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ES 2275278 T3

DESCRIPCION

Promotores de glutatidon-S-transferasa de plantas.
La presente invencion se refiere a un promotor y a una construccién que comprende el mismo.

En particular, la presente invencidn se refiere a una secuencia promotora de genes inducible quimicamente, y en
particular, pero no exclusivamente, a una secuencia promotora de genes inducible quimicamente basada en elementos
reguladores cis procedentes del gen 27 de la glutatién S-transferasa del maiz (GST-27). La presente invencién se
refiere también a construcciones de genes, sistemas de expresion, plantas y combinaciones promotor/inductor que
comprenden la secuencia promotora de genes quimicamente inducible.

Los avances recientes en técnicas de biologia molecular han dado como resultado una mejor comprensién de los
promotores de plantas. Se han identificado elementos reguladores cis y se han utilizado para localizar actividad de
genes informadores para tipos de células especificas diferenciadas y a etapas definidas del desarrollo de las plantas
(Drews et al., 1992: Guerrero et al., 1990). Si bien existe tecnologia actual para regular la actividad de genes trans de
una manera espacial o temporal, el control externo de los genes introducidos por aplicacién de un producto quimico
inductor no estd bien establecido en las plantas.

La capacidad para regular genes de una manera inducible estd bien establecida en bacterias. hongos, insectos y
cultivos de células animales. Para que los sistemas de regulacion inducibles sean eficaces deberia existir un nivel de
expresion cero o bajo en ausencia de inductor, expresion alta después de tratamiento con inductor y ausencia de efecto
del inductor sobre otras funciones celulares.

Si bien se han aislado numerosos genes inducibles a partir de plantas (Kuhlemeier ez al., 1987), no es de uso
comun un sistema de regulacién inducible bien definido. Se ha descrito cierto nimero de genes que son activados
por el ataque patégeno o por estimulos ambientales, con inclusién de niveles de luz, oxigeno y temperatura. Aunque
algunos de éstos estan bien caracterizados al nivel molecular, no pueden utilizarse para un sistema de genes inducible
debido a la activacién ilegitima por sefiales ambientales.

La implicacién de estimulos quimicos, que incluyen reguladores de crecimiento de las plantas, en la activacién
de la transcripcion génica estd bien documentada en las plantas. La aplicacion de estos compuestos puede controlarse
mejor, en comparacién con los estimulos ambientales, si bien los mismos nos pueden considerarse para sistemas de
genes inducibles debido a efectos pleiotropicos indeseables.

Varios estudios recientes han demostrado que el control de los genes trans en plantas puede conseguirse por apli-
cacion de productos quimicos exdgenos. Estos incluyen activacion por dcido salicilico (Williams et al., 1992), tetraci-
clina (Weinmann et al., 1994), glucocorticoides (Schena ef al., 1991) e iones cobre (Mett et al., 1993). Aunque estos
sistemas satisfacen los requisitos previos descritos anteriormente, y por consiguiente tienen utilidad para aplicaciones
de investigacidn, su uso estara limitado dado que los productos quimicos descritos no son compatibles con la practica
agricola actual.

Un grupo potencialmente atractivo de productos quimicos que pueden tener utilidad en la regulacién de la ex-
presion génica en plantas transgénicas son los agentes fitoprotectores herbicidas. Estos compuestos se utilizan ac-
tualmente en agricultura y funcionan para elevar selectivamente el metabolismo de ciertos herbicidas, fundamental-
mente por induccién de las enzimas destoxificantes, glutatiéon S-transferasa (Hatzios, 1991) y las oxidasas de fun-
cién mixta dependientes del citocromo p450 (Fonne-Pfister y Kreuz, 1990). Las glutatién S-transferasas (GSTs) son
enzimas multifuncionales que catalizan la conjugacién del grupo tiol del glutatién con los centros electréfilos de
compuestos lipéfilos conduciendo a su destoxificaciéon (Mannervik y Danielson, 1988). Las GSTs son ubicuas y su
papel en el metabolismo xenobidtico en los mamiferos y las plantas (Lamoureux y Rusness, 1989) estd bien estable-
cido.

El sistema mejor caracterizado de las GSTs de plantas se encuentra en el maiz, donde las mismas representan el
1-2% de la proteina soluble (Timmerman, 1989). Se han descrito cuatro isoformas de GST en el maiz, GST I (Mozer
et al., 1983; Weigand et al., 1986), GST II (Mozer et al., 1983; Holt ef al., 1995), GST III (Moore et al. 1986) y GST
IV (Irzyk y Feurst, 1993). GST-27 es un componente de GST II y GST IV que exhibe inducibilidad dependiente de
fitoprotectores.

En la Publicacién de Patente Internacional No. W093/01294 de los autores de la presente invencién, cuya doctrina
se incorpora por la presente por referencia, se demostraba que la regién promotora controladora de GST-27 puede
utilizarse para conseguir la expresion de genes frans dependientes de fitoprotectores. Estos estudios revelaban que un
promotor de GST-27 de 3,8 kb, ademds de dirigir la expresion de genes trans inducibles por fitoprotectores, conferia
también un nivel constitutivo de expresion en tejidos de las raices.

La presente invencion procura proporcionar, por el uso de un andlisis de promotores detallado, un promotor de
GST delecionado que mantiene todavia las ventajas de la inducibilidad quimica. En relacién con esto, los autores
de la presente invencion han identificado, mediante el uso de deleciones y mapeado de elementos reguladores cis,
secuencias implicadas en la sensibilidad a los fitoprotectores. El uso de estas secuencias puede utilizarse para mejorar
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la eficiencia del cambio de genes. Por ejemplo, una vez que ha sido identificado un elemento cis implicado en la
expresion inducible, es posible mejorar la inducibilidad por ejemplo por multimerizacién del elemento.

Existen ejemplos (cambio inducible de cobre, Mett et al., 1993) en los cuales se han desarrollado sistemas promo-
tores inducibles para plantas en los cuales el elemento regulador cis que confiere inducibilidad se ha fusionado a un
promotor minimo para generar un promotor quimérico sensible al tratamiento quimico. A este respecto, la presente
invencion trata de proporcionar una secuencia quimérica promotora de genes inducible quimicamente que comprende
una secuencia promotora génica quimicamente inducible de la presente invencion.

Otro aspecto de la presente invencién es por consiguiente utilizar los elementos cis para identificar los factores
de transcripcién implicados en la regulacion inducible. Los factores de transcripcién pueden manipularse luego para
mejorar la inducibilidad, por ejemplo un factor quimérico puede modificarse por ingenieria genética con adicién de
activadores fuertes, tales como la regién VP16 del virus del herpes simplex.

De acuerdo con un primer aspecto de la presente invencidn, se proporciona un promotor de gen quimicamente
inducible constituido por una secuencia seleccionada del grupo que se compone de (i) la regién de los pares de bases
1 a 570 inmediatamente aguas arriba del punto de comienzo de la transcripcion de la secuencia promotora de genes de
la subunidad de 27 kD de la glutatién S-transferasa, (ii) la region de los pares de bases 1 a 378 situada inmediatamente
aguas arriba del punto de comienzo de la transcripcion de la secuencia promotora de genes de la subunidad de 27
kD de la glutation S-transferasa y (iii) la regién de los pares de bases 267 a 332 inmediatamente aguas arriba del
punto de comienzo de la transcripcién de la secuencia promotora de genes de la subunidad de 27 kD de la glutatién S-
transferasa, en la cual dicho promotor tiene al menos 98% de homologia con el promotor de la subunidad de 27 kD de
la glutatién S-transferasa del maiz.

De acuerdo con un segundo aspecto de la presente invencién se proporciona un promotor de genes quimicamente
inducibles constituido por la secuencia de la regioén de los pares de bases 275 a 290 inmediatamente aguas arriba del
punto de comienzo de la transcripcién de la secuencia promotora de genes de la subunidad de 27 kD de la glutatién S-
transferasa del maiz.

De acuerdo con un tercer aspecto de la presente invencién se proporciona un elemento promotor de genes qui-
micamente inducible constituido por una secuencia seleccionada del grupo constituido por (i) la regién de los pares
de bases 267 a 279 situada inmediatamente aguas arriba del punto de comienzo de la transcripcién de la secuencia
promotora de genes de la subunidad de 27 kD de la glutatién S-transferasa del maiz, (ii) la region de los pares de bases
278 a 288 situada inmediatamente aguas arriba del punto de comienzo de la transcripcién de la secuencia promotora
de genes de la subunidad de 27 kD de la glutatién S-transferasa del maiz, (iii) la regién de los pares de bases 286
a 296 situada inmediatamente aguas arriba del punto de comienzo de la transcripcién de la secuencia promotora de
genes de la subunidad de 27 kD de la glutation S-transferasa del maiz y (iv) la regiéon de los pares de bases 320 a
332 inmediatamente aguas arriba del punto de comienzo de la transcripcion de la secuencia promotora de genes de la
subunidad de 27 kD de la glutatién S-transferasa del maiz.

De acuerdo con un cuarto aspecto de la presente invencidn se proporciona un multimero constituido por los pro-
motores de genes o elementos promotores de genes de la presente invencion.

De acuerdo con un quinto aspecto de la presente invencion se proporciona una construccién génica constituida por
un promotor de genes o elemento promotor de genes de la presente invencion, enlazada operativamente a un gen o una
serie de genes por la cual la expresion del gen o de la serie de genes puede controlarse por aplicacién de un inductor
exdgeno eficaz.

De acuerdo con un sexto aspecto de la presente invencidn, se proporciona un sistema de expresion para una planta,
estando constituido el sistema de expresién por un gen o una serie de genes fusionados a un promotor de genes o
elemento promotor de genes de la presente invencion, en el cual el sistema de expresion es capaz de ser expresado en
la planta y en el cual la expresion del gen o serie de genes puede controlarse por aplicacién de un inductor exdégeno
eficaz.

De acuerdo con un séptimo aspecto de la presente invencidn se proporciona una planta transgénica que comprende
una construccién génica o un sistema de expresion de acuerdo con la presente invencién en donde la construccién
o el sistema de expresion estd integrado, con preferencia integrado de manera estable, en el DNA genémico de la
planta.

De acuerdo con un octavo aspecto de la presente invencion, se proporciona un proceso de expresion en una planta
de una construccién o un sistema de expresion de acuerdo con la presente invencién en donde el sistema de expresion
o la construccién estd integrado, con preferencia integrado de manera estable en el DNA gendmico del material de la
planta y en donde la expresion del gen o la serie de genes puede controlarse por aplicacién de un inductor exégeno
eficaz.

De acuerdo con un noveno aspecto de la presente invencion se proporciona el uso de un elemento promotor de
genes de la presente invencion para identificar factores de transcripcién implicados en regulacién inducible.
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El promotor o elemento quimicamente inducible esta situado con preferencia inmediatamente aguas arriba del
punto de comienzo de la transcripcion de la secuencia del promotor génico de la subunidad de 27 kD de la glutation-
S-transferasa, isoforma II o aguas arriba de la subunidad de 27 kD de la glutatién S-transferasa, isoforma IV.

Con preferencia, la secuencia o elemento promotor(a) quimicamente inducible estd situado inmediatamente aguas
arriba de punto de comienzo de la transcripcion de la subunidad de 27 kD de la glutatién-S-transferasa del maiz.

Preferiblemente, la secuencia que codifica el promotor génico para la subunidad de 27 kD de la glutatién-S-
transferasa del maiz, isoforma II, es como se muestra en la Figura 1.

Preferiblemente, el sistema de expresion comprende una construcciéon génica de acuerdo con la presente invencion.

Una realizacion preferida de la presente invencion es una secuencia promotora de genes quimicamente inducible
que estd basada en elementos reguladores cis del gen de la glutatién-S-transferasa 27 del maiz, isoforma II (GST-27-
II), como se muestra en la Figura 1, o que tiene homologia sustancial con la de la Figura 1 o una variante de la misma,
en donde la secuencia promotora estd enlazada operativamente o fusionada a una serie de genes por lo que la expresién
del gen o la serie de genes puede controlarse por aplicaciéon de un inductor exégeno.

Una realizacién todavia mds preferida de la presente invencion es una secuencia promotora de genes quimicamente
inducible que estd basada en elementos reguladores cis del gen de la glutatién-S-transferasa 27 del maiz, isoforma II
(GST-17-1I), como se muestra en la Figura 1, o que tiene homologia sustancial con la de la Figura 1 o una variante de
la misma, y que estd integrada, preferiblemente integrada de manera estable, dentro del DNA gendémico de un material
vegetal, y en donde la expresion de un gen o serie de genes puede controlarse por aplicacién de un inductor exégeno
eficaz.

El término “material vegetal” incluye una semilla en germinacién, una planta de semillero, una pldntula o una
planta, o tejidos o células de las mismas (v.g. en la raiz, las hojas y el tallo).

El término “homologia sustancial” abarca homologia con respecto a al menos los dcidos nucleicos/residuos de
dcido nucleico esenciales de la secuencia o elemento promotor(a) con tal que la secuencia o elemento homélogo actiie
como un promotor quimicamente inducible. Con preferencia, existe al menos aproximadamente 70% de homologia,
de modo més preferible al menos aproximadamente 80% de homologia, y de modo atin mds preferible, existe al
menos aproximadamente 90% de homologia con la secuencia de un elemento o secuencia promotor(a) quimicamente
inducible de la presente invencion.

El término “una variante de la misma” con referencia a la presente invencion significa cualquier sustitucién de,
variacion de, modificacion de, reemplazamiento de, delecion de o adicién de uno o mas 4cidos nucleicos de o a la
secuencia promotora con tal que la secuencia resultante actiie como un promotor quimicamente inducible. El término
incluye también secuencias que pueden hibridarse sustancialmente a la secuencia promotora.

El término “construccidén” - que es sinénimo con términos tales como “casete”, “hibrido” y “conjugado” - incluye
un gen o una serie de genes unidos directa o indirectamente a la secuencia o elemento promotor. Ocurre lo mismo para
el término “fusionado” en relacién con la presente invencién que incluye unién directa o indirecta.

El término “sistema de expresion” significa que el sistema arriba definido puede expresarse en un organismo,
tejido, célula o medio apropiado. A este respecto, el sistema de expresion de la presente invencién puede comprender
componentes adicionales que aseguran el aumento de la expresion del gen o serie de genes por el uso del promotor
o elemento génico quimicamente inducible. Se incluyen también en este término factores de transcripcién que son
capaces de fijarse a la secuencia o elemento promotor quimicamente inducible.

El término “transgénico” en relacién con la presente invencion - particularmente en relacién con las plantas de
semillero y plantas en germinacién de la presente invencién - no incluye un promotor de tipo salvaje en su entorno
natural en combinacién con su gen o serie de genes asociados en su entorno natural. Asi, el término incluye brotes
o plantas que incorporan un gen o una serie de genes que pueden ser naturales o no naturales para el brote o planta
en cuestion enlazado(s) operativamente a la secuencia o elemento promotor de genes quimicamente inducible de la
presente invencion.

Asi pues, cuando el cambio génico de la presente invencion estd unido a un gen exdgeno o extrafio e introducido
en una planta por transformacion, proporciona un medio para la regulacién externa de la expresién de dicho gen
extrafo. El método empleado para transformacion de las células vegetales no es especialmente afin a esta invencion y
puede emplearse cualquier método adecuado para la planta diana. Se obtienen plantas transgénicas por regeneracion
a partir de las células transformadas. Se conocen numerosos procedimientos de transformacién por la bibliografia,
tales como agroinfeccion utilizando Agrobacterium tumefaciens o su plasmido Ti, electroporacién, microinyeccién
o células vegetales y protoplastos, transformacidén con microproyectiles, para mencionar sélo unos cuantos. Puede
hacerse referencia a la bibliografia para detalles completos de los métodos conocidos.

La especie de planta en la cual se inserta la secuencia quimicamente inducible no es tampoco particularmente afin a
la invencién. Pueden transformarse plantas dicotiledéneas y monocotiledéneas. Esta invencion puede aplicarse a cual-
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quier planta para la cual estan disponibles técnicas de transformacion o puedan llegar a estarlo. La presente invencién
puede utilizarse por tanto para controlar la expresion génica en una diversidad de plantas modificadas genéticamente,
con inclusién de cosechas de campo tales como canola, girasol, tabaco, remolacha azucarera, y algodén; cereales tales
como trigo, cebada, arroz, maiz y sorgo; frutos tales como tomates, mangos, melocotones, manzanas, peras, fresas,
bananas y melones; y hortalizas tales como zanahoria, lechuga, col, patatas y cebolla. El cambio es adecuado también
para uso en una diversidad de tejidos, con inclusién de raices, hojas, tallos y tejidos reproductores.

Una de las principales ventajas de la presente invencién como resultado de la identificacion de elementos mas
pequefios que pueden utilizarse para conseguir inducibilidad es que los fragmentos menores son mds convenientes
para desarrollo de vectores.

Otra ventaja de la definicién de un elemento de nicleo es que el mismo puede multimerizarse para mejorar la
sensibilidad a los fitoprotectores.

Una ventaja adicional de la utilizacién de un elemento de nticleo es que el mismo permite la generacién de promo-
tores quiméricos inducibles por fitoprotectores. Esto puede incluir promotores especificos o de desarrollo de tejidos,
que podrian manipularse luego para llegar a ser mejorados por fitoprotectores.

Otra ventaja es que un elemento de niicleo de este tipo puede optimizarse por una estrategia de mutacion.

La definicién de un elemento de niicleo permite el aislamiento del factor de transcripcion correspondiente por
escrutinio South-Western. Este elemento podria manipularse luego por mutacion o sobre-expresion para conseguir
una expresién mejorada dependiente de fitoprotectores.

El promotor puede ser inducido por ciertos compuestos quimicos tales como los indicados anteriormente en la
Solicitud de Patente Internacional No. WO90/08826 de los mismos autores de la presente invencién, cuya descripcién
se incorpora por la presente por referencia, conocidos como “fitoprotectores herbicidas”, que pueden aplicarse, por
ejemplo, como pulverizacion, a la plana en crecimiento.

Los ejemplos siguientes describen la identificacién de elementos reguladores cis inducibles por fitoprotectores her-
bicidas dentro del promotor GST-27. Estos han sido identificados por una combinacién de delecién de promotores,
toma de huella in vivo, ensayos de desplazamiento de la movilidad por electroforesis, ensayos de genes informado-
res estables y transitorios. Esto ha definido fragmentos especificos y un elemento de niicleo especifico que tienen
numerosas utilidades.

Se describirdn a continuacion diversas caracteristicas y realizaciones preferidas de la presente invencién, Unica-
mente a modo de ejemplo no limitante con referencia a las Figuras que se acompafan, en las cuales:

la Figura 1 es una secuencia de nucledtidos de la secuencia promotora génica de la subunidad de 27 kD de la
glutatién-S-transferasa, isoforma II;

la Figura 2 es un mapa circular del plasmido pZM/RMS-3;
la Figura 3 es un mapa circular del plasmido pZM/RMS-3-S;
la Figura 4 es un grafico que muestra la inducibilidad de pZM/RMS-3 y pZM/RMS-3-S en el maiz;

la Figura 5 es un gréafico que muestra el efecto del tratamiento con fitoprotectores sobre el maiz transformado de
manera estable con RMS-3-8S;

la Figura 6 muestra los plasmidos pPUG1, pPUG3, pPUG4, pPUGS5, pPUG6 y pPUGT;
la Figura 7 muestra la inducibilidad de los plasmidos pPUG3 a pPUG?7, representados en la Figura 6;
la Figura 8 muestra una huella in vivo de la cadena inferior del promotor GST-27;

la Figura 9 muestra que la huella de GST-27 del maiz es complementaria a un elemento sensible al etileno de GST-
1 de la clavellina;

la Figura 10 muestra sondas de retardo para una huella de G290;

la Figura 11 muestra una autorradiografia de EMSA utilizando las sondas WT290 y MUT290;

la Figura 12 muestra una autorradiografia de un ensayo de competicién de EMSA;

la Figura 13 muestra los resultados de un ensayo de transformacion transitoria de mutaciones de pPUGS;
la Figura 14 muestra secuencias parciales de sondas de retardo para el promotor GST-27 y ERE;
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la Figura 15 muestra el retardo utilizando las sondas WT y MUT de G275;
la Figura 16 muestra el retardo utilizando las sondas WT y MUT de G326, G284 y el ERE;

la Figura 17 muestra los resultados de un ensayo de competencia en el cual sondas WT frias compitieron con
WT290 caliente.

Aislamiento de promotores

El aislamiento y la caracterizacién de la region promotora de GST-27 se describe en la Publicacion de Patente
Internacional No. W093/01294. Como resumen, una sonda de hibridacién de 205 pb, correspondiente a la regién 3’ no
traducida de cDNA de GST-27, se amplificé utilizando PCR. El producto PCR se marc6 con **P cebado aleatoriamente
y se utilizo para escrutar 5 x 10° recombinantes de una genoteca genémica de maiz (Zea mays cv. W22) en IEMBL3
(Clontech). Se realizaron purificaciones de calvas como ha sido descrito por Sambrook et al., 1989. Se aisl6 el DNA
de 1IEMBL3 de clones gendémicos y se utiliz6 para mapeado por digestién de restriccién y andlisis de transferencia
Southern. Se construyeron una gama de subclones en vectores plasmidicos que incluian pG1E7 (fragmento EcoRI de
3,9 kb en pBS (Stratagene)), pG1S15 (fragmento Sacl de 2,1 kb en pBluescript KS (Stratagene)) y pG1X3 (Xhol de
2,2 kb en pBluescript KS). El plasmido pG1E7 se deposit6 en fecha 14 de junio de 1991 en las National Collections
of Industrial and Marine Bacteria (NCIMB) bajo el niimero de acceso NCIMB 40426. La secuencia de nucleétidos del
promotor GST-II-27 se muestra en la Figura 1.

La secuencia de DNA de los subclones gendmicos se determiné por el método de terminacidn de cadenas didesoxi
utilizando la versién sequenase 2.0 (USB) (Sanger et al., 1977). Se prepararon iniciadores de secuenciacion oligonu-
cleotidicos utilizando un sintetizador de DNA ABI Modelo 380B. Los datos de las secuencias de DNA se analizaron
por el uso las series PC/Gene e IG del paquete de biologia molecular Intelligenetics.

Deleciones de ensayo del promotor GST-27 en plantas transgénicas de maiz

Se adoptaron métodos estindar de DNA recombinante en la construccién de vectores plasmidicos (Sambrook et
al, 1989). Una construccién de gen informador que contenia una regién flanqueante 5° EcoRI-Nde I de 3,8 kb de GST-
27 procedente de pG1E7 se hizo roma en los extremos y se ligd al sitio Smal del vector pTAK de Agrobacterium
Ti (Jefferson et al., 1987). el sitio Ndel, que se encuentra en el codén de comienzo de la traduccién predicho de
GST-27 se destruy6 después de hacer romo los extremos. Esto form6 un punto conveniente para fusién con el gen
UidA de E. coli codificante de b-glucuronidasa (GUS) en pTAK. Un fragmento EcoRI que contenia 3,8 kb del gen
informador GUS promotor de GST y el terminador nos se aislé y se subclon6 en el fragmento plJ109 de EcoRI, un
vector basado en pUC19 que contenia la casete marcadora seleccionable de PAT (promotor 35S de CaMV, intrén A
de H I, fosfinotricin-acetil-transferasa (PAK), y el terminador nos) para formar la casete de transformacion de maiz
PZMRMS3 (véase la Figura 2). Se generd una construccion de delecion pZMRMS3S que contenia 0,9 kb del promotor
GST-27, por eliminacién de un fragmento de 1,9 kb (EcoRI-Eagl) (véase la Figura 3).

Se utilizaron pZMRMS3 y pZMRMS3S para generar plantas de maiz transgénicas fértiles por bombardeo de
suspensiones de células embrionarias (Fromm et al., 1990).

Se seleccionaron plantas que llevaban el gen frans utilizando la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Se
prepar6 DNA gendmico para andlisis PCR de plantas transgénicas. La PCR se realizé utilizando las condiciones
descritas por Jepson et al. (1991). Las plantas transformadas con pZMRMS3 y pZMRMS3S se analizaron con los
iniciadores GSTPCR 5’-CTCCCGTC-GACCAAATACACTTGGT-3’ especifico para la regién 3’ del promotor GST-
27y GUS 115 5°-GGATTCCGGCATAGTTAAAGAAATCAT-3’, especifico para la porcién 5° del gen GUS.

Para determinar si ambos fragmentos de 0,9 kb y 3,8 kb retenian expresion inducible en maiz transgénico, se
realizaron ensayos de la enzima GUS sobre material de hojas en presencia o ausencia de fitoprotector. Se prepard
tejido inducido por plantas maduras de invernadero (ciclo de 16 h luz/8 h oscuridad) por aplicacién mediante pintura
o pulverizacién de las hojas de R-29148 de concentracién 10 g/l formulado en 81,5 g/l de ciclohexanona, 3,3 g/l de
NPE 1800 Synperonic, y 1,5 g/l de Tween 85. Se realizaron ensayos fluorométricos para la actividad de GUS con el
sustrato 4-metilumbeliferil-D-glucurénido (Sigma) como ha sido descrito por Jefferson et al., 1987. Las incubaciones
se realizaron durante 2 horas a 37°C antes de interrumpirlas con carbonato de sodio 0,2M, y se midieron por fluores-
cencia con un fluorémetro Perkin-Elmer LS-35. La concentracién de proteinas en los homogeneizados de tejidos se
determind por el ensayo de proteinas Bio-Rad siguiendo el procedimiento sugerido por el fabricante. Las Figuras 4 y
5 demuestran que tanto pZMRMS3 como pZMRMS3S retienen inducibilidad.

Delecion fina del promotor GST-27

El andlisis de delecién preliminar generado en plantas de maiz transgénicas sugiere que el o los elementos que
confieren inducibilidad deben estar comprendidos dentro de los 900 pb situados inmediatamente aguas arriba del
punto de comienzo de la transcripcién (TSP). Se produjeron una serie de construcciones de delecion fina por fu-
si6n de fragmentos de 200 pb delecionados de la regién de 900 pb del gen marcador GUS. Se identificé un si-
tio Pstl adyacente al punto de comienzo de la transcripcién del promotor GST-27. Se disefié un iniciador de PCR
AI2 correspondiente a esta region (5’-TGCCTGCTGCAGCTGCTACTTAT-3’). Se utiliz6 el iniciador AI2 en com-
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binacién con cuatro iniciadores (AI3, Al4, AI5 y Al6) flanqueados todos ellos con un sitio Hind III. Se utilizaron
AI3 (5GTCAAAGCTTCGCAAGTCGCACCCCA-CTAZ’), IA4 (5CTGAAAGCTTCGGTGCACCGAAT?Z’), AIS
(5’GCGGCAAGCT-TAATATGTGATGATGATA3Z3’) y P16 (5 TTACAAGCTTCGCAAGTATCGGTA-GGCAT3’) en
experimentos PCR con AI3 para generar fragmentos de 217 pb, 378 pb, 570 pb y 760 pb, respectivamente. Los pro-
ductos PCR producidos se cortaron con Pst I y Hind 111 y los fragmentos se clonaron en pZMRMS3 cortado con Pst [
y Hind I1I. Los vectores resultantes pUG4, pUGS5, pPUG6 y pPUG7 se muestran en la Figura 6.

Se realizaron ensayos de transformacién transitoria con los vectores pPUG en células de suspension de BMS
(Black Mexican Sweet) que se dejaron crecer en presencia o ausencia de fitoprotector (Dichlormid, 40 ppm). El DNA
se suministré utilizando transformacion con triquitas de carburo de silicio (Wang et al., 1994). La actividad promotora
se registrd por recuento de unidades formadoras de color. La Figura 7 revela que todas las construcciones de pPUG
eran inducibles, excepto una que contenia solamente 217 pb (designada pPUG7) del promotor. Una construccién que
contenia 378 pb (designada pPUG6) conferia todavia inducibilidad. Este dato sugiere que el o los elementos inducibles
se encuentran entre las posiciones -217 y -378 pb aguas arriba del punto de comienzo de la transcripcién.

Mapeado de elementos inducibles dentro del promotor GST-27 utilizando huella in vivo

La huella in vivo (véase el método mds adelante) se utiliz6 para detectar interacciones de proteinas con el promotor
y localizar asi el elemento que confiere inducibilidad. Se utilizé sulfato de dimetilo (DMS) para modificar residuos
guanina in vivo por metilacion de la posicion N7. Si estd asociada una proteina estrechamente con el DNA, esta re-
accidn serd inhibida y por tanto los factores de fijacién de DNA pueden mapearse a las bases implicadas. Después de
tratamiento con DMS, el DNA se amplifica y se secuencia. Los puntos de contacto se identifican en las autorradiogra-
fias genémicas como residuos G que son menos intensos cuando se comparan con la pista del DNA no inducido.

Se disefiaron iniciadores de tal modo que el drea comprendida entre -217 y -378 pudiera analizarse utilizando este
método. Se tratd una planta de maiz con fitoprotector para inducir la expresiéon de GST-27. Se realizé el andlisis de
la huella in vivo antes del tratamiento (0 horas) y al cabo de 6, 24 y 48 horas después del tratamiento. Los resultados
se muestran en la Figura 8. Puede verse que una proteina se fija a un residuo G en la posicién -290 a las 24 horas
después del tratamiento de la planta con fitoprotector (ausencia de banda visible) pero no al cabo de 0, 6 6 48 horas
(banda visible). Las posiciones -275, -283 y -284 tienen también bandas mds tenues a las 24 horas. Este resultado es
reproducible. En resumen, se han identificado dos elementos supuestos que parecen fijar factores de proteinas de una
manera dependiente de fitoprotectores.

Estos elementos comparten homologia unos con otros. Ademds de ello, es interesante observar que las regiones
homoélogas son complementarias para un elemento sensible a etileno en el gen GST1 de la clavellina (Itzhaki et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol. 19, 8925-8929, 1994) como se muestra en la Figura 9.

Protocolo para la huella in vivo de hojas de maiz

(Modificado por Hammond-Kosack y Bevan, Plant Mol. Biol. Reporter, Vol. 11, No. 3, septiembre de 1993).

1. Se aplicaron tratamientos in vivo con DMS durante 1 minuto y se relajaron luego lentamente. Después de 5
minutos, se retird el medio y el tejido se lavo varias veces en medios MS. El tejido se secé con papel secante y se
guard6 a -70°C hasta que se recogieron todos los momentos (0, 6, 24 y 48 horas).

2. Preparacion de DNA cromosémico

El tejido tratado con DMS congelado se trituré a un polvo fino utilizando un mortero con mano y nitrégeno liquido.
Se afiadieron 30 ml de tampdn de extraccidn caliente (65°C) (Tris HC1 100 mM de pH 8,0, EDTA 50 mM de pH 8,0,
NaCl 500 mM, SDS al 1,25%, NaOH 8,3 mM, 0,38 g/100 ml de bisulfito de Na), se mezclé y se incubé durante 15
minutos a 65°C. Se afiadieron 6,16 ml de KAc 5M, y después de ello se incubé la muestra en hielo durante 20 minutos.
Después de centrifugacién a 3,5 K durante 5 minutos, se filtré el sobrenadante a través de Miracloth y se afiadieron
0,7 volimenes de propan-2-ol. El material resultante se centrifugé a 4 K durante 10 minutos, se lavé 2 veces el pélet
en etanol al 70% y se resuspendi6 luego en 0,84 ml de T5E y 0,36 ml de NH4Ac 10 mM. Esta solucién se centrifugd
durante 5 minutos a 13 K. El sobrenadante se precipité con 0,73 ml de propan-2-ol.

El pélet se precipit6 una vez mas antes de disolverlo en 100 ml de T10E. EI DNA se digiri6 con Hind III.
3. PCR mediada por ligacion (LMPCR)

Las muestras de DNA se amplificaron utilizando LMPCR. Se disefiaron tres iniciadores anidados para amplificar
ambas cadenas del promotor GST-27 entre los pares de bases 0 y 350 aguas arriba del TSP. El primer iniciador de
cada cadena se reasocid y se dejé luego que tuviera lugar la extension hasta el extremo de la molécula. Se reasocid
al extremo de cada molécula extendida un enlazador de secuencia conocida. Se llevé a cabo luego la PCR normal
utilizando un iniciador especifico para el enlazador y el segundo de los iniciadores anidados. Cuando se amplificaron,
las moléculas de DNA se marcaron utilizando el tercer iniciador que incorporaba un marcador en el extremo. Las
muestras se extrajeron con fenol-cloroformo, se precipitaron con propan-2-ol y se resuspendieron en tampodn de carga
de secuenciacion. Para visualizar la huella, las muestras se pasaron en un gel de secuenciacién al 6%.
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Ensayos de desplazamiento de la movilidad electroforética (EMSA)

Este método se utilizé para ensayar la hipétesis de que las dreas de huella in vivo podrian fijarse a proteinas
nucleares especificas in vitro. Los fragmentos radiomarcados cortos (sondas) de un promotor migrardn a través de un
gel de electroforesis a una velocidad determinada por su tamafio y su carga. S una sonda tiene una proteina asociada
con ella, se retardara la migracion. En una autorradiografia, esto se visualizard como una banda que no esta presente
en ausencia de proteina. Los ensayos de competencia con sondas frias determinan si la fijacion es especifica.

Se prepararon extractos nucleares de proteina a partir de hojas de maiz inducidas y no inducidas. Se prepararon
dos sondas cortas (25 pb) (véase la Figura 10) para incubacién con la proteina:

1. WT290 - que cubre el area de la huella -290 y -283/284
2. MUT290 - como 1, pero incluyendo una mutacién de 5 pb alrededor de -290.

Los resultados se muestran en la Figura 11. La sonda WT fija una proteina (banda visible en las pistas 3 y 5). La
mutacién en MUT290 anula la fijacién (banda mds débil en las pistas 4 y 6). El patrén es idéntico tanto si el extracto
de proteina nuclear procede de hojas inducidas como si procede de hojas no inducidas. Por consiguiente, la proteina
de fijacidn debe estar presente siempre. In vivo, esta proteina debe modificarse de tal manera que la fijacién ocurra
solo cuando se induce el gen. La Fig. 12 representa los resultados de ensayos de competencia. La sonda WT290 fria
compite con éxito con la sonda WT290 radiomarcada para fijar la proteina, dando como resultado la pérdida de la
banda (pistas 6, 7, 8 y 14, 15, 16). Por consiguiente, la fijacién observada es especifica.

Ademéds de la region 290, se ha demostrado también que la region -275 (véase la Figura 14), estd implicada de
la fijacién de factores de transcripciéon. La Fig. 15 muestra los resultados de un EMSA en el cual la sonda 275 se
fija mientras que el elemento 275 mutado no logra fijar factores de transcripcidon. En un experimento subsiguiente se
ha demostrado que las regiones 284 y 326 (véase la Figura 14) estdn implicadas con la fijacién de proteina a partir
de extractos nucleares no inducidos e inducidos (véase la Figura 16). Los ensayos de competencia (véase la Figura
17) con las regiones 275, 284, 290 y 326 muestran que la fijacién observada en el estudio EMSA es especifica. Las
diversas sondas mutadas y salvajes utilizadas en el estudio EMSA se enumeran a continuacién:

Nombre de la sonda Secuencia

230WTN 5 AGCTT GC TATTTCAGAAT GC A3
3 ACG ATAAAGTCTTC AG TTCGA 5
290MUTNS 5 AGCTT GC TATGGCCTAAT GC A3
3 ACGATACCTGATTACG TTCGA 5
284WTN 5 AGCTT GC GAATCCGAAAT GC A3
3ACGCTTAGGCTTTACG TTCGA 5
284MUTN6 5 AGCTT GC GACGAATCAAT GC A3
3ACGCTGVITAGTTACGTTCGA S
275WTN 5 AGCTT GC AATTTCATAAA GC A3
3ACG TTAAAGTATTTCG TTCGA S
275MUTNS 5 AGCTT GC AATGGACGAAA GC A3
3ACGTTACCTGCTITCGAS
326WTN 5 AGCTT GC GGTTCCTAAAA GC A3
3 A CG CCAAGGATTTT CG TTCGAS
326MUTNG 5 AGCTT GC GGCGGAAGCAAAGC A3
3ACGCCGCTTCGTTT CGTTCGA S
ERE-WT 5 AGCTT GC TATTTCAAAAT GC A3
3 A CGATAAAGTTTTACG TTCGA 5
ERE-MUT 5 AGCTT GC TATGGTCCAAT GC A3

3 A CG ATACCAGGTTACG TTCGA 5

Estos datos, tomados junto con los datos de la huella in vivo indican que esta regién del promotor GST-27 esta
implicada en la fijacién quimicamente dependiente de factores de transcripcién que conducen a la activacién génica.

Protocolo para los ensayos de desplazamiento de la movilidad electroforética (EMSAs)

(Modificado por Watson y Thompson, Meth. Enzymol. Vol. 118, pp. 57-75, 1986 y Holdsworth y Laties, Planta,
Vol. 179, pp. 17-23, 1989).
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1. Preparacion de extracto de proteina nuclear de hojas de maiz

Se aplic6 una solucién al 1% del fitoprotector R-29148 a las superficies superior e inferior de hojas de maiz de 3
semanas. Se recogieron 15 g de material al cabo de 0 y 24 horas. El tejido se triturd para dar un polvo fino utilizando
un mortero con mano y nitrégeno liquido. El tejido se dividi6 en 2; se afiadieron a cada muestra 70 ml de tampdn
de extracto (sacarosa 0,25M, NaCl 10 mM, MES-NaOH 10 mM de pH 6,0, EDTA 5 mM, espermina 0,15 mM,
espermidina 0,5 mM, PMSF 0,2 mM, NaF 10 mM, b-Me 20 mM, BSA al 0,1%, 0,6% de non-idet P40). El material
homogeneizado se filtr6 a través de tres capas de Miracloth a un tubo de Corex. Se afiadi6 un cojin de Percoll al 25% al
fondo del tubo. Se centrifugé éste a 3 K en un rotor de cubetas oscilantes a 4°C durante 30 minutos. Se recogieron los
ntcleos del fondo del tubo y se resuspendieron en tamp6n de extracto (que no incluia BSA). La muestra se centrifugd
a 5 K durante 5 minutos a 4°C. Los nticleos se resuspendieron en 100 ml de tampdn de didlisis (KC1 40 mM, HEPES-
NaOH 24,7 mM de pH 7,9, 5 mg/ml de leupeptina, EDTA 5 mM, 5 mg/ml de antipaina, DTT 1 mM, glicerol al 25%,
NaF 10 mM). Se afiadi6 1/10 de su volumen de sulfato de amonio y la muestra se incub6 en hielo durante 30 minutos,
después de lo cual se centrifugé a 13 K durante 20 minutos. Se afiadieron 1,5 volimenes de sulfato de amonio al
sobrenadante, que se incub6 en hielo durante 60 minutos y se centrifugé luego a 13 K durante 20 minutos. La muestra
se resuspendié en 100 ml de tampdn de didlisis y se dializé en el tamp6én durante 2 x 2 horas. La concentracién de
proteina en la muestra final se midi6 utilizando el ensayo de Bradford.

2. EMSA

Se incubd 1 mg de extracto de proteina durante 20 minutos a la temperatura ambiente con 20.000 cpm (c. 0,5 ng)
de sonda (marcada por llenado en los términos rebajados en 3’ con dNTPs marcados utilizando Klenow), 1 mg de
poli-d(I-C), DTT 5 mM, KCI 50 mM, MgCl, 100 mM en 10 ml de tampén de fijaciéon (HEPES 250 mM de pH 7,6,
EDTA 10 mM, glicerol al 50%). Las muestras se cargaron en un gel de poliacrilamida al 6%, y se corrieron en tamp6n
0,25 X TBE.

Ensayos de expresion transitoria

Para probar que las dreas de huella indican las posiciones de elementos inducibles se realizaron ensayos transito-
rios. Por mutacién de los fragmentos inducibles supuestos para prevenir la fijacion de factores de proteina con accién
trans, deberia perderse la inducibilidad. Se demostré previamente que una construccién (pPUGS) que contenia 570 pb
del promotor fusionado a GUS retenia inducibilidad. Se mut6 ésta, utilizando PCR anclada, en las dreas de las que se
habia tomado la huella. Se prepararon 3 construcciones, cada una de las cuales contenia una mutacién de 10 pb:

1. MUT290 que contenia una mutacion de 10 pb alrededor de G-290
2. MUT284 que contenia una mutacién de 10 pb alrededor de G-284
3. MUT326 que contenia una mutacién de 10 pb alrededor de G-326

La construccién MUT326 se preparé dado que se observé una huella convincente a las 48 horas, que implicaba G-
325/326. Las construcciones se transformaron en células de suspensiéon BMS utilizando la denominada técnica de las
triquitas de fibras de silicio como se describe en la Patente US No. 5.302.523 de los mismos autores. Los resultados se
muestran en la Tabla 1 (Figura 13). Las construcciones mutadas eran todavia inducibles. La multiplicidad de induccién
para todas las construcciones era comparable a la de WTpPUGS.

Después de este resultado, se realiz6 una busqueda de homologia en el fragmento de 570 pb en pPUGS para
identificar cualquier duplicacién de los elementos supuestos. Si estdn presentes elementos multiples, puede no ser
visible el efecto de la mutacién de uno de ellos. No se encontraron duplicaciones directas. Sin embargo, se observo
que habia una alta homologia (67%) dentro del fragmento. A partir de los datos se cree que habia ocurrido un suceso
de duplicacién e inversion que implicaba 150 pb. Adicionalmente, dado que la regién -290 y -275 cuya huella se habia
tomado muestran homologia significativa, se repitié el experimento de ensayo transitorio en el promotor de fondo
pPUG6 (378 pb), con las tres mutaciones en el mismo vector.

Vectores de transformacion de plantas

Mutagénesis mediada por PCR del promotor GST-27

Se requirieron cuatro iniciadores para la mutagénesis mediada por PCR, enumerdndose a continuacién los inicia-
dores utilizados:
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Iniciadores utilizados para crear 3XMUT en pPUG6:

R1 =3 CTGAAAGCTTCGGTGCACCGAAT 3 (pAl4)

R2=3" TATTCATCGTCGACGTCGTCCGT 5'° (pAl2)

M=5"CCTAAAATTATTITAAAAATTITTGGTTCTCATATGGACTACGAATCAA
TGGACGAAATCCAAATAGACCG 3°

rev = 3° GGATTTTAATAAAATTTITAAAACCAAGAGT 5

Los iniciadores R1 y R2 flanquean el promotor a ambos lados de la regién que debe mutarse y contienen sitios
de restriccion con enzimas adecuadas para clonacién. Los extremos 5° y 3’ del iniciador M son idénticos al promotor
mientras que la seccién media contiene la secuencia alterada. El iniciador rev es idéntico al extremo 5’ de tipo salvaje
del iniciador M.

En el paso 1, se realizaron dos PCRs en un volumen de 25 ul con 20 ng de plasmido molde de tipo salvaje, tampon
10X PCR, 2,5 pl de dNTPs 2 mM, 2 ul de iniciador R1 o0 M 20 mM, 2 ul de iniciador rev o R2 20 mM y 0,25 ul de
Amplitaq (Perkin Elmer). El programa utilizado fue 94°C durante 2,5 minutos, seguido por 30 ciclos de 94°C durante
1 minuto, 50°C durante 1 minuto y 72°C durante 1 minuto. Las reacciones se llevaron a cabo cada una 4 veces para
generar suficiente producto para el paso 2. Los fragmentos R1/rev y M/R2 resultantes se purificaron y cuantificaron.

En el paso 2, los fragmentos R1/rev y M/R2, que comparten una region de secuencia de solapamiento, se reaso-
ciaron. Se mezclaron 250 ng de cada fragmento en un volumen de 25 ul con tampén 10X PCR, 2,5 ul de dNTPs 2
mM y 0,25 ul de Amplitaq. La reasociacion seguida por extension del producto reasociado se realizaron utilizando el
programa de 94°C durante 2,5 minutos seguido por 9 ciclos de 94°C durante 1 minuto, 40°C durante 1 minuto y 72°C
durante 1 minuto.

En el paso 3, los heterodimeros extendidos, que comprendian la secuencia promotora total que contenfa la muta-
cion, se amplificaron por la adicion de los iniciadores R1 y R2. Se afiadieron a la misma reaccién procedente del paso
2, 2,5 ul de tamp6n 10X PCR, 2,5 ul de dNTPs 2 mM, 2 ml de R1 20 mM, 2 ml de R2 20 mM, 15,75 ul de agua y
0,25 ul de Amplitag. La PCR se llevo a cabo utilizando el mismo programa que el usado en el paso 1. El fragmento
resultante se purificé y se cloné en el vector pPGEM-T (Promega) y se secuencié para asegurar que se habian mutado
las bases correctas. 3XMUTBin/6 contenia mutaciones de 5 pb para los residuos G de huella-290, G-283/284 y G-275
y sus nucledtidos flanqueantes.

Se adopto una estrategia similar para generar 4 mutaciones en el fondo de pPUGH6 utilizando los iniciadores indi-
cados a continuacion.

Iniciadores utilizados para crear 4X MUT en pPUG6:

R1 =5 CTGAAAGCTTCGGTGCACCGAAT 3° (pAl4)
R2=3" TATTCATCGTCGACGTCGTCCGT 5 (pAl2)
M =5' GTCTATTCAGGTTCGGGGAAGCAAATTAT 3’
rev =3" CAGATAAGTCCAAG §’

Se realiz6 una mutagénesis ulterior mediada por PCR utilizando p3XMUT/PUG6 como DNA molde a fin de mutar
los residuos G de huella G-325/236 y cuatro nucleétidos flanqueantes. E1 4XMUTBin/6 contenia mutaciones de 5 pb
para los residuos G de huella G-290, G-283/284, G-275 y G-325/236 y sus nucleétidos flanqueantes.

Los fragmentos mutados se introdujeron en el promotor GST-27 por corte de los vectores pGEM-T con HindIII
y Pstl y se clonaron en pPUG6 que se habia linealizado con las mismas enzimas. De este modo, el promotor de tipo
salvaje en pPUG®6 se retird y se reemplazé con la version 3XMUT o 4XMUT, creando asf el plasmido p3XMUT/PUG6

o pAXMUT/PUG®. Este se clon6 en pBin400 utilizando la misma estrategia que se ha descrito arriba para el plasmido
pPUGH6 de tipo salvaje, a fin de formar 3XMUT/Bin6 o 4XMUT/Bin6.
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Construccion de vectores

Se transformaron plantas de tabaco con cinco construcciones, todas las cuales estaban basadas en el vector binario
pBin400 (Spychalla y Bevan, 1993). Se prepararon tres deleciones 5’ del promotor GST-27 fusionado al gen informa-
dor GUS, que contenfan 570, 378 y 217 pb del promotor aguas arriba del TSP. Estas fusiones promotor truncado:GUS
estaban presentes en las construcciones pPUGS5 (570 pb), pPUG6 (378 pb) y pPUG7 (217 pb). Los promotores trun-
cados fusionados a GUS se cortaron en un fragmento HindIIl, EcoRI a partir de estos tres pldsmidos y se clonaron
directamente en pBin400, que se habia linealizado con las mismas enzimas. Las construcciones resultantes se desig-
naron pBin/5, pBin/6 y pBin/7. Se transformaron también 3XMUT/Bin6 y 4XMUT/Bin6.

Transformacion de Agrobacterium

Se dispuso un cultivo nocturno de A. tumefaciens (cepa T37SE) en 10 ml de caldo YEP (1% (p/v)) de Bactopeptona
[Difco], 1% (p/v) extracto de levadura [Difco], 0,5% NaCl) con 50 pg/ml de sulfato de kanamicina y se dejé crecer
a 30°C. Se utilizaron cuatro ml de este cultivo para inocular 100 ml de caldo YEP, que contenia 50 pg/ml de sulfato
de kanamicina, que se dejé crecer durante 4-5 horas. Las células se redujeron a un sedimento a 2500 rpm durante 10
minutos (centrifuga Sorvall RC3C, rotor H6000A), se resuspendieron en 2 ml de caldo YEP y se enfriaron en hielo
durante 5 minutos en partes alicuotas de 200 ul. Se afiadieron a las células diez microlitros de DNA de pBin a 0,1-0,2
pg/ml. Las células se congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido durante aproximadamente 15 segundos seguido
por un choque térmico a 37°C durante 5 minutos. Se afiadié luego 1 ml de YEP y las células se dejaron crecer a 30°C
durante 1-2 horas. Una parte alicuota de 100 ml de cada transformacién se extendié sobre placas YEP (YEP con 1,5%
(p/v) de agar) que contenia 50 ug/ml de sulfato de kanamicina para seleccionar respecto a Agrobacterium 'y 50 ug/ml
de hidrocloruro de espectinomicina para seleccionar respecto al vector binario. Las placas se inspeccionaron en cuanto
a crecimiento después de 48 horas de incubacién a 30°C. Las colonias simples se aplicaron en bandas sobre placas T
Minimal (350 ml de agar agua [1,5% (p/v) agar], 20 ml de sales 20X, 20 ml de tampén T 20X, 20% glucosa), que
contenian los antibiéticos seleccionantes, y se dejaron crecer durante 3 dias a 30°C. Se utilizaron colonias bacterianas
de estas placas para inocular cultivos liquidos para la preparacién de DNA.

Preparaciones de DNA plasmidico a partir de Agrobacterium tumefaciens

Se inocularon 10 ml de caldo YEP, que contenia antibidtico para seleccionar respecto al vector binario y el Agro-
bacterium, con una sola colonia de A. fumefaciens y se dejaron crecer durante una noche a 30°C. Se recogieron las
células por centrifugacion a 2500 rpm durante 20 minutos (centrifuga Sorvall RC3C, rotor H6000A), se resuspendie-
ron luego en 200 ml de solucién I enfriada en hielo (Horsch et al., 1985) y se dejaron en reposo durante 30 minutos a la
temperatura ambiente, después de lo cual se agitaron enérgicamente. Se afiadieron 200 ml de solucién II, se mezclaron
por agitacion suave mediante sacudidas y se incubaron a la temperatura ambiente durante 30 minutos. Se llenaron lue-
go 150 ml de solucién III enfriada en hielo y la mezcla se incubd en hielo durante 5 minutos. La muestra se centrifugd
durante 5 minutos a 13.000 rpm (microcentrifuga de sobremesa MSE Microcentaur). Se extrajo el sobrenadante con
un volumen igual de fenol/cloroformo y se precipit6 luego con IPA. Se resuspendi6 el pélet en 50 ml de T10E1. Se
digirié el RNA por adicién de 1 ml de RNasa A de concentraciéon 1 mg/ml, seguido por incubacién a 37°C durante
30 minutos. Se utilizaron 10 microlitros de éste DNA en las digestiones con enzimas de restriccion y se confirmé la
identidad del plasmido binario por electroforesis en gel de agarosa.

Transformacion de tabaco

Se transformé tabaco utilizando el método desarrollado por Horsch et al. (1985). El Agrobacterium que contenia la
construccion del vector binario se dejo crecer en caldo YEP, que contenia los antibidticos apropiados, a 30°C durante
24 horas antes de la transformacion. Se redujeron las células a un sedimento por centrifugacién a 3000 rpm durante
20 minutos a la temperatura ambiente (centrifuga Sorvall RC3C, rotor H6000A) y se resuspendieron en 10 ml de
YEP de nuevo aporte. Se cortaron discos foliares a partir de hojas de Nicotiana tabacum var. Samsun utilizando un
taladracorchos (7 mm) y se transfirieron a una capsula Petri de 14 cm. Se afadié Agrobacterium a la capsula Petri
que se dejo a la temperatura ambiente durante 30 minutos. Se prepararon placas alimentadoras antes del comienzo
del experimento. Fue necesario un medio 1 NBM (4,6 g de sales MS [Flow Laboratories], 30 g de sacarosa, 0,1 mg
de EtOH NAA [Sigma], 0,1 mg de BAP [Sigma], 8 g de agar (Difco), 100X BS VITS, pH 5,9) para 40 placas. Se
extendi6 uniformemente 1 ml de un cultivo de suspensién de células de tabaco sobre la superficie de las placas, y
se cubrid luego con un disco de filtro estéril de 9 cm Whatman No. 1. Los discos foliares se transformaron en las
placas alimentadoras, con la epidermis inferior hacia arriba. Después de 2 dias de co-cultivo con Agrobacterium, los
discos se transfirieron a placas NMB que contenfan 100 pg/ml de sulfato de kanamicina y 500 pg/ml de sal de sodio
de carbenicilina, a fin de eliminar el Agrobacterium y seleccionar respecto a transformantes. Los discos foliares se
transfirieron cada dos semanas a placas NMB recientes que contenian los antibiticos. Después de aproximadamente
4 semanas, eran visibles pequefios brotes en los discos foliares. Se transfirieron éstos a medio MS (4,6 g de sales MS,
30 g de sacarosa, 8 g de agar, pH 5,9) que contenia 200 ug/ml de sal de sodio de carbenicilina y 100 pg/ml de sulfato
de kanamicina.

Los transformantes enraizaron después de aproximadamente 14 dias mientras que las plantas no transformadas se

decoloraron y murieron. Cuando las plantas transformadas estuvieron establecidas, se transfirieron a suelo y se dejaron
crecer en el invernadero.
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Otras modificaciones de la presente invencién serdn evidentes para los expertos en la técnica sin apartarse del
alcance de la invencion.
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REIVINDICACIONES

1. Un promotor génico quimicamente inducible constituido por una secuencia seleccionada del grupo constituido
por:

(1) laregién de los pares de bases 1 a 570 inmediatamente aguas arriba del punto de comienzo de la transcrip-
cién de la secuencia promotora génica de la subunidad de 27 kD de la glutatién-S-transferasa;

(i1) la region de los pares de bases 1 a 378 situada inmediatamente aguas arriba del punto de comienzo de
la transcripcion de la secuencia promotora génica de la subunidad de 27 kD de la glutation-S-transfe-
rasa; y

(iii) la regién de los pares de bases 277 a 332 situada inmediatamente aguas arriba del punto de comienzo de la
transcripcion de la secuencia promotora génica de la subunidad de 27 kD de la glutatién-S-transferasa;

en el cual dicho promotor tiene al menos 90% de homologia con el promotor de la subunidad de 27 kD de la glutation-
S-transferasa del maiz.

2. Un promotor génico quimicamente inducible constituido por la secuencia de la regién de los pares de bases 275
a 290 inmediatamente aguas arriba del punto de comienzo de la transcripcion de la secuencia del promotor génico de
la subunidad de 27 kD de la glutatiéon-S-transferasa del maiz.

3. Un elemento promotor génico quimicamente inducible constituido por una secuencia seleccionada del grupo
constituido por:

(i) la region de los pares de bases 267 a 279 situada inmediatamente aguas arriba del punto de comienzo de
la transcripcién de la secuencia promotora de genes de la subunidad de 27 kD de la glutation S-transferasa
del maiz;

(ii) la regién de los pares de bases 278 a 288 situada inmediatamente aguas arriba del punto de comienzo de
la transcripcién de la secuencia promotora de genes de la subunidad de 27 kD de la glutation S-transferasa
del maiz;

(ii1) la regién de los pares de bases 286 a 296 situada inmediatamente aguas arriba del punto de comienzo de
la transcripcién de la secuencia promotora de genes de la subunidad de 27 kD de la glutation S-transferasa
del maiz; y

(iv) laregion de los pares de bases 320 a 332 inmediatamente aguas arriba del punto de comienzo de la trans-
cripcion de la secuencia promotora de genes de la subunidad de 27 kD de la glutatién S-transferasa del
maiz.

4. Un promotor génico quimicamente inducible de acuerdo con la reivindicacion 1, en el cual el promotor génico
estd situado inmediatamente aguas arriba del punto de comienzo de la transcripcién de la secuencia del promotor
génico de la subunidad de 27 kD de la glutation-S-transferasa del maiz.

5. Un promotor génico o elemento de promotor génico quimicamente inducible de acuerdo con una cualquiera de
las reivindicaciones anteriores, en el cual la secuencia del promotor génico de la subunidad de 27 kD de la glutation-
S-transferasa, isoforma II, es como se muestra en la Figura 1.

6. Un multimero constituido por los promotores génicos o los elementos promotores génicos de una cualquiera de
las reivindicaciones 3 a 5.

7. Una construccion génica constituida por un promotor génico o elemento de promotor génico, de una cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 6 enlazada operativamente a un gen o una serie de genes, por los cuales la expresion del
gen o la serie de genes puede controlarse por aplicacién de un inductor exdgeno eficaz.

8. Un sistema de expresion para una planta, estando constituido el sistema de expresion por un gen o una serie
de genes fusionados a un promotor génico o elemento de promotor génico de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6, en el cual el sistema de expresion es susceptible de ser expresado en la planta y en el cual la
expresion del gen o la serie de genes puede controlarse por aplicacién de un inductor exégeno eficaz.

9. Una planta transgénica que comprende una construccién génica de acuerdo con la reivindicacién 7 o un sistema
de expresion de acuerdo con la reivindicacién 8, en la cual la construccion o el sistema de expresion estd integrado,
preferiblemente integrado de manera estable, en el DNA genémico de la planta.

10. Un proceso de expresion de una construccién de acuerdo con la reivindicacién 7 en una planta, o un sistema
de expresion de acuerdo con la reivindicacion 8, en el cual el sistema de expresion o la construccion estd integrado,
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preferiblemente integrado de manera estable, dentro del DNA genémico del material de la planta y por el cual la
expresion del gen o la serie de genes puede controlarse por aplicacién de un inductor exdgeno eficaz.

11. Uso de un elemento promotor génico constituido por el elemento del promotor génico de acuerdo con la
reivindicacion 3 o la reivindicacién 5, para identificar factores de transcripcion implicados en regulacién inducible.
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Fig.8.

0 6 24 48

275~= o

-283/284°C 8
280 e o

[+ X+

HUELLA DE GST-27
-290 -284/283  -275

¥ AAOATTITAA AMATTITTAMMAC CAAGAGTATAAAGTCTTAGGC TTTAAAGTATTTAGGITATETEECTTSS

25



ES 2275278 T3

Fig.9.

-290 -284/283 -275

bW

' CCAAGAGTATAAAGTC’I"I‘AGGCT’I'I‘AAAGTATTTAGGS HUELLA DE GST-27

, H' ELEMENT

SENSIBLE AL
5 ATTTCAAA3.  5.ATTTCAAA3. ETILENO

26



ES 2275278 T3

062-LM YOOLYYLLLIODYLIPLOVYN LYLOVOY

VANOS YILIVYYDIOIVYDYILILYIYILOLLOOY
mpPuH [MPUIH
06Z-LNIN YOI ILVYILLLOOOVLINOLOONLYIOVYOY
VANOS YLLYYYOIIILYYILOYOILYILYILOLLOOY
meuH “ ‘ / MWPUH
| /
“ /
_ \
[ /
! I /

mB&BOO<BBB<BQ§F&BUOU@BBUEO%B<BO<U<<UU%BBBBB%BQBBBB&GO €

t

Gle-

it

p82/S82- 062-

INE

27



ES 2275278 T3

Fig.11.
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Fig.13.
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Fig.15.
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