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DESCRIPCION

Proceso para producir organismos transgénicos ambientalmente seguros.
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a un proceso para producir un organismo vegetal multicelular transgénico que
expresa un rasgo de interés y que tiene una distribucién controlada de dicho rasgo a la descendencia o a otros orga-
nismos. La invencién se refiere ademds a un organismo vegetal multicelular que expresa un rasgo, mediante el cual
se controla la distribucién de dicho rasgo a la descendencia, es decir, la probabilidad de transferir dicho rasgo a la
descendencia, en particular por polinizacién cruzada, es muy baja. Estas invenciones se refieren preferiblemente a
plantas multicelulares.

Antecedentes de la invencion

El uso comercial de especies de cultivo sometidas a ingenieria genética ha provocado preocupaciones acerca de la
posible transferencia de transgenes y rasgos codificados por transgenes vegetales modificadas genéticamente (plantas
GM) en variedades autdctonas, parientes silvestres u otras variedades de plantas no GM o especies de cultivo relaciona-
das (Ellstrand, N. C., 2001, Plant Physiol. 125, 1543-1545; Quist & Chapela, 2001, Nature, 414, 541-543), los cuales
podrian cambiar el equilibrio ecoldgico en los ecosistemas afectados o conducir a otros problemas, primero que nada,
socioeconémicos. Adicionalmente, existe cierto temor de que los transgenes, especialmente los genes de resistencia
a antibidticos usados como marcadores de transformacién, puedan escapar a través de la denominada transferencia
horizontal a microorganismos circundantes (Chiter et al., 2000, FEBS Lett 481, 164-168), modificando de este modo
la microflora de una manera indeseable.

Aunque muchas de estas preocupaciones no estin bien justificadas cientificamente (Christou, P., 2002, Transgenic
Res., 11, iii-v), la creacién de sistemas de gestién de transgen seguros y controlados es altamente deseable, dado
que puede evitar problemas potenciales en el futuro y ayudard a proteger al germoplasma de las especies de planta
existentes de una manera mas eficaz. Adicionalmente, existen problemas causados por contaminacién de cultivos
desarrollados orgdnicamente o cultivos no GM con variedades cultivadas transgénicas. Esto tiene un impacto grave
en la comercializacién de cultivos transgénicos asi como no transgénicos, un asunto que los productores no pueden
ignorar.

Cualquier material transgénico creado por tecnologia actual y liberado en el entorno tiene el potencial de persistir
en el mismo durante un periodo de tiempo muy prolongado. La practica comuin de ingenieria genética de vegetales
se basa en el uso de casetes de expresion y vectores que contienen secuencias codificantes continuas para el gen de
interés. Tales casetes de expresion se integran en un cromosoma hospedador y, tras la hibridacién u otro intercambio
de informacion genética entre una planta GM y otro organismo, licito o ilicito, el casete de expresion se transmite con
una alta probabilidad a la descendencia u otro receptor, como una unidad transcripcional funcional.

Por lo tanto, un objeto de la invencién es proporcionar un proceso para producir un organismo transgénico, que
expresa un rasgo de interés, mediante el cual la distribucién de dicho rasgo a la descendencia se controla y se produce
con probabilidad baja.

Un objeto adicional de la invencién es proporcionar un proceso controlado y bioldgicamente seguro para expresar
un rasgo de interés en un organismo multicelular o una célula del mismo.

Descripcion general de la invencion

Los objetos anteriores se consiguen mediante un proceso (i) de produccion de un organismo vegetal multicelular
transgénico que expresa un rasgo de interés y que tiene una distribucién controlada de dicho rasgo a la descendencia,
donde dicho proceso comprende hibridar

un primer organismo multicelular o una célula del mismo que tiene una primera secuencia de ADN heter6loga que
comprende un primer fragmento de una secuencia que codifica dicho rasgo de interés y

un segundo organismo multicelular o una célula del mismo que tiene una segunda secuencia de ADN heterdloga
que comprende un segundo fragmento de la secuencia que codifica dicho rasgo de interés, por lo que dichas primera
y segunda secuencias heter6logas se disefian de manera que dicho rasgo de interés surja debido al corte y empalme
trans de ARN después de dicha hibridacién y por lo que dicho primer y dicho segundo fragmento de una secuencia
de nucledtidos que codifica dicho rasgo de interés estdn presentes en cromosomas alélicos, como se indica en las
reivindicaciones nuevas 1y 2.

También se describe un proceso (ii) de produccién de un organismo vegetal multicelular transgénico que expresa un
rasgo de interés y que tiene una distribucién controlada a la descendencia y expresion de dicho rasgo, comprendiendo
dicho proceso el suministro de un organismo multicelular o una célula del mismo que tiene una primera secuencia de
ADN heter6loga que comprende un primer fragmento de una secuencia que codifica dicho rasgo de interés; y
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la introduccién de una segunda secuencia de ADN (o ARN) heteréloga que comprende un segundo fragmento de
la secuencia que codifica dicho rasgo de interés dentro de una célula de dicho organismo multicelular,

por lo que dicha primera y dicha segunda secuencias heterdlogas se disefian de manera que la expresién de dicho
rasgo de interés surja debido al corte y empalme trans de ARN después de que las células se han cambiado por dicha
introduccién. Se prefiere la produccion de organismos vegetales multicelulares transgénicos.

Ademais, la invencién proporciona organismos transgénicos vegetales obtenidos o que se pueden obtener por el
proceso de la invencién o como se ha indicado en la reivindicacion 25.

Los inventores de esta invencién han desarrollado por primera vez un método para volver a los organismos trans-
génicos ambientalmente seguros en la medida en que el transgen o el rasgo de interés expresado por dicho organismo
tiene una distribucién controlada para la descendencia del organismo. La invencidn resuelve un problema principal de
biotecnologia, en particular de biotecnologia vegetal, dado que la transferencia de un transgen a partir de un organis-
mo GM a otros organismos ahora se puede controlar y limitar eficazmente. La transferencia de un transgen a otros
organismos incluye la transferencia a descendencia sexual por polinizacién cruzada asi como transferencia lateral del
gen. El proceso anterior vuelve asequibles organismos multicelulares modificados genéticamente con una contencién
controlada de un rasgo de interés.

En el proceso de la invencion, la secuencia de nucleétidos que codifica o que estd involucrada en dicho rasgo se
divide en dos o mas fragmentos. Preferiblemente, dicha secuencia de nucleétidos se divide en dos fragmentos. Dicha
secuencia de nucle6tidos tipicamente es una secuencia codificante (o una fase de lectura abierta) de un ARN o, prefe-
riblemente, de una proteina involucrada en dicho rasgo. Para obtener dichos fragmentos, la secuencia de nucle6tidos
preferiblemente se divide de manera que cada fragmento obtenido, tras la expresion, sea incapaz de generar dicho ras-
go. La expresién de dicho rasgo requiere la presencia de ambos fragmentos en el mismo organismo, en particular en las
mismas células del mismo, y la unién por empalme trans de los fragmentos. En este documento, la expresion incluye
transcripcion, preferiblemente la expresion incluye transcripcién y traduccion. Cada fragmento preferiblemente con-
tiene una porcién de secuencia necesaria para la funcién del ARN o proteina involucrada en dicho rasgo. Por ejemplo,
si dicha proteina involucrada en dicho rasgo es una enzima, cada fragmento preferiblemente contiene aminodcidos
necesarios para catdlisis o unién de sustrato de la enzima.

La siguiente descripcion se enfoca en la realizacion preferida, en la que dicha secuencia de nucleédtidos se divide
en dos fragmentos. El primer fragmento se incorpora en una primera secuencia heteréloga, el segundo fragmento se
incorpora en una segunda secuencia heterdloga, por lo que por lo menos dicha primera secuencia heteréloga es una
secuencia de ADN. En dicho proceso (i) ambas secuencias heterélogas son secuencias de ADN. En dicho proceso
(i), dicha primera secuencia heteréloga es ADN, mientras que dicha segunda secuencia heteréloga puede ser una
secuencia de ARN o de ADN. Cada secuencia heterdloga preferiblemente contiene, ademds de dicho fragmento, las
secuencias necesarias para, por ejemplo, transcripcién como un promotor y una sefial de terminacion de transcripcion
0 secuencias necesarias para traduccion.

Dichas primera o segunda secuencias heterdlogas contienen ademds o codifican una secuencia capaz de empalme
trans de ARN con dicha segunda y/o dicha primera secuencia heterélogas, respectivamente, para unir dicho primer
y dicho segundo fragmentos por empalme trans. Dicha secuencia capaz de empalme frans de ARN puede ser una
ribozima (Rz) capaz de empalme frans. La ribozima de empalme frans se puede seleccionar del siguiente grupo:
ribozimas derivadas de intrén grupo I, ribozimas derivadas de intrén grupo II y otras ribozimas disefiadas natural
o artificialmente capaces de empalme frans de ARN especifico. Ademas, el empalme trans puede ser mediado por
espliceosomas.

El proceso de la invencién también se puede usar para ensamblar dos o mds rasgos mediante empalme trans. Esto
se puede realizar como se ejemplifica en el ejemplo 1 y la Figura 5 al tener 2 fragmentos involucrados en un rasgo (o
involucrados en dos rasgos) en cada secuencia heter6loga.

El empalme frans eficaz de la primera y segunda secuencia heterélogas posee ciertos requerimientos para dichas
secuencias heterdlogas. Entre otros, la homologia del bucle P1 de la ribozima con el extremo 3’ del fragmento de
empalme 5’ puede generar restricciones de la secuencia de base del fragmento de empalme 5°. Con el fin de evitar
tales restricciones, dicha primera o dicha segunda secuencias heterélogas pueden contener un intrén o una parte del
mismo de manera tal que el producto de ARN de la reaccién de empalme trans contenga un intrén capaz de empalme
cis. En particular, las secuencias necesarias para el empalme trans en la primera y la segunda secuencias de ADN
heter6logas se incorporan en tal intrén de autoempalme. Dicho intrén de autoempalme después se puede ensamblar en
la reaccién de empalme trans. Después del empalme trans, cualquier secuencia o secuencias no deseadas necesarias
para el empalme trans se pueden cortar del producto de la reacciéon de empalme frans mediante empalme cis (véase la
Figura 4). En la técnica se conoce el disefio de los intrones de empalme cis.

En el proceso (i) de la invencidn, cada una de dicha primera y dicha segunda secuencias de ADN heterdlogas
incorporadas en un organismo vegetal multicelular o células del mismo de acuerdo con los métodos conocidos gene-
ralmente en la técnica. Preferiblemente, por lo menos uno y, de manera mas preferible, ambas de dichas secuencias
heterdlogas se incorporan de manera estable en un cromosoma del genoma nuclear del organismo. Dicho primero
y dicho segundo organismos multicelulares obtenidos de esta manera preferiblemente se vuelven homocigotos con
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respecto a las secuencias de ADN heterdlogas respectivas, de acuerdo con procesos conocidos en la técnica. Dicho
primero y dicho segundo organismos multicelulares pertenecen preferiblemente a la misma familia, de manera mas
preferible al mismo género y de manera mucho mds preferible a la misma especie de organismos.

Dicha primera secuencia de ADN heterdloga en dicho primer organismo multicelular y dicha segunda secuencia
de ADN heter6loga en dicho segundo organismo multicelular se pueden incorporar en el mismo cromosoma (homdlo-
gos) o en cromosomas diferentes (no homdlogos). Se prefiere que se incorporen en el mismo cromosoma. De manera
mas preferible, se incorporan en el mismo locus del mismo cromosoma. Los métodos para obtener tales posiciones
relativas de dicha primera y dicha segunda secuencias heterélogas se conocen en la técnica. Una posibilidad es pro-
ducir muchos transformantes con cada una de dichas secuencias heterélogas. Después, el cromosoma que tenga dicha
secuencia heteréloga incorporada asi como la ubicacidn de la secuencia transformada en el cromosoma se determi-
nan por métodos genéticos o de biologia molecular. Posteriormente, se puede seleccionar un organismo multicelular
transformado que tenga dicha secuencia heteréloga en un lugar adecuado. Esto se puede realizar con dicho primer y
dicho segundo organismos multicelulares y se puede seleccionar un par adecuado del primer y segundo organismos.
Una posibilidad adicional es usar integracién dirigida a un locus deseado de un cromosoma particular que hace uso de
la recombinacién homoéloga. La integracién dirigida preferiblemente se puede realizar usando una planta multicelular
que tenga un sitio diana preintegrado en un cromosoma, en combinacién con la recombinacién especifica de sitio.
Este ultimo enfoque es particularmente titil para introducir dicha primera y dicha segunda secuencias heterélogas en el
mismo locus del mismo cromosoma, dado que la misma linea de organismo inicial que tiene el sitio diana preintegrado
se puede usar para transformar dichas secuencias heterélogas. La integracién dirigida se describe, por ejemplo, en la
solicitud de patente internacional PCT/EP02/03266.

En el proceso (i) de la invencién, dicho primero y dicho segundo organismo multicelular o células del mismo se
hibridan después para obtener el organismo vegetal multicelular transgénico de la invencién. La hibridacién puede ser
un cruce sexual de organismos o fusién de células de dichos organismos. La fusién celular puede ser una fusién de
células germinales o de células somadticas.

La hibridacién puede involucrar polinizacién de las plantas o fusién de células somadticas de protoplastos. Lo mas
preferido es el cruce sexual de plantas. Dicha hibridacién retne dichos fragmentos que codifican o que estan involu-
crados en dicho rasgo en un organismo, de manera que el rasgo de interés surge debido al empalme trans de ARN. El
surgimiento debido al empalme frans de ARN significa que el empalme trans es una condicién necesaria para la ex-
presion de dicho rasgo de interés. La produccion del organismo transgénico de la invencidén puede comprender etapas
adicionales ademads de dicha hibridacién. En el caso de plantas, los ejemplos de tales etapas adicionales incluyen: cre-
cimiento y cultivo se semillas, siembra y crecimiento de la planta de la invencién. En el caso de fusion de protoplastos,
tales etapas adicionales incluyen: propagacién de los protoplastos fusionados para obtener colonias y regeneracién de
plantas.

Varias ubicaciones relativas de dicha primera y dicha segunda secuencias heterélogas asi como los fragmentos
respectivos existen en el organismo vegetal multicelular transgénico de la invencién. Dicha primera y dicha segunda
secuencias heterdlogas en dicha planta o animal multicelular transgénico deben colocarse de manera que se segreguen
como loci no relacionados. Dichos loci no relacionados preferiblemente se colocan de manera que minimizan la
recombinacién y enlaces entre dichos loci. Dichas posiciones relativas generalmente se muestran en la Figura 2B usan
un organismo diploide como un ejemplo.

En el caso I de la Figura 2B, dichos fragmentos se localizan en el mismo cromosoma, es decir, estdn unidos fisica-
mente en la misma molécula de ADN pero separados entre si por secuencias de cromosoma nativas al organismo. Los
fragmentos pertenecerdn a unidades transcripcionales diferentes. Dado que el entrecruzamiento en la meiosis puede
llevar a separacion de los fragmentos (o las secuencias heterélogas que contengan los fragmentos), la probabilidad
de transferencia del rasgo codificado por ambos fragmentos a la descendencia se reduce de manera significativa en
comparacién con el caso convencional, en donde el rasgo estd codificado por una secuencia codificante continua.

En el caso II (véase la Figura 2B), dicho primer y dicho segundo fragmentos se localizan en cromosomas diferentes
(cromosomas no homélogos, en oposicidn a cromosomas alélicos). La frecuencia de heredar dicho rasgo codificado
por dos fragmentos en cromosomas diferentes tras el auto-cruce es de aproximadamente el 50% y tras el cruce con un
organismo que no presenta ninguno de estos fragmentos, del 25%. Se prefiere el caso II con respecto al caso L.

En la invencién (caso III en la Figura 2B), los dos fragmentos estan presentes en cromosomas alélicos (homélogos).
Cuanto més cerca se encuentran los fragmentos, menor serd la frecuencia de transferencia del rasgo a la descendencia.
En el caso mas preferido (caso IV en la Figura 2B), los fragmentos se localizan en el mismo locus. Por lo tanto, el
rasgo se segrega rdpidamente en la descendencia cruzada del organismo vegetal multicelular de la invencién.

La distribucién controlada de dicho rasgo a la descendencia se refiere a que la probabilidad de transferencia del
rasgo a la descendencia se reduce de manera significativa en comparacién con organismos transgénicos convenciona-
les que tienen un transgen involucrado en dicho rasgo codificado en un locus de un cromosoma, en particular como
una unidad transcripcional tnica. La frecuencia de aparicion de dicho rasgo en la descendencia tras el cruce de dicho
organismo multicelular transgénico de la invencién con un organismo carente de dicha primera y dicha segunda se-
cuencias heterélogas es menor del 10%, preferiblemente menor del 1%, de manera mas preferible del 0,1% e incluso
de manera mas preferible menor del 0,01% y de manera mucho mas preferible menor del 0,001%. Para comparacion,
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la frecuencia de aparicién de un transgen en la descendencia tras el cruce de un organismo transgénico convencional
(diploide) que tiene dicho transgen en una unidad transcripcional tnica y que es heterocigoto con respecto al transgen
con otro organismo de la misma especie que no tiene dicho transgen es de aproximadamente el 50%.

En el proceso (ii), el ensamblaje de ARN involucrado en un rasgo de interés no requiere la hibridacién de or-
ganismos o células. No obstante, la especificacion proporcionada anteriormente para el proceso (i) de la invencion,
también se aplica al proceso (ii) en donde es aplicable a menos que se especifique de manera diferente. En este se-
gundo proceso, dicha primera secuencia heteréloga tipicamente es ADN que se integra en el genoma nuclear de dicho
organismo multicelular. Dicha segunda secuencia heteréloga puede ser ARN o ADN. Si es ADN, las secuencias que
permiten la transcripcién (por ejemplo, un promotor funcional en el organismo) en dicho organismo deben propor-
cionarse con dicha segunda secuencia heter6loga para producir ARN susceptible de empalme trans. Dicha segunda
secuencia heteréloga puede ser ARN, por ejemplo cuando se usa infeccion viral basada en un virus de ARN. No obs-
tante, un segundo ARN heter6logo de ARN viral se puede introducir indirectamente al introducir ADN susceptible a
transcripcion al ARN.

Dicha segunda secuencia heter6loga de ADN o ARN puede o no incorporarse en el genoma nuclear del organismo
multicelular. Preferiblemente, no se incorpora en el genoma nuclear. Esto permite un grado extremadamente alto de
control de la distribucién a la descendencia del rasgo codificado en dicho primero y dicho segundo fragmento.

El organismo multicelular o célula del mismo que tiene una primera secuencia de ADN heterdloga se puede propor-
cionar como se describe para el proceso (i). En contraste con el proceso (i) el organismo multicelular preferiblemente
es heterocigoto con respecto a la primera secuencia heteréloga.

La introduccién de dicha primera y dicha segunda secuencias heterdlogas puede ser un proceso de una etapa o de
dos etapas. En el proceso de una etapa, dicha primera y dicha segunda secuencias heterélogas se introducen en un
organismo multicelular junto o al mismo tiempo y, preferiblemente, por el mismo método de transformacién. Dicha
primera y dicha segunda secuencias heter6logas se pueden introducir, por ejemplo, como una mezcla (por ejemplo,
una mezcla de cepas de Agrobacterium, cada una que contiene una de dichas secuencias heterélogas en ADN-T de
plasmidos Ti). En el proceso de dos etapas, el organismo multicelular o una célula del mismo que tenga la primera
secuencia de ADN heterdloga se produce en primer lugar y dicha segunda secuencia heteréloga se introduce en una
etapa independiente. Estas dos introducciones se pueden llevar a cabo por métodos diferentes de transformacién o
transfeccion. Dicha introduccion se puede realizar por infeccidn viral, infeccién mediada por Agrobacterium o métodos
de transformacién no biolégicos.

Con los procesos de la invencién se producen organismos vegetales multicelulares transgénicos. Se prefieren las
plantas de cultivo que incluyen cebada, avena, centeno, trigo, maiz, arroz, mijo, patata, semilla de colza, ajonjoli,
tomate, algoddn, sorgo y tabaco. Los procesos de la invencién se pueden aplicar a plantas diploides y poliploides.

Los ejemplos de rasgos expresables de acuerdo con la invencidn, en particular en plantas, son esterilidad masculina,
resistencia a herbicidas, resistencia a insecticidas, un marcador contra-seleccionable, morfologia del organismo, con-
tenido de la semilla, estabilidad de la semilla, adaptacién al clima, contenido de vitaminas, contenido y composicién
de carbohidratos, contenido y composicién de grasas, etc. Ademads, dicho rasgo puede ser la expresién de una proteina
de interés, en particular de una proteina farmacéutica. Los ejemplos de tales proteinas se proporcionan a continuacion.
En un caso preferido (véase ejemplo 1), dos rasgos se expresan en una planta de la invencién, por ejemplo un gen de
un marcador seleccionable y un gen de interés que confiere un rasgo util como resistencia a insectos.

Dichos organismos multicelulares y dichos organismos multicelulares transgénicos de la invencién se pueden
modificar adicionalmente de manera genética o transitoria, por ejemplo para proporcionar funciones necesarias para
el empalme trans o dicha expresion del rasgo de interés. Ademds, se puede expresar un segundo transgen involucrado
en la expresion del rasgo de interés o de un rasgo diferente.

El proceso de la invencién se puede usar para una amplia variedad de aplicaciones. Se puede usar, por ejemplo,
para expresar un rasgo de interés en dicho organismo transgénico. Dicho rasgo puede ser cualquier propiedad de dicho
organismo, ya sea codificado por un solo gen o por varios genes. El rasgo puede estar causado por la expresion de por
lo menos un ARN o, preferiblemente, por la expresion de por lo menos una proteina. Pueden ser necesarios dos o mas
ARN o proteinas para dicho rasgo. En este caso, puede ser suficiente controlar la expresién de tinicamente un ARN
o proteina como se describe en este documento. No obstante, es ambientalmente mds seguro controlar la totalidad de
los ARN o proteinas que producen un rasgo por el proceso de la invencién (véase el ejemplo 1, Figura 5).

La invencién también permite ensamblar una secuencia que codifica una proteina con médulos de, por ejemplo,
péptidos sefal, dominios de unién, sefiales de retencion, sefiales de compartimentacién, dominios de activacién, do-
minios con actividades enzimadticas, etiquetas de afinidad y secuencias reguladoras. Un enfoque modular de este tipo
hace que sea sencillo encontrar un casete de expresion Optimo para un propdsito especifico o para encontrar un péptido
secretor o de trdnsito 6ptimo para un gen especifico que se va a sobreexpresar y acumular en la célula o en un compar-
timiento especifico de la misma. Puede ser una herramienta ttil para estudios gendmicos y protedmicos funcionales.
Se puede generar, por ejemplo, una biblioteca de plantas en donde cada miembro de la biblioteca contenga un médulo
particular (por ejemplo, un péptido sefial especifico) de una de las clases de médulos anteriores, por ejemplo, como
dicho primer fragmento. El segundo fragmento después codificard una proteina de interés. Después de dicha hibrida-
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cién (proceso (i)) o dicha introduccién (proceso (ii)), la secuencia de ARN codificante de la proteina se une a dicho
modulo por empalme frans. Se prefiere llevar a cabo este enfoque modular con el proceso (ii) de la invencién y sin la
integracién estable de dicha segunda secuencia heter6loga en un cromosoma.

En esta invencién, un rasgo también se puede expresar en un organismo multicelular transgénico mediante regu-
lacién a la baja de un gen nativo para dicho organismo. Un gen se puede regular a la baja mediante cualquiera de
los métodos conocidos, por ejemplo por tecnologia antisentido o por los ARN de interferencia pequefios (siARN). En
tales realizaciones de la invencidn, el producto de la reaccién de empalme frans proporciona un ARN antisentido o
un siARN, opcionalmente después de procesamiento adicional como empalme cis. Se puede producir un siARN en
el organismo transgénico al disefiar dicha primera y dicha segunda secuencias heterélogas de manera que el producto
del empalme trans comprenda porciones de secuencia que tienen autocomplementariedad para formar una estructura
de ARN bicatenario. Dicha estructura de ARN bicatenario puede tener una porcién de identidad de secuencia a un
gen de la célula hospedadora y puede tener una longitud suficiente para inhibir la expresion de dicho gen en dicha
célula. Este método es particularmente ttil para estudios genémicos funcionales, en particular en combinacién con
el segundo proceso de la invencién. El método de inhibicidn genética por ARN bicatenario se describe de manera
general en el documento WO 99/32619. Un método eficaz para regular a la baja cualquier gen diana deseado usando
ARN de interferencia pequefios se describe en Brummelkamp et al. (Science 296, 550-553). Estos métodos se pueden
combinar facilmente con los procesos de la invencion.

La aplicacién mds importante del proceso (i) es la produccidon de semillas hibridas para generar plantas para
propositos de agricultura o para la produccién de una proteina en dichas plantas, por lo que dichas plantas tienen
una distribucién controlada de un rasgo a la descendencia. Dichas semillas hibridas permiten la generacién de plan-
tas que expresan un rasgo de interés que no se expresa en una linea de origen y que se segrega rapidamente en la
descendencia.

La aplicacién mas importante del proceso (ii) es el control de expresién de un rasgo de interés. La expresion de
dicho rasgo se puede activar al introducir dicha segunda secuencia de ADN heterdloga. Si dicha segunda secuencia
de ADN heter6loga se incorpora dentro de un cromosoma nuclear, el mismo nivel de control de distribucién de dicho
rasgo es asequible como en el proceso (i). Si dicha segunda secuencia de ADN heteréloga no se incorpora en un
cromosoma nuclear, la distribucién de dicho rasgo incluso se controla adicionalmente, dado que la transferencia de
dicho rasgo a la descendencia es extremadamente improbable.

La invencién proporciona adicionalmente un organismo vegetal multicelular transgénico que expresa un rasgo de
interés, teniendo dicho organismo una distribucién controlada de dicho rasgo a la descendencia, en donde la expresién
de dicho rasgo involucra la produccién de una molécula de ARN por empalme trans de fragmentos de ARN, por lo
que los fragmentos de ARN estan codificados o estdn localizados en moléculas de nucleétidos heter6logas diferentes.
Dichas moléculas de nucledtidos heterélogas diferentes pueden estar en cromosomas diferentes. Preferiblemente, di-
chos fragmentos de ARN estan codificados en cromosomas alélicos. De manera mas preferible, dichos fragmentos de
ARN codifican, después de empalme trans, una proteina heteréloga.

La invenciéon comprende adicionalmente partes o productos de los organismos transgénicos de la invencién y
semillas de plantas obtenidos mediante dicha hibridacién.
Breve descripcion de las figuras
Figura 1

Esquema general de empalme frans mediado por ribozima que da como resultado la formacién de ARNm
funcional.

Figura 2

A - representa el principio general de la invencién, en donde la formacién mediada por empalme trans de transcritos
funcionales se lleva a cabo en células de descendencia hibrida;

B - representa cuatro posibles ubicaciones relativas de la primera y segunda secuencias de ADN heter6logas en cro-
mosomas hospedadores del organismo multicelular transgénico de la invencién. Se usa como un ejemplo un organismo
diploide que tiene dos cromosomas y un rasgo de interés codificado por dos fragmentos (A y B).

C - representa el principio basico de obtener las ubicaciones alélicas de dicha primera y dicha segunda secuencias
de ADN heterdlogas que se proporcionan para empalme trans.

Figura 3

Esquema de un proceso, en donde el empalme frans seguido por el empalme cis lleva al ensamblaje de un gen
funcional de interés (GOI) en una célula vegetal.
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Figura 4

Esquema general del principio modular, en donde el empalme trans fusiona un péptido sefial de eleccidn con genes
diferentes de eleccion, lo que permite compartimentar productos de genes diferentes en descendencia hibrida.

Figura 5

Esquema de un proceso, en donde el empalme frans genera la formacién de transcritos que proporcionan rasgos
de resistencia a insectos y a herbicidas. Rz significa ribozima.

Figura 6

Esquema detallado de interacciéon de ARN complementario para empalme trans mediado por ribozima de frag-
mentos del gen BAR.

La Figura 7 representa el vector binario pICBV19.

Descripcion detallada de la invencion

En esta invencidn, se propone dividir la secuencia codificante de un transgen involucrado en la expresiéon de un
rasgo en dos o mas fragmentos capaces de empalme trans a nivel de ARN, e introducir estos fragmentos en cro-
mosomas diferentes del genoma hospedador, preferiblemente en cromosomas alélicos, de un organismo multicelular
transgénico. Una vez transcritos, estos fragmentos se pueden ensamblar por empalme trans de ARN y de esta manera
formar un ARN funcional, en particular ARNm, el cual puede proporcionar el rasgo de interés. Dado que el proceso
de reproduccién habitualmente involucra cruces parentales muy especificos, la administracion de tales sistemas de dos
alelos no genera problemas adicionales graves. Cualquier cruce espontaneo no deseado entre el organismo transgénico
(en particular un organismo vegetal) de la invencién y organismos no deseados desarma eficazmente dicho rasgo, su-
primiendo de ese modo la expresion y reduciendo en gran medida la probabilidad de transferencia de un gen funcional
a descendencia ilegitima.

El proceso de la invencién permite construir mecanismos, que pueden controlar ya sea la expresion del transgen
por si mismo o que se pueden usar para controlar la variedad transgénica, dado que la descendencia de cualquier cruce
ilegitimo se vuelve no viable. Estas dos posibilidades se contemplan, entre otras, en la invencion.

El sistema de esta invencidn también permite a un especialista en la técnica disefiar esquemas para seleccionar
transformantes primarios basandose en un marcador seleccionable que es eficaz y funcional en la descendencia T, pero
cuyos alelos, tras cruces posteriores, se segregan a descendencia transgénica diferente y, de ese modo, desaparecen
como un gen seleccionable funcional.

Ademds, la invencion permite el ensamblaje rdpido in vivo de diferentes genes cruzando padres que contengan
fragmentos diferentes de una unidad transcripcional de interés, permitiendo de esta manera intercambiar dominios
funcionales diferentes, tales como mejoradores traduccionales, péptidos de transito o sefial o de direccidn, etique-
tas de purificacion, diferentes dominios funcionales de proteinas, etc., simplemente cruzando plantas que porten los
fragmentos deseados de una unidad de gen/transcripcional funcional de este tipo.

El empalme trans de ARN se puede obtener mediante la utilizacién de ribozimas sometidas a ingenieria genética.
Una de las aplicaciones iniciales del fenémeno de empalme trans fue propuesto por Sullenger y Cech (Nature, 1994
371, 619-622) quienes describieron experimentos en los cuales se usa el empalme frans mediado por ribozimas,
para reemplazar una porcién defectuosa de ARN con una estructura funcional mediante la utilizacién del intrén de
Tetrahymena grupo I sometido a reingenieria para generar transcritos lacZ traducibles en E. coli. Proponen el empalme
trans como un medio general para alterar la secuencia de transcritos hospedadores especificos para propdsitos de
tratamiento de muchas enfermedades genéticas.

Ayre y colaboradores (1999, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 96, 3507-3512) proponen otro uso del empalme trans,
quienes desarrollaron una tecnologia que usa empalme trans mediado por ribozimas para dirigir citotoxinas al interior
de células de una manera altamente especifica. Usaron intrones de grupo I para empalmar el ARNm de la toxina A
de Difteria con ARNm de virus para inactivar células que expresan ARNm viral y, de esta manera, inactivar selectiva-
mente células de levadura infectadas. En la Figura 1 se muestra el principio general del empalme frans mediado por
ribozima obtenido de intrén de grupo 1.

Otra aplicacién importante adicional se desarrollé por Mikheeva y Jarrell (1996, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93,
7486-7490) quienes utilizaron intrones de grupo II sometidos a ingenieria genética para catalizar el ensamblaje de
genes quiméricos. En esta investigacion, se modificé la ribozima para redistribuir el ARNm del activador de plasmi-
négeno tisular y el ARN quimérico resultante se sometié a transcripcién inversa en ADN. El enfoque permite crear
unidireccionalmente bibliotecas de genes que codifican proteinas quiméricas con funciones novedosas.
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Hasta nuestro mejor conocimiento, no existe técnica anterior que describa el uso del empalme trans mediado por
ribozimas para ensamblar rasgos ttiles en células vegetales de una manera biolégicamente segura y controlable. El
esquema general del empalme frans que media el ensamblaje de rasgo en la descendencia F; se muestra en la Figura
2A. Ninguna de las dos lineas parentales (P, y P,) tiene un gen lineal completamente funcional que codifique dicho
rasgo. Por el contrario, cada uno contiene fragmentos (A o B) del gen que se localizan preferiblemente en cromosomas
alélicos. Como un resultado de la polinizacién entre P, y P,, se genera una descendencia con un rasgo funcional, por
medio del ensamblaje mediado por empalme frans de los fragmentos A y B. Es evidente a partir de dicha Figura, que
unicamente un cuarto de la descendencia S, obtenida de la autopolinizacién del hibrido primario conservara el rasgo
de interés, mientras la otra mitad heredard sélo uno de los dos fragmentos necesarios para proporcionar dicho rasgo y
un cuarto no tendrd A ni B. También es evidente que la polinizacién cruzada con cualquier otra planta (cruce ilegitimo)
que no tenga ninguno de los fragmentos A y B no conducird a la transmisién de dicho rasgo, dado que s6lo uno de los
dos fragmentos necesarios para cada gen funcional es transmitido a cada planta de la descendencia.

Modificar por ingenieria genética ribozimas que son capaces de dirigir el ARN seleccionado no es una tarea
comiin, dado que deben cumplirse requerimientos especificos para la estructura de ribozima. Esto puede comprometer
la secuencia del producto sometido a empalme frans y alterar la seleccién del sitio de empalme. Para volver este
enfoque mds flexible, se puede someter a ingenierfa genética un intrén que alberga el sitio de empalme trans. En
esta realizacion, el empalme trans conducird a la formacién de un intrén funcional. Dicho intrén puede experimentar
adicionalmente empalme cis y producir ARN funcional de un gen de interés (GOI) responsable de dicho rasgo de
interés. En la Figura 3 se muestra el esquema general de este enfoque. Tal enfoque, que se somete a ensayo para cada
ribozima especifica, es muy util para experimentos de intercambio de evolucién/dominio dirigidos, dado que permite
someter a ingenieria genética sitios de empalme trans universales.

El empalme trans de la invencién no se limita al uso de intrones del grupo I y sus derivados. Existen diferentes
grupos/clases de intrones clasificados de acuerdo con su organizacién interna y mecanismo de empalme. Los intrones
nucleares tienen en comtn que tienen dinucleétidos GT-AG en los extremos 5’ y 3’ y que habitualmente requieren
formacién de espliceosomas para su empalme. Los intrones de grupo Iy grupo II reciben su nombre por intrones que
se encuentran en genes mitocondriales fungicos diferentes. Los mismos se clasifican de acuerdo con su organizacién
interna pero tienen en comun la capacidad de autocatalizar su propio empalme.

Los intrones nucleares se cortan y empalman por medio de un mecanismo mediado por snRNP (mediado por
espliceosoma). Existe bibliografia abundante que describe los mecanismos y disefio del empalme cis que incluyen
empalme alternativo de genes nucleares en diferentes organismos eucariotas (para una revisién véase Adams et al.,
1996, Curr. Opin. Cell Biol., 8, 331-339; Hastings & Krainer, 2001, Curr. Opin. Cell Biol., 13, 302-309). El empalme
trans que se presenta de manera natural con la implicacién de un mecanismo mediado por snRNP se describe para
una unién de ARN SL (lider empalmado) al extremo 5’ de los ARNm en tripanosomas (Agabian, N., 1990, Cell, 61,
1157-1160; Luo et al., 1999, J. Biol. Chem., 274, 31947-31954) y Caenorhabditis elegans (Hirsh & Huang, 1990,
Mol. Biol. Rep., 14, 115). Estos ARN “lideres empalmados” pequefios consisten en un ex6n 5’ fusionado a secuencias
que se pueden sustituir funcionalmente por sSnARN U1 en extractos de empalme de snRNP de mamifero. Un empalme
trans similar de ARN SL también se mostré en cordados. En el protocordado ascidia Ciona intestinalis, los ARNm
de por lo menos siete géneros experimentan empalme trans con SLRNA (Vandenberghe et al., 2001, Genes Dev., 15:
294-303). El empalme trans de los ARNm también se ha demostrado en células de mamifero (Eul et al., 1995, EMBO
J., 14, 3226-3235; Li et al., 1999, J. Biol. Chem., 284, 11060-11071; Caudevilla et al., 2001, FEBS Lett., 507, 269-
279) y Drosophila (Dorn et al., 2001, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 98, 9724-9729). Un indicio temprano de que el
empalme trans puede funcionar en la maduracién de ARN nuclear vegetal provino del andlisis del ARNm que codifica
una proteina quinasa (SPK) especifica de semilla, dependiente de calcio del arroz (Kawasaki et al., 1999, Plant J., 18,
625-632). La cartografia de un clon de ADNc para SPK indicé que la totalidad del ADNCc se dividi6 en dos regiones
diferentes, SPK-A y SPK-B, localizadas en cromosomas diferentes de arroz. Existen informes de grupos diferentes,
los cuales demuestran claramente que el empalme trans se puede someter a ingenieria genética mediante la utilizacién
del mecanismo mediado por espliceosoma (Puttaraju et al., 1999, Nature Botech., 17, 246-252; Liu et al., 2001, Nature
Biotech., 20, 47-52).

Los intrones de grupo Iy grupo II tienen la capacidad de empalmarse a si mismos fuera del pre-ARNm. Esta
reaccioén puede llevarse a cabo in vitro por el ARN solo. A tales ARN con actividades cataliticas generalmente se
les denomina ribozimas. En esta invencion, el término ribozima se usa para denominar los ARN cataliticos capaces
de realizar reacciones de empalme trans entre moléculas de ARN separadas. Los intrones tanto de grupo I como
de grupo II son capaces de empalme trans en sistemas artificiales (Been et al., 1986, Cell, 47, 207-216; Jacquier et
al., 1986, Science, 234, 1099-1194; Jarrell et al., 1988, Mol. Cell Biol. 8, 2361-2366). El empalme trans también se
observo para intrones de grupo II en genes divididos de cloroplastos (Kohchi ef al., 1988, Nucl. Acids Res., 16, 10025-
10036) y para un intrén de grupo I en un gen dividido artificialmente en Escherichia coli (Galloway-Salvo et al., 1990,
J. Mol. Biol., 211, 537-549). Los intrones de grupo I se descubrieron por primera vez en el ARNr de Tetrahymena
thermophila (Cech, T.R., 1990, Annu. Rev. Biochem., 59, 543-568). Los mismos requieren una U en la secuencia diana
inmediatamente 5’ del sitio de escision y unen 4 a 6 nucledtidos en el lado 5° del sitio de escisién. Existen mas de 75
miembros conocidos de este grupo hasta ahora. También se observaron en mitocondrias fingicas y vegetales (Richard
& Dujon, 1997, curr. Genet., 32, 175-181; Cho et al., 1998, Proc. Natl. Acad, Sci. USA, 95, 14244-14249), cloroplastos
(Turmel et al., 1993, J. Mol. Biol. 232, 446-46), fago T4 (Galloway et al., 1990, J. Mol. Biol., 211, 537-549), algas
verdiazules y otros organismos.
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Existen varios enfoques desarrollados y ribozimas sometidas a ingenieria genética las cuales se pueden usar para
llevar a la préctica esta invencidn (las referencias se mencionan anteriormente). Las mismas realmente abarcan el
uso de todos los tipos conocidos de intrones con el fin de someter a ingenieria genética acontecimientos de empalme
trans en células eucariotas. Ademds de ser utilizadas en esta invencidn, también son aplicables ribozimas sometidas
a ingenierfa genética en la base de intrones de Tetrahymena del grupo I (documento US 6.015.794; Ayre et al., 1998,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 96, 3507-3512), mediados por espliceosoma (Puttaraju et al., 1999, Nature Biotech., 17,
246-252; Liu et al., 2001, Nature Biotech., 20, 47-52; US 6.083.702) o empalme trans medido por intrén de grupo II
(Mikheeva & Jarrell, 1996, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93, 7886-7490; documento US 5.498.531).

Los procesos de la invencién se pueden usar como una manera conveniente de ensamblar una secuencia y/o una
unidad de expresion deseada a partir de diferentes partes en trans, usando como moédulos o componentes basicos plan-
tas transgénicas diferentes (véase la Figura 4). Su descendencia hibrida se puede colocar junto a médulos heredados de
padres diferentes a través del empalme frans mediado por ribozimas sometidas ingenieria genética. Es posible formar
un rasgo de interés al seleccionar un par apropiado de padres transgénicos que contengan los médulos requeridos,
de una manera muy similar a la seleccién de un par apropiado de plantas parentales para producir semillas hibridas
de alto valor en reproduccidn tradicional. Los ejemplos de tales mddulos incluyen péptidos sefial diferentes, domi-
nios de unidn, sefiales de retencion, sefiales de compartimentacién, dominios de activacién, dominios con actividades
enzimaticas, etiquetas de afinidad, secuencias reguladoras, diferentes genes de interés y partes de los mismos.

Un ejemplo de aplicacién del empalme trans contemplado en esta invencion es la formacién de resistencia a
herbicidas y resistencia a insectos mediante empalme frans a partir de precursores no funcionales. En los Ejemplos
1 y 2 se describe el disefio de un sistema para la formacién mediada por ribozimas de los ARNm de BAR y CryllIA
en plantas. En el primer ejemplo se describe el disefio de dos construcciones que contienen dicho primero y dicho
segundo fragmento de la invencién de un sistema de empalme frans para cada gen de interés in trans. La formacién de
los rasgos que confieren resistencia a PPT (herbicida fosfinotricina) y resistencia a insectos se presenta exclusivamente
en células vegetales que albergan los dos ADN-T que se muestran en la Figura 5.

La transformacién conjunta de los dos ADN-T se puede seleccionar con facilidad usando medios que contienen
PPT. El andlisis de enlace de ADN-T se describe en el Ejemplo 2, que permite seleccionar el transformante mas
apropiado que contenga los ADN-T diferentes en cromosomas alélicos diferentes, por ejemplo, unidos en repulsion.

Se pueden usar estrategias diferentes para introducir secuencias de ADN heter6logas de interés en células, en
particular en células vegetales. Un enfoque se basa en la generacidn de dos transformantes independientes, cada uno de
los cuales contiene una de las dos secuencias de ADN heterdlogas involucradas en el empalme frans. Estas secuencias
se pueden unir mediante cruce sexual o hibridacién de células somaticas a través de fusién de protoplastos (Melchers,
G., 1976, Basic Life Sci., 8: 455-467; Ratushnyak et al., 1993, Mol. Gen. Genet, 236: 427-432), proporcionando
de esta manera un rasgo de interés en su descendencia. Como alternativa, dos secuencias de ADN heter6logas se
pueden integrar de manera estable en la misma célula vegetal durante uno o dos acontecimientos de transformacién
independientes. En ambos casos, el andlisis genético de las descendencias de tales plantas preferiblemente se realiza
con el fin de determinar el enlace entre dichos fragmentos de ADN y para seleccionar la ubicacién mds preferible
de dichos fragmentos en relacién el uno con el otro. Si las secuencias de ADN heterdlogas que contienen dichos
fragmentos se introducen en plantas diferentes, fisicamente no estan unidas en una planta hibrida, sino que se localizan
en cromosomas diferentes o alélicos (unidos en repulsién). Ademds, existe una probabilidad relativamente elevada de
que dichos fragmentos se encuentren unidos fisicamente (localizados en el mismo cromosoma) en caso de integracién
estable de dichos fragmentos en la misma planta.

En un caso, dichos dos fragmentos estdn unidos fisicamente, por ejemplo, se localizan en el mismo cromosoma
(Figura 2B, caso I). En este caso, los fragmentos se pueden segregar en descendencia debido a entrecruzamiento
meidtico, proporcionando de esta manera mejor control sobre la expresion y el movimiento de rasgo en comparacién
con la técnica anterior, donde dicho rasgo esta codificado por una secuencia continua.

En una realizacion preferida, dichos fragmentos no estdn unidos fisicamente, por ejemplo, se localizan en dos
cromosomas diferentes (no homélogos) (Figura 2B, caso II). En este caso, tinicamente la mitad de la descendencia
propia y un cuarto de la descendencia cruzada de la planta heterocigota de ambos fragmentos heredara el rasgo.

De manera maés preferible, dichos fragmentos estdn en cromosomas alélicos diferentes (Figura 2B, caso III). Aqui,
toda la descendencia propia heredara el rasgo, pero la descendencia que se produzca como resultado del cruce con
plantas que no posean ninguno de dichos fragmentos no heredard ningiin rasgo si se descuida o estd ausente el entre-
cruzamiento meidtico. Sin embargo, la recombinacién meidtica entre los dos cromosomas alélicos puede unir fisica-
mente dichos fragmentos A y B. La frecuencia de tales acontecimientos de recombinacion depende directamente de la
distancia relativa entre dichos fragmentos en dos cromosomas alélicos.

Con el fin de suprimir el enlace fisico de los fragmentos por recombinacidén meidtica, los fragmentos preferible-
mente se colocan a una distancia relativa corta o, de manera mds preferible, en el mismo locus en cromosomas alélicos
diferentes (Figura 2B, caso IV) y de esta manera se minimiza la frecuencia de recombinacién meiética entre tales frag-
mentos practicamente a cero. Existen diferentes soluciones técnicas para obtener la ubicacion alélica mas preferible
de los fragmentos. Dichos fragmentos A y B se pueden integrar dentro del ADN cromosémico en una construccién
AB (Figura 2C). El disefio de la construccion permitird la remocion seleccionable de uno de los fragmentos de ADN
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heter6logos (A o B) usando mecanismos de reordenamiento de ADN controlable (corte, inversién o transposicion)
generando de esta manera descendencia que contiene ya sea el fragmento A o el fragmento B en el mismo locus, o
habiendo transcrito selectivamente ya sea el fragmento A o el fragmento B sin necesidad de retirarlos. Unir ambos frag-
mentos o sus transcritos por cruce de plantas que poseen Unicamente uno de dichos fragmentos o ambos fragmentos,
pero Gnicamente uno de los transcritos requeridos, generard la expresion de un rasgo de interés. Un ejemplo de recom-
binacién de ADN controlada puede ser flanquear los fragmentos A y B con secuencias reconocidas por recombinasas
diferentes especificas de sitio y, tras tal reconocimiento, separar selectivamente ya sea el fragmento A o el fragmento
B. De manera alternativa, ambos fragmentos se pueden flanquear por secuencias para recombinacién especifica de si-
tio en tal orientacioén, de manera que la exposicion a la fuente de recombinasa que reconoce dichas secuencias llevara
a la inversién del fragmento de ADN con ambos fragmentos. La colocacién de la regién de inicio de transcripcién
(promotora) justo fuera de dicho fragmento de ADN puede generar la transcripcién del fragmento A o B, dependiendo
de la orientacién de los fragmentos. Otro enfoque comprende el uso de la transposicién en donde, por ejemplo, el
fragmento B se localiza y transcribe dentro de un elemento susceptible de transposicién no auténomo, pero su corte de
la construccioén activard la transcripcion del fragmento A. El corte del transposén no necesariamente genera su reinser-
cidén en otra parte, de manera que la descendencia se puede seleccionar para que contenga tnicamente el fragmento A.

En los ejemplos, se usé el suministro de ADN-T mediado por Agrobacterium en células vegetales, en donde di-
cho ADN-T contiene dicha primera o dicha segunda secuencias heterélogas como un vector. Se pueden usar métodos
diferentes para el suministro de vectores al interior de células vegetales tales como introduccién directa del vector en
las células por medio de bombardeo con microproyectiles, electroporacion o transformacion de protoplastos mediada
por PEG. Se prefiere la transformacién de planta mediada por Agrobacterium, en particular para el proceso (i) y para
dicha primera secuencia heteréloga del proceso (ii). De esta manera, el ADN se puede transformar en células vegeta-
les por diversas tecnologias adecuadas tales como mediante el vector del plasmido Ti transportado por Agrobacterium
(documentos US 5.591.616; 4.940.838 y 5.464.763), bombardeo con particulas o microproyectiles (documentos US
05100792; EP 00444882B1 y EP 00434616B1). En principio, también se pueden usar otros métodos de transfor-
macién de plantas, por ejemplo microinyeccién (documentos WO 09209696; WO 09400583A1 y EP 175966B1),
electroporacién (documentos EP00564595B1; EP00290395B1 y WO 08706614A1), etc. La seleccion del método de
transformacion depende de la especie vegetal que se va a transformar. Por ejemplo, se puede preferir el bombardeo con
microproyectiles para transformacién de monocotiledonias, mientras que para dicotiledonias generalmente se obtienen
mejores resultados con la transformacion mediada por Agrobacterium.

El sistema de empalme frans descrito en la invencion consiste en dos 0 mds fragmentos los cuales se proporcionan
en trans. Esto significa que este sistema estd mejor controlado y es mds seguro, por ejemplo, puede tener un nivel de
expresion cero en estado no inducido.

Los genes de interés o fragmentos de los mismos, que se pueden expresar, en orientacion sentido o antisentido usan-
do esta invencidn incluyen; enzimas modificadoras de almidon (almidén sintetasa, enzima de fosforilacion de almi-
doén, enzima de desramificacién, enzima de ramificacién de almidén, enzima II de ramificacién de almidén y almidén
sintetasa unida a granulos), sacarosa fosfato sintetasa, sacarosa fosforilasa, poligalacturonasa, polifructano sacarasa,
ADP glucosa pirofosforilasa, ciclodextrina glucosiltransferasa, fructosiltransferasa, gluc6geno sintetasa, pectina este-
rasa, aprotinina, avidina, levansacarasa bacteriana, proteina glgA de E. coli, MAPK4 y ort6logos, enzima de asimila-
cién/metabolismo de nitrégeno, glutamina sintetasa, osmotina vegetal, albimina 2S, taumatina, recombinasa/integrasa
especifica de sitio (FLP, Cre, recombinasa R, Int, SSVI Integrasa R, Integrasa phiC31 o un fragmento activo o variante
de las mismas), isopentenil transferasa, Sca M5 (calmodulina de soja), toxina de tipo de coledptero o un fragmento
con actividad insecticida, proteinas de fusién de enzima de conjugacién de ubiquitina (E2), enzimas que metabolizan
lipidos, aminoécidos, azicares, dcidos nucleicos y polisacdridos, superéxido dismutasa, forma de proenzima inactiva
de una proteasa, toxinas de proteinas vegetales, rasgos que alteran las fibras en plantas productoras de fibras, toxina ac-
tiva de coleéptero de Bacillus thuringiensis (toxina Bt2, proteina cristalina insecticida (ICP), toxina CrylC, endotoxina
delta, toxina polipeptidica, protoxina, etc.), toxina especifica de insecto AalT, enzimas de degradacién de celulosa, ce-
lulasa E1 de Acidothermus celluloticus, enzimas modificadoras de lignina, cinamoil alcohol deshidrogenasa, trehalosa-
6-fosfato sintetasa, enzimas de la ruta metabdlica de citoquinas, HMG-CoA reductasa, pirofosfatasa inorgénica de E.
coli, proteina de almacenamiento de semillas, licopeno sintetasa de Erwinia herbicola, ACC oxidasa, proteina codi-
ficada por pTOM36, fitasa, cetohidrolasa, acetoacetil CoA reductasa, PHB (polihidroxibutanoato) sintetasa, proteina
transportadora de acilo, napina, EA9, fitoeno sintetasa de plantas no superiores, proteina codificada por pTOMS, ETR
(receptor de etileno), piruvato fosfato diquinasa plastidica, proteina de poros transmembrana inducible por neméatodos,
rasgo que incrementa la funcién fotosintética o de plastidos de la célula vegetal, estilbeno sintetasa, una enzima capaz
de hidroxilar fenoles, catecol dioxigenasa, catecol 2,3-dioxigenasa, cloromuconato cicloisomerasa, antranilato sinte-
tasa, proteina AGL15 de Brassica, fructosa 1,6-bifosfatasa (FBPasa), AMV RNA3, PVY replicasa, PLRV replicasa,
proteina de cubierta de potivirus, proteina de cubierta de CMV, proteina de cubierta de TMV, replicasa de luteovi-
rus, ARN mensajero de MDMYV, replicasa geminiviral mutante, Umbellularia california C12:0 que prefiere acil-ACP
tioesterasa, planta C10 o C12:0 que prefiere acil-ACP tioesterasa, C14:0 que prefiere acil-ACP tioesterasa (luxD), fac-
tor A de sintetasa vegetal, factor B de sintetasa vegetal, 6-desaturasa, proteina que tiene una actividad enzimadtica en la
oxidacion peroxisdmica de dcidos grasos en células vegetales, acil-CoA oxidasa, 3-cetoacil-CoA tiolasa, lipasa, acetil-
CoA-carboxilasa de maiz, 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintetasa (EPSP), fosfinotricina acetil transferasa (BAR,
PAT), proteina CP4, ACC desaminasa, ribozima, proteina que tiene un sitio de escisién postraduccional, proteina de
fusién que consiste en un dominio de unién de ADN del activador transcripcional Gal4 y un dominio de activacién
transcripcional, una fusién traduccional de proteina oleosina con proteina de interés capaz de dirigir la proteina de
fusion en la fase lipidica, gen DHPS que confiere resistencia a sulfonamida, nitrilasa bacteriana, 2,4-D monooxigena-
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sa, acetolactato sintetasa o acetohidroxidcido sintetasa (ALS; AHAS), poligalacturonasa, nitrilasa bacteriana, fusién
de la regién hidréfoba amino terminal de una proteina translocadora de fosfato madura que reside en la envuelta
interior de membrana de un pléstido con proteina de interés para dirigirse al interior de dicha membrana, etcétera.

Cualquier proteina humana o animal se puede expresar usando el sistema de empalme frans. Los ejemplos de ta-
les proteinas de interés incluyen, entre otros, proteinas de respuesta inmune (anticuerpos monoclonales, anticuerpos
de cadena tnica, receptores de células T, etcétera), antigenos, factores estimulantes de colonias, relaxinas, hormonas
polipeptidicas, citoquinas y sus receptores, interferones, factores de crecimiento y factores de coagulacion, enzimas
lisosdmicas enzimdticamente activas, polipéptidos fibrinoliticos, factores de coagulacidon sanguinea, tripsinégeno, 1-
antitripsina (AAT), asi como proteinas conservadoras de funcién como fusiones, versiones mutantes y derivados sin-
téticos de las proteinas anteriores.

El proceso de la invencidon puede comprender adicionalmente la expresion de un gen que codifique una proteina
supresora de silenciamiento génico postranscripcional (PTGS) o una variante conservadora de funcién o un fragmento
de la misma en una planta para suprimir PTGS de dicha secuencia codificante transgénica. Dicho gen de proteina
supresora PTGS o variante conservadora de fusién o fragmento del mismo se puede proporcionar a una planta en el
mismo vector que porta dicha secuencia codificante transgénica o en un vector adicional. Dicha proteina supresora
PTGS preferiblemente es de origen viral o vegetal. Los ejemplos de proteinas supresoras PTGS son la proteina X p25
del virus de patata, la proteina AC2 del virus del mosaico de cassava africana, la proteina P1 del virus moteado ama-
rillo del arroz, la proteina 19K del virus del enanismo ramificado del tomate, rgs CAM o una variante conservadora
de fusién o un fragmento de una de estas proteinas. Dicha variante conservadora de funcién o fragmento preferible-
mente tiene una identidad de secuencia del 75% para una de las proteinas anteriores. Los detalles sobre las proteinas
supresoras PTGS y su uso se pueden encontrar en el documento WO0138512.

Esta invencién también es aplicable para genes marcadores seleccionables/calificables y sus fusiones con diferen-
tes genes de interés permitiendo de ese modo la seleccion directa del mejor productor de proteina recombinante. Los
ejemplos de tales marcadores seleccionables/calificables incluyen, por ejemplo, genes o fragmentos de: neomicina
fosfotransferasa II (NPTII), higromicina fosfotransferasa, aminoglucésido de 6’-N-acetiltransferasa, S-enolpiruvils-
hikimato-3-fosfato sintetasa, fosfinotricina acetil transferasa (BAR), betaina aldehido deshidrogenasa (BADH), dihi-
drofolato reductasa (DFR1), 6’ gentamicina acetiltransferasa (6° GAT), acetolactato sintetasa (ALS), fosfomanosa-
isomerasa (PMI), glifosato 6xidorreductasa, acetohidroxidcido sintetasa (AHAS), 2-desoxiglucosa-6-fosfato fosfatasa
(2-DOG-6-P), luciferasa, proteina fluorescente verde (GFP) y fusiones de genes marcadores seleccionables y suscep-
tibles de cribado.

Ejemplo 1
Diserio de construccion para ensamblaje de transcrito de BAR y CryllIA mediado por empalme trans

Se disefiaron dos construcciones de ADN-T (véase la Figura 5), una con ribozima unida al extremo 3’ del gen
BAR (Acceso de Gene Bank X17220) y el extremo 5’ del gen CrylIIA (Acceso de Gene Bank X70979) y otro - con el
extremo 5’ del gen BAR y unido a ribozima con el extremo 3’ del gen CrylIIIA, usando técnicas de biologia molecular
convencionales (Sambrook, Fritsch & Maniatis, 1989, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Lab Press, Plainview, NY, 2 edicioén). La primera construccién (Figura 5, parte superior) porta el extremo 5’ de una
unidad transcripcional impulsada por promotor 35S que contiene un gen CrylIIIA unido al fragmento de 200 p.b. del
gen HPT en orientacidn sentido y una unidad transcripcional impulsada por el promotor nos que contiene un fragmento
del gen HPT de 300 p.b. en orientacién antisentido seguido por una ribozima unida al extremo 3’ del gen BAR. La
segunda construccion (Figura 5, segunda desde la parte superior) tiene un fragmento de gen HPT de 200 p.b. impulsado
por el promotor 35S en orientacién antisentido seguido por una ribozima unida al extremo 3’ del gen CryllIA y un
extremo 5’ impulsado por el promotor nos del gen BAR unido con un fragmento de HPT de 300 p.b. en orientacién
sentido. Las presentaciones esquematicas de las construcciones asi como los productos de empalme trans se muestran
en la Figura 5. La Figura 6 muestra una imagen detallada del proceso de empalme trans que produce un gen BAR
funcional.

Clonacion del extremo 5’ del gen BAR del sistema de empalme trans

Una parte del gen HPT (300 nucleétidos, N° de Acceso de Gene Bank V014999, cuya secuencia se muestra mas
adelante) se selecciondé como la secuencia diana. HPT es un gen bacteriano, no esta relacionado con ninguno de los
genes vegetales. El contenido de G/C es de aproximadamente el 60%, de manera que el apareamiento de bases entre
las partes 5° y 3’ del vector viral debe ser muy eficaz:

attgctgatccecatgtgtatcactggcaaacigtgatggacgacacegtcagtgegtecgtegegeaggetetcg atgagctgat
gctttgggecgaggactgeccecgaagtcecggeacetegtgcacgegg atttcggctccaacaatgtcctgacggacaatggee
gcataacagcggtcattgaclggagcgaggcgatgttcggggattcccaatacgaggtcgccaacatcctcttc‘-.ggaggccgt
ggttggctigtatggagcageagacgegctacttcgageggaggeat
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Se usaron los siguientes cebadores para la amplificacién de la secuencia diana de HPT de 300 pb: (los sitios de
restriccion se escriben con negritas y estdn subrayados):

Targhptl:

5'-atgcctcgagttactagaattgctgatecceatgtgtateac-3'
Xhol

Targhpt3:

5'-tcaggtcgacatgcctccgetcgaagtagegegt-3'
Sall

Targhpt4:

5'-tgactctagaattgctgatccceatgtgtatcac-3'
Xbal

Targhpt5:

5'-tcaggqtaccatgectcegcetegaagtagegegt-3°
Kpn1
La secuencia codificante del gen BAR se dividi6 en dos partes en la parte media del dominio de acetiltransferasa

(restos de AA 60-142) para asegurar que no hay resistencia a fosfinotricina proporcionada por cualquiera de las partes
separadas. Los cebadores usados para PCR de los fragmentos de interés son:

Pnosl:

5'-ctagaattcatgagcggagaattaagggagtc-3'
EcoR{

Barlr:

5'- gtaactcgagtgacttcagcaggtgggtatag-3'
Xhol

El extremo 5’ del gen BAR junto con el promotor nos se amplifica por PCR usando ADN plasmidico de pICBV19
(Figura 7) como molde y los cebadores pnosl y barlr. Este fragmento de PCR se digiri6 con Xhol y EcoRI y se
cloné en un fragmento grande de pICBV 19 binario digerido con Kpn1-EcoRI junto con targhptl-targhpt5 amplificado
y digerido con el fragmento HPT de enzimas de restricciéon Kpnl y Xhol. Esto produjo pICBV19 que contenia el
extremo 5’ del gen BAR unido a 300 pb de la secuencia codificante de HPT bajo el control del promotor NOS
(construccion intermediaria 1).

La construccién pICH1600, que contiene el gen HPT, se tom6 como molde para amplificaciéon por PCR de los
fragmentos de HPT.
Clonacion de extremo 3’ del gen BAR del sistema de empalme trans

Para clonacién del extremo 3’ del gen BAR unido con ribozima, el fragmento Kpn 1 - EcoR 1 de pICBV 19 (pNOS-

BAR) se reemplazé con el promotor pNOS separado de la sefial de terminacién de transcripciéon de OCS 3’ por los
sitios de restriccion Sall y Nco 1.
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Se usaron los siguientes cebadores para amplificar el extremo 3’ del gen BAR:

Bar2f:

9'-ggagaagcttggcttcaagagegtggtegetg-3';
Hindlll

Bar3r:

§'-catgccatggtcaaatcteggtgacgggeaggace-3'.
Nco1

La secuencia de la ribozima sintética basada en el intrén de grupo I se tomé del ARNr 26S precursor de Tetrahy-
mena thermophila (Koehler et al., 1999, J. Mol. Biol., 285, 1935-1950; Ayre et al., 1999, Proc. Natl. Acad. Sci. EUA,
96, 3507-3512).

Xbal
tctagacttatcgggtgacaaaagttatcaggcatgcacctggtagetagtctttazaccaatagattgeateggtttaaaaggea
agaccgtcaaattgcgggaaaggggicaacagecgticagtaccaagictcaggggaaactitgagatggcectigcaaagagt
atggtaataagctgacggacatggtcctaaccacgcagecaagtectaagtcaacagatcetictgttgatatggatgeagttcaca
gactaaatgtcggtcggggaagatgtaticttctcataagatatagtcggacctetecttaatgggagetageggatgaagtgatge
aacactggagccgetgggaactaatitgtatgcgaaagtatatigattagtttiggagtacicgtgataagett

Hindlll

Esta secuencia de ribozima se adquirié6 en ATG:Biosynthetics GmbH (P0202001), insertada en pBluescript II
SK(+) entre los sitios de restriccion HindIIl y Xbal (pldsmido pICHO80) y se usé para etapas de clonacién adicionales.
Después, la ribozima de pIC080 se fusioné a la versioén antisentido del HPT diana (fragmentos PCR de Xbal/Sall de
300 pb (amplificado con cebadores Targhpt3 y Targhpt4) para obtener el plasmido intermediario basado en pBS(KS+).
Este plasmido se us6 para aislar un fragmento Hind III/Sal 1 de ribozima unido con fragmento de HPT de 300 pb en
orientacion antisentido.

La etapa final en la clonacién de este casete de expresion incluy6 el ligamiento de tres vias del fragmento de
ribozima -HPT Hind III/Sall con un fragmento de PCR tratado con HindIII/Ncol (cebadores bar2f y bar3r) del extremo
3’ del gen BAR y un vector binario modificado digerido con Ncol/Sall pICBV 19 (Figura 7). La clonacién final produjo
pICBV 19 que contenia una ribozima unida al extremo 3’ del gen BAR bajo el control del promotor NOS (construccién
intermediaria 2).

El proceso de clonaciéon del gen BAR en dos fragmentos y su ensamblaje mediante empalme frans condujo a la
sustitucion neutra de tres restos aminoacidicos no conservados en la region de division (Glu-Asp; Ala-Lys; Gln - Leu).
Clonacion del extremo 5’ del gen CryllIA del sistema de empalme trans

Se seleccion6 una parte del gen HPT (180 nucleétidos, N° de Acceso de Gene Bank V014999, la secuencia se
muestra mas adelante) como la secuencia diana en este caso.

5'-ctgaactcac cgcgacgtct gtegagaagt ttctgatcga aaagttcgac agegtciceg acctgatgea getcteggag
ggcgaagaat ctegtgettt cagcttcgat gtaggaggac grggatatgt cctgegggla aatagetgeg ccgatgattt
ctacaaagat cgttatgtit-3'

Esta secuencia no se solapa con el fragmento de HPT de 300 p.b. usado para disefiar el sistema de empalme trans
mediado por ribozima para el gen BAR.
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Para clonacién con el extremo 5° del gen CryllIIA, el fragmento de HPT de 180 p.b. se amplificé con los cebadores
hpt1f (5°-gcatctegag ttactaget gaactcaccg cgacgtct gte-3") y hpt2r (5°-ctgeggatce caaacataac gatcttgtag aaaccatce-3"), se
digirié con Xhol y BamH]1 y se ligé junto con un fragmento sintético Clal/Xhol del gen CryIIIA (ATG:Biosynthetics
GmbH) en un fragmento Clal/BamH]1 purificado en gel de la construccién intermediaria 2. Los sitios de restricciéon
para Xhol y BamH1 en las secuencias del cebador se muestran con negritas. La construccién final se muestra en la
Figura 5 (parte superior).

El fragmento 5’ del gen CrylIIA sintético con el extremo 5’ del intrén de actina 1 de arroz (que se muestra en
cursivas, Gene Bank N° de acceso X63830) flanqueado por los sitios de restriccion Clal (extremo 5°) y Xhol (extremo
3%):

Ciat
S'-ateg atgactgcag acaacaacac cgaagccctc gacagitcta ccactaagga tgttatccag aagggtatct
cegttgtogg agaccictty ggegtggtty gatttecctt cggtggagee ctegtgaget tctatacaaa cttictcaac
accattigge caagcgagga cccttggaaa geaticatgg agcaagttga agceicttatg gatcagaaga tigeagatta
tgccaagaac aaggetttgg cagaactcca gggecttcag aacaalgtgg aggactacgt gagtgcattg tecagelgge

agaagaaccc tgttagctce agaaatccte acagccaagg taggatcaga gagttgtict ctcaagecga atcecactic
agaaattcca tgectagcelt tgetatcice ggttacgagg ttettttcet cactacctat gatcaagetg ccaacaccea
ctigtttetc cttaaggacg ctcaaatcta tggagaagag {ggggatacg agaaagagga catigctgag ttctacaage
gtcaacttaa gctcacccaa gagtacactg accatigegt gaaatggtat aacgttggtc tcgataage: cagaggetct
teclacgagt cttgggtgaa cltcaacaga tacaggagag agatgacctt gactgtgctc gatcltatcg cactetttee
citgtacgat gtgagactct acccaaagga agtgaaaact gagettacca gagacgtgcet cactgaccct attgtcggag
tcaacaacct taggggttat ggaactacct
EcoR1
tcagcaatat cgaaaactec attaggaaac cacatctctt cgactatctt cacagaattc aattccacac aag
gtaaccaccec cgegtecele toctettict tetcegttt ttittteeg tetegleteg atctitggec tggtagttt gogggegaga
ggcggcticg tcgeecagat €gglgegega gaggqaceqa
BamH1
atclegegge tgggtctegg cglgeggecg gatectegeg 9ggaatggayg ctelcggaly tagatctgat cogeegttgt

19999gagat gatggggegt ftaaaatttc aagtcacteg ag-3'
Xhol
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El fragmento 3’ del gen CrylIIA sintético precedido por el extremo 3’ del intrén de actina 1 de arroz (mostrado en
cursivas) y flanqueado por los sitios de restriccion HindIII (extremo 5°) y BamH1 (extremo 3°):

Hindlil

S'aagctt gccatgctaa aceagalcag gaagagggga aaagggeact atggtttats ttttatata fttctgetge
tgctcgtcag gettagatgt gotagalctt tetttetict tittgigggt agaatitgaatcectcagea Htgticateg gtagttttte
tittcatgal ttgtgacaaa tgcagectcg tgeggagett tittgtag gtttcaa ccaggatact atggtaacga ctecttcaac
tattggtccg gtaactatgt ttccaccaga ccaagceatig gatctaatga catcatcaca tcieoctict atggtaacaa
gtccagtgaa cctgtgcaga accttgagtt caacggegag aaaglctata gageegicge aaacaccaat ctegetgtot
ggccatcegce agtttactca ggegtcacaa aggtggagtt tagtcagtat aacgatcaga cegatgagge cagcacceag
acttacgact ccaaacgtaa cgttggcgca gtetettggg attctatega ccaattgect ccagaaacca cagacgaace
attggagaag ggctacagcc accaacttaa ctatgtgatg tgcticttga tgcaaggttc cagagggacc attccagtgt
tgacctgogac acacaagtec gitggactict tcaacatgat cgatagcaag

aagatcactc aacticcett ggtgaaagec tacaagetge aatctggtgce teegtigtc

gcaggtccea gattcactgg aggtgacatc atccagtgea cagagaacgg cagegeaget

actatctacg tgacacctga tgtgtcttac tctcagaagt acagggcacg tattcattac

gcatctacca gecagateac cttcacacte agettggatg gageaccctt caaccagtat
tactttgaca agaccatcaa caaaggtgac actctcacat acaatagett caacttggea
agtttcagca caccatttga actctcagge aacaatcttc agatcggegt caccggtcete
agcgceggag acaaagtcta catcgacaag attgagttca tcecagtgaa ctgaggatce
BamHi

La regién entre los dos bloques conservados (bloque 2 y bloque 3) dentro del dominio II se seleccioné para la
division de CrylIIIA en dos partes (Schnepf et al., 1998, Microbiol & Mol. Biol. Rev., 62, 775-806).

Clonacion del extremo 3’ del gen CryllIA del sistema de empalme trans

El fragmento Hind111/Xbal de ribozima se clond junto con un fragmento de HPT Sacl/Xbal de 180 p.b. en
los sitios Sacl/Hind 111 pBS(KS+), lo que genera un fragmento de ribozima unido con el fragmento de gen HPT
en orientacién antisentido. El fragmento de HPT se amplificé por PCR con los cebadores hpt3f (5°- gcatagatctct
gaactcaccg cgacgtct gtc-37) y hptdr (5’-ctgcgagetcaaacataac gatcttgtag aaaccatcc-3) usando el plasmido pICH1600
como el molde. El fragmento Hind111/BamH1 sintetizado que contiene el extremo 3’ del fragmento crylIIA precedido
por el extremo 3’ del intrén del gen de actina 1 de arroz (véase anteriormente), se clond junto con el fragmento
Hind111/Sacl de Ribozima-HPT dentro de los sitios Sacl/BamH1 de la construccién intermediaria 1, reemplazando
al gen GUS con la parte 3’ unida a ribozima de CrylIIIA y generando la construccién final (véase la Figura 5, segundo
desde la parte superior).

Ejemplo 2

Deteccion de acontecimientos de empalme trans en células vegetales transformadas

Los ADN-T de construcciones mostrados en la Figura 5, se co-introdujeron en plantas Arabidopsis thaliana (Col-
0) como se describe por Bent et al., (1994, Science, 285, 1856-1860). Las semillas se cosecharon tres semanas después
de infiltracién al vacio y se germinaron y seleccionaron para detectar transformantes, pulverizandolas varias veces con
50 mg/l de solucién de fosfinotricina (PPT). Las mismas construcciones se usaron también para co-transformacién
de disco de hoja mediado por Agrobacterium de plantas de Nicotiana (Horsh et al., 1985, Science, 227, 1229-1231)
usando 10 mg/1 de PPT.
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Las plantas transgénicas que muestran resistencia a PPT, albergan dos ADN-T diferentes, que portan las partes
diferentes del gen BAR. Ninguna de las plantas resistentes a PPT se recuperé mediante la utilizacién de s6lo una de
las dos construcciones. Esto sugiere que CryIIIA también estard presente en la célula, dado que sus partes estan unidas
con fragmentos del gen BAR.

Se realiz6 andlisis Southern para seleccionar transgénicos con una sola copia de cada ADN-T.

El andlisis genético de las descendencias T, (autopolinizada a partir de T,) y F1 (T, X de tipo silvestre) de trans-
formantes primarios (T,) permite seleccionar plantas transgénicas que portan dos ADN-T funcionalmente comple-
mentarios en cromosomas iguales, diferentes o alélicos. Por ejemplo, T, que muestra la segregacion PPT":PPT* = 3:1
y F, que segrega PPT":PPT* = 1:1, se refiere a que los ADN-T estdn unidos y se pueden segregar tinicamente como
resultado de un entrecruzamiento meiético. El caso, en el que T, que muestra una segregaciéon PPT":PPT* = 9:7 y F,
que se segrega como PPT":PPT® = 1:3, se refiere a que los ADN-T se localizan en cromosomas no alélicos diferentes.
La T, que muestra la segregacion PPT":PPT* = 1:1 y F, que segrega PPT":PPT* = 0:1, se refiere a que los ADN-T se
localizan en cromosomas alélicos. El dltimo caso serd preferible para trabajar, dado que la transferencia de los rasgos
de resistencia a herbicidas y resistencia a insectos a través de la polinizacién cruzada serd muy limitada.
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REIVINDICACIONES

1. Un proceso para producir un organismo vegetal multicelular transgénico que expresa un rasgo de interés y que
tiene una distribucién controlada de dicho rasgo a la descendencia, en el que dicho proceso comprende hibridar

un primer organismo vegetal multicelular o una célula del mismo que tiene una primera secuencia de ADN
heter6loga que comprende un primer fragmento de una secuencia de nucleétidos que codifica dicho rasgo
de interés, y

un segundo organismo vegetal multicelular o una célula del mismo que tiene una segunda secuencia de
ADN heterdloga que comprende un segundo fragmento de la secuencia de nucledtidos que codifica dicho
rasgo de interés,

por lo que dicha primera y dicha segunda secuencias heter6logas se disefian de manera que dicho rasgo de
interés surja debido a empalme frans de ARN después de dicha hibridacién, y

por medio del cual dicho primero y dicho segundo fragmentos de una secuencia de nucleétidos que codifi-
can dicho rasgo de interés estdn presentes en cromosomas alélicos.

por medio del cual se excluyen procesos bdsicamente bioldgicos para la produccién de plantas.

2. Un proceso para producir un organismo vegetal multicelular transgénico que exprese un rasgo de interés y que
tenga una distribucién controlada a la descendencia y de dicho rasgo, en el que dicho proceso comprende:

(a) incorporar una primera secuencia de ADN heter6loga que comprende un primer fragmento de una secuencia
de nucleétidos que codifica dicho rasgo de interés en un organismo vegetal multicelular o una célula del
mismo para obtener un primer organismo vegetal multicelular o una célula del mismo, y

(b) incorporar una segunda secuencia de ADN heteréloga que comprende un segundo fragmento de la secuen-
cia de nucleétidos que codifica dicho rasgo de interés dentro de un organismo vegetal multicelular o una
célula del mismo para obtener un segundo organismo vegetal multicelular o una célula del mismo, y

(c) hibridar dicho primer organismo vegetal multicelular o una célula del mismo y dicho segundo organismo
vegetal multicelular o una célula del mismo;

por lo que dicha primera y dicha segunda secuencias heter6logas se disefian de manera que dicho rasgo
de interés surja debido al empalme trans de ARN después de dicha hibridacién, y por lo que dicho primer
y dicho segundo fragmentos de una secuencia de nucleétidos que codifican dicho rasgo de interés estan
presentes en cromosomas alélicos.

3. El proceso de acuerdo con la reivindicacién 1 6 2, en el que dicho medio de distribucién controlada se refiere
a que, tras el cruce de dicho organismo multicelular transgénico con un organismo carente de dicha primera y dicha
segunda secuencias heterélogas, la frecuencia de aparicién de dicho rasgo en los organismos que descienden del
anterior es menor del 1%, preferiblemente menor del 0,1% y de manera mds preferible menor del 0,01%, de manera
mas preferible menor del 0,001%.

4. El proceso de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 2, en el que al menos una de dicha primera y dicha
segunda secuencias de ADN heter6logas comprende una ribozima para empalme frans.

5. El proceso como de acuerdo con la reivindicacién 4, en el que la ribozima de empalme trans se selecciona
entre el siguiente grupo: ribozimas derivadas de intrén de grupo I, ribozimas derivadas de intrén de grupo II y otras
ribozimas disefiadas natural o artificialmente capaces de empalme trans de ARN especifico.

6. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicho empalme frans es
mediado por un espliceosoma.

7. El proceso de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 6, en el que dicho organismo vegetal multicelular
transgénico es incapaz de expresar dicho rasgo de interés en ausencia de dicha primera o dicha segunda secuencias
heterdlogas.

8. El de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 7, en el que dicho empalme trans da como resultado ARN

mensajero capaz de traducir y producir una proteina dotando de ese modo a dicho organismo vegetal multicelular
transgénico con dicho rasgo de interés.
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9. El proceso de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 8, en el que dicho empalme trans da como resultado
una pluralidad de ARN mensajeros expresables, generando de ese modo proteinas multiples o proteinas quiméricas
diferentes.

10. El proceso de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 9, en el que dicho empalme trans da como resultado
ARN bicatenario.

11. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 10, en el que dicho ARN bicatenario tiene una porcién de secuencia
idéntica a un gen diana suficientemente larga para inhibir la expresién de dicho gen diana en dicho organismo vegetal
multicelular transgénico.

12. El proceso de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 11, en el que a dicho organismo multicelular se
proporciona dicha primera o dicha segunda secuencia heter6loga por transfeccién viral, suministro mediado por Agro-
bacterium, suministro no biolégico o por conversién de (a) una molécula o moléculas polinucleotidicas que se pre-
integraron en un ADN nuclear o que se mantuvieron de manera auténoma en el nicleo, para formar dicha primera o
dicha segunda secuencia heter6loga.

13. El proceso de acuerdo con la reivindicacién 12, que comprende una transformacion estable e integracion estable
de dicha primera o dicha segunda secuencia heteréloga en un cromosoma de dicho organismo multicelular.

14. El proceso de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 13, en el que dicho primer o dicho segundo frag-
mento estd unido operativamente a mads de una ribozima de empalme trans o a 2 o mds ribozimas de empalme trans
diferentes.

15. El proceso de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 14, en el que dicha primera o dicha segunda secuencia
heterdloga contiene un intrén o una parte del mismo de manera que el producto de ARN de la reaccién de empalme
trans contiene un intrén capaz de empalme cis.

16. El proceso de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 15, en el que dicho rasgo de interés estd implicado
en esterilidad masculina.

17. El proceso de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 16, en el que dicho rasgo se selecciona del siguiente
grupo: resistencia a herbicida, resistencia a insecticida, marcador seleccionable y marcador contra-seleccionable.

18. El proceso de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 17, en el que la expresion de dicho rasgo de interés
depende del procesamiento correcto de dicha primera o dicha segunda secuencia o secuencias heterélogas.

19. El proceso de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 18, en el que dicha primera y dicha segunda secuen-
cias heterdlogas en dicho organismo vegetal multicelular transgénico se segregan como loci no relacionados.

20. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 19, en el que dichos loci no relacionados se colocan de manera de
minimizar la recombinacién y creacién de enlaces entre dichos loci.

21. El proceso de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 20, en el que dicha primera y dicha segunda se-
cuencias heter6logas en dicho organismo vegetal multicelular transgénico se localizan en el mismo locus en dichos
cromosomas alélicos.

22. El proceso de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 21, en el que la reaccién de empalme trans y la traduc-
cién del producto de dicha reacciéon de empalme frans genera una proteina que tiene un polipéptido unido a la misma
mediante reaccién de empalme trans, por lo que dicho polipéptido se selecciona del siguiente grupo: polipéptido de
sefializacion, de direccién y de transducciéon de membrana; una etiqueta de reconocimiento y de purificacion.

23. El proceso de una de las reivindicaciones 1 a 22, en el que dicho organismo multicelular transgénico es capaz
de producir descendencia.

24. El proceso de una de las reivindicaciones 1 a 23, en el que dicho primer organismo multicelular se vuelve
homocigoto con respecto a dicha primera secuencia de ADN heteréloga y dicho segundo organismo multicelular se
vuelve homocigoto con respecto a dicha segunda secuencia de ADN heterdloga.

25. El proceso de una de las reivindicaciones 1 a 24, en el que dicho proceso se usa para producir semillas hibridas
de dicha planta multicelular transgénica.

26. Un organismo vegetal multicelular transgénico que expresa un rasgo de interés, teniendo dicho organismo una
distribucién controlada de dicho rasgo a la descendencia, comprendiendo dicho organismo vegetal:

(i) una primera secuencia de ADN heter6loga que comprende un primer fragmento de una secuencia de nu-
cledtidos que codifica dicho rasgo de interés y
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(i1) una segunda secuencia de ADN heteréloga que comprende un segundo fragmento de una secuencia de
nucledtidos que codifica dicho rasgo de interés,

por lo que dicha primera y dicha segunda secuencias heter6logas se disefian de manera que dicho rasgo de
interés surja debido a empalme trans de ARN, y

por lo que dicho primer y dicho segundo fragmento de una secuencia de nucleétidos que codifica dicho
rasgo de interés estin presentes en cromosomas alélicos.
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