribe en un ARN junto con la secuencia estructural causa la adición de una secuencia de
nucleótidos poliadenilada al extremo 3’ del ARN transcrito. La expresión 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 realización, 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 traducción de la secuencia estructural a un orgánulo intracelular. Esta secuencia codificadora adicional está 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 señal o un péptido de tránsito. El orgánulo intracelular puede ser un cloroplasto,
un mitocondrio, una vacuola, retículo endoplásmico, u otra de tales estructuras. La secuencia estructural del ADN
puede también estar unida a secuencias 5’ tales como secuencias líder no traducidas (UTL), secuencias de intrones,
o combinaciones de estas secuencias y similares que pueden servir para mejorar la expresión 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 transformación de cloroplastos o plastidios puede dar lugar a
la localización de una secuencia codificadora de aciltransferasa y enzima al cloroplasto o plastidio, obviando la nece-
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sidad de transformación del genoma nuclear, la expresión del genoma nuclear, y la posterior dirección del producto
genético a un orgánulo subcelular.

La planta recombinante expresa un gen que codifica una enzima que cataliza la formación de AMPA. La forma-
ción 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 formación de AMPA a través de una
vía catabólica. La coexpresión de GOX junto con la expresión de AMPA aciltransferasa proporciona una planta que
es sorprendentemente más resistente a ciertos herbicidas de fosfonato. Sin embargo, una forma de realización que
permite obtener plantas transformadas con sólo una N-aciltransferasa para crecer en presencia de AMPA o compues-
tos similares o relacionados proporcionará un procedimiento selectivo útil para identificar las plantas transformadas
genéticamente, los callos, o los tejidos embriogénicos.

Otra forma de realización 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 realización, la planta o célula de planta tolerante al herbicida puede
seleccionarse del grupo constituido por maíz, trigo, algodón, arroz, soja, remolacha azucarera, canola, lino, cebada,
colza oleaginosa, girasol, patata, tabaco, tomate, alfalfa, lechuga, manzana, álamo, pino, eucalipto, acacia, álamo,
liquidambar, pino radiata, pino taeda, pícea, teca, alfalfa, tréboles y otros cultivos de forrajes, céspedes, palma de
aceite, caña de azúcar, plátano, café, té, cacao, manzanas, nueces, almendras, uvas, cacahuetes, semillas de legumbres,
petunia, caléndulas, vinca, begonias, geranios, pensamiento, impatiens, avenas, sorgo y mijo.

Breve descripción de los dibujos

La Figura 1 ilustra un cromatograma de HPLC de detección del isótopo [14C] que representa una muestra de una
disolución de dosificación que contiene sólo [14C] glifosato (11,3 minutos, 98,8%), y cantidades trazas de [14C] AMPA
(5,8 minutos, 0,16%) y un material [14C] indefinido (10,2 minutos, 1%).

La Figura 2 ilustra un perfil de HPLC de una mezcla de patrones de los metabolitos radiactivos observados [14C]
AMPA, [14C] glifosato, y N-acetil-[14C]-AMPA, así como la impureza identificada como N-acetil-N-metil-[14C]-AM-
PA.

La Figura 3 ilustra un perfil representativo de HPLC de un extracto de un tejido de callo de maíz transformado con
GOX y AMPA acetiltransferasa, y tratado con [14C] glifosato. Los picos indican [14C] glifosato (10,8 minutos, 92,5%
del [14C] observado total, [14C] AMPA generado principalmente por degradación del glifosato mediada por GOX (5,98
minutos, 1,71% del [14C] observado total), y N-acetil-[14C] AMPA producido de la acilación de [14C] AMPA mediada
por aciltransferasa de AMPA recombinante expresada dentro del tejido del callo (13,29 minutos, 4,54% del [14C]
observado total).

La Figura 4 ilustra el plásmido pMON17261.

La Figura 5 ilustra el plásmido pMON32571.

La Figura 6 ilustra el plásmido pMON32936.

La Figura 7 ilustra el plásmido pMON32946.

La Figura 8 ilustra el plásmido pMON32948.

Descripción detallada de la invención

La siguiente descripción detallada de la invención se proporciona para ayudar a los expertos en la técnica en la
práctica de la presente invención. Aún así, la siguiente descripción detallada no debe considerarse que limite indebi-
damente la presente invención, ya que los expertos en la técnica pueden realizar modificaciones y variaciones en las
formas de realización analizadas en el presente documento sin apartarse del espíritu o ámbito del presente descubri-
miento de invención.

Muchas palabras y frases son bien conocidas en la técnica de biología molecular, microbiología, química de pro-
teínas y ciencias de las plantas y por lo general tienen su significado completo y convencionalmente conocido, por lo
demás considerado en el contexto. Sin embargo, las siguientes palabras y frases según se usan en el presente docu-
mento tienen los significados que se exponen en general a continuación.

AMPA aciltransferasa. Según se usa en el presente documento, AMPA aciltransferasa se refiere a una enzima que
funciona en la transferencia de un grupo químico acilo desde un compuesto vehículo de acilo tal como la coenzima A,
que es muy conocido y se abrevia en la técnica biológica y química como CoA. En particular, una AMPA aciltransfe-
rasa transfiere un grupo químico acilo desde un vehículo 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-
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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 biológicamente funcional de estos compuestos (acetilo, propionilo, malonilo
o succinilo) que sirve como una forma de sustrato de vehículo de acilo capaz de funcionar con una enzima AMPA
aciltransferasa está dentro del ámbito de la presente invención. En la técnica se ha referido a una AMPA aciltransferasa
que se ha identificado, y mostrado por ejemplo en el presente documento que funciona según la descripción contenida
en el presente documento, como PhnO, una proteína codificada por el gen de phnO dentro del operón phn de E. coli.

Equivalentes biológicos funcionales. Según se usa en el presente documento tales equivalentes con respecto a las
proteínas AMPA-aciltransferasas de la presente invención son péptidos, polipéptidos y proteínas que contienen una
secuencia o resto que exhibe similitud de secuencia con los péptidos nuevos de la presente invención, 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 biológicos incluyen también péptidos, polipéptidos y
proteínas que reaccionan con, es decir se unen específicamente a los anticuerpos surgidos contra PhnO y que exhiben
la misma o similar actividad transacilasa, incluidos los anticuerpos monoclonales y policlonales.

Equivalentes biológicos funcionales según se usa en el presente documento con respecto a los genes que codifican
aciltransferasas son polinucleótidos que reaccionan con las secuencias de polinucleótidos contempladas y descritas en
el presente documento, es decir que son capaces de hibridar a una secuencia de polinucleótidos que es o es complemen-
taria a un polinucleótido que codifica una aciltransferasa que funciona en la transacilación del AMPA o que codifica
proteínas aciltransferasas sustancialmente similares contempladas y descritas en el presente documento. Una proteína
que es sustancialmente similar a las proteínas descritas en el presente documento es un equivalente biológico 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
biológicos contienen una secuencia o resto tal como uno o más sitios activos que exhiben similitud de secuencia con
los péptidos nuevos de la presente invención, tal como PhnO. Los equivalentes biológicos también incluyen péptidos,
polipéptidos y proteínas que reaccionan con, es decir que se unen específicamente a los anticuerpos surgidos contra
PhnO y secuencias de péptidos análogas 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, según se usa en el presente documento, se refiere a una molécula biológica, ya
sea polinucleótido o polipéptido, que está localizada dentro del cloroplasto o plastidio de manera que la molécula está
aislada del medio citoplásmico celular y funciona dentro del citoplasma del cloroplasto o plastidio para proporcionar
los efectos reivindicados en la presente invención. La localización de una molécula biológica al cloroplasto o plastidio
puede producirse, con referencia a los polinucleótidos, por medios mecánicos artificiales tales como la electroporación,
la microinyección mecánica, o por bombardeo de microproyectiles recubiertos de polinucleótidos, o con referencia a
los polipéptidos, por medios de secreción o importación en los que se usa una secuencia de péptido natural, que no
se presenta naturalmente, o heteróloga 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 inserción de ADN
extraño en uno o más sitios únicos en el ADN nuclear, mitocondrial, del plastidio o del cloroplasto.

Expresión: La combinación de procesos intracelulares, incluidas la transcripción, la traducción y otras funciones
de procesamiento y estabilización del ARN y proteínas 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 invención que no se presenta
naturalmente contiene información genética que codifica una secuencia de ARN funcional de la planta, pero es de
preferencia un gen que codifica una proteína acil-transferasa, ya sea que se presenta naturalmente o una variante de
una proteína que se presenta naturalmente, preparada de una manera que incluye cualquier clase de aislamiento o ma-
nipulación genética. Esto incluye el aislamiento del gen de su estado en que se presenta naturalmente, la manipulación
del gen como por modificación de codones, mutagénesis específica de sitio, truncación, introducción o eliminación de
sitios de escisión de endonucleasas de restricción, síntesis o resíntesis de una secuencia que se presenta naturalmente
que codifica una aciltransferasa de la presente invención por medio de procedimientos in vitro tales como los proce-
dimientos de síntesis química de fosforamidita, etc., procedimientos de amplificación térmica tales como la reacción
en cadena de la polimerasa, la reacción en cadena de la ligasa, la reacción de la polimerasa inversa y similares, etc., y
cualquier otro procedimiento de manipulación o aislamiento.

Unido de manera operativa: Segmentos de ácidos nucleicos conectados en marco de manera que las propiedades
de uno influyen en la expresión del otro. Por ejemplo, una secuencia de un promotor que tiene propiedades de carga,
unión e iniciación de la transcripción de polimerasa, ejerce influencia en la expresión de secuencias que están 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 típicos de las plantas para facilitar la
expresión de un gen de interés.
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Péptido de tránsito de plastidio: Cualquier secuencia de aminoácido útil para dirigir o localizar un aminoácido
unido, tal como una proteína de fusión, a un compartimiento subcelular u orgánulo tal como un plastidio o cloroplasto.
Las secuencias de aminoácidos que facilitan la entrada en un mitocondrio no son del todo diferentes o distintas de los
péptidos de tránsito de plastidios, y se describen también como péptidos de tránsito, pero no funcionan para dirigir las
secuencias de péptidos a los orgánulos de plastidios o cloroplastos.

Progenie de una planta transgénica incluye cualquier vástago descendiente de una planta transgénica que contiene
al menos un gen heterólogo o transgén, o cualquier planta posterior derivada de la planta transgénica que tiene el
transgén en su linaje. La progenie no está limitada a una generación, sino más bien abarca los descendientes de la
planta transgénica siempre que contengan o expresen el transgén deseado. Las semillas que contienen embriones
transgénicos así como las semillas de las plantas transgénicas y sus vástagos o descendientes son también partes
importantes de la invención. 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 expresión para un gen estructural y al que se une específicamente la ARN polimerasa e
inicia la síntesis de ARN (transcripción) de ese gen.

R0 es la planta principal que se regenera derivada de la transformación de tejido o células de la planta en culti-
vo. La progenie o generaciones posteriores derivadas de la R0 se denominan R1 (primera generación), R2 (segunda
generación), etc.

Regeneración: 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
proteína que se produce tras la transcripción de la secuencia codificadora estructural al ARN mensajero (ARNm),
seguida por la traducción del ARNm para producir el péptido, polipéptido, o producto proteico deseado.

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

Homología sustancial: Según se usa este término en el presente documento, homología sustancial se refiere a se-
cuencias de ácidos nucleicos que son al menos aproximadamente 90 por ciento homólogas, desde aproximadamente
91 por ciento homólogas hasta aproximadamente 95 por ciento homólogas, y desde aproximadamente 96 por cien-
to homólogas hasta aproximadamente 99 por ciento homólogas a una secuencia de polinucleótidos de referencia, tal
como cualquier secuencia del gen phnO de E. coli. Una primera molécula de polinucleótido que es sustancialmente
homólogas a una segunda molécula de polinucleótido es o es complementaria al segundo polinucleótido de manera que
la primera molécula de polinucleótido hibrida con la segunda molécula de polinucleótido o su secuencia complemen-
taria bajo condiciones de hibridación rigurosas, definiéndose rigurosidad como la concentración de sal y temperatura
óptimas necesarias para llevar a cabo la hibridación de un primer polinucleótido con un segundo polinucleótido. 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 están dentro del ámbito de la presente invención 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: Según se usa en el presente documento con respecto a secuencias específicas de plantas proyectadas
para la expresión in planta expresión, la secuencia de terminación de la transcripción del extremo 3’ y poliadenilación.

Transformación es un proceso de introducción de una secuencia de polinucleótidos exógena, tal como un plásmido
o vector viral o una molécula de polinucleótido recombinante, en una célula, protoplasto, plastidio o cloroplasto, o
mitocondrio en que la secuencia de polinucleótidos exógena se incorpora en una secuencia de polinucleótidos endó-
gena contenida dentro de la célula, o es capaz de sufrir replicación autónoma. Una célula transformada es una célula
que ha sido alterada por la introducción de una o más moléculas de polinucleótido exógenas en esa célula. Una célula
transformada de manera estable es una célula transformada que ha incorporado todo o una porción del polinucleótido
exógeno en el material genómico nuclear, mitocondrial, o del plastidio o cloroplasto de la célula de manera que el po-
linucleótido exógeno confiere algún o algunos rasgos genotípicos o fenotípicos a esa célula y a la progenie de la célula
transformada, medidos por la detección del polinucleótido introducido de manera exógena, el ARNm o el producto
proteico del polinucleótido exógeno, un metabolito que no se produce o que no se encuentra normalmente dentro de
la célula en ausencia del polinucleótido exógeno, o una inspección visual de la célula, tejido de la planta, o plantas
derivadas de la célula transformada.

Transgén: Un transgén es una secuencia de polinucleótidos que se ha transferido a una célula y comprende una
casete de expresión que contiene una secuencia del gen estructural que codifica un polipéptido deseado. El transgén
es capaz de expresarse cuando está en una célula, tejido u organismo receptor transformado. Este puede incluir un
plásmido completo u otro vector, o puede incluir simplemente la secuencia codificadora funcional del polinucleótido
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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, raíz, ta-
llo, meristema y otras células de tejidos somáticos, o línea 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 inserción de al menos un polinucleótido exógeno en el genoma nuclear, plastídico 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 heterólogas de polinucleótidos como proteínas
o como moléculas de ARN o ADN que no son previamente una parte de la composición de la planta. Como se
ejemplifica específicamente en el presente documento, una planta de algodón transgénica, por ejemplo, está genéti-
camente modificada para contener y expresar al menos una secuencia heteróloga de ADN unida de manera operativa
y bajo el control regulador de secuencias de control de transcripción y traducción 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-
lla progenie contiene y es capaz de expresar la secuencia codificadora heteróloga bajo el control de las secuencias
de control de la transcripción y traducción expresables en la planta descritas en el presente documento. Una plan-
ta transgénica puede producir flores, semillas, bulbos, raíces, tubérculos, frutos, y polen transgénicos y similares y
puede cruzarse por medios de reproducción convencionales con líneas de plantas compatibles para producir plantas
transgénicas híbridas.

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

De acuerdo con la presente invención, se ha descubierto que las plantas pueden producir un compuesto fitotóxico
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 fitotóxico 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 fitotóxico para la mayoría de las especies de
plantas. Se han identificado enzimas que son capaces de modificar covalentemente el AMPA a través de mecanismos
de acilación, dando como resultado la formación de N-acil-AMPA. Una enzima en particular causa la N-acetilación
del AMPA aplicado de manera exógena. En las plantas que expresan esta enzima junto con GOX, no se observan los
efectos fitotóxicos del AMPA.

Las invenciones contempladas en el presente documento toman ventajas de las casetes de polinucleótidos recombi-
nantes que comprenden elementos para regular la expresión de los genes en los que pueden insertarse secuencias, tales
como genes estructurales que codifican proteínas útiles. La inserción de tales secuencias en una casete de expresión se
realiza de preferencia usando endonucleasas de restricción bien conocidas en la técnica, sin embargo se conocen otros
procedimientos para la inserción. Por ejemplo, los procedimientos de recombinación específica de sitio son eficaces
para insertar secuencias deseadas en tales casetes de expresión. Las casetes de expresión contienen al menos un pro-
motor operable de la planta para uso en la iniciación de la producción de una molécula de ARN mensajero a partir de
la que se traduce la proteína útil. Las casetes también contienen secuencias funcionales de plantas, identificadas como
secuencias 3’, que funcionan en la terminación de la transcripción y proporcionan secuencias no traducidas que están
poliadeniladas en 3’. Por consiguiente, una casete de expresión proyectada para uso en plantas debe contener al menos
una secuencia de un promotor unida en su extremo 3’ a una secuencia de terminación de la transcripción y poliadeni-
lación 3’. De preferencia, está presente una secuencia policlonado o secuencia conectora que contiene uno o más sitios
de escisión de endonucleasas de restricción únicos formando un puente entre el promotor y la secuencia 3’ para lograr
la inserción conveniente de secuencias de genes estructurales y otros elementos. Una casete de expresión 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 expresión genética en las plantas.
Los intrones también están contemplados como secuencias que pueden estar presentes en tales casetes de expresión de
la presente invención. También se ha observado que la presencia de intrones operables de plantas, en particular en el
maíz, mejora la expresión genética en ciertas especies de plantas. Los intrones pueden estar presentes en una casete de
expresión en cualquier número de posiciones a lo largo de la secuencia de la casete. Esto puede incluir posiciones entre
el promotor y la secuencia de terminación 3’ y/o dentro de un gen estructural. Puede haber más de un intrón presente
en una casete de expresión, 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 expresión en plantas monocotiledó-
neas y en tejidos de plantas monocotiledóneas. Las secuencias potenciadoras son también bien conocidas en la técnica
y pueden estar presentes, aunque no necesariamente como una parte de una casete de expresión, ya que se sabe que
las secuencias potenciadoras funcionan cuando están presentes secuencia arriba o secuencia abajo o incluso a grandes
distancias de un promotor que dirige la expresión de un gen de interés.

La expresión de un gen localizado en el genoma nuclear de la planta y que existe en forma de ADN de doble
hebra implica la transcripción 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 núcleo. Este procesamiento incluye una secuencia de polinucleótidos 3’ no traducida que añade nucleótidos
poliadenilato al extremo 3’ del ARN. La transcripción del ADN en ARNm está 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 transcripción del ARNm usando la hebra de ADN molde para generar
una hebra de ARN complementaria correspondiente.

Los expertos en la técnica reconocerán que existe una serie de promotores que son activos en células de plantas,
y que se han descrito en la bibliografía. Tales promotores pueden obtenerse de plantas, virus de plantas, o de micro-
bios comensales, saprófitos, simbióticos 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 plásmidos 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 pequeña de la ribulosa 1,5-bisfosfato carboxilasa (ssRUBISCO, un polipéptido de planta
muy abundante), el promotor Actl del arroz, el promotor 35S del Virus del Mosaico de Figwort (FMV), el promotor del
virus baciliforme de ADN de la caña de azúcar, el promotor de ubiquitina, el promotor del virus del moteado clorótico
del cacahuete, el promotor del virus amarillo de comalina, el promotor de la proteína de unión a clorofila a/b, y los
promotores Act2, Act8, Act11 y EF1a 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 están dentro del ámbito de la presente invención. También
se contemplan los promotores específicos 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 expresión in-planta para dar lugar a la producción 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 expresión en la mayoría de los órganos de plantas. Las versiones mejoradas o
duplicadas de los promotores CaMV35S y FMV35S son particularmente útiles en la práctica de esta invención (Kay
y col., 1987; Rogers, USP 5.378.619). Además, puede también resultar de preferencia llevar a cabo la expresión del
gen de aciltransferasa en tejidos específicos de la planta, tales como hoja, tallo, raíz, tubérculo, semilla, fruto, etc.,
y el promotor elegido deberá tener la especificidad de tejido y desarrollo deseados. Por consiguiente, la función del
promotor deberá optimizarse seleccionando un promotor con las capacidades de expresión 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 selección de la combinación de transformantes se utiliza de manera rutinaria en la
expresión de genes estructurales heterólogos en plantas ya que existe variación entre los transformantes que contienen
el mismo gen heterólogo por el sitio de inserción del gen dentro del genoma de la planta. (Denominado comúnmente
“efecto de posición”). Además de los promotores que se sabe que causan transcripción (constitutiva o específica de
tejido) del ADN en las células de plantas, pueden identificarse otros promotores para uso en la presente invención
seleccionando una biblioteca de ADNc de plantas para buscar genes que se expresen selectivamente o de preferencia
en los tejidos diana y a continuación determinando las regiones promotoras.

Resulta de preferencia que los promotores utilizados tengan expresión relativamente alta en todos los tejidos me-
ristemáticos además de otros tejidos por más 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 combinación de genes quiméricos
para dar lugar de manera acumulada al nivel de expresión total de enzima aciltransferasa necesario para dar como re-
sultado el fenotipo tolerante al herbicida. Un promotor que proporcione niveles relativamente altos de expresión puede
causar la producción de una proteína deseada hasta niveles in planta que varían 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 más miligramos por gramo de peso fresco de
tejido de la planta. Los niveles in planta de una proteína 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 más prefe-
rencia dentro del 50% de una media, y aún de más 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-
ción pueden modificarse, si se desea, para afectar sus características de control. Por ejemplo, puede unirse el promotor
CaMV35S a la porción del gen de la subunidad pequeña de ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa de Arabidopsis thaliana
(ssRUBISCO) que reprime la expresión de ssRUBISCO en ausencia de luz, para crear un promotor que es activo en las
hojas pero no en las raíces. El promotor quimérico resultante puede usarse como se describe en el presente documento.
Para los objetos de esta descripción, la frase promotor “CaMV35S” incluye por consiguiente variaciones del promotor
CaMV35S, por ejemplo, promotores derivados por medio de unión con regiones operadoras, mutagénesis aleatoria
o controlada, etcétera. Además, los promotores pueden alterarse para contener múltiples “secuencias potenciadoras”
para ayudar a elevar la expresión genética. Los ejemplos de tales secuencias potenciadoras se han informado por Kay
y col. (1987).

Un ARN producido por una construcción de ADN de la presente invención también contiene una secuencia líder
5’ no traducida. Esta secuencia puede obtenerse del promotor seleccionado para expresar el gen, y puede modificarse
específicamente para aumentar la traducción del ARNm. La secuencia no traducida o la secuencia líder 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 invención no está limitada a construcciones, como se presentan en
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uno de los siguientes ejemplos, en las que la región no traducida se obtiene de una secuencia 5’ no traducida que
acompaña a la secuencia del promotor. Los ejemplos de secuencias líder de genes de plantas que son útiles en la
presente invención son el líder de la proteína de unión a la clorofila a/b (cab) del trigo y el líder de la proteína del
choque térmico 70 (hsp70) de la petunia (Winter y col., 1988).

Para la expresión óptima en plantas monocotiledóneas, debe incluirse un intrón en la construcción de expresión del
ADN. Este intrón se colocará típicamente cerca del extremo 5’ del ARNm en la secuencia no traducida. Este intrón
podría obtenerse de, pero sin limitarse a, una serie de intrones constituidos por el intrón hsp70 del maíz (Brown y col.,
Patente de EEUU Nº 5.424.412; 1995) o el intrón Actl del arroz (McElroy y col., 1990).

Donde se incluye más de una casete de expresión dentro de un plásmido u otra construcción de polinucleótidos,
una primera casete de expresión que comprende una molécula de ADN contiene típicamente un promotor constitutivo,
una secuencia de ADN estructural que codifica una enzima glifosato oxidorreductasa (GOX), y una región 3’ no
traducida. Una segunda casete de expresión que comprende una molécula de ADN contiene típicamente 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 región 3’ no traducida. También están contempladas otras casetes
de expresión que comprenden una molécula de ADN. Por ejemplo, genes que codifican actividades insecticidas o
fungicidas, tolerancia a la sequía o al calor, compuestos antibióticos, compuestos o reactivos farmacéuticos tales como
proteínas supresoras de tumores o componentes de anticuerpos, biopolímeros, otros compuestos comercialmente útiles
y similares, puede también expresarse en las plantas contempladas por la presente invención, 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 expresión 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 caña de azúcar, (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 pequeña de la ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa
(ssRUBISCO) (Coruzzi y col., 1984), el promotor de la triosafosfato isomerasa citosólica (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 análisis comparativos de los promotores constitutivos por la expresión de
genes informadores tales como el gen de uidA (β-glucuronidasa) de E. coli con muchos de estos y otros promotores
(Li y 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 expresión específica donde se desea la muerte de las células. En una forma de realización de
preferencia, el promotor será capaz de dirigir la expresión exclusiva o principalmente en tejidos críticos para la super-
vivencia de la planta o para la viabilidad de la planta, limitando al mismo tiempo la expresión 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 expresión de
los genes en particular los tipos celulares y tisulares. Los que resultan de más preferencia en las formas de realización
de esta invención son los promotores que se expresan específicamente 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 expresión que comprende una molécula de
ADN. Los ejemplos de estos tipos de promotores incluyen el promotor específico 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 específicos del polen del arroz. Los ejemplos incluyen el promotor
Osg6B, que se ha demostrado que dirige la expresión del gen de la β-glucuronidasa en el arroz transgénico en anteras
inmaduras. No se detectó actividad en otros tejidos de espiguillas, hojas o raíces (Yokoi y col. 1997). Se ha mostrado
que el promotor específico del polen PS1 del arroz expresa específicamente el gen de la β-glucuronidasa en el polen
del arroz (Zou y col. 1994). Se han identificado otros genes del arroz que se expresan específicamente 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 construcción
de una biblioteca de ADNc para identificar clones específicos 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 raíces, brotes, meristemas, hojas, flores, frutos, en el polen, o en tipos de células de
plantas involucradas en la producción del polen (Stinson y col. 1987; Brown and Crouch, 1990; McCormick y col.
1989). Otros ejemplos de promotores específicos de tejido incluyen el promotor del gen de la exopoligalacturonasa
del maíz (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 Nº 5.470.359 se desveló una parte de la secuencia del promotor pZtap del
maiz (psgB6-1).
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Una molécula de ADN recombinante de la presente invención comprende típicamente un promotor funcional o
unido operativamente a una secuencia de ADN que codifica una región 5’ no traducida, una secuencia de ADN de
un intrón de planta, una secuencia estructural que codifica un péptido de tránsito de cloroplasto (CTP), una secuencia
codificadora de ADN para un gen que codifica la tolerancia mejorada al herbicida, y una región 3’ no traducida.

La secuencia líder 5’ no traducida puede obtenerse del promotor seleccionado para expresar la secuencia heteróloga
de ADN, y puede modificarse específicamente si se desea para aumentar la traducción del ARNm. También puede
obtenerse una región 5’ no traducida de ARN virales, de genes eucariotas adecuados, o de una secuencia genética
sintética. La presente invención no está limitada a construcciones en las que la región no traducida se obtiene de la
secuencia 5’ no traducida que acompaña a la secuencia del promotor. La secuencia líder podría obtenerse también de
un promotor o de una secuencia codificadora no relacionados.

La región 3’ no traducida de una molécula de ADN recombinante funcional de una planta contiene una señal de
poliadenilación que funciona en las plantas causando la adición de nucleótidos adenilato al extremo 3’ de ARN. La
región 3’ no traducida puede obtenerse de diversos genes que se expresan en las células de plantas. La región 3’ no
traducida de la nopalina sintasa (Fraley y col. 1983), la región 3’ no traducida de ssRUBISCO del guisante (Coruzzi
y col. 1994), la región 3’ no traducida de gen de la proteína de almacenamiento de la semilla 7S de la soja (Schuler
y col. 1982) y la subunidad pequeña del gen ssRUBISCO del guisante se usan comúnmente en esta capacidad. Las
regiones 3’ transcritas, no traducidas que contienen la señal de poliadenilato de los genes del plásmido inductor de
tumores (Ti) de Agrobacterium son también adecuadas.

Los ejemplos de intrones de plantas adecuados para la expresión en monocotiledóneas incluyen, por ejemplo, el
intrón hsp70 del maíz, el intrón actina 1 del arroz, m el intrón ADH 1 del maíz, el intrón SSU de Arabidopsis, el intrón
EPSPS de Arabidopsis, el intrón EPSPS de la petunia y otros conocidos por los expertos en la técnica.

Puede ser particularmente ventajoso dirigir la localización de proteínas que confieren tolerancia a herbicidas al
compartimiento subcelular, por ejemplo, a los mitocondrios, al retículo endoplásmico, vacuolas, cloroplastos u otros
compartimientos plastídicos. Las proteínas puede dirigirse al cloroplasto incluyendo en su extremo amino terminal
un péptido de tránsito de cloroplasto (CTP). Las proteínas dirigidas al cloroplasto que se presentan naturalmente,
sintetizadas como proteínas precursoras mayores que contienen un péptido amino terminal dirigido al cloroplasto que
dirige el precursor a la maquinaria de importación 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 específicas
localizadas dentro del orgánulo 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 marcación 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 intrón de Arabidopsis,
y otros conocidos por los expertos en la técnica. Tales secuencias marcadoras proporcionan la transferencia de la
proteína expresada deseada hacia la estructura de la célula en la que funciona más eficazmente, o transfiriendo la
proteína expresada deseada a áreas de la célula en las que están concentrados los procesos celulares necesarios para la
función fenotípica deseada. Se ha encontrado que los péptidos dirigidos a los cloroplasto son particularmente útiles en
la selección de plantas resistentes al glifosato (Barry y col., Patente de EEUU Nº 5.463.175; Barry y col., Patente de
EEUU Nº 5.633.435). El glifosato funciona para matar la célula inhibiendo la biosíntesis de aminoácidos aromáticos
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 está también dirigida o localizada al cloroplasto y que está concentrada dentro del cloroplasto. Los ejemplos
específicos de péptidos dirigidos al cloroplasto son bien conocidos en la técnica e incluyen el péptido de tránsito
ats1A de la subunidad pequeña de la ribulosa bifosfato carboxilasa de Arabidopsis thaliana, un péptido de tránsito
EPSPS de Arabidopsis thaliana, y un péptido de tránsito de la subunidad pequeña de la ribulosa bifosfato carboxilasa
del maíz Zea. Un CTP que ha funcionado en el presente documento para localizar proteínas heterólogas al cloroplasto
se obtuvo del péptido de tránsito ats1A de la subunidad pequeña de la ribulosa bifosfato carboxilasa de Arabidopsis
thaliana. Una secuencia de polinucleótidos que codifica una variante de este péptido de tránsito usado en el presente
documento proporciona la secuencia de aminoácidos del péptido de tránsito nativo más una reiteración de sitios de
escisión del péptido de tránsito, y se ha mostrado en el presente documento que es útil para desplegar la enzima
transacilasa recombinante activa al cloroplasto (SEC. ID Nº: 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 transformación del cloroplasto o plastidio. Pueden producirse plantas
recombinantes en las que sólo 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 heterólogo se han descrito, por ejemplo por Daniell
y col. (Patente de EEUU Nº 5.693.507; 1997) y Maliga y col. (Patente de EEUU Nº 5.451.513; 1995).

La acumulación de AMPA en las plantas puede causar síntomas fitotóxicos que se manifiestan fenotípicamente
como clorosis de las hojas, crecimiento atrofiado, infertilidad y muerte, aunque no todos estos síntomas se evidencian
en todas las especies de plantas. Se ha descubierto en el presente documento que la modificación enzimática de la
molécula de AMPA por transacilación para producir N-acil-AMPA proporciona un medio para superar los efectos
fitotóxicos del AMPA. Un procedimiento para evaluar la conversión de AMPA en N-acil-AMPA implica proporcio-
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nar AMPA marcado con [14C] como un sustrato para la enzima transacilasa, y Acil-CoA como otro sustrato para la
enzima en un volumen de reacción acuosa, y separar el sustrato de AMPA marcado con [14C] del producto N-acil-
[14C]-AMPA por HPLC en una columna de intercambio aniónico 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 mostró que el propionil-CoA es un
sustrato particularmente reactivo para la reacción de transacilación in vitro, produciendo N-propionil-[14C]-AMPA.
Los compuestos de CoA acilados más grandes, es decir butiril-CoA o metilmalonil-CoA y otras moléculas orgánicas
unidas de manera covalente a CoA que tienen una longitud de cadena de carbonos mayor que C3 probaron ser menos
eficaces en la reacción de transacilación cuando se usa AMPA como el sustrato receptor del grupo acilo. A pesar de es-
ta información, un experto en la técnica reconocerá que las otras transacilasas que están sustancialmente relacionadas
por homología de secuencias de aminoácidos con una enzima de PhnO o análoga a PhnO según se caracterizó en el
presente documento tendrán una especificidad de sustrato similar en la reacción de transacilasa de AMPA comparada
con la abarcada con la PhnO. Estas otras enzimas también están conceptualmente dentro del ámbito y el espíritu de la
invención descrita en el presente documento. Por ejemplo, la biosíntesis de ácidos grasos está mediada por una gran
variedad de compuestos de Acil-CoA y compuestos de proteínas transportadoras de acilo que pueden ser útiles como
sustratos en la transacilación de compuestos fitotóxicos tales como el AMPA. Una transacilasa capaz de transacilar
AMPA usando un intermedio de ácido graso podría proporcionar posiblemente protección a la planta al eliminar la
fitotoxicidad del AMPA. Una enzima tal como PhnO, que es capaz de transacilar, puede ser útil en la destoxificación
de una gran variedad de compuestos tóxicos que contienen enlaces CP y que contienen además un enlace CN.

Los procedimientos y composiciones para transformar una bacteria, una levadura o una célula fúngica, una célula
de planta, o una planta completa con uno o más vectores de expresión que comprenden una secuencia del gen de
phnO- o análogo a phnO son otros aspectos de esta descripción. Una bacteria, levadura o célula fúngica, célula de
planta transgénica, o planta derivada de tal proceso de transformación o la progenie y las semillas de una de tales
plantas transgénicas son también otras formas de realización de esta invención.

Los procedimientos para transformar bacterias y levaduras o células fúngicas son bien conocidos en la técnica.
Típicamente, los medios de transformación 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-
formación del ADN de células de plantas incluyen, pero no se limitan a la transformación de plantas mediada por
Agrobacterium, la transformación de protoplastos, la transferencia de genes en el polen, la inyección de órganos re-
productores, la inyección en embriones inmaduros, la transformación de plastidios o cloroplastos, y el bombardeo de
partículas. 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 más eficaz para otra especie
de planta, pero los expertos en la técnica saben bien qué procedimientos son útiles 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 infección
con Agrobacterium, vectores binarios de cromosomas bacterianos artificiales (BIBAC) (Hamilton y col., 1996), ad-
ministración directa de ADN tal como, por ejemplo por transformación de protoplastos mediada por PEG (Omirulleh
y col., 1993), por captación de ADN mediada por desecación/inhibición, por electroporación, por agitación con fi-
bras de carburo de silicio, por aceleración de partículas recubiertas de ADN, etc. En ciertas formas de realización,
resultan de preferencia los procedimientos de aceleración e incluyen, por ejemplo, el bombardeo de microproyectiles
y similares.

La tecnología 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 químicos (Graham and
van der Eb, 1973; Zatloukal y col., 1992); (2) procedimientos físicos tales como la microinyección (Capecchi, 1980),
electroporación (Wong and Neuman, 1982; Fromm y col., 1985; Patente de EEUU Nº 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 dicotiledóneas, principalmente por medio del uso de Agrobacterium tume-
faciens, y obtener planta transgénicas se han publicado para el algodón (Patente de EEUU Nº 5.004.863; Patente de
EEUU Nº 5.159.135; Patente de EEUU Nº 5.518.908), la soja (Patente de EEUU Nº 5.569.834; Patente de EEUU Nº
5.416.011; McCabe y col. (1988); Christou y col. (1988)), Brassica (Patente de EEUU Nº 5.463.174), y el cacahuete
(Cheng y col. (1996); De Kathen and Jabobsen (1990)).

También se han informado la transformación de monocotiledóneas usando electroporación, bombardeo de partícu-
las y Agrobacterium. La transformación y la regeneración de plantas se han alcanzado en el espárrago (Bytebier y col.
(1987)), la cebada (Wan and Lemaux (1994)), el maíz (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 caña de azúcar (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 transformación y regeneración de plantas monocotiledóneas se
analizan también en Davey y col. (1986).

Podrían también producirse plantas recombinantes en las que sólo 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
heterólogo se han descrito por Daniell y col., Patente de EEUU Nº 5.693.507 (1997) y Maliga y col. (Patente de EEUU
Nº 5.451.513; 1995). Las plantas recombinantes que se han transformado usando ADN heterólogo, alterando tanto el
genoma nuclear como el genoma de los cloroplasto o plastidios están también dentro del ámbito de esta invención.

La presente invención desvela construcciones de ADN que comprenden secuencia de polinucleótidos que codifican
la AMPA-transacilasa. En el presente documento se desvelan procedimientos para identificar y aislar genes heterólogos
que codifican péptidos que actúan en la N-acilación del AMPA. Los procedimientos para la construcción y expresión
de genes sintéticos en plantas son bien conocidos por los expertos en la técnica y están descritos en detalle en la Patente
de EEUU Nº 5.500.365, y en plantas monocotiledóneas en particular en la Patente de EEUU Nº 5.689.052. La pre-
sente invención contempla el uso de genes de AMPA aciltransferasa solos o en combinación con genes que codifican
enzimas de degradación del glifosato mediada por GOX en la transformación tanto de plantas monocotiledóneas como
dicotiledóneas. Para potenciar la expresión de estos genes, la presente invención proporciona construcciones de ADN
que comprenden secuencias de polinucleótidos que codifican estos tipos de proteínas que se localizan al citoplasma
de la célula de la planta así como secuencias que codifican péptidos dirigidos a plastidios ubicados secuencia arriba
de las secuencias de polinucleótidos que codifican las proteínas AMPA transacilasa y/o GOX.

En un aspecto, la información de la secuencia de nucleótidos proporcionada por la invención permite la prepara-
ción de secuencias de ADN relativamente cortas que tienen la capacidad de hibridar específicamente a secuencias de
genes de los polinucleótidos seleccionados desvelados en el presente documento. En estos aspectos, se preparan son-
das de ácidos nucleicos de una longitud adecuada basándose en una consideración de secuencias de polinucleótidos
seleccionadas que codifican polipéptidos de AMPA transacilasa, por ejemplo, secuencias tales como las que se mues-
tran en SEC. ID Nº: 1, SEC. ID Nº: 2, y SEC. ID Nº: 3. Tales sondas de ácidos nucleicos pueden también prepararse
basándose en una consideración de secuencias de polinucleótidos seleccionados que codifican un péptido dirigido a
plastidios, tales como las que se muestran en SEC. ID Nº: 9, SEC. ID Nº: 11, SEC. ID Nº: 13, y SEC. ID Nº: 14. La
capacidad de tales sondas de ácidos nucleicos para hibridar específicamente 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 realización. Más importante aún, las sondas pueden usarse en una diversidad de ensayos para
detectar la presencia de secuencias complementarias en una muestra dada.

En ciertas formas de realización, resulta ventajoso utilizar cebadores de oligonucleótidos. La secuencia de tales
cebadores se diseña usando un polinucleótido de la presente invención para uso en la detección, amplificación o muta-
ción de una secuencia definida de un gen de AMPA transacilasa de cualquier organismo adecuado usando tecnología
de PCRTM. El proceso puede también usarse para detectar, amplificar o mutar una secuencia definida del polinucleó-
tido que codifica un péptido dirigido a plastidios. Los segmentos de genes relacionados con los polinucleótidos que
codifican los polipéptidos de AMPA transacilasa y los péptidos dirigidos a plastidios de la presente invención pueden
también amplificarse por medio de PCRTM usando tales cebadores.

Para proporcionar algunas de las ventajas de acuerdo con la presente invención, una secuencia de ácido nucleico
de preferencia utilizada para estudios o ensayos de hibridación incluye secuencias que son sustancialmente comple-
mentarias a al menos una longitud de 14 hasta aproximadamente 30 nucleótidos consecutivos de una secuencia de
polinucleótidos vecina, en cis, o que codifica una AMPA transacilasa, tal como la que se muestra en SEC. ID Nº: 5
o SEC. ID Nº: 6, o secuencias que son sustancialmente complementarias a al menos una longitud de 14 a aproxima-
damente 30 nucleótidos consecutivos de una secuencia que codifica un péptido dirigido a plastidios. Por “sustancial-
mente complementaria”, se entiende que un polinucleótido es de preferencia aproximadamente 70% complementario,
o de más preferencia aproximadamente 80% complementario, o aún de más preferencia aproximadamente 90% com-
plementario, o de mayor preferencia aproximadamente 99-100% complementario en secuencia a una secuencia de
polinucleótidos diana.

Un tamaño de al menos 14 nucleótidos de longitud ayuda a asegurar que el fragmento será de longitud suficiente
para formar una molécula dúplex 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 híbrido, y mejorar de esta manera la calidad y el grado de moléculas híbridas específicas
obtenidas, por lo general resulta de preferencia diseñar moléculas de ácido nucleico con secuencias de 14 a 20 nucleó-
tidos complementarias al gen, o incluso mayores cuando se desea. Tales fragmentos pueden prepararse fácilmente, por
ejemplo, sintetizando directamente el fragmento por medios químicos, tales como las químicas de fosforamidita por
ejemplo; por medio de aplicación de tecnología de reproducción de ácidos nucleicos, tal como la tecnología de PCRTM

de las Patentes de EEUU Nº 4.683.195 y 4.683.202; o escindiendo fragmentos de ADN seleccionados de plásmidos
recombinantes que contienen insertos adecuados y sitios de restricción adecuados.

La presente invención también contempla un vector de expresión que comprende un polinucleótido de la presente
invención. Por consiguiente, en una forma de realización un vector de expresión es una molécula de ADN aislada
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y purificada que comprende un promotor unido de manera operativa a una región codificadora que codifica un po-
lipéptido de la presente invención, cuya región codificadora está operativamente unida a una región de terminación
de la transcripción por la que el promotor dirige la transcripción de la región codificadora. La región 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 expresión puede también contener
un intrón funcional de planta, y puede también contener otros elementos funcionales de plantas tales como secuencias
que codifican secuencias no traducidas (UTL) y secuencias que actúan como potenciadores de la transcripción o de la
traducción.

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

Los vectores de transformación de plantas de preferencia incluyen los derivados de un plásmido Ti de Agrobac-
terium tumefaciens, así como los desvelados, por ejemplo, por Herrera-Estrella (1983), Bevan (1983), Klee (1985) y
Solicitud de Patente Europea Nº EP 0120516.

Además, los vectores de transformación de plantas de preferencia dirigidos para transformación de cloroplastos
o plastidios incluyen los desvelados en la Patente de EEUU Nº 5.693.507 (1997), Patente de EEUU Nº 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 expresión de la presente invención para transformar una planta, se selecciona un pro-
motor que tiene la capacidad de dirigir la expresión en esa especie particular de planta. Los promotores que funcionan
en diferentes especies de plantas son también bien conocidos en la técnica. Los promotores útiles en la expresión de
polipéptido en plantas son los que son inducibles, virales, sintéticos o constitutivos como están 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 expresión de un gen que existe en forma de ADN de doble hebra localizado en el genoma nuclear de la planta
implica la transcripción 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 núcleo. Los genes
expresados de un cloroplasto o plastidio también producen un transcrito de ARNm que no se procesa más antes de la
traducción. En cualquier caso, la transcripción del ADN en ARNm está regulada por una región de ADN denominada
el “promotor”. El ADN que comprende el promotor está representado por una secuencia de bases que indican a la
ARN polimerasa asociarse con el ADN e iniciar la transcripción 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 expresión de una secuencia codificadora de la enzima AMPA aciltransferasa para dar como resultado
la producción de una cantidad eficaz de proteína transacilasa localizada en la localización 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 transcripción del transgén en todo el tejido), tal como el promotor
CaMV35S, o promotores específicos de tejido o específicos del desarrollo que afectan a dicotiledóneas o monocotile-
dóneas. Donde el promotor es un promotor casi constitutivo tal como CaMV35S o FMV35S, se encuentran aumentos
en la expresión de polipéptidos en una diversidad de tejidos de plantas transformadas y en la mayoría de los órganos
de las plantas (por ejemplo, callo, hoja, semilla, tallo, meristema, flor y raíz). Las versiones mejoradas o duplicadas
de los promotores CaMV35S y FMV35S son particularmente útiles en la práctica de esta invención (Kay y col., 1987;
Rogers, Patente de EEUU Nº 5.378.619).

Los expertos en la técnica reconocerán que existen una serie de promotores que son activos en células de plantas,
y que se han descrito en la bibliografía. 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 plásmidos inductores de tumores de A. tumefaciens), los promotores 19S y 35S del virus del mosaico de la
coliflor (CaMV), el promotor inducible por la luz de la subunidad pequeña de la ribulosa 1,5-bifosfato carboxilasa
(ssRUBISCO, un polipéptido de las plantas muy abundante), el promotor Act1 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 Nº 5.463.175).

Además, puede resultar de preferencia llevar a cabo la expresión de los genes tales como una AMPA aciltransferasa
que mejora la tolerancia al herbicida o la resistencia al herbicida en tejidos específicos de una planta usando vectores
de integración de plantas que contienen un promotor específico de tejido. Los tejidos diana específicos pueden incluir
la hoja, el tallo, la raíz, el tubérculo, la semilla, el fruto, etc., y el promotor elegido debe tener la especificidad de tejido
y desarrollo deseada. Por consiguiente, la función del promotor deberá optimizarse seleccionando un promotor con las
capacidades de expresión 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 selección a partir de la combina-
ción de transformantes se utiliza de manera rutinaria en la expresión de genes estructurales heterólogos en las plantas

14



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 325 874 T3

ya que existe variación entre los transformantes que contienen el mismo gen heterólogo por el sitio de inserción del
gen dentro del genoma de la planta (denominado comúnmente “efecto de posición”). Además de los promotores que
se sabe que causan transcripción (constitutiva o específica de tejido) del ADN en las células de las plantas, pueden
identificarse otros promotores para uso en la presente invención 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 continuación
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 específicos de tejido son los promotores de la sacarosa sintasa 1 del maíz (Yang
y col., 1990), de la alcohol deshidrogenasa 1 del maíz (Vogel y col., 1989), del complejo de captación de luz del
maíz (Simpson, 1986), de la proteína del choque térmico del maíz (Odell y col., 1985), de la subunidad pequeña de
RuBP carboxilasa del guisante (Poulsen y col., 1986; Cashmore y col., 1983), de la manopina sintasa de plásmido
Ti (McBride y Summerfelt, 1989), de la nopalina sintasa del plásmido Ti (Langridge y col., 1989), de la chalcona
isomerasa de la petunia (Van Tunen y col., 1988), de la proteína 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 pequeña
de RuBP carboxilasa S-E9.

Los promotores usados en las construcciones de ADN de la presente invención pueden modificarse, si se desea,
para afectar sus características de control. Por ejemplo, el promotor CaMV35S puede unirse a la porción del gen
de ssRUBISCO que reprime la expresión de ssRUBISCO en ausencia de luz, para crear un promotor que es activo
en las hojas pero no en las raíces. Para los objetos de esta descripción, la frase promotor “CaMV35S” incluye por
consiguiente variaciones del promotor CaMV35S, por ejemplo, promotores derivados por medio de unión con regiones
operadoras, mutagénesis aleatoria o controlada, etc. Además, los promotores pueden alterarse para contener múltiples
“ secuencias potenciadoras” para ayudar a elevar la expresión del gen. Los ejemplos de tales secuencias potenciadoras
se han informado por Kay y col. (1987). Los promotores específicos de cloroplastos o plastidios son conocidos en la
técnica (Daniell y col., Patente de EEUU Nº 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 maíz, y los promotores de ARNr.
Cualquier promotor funcional de cloroplasto o plastidio está dentro del ámbito de la presente invención.

Una planta transgénica de la presente invención producida a partir de una célula de planta transformada con un
promotor específico de tejido puede cruzarse con una segunda planta transgénica desarrollada a partir de una célula de
planta transformada con un promotor específico de tejido diferente para producir una planta transgénica híbrida que
muestra los efectos de transformación en más de un tejido específico.

El ARN producido por una construcción de ADN de la presente invención puede también contener una secuencia
líder 5’ no traducida (5’UTL). Esta secuencia puede obtenerse a partir del promotor seleccionado para expresar el gen,
y puede modificarse específicamente para aumentar la traducción 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 invención no está limitada a construcciones en las que la región no traducida se obtiene a
partir de la secuencia 5’ no traducida que acompaña a la secuencia del promotor. Una secuencia líder de un gen de
planta para uso en la presente invención es el líder de la proteína del choque térmico 70 (hsp70) de la petunia (Winter
y col., 1988).

Las 5’UTL son capaces de regular la expresión genética cuando se localizan en la secuencia de ADN entre el
sitio de iniciación de la transcripción y el comienzo de la secuencia codificadora. Se han realizado recopilaciones
de secuencias líder para predecir secuencias óptimas o subóptimas y generar secuencias líder de preferencia y “de
consenso” (Joshi, 1987). Se contempla que las secuencias líder de preferencia incluyan las que comprenden secuencias
previstas para dirigir la expresión óptima del gen estructural unido, es decir, que incluyan una secuencia líder de
consenso de preferencia que puede aumentar o mantener la estabilidad del ARNm y evitar la iniciación inadecuada de
la traducción. Los expertos en la técnica reconocerán la elección de tales secuencias a la luz de la presente descripción.
Las secuencias que se obtienen a partir de genes que se expresan en gran medida en las plantas, en particular en el
maíz, serán las de mayor preferencia. Un líder particularmente útil puede ser el líder HSP70 de la petunia.

De acuerdo con la presente invención, los vectores de expresión diseñados para potenciar específicamente la ex-
presión 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 transcripción, traducción y expresión de la proteína codificada
cuando se asocian con ciertas secuencias de proteínas GOX o AMPA transacilasa. Tales péptidos dirigidos funcionan
en una diversidad de maneras, tales como por ejemplo, transfiriendo la proteína expresada a la estructura celular en la
que funciona más eficazmente, o transfiriendo la proteína expresada a áreas de la célula en las que están concentrados
procesos necesarios para la expresión. El uso de los CTP pueden también aumentar la frecuencia de recuperación de
plantas morfológicamente 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 útiles en el sistema marcador se-
leccionable resistente al glifosato. En este sistema, las plantas transformadas para expresar una proteína 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 vía del ácido shikímico que da lugar a la biosíntesis de compuestos aromáticos incluidos
aminoácidos y vitaminas. Específicamente, el glifosato inhibe la conversión de ácido fosfoenolpirúvico y acido 3-fos-
foshikímico en ácido 5-enolpirovil-3-fosfoshikímico al inhibir la enzima ácido 5-enolpiruvil-3-fosfoshikímico sintasa
(EPSP sintasa o EPSPS). La introducción 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 biosíntesis de aminoácidos
aromáticos, 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 orgánulo
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 Nº 4.535.060).

Los CTP pueden dirigir proteínas a los cloroplastos y a otros plastidios. Por ejemplo, el orgánulo diana puede
ser el amiloplasto. Los CTP de preferencia de la presente invención incluyen los dirigidos tanto a cloroplastos como
también a otros plastidios. Los ejemplos específicos de CTP de preferencia incluyen el CTP de la proteína RUBISCO
SSU del maíz, y péptidos funcionalmente relacionados tales como el CTP de la subunidad pequeña de RUBISCO
de Arabidopsis thaliana y el CTP de EPSPS de Arabidopsis thaliana. Los CTP se ejemplifican por medio de las
secuencias de polinucleótidos y aminoácidos que se muestran en SEC. ID Nº: 9, SEC. ID Nº: 11, SEC. ID Nº: 13, y
SEC. ID Nº: 14 respectivamente.

Podrían también producirse plantas, células, semillas, y otros tejidos de plantas recombinantes en los que se hubie-
ran alterado sólo 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 heterólogo se han descrito en la Patente de EEUU Nº 5.693.507 (1997). McBride y
col. (documento WO 95/24492) desvelan la localización y la expresión de genes que codifican la proteína Cry1 A δ-
endotoxina en el genoma de cloroplastos de plantas de tabaco.

Un ejemplo de forma de realización de la invención implica la acción de dirigir hacia los plastidios o cloroplastos
o localizar en los plastidios o cloroplastos genes que codifican enzimas o proteínas 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 importación de proteínas sintetiza-
das en el citoplasma en los plastidios o cloroplastos (examinado por Keegstra y Olsen, 1989). En la práctica de esta
invención puede utilizarse una diversidad de secuencias dirigidas a plastidios, bien conocidas en la técnica, incluidas
pero limitadas a ADPGPP, EPSP sintasa o ssRUBISCO. Además, las secuencias dirigidas a plastidios (péptido y ácido
nucleico) para cultivos de monocotiledóneas pueden estar constituidas por un fragmento genómico codificador que
contiene una secuencia de intrón así como un sitio de escisión proteolítica 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 dicotiledóneas
como (SEC. ID Nº: 9), y está constituida por un fragmento codificador genómico 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 escisión del
péptido de tránsito del CTP de ssRUBISCO del guisante reemplaza el sitio de escisión CTP de EPSP sintasa nativo
(Klee y col., 1987).

Para una expresión optimizada en las plantas monocotiledóneas, también puede incluirse un intrón en la cons-
trucción de expresión del ADN. Tal intrón se coloca típicamente cerca del extremo 5’ del ARNm en la secuencia no
traducida. Este intrón puede obtenerse de, pero no se limita a, una serie de intrones constituida por el intrón 70 de la
proteína del choque térmico (HSP) del maíz (Patente de EEUU Nº 5.424.412; 1995), el intrón Act1 del arroz (McElroy
y col., 1990), el intrón 1 Adh (Callis y col., 1987), o el intrón de la sacarosa sintasa (Vasil y col., 1989).

La región 3’ no traducida de los genes de la presente invención que se localizan hacia el genoma nuclear de la
planta también contiene una señal de poliadenilación que funciona en las plantas para causar la adición de nucleótidos
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 poliadenilación. Típicamente, las secuencias de ADN localizadas unos
pocos cientos de pares de bases secuencia abajo del sitio de poliadenilación sirven para terminar la transcripción. En
el presente documento se hace referencia a esas secuencias de ADN como regiones de terminación de la transcripción.
Esas regiones son necesarias para la eficaz poliadenilación del ARN mensajero (ARNm) transcrito. Los ejemplos de
regiones 3’ de preferencia son (1) las regiones 3’ transcritas, no traducidas que contienen la señal de poliadenilación
de los genes del plásmido 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 pequeña de la ribulosa-1,5-bisfosfato car-
boxilasa del guisante, denominado en este documento como E9 (Fischhoff y col., 1987). Las construcciones incluirán
típicamente el gen de interés junto con un extremo 3’ de la secuencia de ADN que actúa como una señal para la termi-
nar la transcripción y, en construcciones proyectadas para la expresión genómica nuclear, permite la poliadenilación
del ARNm resultante. Se contempla que los elementos 3’ de más 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 Ω de TMV Q (Gallie, y col., 1989), pueden incluirse además donde se
desee.

Según la presente invención y como se indicó anteriormente, los genes localizados en cloroplastos o plastidios
que codifican enzimas que confieren características de tolerancia a herbicidas o resistencia a herbicidas a las plantas
no necesitan secuencias que confieran señales de terminación de la transcripción y poliadenilación, pero en su lugar
pueden sólo necesitar información de terminación de la transcripción 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 terminación
de la transcripción del ARNm es similar a los procedimientos bien conocidos en la técnica de expresión de genes
bacterianos. Por ejemplo, tanto en una secuencia policistrónica como en una monocistrónica, la transcripción puede
terminarse por medio de estructura de tallo y bucle o por estructuras similares a secuencias dependientes de rho.

Podrían usarse potenciadores de la transcripción o duplicaciones de pontenciadores para aumentar la expresión.
Estos potenciadores se encuentran frecuentemente en posición 5’ al comienzo de la transcripción en un promotor que
funciona en células eucariotas, pero frecuentemente pueden insertarse en la orientación directa o inversa 5’o 3’ a la
secuencia codificadora. Los ejemplos de potenciadores incluyen elementos del promotor 35S de CaMV, 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 realización de la invención, el uso de elementos de sitios internos de unión de ribosomas
(IRES) se utiliza para crear mensajes multigenéticos o policistrónicos. Los elementos IRES son capaces de sortear
el modelo de barrido ribosómico de traducción dependiente de Cap 5 metilado y comenzar la traducción 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), así como IRES de un mensaje de mamífero (Macejak
and Sarnow, 1991). Los elementos IRES pueden estar unidos a marcos de lectura abiertos heterólogos. Los múltiples
marcos de lectura abiertos pueden transcribirse juntos, cada uno separado por un IRES, creando mensajes policistró-
nicos. En virtud del elemento IRES, cada marco de lectura abierto está accesible a los ribosomas para la traducción
eficaz. Múltiples genes pueden expresarse de manera eficaz usando un único promotor/potenciador para transcribir un
único mensaje.

Cualquier marco de lectura abierto heterólogo puede unirse a elementos IRES. Este incluye genes para proteí-
nas secretadas, proteínas de subunidades múltiples, codificadas por genes independientes, proteínas intracelulares o
unidas a membrana y marcadores seleccionables. De esta manera, la expresión de varias proteínas puede prepararse
simultáneamente dentro de una célula con una única construcción y un único marcador seleccionable.

Las construcciones proyectadas para la expresión dentro de un cloroplasto o plastidio usando maquinaria de trans-
cripción y traducción específica de cloroplasto o plastidio pueden contener secuencias mono o policistrónicas.

La elección de qué vector de expresión y finalmente a qué promotor se une operativamente una región codifica-
dora de polipéptido depende directamente de las propiedades funcionales deseadas, por ejemplo, la localización y el
tiempo de expresión proteica y la célula huésped a transformar. Estas son limitaciones bien conocidas inherentes en
la técnica de construcción de moléculas de ADN recombinantes. Sin embargo, un vector útil en la práctica de la pre-
sente invención es capaz de dirigir la expresión de la región codificadora de polipéptido a la que está unida de manera
operativa.

Los vectores típicos útiles para la expresión de genes en plantas superiores son bien conocidos en la técnica e
incluye vectores derivados del plásmido inductor de tumores (Ti) de A. tumefaciens descrito (Rogers y col., 1987). Sin
embargo, se sabe que otros varios sistemas de vectores de integración 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 realización de preferencia, el vector usado para expresar el polipéptido incluye un marcador de
selección que es eficaz en una célula de planta, de preferencia un marcador de selección resistente a fármacos. Un
marcador de selección resistente a fármacos de preferencia es el gen cuya expresión da como resultado la resistencia
kanamicina; es decir el gen quimérico que contiene el promotor de la nopalina sintasa, Tn5 neomicina fosfotransferasa
II (nptII) y la región 3’ no traducida de la nopalina sintasa descrita (Rogers y col., 1988).

Los medios para preparar vectores de expresión son bien conocidos en la técnica. Los vectores de expresión
(transformación) usados para transformar plantas y los procedimientos para generar esos vectores están descritos
en las Patentes de EEUU Nº 4.971.908, 4.940.835, 4.769.061 y 4.757.011. Esos vectores pueden modificarse para
incluir una secuencia codificadora según la presente invención.

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 añadirse extensiones de
homopolímeros complementarios al segmento de ADN a insertar y al ADN del vector. El vector y el segmento de
ADN se juntan a continuación por medio de enlaces de hidrógeno entre las colas homopoliméricas complementarias
para formar moléculas de ADN recombinantes.

17



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 325 874 T3

Una región codificadora que codifica un polipéptido que tiene la capacidad para conferir actividad enzimática de
resistencia a herbicidas mejorada a una célula es de preferencia un polinucleótido que codifica una AMPA transacilasa
o un equivalente funcional, solo o en combinación, con un gen que codifica una enzima GOX o un equivalente funcio-
nal de GOX. De acuerdo con tales formas de realización, también resulta de preferencia una región codificadora que
comprende las secuencias de ADN de SEC. ID Nº: 3, SEC. ID Nº: 7 ó SEC. ID Nº: 19.

Los genes específicos 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 plasmídicos.
Los plásmidos 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 plásmidos contienen
secuencias de polinucleótidos que codifican secuencias dirigidas como se muestran en SEC. ID Nº: 9, SEC. ID Nº:
11, SEC. ID Nº: 13, SEC. ID Nº: 14. Las casetes de expresión 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 terminación funcionales de plantas se desvelan en particular como se expone en SEC. ID Nº: 23, SEC. ID
Nº: 25, SEC. ID Nº: 27, SEC. ID Nº: 29, y SEC. ID Nº: 31.

El trabajo descrito en el presente documento ha identificado procedimientos para potenciar la expresión de una
AMPA transacilasa in planta, que confiere protección 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 Nº 5.500.365 describe un procedimiento para sintetizar genes de plantas
para optimizar el nivel de expresión de la proteína que codifica el gen sintetizado. Este procedimiento se refiere a la
modificación de las secuencias del gen estructural del transgén exógeno, para hacerlas más “análogas de plantas” y
por consiguiente con más probabilidad de ser traducidas y expresadas por una planta. Un procedimiento similar para
la expresión mejorada de transgenes, de preferencia en plantas monocotiledóneas, se desvela en la Patente de EEUU
Nº 5.689.052. Pueden generarse plantas útiles desde el punto de vista agronómico, de la horticultura, ornamental, y
desde otros puntos de vista económicos o comerciales según 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 proteínas relacionados con patogénesis antifúngicos, antibacterianos, o antivirales; proteínas insecticidas;
otras proteínas que confieren resistencia a herbicida; y proteínas implicadas en mejorar la calidad de productos de las
plantas o el rendimiento agronómicos de las plantas. La coexpresión simultánea de múltiples proteínas heterólogas
en las plantas es ventajosa porque puede explotar más de un modo de acción para controlar el daño de las plantas o
mejorar la calidad de la planta o de los productos producidos por el metabolismo de las plantas.

Está contemplado que pueda resultar deseable la introducción de grandes secuencias de ADN que comprenden
mas de un gen. La introducción 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 transformación mediada por Agrobacterium fue desvelado por Hamilton y col. (1996).

Finalmente, las secuencias de ADN más deseables para introducir en el genoma de una monocotiledónea pueden
ser genes homólogos 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 homólogos o específicos de tejido (por ejemplo, específicos de cuello de raíz/vaina, cogollo, tallo, espiga,
grano u hoja). Por cierto, está contemplado que un uso particular de la presente invención puede ser la producción de
transformantes que comprenden un transgén que está dirigido de una manera específica de tejido. Por ejemplo, los ge-
nes de resistencia a herbicidas o tolerancia a herbicidas pueden expresarse específicamente o regularse específicamente
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 ilícito de la propiedad
comercializada o intelectual autorizadas o de marcas registradas.

Los vectores para uso en la expresión de genes específicos de tejido en las plantas transgénicas incluirán típica-
mente promotores específicos de tejido y también pueden incluir otros elementos de control específicos de tejido tales
como secuencias potenciadoras. Los promotores que dirigen la expresión específica o mejorada en ciertos tejidos de
plantas serán conocidos por los expertos en la técnica a la luz de la presente descripción.

También está contemplado que la expresión específica de tejido pueda llevarse a cabo de manera funcional in-
troduciendo un gen expresado constitutivamente (todos los tejidos) en combinación 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, podría usarse un promotor de actina del arroz o un promotor de
histonas de una especie dicotiledónea o monocotiledónea para la expresión de un gen. Además, está contemplado que
puedan ser útiles los promotores que combinen elementos de más de un promotor. Por ejemplo, la Patente de EEUU
Nº 5.491.288 desvela la combinación de un promotor del Virus del Mosaico de la Coliflor con un promotor de his-
tonas. Por consiguiente, la expresión de un transcrito complementario del gen de la AMPA transacilasa en la semilla
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del maíz, usando por ejemplo un promotor de zeína, podrá prevenir la acumulación de la transacilasa en la semilla.
Por consiguiente, en una planta que expresa GOX y la transacilasa, la aplicación del herbicida glifosato dará como
resultado tejidos de semillas que no maduran. A la inversa, la supresión complementaria del gen de GOX dará como
efecto los mismos resultados. De preferencia, la supresión de la transacilasa en tejidos específicos será más ventajosa,
en particular donde los tejidos específicos han demostrado una intolerancia al AMPA o a compuestos relacionados.
El autor de la invención contempla específicamente que podría usarse una estrategia similar con la presente invención
para dirigir la expresión de un marcador identificable o seleccionable en el tejido de las semillas.

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

Se contempla que la expresión de algunos genes en las planta transgénicas será deseable sólo bajo condiciones
especificadas. Por ejemplo, se propone que la expresión de ciertos genes que confieren resistencia a factores de estrés
ambiental tales como la sequía será deseable sólo bajo condiciones de estrés reales. Se contempla además que la
expresión 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 expresión de algunos genes tales
como rbcS, que codifica la subunidad pequeña de la ribulosa bifosfato carboxilasa, está regulada por la luz mediada
por medio del fitocromo. Otros genes están inducidos por estímulos secundarios. Por ejemplo, la síntesis de ácido
abscísico (ABA) está 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 expresión
de genes que confieren resistencia a las aplicaciones de herbicidas resulte deseable sólo bajo condiciones en las que
el herbicida esté realmente presente. Por consiguiente, para algunos rasgos deseados, resultará deseable la expresión
inducible de los genes en las plantas transgénicas.

Se propone que, en algunas formas de realización de la presente invención, la expresión de un gen en una planta
transgénica será deseable sólo en un cierto período de tiempo durante el desarrollo de la planta. El tiempo de des-
arrollo está frecuentemente correlacionado con la expresión de genes específicos de tejido. Por ejemplo la expresión
de las proteínas de almacenamiento de la zeína se inicia en el endosperma aproximadamente 15 días después de la
polinización.

Se contempla también que puede ser útil dirigir específicamente la inserción de ADN dentro de una célula. Por
ejemplo, puede ser útil dirigir el ADN introducido al núcleo, y en particular en una posición precisa dentro de uno de
los cromosomas de la planta para lograr integración específica de sitio. Por ejemplo, sería útil tener introducir un gen
a través de la transformación que actúa para reemplazar un gen existente en la célula, o para complementar un gen que
no es funcional o no está presente.

También está contemplada una planta transformada con un vector de expresión de la presente invención. También
está contemplada una planta transgénica derivada de tal célula transformada o transgénica. Los expertos en la técnica
reconocerán que un gen quimérico de planta gene que contiene una secuencia estructural codificadora de la presente
invención 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 transformación de plantas mediada
por Agrobacterium, el uso de liposomas, la transformación usando virus o polen, la electroporación, la transformación
de protoplastos, la transferencia de genes en el polen, la inyección en órganos reproductores, la inyección en embriones
inmaduros y el bombardeo de partículas. 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 más eficaz para otra cepa de planta, pero se sabe bien cuáles procedimientos son útiles 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 infección por
A. tumefaciens y cepas de Agrobacterium relacionadas, administración directa de ADN tal como, por ejemplo por
transformación de protoplastos mediada por PEG (Omirulleh y col., 1993), por captación de ADN mediada por de-
secación/inhibición, por electroporación, por agitación con fibras de carburo de silicio, por aceleración de partículas
recubiertas de ADN, etc. En ciertas formas de realización, resultan de preferencia los procedimientos de aceleración e
incluyen, por ejemplo, el bombardeo de microproyectiles y similares.

La tecnología 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 químicos (Graham and
van der Eb, 1973); (2) procedimientos físicos tales como la microinyección (Capecchi, 1980), electroporación (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 aplicación de pulsos eléctricos breves, de alto voltaje a una diversidad de células de animales y plantas da
lugar a la formación de poros de tamaño nanométrico en la membrana plasmática. El ADN penetra directamente en
el citoplasma de la célula a través de estos poros o como consecuencia de la redistribución de los componentes de
membrana que acompaña el cierre de estos poros. La electroporación puede ser extremadamente eficaz y puede usarse
tanto para la expresión transitoria de los genes clonados como para el establecimiento de líneas celulares que llevan
integradas copias del gen de interés. La electroporación, a diferencia de la transfección mediada por fosfato de calcio y
la fusión de protoplastos, con frecuencia da lugar a líneas celulares que llevan una, o como mucho unas pocas, copias
integradas del ADN extraño.

La introducción del ADN por medio de electroporación es bien conocida por los expertos en la técnica. Para
efectuar la transformación por electroporación, pueden utilizarse tejidos friables tales como un cultivo en suspensión
de células, o un callo embriónico, 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 mecánicamente lesionando de una manera controlada, haciendo que
las células sean más susceptibles a la transformación. Tales células serán a continuación receptoras para la transferencia
de ADN por electroporación, que puede llevarse a cabo en esta etapa, y tales células transformadas se identificarán a
continuación por medio de un protocolo adecuado de selección o identificación 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 partículas pueden recubrirse con ácidos nucleicos y admi-
nistrarse en las células por medio de una fuerza propulsora. Los ejemplos de partículas incluyen los que comprenden
tungsteno, oro, platino, y similares. Usando estas partículas, el ADN se transporta a través de la pared celular y dentro
del citoplasma en la superficie de pequeñas partículas metálicas como está descrito (Klein y col., 1987; Klein y col.,
1988; Kawata y col., 1988). Las partículas metálicas penetran a través de varias capas de células y permiten de esta ma-
nera la transformación de células dentro de explantes de tejidos. El procedimiento de bombardeo de microproyectiles
resulta de preferencia para la identificación de sucesos de transformación dirigidos a cloroplastos o plastidios.

Una ventaja del bombardeo de microproyectiles, además 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 infección por Agrobacterium. Una forma de realización ilustrativa de un procedimiento para
administrar ADN en células de plantas por aceleración es un Sistema de Administración de Partículas Biolístico, que
puede usarse para propulsar partículas 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 suspensión de la planta. El tamiz
dispersa las partículas 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 tamaño del agregado de proyectiles y
puede contribuir a una mayor frecuencia de transformación al reducir el daño inflingido en las células receptoras por
los proyectiles que son muy grandes.

Para el bombardeo, las células en suspensión se concentran de preferencia en filtros o en medio de cultivo sólido.
Como alternativa, pueden organizarse embriones inmaduros u otras células diana en medio de cultivo sólido. 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 más tamices entre el dispositivo de aceleración y las células a bombardear. A
través del uso de las técnicas expuestas en el presente documento pueden obtenerse 1000 o más focos de células que
expresan un gen marcador de manera transitoria. El número de células en un foco que expresan el producto del gen
exógeno 48 horas después del bombardeo frecuentemente varía desde 1 hasta 10 y promedian 1 a 3.

En la transformación por bombardeo, pueden optimizarse las condiciones de cultivo previo al bombardeo y los
parámetros de bombardeo para dar la cantidad máxima de transformantes estables. Tanto los parámetros físicos co-
mo biológicos para el bombardeo son importantes para esta tecnología. Los factores físicos son los que implican la
manipulación de precipitado de DNA/microproyectil o los que afectan el vuelo y la velocidad de los macro o micro-
proyectiles. Los factores biológicos incluyen todas las etapas involucradas en la manipulación de las células antes e
inmediatamente después del bombardeo, el ajuste osmótico 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 plásmidos
superenrollados intactos. Se cree que las manipulaciones previas al bombardeo son especialmente importantes para la
transformación exitosa de embriones inmaduros de plantas.

Por consiguiente, está contemplado que uno pueda desear ajustar diversos parámetros de bombardeo en estudios
a pequeña escala para optimizar completamente las condiciones. Uno puede desear particularmente ajustar los pará-
metros físicos tales como la distancia del intervalo, la distancia de vuelo, la distancia de tejido y la presión de helio.
Uno puede también minimizar los factores de reducción de trauma (TRF) modificando condiciones que influyen en
el estado físico de las células receptoras y que pueden por consiguiente influir en las eficacias de transformación e
integración. Por ejemplo, puede ajustarse el estado osmótico, la hidratación tisular y el estado de subcultivo o ciclo
celular de las células receptoras para la transformación óptima. La ejecución de otros ajustes de rutina será reconocida
por los expertos en la técnica a la luz de la presente descripción.

Los procedimientos de transformación mediada por partículas son bien conocidos por los expertos en la técnica.
La Patente de EEUU Nº 5.015.580 describe la transformación 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 regeneración de una planta intacta a partir de un protoplasto. El uso de vectores de integración 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 ingeniería genética utilizada para
producir plantas de algodón usando transferencia mediada por Agrobacterium está descrita en la Patente de EEUU
Nº 5.004.863; una transformación similar de plantas de lechuga está descrita en la Patente de EEUU Nº 5.349.124;
y la transformación de soja mediada por Agrobacterium está descrita en la Patente de EEUU Nº 5.416.011. Además,
la integración del Ti-ADN es un proceso relativamente preciso que da lugar a pocas reorganizaciones. La región del
ADN a transferir está definida por las secuencias de los bordes, y el ADN interviniente se inserta usualmente en el
genoma de la planta como está descrito (Spielmann y col., 1986; Jorgensen y col., 1987).

Los vectores de transformación de Agrobacterium modernos son capaces de replicar en E. coli así como en Agro-
bacterium, permitiendo manipulaciones convenientes como está descrito (Klee y col., 1985). Además, avances tecno-
lógicos recientes en vectores para transferencia de genes mediada por Agrobacterium han mejorado la organización
de los genes y sitios de restricción y los vectores para facilita la construcción de vectores capaces de expresar diversos
genes que codifican polipéptidos. Los vectores descritos (Rogers y col., 1987), tienen regiones conectoras múltiples
convenientes vecinas a un promotor y un sitio de poliadenilación para la expresión directa de los genes codificado-
res de polipéptidos insertados y son adecuados para los presentes objetos. Además, para las transformaciones puede
usarse el Agrobacterium que contiene tanto genes Ti armados como desarmados. En aquellas variedades de plantas
donde la transformación mediada por Agrobacterium es eficaz, es el procedimiento de elección por la fácil y definida
naturaleza de la transferencia genética.

La transformación mediada por Agrobacterium de discos de hojas y de otros tejidos tales como cotiledones o
hipocótilos parece estar limitada a plantas que infectan naturalmente el Agrobacterium. La transformación mediada por
Agrobacterium es más eficaz en las plantas dicotiledóneas. Pocas monocotiledóneas parecen ser huéspedes naturales
para Agrobacterium, aunque se han producido plantas transgénicas en espárragos usando vectores de Agrobacterium
como está descrito (Bytebier y col., 1987). Recientemente se han transformado también otras monocotiledóneas con
Agrobacterium. En este grupo están incluidos el maíz (Ishida y col.) y el arroz (Cheng y col.).

Una planta transgénica formada usando procedimientos de transformación de Agrobacterium contiene típicamente
un único gen en un cromosoma. Puede hacerse referencia a tales plantas transgénicas como homocigotas para el gen
añadido. Sin embargo, por más 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 añadido como aquí, se cree que un nombre más exacto para tal planta es un segregante
independiente, porque el gen añadido, exógeno segrega independiente durante la mitosis y la meiosis.

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

Una preferencia alternativa es para una planta transgénica que es homocigota para el gen estructural añadido;
es decir una planta transgénica que contiene dos genes añadidos, un gen en le mismo locus en cada cromosoma
de un par de cromosomas. Una planta transgénica homocigota puede obtenerse por unión sexual (autofecundación)
de una planta transgénica segregante independiente que contiene un único gen añadido, 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 relación 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 exógenos,
añadidos segregantes de manera independiente. La autofertilización de una progenie adecuada puede producir plantas
que son homocigotas para ambos genes exógenos añadidos, que codifican un polipéptido de interés. También están
contemplados el retrocruzamiento a una planta relacionada y el cruzamiento lejano con una planta no transgénica.

La transformación de protoplastos de plantas puede alcanzarse usando procedimientos basados en la precipitación
con fosfato de calcio, el tratamiento con polietilenglicol, la electroporación 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 aplicación 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 regeneración de cereales
a partir de protoplastos están 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
regeneración de cereales a partir de embriones inmaduros o explantes como está 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 más 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 expresión 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 más eficazmente
basándose en tablas de frecuencias de codones de plantas, mejoras en la probabilidad de posición de la tercera base del
codón, usando secuencias recombinantes que evitan sospecha de poliadenilación o dominios ricos en A/T o secuencias
de consenso de empalme de intrones.

La Patente de EEUU Nº 5.500.365 describe el procedimiento de preferencia para sintetizar genes de plantas pa-
ra optimizar el nivel de expresión de la proteína que codifica el gen sintetizado. Este procedimiento se refiere a la
modificación de las secuencias del gen estructural del transgén exógeno, para hacerlas más “análogas de plantas” y
por consiguiente con más probabilidad de ser traducidas y expresadas por una planta, monocotiledónea o dicotiledó-
nea. Sin embargo, el procedimiento según se desvela en la Patente de EEUU Nº 5.689.052 proporciona la expresión
mejorada de transgenes, de preferencia en plantas monocotiledóneas. Brevemente, según Brown y col., la frecuencia
de codones raros y semi raros de monocotiledóneas en una secuencia de polinucleótidos que codifica una proteína
deseada es reducida y se reemplaza con más codones de monocotiledóneas de preferencia. La mayor acumulación de
un polipéptido deseado codificado por una secuencia de polinucleótidos modificada en una planta monocotiledónea es
el resultado de aumentar la frecuencia de los codones de preferencia analizando la secuencia codificadora en fragmen-
tos sucesivos de seis nucleótidos y alterando la secuencia basándose en la frecuencia de aparición de los hexámeros
comparado con la frecuencia de aparición de los hexámeros más raros 284, 484 y 664 en las plantas monocotiledó-
neas. Además, Brown y col. desvelan la expresión mejorada de un gen recombinante aplicando el procedimiento para
reducir la frecuencia de codones raros con procedimientos para reducir la presentación de señales de poliadenilación
y sitios de empalme de intrones en la secuencia de nucleótidos, eliminado las secuencias auto complementarias en
la secuencia de nucleótido y reemplazando tales secuencias con nucleótidos no auto complementarios manteniendo
al mismo tiempo un gen estructural que codifica el polipéptido, y reduciendo la frecuencia de presentación de pares
de di-nucleótidos 5’-CG-3’ en la secuencia de nucleótidos. Estas etapas se realizan de manera secuencial y tienen un
efecto acumulado dando lugar a una secuencia de nucleótidos que contiene una utilización preferencial de codones
de más preferencia de monocotiledóneas para las plantas monocotiledóneas para la mayor parte de los aminoácidos
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 transformación tales como los que se desvelan en el presente
documento. En particular, la transformación 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 orgánulos 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 está descrito
(Zhou y col., 1983; Hess, 1987). Puede obtenerse expresión de genes que codifican polipéptidos por inyección del
ADN en los órganos reproductores de una planta como está descrito (Pena y col., 1987). También puede inyectarse
ADN directamente en las células de embriones inmaduros y puede introducirse en las células por rehidratación de
embriones disecados como está descrito (Neuhaus y col., 1987; Benbrook y col., 1986).

Tras efectuar la administración del ADN exógeno 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 regeneración 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 además, el gen expresable de interés.
En este caso, uno podrá ensayar posteriormente en general la población de células potencialmente transformadas
exponiendo las células a un agente o agentes selectivos, o uno podrá seleccionar las células según el rasgo deseado del
gen marcador.

Una forma de realización ejemplar de los procedimientos para identificar células transformadas implica exponer
los cultivos transformados a un agente selectivo, tal como un inhibidor metabólico, un antibiótico, 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, crecerán y se dividirán en cultivo. Las células sensibles no serán 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 estarán disponibles para otros cultivos mientras que las células sensibles, o no transformadas,
no lo estarán. Este procedimiento está descrito en detalle en la Patente de EEUU Nº 5.569.834.

Otro ejemplo de un sistema marcador seleccionable de preferencia es el sistema de resistencia a la neomicina fos-
fotransferasa (nptII) por el que se confiere resistencia al antibiótico kanamicina, como está descrito en la Patente de
EEUU Nº 5.569.834. Nuevamente, tras la transformación con este sistema, las células transformadas estarán disponi-
bles para otro cultivo tras el tratamiento con kanamicina, mientras que las células no transformadas no lo estarán. Aún
otro sistema marcador seleccionable de preferencia incluye el uso de una construcción genética que confiere resisten-
cia a la paromomicina. El uso de este tipo de sistema marcador seleccionable está descrito en la Patente de EEUU Nº
5.424.412.
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Otro sistema marcador seleccionable de preferencia incluye el uso de los genes contemplados por esta invención.
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 población de células que fracasaron en incorporar una molécula
recombinante haciendo crecer las células en presencia de AMPA. Un experto en la técnica reconocerá 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 integración porque el marcador seleccionable se usará 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 sólo un número limitado de marcadores seleccionables disponibles.

La selección transplastonómica (selección de sucesos de transformación de plastidios o cloroplastos) se simplifica
tomando ventaja de la sensibilidad de los cloroplastos o plastidios a la espectinomicina, un inhibidor de la síntesis de
proteínas en plastidios o cloroplastos, pero no de la síntesis de proteínas por los ribosomas citoplásmicos codificados en
el genoma nuclear. La espectinomicina evita la acumulación de proteínas de cloroplastos necesarias para la fotosíntesis
y de esta manera las células de plantas transformadas resistencias a la espectinomicina pueden distinguirse basándose
en su diferencia de color: las células transformadas resistentes son verdes, mientras que las células sensibles son
blancas, por inhibición de la síntesis de proteínas de plastidios. La transformación 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 transplastonómicos
(Maliga, Trends in Biotechnology 11: 101-106, 1993).

Se contempla además que las combinaciones de marcadores identificables o seleccionables serán útiles para la
identificación de células transformadas. En algunos tipos de células o tejidos un agente de selección, tal como el gli-
fosato o la kanamicina, puede no proporcionar suficiente actividad para matar para reconocer claramente las células
transformadas o puede causar inhibición no selectiva sustancial de los transformantes y también de los no transfor-
mantes, causando de esta manera que la técnica de selección no resulte eficaz. Se propone que la selección con un
compuesto de inhibición de crecimiento, tal como glifosato en concentraciones inferiores a las que causan el 100% de
inhibición seguida por la selección de los tejidos en crecimiento para la expresión de un gen marcador seleccionable
tal como la kanamicina permitirá recuperar transformantes de tipos de células o tejidos que no son susceptibles de
selección solos. Se propone que las combinaciones de selección e identificación pueden permitir identificar transfor-
mantes en una diversidad más amplia de tipos de células y tejidos. La disponibilidad de las transacilasas de la presente
invención puede obviar la necesidad de combinar selección e identificación al proporcionar otro medio de selección.

El desarrollo o regeneración de plantas a partir de protoplastos de plantas únicos o diversos explantes es bien cono-
cido en la técnica (Weissbach and Weissbach, 1988). Este proceso de regeneración y crecimiento incluye típicamente
las etapas de selección de las células transformadas, cultivando las células individualizadas a través de las etapas usua-
les del desarrollo embriónico a través de la etapa de la plántula 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 regeneración de plantas que contienen el gen exógeno, extraño 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 están descritos (Horsch y col., 1985). En este procedimiento, se
cultivan los transformantes en presencia de un agente de selección y en un medio que induce la regeneración de brotes
en la cepa de la planta transformada como está descrito (Fraley y col., 1983). En particular, la Patente de EEUU Nº
5.349.124 detalla la creación de células de lechuga transformadas genéticamente y plantas resultantes de las mismas
que expresan proteínas cristalinas híbridas que confieren actividad insecticida contra la larva de Lepidopteran a tales
plantas.

Este procedimiento produce típicamente brotes dentro de los dos a cuatro meses y esos brotes se transfieren a
continuación a un medio inductor de raíces adecuado que contiene el agente selectivo y un antibiótico para evitar el
crecimiento bacteriano. Los brotes que enraízan en presencia del agente selectivo para formar plántulas se transplantan
a continuación a la tierra u otro medio para permitir la producción de raíces. Estos procedimientos varían 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 líneas endogámicas de
preferencia, agronómicamente importantes. En cambio, el polen de las plantas de esas líneas importantes se usa para
polinizar plantas regeneradas. Una planta transgénica de la presente invención que contiene un polipéptido deseado se
cultiva usando procedimientos bien conocidos por los expertos en la técnica.

En una forma de realización, una planta transgénica de esta invención tiene por consiguiente una cantidad aumen-
tada de una región 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 más preferencia es homocigota para ese gen, y
transmite ese gen a toda su descendencia en la unión 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 líneas reproductoras verdaderas en las
que se evalúa la expresión del transgén de transacilasa así 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 según el tema de la invención incluyen no sólo las secuencias de longitud total
desveladas en el presente documento sino también fragmentos de estas secuencias, o proteínas de fusión, que retienen
la actividad protectora frente al herbicida mejorada característica de las secuencias ejemplificadas específicamente en
el presente documento.

Resultará 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 específicos, o porciones de los mismos, pueden obtenerse de
un depósito de cultivos, o pueden construirse de manera sintética, por ejemplo, por medio del uso de una máquina
de genes. Las variaciones de estos genes pueden construirse fácilmente usando técnicas convencionales para realizar
mutaciones puntuales. También, pueden generarse fragmentos de estos genes usando exonucleasas o endonucleasas
comercialmente disponibles según los procedimientos convencionales. Por ejemplo, pueden usarse enzimas tales como
Bal31 o mutagénesis dirigida a sitio para cortar sistemáticamente nucleótidos de los extremos de estos genes. Tam-
bién, pueden obtenerse genes que codifican fragmentos activos usando una diversidad de otras enzimas de restricción.
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 enseñanzas 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 proteínas. Específicamente, pueden generarse anticuerpos para
las transacilasas desveladas en el presente documento y usarse para identificar específicamente AMPA transacilasas
equivalente por inmunoprecipitación, inmunopurificación en columna, inmunoensayo ligado a enzimas (ELISA), o
transferencia Western.

Otro procedimiento para identificar los péptidos y genes del tema de la invención es a través del uso de sondas de
oligonucleótidos. Estas sondas son secuencias de nucleótidos 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 ácido 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 polinucleótidos esencialmente idénticas. El marcador detectable de la sonda proporciona un
medio para determinar de una manera conocida si se ha producido la hibridación. Tal análisis de sondas proporciona
un procedimiento rápido para identificar genes de AMPA transacilasas del tema de la invención.

Los segmentos de nucleótidos que se usan como sondas según la invención pueden sintetizarse por medio del uso de
sintetizadores de ADN usando procedimientos convencionales. En el uso de segmentos de nucleótidos 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 32P, 125I, 35S, o similares. Una sonda
marcada con un isótopo radiactivo puede construirse a partir de una secuencia de nucleótidos complementaria a la
muestra de ADN por una reacción de traducción de mellas convencional, usando una ADNasa y ADN polimerasa. A
continuación pueden combinarse la sonda y la muestra en una disolución de tampón de hibridación y mantenerse a una
temperatura adecuada hasta que se produzca el apareamiento. A continuación, se eliminan los materiales extraños de
la membrana por lavado, dejando la muestra y las moléculas de sonda unidas detectadas y cuantificadas típicamente
por autorradiografía y/o conteo de centelleo en líquido.

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

La formación y estabilidad del dúplex depende de la complementariedad sustancial entre las dos hebras de un
híbrido y, como se indicó anteriormente, puede tolerarse un cierto grado de apareamiento erróneo. Por consiguiente, las
sondas del tema de la invención incluyen mutaciones (simples y múltiples), deleciones, inserciones de las secuencias
descritas, y sus combinaciones, en las que dichas mutaciones, deleciones e inserciones permiten formar híbridos
estables con el polinucleótido diana de interés. Las mutaciones, inserciones y deleciones pueden producirse en una
secuencia de polinucleótidos 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 podrán conocerse en el futuro.

Las variaciones potenciales en las sondas presentadas se deben, en parte, a la redundancia del código genético.
Por la redundancia del código genético, puede usarse más de un triplete de nucleótidos codificante (codón) para la
mayoría de los aminoácidos usados para generar proteínas. Por consiguiente diferentes secuencias de nucleótidos pue-
den codificar un aminoácido particular. Por consiguiente, la secuencia de aminoácidos de la AMPA transacilasa de E.
coli y el péptido, y los péptidos dirigidos a plastidios y los polinucleótidos que los codifican, pueden prepararse por
medio de secuencias de nucleótidos equivalentes que codifican la misma secuencia de aminoácidos de la proteína o del
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péptido. Por consiguiente, el tema de la invención incluye tales secuencias de nucleótidos equivalentes. También, las
secuencias inversas o complementarias son un aspecto del tema de la invención y un experto en la técnica puede pre-
pararlas fácilmente. Además se ha mostrado que las proteínas de estructura y función identificadas pueden construirse
cambiando la secuencia de aminoácidos si tales cambios no alteran la estructura secundaria de la proteína (Kaiser and
Kezdy, 1984). Por consiguiente, el tema de la invención incluye mutantes de la secuencia de aminoácidos representada
en el presente documento que no alteran la estructura secundaria de la proteína, o si se altera la estructura, la actividad
biológica se mantiene sustancialmente. Además, la invención 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 invención. Tales mutantes pueden generarse por medio de técnicas bien conocidas por
los expertos en la técnica. Por ejemplo, puede usarse irradiación UV para preparar mutantes de organismos huésped.
Asimismo, tales mutantes pueden incluir células huésped asporógenas que pueden también prepararse por medio de
procedimientos bien conocidos en la técnica.

La mutagénesis específica de sitio o dirigida a sitio es una técnica útil en la preparación de péptidos útiles, indi-
viduales, nuevos y únicos, o proteínas o péptidos equivalentes biológicamente funcionales, a través de la mutagénesis
específica de los genes estructurales que codifican tales péptidos. La técnica proporciona además una capacidad lista
para preparar y probar variantes de secuencias alterando la secuencia codificadora de un gen, por ejemplo, introducien-
do uno o más cambios de secuencia de nucleótidos en el ADN con el objeto de crear una secuencia de reconocimiento
de escisión de endonucleasas de restricción útil o nueva con el objeto de alterar la secuencia codificadora para que
los codones del gen y el porcentaje de G/C representen los más comúnmente usados por un género o especie parti-
cular. La mutagénesis específica de sitio permite la producción de mutaciones por deleción, inserción o reemplazo a
través del uso de secuencias de oligonucleótidos de mutagénesis específicas que comprenden la secuencia del ADN
de la mutación deseada. Los oligonucleótidos de mutagénesis proporcionan típicamente una secuencia cebadora de
tamaño y complejidad de secuencia suficientes para formar un dúplex estable en ambos lados del sitio de mutación
diana deseado. Típicamente, resulta de preferencia un cebador de aproximadamente 17 a 25 nucleótidos de longitud,
solapando aproximadamente 5 a 10 residuos en cada lado del sitio de mutación diana deseado.

En general, la técnica de mutagénesis específica de sitio es bien conocida en la técnica, como lo ejemplifican
diversas publicaciones. Como podrá apreciarse, la técnica utiliza típicamente un vector de fago que existe tanto en
la forma de hebra única como de doble hebra. Los vectores típicos útiles en la mutagénesis dirigida a sitio incluyen
vectores tales como el fago M13. Estos fagos están fácilmente disponibles en el comercio y su uso es por lo general
bien conocido por los expertos en la técnica. Los plásmidos de doble hebra también se utilizan de manera rutinaria
en la mutagénesis dirigida a sitio, y con frecuencia contienen un origen de replicación de fago filamentoso que, en
presencia de un fago ayudante permite la síntesis de ADN de hebra única a partir del vector del plásmido.

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

La preparación 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 útiles 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 características bioquímicas y biofísicas de las proteínas o su
modo de acción. Éstas incluyen, pero no se limitan a: 1) mejor formación de AMPA transacilasa, 2) mejor estabilidad
de la proteína o degradación por proteasas reducida, 3) mejor reconocimiento y unión al sustrato, 4) mejor cinética
enzimática, y 5) mejor formación 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 invención y en los
segmentos de ADN que los codifican y aún obtener una molécula funcional que codifica una proteína o péptido con
las características deseables. Los péptidos, polipéptidos, y proteínas equivalentes biológicamente 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 más preferencia desde aproximadamente 76% hasta aproximadamente 85% de similitud, y de mayor
preferencia desde aproximadamente 86% hasta aproximadamente 90% o más similitud de secuencia con la secuencia,
o el resto correspondiente dentro, de las secuencias de aminoácidos de AMPA aciltransferasa desveladas en el presente
documento.

El siguiente es un análisis basado en el cambio de aminoácidos de una proteína para crear una molécula de segunda
generación, equivalente, o incluso mejorada. En formas de realización de la invención particulares, se contempla que
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las proteínas mutadas de AMPA transacilasa son útiles para mejorar o potenciar la expresión de la proteína in planta, y
por consiguiente aumentar o mejorar la actividad de la AMPA transacilasa y/o la expresión del transgén recombinante
en una célula de planta. Los cambios de aminoácidos pueden lograrse cambiando los codones de la secuencia de ADN,
según los codones dados en la Tabla 1, en dicotiledóneas, y más particularmente en plantas monocotiledóneas.

TABLA 1

Por ejemplo, ciertos aminoácidos pueden sustituirse por otros aminoácidos en una estructura de proteína sin pérdida
apreciable de la capacidad de unión interactiva con estructuras tales como, por ejemplo, regiones de anticuerpos de
unión a antígenos o sitios de unión en moléculas de sustratos. Puesto que la capacidad interactiva y la naturaleza de
una proteína son las que definen la actividad biológica funcional de la proteína, pueden realizarse ciertas sustituciones
de la secuencia de aminoácidos en una secuencia de proteína, y, por supuesto, su secuencia de ADN codificadora
subyacente, y no obstante obtenerse una proteína con propiedades análogas. Por consiguiente está contemplado por
el autor de la invención 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 biológica.

Al realizar tales cambios, puede considerarse el índice hidropático de los aminoácidos. La importancia del índice
hidropático de los aminoácidos para conferir función biológica interactiva en una proteína es conocida generalmente
en la técnica (Kyte and Doolittle, 1982,).

Se acepta que el carácter hidropático relativo del aminoácido contribuye a la estructura secundaria de la proteína
resultante, que a su vez define la interacción de la proteína con otras moléculas, por ejemplo, enzimas, sustratos,
receptores, ADN, anticuerpos, antígenos, y similares.

A cada aminoácido se le ha asignado un índice hidropático basándose en su carácter hidrófobo y sus características
de carga (Kyte and Doolittle, 1982), estos son: isoleucina (+4,5); valina (+4,2); leucina (+3,8); fenilalanina (+2,8);
cisteína/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 aminoácidos pueden sustituirse por otros aminoácidos que tienen índice o pun-
tuación hidropático similar y aún dar lugar a una proteína con actividad biológica similar, es decir aún obtener una
proteína biológica funcionalmente equivalente. Al realizar tales cambios, resulta de preferencia la sustitución de ami-
noácidos cuyos índices hidropáticos están dentro de ± 2, son particularmente de preferencia los que están dentro de ±
1, y aún más particularmente de preferencia los que están dentro de ± 0,5.
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También se sabe en la técnica que la sustitución de aminoácidos análogos puede realizarse eficazmente basándose
en la hidrofilia. La Patente de EEUU Nº 4.554.101 establece que la mayor hidrofilia promedio local de una proteí-
na, según está determinada por la hidrofilia de sus aminoácidos adyacentes, está correlacionada con una propiedad
biológica de la proteína.

Como está detallado en la Patente de EEUU Nº 4.554,101, se han asignado los siguientes valores de hidrofilia a
los residuos de aminoácidos: 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);
cisteína (-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 aminoácido puede sustituirse por otro que tiene un valor de hidrofilia similar y aún obtenerse una
proteína biológicamente equivalente, y en particular, una proteína inmunológicamente equivalente. En tales cambios la
sustitución de aminoácidos cuyos valores de hidrofilia están dentro de ± 2 resulta de preferencia, son particularmente
de preferencia los que tienen valores dentro de ± 1, y son aún más particularmente de preferencia los que tienen valores
dentro de ± 0,5.

Como se resumió anteriormente, las sustituciones de aminoácidos se basan por consiguiente generalmente en la
similitud relativa de los sustituyentes de la cadena lateral del aminoácido, por ejemplo, su hidrofobicidad, hidrofilia,
carga, tamaño y similar. Los ejemplos de sustituciones que tienen en consideración diversas de las características
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 polinucleótidos que codifican proteínas heterólogas, 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 nucleótidos que codifica una proteína heteróloga de interés se diseña esencial-
mente como está descrito en las Patentes de EEUU Nº 5.500.365 y 5.689.052 (cada una incorporada específicamente
en el presente documento por referencia). Los ejemplos de secuencias de nucleótidos útiles para la expresión incluyen
pero no se limitan a, SEC ID Nº: 3, SEC ID Nº: 7, SEC ID Nº: 11 y SEC ID Nº: 19.

Los sustitutos para un aminoácido dentro de la secuencia fundamental del polipéptido pueden seleccionarse de
otros miembros de la clase a la que pertenece el aminoácido que se presenta naturalmente. Los aminoácidos pueden
dividirse en los siguientes cuatro grupos: (1) aminoácidos ácidos; (2) aminoácidos básicos; (3) aminoácidos polares
neutros; y (4) aminoácidos no polares neutros. Los aminoácidos representativos dentro de estos diversos grupos inclu-
yen, pero no se limitan a: (1) aminoácidos ácidos (cargados negativamente) tales como el ácido aspártico y el ácido
glutámico; (2) aminoácidos básicos (cargados positivamente) tales como la arginina, histidina y lisina; (3) aminoácidos
polares neutros tales como la glicina, serina, treonina, cisteína, cistina, tirosina, asparagina y glutamina; (4) aminoáci-
dos no polares (hidrófobos) neutros tales como la alanina, leucina, isoleucina, valina, prolina, fenilalanina, triptofano
y metionina.

Los cambios conservadores de aminoácidos dentro de una secuencia fundamental del polipéptido pueden realizarse
sustituyendo un aminoácido dentro de uno de estos grupos con otro aminoácido dentro del mismo grupo. La secuencia
de nucleótidos codificadora (gen, ADN de plásmido, ADNc, o ADN sintético) tendrá por consiguiente sustituciones
de bases correspondientes, que le permiten codificar formas equivalentes biológicamente funcionales de una AMPA
transacilasa.

Los siguientes ejemplos describen formas de realización de preferencia de la invención.

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 ácido N-acetil-aminometil fosfónico (AMPA) en
tejido de callo de plantas, y la falta de inhibición de N-acetil-aminometil fosfónico 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 fitotóxicos manifestados a través de síntomas tales como clorosis, corte de la flor,
y fertilizad reducida. La base para estos síntomas no se ha determinado previamente. Estudios previos indicaron que
las plantas que expresan GOX metabolizaban el glifosato a AMPA y glioxilato (Patente de EEUU Nº 5.463.175).
El glioxilato se metaboliza rápidamente por las plantas, sin embargo el AMPA persiste en los tejidos de las plantas
y puede ser la causa de los efectos fitotóxicos tales como la clorosis, atrofias, u otros efectos no deseables. Se ha
mostrado previamente que la especie LBAA de Achromobacter fue capaz de modificar enzimáticamente AMPA a N-
acetil AMPA (Patente de EEUU Nº 5.463.175). Los datos de Achromobacter, junto con los datos de fitotoxicidad de la
planta, indicaron que la N-acilación 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 exhibía efectos citotóxicos 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 aplicó el tejido de los callos a placas con o sin AMPA y con o sin N-acetil AMPA. Las placas
contenían 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 periódicamente.

El tejido de los callos en las placas de control que no contenían AMPA o N-acetil AMPA creció a velocidades
normales, regenerando raíces y brotes como se esperaba. El tejido de los callos en presencia de AMPA se inhibió de
manera importante. No se observó crecimiento, mostrando el efecto fitotóxico del AMPA en estas concentraciones.
El tejido de los callos no se inhibió en las placas que contenían N-acetil AMPA, y formó raíces y brotes similares
al crecimiento del tejido de los callos de control. Este resultado indicó que el AMPA, como un subproducto del
metabolismo del glifosato mediado por GOX, podía ser responsable de la fototoxicidad observada en las plantas.
Este resultado también indicó la posibilidad de un procedimiento mejorado para seleccionar plantas a partir del tejido
de callos transformado genéticamente, así como un posible procedimiento para mejorar la resistencia al herbicida
glifosato.

Ejemplo 2

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

Se ha mostrado previamente que la degradación del glifosato mediada por GOX producía glioxilato y AMPA (Barry
y col., Patente de EEUU Nº 5.463.175). También se mostro que la cepa LBAA de Achromobacter sp. produce AMPA
y glioxilato como un resultado de la degradación del glifosato. La vía de la degradación del glifosato se caracterizó en
células en reposo la de cepa LBAA de Achromobacter sp. cultivadas con glifosato según 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 fósforo, a una densidad celular de 200 unidades Klett, se lavaron
dos veces con 20 ml de medio DF3S y se resuspendió el equivalente de 20 ml de células en 100 l del mismo medio
que contenía [14C]glifosato (2,5 ml de 52 mCi/mmol, Amersham; CFA.745). La mezcla de células se incubó a 30ºC
con agitación 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
detección del marcador de radioisótopo para determinar sus niveles de [14C]-AMPA y N-acetil-[14C]-AMPA. Las
muestras se inyectaron usando un autoinyector WISP Waters. Los perfiles cromatográficos y los datos cuantitativos
se recogieron usando MACS2, el sistema de recogida de datos cromatográficos automatizado de Monsanto. Para los
análisis se usó 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 disolución A y disolución B. La disolución A
contenía KH2PO4 0,005 M ajustado hasta pH 2,0 con H3PO4 en metanol al 4%. La disolución B contenía KH2PO4 0,10
M ajustado hasta pH 2,0 con H3PO4 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 líquido
de centelleo (marca registrada ATOMFLOW,º NEN-995 obtenido de Packard Instruments) de 9 ml por minuto. El
perfil del disolvente de HPLC para distinguir [14C]-AMPA de N-acetil-[14C]-AMPA en cada muestra analizada estaba
representado por el disolvente A al 100% en el tiempo cero hasta los 5 minutos, a continuación el disolvente B al
100% a los 5 minutos hasta 15 minutos, a continuación 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 adición de HCl 0,65 N,
se hirvió durante 5 minutos, a continuación se centrifugó brevemente para proporciona una fase de disolución para el
análisis por HPLC. Los sobrenadantes se trataron de manera similar previo al análisis por HPLC. También se sometió
un control de glifosato acidificado al análisis por HPLC, y se determinó el tiempo de retención (TR) del glifosato en
10,8 minutos. La cantidad de radiactividad en el pico del glifosato que permaneció en el sobrenadante tras dos horas
de incubación disminuyó hasta aproximadamente el 33% de los niveles iniciales, indicando que el glifosato se había
metabolizado de manera extensa. Se encontró que aproximadamente el 3% del glifosato estaba dentro de la célula.
El material que coeluyó con el patrón de metilamina con un TR de 6 minutos explicó 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 vía de la degradación del glifosato mediada por GOX se dilucidó además en un experimento posterior donde se
comparó el metabolismo de [14C]AMPA con el de [14C]glifosato como se indicó 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 describió anteriormente. Se encontró que los cultivos expuestos a [14C]glifosato durante dos horas tenían 25% del
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marcador en el pico de metilamina/N-metilamina con un tiempo de retención de 14,7 minutos, 12,5% como AMPA
con un tiempo de retención de 6 minutos, 30% en un pico con un tiempo de retención de 13,2 minutos, y 30% como
glifosato con un tiempo de retención de 10,8 minutos. El análisis de los cultivos expuestos a [14C]-AMPA durante dos
horas indicó 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 identificó como N-acetil-AMPA por espectrometría
de masas por electrovaporización de iones negativos. El resultado mostró 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 ión m/e 154 fue por el átomo isotópico
14C. N-acetil-metil-[14C]-AMPA surge de N-metil-[14C]-AMPA, que es una impureza conocida en las preparaciones
de [14C]-AMPA.

Estos datos indicaron que la vía de la degradación del glifosato en la cepa LBAA de Achromobacter tiene lugar
a partir de la hidrólisis del glifosato a AMPA, que se convierte a continuación en los productos metilamina presu-
miblemente a través de una etapa de desfosforilación, y N-acetil-AMPA presumiblemente a través de alguna etapa
de transacilación previamente desconocida. Una pequeña cantidad de N-acetil-AMPA se convierte a continuación en
N-acetil-metilamina. Se ha inferido una etapa de acilación similar a partir de los productos identificados en E. coli
cuando se utilizan aminometilfosfonatos como única fuente de fosfato (Avila y col., 1987).

Ejemplo 3

Este ejemplo ilustra la identificación de una actividad AMPA aciltransferasa en E. coli.

Avila y col. (1987) identificaron productos de biodegradación desfosforilados a partir del metabolismo de una
diversidad de sustratos aminofosfonato usados como única fuente de fosfatos in vivo en E. coli mientras estudiaban la
escisión del enlace C-P. Sus estudios indicaron que AMPA no era un sustrato para acilación en E. coli K-12. Además,
Avila y col. estaban interesados en el efecto de sustituciones químicas unidas a N en la escisión 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 fitotóxicos de AMPA en el tejido de callos como se mostró en el Ejemplo 1 y la generación de AMPA a partir
de la degradación del glifosato mediada por GOX como se mostró en el Ejemplo 2, los datos de E. coli en Avila y col.
indicaron que podría haber una enzima o una vía presente en algunas especies bacterianas que es capaz de convertir el
aminometilfosfonato (AMPA) en N-acetil-AMPA. Una enzima o vía con esas características conferirá, si se expresa
en las plantas, una ventaja significativa a las plantas que expresan GOX cuando se tratan con glifosato.

Para probar esto, se cultivó 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-acilación de AMPA. El operón phn
(mpu) es críptico en E. coli K-12 por una inserción de 8 pares de bases que causa una mutación de cambio de marco en
el gen phnE. El cambio de marco inactiva phnE y crea un efecto polar en la traducción de otros genes secuencia abajo
de phnE dentro del operón, 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 selección de una mutación obtenida de manera
espontánea restablece la función del operón 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 espontáneamente.

Brevemente, se plaqueó una alícuota 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 aminoácidos en una concentración 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 única fuente de fosfato, y se incubó a 37ºC durante
tres días. Las colonias surgidas en este medio se seleccionaron y se sembraron en agar completo MOPS conteniendo
AMPA o metilfosfonato (Alfa) como la única fuente de fosfato. Se eligió una colonia, denominada E. coli JM101
mpu+, de las que crecieron de manera uniforme e igual en ambos medios que contenían fosfonato, y se denominó
posteriormente cepa GB993 de E. coli.

El operón 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 comparó con la cepa JM101 original cuando creció en medio MOPS mínimo. GB993
y su cepa original mpu-, JM101, 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 agitación continua a 37ºC 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 H2O destilada) conteniendo fosfato 0,1 ó 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 centrifugación, 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

Se usó 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 conversión de [14C] AMPA en N-acetil-[14C] AMPA.
Generalmente, se mezclaron 100 µl de una disolución de ensayo 2X constituida por 16,5 mg de acetil-CoA, 250 µl
de Tris 2M, pH 7,5, 4,5 ml de H2O destilada y [14C]AMPA (30 mM) con 25-75 µl de lisado y 1 µl de cada uno de
MgCl2 y MnCl2 0,5 M, y se llevó hasta 200 µl con H2O destilada. Se incubó el ensayo durante 30 minutos a 37ºC
y se extinguió con 200 µl de NaOAc (acetato de sodio) 90-100 mM, pH 4,4 en etanol y a continuación se analizó
inmediatamente por HPLC como se describió anteriormente, o se almacenó at -20ºC. Sólo 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-acilación de AMPA en GB993 y se regulaba para expresión cuando el crecimiento se
producía en condiciones de bajo fosfato. Por consiguiente, la secuencia codificadora para la actividad enzimática
parece ser parte del regulón pho y puede residir en el operón phn.

Ejemplo 4

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

El Ejemplo 3 indicó que la actividad AMPA aciltransferasa observada en los lisados de E. coli puede estar codifi-
cada por un gen en el operón phn. El operón phn entero en E. coli B y en E. coli K12 se había clonado y secuenciado
previamente (Wanner y col., Chen y col.). Se ha mostrado que la secuencia de ADN del operón phn de E. coli K-12 es
idéntica a la secuencia de ADN publicada del operón phn de E. coli B con excepción de una inserción de ocho pares
de bases en el gen phnE (Wanner y col.). Los clones que contienen diversas cantidades de los genes de operón phn
de cualquier fondo genético bacteriano están disponibles fácilmente (Wanner y col., Chen y col., Dr. J. W. Frost en la
Universidad Purdue). Los plásmidos que contienen diferentes cantidades del ADN del operón phn de JM101 se usaron
para transformar JM101 (mpu-) para probar un gen phn localizado en un plásmido que, cuando se expresa, confiere a
JM101 la capacidad para utilizar AMPA como una única fuente de fosfato.

Un plásmido obtenido de J. Frost (Dr. J. W. Frost, Departamento de Química, 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 operón phn phnG hasta phnQ. Un único sitio NcoI está presente en el extremo 5’ de la
región que codifica phnG. Se digirió el plásmido pF con EcoRI y NcoI, liberando un fragmento de NcoI-EcoRI de 2 kb
que contiene los genes phnG hasta phnI, y un segundo fragmento de NcoI-EcoRI de una longitud de aproximadamente
6 kb que contiene los genes phnJ hasta phnQ. Cada fragmento se purificó con gel y se unió en un vector de clonación
y expresión en una orientación que permitirá la expresión de los genes del operón de phn presentes dentro de cada
uno de los fragmentos de NcoI-EcoRI de un promotor inducible transportado por el plásmido. El fragmento de 2 kb se
insertó en los sitios NcoI-EcoRI dentro del vector pMON7258, un vector de clonación de selección positiva idéntico a
pUC118 con la excepción del dominio policonector (Viera y col., Methods Enzymol. 153: 3, 1987), siendo denominado
el plásmido resultante p58-1. La orientación del fragmento de 2 kb en p58-1 permite la expresión de los genes phnG-
phnI a partir del promotor lac dentro del vector. El fragmento de NcoI-EcoRI de 6 kb se insertó en los sitios de NcoI
y EcoRI en un vector de selección positiva similar, pMON7259, produciendo el plásmido denominado pMON17195.
pMON7259 es idéntico a pUC119 excepto por el dominio policonector, que contiene un sitio de clonación múltiple
en orientación opuesta al que está dentro de pMON7258, y que también permite la expresión 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 JM101, y
se mantuvieron con selección de resistencia al antibiótico 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 líquido M9 suplementado
con casaminoácidos al 2%, tiamina, y glucosa al 0,2% con agitación a 37ºC, y se diluyeron a continuación 1:50 en 50
ml de medio fresco precalentado de la misma composición en un matraz Erlenmeyer de entrada lateral de 250 ml. Los
cultivos se incubaron con agitación a 37ºC hasta alcanzar un densidad celular de aproximadamente 80-100 unidades
Klett según se mide en un espectrofotómetro Klett-Summerson a través de un filtro verde número 2. La expresión a
partir del promotor lac del plásmido se indujo por la adición de 100 microlitros de IPTG 500 mM de manera que la
concentración final de IPTG era de aproximadamente 1 mM. El período de crecimiento de la fase de inducción se
dejó progresar durante dos horas. La Tabla 3 muestra el perfil de densidad celular de cada cultivo de la dilución 1:50
a través del período de inducción de dos horas.

TABLA 3

Perfil de inducción de cultivos de JM101 que llevan diversos plásmidos phn

Se recogieron las células en cada cultivo por centrifugación a 10.000 rpm durante 10 minutos a 4ºC en una centrífu-
ga Beckman J2. Se lavó el sedimento celular una vez en disolución de NaCl 154 mM en agua helada, y a continuación
se resuspendió en 1,5 ml de tampón de extracción (Tris-HCI 50 mM pH 7,5, DTT 1 mM, Tris-HCl 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 centrifugó el lisado resultante durante 15 minutos a 14.000 rpm a 4ºC en una microcentrífuga EPPENDORFTM

modelo 5402 para eliminar los desechos. Se transfirió cada lisado aclarado a un tubo nuevo previamente enfria-
do y se ajustó el volumen del extracto hasta 2,5 ml con Tris-HCl 50 mM pH 7,5. Se equilibró una columna PD10
con 25 ml de Tris-HCl 50 mM pH 7,5 y a continuación se aplicó cada muestra a la columna de desalado. Se ajus-
tó cada muestra eluida hasta 3,5 ml con Tris-HCl 50 mM pH 7,5. Se distribuyó cada muestra en tubos de ensayo
y se mezcló 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
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TABLA 4 (continuación)

Composición de las mezclas de cada muestra, denominadas por el contenido de plásmido, como se prepararon para
el ensayo de AMPA aciltransferasa.

Se incubó cada mezcla a 37ºC durante 30 minutos, y se extinguió con un volumen igual (200 microlitros) de
NaOAc (acetato de sodio) 90-100 mM, pH 4,4 en etanol y si no se analizó inmediatamente por HPLC como se
describió anteriormente, entonces se almacenó durante la noche a -20ºC. Las porciones no utilizadas de cada lisado se
almacenaron a 4ºC, o se mezclaron con glicerol hasta 10% en volumen, y se almacenaron a -20ºC.

Se analizó la presencia de [14C]AMPA y [14C]AMPA acilado por HPLC en las muestras de cada lisado sometidas
al ensayo de AMPA transacilasa, como se describió anteriormente. Los resultados se muestran en la Tabla 5.

TABLA 5

Análisis de HPLC de conversión de AMPA en Acetil-AMPA en lisado bacteriano

Estos datos indicaron que el plásmido que contiene el fragmento de NcoI-EcoRI de 6 kb aislado de pF en
pMON17195 contenía uno o más genes que, tras la inducción con IPTG del promotor lac en una cepa mpu- de E.
coli, provocó la producción de una actividad aciltransferasa capaz de convertir todo el [14C]AMPA disponible en la
mezcla de ensayo en acetil-[14C]AMPA. El gen o los genes necesarios para la N-acilación de AMPA se definieron
además por análisis de deleción de restricción.
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Se construyeron plásmidos conteniendo diversos segmentos del operón phn de E. coli B o E. coli K-12 para
delinear más la naturaleza del gen o genes del operón phn involucrados en conferir la actividad AMPA aciltransferasa
cuando se expresan en una E. coli mpu- JM101. pMON7333 contiene la inserción de ADN de E. coli equivalente de
pMON17195, pero en pUC119, y es un único fragmento de HindlII de la cepa B de E. coli que contiene los genes del
operón phn de tipo salvaje phnG hasta phnQ. pMON15020 se construyó clonando un fragmento de ADN de E. coli B
de NcoI hasta EcoRI de 5.713 pares de bases de pMON7333 en pMON7259, y contiene los genes phnJ hasta phnQ.
pMON15022 se construyó insertando un fragmento de EcoRI hasta SalI de 1.686 pares de bases de pMON17195
en el vector de expresión y clonación de selección positiva pBlueScriptSP (Invitrogen), que contiene los genes de E.
coli K-12 phnO, P y Q. pMON15023 se construyó delecionando un fragmento de SalI de 1.820 pares de bases de
pMON17195, dejando detrás de los genes del operón phn de E. coli K-12 phnJ y phnK, el extremo 5’ de phnL, y todo
el phnO, P y Q.

Los plásmidos pMON17195, pMON15020, pMON15022, pMON15023, y pMON7259 se transformaron en la
cepa mpu- de E. coli K-12 JM101 y se mantuvieron por selección con el antibiótico ampicilina. Los cultivos crecidos
durante la noche de cada uno de estos transformantes se cultivaron con selección de antibióticos y se diluyeron 1:50
en medio M9 fresco como se describió anteriormente, y se incubaron a 37ºC con agitación 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 incubó durante otras dos horas con agitación. Las células se recogieron
por centrifugación en una centrífuga Beckman J2 a 4.000 rpm durante 10 minutos a 4ºC. Se lavaron los sedimentos
celulares una vez con 50 ml de NaCI 154 mM, y se almacenaron a -20ºC.

Los sedimentos celulares se resuspendieron en 1,5 ml de tampón de extracción 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 microcentrífuga Eppendorf modelo 5402 durante 15 minutos a 14.000 rpm y a 4ºC. Los lisados
aclarados se decantaron en tubo nuevos previamente enfriados en hielo, y se ajustó el volumen total hasta 2,5 ml con
adición de tampón de extracción. Estas muestras se desalaron en una columna PD10 previamente equilibrada con 25
ml de Tris-HCl 50 mM pH 7,5, y se eluyeron con 3,5 ml de Tris-HCl 50 mM pH 7,5. A continuación se sometieron las
muestras a un ensayo de AMPA acilación como se describió anteriormente, se incubaron durante 30 minutos a 37ºC,
y se extinguió con 200 microlitros de NaOAc 90,9 mM pH 4,4. Los volúmenes de cada muestra usada en el ensayo se
indican en la Tabla 6. Todos los volúmenes representan microlitros de cada disolución usada.

TABLA 6

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

Las muestras extinguidas se sometieron al análisis de HPLC como se describió anteriormente. La Tabla 7 ilustra
los resultados del análisis por HPLC de cada muestra, indicando la cantidad relativa de [14C] AMPA o acetil-[14C]
AMPA como un porcentaje de la cantidad total de [14C] en ambos picos combinados.
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TABLA 7

Análisis por HPLC de lisados bacterianos. Conversión de [14C]-AMPA en Acetil-[14C]-AMPA

Los datos en la Tabla 7 indican que la actividad de AMPA acilación deriva de los marcos de lectura abiertos del
operón phn constituidos por phnO, phnP, y phnQ, que son los únicos genes phn presentes en pMON15022. Otros
plásmidos que confieren actividad de AMPA acilación tras la inducción también contenían al menos los genes phnO,
P, y Q, proporcionando fuerte evidencia de que la actividad observada era el resultado de uno o más de estos productos
genéticos. Por consiguiente, se construyeron otros plásmidos basándose en las secuencias de los genes phnO, P, y Q
para determinar qué gen o genes eran necesarios para la función de acilación.

Los genes de acilasa, transacilasa y aciltransferasa bacterianos se han conocido en la bibliografía durante algún
tiempo. La mayoría son proteínas pequeñas de 15-25 kdalton. Por consiguiente, basándose en la comparación por
tamaño, sólo los productos de los genes phonO y phnQ caerían en esta categoría. Sin embargo, basándose en com-
paraciones de similitud con otras proteínas en la GENOTECA, SWISSPROT, y en las bases de datos de EMBL, el
producto del gen phnO pareció asemejarse más a otras proteínas que tienen actividad acilasa. Por ejemplo, la proteína
PhnO de E. coli se alineó 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 operón phn de E. coli B phnJ hasta phnP en
un único fragmento de NcoI-EcoRI de 6,0 kb se digirió con SalI y EcoRI para liberar un fragmento de 2,0 kb que
contiene los genes phnO, P y Q. Este fragmento de 2 kb se escindió y se purificó de un gel de TAE Agarosa al 0,7%,
se trató con T4 ADN polimerasa para escindir los extremos 3’ salientes, a continuación con Klenow y trifosfatos
de desoxinucleótidos (dXTP) para proporcionar extremos romos y posteriormente se unió en el sitio de EcoRV de
pBlueScriptSP para producir el plásmido pMON15024. pMON15024 se digirió con NdeI y EcoRI, delecionando un
fragmento de 1200 pares de bases que contenía la mayor parte de las secuencias codificadoras de phnP y todas las
secuencias codificadoras de phnQ. El fragmento restante del plásmido pMON15024 conteniendo aún el gen phnO se
trató con el fragmento Klenow de la ADN polimerasa en presencia de los didesoxinucleótidos según las instrucciones
del fabricante para rellenar los extremos 3’ expuestos por la digestión con enzima de restricción, a continuación se
unieron juntos para producir el plásmido pMON15027. pMON15027 contiene sólo el gen phnO flanqueado en 3’ por
una pequeña porción de phnP. El fragmento de NcoI-EcoRI de 1200 pares de bases obtenido de pMON15024 se clonó
en pMON2123 para producir pMON15026, que contiene los dos tercios 3’ del gen phnP flanqueado en 3’ por phnQ.
Los plásmidos pMON15024, 15026 y 15027 se introdujeron en JM101 mpu-, y se analizó la presencia de actividad
AMPA aciltransferasa en los lisados celulares de los transformantes como anteriormente tras el cultivo y la inducción.
Sólo pMON15024 y pMON15027 exhibieron actividad aciltransferasa, indicando que el producto del gen phnO era
responsable de la acilación de AMPA.

Se produjo un fragmento de ADN que contenía sólo el gen phnO con los sitios de endonucleasas de restricción
vecinos convenientes para uso en otras manipulaciones de clonación usando procedimientos de ciclización térmica. Se
sintetizaron cebadores de oligonucleótidos sintéticos por medio de reactivos Midland Certified Reagents, Co. (Midland
Texas) basándose 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 Nº: 5), denominada
AATPCR6, representa un oligonucleótido sintético que es homólogo a la hebra molde del gen phnO. El residuo
de adenosina 5’ de SEC. ID Nº: 5 corresponde al par de bases 13.955 de la secuencia publicada del operón phn,
inmediatamente en posición 5’ del codón de iniciación ATG de phnO en la posición 13.962-13.964 (Chen y col.,
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J. Biol. Chem. 256: 4461-4471, 1990). SEC. ID Nº: 5 incorpora un único acoplamiento erróneo de la secuencia
publicada de phnO en la posición 13.965 representado por una inversión de C por G, que genera un codón de alanina
en lugar de un codón de prolina en la posición 2 y también crea un único sitio de restricción de NcoI que abarca el
codón de iniciación ATG. La secuencia GTGACGAATTCGAGCTCATTACAGCGCCTTGGTGA (SEC. ID Nº: 6),
denominada AATPCR7, representa un oligonucleótido sintético que es homologo a la hebra codificadora del gen. El
residuo de adenosina 3’ de SEC. ID Nº: 6 corresponde al par de bases 14.380 del operón de phn publicado (Chen y col.,
J. Biol. Chem. 256: 4461-4471, 1990). La timidina en la posición número diecinueve de SEC. ID Nº: 6 corresponde a la
adenosina en la posición 14.396 de la secuencia publicada de phnO (Chen y col.). Una porción de SEC. ID Nº: 6 solapa
el codón de terminación de phnO nativo, introduce un segundo codón de terminación en el marco inmediatamente en
posición 3’ de y adyacente al codón e terminación nativo, y también introduce sitios de restricción únicos de EcoRI y
SacI en posición 3’ de estos codones de terminación.

pMON15024 se usó como un molde para la amplificación del gen phnO en una reacción de amplificación térmi-
ca convencional. Brevemente, se preparó una muestra de reacción de 100 microlitros que contenía 0,1 ng del molde
de ADN, tampón de reacción, cada cebador 200 pM, dNTP 200 mM, Taq ADN polimerasa 1,25 U y se recubrió
con aceite mineral. Esta muestra de reacción se sometió a treinta y cinco ciclos a 94ºC durante un minuto, 50ºC
durante dos minutos, y 72ºC durante tres minutos dando como resultado la amplificación de un producto de ADN
de 459 pares de bases según se determinó por análisis de cinco microlitros de la muestra de reacción en un gel de
TAE agarosa al 0,7% teñido con bromuro de etidio. Se purificó un producto de 444 pares de bases usando proce-
dimientos convencionales a partir de gel de TAE agarosa al 1% tras la digestión de una muestra del producto de
amplificación de 459 pares de bases con endonucleasas de restricción NcoI y EcoRI. El producto de 444 pares de
bases se unió 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 contenían pMON15027.
Los resultados fueron indistinguibles, confirmando de esta manera que phnO codificaba una enzima capaz de aci-
lar AMPA. Además, este resultado indicó que la mutación P2A en la proteína, que se introdujo en la secuencia
codificadora del gen como resultado de la amplificación térmica usando el cebador de oligonucleótidos AATPCR6
(SEC. ID Nº: 5), no tuvo efecto en la actividad aciltransferasa de la proteína PhnO resultante cuando se expresó
en E. coli.

Ejemplo 5

Este ejemplo ilustra la producción de anticuerpos policlonales dirigidos al péptido PhnO.

Otros estudios del producto del gen phnO requirieron el uso de anticuerpos dirigidos a la proteína PhnO. Por
consiguiente, se produjo PhnO en exceso en E. coli JM 101 para uso como un inmunógeno en la estimulación de la
producción de anticuerpos tras la inyección en una cabra. Se introdujo el gen phnO conteniendo la mutación P2A en
el plásmido pMON15028 dentro del plásmido pMON17061 en un fragmento de ADN de NcoI hasta EcoRI, produ-
ciendo pMON15032. La expresión de phnO en pMON15032 está bajo el control del promotor recA de E. coli vecino
a la secuencia de unión de ribosomas 10L del gen del bacteriófago T7. Las células se cultivaron hasta la fase loga-
rítmica media y se indujeron añadiendo ácido nalidíxico al cultivo hasta aproximadamente 50 partes por millón, de
una disolución madre de 50 mg de polvo de ácido nalidíxico disuelto en 1 ml de NaOH 0,1 N. Se mantuvo el cultivo
bajo condiciones de inducción durante doce horas a 37ºC. Se recogieron las células como se describió en el ejemplo
3, y se sonicó en disolución salina tamponada de fosfato. Se determinó que aproximadamente el 23% de la proteína
soluble total en los lisados de E. coli inducidos era PhnO y el aproximadamente el 60% de la proteína PhnO total
se había liberado en la fase soluble como se evaluó por medio de SDS-PAGE y tinción de azul de Coomassie. La
proteína se purificó además por medio de SDS-PAGE preparativa proporcionando una cantidad suficiente de PhnO
para uso en la producción del anticuerpo que se une o que reacciona antigénicamente con PhnO o proteínas relacio-
nadas con AMPA transacilasa. Brevemente, se separó la proteína PhnO por tamaño de otras proteínas en un gel SDS-
PAGE al 15%. Se escindió una porción de gel conteniendo la proteína PhnO, se pesó, y se homogeneizó usando un
politrón en un volumen de disolución salina tamponada de fosfato (PBS, pH 7,0) igual a la masa de la porción de
gel. Se mezcló el homogenado con un volumen igual de medio completo de Freund hasta obtener una mezcla co-
loidal. Se usó un inóculo de 8 ml de esta mezcla para la primera inyección en una cabra. Dos semanas después de
la inyección, se recogieron 50 ml de sangre y se separó el suero de los elementos sólidos de la sangre por centri-
fugación. Se administró una inyección de estímulo de proteína 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 usó para analizar la presencia de suficientes valores de anticuerpos
específicos para la proteína PhnO. Los extractos de células JM101 conteniendo pMON15032 se sometieron a análisis
de transferencia western. Se determinó que la concentración de proteína en el extracto era de aproximadamente de 55
mg/ml por el ensayo de Bradford, y se sometió un gel previamente teñido de Coomassie usando este mismo extracto
a una exploración de densitómetro que indicó que aproximadamente el 23% de la proteína celular total era PhnO. Se
desaló el extracto en una columna PD10, se eluyó con Tris 10 mM pH 7,5, y se diluyó con un volumen igual de tampón
de muestra 2X SDS. Se prepararon diluciones en serie usando tampón de muestra 1X y se cargaron en pocillos de un
gel SDS PAGE al 15%. Se mezclaron otras muestras con un extracto de proteína de hoja de tabaco conteniendo 10
microgramos adicionales de proteína por carril además de los extractos de PhnO de E. coli. Los extractos de proteínas
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de hoja de tabaco se usaron para analizar la presencia de anticuerpos con reactividad cruzada a las proteínas de las
plantas. Las proteínas se separaron según el tamaño por electroforesis a 7,5 mA constantes durante catorce horas a 4ºC
y el gel se electrotransfirió a un filtro de nitrocelulosa MSI de 0,45 micrómetros a 0,5 amperes en tampón de transfe-
rencia Tris-Glicina durante una hora. A continuación se bloqueó la membrana con TBST (Tris, BSA, NaCl, Tween-
20, Short Protocols in Molecular Biology, 3º Ed., Wiley and Sons, Pub.) durante dos horas a temperatura ambiente, se
incubó cuarenta y cinco minutos con una dilución 1:500 del segundo suero extraído a temperatura ambiente, se lavó
dos veces en TBST, se incubó otros cuarenta y cinco minutos con IgG anti cabra de conejo conjugada con fosfatasa
alcalina (Boehringer Mannheim Biochemicals, Inc.), se lavó tres veces con TBST y una vez con tampón de fosfatasa
alcalina, y finalmente se incubó durante dos minutos y medio con una disolución de desarrollo de color convencional
conteniendo NBT y BCIP. La reacción se detuvo lavando la membrana con abundantes cantidades de agua destilada. El
anticuerpo fue capaz de detectar la proteína PhnO en una concentración tan pequeña como 50 nanogramos de extracto
de E. coli independientemente de la presencia de otras proteínas de plantas en la mitad de las muestras. Además, 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 proteínas de E. coli o de la planta de tabaco cuando se
prueba usando este procedimiento de transferencia western.

También se utilizó una fuente alternativa para generar un anticuerpo capaz de unirse específicamente o reaccionar
antigénicamente con la proteína PhnO. Se colocó un gen phnO en un vector comercial (Invitrogen) que contenía una
secuencia codificadora de aminoácido de unión a metales (His6) secuencia arriba de y en marco con la secuencia
codificadora de phnO. Esta secuencia de ADN His6-phnO se insertó en el vector de expresión de E. coli pMON6235
en un fragmento de NcoI hasta EcoRI, bajo el control de un promotor araBAD del operón de arabinosa de E. coli,
produciendo el plásmido pMON32909. La proteína His6 se produjo tras la inducción con arabinosa de las células
W3110 de E. coli que contenían pMON32909, y se purificó sobre una columna de afinidad de metales según las
instrucciones del fabricante.

Se inyectó patrón de proteína His6-PhnO purificado marcado con His en 6 conejos blancos de Nueva Zelanda
usando un procedimiento de inmunización similar al utilizado para la cabra, descrito anteriormente. Se mostró también
que el antisuero surgido en estos conejos era específico para unir la proteína PhnO y mostró reacción cruzada con otras
proteínas 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 enzimático según se mide por medio de análisis cinético de punto final.

Se determinaron las constantes Km (Km) y Vmáx (Vmáx) aparentes de la enzima PhnO para los sustratos ami-
nometilfosfonato y acetil-CoA. La determinación de Km y Vmáx de PhnO se realizó por medio de análisis 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 concentración de sustrato pa-
ra producir un gráfico de cinética enzimática de Lineweaver-Burk. La conversión de [14C]-AMPA en N-acetil-[14C]-
AMPA se controló 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 determinó la proteína total por ml de extracto por el método
de Bradford que indicó aproximadamente 22,5 mg/ml. La exploración densitométrica de los geles de SDS-poliacri-
lamida teñidos con Coomassie resolviendo la proteína PhnO a partir de estos lisados indicó que PhnO representa
aproximadamente el 23% de la proteína total, por consiguiente se determinó que el extracto celular contenía aproxi-
madamente 5,2 mg de proteína PhnO por ml. En un primer ensayo para determinar la Km y la Vmáx aparentes de
PhnO para AMPA, las concentraciones de [14C]-AMPA variaron desde 2 hasta 38 mM. Las reacciones de la enzima
se incubaron a 37ºC 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 [14C]-AMPA convertido
en N-acetil-[14C]-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

Un gráfico 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 Vmáx aparente es de aproximadamente 824 U/mg de
proteína.

La Km aparente de PhnO para el sustrato acetil-CoA se determinó en experimentos similares. Tras varios intentos
para obtener cinética de punto final, se determinó que el número 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 intentó un enfoque alternativo usando acetil-CoA marcado con tritio. La actividad específica del marcador fue
aproximadamente 40 X más elevada que con [14C], proporcionando una ganancia en la sensibilidad que permitió la
determinación de Km aparente de PhnO para Acetil CoA. La actividad específica de [3H]-acetil-CoA (Amersham,
Inc.) era de 360 mCi/mg o 250 µCi/ml.

La transacilación mediada por PhnO de [3H]-acetil-CoA a [3H]-acetil-AMPA se controló por medio de croma-
tografía HPLC de intercambio aniónico débil, con los tiempos de retención de acetil-CoA y acetil-AMPA ajustados
para que estos compuestos estuvieran separados por aproximadamente tres minutos. Esto se llevó a cabo ajustando
la concentración del tampón de KH2PO4 (pH 5,5) hasta 40 mM con un caudal de 1 ml por minuto a través de una
columna de intercambio aniónico débil AX100. Se hizo reaccionar cada muestra con PhnO y AMPA 30 mM durante
cinco minutos a 37ºC y se extinguió con NaOAc 100 mM pH 4,4 en etanol, a continuación se analizó por HPLC. El
sustrato [3H]-acetil-CoA varió desde 25 micromolar hasta 1,3 mM en cada reacción junto con aproximadamente PhnO
5 ng, Tris 50 mM pH 7,5, MnCl2 1 mM, MgCl2 1 mM, y AMPA 30 mM. Las muestras se analizaron por HPLC para
determinar las cantidades de N- [3H]-acetil- AMPA producido y [3H]-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

Cinética de la enzima PhnO enzima para el sustrato donador de Acetil-CoA

Un gráfico 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 está entre 375 y 390 micromolar, y la Vmáx aparente es de aproximadamente 824 U/mg
de proteína.

Se determinó 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 determinó 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 tampón MES/MOPS/Tricina equilibrado hasta un valor de pH desde 4,5 hasta 9,0, con valores de
pH reales que varían desde 5,2 hasta 9,0. Brevemente, se mezclaron 95 microlitros de un tampón 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 proteína PhnO 400 ng/microlitros. Se incubó la reacción a 37ºC durante cinco minutos
y se extinguió con NaOAc 100 mM pH 4,4 en etanol, y se analizó 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

Los resultados indican que la actividad transacilasa de PhnO óptima usando AMPA y acetil-CoA como sustratos
está 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 proteína PhnO purificada para caracterizar más 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 ácido de dos car-
bonos tal como el resto acetilo en el compuesto Acetil-CoA. No se sabía qué variedad de moléculas de acilo que
comprenden diferentes longitudes de cadena de carbono funcionaría o podría 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 desarrolló 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 [14C]-AMPA.

Se purificó 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 inducción de ácido nalidíxico durante tres horas a 37ºC. Las células se recogieron por
centrifugación y se resuspendieron en 40 ml de tampón Tris frío (Tris-HCl 0,1 M pH 8) y se colocaron en hielo. La
suspensión celular se llevó a DTT 1 mM y PMSF 0,5 mM. Se lisó la suspensión por medio de 2 pasajes a través de
una célula de presión francesa a 75,86 bares (1.100 psi), se centrifugó a 12.000 g (10.000 rpm en un rotor Sorvall
SA600) durante 40 minutos a 4ºC, a continuación se colocó 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 -80ºC hasta su posterior uso para purificar la proteína PhnO. Se ensayó la actividad enzimática en 20 microlitros
de la fracción soluble usando el procedimiento de HPLC descrito anteriormente en el Ejemplo 2, excepto en que tras
detener el ensayo con la adición de ácido, la muestra se almacenó a -80ºC. Se preparó una columna Sephacryl S200
según las instrucciones del fabricante y se equilibró con una disolución que contenía Tris 20 mM pH 8,0 y MgCl2
0,5 mM. Se colocó 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 fracción por transferencia western usando antisuero anti-PhnO tras la resolución en un gel SDS-PAGE al 15%.
También se analizaron treinta microlitros de cada fracción para analizar la actividad AMPA aciltransferasa usando el
procedimiento descrito en el Ejemplo 2. Las muestras que exhibían actividad aciltransferasa y que correspondían 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
volúmenes de 10 ml, y se almacenaron a -80ºC para uso posterior.

Se usó cromatografía de intercambio aniónico para determinar el patrón de elución de PhnO fuera de las otras
proteínas contaminantes que eluyen conjuntamente durante el fraccionamiento en Sephacryl S200. Uno de los tubos
de las fracciones positivas de PhnO combinadas se descongeló en hielo y se inyectó en una columna Mono Q 5/5
previamente equilibrada con tampones A (un litro de Tris-HCl 20 mM pH 8,0, agua desionizada destilada Mili-Q) y
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B (un litro de Tris-HCl 20 mM pH 8, NaCl 0,1 M). La muestra que contenía la proteína PhnO activa se inyectó en
la columna y se recogieron fracciones de un mililitro. Se lavó la columna durante 5 minutos con un caudal de 1,8
ml por minuto de Tampón A tras cargar la muestra que contenía PhnO. A los cinco minutos, se añadió Tampón B al
volumen de flujo a 0,5 ml por minuto durante cuatro minutos. El Tampón B se aumentó 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 Tampón B y se reinició el Tampón A al 100% para equilibrar la columna. Los volúmenes 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 exhibían actividad AMPA aciltransferasa positiva
y que correlacionaban con los datos de transferencia Western se combinaron y se mantuvieron como una muestra de
proteína purificada. Se usaron muestras de esta proteína PhnO purificada para determinar la especificidad de sustrato
del donador de acilo de la enzima.

Las reacciones enzimáticas se prepararon de la siguiente manera. Las reacciones de 100 microlitros estaban consti-
tuidas por Tris-HCl 50 mM pH 8,0, MgCl2 1 mM, 3 microlitros de [14C]-AMPA 1,3 mM (115.392 dpm por microlitro),
Acil-CoA donador de acilo 0,1 mM ó 1 mM, y 2,5 microlitros de muestra de enzima purificada. Se preparó una pre-
mezcla de ensayo de las que se usaron 45 microlitros en cada reacción de 100 microlitros. Esta muestra de premezcla
de 45 microlitos estaba constituida por 40 microlitros de agua destilada y desionizada, 2 microlitros de MgCl2 50
mM, y 3 microlitros de [14C]-AMPA 1,3 mM (115.392 dpm por microlitro). Las reacciones se iniciaron mezclando
40 microlitros de Tris-HCl 125 mM pH 8,0, 2,5 microlitros de muestra de proteína y 10 microlitros de compuesto
de Acil-CoA donador de acilo en un tubo de microcentrífuga a temperatura ambiente. Cada compuesto de Acil-CoA
donador de acilo se preparó como una disolución madre de patrones de 1 mM, 5 mM ó 10 mM. A continuación se
mezcló cada tubo con 45 microlitros de la premezcla de ensayo que contenía el sustrato receptor de [14C]-AMPA, se
mezcló suavemente y se transfirió a un baño de agua a 30ºC durante 5 minutos. Cada reacción se detuvo con la adición
de 4 microlitros de HCl 1 M, se mezcló por medio de vórtex, y se colocó en hielo y se almacenó a -20ºC hasta realizar
el ensayo para evidenciar la presencia de [14C]-AMPA o compuestos relacionados por HPLC.

El análisis de HPLC se realizó usando un sistema de HPLC de bomba dual Waters 510 con un detector de UV de
longitud de onda máx. 481 y una bomba de centelleo, una columna de HPLC SAX sílice Phenomenex PHENOSPHE-
RE 5 micrómetros 80Å (250 X 4,6 mm, presión máxima 241,4 bares (3500 psi), Tampón A constituido por KH2PO4
5 mM, metanol al 4%, ajustado hasta pH 2,0 con H3PO4, y Tampón B constituido por KH2PO 200 mM, metanol al
4,4% ajustado hasta pH 2,0 con H3PO4, 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 análisis de muestra eran similares a las descritas en el Ejemplo 2, con
variaciones menores. Los caudales se proporcionan en la Tabla 11.

TABLA 11

Las disoluciones madre de los compuestos de Acil-CoA donadores de acilo se prepararon como se describió
anteriormente, y éstas se presentan aquí: Na Acetil-CoA, Li n-propionil-CoA, Li glutaril-CoA, Li metilmalonil CoA,
Li crotonoíl-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 [14C]-AMPA se determinó midiendo el porcentaje del área
del pico del cromatograma de HPLC de [14C]-AMPA convertido en otro compuesto de [14C], tal como N-acetil-[14C]-
AMPA, estableciéndose la cantidad de N-acetiI-[14C]-AMPA producido durante la reacción en la que [14C]-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

Estos resultados indican que la enzima PhnO es capaz de utilizar de manera eficaz los compuestos asociados
a Acil-CoA que tienen un grupo acilo con una longitud de cadena de carbonos de no más 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 enzimática.
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Ejemplo 7

Este ejemplo ilustra la expresión in vitro y la dirección de una proteína AMPA aciltransferasa en cloroplastos
aislados.

Muchas proteínas localizados en cloroplastos se expresan a partir de genes nucleares como precursores y se dirigen
hacia el cloroplasto por medio de un péptido de tránsito de cloroplasto (CTP). El CTP se elimina durante las etapas
implicadas en la importación de la proteína dirigida en el cloroplasto. Los ejemplos de tales proteínas de cloroplastos
incluyen la subunidad pequeña (SSU) de la ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa (RUBISCO), 5-enol-piruvilshikimato-
3-fosfato (EPSPS), ferredoxina, ferredoxina oxidorreductasa, el complejo proteína I y proteína II de captación de
luz y la tiorredoxina F. Se ha demostrado in vivo e in vitro que las proteínas 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 proteína al cloroplasto (Della-Cioppa y col., 1987). La enzima 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa
(EPSPS) está 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
fitotóxico. En el presente documento se ha mostrado que PhnO es capaz de realizar N-acilación de AMPA y que N-
acetil-AMPA no es fitotóxico. Por consiguiente, será 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 enzimática. En vista de la fitotoxicidad del
AMPA según se describe en el Ejemplo 1, se introdujo un gen de AMPA aciltransferasa en vectores de expresión de
plantas para probar la expresión en las plantas. Además, también se probó la importación de aciltransferasa en los
cloroplastos.

Se unió una secuencia de ADN que codifica un péptido dirigido al cloroplasto en posición 5’ y en marco con una
secuencia de ADN que codifica una AMPA aciltransferasa. Se escindió una secuencia de ADN que codifica un péptido
de tránsito de cloroplasto de la subunidad pequeña de la ribulosa-1-bifosfato carboxilasa de arabidopsis (CTP, SEC.
ID Nº: 9) de pMON17058 usando las endonucleasas de restricción BglII y NcoI y se insertó en sitios de restricción
complementarios en pMON15028 para producir pMON15029, de manera que la secuencia codificadora de CTP estaba
unida en posición 5’ y en marco con la secuencia codificadora de phnO en pMON15028. El gen phnO quimérico
resultante en pMON15029 es capaz de producir una proteína PhnO dirigida al cloroplasto. Se insertó una casete de
ADN de EcoRI hasta BglII conteniendo la secuencia codificadora de CTP-PhnO, SEC. ID Nº: 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 transcripción/traducción in vitro a partir de un promotor
del fago T3. Se construyó un plásmido de expresión transitoria en plantas similar, pMON15035, pero sin la secuencia
de dirección al cloroplasto. Se escindió un fragmento de ADN de EcoRI hasta BgIII conteniendo sólo la secuencia
codificadora de phnO de pMON15028 y se insertó 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 transcripción/traducción in vitro. Se
escindió una secuencia de ADN de NcoI hasta EcoRI que codifica PhnO de pMON15028 y se insertó en pMON17061,
produciendo pMON15032. pMON15032 proporciona la expresión de phonO a partir de un promotor recA de E. coli.
Se escindió un fragmento de ADN de BglII hasta EcoRI que codifica PhnO de pMON15028 y se insertó en pBlueScript
SK (-) para producir pMON15033. pMON15033 proporciona la expresión de phnO a partir de un promotor lac de E.
coli. Se escindió un fragmento de ADN de BglII hasta EcoRI que codifica CTP-PhnO de pMON15029 y se insertó
en sitios compatibles en pBlueScript SK (-), proporcionando la expresión de proteína PhnO dirigida al cloroplasto a
partir de un promotor lac de E. coli de pMON15034.

pMON15032, pMON15033, y pMON15034 se introdujeron en E. coli JM101. Los cultivos se hicieron crecer y se
indujeron como se describió anteriormente, excepto en que la expresión a partir de células que contenían pMON15032
se indujo con la adición de 50 partes por millón de ácido nalidíxico en NaOH 0,1 M. Se prepararon lisados aclarados
de cada cultivo y se sometieron a un ensayo de AMPA aciltransferasa como se describió anteriormente para determinar
la presencia de actividad AMPA aciltransferasa. Todos los lisados contenían cantidades sustanciales de actividad
aciltransferasa por encima de los niveles de control. De manera más importante, el péptido CTP-PhnO (SEC. ID
Nº: 12) expresado de pMON15034 pareció retener la actividad enzimática aciltransferasa completa.

pMON15035 (PhnO) y pMON15036 (CTP-PhnO) se usaron in vitro para generar la proteína PhnO marcada con
[35S]-metionina para uso en un ensayo de importación de cloroplastos. Brevemente, el procedimiento usado para la
transcripción y traducción in vitro fue como se describió 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 plásmido hasta completar con endonucleasa de restricción HindIII en
una reacción de 100 microlitros. Se usaron 20 microlitros del digerido del plásmido, o aproximadamente 4 microgra-
mos del ADN del plásmido linealizado, en una reacción de transcripción in vitro para generar ARNm para producir el
producto proteico PhnO o CTP-PhnO en posteriores reacciones de traducción. Las reacciones de transcripción estaban
constituidas por 20 microlitros de ADN del plásmido linealizado, 20 microlitros de un tampón de transcripción 5X
(TrisHCl 200 mM pH 8,0, MgCl2 40 mM, espermidina 10 mM y NaCl 250 mM), 20 microlitros de mezcla de trifosfato
de ribonucleósidos 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 RNasinTM (una mezcla inhibidora de ribonucleasa
pancreática de Promega), 4 microlitros de ARN polimerasa (T7 ó T3, New England Biolabs, Inc.), y agua destilada,
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desionizada hasta 100 microlitros. Cada reacción se incubó a 37ºC durante una hora. Se analizaron 4,5 microlitros de
cada reacción en un gel de agarosa formaldehído al 1,4% para asegurar que cada reacción producía el molde de ARN
adecuado para la siguiente etapa de traducción.

Se usaron 20 microlitros de las reacciones de transcripción para producir las proteínas PhnO marcadas con [35S]-
metionina para uso en un ensayo e importación de cloroplasto. Brevemente, se mezcló ARN con 6 microlitros de una
mezcla acuosa de aminoácidos sin metionina, 15 microlitros de [35S]-metionina (1400 Ci/mmol, Amersham), y 200
microlitros de lisado de reticulocitos de conejo. Estas reacciones se incubaron a 37ºC durante dos horas y se colocaron
en hielo seco para almacenamiento. Se analizó una muestra de 10 microlitros de cada reacción en un gel SDS-PAGE
al 15%. Los geles se secaron al vacío y se colocaron directamente en el lado de la emulsión de la película KODAK TM

X-O-MAT TM para autorradiografía. Los resultados indicaron que cada plásmido produjo los péptidos respectivos de
masa molecular prevista para PhnO (pMON15035) y CTP-PhnO (pMON15036) en cantidad suficiente para probar la
captación en los cloroplastos en un ensayo de importación.

Los cloroplastos intactos se aislaron de una lechuga Romana desvenada según Edelman y col., Procedimientos in
Cloroplasto Molecular Biology, Elsevier Biomedical Press, Capítulo 86, 1982. Se preparó un litro de patrón de tampón
de pulverización (tampón GR) (NaEDTA 2 mM, MgCl2 1 mM, MnCl2 1 mM, Hepes-KOH 50 mM pH 7,5, y sorbitol
0,33 mM). Inmediatamente antes de usar, se añadieron 890 mg de ácido ascórbico a 900 ml de disolución madre de
tampón GR. Se mezcló una lechuga Romana, rota, desvenada con 900 ml de tampón GR y se maceró mezclando en
una licuadora Waring tres veces durante tres segundos cada vez a alta velocidad. La suspensión se filtró a través de
cuatro capas de Miracloth, y el filtrado se centrifugó a 5.000 rpm durante 10 minutos a 4ºC en un rotor SORVALLTM

GS-3. Se decantó el sobrenadante y se resuspendió el sedimento con una varilla de vidrio en 4 mililitros de tampón
GR. Los cloroplastos se aislaron por centrifugación a través de un gradiente de Percoll. Se preparó Percoll al 80%
mezclando 16 ml de PBF-Percoll con 4 ml de Tampón 5X (EDTA 10 mM, MgCl2 5 mM, MnCl2 5 mM, Hepes-KOH
250 mM, 30 g de sorbitol, 490 ml de ascorbato de sodio, 85,5 mg de glutatión, hasta 100 ml con H2Odd). Se preparó
una disolución de Percoll al 40% combinando 8 ml de PBF-Percoll con 4 ml de Tampón 5X y 8 ml de H2Odd. Se
preparó 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 centrífuga con rotor basculante SS-34 SORVALLTM a 4ºC 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 COREXTM de
30 ml nuevo. Los cloroplastos aislados se lavaron dos veces con tampón GR y se centrifugaron para recogida tras cada
lavado en un rotor SS-34 a 6.000 rpm durante diez minutos a 4ºC 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 determinó la concentración de clorofila de la suspensión. Se añadieron 5 ml de una
disolución de acetona al 80% a 20 microlitros de la suspensión de cloroplastos y se agitó suavemente por medio
de vórtex. La mezcla resultante se filtró a través de un papel de filtro WhatmanTM Nº 1 en un tubo de cultivo. Se
determinó la absorbancia del filtrado a 645nm y 663 nm frente a un blanco de acetona al 80%. La concentración de
clorofila en microgramos por ml se determinó según la ecuación Nº 1 como [clorofila µg/ml] = [A645 + [A663 * (8,02)].
La masa de la clorofila en µg se calcula tomando la cantidad de clorofila medida en µg/ml y multiplicando por el
volumen en que se han resuspendido los cloroplastos (ecuación Nº 2), que en este ejemplo es 5 ml. Por consiguiente,
la concentración de clorofila en µg/µl en la muestra medida es equivalente al valor determinado en la ecuación Nº 2
dividido por el volumen de la muestra medida, que en este ejemplo es 20 µl. En este ejemplo, se determinó que A645
era 0,496, y se determinó que A663 era de 1,0814. Por consiguiente, la concentración de clorofila en la muestra medida
era de 4,67 µg/µl. La concentración de clorofila en la suspensión de cloroplastos se ajustó hasta 4,0 µg/µl con Hepes-
KOH pH 7,7, disolución de sorbitol 330 mM y la suspensión de cloroplastos resultante se almacenó en hielo seco en
la oscuridad.

Un típico experimento de captación de 300 microlitros contenía 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 traducción del lisado de reticulocitos,
y cloroplastos intactos (aproximadamente 200 microgramos de clorofila). Las mezclas de captación se agitaron suave-
mente a temperatura ambiente en tubos de vidrio de 10 X 75 mm, directamente frente a un equipo iluminación de fibra
óptica a intensidad máxima de luz usando una bombilla de 150 vatios. Se retiraron dos muestras de 70 microlitros de
cada mezcla de captación a los 0, 5, 10 y 15 minutos. Se centrifugó una muestra sobre 100 microlitros de gradientes
de aceite de silicona en tubos de polietileno de 150 microlitros por centrifugación a 11.000 X g durante 30 segundos, e
inmediatamente se congeló en hielo seco. Bajo estas condiciones, los cloroplastos intactos forman un sedimento bajo
la fase de aceite de silicona y el medio de incubación que contiene el lisado de reticulocitos permanece flotando en la
superficie de la interfase. La otra muestra se trató con proteasa (un décimo del volumen o 7 microlitros de mezcla de
proteasas tripsina y quimiotripsina en concentración de 0,25 mg/ml cada una) durante treinta minutos en hielo, a con-
tinuación se sometió a la separación en aceite de silicona y se congeló en hielo seco. Posteriormente se resuspendieron
los sedimentos de cloroplastos en 50-100 microlitros de un tampón de lisis (Hepes-KOH 10 mM pH 7,5, PMSF 1 mM,
benzamidina 1 mM, ácido ε-amino-n-caproico 5 mM s, y aprotinina 30 microgramos por ml) y se centrifugó a 15.000
X g durante 20 minutos para sedimentar las membranas tilacoides. Se mezcló el sobrenadante aclarado (proteínas del
estroma) de esta centrifugación, y una alícuota del medio de incubación del lisado de reticulocitos de cada experimento
de captación, con un volumen igual de tampón de muestra 2X SDS-PAGE y se analizó en un gel SDS-PAGE al 15%,
se secó, y se expuso a la película como se describió anteriormente. Los cloroplastos expuestos a CTP-PhnO marcada
con [35S]-metionina contenían la proteína marcada con [35S] de un tamaño 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 proteína marcada. La proteína marcada importada en los cloroplastos también era resistente a las proteasas. Estos
resultados indicaron que PhnO podía dirigirse a los cloroplastos cuando estaba fusionada a una secuencia de péptido
dirigido a plastidios.

Ejemplo 8

Este ejemplo ilustra la identificación y caracterización 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 transformación de plantas bien conocidos en la técnica. En particular, la transformación de plantas
mediada por Agrobacterium tumefaciens es el procedimiento de preferencia actualmente en uso, sin embargo, los pro-
cedimientos balísticos que aumentan la administración 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. Además, los procedimientos que implican el uso de liposomas, electroporación, compuestos quími-
cos que aumentan la captación de ADN libre, y la transformación usando virus o polen son alternativas que pueden
usarse para insertar construcciones de ADN de esta invención en células de plantas. Las plantas que pueden trans-
formarse por medio de la práctica de la presente invención incluyen pero no se limitan a, maíz, trigo, algodón, arroz,
soja, remolacha, canola, lino, cebada, colza oleaginosa, girasol, patata, tabaco, tomate, alfalfa, lechuga, manzana, ála-
mo, pino, eucalipto, acacia, álamo, liquidambar, pino radiata, pino taeda, pícea, teca, alfalfa, tréboles y otros cultivos
de forrajes, céspedes, palma de aceite, caña de azúcar, plátano, 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 invención pueden ser genes nativos o que se presentan
naturalmente o genes quiméricos construidos a partir de secuencias de polinucleótidos útiles incluidos promotores,
potenciadores, líderes traducidos o no traducidos, secuencias que codifican péptidos señal, secuencias que codifican
péptidos de tránsito, genes estructurales, fusiones de genes estructurales, terminadores, intrones, repeticiones inverti-
das o repeticiones indirectas, conectores y secuencias de poliadenilación. Las secuencia de ADN contempladas en esta
invención incluyen secuencias de polinucleótidos de hebra única o doble, secuencias lineales, y secuencias circulares
de polinucleótidos cerradas de manera covalente, plásmidos, bácmidos, cósmidos, cromosomas artificiales bacteria-
nos (BAC), cromosomas artificiales de levaduras (YAC), y viral secuencias de ADN y ARN virales. En consideración
con la transformación de plantas mediada con Agrobacterium, los vectores de transformación de plantas adecuados
incluyen los derivados de un plásmido Ti de Agrobacterium tumefaciens, así como los desvelados, por ejemplo por
Herrera-Estrella (1983), Bevan (1984), Klee (1985) y la publicación EPO 120.516 (Schilperoort y col.). Además de los
vectores de transformación de plantas derivados de los plásmidos Ti o de inducción de raíces (Ri) de Agrobacterium,
pueden usarse procedimientos alternativos como se describió anteriormente para insertar las construcciones de ADN
de esta invención en células de plantas.

Los plásmidos usados para la transformación de plantas se construyeron generalmente a partir de vectores que se
habían descrito en otros documentos, en particular en la Patente de EEUU Nº 5.463.175 (Barry y col., 1995), que se
incorpora en el presente documento por referencia. Los plásmidos se construyeron y mantuvieron en E. coli usando
resistencia a la aminoglicósido adeniltransferasa Tn7 (gen aad, denominado comúnmente resistencia a la estreptomici-
na/espectinomicina o Spc/Str), que es también un determinante para la selección y mantenimiento en Agrobacterium.
También se usaron otros marcadores seleccionables y de mantenimiento de plásmidos 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 combinación en un único replicón o vector. Los plásmidos contienen general-
mente oriV, un origen de replicación derivado del plásmido de RK2 de gran variedad de huéspedes, y de las secuencias
ori322 y bom (origen de replicación para mantenimiento en E. coli, y base de la movilidad para la transferencia de
conjugación respectivamente) derivadas del plásmido pBR322.

Se insertó un gen phnO que codifica una AMPA aciltransferasa en casetes de expresión en vectores de transfor-
mación 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 tránsito de
cloroplasto o plastidio, un sitio o sitios de clonación contenidos dentro de un policonector, y una región 3’ no tradu-
cida funcional de planta. Las casetes de expresión se construyen frecuentemente para contener sitios de restricción
únicos vecinos al dominio de la casete de manera que la casete completa pueda escindirse de un plásmido y colocarse
en otros vectores de plásmidos construidos de manera similar. Resultan de preferencia los sitios de restricción que
comprenden secuencias de reconocimiento de ocho pares de bases y la mayoría de las casetes en la presente inven-
ción están flanqueadas al menos en un extremo por un sitio de reconocimiento de la endonucleasa de restricción 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 Nº 5.196.525; Kay y col., 1987). En la bibliografía 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 plásmidos 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 caña de azúcar, el promotor del virus
del moteado clorótico del cacahuete, el promotor de actina del arroz, y el promotor inducible por la luz de la subunidad
pequeña de la ribulosa 1,5-bisfosfato carboxilasa (ssRUBISCO). Estos promotores pueden usarse para crear diversos
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tipos de construcciones de ADN útiles para la expresión genética en plantas (véase por ejemplo Barry y col. Patente de
EEUU Nº 5.463.175). Los promotores particularmente deseables que están 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 expresión en la mayoría de los órganos de
las plantas. Otros promotores que podrían dirigir la expresión específica o dirigida a tejidos están también contempla-
dos, por ejemplo en tejido tales como hojas, meristema, flor, fruto y órganos de carácter reproductor. Además, también
están contemplados los promotores quiméricos. También se usaron secuencias de poliadenilación y de terminación 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 expresión 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 transformación de plantas. Las casetes de expresión estaban generalmente
flanqueadas en cada extremo de la casete por una región de borde derecho del ADN-T de tipo nopalina en un extremo y
una región de borde izquierdo en el otro extremo, ambas regiones de borde derivadas de pTiT37 (Fraley y col., 1985).
Algunos vectores de transformación de plantas contenían solo la región de borde derecho, necesaria para la iniciación
de la transferencia de ADN-T de Agrobacterium a la célula huésped. La mayoría de los vectores de transformación
de plantas también contenían un gen de GOX (glifosato oxidorreductasa), como se describió anteriormente, y en la
Patente de EEUU Nº 5.463.175. Cuando se insertó en el genoma de la planta, la enzima GOX expresada a partir de
estos vectores estaba dirigida generalmente al cloroplasto.

Los vectores de transformación de plantas se movilizaron dentro de la cepa A208 de ABI Agrobacterium llevando
el plásmido Ti desarmado pTiC58 (pMP90RK) (Koncz and Schell, 1986). El plásmido Ti no lleva los genes del ADN-
T de fitohormona que inducen la formación de tumor de cuello. La unión del vector de la planta en la cepa ABI se
realizó por el sistema de conjugación triparental usando el plásmido ayudante pRK2013 (Ditta y col., 1980). Como
alternativa, el plásmido de transformación de planta puede introducirse en la cepa ABI por electroporación como está
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 plásmido pTiC58
desarmado. De manera ideal, el vector recombinante se abre en la región 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 transformación de
planta recombinante. El plásmido 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 elección del procedimiento para la etapa de
regeneración no es crítica, estando disponibles protocolos adecuados para huéspedes de Leguminosae (alfalfa, soja,
trébol, etc.), Umbelliferae (zanahoria, apio, chirivía), Cruciferae (repollo, rábano, canola, etc.), Cucurbitaceae (melo-
nes y pepino), Gramineae (trigo, arroz, maíz, 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 fácilmente la concentración 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 selección para seleccionar los
sucesos de transformación que expresan niveles suficientes de la enzima AMPA aciltransferasa. El glifosato debe apli-
carse en niveles que de otra manera serían inhibidores para una planta recombinante que expresa GOX y seleccionada
para crecer en glifosato, por el nivel aumentado de AMPA que podría producirse como resultado de la degradación del
glifosato mediada por GOX. En las plantas que expresan la enzima GOX recombinante se ha mostrado que la exposi-
ción a niveles crecientes de glifosato induce el amarilleo o clorosis de las hojas, características de crecimiento atrofiado
e infertilidad. La AMPA aciltransferasa expresada de manera coordinada o en combinación con la expresión de GOX
pueden solucionar estos efectos perjudiciales. También es posible usar AMPA como un marcador seleccionable de
transformación de plantas como una alternativa a la selección con glifosato.

Tabaco

Se transformaron plantas de tabaco con un gen phnO. Un procedimiento de transformación de discos de hoja
de tabaco utilizó tejido sano de una hoja de aproximadamente un mes de edad. Tras una esterilización de superficie
de 15-20 minutos con CLOROXTM al 10% más 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/l, sacarosa 30 g/l, vitaminas B5 500X 2 ml/l, NAA 0,1 mg/l, y BA 1,0 mg/I), y se precultivaron durante un
día. A continuación 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 según se determina a
550 nm). La inoculación se realizó colocando los discos en tubos de centrífuga estériles junto con el cultivo. Tras
treinta a sesenta segundos, se drenó el líquido y se transfirieron los discos entre papel de filtro estéril. A continuación
se colocaron los discos al revés en un disco de filtro en placas de cultivo MS 104 y se incubaron durante 2-3 días.
Tras este período de cocultivo, se transfirieron los discos, aún al revés, a placas de selección que contenían 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/l, sacarosa 30 g/l, y vitaminas B5
500X 2 ml/l) con selección. Las raíces se formaron en 1-2 semanas. Cualquiera de los ensayos de callos de hojas se
realiza de preferencia en brotes enraizados mientras están estériles. Los brotes enraizados se colocaron en la tierra y
se mantuvieron en un medio de alta humedad (es decir: recipientes o bolsas de plástico). Los brotes se endurecieron
exponiéndolos gradualmente a condiciones de humedad ambiental.

Se seleccionaron tres sucesos de transformación de tabaco, denominados líneas 33476, 36779 y 37235 para otro
análisis. pMON17226 (Barry y col., Patente de EEUU Nº 5.463.175, 1995) se usó para producir la línea 33476 de
la planta que contiene una construcción del gen FMV-CTP-GOX. Las líneas 36779 y 37235 se produjeron usando
pMON17261, que es un plásmido derivado de pMON17226 que contiene la casete NotI que contiene la secuencia del
gen FMV-CTP-PhnO (SEC. ID Nº: 11) además de FMV-CTP-GOX. La casete NotI se construyó de la siguiente ma-
nera. Se escindió la secuencia que codifica CTP, representada por SEC. ID Nº: 9, de pMON17058 como un fragmento
de BglII hasta NcoI y se insertó en pMON15028, formando una secuencia representada por SEC. ID Nº: 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 Nº: 7. La construcción resultante se denominó pMON15029. Se escindió la secuencia codificadora
de CTP-PhnO de pMON15029 en un fragmento de BglII hasta SacI y se combinó con fragmentos de pMON17063
para producir pMON15038. pMON17063 se desmontó usando digestión de restricción para proporcionar las partes
necesarias para la construcción de pMON15038. pMON17063 se digirió con SacI y HindIII para producir una estruc-
tura de vector en la que se insertó un fragmento promotor y la secuencia CTP-PhnO. pMON17063 también se digirió
en una reacción separada con HindlII y BglII 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 reacción junto con el frag-
mento de estructura del vector para producir pMON15038, que contiene una casete NotI 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 poliadenilación y de terminación de la transcripción NOS 3’ E9. Esta secuencia NotI se escindió
de pMON15038 y se insertó en un sitio único de NotI 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 expresión. Se espera que
los sucesos de transformación derivados de este vector no solo sean resistentes al glifosato, sino que proporcionen
también resistencia a la fitotoxicidad del AMPA. Se analizó 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 degradación de [14C]-glifosato por HPLC en las líneas 36779 y 37235
derivadas de pMON17261.

La línea 33476, obtenida como un suceso de transformación derivado de pMON17226, se seleccionó como un
control de “solo GOX”. Las líneas 36779 y 37235 demostraron diferentes fenotipos tras la exposición al glifosato y se
seleccionaron como sucesos resistentes al glifosato surgidos tras la transformación con pMON17261. La línea 37235
se blanqueó o se amarilleó tras la exposición al glifosato, mostrando un fenotipo similar a la línea 33476 de solo GOX.
Sin embargo, la línea 36779 no exhibió 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 sometió a PCR para determinar la presencia
o ausencia del gen phnO transformante.

El ADN genómico aislado de las líneas de tabaco transformadas se usó como el ADN molde ADN en una reacción
de PCR y los productos de reacción se compararon con el tabaco Samsun de tipo salvaje. Las reacciones de PCR
estaban constituidas por un volumen total de 50 microlitros conteniendo tampón de amplificación 10X, MgCl2 1,5
mM, mezcla de desoxinucleótidos con cada uno a una concentración 1 mM, ADN genómico 50-100 ng, cebadores,
cada uno a una concentración final de 16,8 pM, y 1,5 unidades de ADN polimerasa AmpliTaq (Cetus/Perkin Elmer).
Los cebadores (sintetizados según lo especificado por GENOSYS) estaban constituidos por las secuencias según se
exponen en SEC. ID Nº: 21 y SEC. ID Nº: 22. SEC. ID Nº: 21 es una secuencia de 20 pares de bases capaz de cebar
la síntesis de la secuencia del gen phnO de P2A (SEC. ID Nº: 7) e hibrida con los primeros veinte nucleótidos de
la secuencia codificadora en ese gen. SEC. ID Nº: 22 es también una secuencia de 20 pares de bases, pero es capaz
de cebar la síntesis de un gen de phnO de la secuencia codificadora terminal en la región codificadora estructural
e hibrida con los veinte nucleótidos terminales de la secuencia que codifica PhnO. Las condiciones de amplificación
estaban constituidas por tres ciclos de 97ºC durante un minuto, 60ºC durante dos minutos, y 72ºC durante dos minutos,
seguidos por 37 ciclos de 94ºC durante un minuto, 60 durante dos minutos, y 72ºC durante dos minutos, seguidos
generalmente por un remojo a 4ºC. 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 tinción con bromuro de
etidio de los geles del producto, apareció un producto de amplificación del gen phnO de aproximadamente 432 pares
de bases según se evalúa por la posición de migración frente a los marcadores lambda de peso molecular digeridos
con HindIII sólo en los extractos de la línea 33779, indicando la presencia del gen phnO en esa línea.

Se obtuvieron semillas de los sucesos de transformación Ro tras el autocruzamiento en condiciones de cámara 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 [14C]-glifosato salpicando una muestra de 2 microlitros en cada vena
(50 microlitros de sal de Na+ de [14C]-glifosato, 517.000 dpm/microgramo, 0,42 microgramo/microlitro mezclados
con 10 microlitros de glicerol). Cada hoja recibió varias manchas según el número de venas en la hoja. Tres días
más tarde se aplicaron otras 15 manchas de 2 microlitros a cada hoja. Dos semanas más tarde, se aplicaron cinco
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manchas de 2 microlitros a cada una de dos hojas en cada planta. Éstas eran hojas nuevas y no eran las hojas viejas a
las que se les había aplicado glifosato inicialmente. Cinco días después de la última aplicación, se tomaron muestras
de 300 miligramos de tejido de dos hojas inferiores en cada planta. Las muestras de cada planta se homogeneizaron
en volúmenes de 1 ml de agua desionizada separados, se centrifugaron a 9.000 rpm en una microcentrífuga y los
volúmenes acuosos se recogieron y se almacenaron en hielo. Los extractos se analizaron por HPLC para evidenciar
la presencia de metabolitos marcados con [14C] como en el Ejemplo 2. El extracto obtenido de la línea 33476 (GOX)
contenía sólo [14C]-AMPA. El extracto obtenido de la línea 37235 contenía [14C]-glifosato no metabolizado así como
una cantidad medible pero traza de [14C]-AMPA. En extracto obtenido de la línea 36779 sólo se observó N-acetil-[14C]-
AMPA. Estos resultados son coherentes con los datos de PCR que indicaron que la línea 36779 contenía al menos una
copia del gen phnO. Además, la falta de efecto de blanqueado en la línea 36779 tras la exposición al glifosato es
coherente con la presencia de enzimas GOX y PhnO funcionales y la ausencia de [14C]-AMPA detectable.

Algodón

Se transformó un gen phnO recombinante en la variedad de algodón Coker 312 (Gossypium hirsutum L.). Las líneas
de algodón tolerantes al glifosato se produjeron por transformación de plantas mediadas por Agrobacterium usando
vectores de plásmidos binarios de doble borde que contenían (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 construcción del gen doble goxlphnO 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 aminoglicósido
adeniltransferasa (aad) que confiere resistencia a los aminoglicósidos tales como la espectinomicina o la estreptomicina
y proporcionan un procedimiento para el mantenimiento de plásmidos.

pMON17241 contiene un gen recombinante constituido por un promotor 35 S FMV unido en posición 5’ a la
secuencia del gen de la subunidad pequeña 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 está unido de manera traduccional
a una secuencia codificadora del gen gox, que está unida en posición 3’ a una región 3’ no traducida, denominada E9,
de un gen de la ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa del guisante.

pMON17213 es un vector de transformación de plantas de doble gen que contiene casetes de expresión 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 está unida en po-
sición 3’ a una región 3’ no traducida E9; y (2) un promotor 35S FMV unido a una secuencia del gen SSU1A que
codifica un péptido dirigido a plastidio unido en marco a una secuencia codificadora de GOX, que está unida en
posición 3’ a una secuencia de terminación NOS 3’.

pMON17261, descrito anteriormente, un vector de transformación de plantas de doble gen que contiene casetes
de expresión 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 está flanqueada secuencia abajo por
la región 3’ no traducida E9; y (2) un promotor 35S FMV unido a una secuencia que codifica un péptido dirigido al
cloroplasto SSU1A (SEC. ID Nº: 9) unida en marco a una secuencia codificadora de PhnO (SEC. ID Nº: 7) que está
unida en posición 3’ a una secuencia NOS 3’.

pMON10151 un vector de transformación de plantas de doble gen que contiene casetes de expresión que compren-
den (1) un promotor 35S FMV unido a una secuencia que codifica un péptido dirigido a cloroplastos SSU1A (SEC.
ID Nº: 9) unida en marco a una secuencia codificadora de PhnO (SEC. ID Nº: 7), que está 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 está flanqueada secuencia abajo por
una secuencia NOS 3’.

pMON10149 es un vector de transformación de plantas de triple gen que contiene casetes de expresión que com-
prenden (1) un promotor 35S FMV y una secuencia líder 5’ no traducida HSP70 de petunia unida a una secuencia
que codifica un péptido dirigido a cloroplastos SSU1A unida en marco a una secuencia codificadora de EPSPS, que
está flanqueada secuencia abajo por la secuencia de poliadenilación y terminación E9 3’; (2) un promotor 35S FMV
unido a una secuencia que codifica un péptido dirigido al cloroplasto SSU1A (SEC. ID Nº: 9) unida en marco a una
secuencia codificadora de PhnO (SEC. ID Nº: 7), que está 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 está flanqueada secuencia abajo por una secuencia
de poliadenilación de nopalina sintasa 3’ (NOS 3’).

Los vectores de plásmidos 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 aminoglicósidos para transformar secciones de hipocótilos
derivados de Coker 312 con modificaciones como está descrito por Umbeck y col. (1987) y Umbeck (Patente de EEUU
Nº 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 selección por resistencia al glifosato produjo varias
líneas de callo de algodón, que posteriormente se determinó por PCR del ADN genómico que contenían los genes
respectivos que codifican EPSPS, GOX o PhnO transferidos de Agrobacterium. Además, se determinó por análisis de
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transferencia Western que estas mismas líneas de callos expresaban los genes deseados. Tras la regeneración de las
plantas, se recogieron las plantas de algodón completas que contenían las secuencias codificadoras indicadas.

Se determinó que las plantas transformadas con una casete de resistencia al glifosato de doble gen que comprendía
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 observó un blanqueado importante de
las hojas. Se presume que este efecto fitotóxico se debió a la formación de AMPA como un resultado de la degradación
de glifosato mediada por GOX. Para probar esto, se pulverizó AMPA en tres tasas diferentes sobre plantas Coker 312
de tipo salvaje. Se observó clorosis de las hojas y crecimiento atrofiado en las plantas a los 4 días posteriores a la
aplicación del glifosato a 44,80 kg/ha (640 onzas por acre) y a los ocho días posteriores a la aplicación de 4,48 kg/ha
(64 onzas por acre). Estos resultados sugirieron que el efecto fitotóxico observado en las líneas de plantas de algodón
transformadas con EPSPS/GOX era el resultado de la producción de AMPA mediada por GOX en las plantas, y que el
efecto fitotóxico podía obviarse por medio de la expresión de una AMPA aciltransferasa junto con GOX. Para probar
esto, se trataron plantas de algodón que expresaban GOX o GOX más EPSPS solas o en combinación con la expresión
de PhnO con [14C]-glifosato, y se controló el metabolismo del glifosato marcado con el isótopo en el tejido de las
hojas siete días después de la aplicación.

La línea 4416 de algodón Coker 312 recombinante resistente al glifosato se seleccionó como una línea de algodón
resistente al glifosato tras la transformación con pMON10149, un vector de transformación 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 trató una hoja de cada plántula en el estadio de tres o cuatro con la mezcla de herbicida comercial
ROUNDUP ULTRATM (Lote Nº GLP9701-7428-F) que se había fortificado con [14C]-glifosato (Código Nº C-2251).
Se mostró que el ROUNDUP ULTRATM era 30,25% ácido de glifosato en peso y el [14C]-glifosato tenía una pureza
radioquímica de 97,3% y una actividad específica de 36,36 mCi/mmol. La disolución de tratamiento estaba constituida
por aproximadamente 38 µl conteniendo 1,60 x 106 dpm con una actividad específica de [14C]-glifosato de 1,713 x
103 dpm/µg de ácido de glifosato. Tres o siete días tras la aplicación tópica se aclararon las hojas tratadas con agua, se
congelaron en nitrógeno líquido, se fracturaron con una espátula y a continuación se trituraron en una trituradora de
tejidos TEKMARTM en 10 ml de agua. Se ajustó el pH de los extractos de hojas hasta 3,5-4,0 con HCl 1 N y se analizó
la presencia de metabolitos marcados con [14C] en aproximadamente 4-8000 dpm por HPLC con recogida y detección
del en vial de centelleo líquido (HPLC/LSC) como se describe en el ejemplo 2. El nuevo crecimiento, incluidos el
meristema y las hojas nuevas que surgieron tras la aplicación tópica también se extrajeron y analizaron para evidenciar
metabolitos marcados con [14C]. Los resultados se muestran en la Tabla 13.

TABLA 13

Metabolismo del [14C]-glifosato en algodón resistente al glifosato
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El análisis de las hojas tratadas con glifosato aclaradas con agua indicó la presencia de niveles significativos de N-
acetil-[14C]-AMPA en ocho de las diez plantas probadas. Estos niveles representaron el 27-74% del isótopo extraído de
las hojas tratadas. La actividad restante fue casi completamente [14C]-glifosato. Muy poco isótopo [14C] estaba presente
como [14C]-AMPA. Las dos plantas restantes tenían una capacidad muy limitada para metabolizar el glifosato como
lo indican los altos niveles de [14C]-glifosato restantes sobre o en las hojas. Una de estas plantas también mostró signo
de atrofia siete días después del tratamiento, indicando fitotoxicidad por glifosato.

El análisis del crecimiento nuevo en las diez plantas probadas mostró que la forma predominante de metabolito
marcado con [14C] presente era N-acetil-[14C]-AMPA en más del 90% del radioisótopo total en las muestras. En
contraste, más del 90% del isótopo en las dos plantas restantes estaba en la forma de [14C]-glifosato, coherente con el
análisis del extracto de la hoja de tratamiento para estas dos plantas.

También se estudió el metabolismo del [14C]-glifosato en líneas de algodón recombinante 4268 (GOX/PhnO) y
3753 (EPSPS/GOX). Las plantas en este estudio se trataron como se indicó anteriormente para la línea de algodón
4416, aplicando pequeñas gotas de ROUNDUP ULTRA fortificado con [14C]-glifosato a una única hoja en cada planta
en el estadio de tres a cuatro hojas. Las hojas tratadas se recogieron y se aclararon con agua, a continuación se trituraron
y extrajeron, y los extractos se analizaron por HPLC como se describió anteriormente para evidenciar la presencia de
[14C]-glifosato, [14C]-AMPA, y N-acetil-[14C]-AMPA. También se extrajeron y analizaron crecimientos nuevos, in-
cluidos el meristema y hojas nuevas que surgieron después de la aplicación. Los resultados se muestran en la Tabla 14.

TABLA 14

Metabolismo del [14C]-glifosato en algodón resistente al glifosato

Niveles significativos de N-acetil-[14C]-AMPA estaban presentes en las hojas tratadas de las cuatro plantas de la
línea 4268 plantas (GOX/PhnO; B01-B04). En contraste, el N-acetil-[14C]-AMPA no era detectable en los extractos
obtenidos de las plantas de la línea 3753 (EPSPS/GOX; C01-C04). Tres de estas plantas contenían niveles significa-
tivos de [14C]-AMPA en los extractos de hojas tratadas, variando desde 6 hasta 27%. Una planta de la línea 3753 fue
deficiente en la conversión de [14C]-glifosato en N-acetil-[14C]-AMPA, y esta planta también pareció estar atrofiada.

90-95% del isótopo [14C] en los extractos de crecimiento nuevo de las plantas de la línea 4268 se determinó que es-
taba en la forma de N-acetil-[14C]-AMPA. Sin embargo, se determinó que el 72-86% del isótopo [14C] en los extractos
de crecimiento nuevo de tres de las plantas de la línea 3753 era [14C]-AMPA, representando el [14C]-glifosato el resto
de isótopo en estos tejidos. Se determinó que el 93% del isótopo obtenido de la planta número C02 de la línea 3753 era
[14C]-glifosato, coherente con la falta de metabolismo del glifosato en la hoja de aplicación así como con la atrofia ob-
servada. Además, las regiones de crecimiento de todas las plantas de la línea 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 proteínas GOX y PhnO están 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 línea 4268 proporcionan un patrón metabólico similar al observado con los extractos de las
plantas de la línea 4416 como se evalúa por HPLC y por la observación fenotípica. En ambas líneas, el producto [14C]
predominante en los extractos de tejido de nuevo crecimiento tras la aplicación del [14C]-glifosato es N-acetil-[14C]-
AMPA. La fitotoxicidad observada por la decoloración de las hojas de las plantas en la línea 3753 tras la aplicación
del glifosato está asociada con la falta de una actividad AMPA N-aciltransferasa. En contraste, la presencia de una
actividad AMPA N-aciltransferasa en ambas líneas de plantas, 4416 y 4268, dio como resultado una falta de los efectos
fitotóxicos observados en las plantas de la línea 3753.

Canola

Las plantas de canola se transformaron con los vectores pMON17138 y pMON17261 y se obtuvieron un número
de líneas de plantas de la canola transformada que exhibieron tolerancia al glifosato. Las plantas se transformaron
según el procedimiento descrito en Barry y col. (Patente de EEUU Nº 5.633.435). Brevemente, se cultivaron plantas
de Brassica napus variedad Westar en condiciones controladas de cámara de cultivo como se describen. Se extrajeron
cuatro internodos terminales de las plantas justo antes de la floración o de las plantas en el proceso de floración
pero antes de florecer y se esterilizaron en superficie en etanol al 70% v/v durante un minuto, a continuación en
hipoclorito de sodio al 2% p/v durante veinte minutos, a continuación se aclararon tres veces con agua destilada,
desionizada y estéril. Los tallos con hojas unidas podían refrigerarse en bolsas de plástico húmedas durante hasta
tres días previo a la esterilización. Se cortaron seis a siete segmentos de tallos en discos de 5 mm con un Redco
Vegetable Slicer 200 manteniendo la orientación del extremo basal. Se inocularon los discos de tallos (explantes) con
1 mililitro de cepa A208 de Agrobacterium tumefaciens ABI que contenía un plásmido de transformación de plantas
recombinante preparado como se describió anteriormente. Los explantes se colocaron del lado basal hacia abajo en
placas de petri que contenían 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 añadió a las placas 1,5 ml de medio que contenía sales MS convencionales, vitaminas
B5, sacarosa al 3%, pH 5,7, ácido p-clorofenoxiacético 4 mg/l, cinetina 0,005 mg/l y se cubrieron con papel de
filtro estéril.

Tras un cocultivo de 2,3 días, se transfirieron los explantes a placas de petri profundas (siete explantes por placa)
que contenían sales MS, vitaminas B5, sacarosa al 3%, agar al 0,8%, pH 5,7, BA 1 mg/l, carbenicilina 500 mg/l, cefota-
xima 50 mg/l, kanamicina 200 mg/l o gentamicina 175 mg/l para selección, y se transfirieron tras tres semanas a medio
fresco, cinco explantes por placa. Los explantes se cultivaron en una sala de cultivo a 25ºC con luz continua (Blanca
Fría). Tras otras tres semanas, se escindieron los brotes de los explantes, y se iniciaron los ensayos de regeneración de
callos de hojas para confirmar la modificación de los brotes R0. Se colocaron tres pequeñas porciones de tejido de hoja
en el medio de regeneración de callos que contenía sales MS, vitaminas B5, sacarosa al 3%, agar al 0,8%, pH 5,7, BA
5 mg/l, ácido naftalenacético (NAA) 0,5 mg/l, carbenicilina 500 mg/l, cefotaxima 50 mg/l, kanamicina o gentamicina
200 mg/l 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 regeneración de callos de hojas se puntuaron para
tolerancia al herbicida (callo o tejido de hoja verde) o sensibilidad (blanqueado).

Se sumergió cada tallo de brote en ROOTONE en el momento de la escisión, se colocaron en un recipiente de 5,1
cm (dos pulgadas) que contenía Metro-MIX 350, y se mantuvieron en un ambiente húmedo cerrado en una cámara de
cultivo a 24ºC, con períodos de luz de 16/8 horas, 400 uE por metro cuadrado por segundo (lámparas de alta intensidad
“HID”) durante un período de endurecimiento de aproximadamente tres semanas.

El plásmido pMON17138 es un vector de borde único de transformación de plantas mediada por Agrobacterium
mantenido en la bacteria por selección en estreptomicina o espectinomicina. pMON17138 contiene un único 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 expresión funcionales de plantas. Una casete está comprendida por un promotor 35S
de caulimovirus que dirige la expresión de un gen de neomicina fosfotransferasa (nptII), flanqueado secuencia abajo
por una secuencia de poliadenilación y determinación de la transcripción de la nopalina sintasa 3’ (NOS 3’). La otra
casete está comprendida por un promotor del Virus del Mosaico de Figwort (descrito en Rogers, Patente de EEUU Nº
5.678.319) secuencia arriba de una secuencia de poliadenilación y de terminación de la transcripción de la subunidad
pequeña 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 plásmido pMON17261 es un vector de doble borde de transformación de plantas mediada por Agrobacterium
similar al pMON17138. Una casete que codifica la GOX dirigida al cloroplasto idéntica a la de pMON17138 está
presente secuencia abajo de un borde derecho de Ti, y secuencia arriba de otra casete expresión 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 R1 derivadas de los sucesos de transformación usando pMON17261 y pMON17138 se evaluaron
usando una prueba de pulverización de glifosato descrita en Barry y col. (Patente de EEUU Nº 5.633.435).

Maíz

También se ha introducido un gen de AMPA aciltransferasa en células del maíz de la línea Black Mexican Sweet
con expresión del gen y resistencia al glifosato detectada en el callo. Se transformó el tejido del callo según un proce-
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dimiento descrito en Barry y col. (Patente de EEUU Nº 5.463.175). Se usaron diversos plásmidos para introducir genes
de resistencia al glifosato que codifican GOX y EPSPS en combinación con un gen de AMPA aciltransferasa en las cé-
lulas de maíz. Estos plásmidos diferían uno del otro con respecto a los promotores usados, a las secuencias de péptidos
dirigidos a cloroplastos o plastidios usadas, a las secuencias líder no traducidas usadas, a la presencia o ausencia de un
intrón, y al tipo de terminador 3’ usado, sin embargo todos los plásmidos contenían un gen de AMPA aciltransferasa
obtenido sintéticamente que codifica la PhnO que contiene la mutación P2A. El gen sintético se construyó a partir de
tres secuencias de polinucleótidos más pequeñas sintetizadas para Monsanto y caracterizadas por la presencia de la
secuencia codificadora de ADN y la traducción de la secuencia de aminoácidos deseados por Stratagene, Inc., La Jolla,
CA. El gen que no se presenta en la naturaleza se montó a partir de tres secuencias más pequeñas que comprenden
las SEC. ID Nº: 16, SEC. ID Nº: 17, y SEC. ID Nº: 18, en el que el gen completamente montado está representado
por SEC. ID Nº: 19, y está presente en cada uno de los plásmidos usados para la transformación de callos del maíz.
La secuencia codificadora del gen que no se presenta en la naturaleza se estableció basándose en el procedimiento
descrito en Fishhoff y col. en la Patente de EEUU Nº 5.500.365 en el que se usaron codones de monocotiledóneas
de preferencia en lugar de los preferidos por E. coli. El gen completamente montado codifica una proteína PhnO de
longitud total idéntica a la secuencia de la proteína nativa con la excepción de la mutación P2A introducida por PCR
usando SEC. ID Nº: 5 y SEC. ID Nº: 6 para generar los sitios de reconocimiento de endonucleasas de restricción
adecuados en los extremos vecinos de la secuencia codificadora. Los plásmidos que se usaron en la generación de
los datos de callos de maíz se muestran en la Tabla 15 junto con las diferencias con respecto a elementos genéticos
vecinos a la secuencia codificadora de la AMPA aciltransferasa.

TABLA 15

Plásmidos de transformación de callos del maíz y elementos genéticos relevantes
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Los promotores que se utilizaron incluyeron el promotor e35S 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 líder no traducidas que se utilizaron incluyeron la proteína
de unión a la clorofila a/b del trigo (L-Ta.Cab) y Hsp70 del maíz (L-Zm.Hsp70). Las secuencias de poliadenilación
y terminación que se utilizaron incluyeron NOS 3’ de Agrobacterium tumefaciens (T-At.Nos) y Hsp70 del trigo (T-
Ta.Hsp70). En todas las casetes de expresión de PhnO se utilizó la misma secuencia de dirección al cloroplasto,
representada por SEC. ID Nº: 9.

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

Se obtuvieron 4,5 mCi de N-fosfono-[14C]-metilglicina ([14C]-glifosato) del grupo Monsanto Radiosynthesis en
una disolución acuosa 1,5 mM, que tiene una radiactividad específica de 39,4 mCi/mM (5,2 X 105 dpm/microgramo).
La muestra se identificó con el número de código C-2182.2. Se preparó una disolución madre esterilizada por filtración
a través de un Acrodisk de 0,2 micrómetros (Gelman Nº 4192) combinando 2,5 ml de [14C]-glifosato (3,3 X 108

dpm) con 2,5 ml de medio de crecimiento de callos de maíz (medio N6) y 5,0 mg de tensioactivo Mon 0818. La
concentración de [14C]-glifosato en la disolución de dosis resultante era de 0,75 mM. El medio N6 fue descrito por
Chu y col. (1975) y se preparó 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 disolución
de la dosis se sometió a análisis de HPLC como se describió 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 más largo correspondió
al glifosato (11,3 minutos, 98,8%). Los picos de impurezas correspondientes a [14C]-AMPA (5,8 min, 0,16%) y a un
material no identificado (10,2 min, 1,0%) también estaban presentes en la disolución de la dosis. No se presentaron
picos correspondientes a N-acetil-[14C]-AMPA en la disolución de la dosis. Se prepararon otras dos disoluciones de
dosis usando estos reactivos, cada una de las cuales se aumentó tres veces hasta volúmenes de 15 ml basándose en el
procedimiento de preparación descrito anteriormente.

Se sintetizó N-acetil-[14C]AMPA para uso como un patrón de tiempo de retención de HPLC. Se añadió 1 ml de
piridina y 2 m de anhídrido acético a un tubo de cultivo con tapón de rosca de 20 ml y se enfrió en hielo. A la disolución
enfriada se añadió 0,1 ml de una disolución acuosa de [14C]-AMPA (6,2 X 106 dpm, código C-2127.2). A continuación
se retiró el tubo del baño de hielo y se calentó hasta aproximadamente 50-60ºC. Tras aproximadamente 30 minutos se
retiró una muestra de 10 µl y se combinó con 0,5 ml de agua y se analizó según el procedimiento de HPLC expuesto
anteriormente. No se detectó [14C]-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 aisló una muestra del material eluido a los 13.9
minutos y se analizó por espectrometría de masas por electrovaporización de iones negativos. El resultado mostró
iones fuertes en m/e 152 y 154, como se esperaba para este compuesto, que tiene un peso molecular de 153 Dalton;
el ión de m/z 154 fue por el átomo isotópico [14C]. El pico radiactivo que eluye a los 15,4 minutos no se aisló. Sin
embargo, en un experimento de HPLC separado, se mostró que eluye conjuntamente con N-acetil-N-metil-AMPA
sintético. Previamente se mostró que N-metiI-[14C]-AMPA es una impureza en el material [14C]-AMPA inicial.

Bajo condiciones asépticas, se transfirieron las muestras de callo de maíz a pocillos individuales de grupos de
cultivo celular COSTARTM de 48 pocillos estériles (Nº de cat. 3548). No se pesaron las muestras de callos individua-
les. Sin embargo, en varios casos se determinó el peso total de las muestras de callos en una placa de 48 pocillos.
Típicamente, el peso promedio de las muestras de callos individuales fue de aproximadamente 200-250 mg. En cada
ensayo, se incluyó como control, una muestra de callo no transformado, HI II X B73. Se añadieron 50 µl de disolución
de dosis conteniendo 3,3 X 106 dpm de [14C]-glifosato a cada muestra de callo. Las placas de 48 pocillos se sellaron
con parafilm y se colocaron en una bolsa de plástico que contenía una toalla de papel húmeda para proporcionar una
atmósfera húmeda. Se cerraron las bolsas y se colocaron en un cajón oscuro a 25ºC durante 10 días. Cada muestra de
callo se transfirió posteriormente a un tubo de microcentrífuga etiquetado (VWR, 1,7 ml, Nº de cat. 20170-620). Se
añadió 1,0 ml de agua desionizada a cada tubo, se cerraron los tubos y se colocaron en soportes de microcentrífuga
redondos flotantes de 20 tubos (Nalge, Nº de cat. 5974-1015). Estos tubos de microcentrífuga se hicieron flotar en agua
hirviendo durante 30 minutos, se agitaron usando un mezclador vórtex, y se centrifugaron durante 5 minutos usando
una microcentrífuga de marca Fisher. Se retiraron muestras de 120 µl de sobrenadante para análisis por HPLC como
se describe a continuación. Las muestras se inyectaron usando un autoinyector WISP de Waters. Se obtuvieron per-
files cromatográficos para cada muestra analizada y se obtuvo información cuantitativa extrapolando el área bajo los
picos de elución radiactiva para [14C] total en cada muestra. La figura 2 muestra un perfil de HPLC de una mezcla de
patrones de los metabolitos radiactivos observados [14C]-AMPA, [14C]glifosato, y N-acetil-[14C]-AMPA y la impureza
identificada como N-acetil-N-metiI-[14C]-AMPA.
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El análisis de HPLC se completó típicamente usando una columna SPHERISORBTM S5 SAX de 250 mm x 10 mm
para la mayoría de los análisis. Algunas muestras se analizaron en una columna SAX de 250 x 10 mm, ALLTECHTM

de 5 micrómetros, que proporcionó un rendimiento similar. Se prepararon dos disolventes. El disolvente A estaba
constituido por KH2PO4 0,005 M, ajustado hasta pH 2,0 con H3PO4 y contenía metanol al 4%. El disolvente B estaba
constituido por KH2PO4 0,10 M, ajustado hasta pH 2,0 con H3PO4 y también contenía metanol al 4%. El caudal del
eluente se estableció en 3 ml/min, y caudal de centelleo se estableció en 9 ml/ min usando un líquido de centelleo
ATOMFLOWTM (Nº NEN-995, de Packard Instruments). Todas las etapas de disolventes de columna fueron lineales,
con los flujos de inyección y disolvente de columna como se indicaron en el ejemplo 2. La columna se prepara para
otra inyección de 20 minutos.

Se combinaron muestras de callos de 359 líneas de maíz transformadas con alícuotas de disolución de dosis de
[14C]-glifosato de 50-µl y se incubaron durante 10 días en la oscuridad. Cada muestra de callo posterior a la incuba-
ción, junto con su material de dosis adherido, se transfirió a un tubo de microcentrífuga de 1,7 ml junto con 1 ml de
agua, y se colocó cada tubo en agua hirviendo. Esta etapa causa la lisis celular, liberando los compuestos intracelulares
solubles incluidos cualquier compuesto marcado con isótopo, tal como el glifosato, el AMPA y el N-acetiI-AMPA.
Durante el desarrollo del procedimiento se determinó que si los callos posteriores a la incubación se aclaraban mi-
nuciosamente con agua, el 85-95% de la radiactividad se eliminaba, y el análisis de HPLC mostró que virtualmente
toda la radiactividad en los aclarados era por [14C]-glifosato y ninguna pudo atribuirse a los metabolitos marcados
con [14C]. En estos experimentos, los callos aclarados dieron extractos que contenían metabolitos marcados con [14C]
además de [14C]-glifosato. Esto indicó que la radiactividad en los aclarados era principalmente, sino exclusivamente,
por el [14C]-glifosato de superficie no absorbido. Es importante tener esto en cuenta cuando se consideran los porcen-
tajes más bien bajos de la dosis convertida en metabolitos, porque el cálculo del porcentaje incluye grandes cantidades
de radiactividad de superficie no absorbida. El trabajo de desarrollo del procedimiento también mostró que simple-
mente hirviendo los callos incubados en agua se liberaba tanta radiactividad como podía liberarse por medio de un
procedimiento convencional de trituración/extracción. 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 más altos de N-acetil-[14C]-AMPA o [14C]-AMPA obtenidos tras el análisis por HPLC. En la Figura
3 se muestra un cromatograma representativo de una muestra de extracto de callo, transformada con GOX más AMPA
aciltransferasa, tratada con glifosato.

(Tabla pasa a página siguiente)
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TABLA 16

Líneas de callos de maíz transformadas que producen cantidades de AMPA o N-acetil-AMPA
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19 de las 359 muestras de callos probadas produjeron extractos que contenían N-acetiI-[14C]-AMPA en un nivel
claramente más alto que las otras muestras de callos. El callo OR516 fue el más fuerte en este sentido y se analizó
cinco veces durante un período de dos meses, proporcionando valores que varían desde 0,50 hasta 4,54% (promedio
1,91%). Se desconoce la base para la amplitud relativamente grande en el porcentaje de N-acetiI-[14C]-AMPA formado
en diversos tiempos. En cuatro de los cinco análisis de OR516, el porcentaje de N-acetiI-[14C]-AMPA presente fue
más elevado que el de [14C]-AMPA, indicando una conversión eficaz de [14C]-AMPA a N-acetiI-[14CÝ-AMPA. El
siguiente callo más eficaz para producir N-acetiI-[14C]-AMPA fue 1978-24-02, que fue el otro único callo además de
OR 516 que contenía más N-acetiI-[14C]-AMPA que [14C]-AMPA en su extracto. Cien de las 359 muestras de callos
probadas produjeron extractos que contenían [14C]-AMPA en un nivel claramente más alto que las otras muestras
de callos. OX556 fue un productor excepcional de [14C]-AMPA, dando más de dos veces la cantidad de metabolito
que cualquier otro callo en el estudio. El callo control, HI II X B73, que no contenía genes insertados, no produjo
niveles detectables de N-acetiI-[14C]-AMPA y solamente niveles de fondo de [14C]-AMPA. Este resultado indica que
la expresión de una AMPA aciltransferasa en maíz es eficaz en la conversión de AMPA producido como un resultado
de la degradación de glifosato mediada por GOX a N-acetiI-AMPA.

Trigo

Se ha mostrado que la degradación de glifosato mediada por GOX produce AMPA, y previamente se ha mostrado
que AMPA es la fuente de los efectos fitotóxicos. Por consiguiente, se determinaron los efectos de la exposición 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 observación de cualquier efecto fitotóxico indicaría que
el metabolismo del glifosato mediado por GOX sería perjudicial para la especie Tritium.

Se expusieron embriones inmaduros de trigo a diferentes concentraciones de AMPA y N-acetil-AMPA en un
ensayo de germinación de embriones de trigo. Se preparó el medio base MMSO conteniendo maltosa 40 gramos por
litro, GELRITETM 2 gramos por litro, sales MS, y vitaminas. Las sales, vitaminas, y maltosa se disolvieron en 3500
ml de agua y se ajustó el pH hasta 5,8. 500 ml se colocaron en una botella separada junto con 1 gramo de GELRITETM

y se sometió a autoclave durante 17 minutos. Una vez que el medio se enfrió hasta aproximadamente 45ºC, se añadió
AMPA o N-acetil-AMPA hasta una concentración definida. La mezcla se vertió en copas hexaédricas de Sundae bajo
condiciones estériles y se dejó solidificar.

Se aislaron embriones inmaduros de trigo de plantas de semillero de veinte días de edad (tras la formación de la
antera) y se inocularon en cada medio MMSO. Cada copa de Sundae contenía nueve embriones inmaduros. Se usaron
tres placas separadas para cada concentración 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 días y se determinó y comparó la longitud y
las raíces los brotes. Los resultados se muestran en la Tabla 17.

TABLA 17

Comparación de AMPA y N-acetil AMPA en la longitud de brotes y raíces germinados
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El AMPA no fue sustancialmente inhibidor para el crecimiento y la elongación 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 elongación de brotes como de raíces, indicando que el AMPA puede también ser
fitotóxico para el trigo y, considerando la naturaleza de las especies de cultivos de monocotiledóneas como un to-
do, fitotóxico para otros cultivos de monocotiledóneas así como para los céspedes. La germinación 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 eliminó la germinación de los embriones inmaduros en el trigo. En contraste, el N-acetil-AMPA no fue inhibidor
para los brotes y resultó sólo levemente inhibidor para la elongación de las raíces en cualquiera de las concentracio-
nes probadas en este experimento. La mayor concentración de N-acetil-AMPA probada fue superior a diez veces la
concentración no inhibidora mínima determinada para AMPA. No hay efectos significativos para la germinación de
embriones inmaduros cuando la concentración de N-acetil-AMPA es inferior a 3,0 mM. Este resultado indica que la
N-acetilación de AMPA en el trigo prevendrá 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 según el procedimiento de Zhou y col.
(Plant Cell Reports 15: 159-163, 1995). Brevemente, se usó trigo de primavera, Triticum aestivum variedad Bobwhite,
como la línea de transformación diana. La población de plantas se cultivó en una cámara de cultivo de ambiente
controlado con un período 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 día/noche
fueron 18/16ºC. Se recogieron cariópsides inmaduras de las plantas 14 días 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 usó medio CM4. El contenido del medio CM4 es medio MMS2, pero contiene sólo 2,4-D
0,5 miligramos por litro e incluye picloram 2,2 miligramos por litro. Los embriones inmaduros se cultivaron a 26ºC
en la oscuridad.

Los embriones inmaduros se transfirieron cinco días después del inicio del cultivo a un medio CM4 de tratamiento
osmótico que contenía manitol 0,35 M cuatro horas antes del bombardeo según 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 plásmido ADN se adsorbió sobre partículas de
tungsteno de 1 µm según 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 colocó una pantalla de acero inoxidable
de 100 µm inmediatamente por debajo de la placa de parada.

Tras un tratamiento en el medio osmótico de 16 horas posterior al bombardeo, se transfirieron los embriones al
medio MMS2 o CM4. Tras un período de una semana, los embriones se transfirieron al medio MMS2 o CM4 que
contenía glifosato 2 mM. Tras 9-12 semanas de proliferación de los callos en el medio de selección, se transfirieron
los callos a un medio de regeneración MMS0.2 que contenía 2,4-D 0,2 mg/l y glifosato 0,1 mM. Los brotes obtenidos
del medio de regeneración se transfirieron a MMSO sin 2,4-D pero que contenía glifosato 0,02 mM.

Las plantas R0 tolerantes a glifosato así como la progenie R1 se transfirieron a recipientes de 15 centímetros de
diámetro y se cultivaron en una cámara de ambiente controlado como se describió anteriormente. Dos semanas más
tarde, las plantas se pulverizaron con ROUNDUP 3 ml/litro (componente activo al 41%, Monsanto Company) en una
cámara de pulverización, que se diseñó para imitar una aplicación de dosis de campo de 0,6 kilogramos de glifosato
por hectárea. Se observaron y registraron los síntomas de deterioro en diferentes estadios tras la pulverización.

El ADN genómico del tejido de hoja de R0 y de la progenie R1 siguiendo el procedimiento de Shure y col. (Cell
35: 225-233,1983). Se digirieron quince microgramos de ADN genómico con la endonucleasa de restricción BglII
y se fraccionó en un gel de agarosa al 0,8%. Se transfirió el ADN a membranas Hybond N (Amersham) según 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 liberó un fragmento de ADN de 3,4 kb que contenía el gen de EPSPS y
un fragmento de ADN de 4,8 kb que contenía el gen de GOX de pMON19574 por digestión con la endonucleasa de
restricción BglII, aislados por electroforesis en gel de agarosa al 0,7%, y marcados con [32P] dCTP usando un kit de
marcación aleatoria de cebadores Stratagene PRIME-IT II. Las sondas estaban marcadas hasta una actividad específica
de 3 X 109 conteos por minuto por microgramo y 1,3 X 109 conteos por minuto por microgramo, respectivamente. Las
membranas se hibridaron durante 14 horas a 42ºC en una disolución que contenía formamida al 50%, 5X SSC, 5X
Denhardt, SDS al 0,5%, y ARNt 100 microgramos por mililitro. La condición del lavado final fue al SSC 0,1% y SDS
al 0,1% a 60ºC durante quince minutos.

Los ensayos de las proteínas EPSPS y GOX se realizaron usando extractos brutos de proteínas de tejido de hojas
de las plantas R0 y se cuantificaron las proteínas totales siguiendo el procedimiento de Bradford (Anal. Biochem.
72: 248-256, 1976). El porcentaje de proteína EPSPS y GOX representado en los extractos se cuantificó usando un
procedimiento de ELISA y se calculó como proteína extraíble total por ciento.

Se aislaron embriones inmaduros de las plantas transgénicas R0 y de control Bobwhite veinte días después de la
antesis y se cultivaron en el medio MMSO con glifosato 0,02 mM para una prueba de germinación. Se registraron
los embriones germinados y no germinados diez días más tarde y los datos se analizaron por la prueba de X2 para
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segregación 3:1. Las plantas tolerantes de la prueba de germinación se transfirieron a la tierra y se pulverizaron con
ROUNDUP tres mililitros por litro como se describió anteriormente.

Se usaron cinco plásmidos que llevan genes de resistencia al glifosato para transformar embriones inmaduros
de trigo como se describió anteriormente. pMON19338 contiene una casete de nucleótidos que codifica un péptido
de tránsito de cloroplasto EPSPS de petunia en marco con una secuencia de la enzima EPSPS de la cepa CP4 de
Agrobacterium. La casete de nucleótidos se inserta secuencia abajo de un promotor 35 S potenciado del virus del
mosaico de la coliflor unido en posición 3’ a una secuencia del intrón HPS70 del maíz y intrón secuencia arriba de
una secuencia de poliadenilación y terminación de la transcripción de la nopalina sintasa 3’. Se colocan sitios de
restricción convenientes entre la secuencia del intrón y la secuencia de terminación 3’ para insertar los elementos
genéticos. pMON19643 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 además contiene una casete de expresión de glifosato oxidorreductasa dirigida al cloroplasto idéntica a la de
pMON19643 secuencia abajo e inmediatamente vecina a la casete de expresión de EPSPS. pMON32570 es similar
a pMON19574 en que están presentes las casetes de expresión que codifican una EPSPS dirigida al cloroplasto y
GOX dirigida al cloroplasto, sin embargo, también está presente una casete de expresión que codifica una enzima
AMPA aciltransferasa dirigida al cloroplasto entre las casetes de expresión de EPSPS y GOX. Otros elementos que
están presentes en pMON19574 y no en otros plásmidos son también dignos de mención. Por ejemplo, un líder 5’
no traducido del gen de la proteína principal de unión a la clorofila a/b del trigo está presente entre el promotor 35S
potenciado y el intrón en ambas casetes de expresión, la de EPSPS y la de AMPA aciltransferasa (McElroy y col., Plant
Cell 2: 163-171, 1990). También, está presente una secuencia de poliadenilación y terminación de la transcripción 3’
del gen hsp 17 del trigo en lugar de la secuencia de la nopalina sintasa 3’ para ambas casetes de expresión, la de
EPSPS y la de AMPA aciltransferasa. Todos los plásmidos produjeron plantas de trigo recombinantes tolerantes al
glifosato usando el procedimiento de transformación balística descrito anteriormente. Sin embargo, los plásmidos 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,
segregación aberrante de fenotipos e infertilidad y no se analizaron más. Los datos obtenidos tras la transformación
biolística usando los plásmidos descritos se muestran en la Tabla 18.

TABLA 18

Datos de la transformación biolística del trigo

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 segregó generalmente en la
proporción esperada de 3:1 en las plantas R1 como se evalúa 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 número de líneas tolerantes al glifosato diferentes para
producir plantas R2 tolerantes al glifosato a las que se aplicó [14C]-glifosato como se describió anteriormente. Se re-
cogieron tejidos de hojas y tallos de las plantas a las 48 horas después de la aplicación del glifosato, y se extrajeron los
compuestos solubles en agua como se describió anteriormente y se analizaron por HPLC como en el ejemplo 2 para
evidenciar la presencia de metabolitos de [14C]-glifosato. Se sumó el área total bajo los picos marcados con isótopo
[14C] que eluyeron de la columna para proporcionar una base de identificación de compuestos marcados con [14C] 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 trigo1
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La disolución patrón contiene proporciones molares aproximadamente iguales de los compuestos glifosato, AMPA
y N-acetil-AMPA, así como una cantidad de impureza que están presentes como un resultado de la síntesis química de
estos compuestos marcados con isótopo. El medio de cultivo al que se añadió [14C]-glifosato se trató 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 observó fotodegradación del glifosato a AMPA, y un pequeño porcentaje de AMPA
pareció convertirse en acetil-AMPA, probablemente como resultado de la exposición en el medio de cultivo a otros
compuestos acilados. Previamente se ha observado la fotodegradación del glifosato por exposición a la luz visible a
AMPA como el principal producto de degradación (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 plásmido de sólo EPSPS no produjeron [14C]-AMPA ni acetiI-[14C]-AMPA a partir de [14C]-glifosato. El [14C]-
AMPA y las cantidades trazas de acetiI-[14C]-AMPA que se observaron estaban dentro de los límites observados como
resultado de la fotodegradación en el control del medio de cultivo. Las plantas no recombinantes Bobwhite de control
tratadas con [14C]-glifosato tampoco produjeron AMPA ni acetil-AMPA. Las plantas transformadas con el plásmido
de la construcción de triple gen que contenía 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 análisis de transferencia
Southern demostraron que los transgenes estaban integrados en los genomas del trigo y se transmitieron a las siguientes
generaciones. El análisis de transferencia Western usando antisuero anti-EPSPS, anti-GOX, o anti-PhnO para detectar
estas proteínas en los extractos de las plantas transformadas con el gen triple proporcionó otro punto de vista en la
base para la observación del metabolismo variable del [14C]-glifosato. El análisis de transferencia Western indicó que
todas las líneas estaban produciendo EPSPS, sin embargo sólo la línea 27249 estaba produciendo GOX y proteína
PhnO. Este resultado es coherente con los datos en la Tabla 19, que muestran que la línea 27249 metaboliza de manera
eficaz el [14C]-glifosato a acetiI-[14C]-AMPA. Esta línea de planta tampoco demostró atrofia, fertilidad parcial ni los
fenotipos de segregación alterada asociados con otras líneas. Estos resultados indican que la coexpresión de GOX
y AMPA aciltransferasa en plantas de trigo que expresan EPSPS recombinante proporciona tolerancia mejorada al
herbicida.

Ejemplo 9

Este ejemplo ilustra la transformación de cloroplastos de tabaco con un gen phnO.

Pueden producirse plantas recombinantes en las que sólo 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 heterólogo,
por ejemplo por Daniell y col. (Patente de EEUU Nº 5.693.507; 1997) y Maliga y col. (Patente de EEUU Nº 5.451.513;
1995). Puede construirse un vector que contiene una casete de expresión a partir de la cual podría producirse una pro-
teína aciltransferasa. Una casete podría contener un secuencia de un promotor funcional en cloroplastos que dirija la
expresión de, por ejemplo, un gen phnO, construido casi de la misma manera que otros polinucleótidos en el presente
documento, usando procedimientos de PCR, digestión y unión con endonucleasas de restricción, etc. Un gen expresa-
bles en cloroplastos proporcionará un promotor y una región 5’ no traducida de un gen heterólogo o gen de cloroplasto
tal como psbA, que proporcionará la transcripción y traducción de una secuencia de ADN que codifica una proteína
aciltransferasa en el cloroplasto; una secuencia de ADN que codifica una proteína aciltransferasa; y una región de
terminación de la transcripción y de la traducción tal como una región repetida 3’ invertida de un gen de cloroplasto
que podría estabilizar un ARNm expresado que codifica una proteína aciltransferasa. La expresión desde dentro del
cloroplasto potenciará la acumulación del producto del gen. Una célula huésped que contiene cloroplastos o plastidios
puede transformarse con la casete de expresión y a continuación la célula resultante que contiene los cloroplastos
transformados puede cultivarse para expresar la proteína aciltransferasa. Una casete también puede incluir un gen de
tolerancia a antibióticos, herbicidas, u otro gen de un marcador seleccionable además del gen de aciltransferasa. La
casete de expresión puede estar flanqueada por secuencias de ADN obtenidas de un ADN de cloroplasto que facilitará
la integración estable de la casete de expresión en el genoma del cloroplasto, particularmente por recombinación ho-
móloga. Como alternativa, la casete de expresión puede no integrarse, pero al incluir un origen de replicación obtenido
de un ADN de cloroplasto, será capaz de proporcionar la replicación de, por ejemplo, un gen phnO heterólogo u otro
gen de aciltransferasa dentro del cloroplasto.

Pueden generarse plantas a partir de células que contienen cloroplastos transformados y a continuación pueden
cultivarse para producir semillas, de las que pueden generarse otras plantas. Tales procedimientos de transformación
son ventajosos sobre la transformación del genoma nuclear, en particular donde se efectúa la transformación de cloro-
plastos por integración del genoma del cloroplasto, porque los genes de los cloroplastos en general se heredan por vía
materna. Esto proporciona plantas transgénicas “más seguras” desde el punto de vista ambienta, eliminando virtual-
mente la posibilidad de escapes en el ambiente. Además, los cloroplastos pueden transformarse múltiples veces para
producir genomas funcionales de cloroplastos que expresen múltiples proteínas recombinantes deseadas, mientras que
se ha mostrado que la transformación genómica nuclear está bastante limitada cuando se desean múltiples genes. De
esta manera, se evitan los sucesos de segregación usando transformación de cloroplastos o plastidios. A diferencia de
la expresión del genoma nuclear de la planta, la expresión en cloroplastos o plastidios puede iniciarse a partir de un
único promotor y continuar a lo largo de una región policistrónica para producir múltiples péptidos a partir de un único
ARNm.
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La casete de expresión se producirá casi de la misma manera en que se construyen otros vectores de transformación
de plantas. Las secuencias de ADN funcionales de cloroplastos de plantas pueden insertarse en un plásmido bacteria-
no y unirse a secuencias de ADN que expresan los productos genéticos deseados, tales como proteínas PhnO u otras
aciltransferasas similares, de manera que la proteína aciltransferasa se produce dentro del cloroplasto, obviando la ne-
cesidad de regulación nuclear del gen, remate, empalme, o poliadenilación de genes nucleares regulados, o secuencias
dirigidas a cloroplastos o plastidios. Una casete de expresión 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, podrá
insertarse en un sitio de restricción en un vector construido para el objeto de transformar cloroplastos o plastidios. La
casete se flanqueará secuencia arriba por un promotor funcional de cloroplasto o plastidio y secuencia abajo por una
secuencia de terminación de la traducción y transcripción funcional de cloroplasto o plastidio. La casete resultante
podría incorporarse en el genoma del cloroplasto o plastidio usando procedimientos de recombinación homóloga bien
conocidos.

Como alternativa, la transformación de cloroplastos o plastidios podría obtenerse usando un plásmido de repli-
cación autónomo u otro vector capaz de propagarse dentro del cloroplasto o plastidio. Un medio para llevar a cabo
este procedimiento será utilizar una porción del genoma del cloroplasto o plastidio necesaria para la iniciación de la
replicación del cloroplasto o plastidio como medio para mantener el plásmido o el vector en los cloroplastos o plas-
tidios transformados. Una secuencia que permita la replicación estable de un elemento epigenético de cloroplasto o
plastidio podría identificarse fácilmente a partir de la clonación 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 transformación de los cloroplastos o plastidios y la selección de las células transformadas en un medio
de selección adecuado. La introducción de una casete de expresión como se describe en el presente documento en
un elemento epigenético replicable de cloroplasto o plastidio proporcionará un medio eficaz para localizar un gen de
aciltransferasa y la proteína al cloroplasto o plastidio.
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REIVINDICACIONES

1. Una planta que comprende una secuencia de polinucleótidos que codifica una proteína aminometil fosfona-
to (AMPA)-N-aciltransferasa, en la que dicha proteína AMPA-N-aciltransferasa transfiere un grupo acilo desde un
compuesto donador acilado hasta la amina terminal del AMPA, en la que la proteína comprende una secuencia de
aminoácidos que es al menos 90% homóloga a la SEC. ID Nº: 4, y en la que la expresión de dicha proteína en dicha
planta permite a dicha planta ser tolerante al AMPA.

2. La planta de la reivindicación 1, en la que la secuencia de polinucleótidos está 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 terminación de la transcripción.

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

4. La planta de la reivindicación 2 en la que dicha proteína además comprende un péptido de tránsito de cloroplasto
amino terminal, en la que dicha proteína está localizada hacia los cloroplastos o plastidios en dicha planta.

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

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

8. La planta de la reivindicación 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 reivindicación 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 caña de azúcar.

10. La planta de la reivindicación 1, en la que dicha proteína se selecciona del grupo constituido por SEC. ID Nº:
4, SEC. ID Nº: 8 y SEC. ID Nº: 12.

11. La planta de la reivindicación 10 en la que la secuencia de polinucleótidos se selecciona del grupo constituido
por SEC. ID Nº: 3, SEC. ID Nº: 7, SEC. ID Nº: 11 y SEC. ID Nº: 19.

12. La planta de la reivindicación 1 en la que la secuencia de polinucleótidos deriva de un microbio y es comple-
mentaria a una secuencia de polinucleótidos que hibrida bajo condiciones rigurosas a una secuencia seleccionada del
grupo constituido por SEC. ID Nº: 3, SEC. ID Nº: 7, SEC. ID Nº: 11, SEC. ID Nº: 16, SEC. ID Nº: 17, SEC. ID Nº:
18 y SEC. ID Nº: 19.

13. La planta de la reivindicación 1 en la que la secuencia de aminoácidos es al menos 95% homóloga a SEC. ID
Nº: 4.

14. La planta de la reivindicación 1 que se selecciona del grupo constituido por maíz, trigo, algodón, arroz, soja y
canola.

15. La planta de la reivindicación 4 en la que la porción amino terminal del péptido de tránsito de cloroplasto de
la proteína está codificada por una secuencia de ADN seleccionada del grupo constituido por SEC. ID Nº: 9, SEC. ID
Nº: 13 y SEC. ID Nº: 14.

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

17. La planta de la reivindicación 1 que puede obtenerse por medio del cultivo de la semilla de la reivindicación
16.
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18. La planta de la reivindicación 1 que comprende además una secuencia de polinucleótidos 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 polinucleótidos 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 proteína que comprende una secuencia de aminoácidos
que es al menos 90% homóloga a la SEC. ID Nº 4, unida de manera operativa a;

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

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

21. El procedimiento de la reivindicación 19, en el que dicha secuencia de ADN estructural se selecciona del grupo
constituido por SEC. ID Nº: 3, SEC. ID Nº: 7, SEC. ID Nº: 11 y SEC. ID Nº: 19.

22. El procedimiento de la reivindicación 19 ó 20, en el que dicha etapa de transformación comprende:

a) insertar en el genoma de una célula de planta la secuencia de polinucleótidos;

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

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

23. El procedimiento de la reivindicación 19, en el que dicha proteína se selecciona del grupo constituido por SEC.
ID Nº: 4, SEC. ID Nº: 8 y SEC. ID Nº: 12.

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

25. El procedimiento de la reivindicación 19, en el que la secuencia de aminoácidos es al menos 95% homóloga a
SEC. ID Nº: 4.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Barry, Gerard F.

<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
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<210> 2
<211> 11672
<212> ADN
<213> Escherichia coli

<400> 2
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<211> 435
<212> ADN
<213> Escherichia coli

<400> 3

<210> 4
<211> 144
<212> PRT
<213> Escherichia coli
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<400> 4

<210> 5
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: oligonucleótido sintético

<400> 5

aaacaccatg gctgcttgtg

<210> 6
<211> 35
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: oligonucleótido sintético

<400> 6

gtgacgaatt cgagctcatt acagcgcctt ggtga 35

<210> 7
<211> 435
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: secuencia de nucleótidos que no se presenta en la naturaleza que codifica

la proteína de PhnO modificada P2A; g-c en la posición del nucleótido 4

<220>
<221> CDS
<222> (1) .. (432)

<400> 7

<210> 8
<211> 144
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
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<400> 8

<210> 9
<211> 264
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: secuencia que codifica el péptido de tránsito
<220>
<221> CDS
<222> (1) .. (264)
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<400> 9

<210> 10
<211> 88
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<400> 10

<210> 11
<211> 696
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: secuencia que codifica CTP-AMPA acetiltransferasa y traducción de la

secuencia de aminoácidos

<220>
<221> CDS
<222> (1) .. (696)
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<400> 11

<210> 12
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<211> 232
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<400> 12

<210> 13
<211> 415
<212> ADN
<213> Zea mays

<220>
<221> región N
<222> (15) .. (163)
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<220>
<221> intrón
<222> (164) .. (322)

<220>
<221> región C
<222> (323) .. (411)

<400> 13

<210> 14
<211> 174
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: secuencia codificadora de péptido de tránsito de cloroplastos o plastidios

y traducción de la secuencia de aminoácidos

<220>
<221> CDS
<222> (1) .. (174)

<400> 14

<210> 15
<211> 58
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
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<400> 15

<210> 16
<211> 157
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: oligonucleótido sintético que representa los pares de bases 1 hasta 157

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

<400> 16

<210> 17
<211> 187
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: secuencia de oligonucleótido sintético que representa los pares de bases

158 hasta 344 de un gen de AMPA aciltransferasa de 432 pares de bases.

<400> 17

<210> 18
<211> 88
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Descripción de la secuencia artificial: secuencia de oligonucleótido sintético que representa los pares de bases
345 hasta 432 de un gen de AMPA aciltransferasa de 432 pares de bases.

<400> 18

<210> 19
<211> 432
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: oligonucleótido sintético que proporciona la secuencia codificadora

optimizada para monocotiledóneas para una AMPA acetiltransferasa

<220>
<221> CDS
<222> (1) .. (432)

<400> 19
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<210> 20
<211> 144
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<400> 20

<210> 21
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: oligonucleótido sintético PHN1 para uso como un cebador de amplifica-

ción
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<400> 21

atggctgctt gtgagcttcg

<210> 22
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: oligonucleótido sintético PHN2 para uso como un cebador de amplifica-

ción

<400> 22

cagcgccttg gtgaagcgga

<210> 23
<211> 1630
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223>Descripción de la secuencia artificial: casete de expresión que comprende el promotor funcional de planta unido

a una secuencia codificadora que codifica una AMPA acetiltransferasa unida a una secuencia de terminación
de la transcripción

<220>
<221> promotor
<222> (33) .. (605)
<220>
<221> péptido de tránsito
<222> (627) .. (892)

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

<220>
<221> terminador
<222> (1350) .. (1605)
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<400> 23
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<210> 24
<211> 144
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
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<400> 24

<210> 25
<211> 2122
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: casete de expresión que comprende el promotor de planta unido a una

secuencia que codifica una AMPA acetiltransferasa unida a una secuencia de terminación
<220>
<221> promotor
<222> (6) .. (620)

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

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

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

<220>
<221> CDS
<222> (1407) .. (1838)
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<220>
<221> terminador
<222> (1849) .. (2082)

<400> 25
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<210> 26
<211> 144
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<400> 26

<210> 27
<211> 2378
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: casete de expresión que comprende un promotor de planta unido a un

intrón, una secuencia que codifica una AMPA acetiltransferasa, y una secuencia de terminación
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<220>
<221> promotor
<222> (28) .. (965)

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

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

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

<220>
<221> terminador
<222> (2114) .. (2369)
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<400> 27
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<210> 28
<211> 144
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
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<400> 28

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

<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: casete de expresión que comprende el promotor funcional de planta

unido a una secuencia líder, intrón, una secuencia que codifica una AMPA acetiltransferasa, y una secuencia
de terminación

<220>
<221> promotor
<222> (26) .. (590)

<220>
<221> 5’UTR
<222> (615) ..(685)

<220>
<221> intrón
<222> (699) .. (1148)

<220>
<221> péptido de tránsito
<222> (1149) .. (1426)
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<220>
<221> CDS
<222> (1427) .. (1858)

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

<400> 29

39



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 325 874 T3

<210> 30
<211> 144
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<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<400> 30

<210> 31
<211> 2436
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: casete de expresión de monocotiledónea que comprende un promotor

funcional de planta unido a un intrón, una secuencia que codifica una AMPA acetiltransferasa, y una secuencia
de terminación

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

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

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

<220>
<221> CDS
<222> (1726) .. (2157)
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<220>
<221> terminador
<222> (2172) .. (2427)

<400> 31
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<210> 32
<211> 144
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
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<400> 32
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