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DESCRIPCION

Genes y promotores de MEG1 especificos del endospermo.

La presente invencion se refiere al control de la expresion de los genes durante el desarrollo del endospermo. En
particular se refiere a moléculas de dcido nucleico que permiten la expresion que es tanto especifica del endospermo
como temprana durante el desarrollo del endospermo, asi como a moléculas de dcido nucleico que codifican proteinas
de la capa de células de transferencia del endospermo basal (BETL).

El endospermo, una formacién caracteristica de las semillas de Angiospermas, es un tejido nutritivo para el em-
brién. El endospermo de maiz se origina a partir de series de divisiones nucleares libres, seguidas de la celularizacién
y posterior formacién de un rango de dominios celulares funcionales. Este tejido es complejo en su estructura y des-
arrollo, en particular en los cereales.

El endospermo es el 6rgano de almacenamiento principal de las semillas de maiz; nutre al embrién mientras la
semilla se desarrolla y proporciona nutrientes a la plantula en germinacién. Por lo tanto, la captacién de asimilados
por el endospermo en crecimiento es un proceso fundamental en el desarrollo de la semilla.

El 4rea central del endospermo consiste en células grandes con vacuolas, que almacenan las reservas de almidén
y proteinas, en tanto que la regién que rodea al embrién se distingue por células mds bien pequefias, ocupadas en su
mayor parte por citoplasma.

El 4rea de la capa de transferencia del endospermo basal (BETL, por sus siglas en inglés) estd muy especializada
para facilitar la absorcién de solutos durante el desarrollo del grano. Estas células de transferencia del endospermo
basal tienen estructuras internas especializadas adaptadas para absorber los solutos desde el tejido peduncular materno
y translocar estos productos al endospermo en desarrollo y al embrién. Generalmente, los genes de BETL se expresan
entre 8 y 20 dias después de la polinizacién (DDP).

La solicitud de patente internacional WO 99/50427 informa sobre genes de la capa de células de transferencia del
endospermo basal y sus secuencias reguladoras.

Sin embargo, todavia existe la necesidad de secuencias reguladoras especificas para el endospermo.

Los autores de la presente invencién han aislado en la actualidad nuevas secuencias de nucleétidos promotoras
que permiten la expresion de las secuencias codificadoras a las cuales pueden estar unidas, que es especifica para
el endospermo en las semillas de Angiospermas y que interviene particularmente en la etapa temprana del desarro-
llo del endospermo. Estas nuevas secuencias de nucledtidos promotoras son ttiles como una alternativa a los pocos
promotores descritos en la bibliografia.

Dichas secuencias promotoras son particularmente utiles para dirigir o regular la expresién de genes de interés.

De manera interesante, las secuencias de nucleétidos que tienen actividad promotora de acuerdo con la invencién
tienen un patrén de expresion de origen parental materno de modo que los genes bajo el control transcripcional de
estos promotores se expresan preferentemente a través del alelo materno durante el desarrollo temprano del endosper-
mo.

Ventajosamente, estas secuencias de nucledtidos que tienen actividad promotora son activas tan pronto como 4
DDP, cuando se heredan por via materna.

Sorprendentemente, los autores encontraron que las proteinas codificadas por lo genes relacionados con estas
secuencias promotoras participan en el mecanismo de resistencia a los patégenos y/o el desarrollo del endospermo.

La presente invencidn se refiere a una molécula de acido nucleico aislada que tiene actividad promotora especifica
para el endospermo que comprende una secuencia de ADN seleccionada del grupo que consiste en:

(a) una secuencia como la descrita en cualquiera de las SEC. ID N°: 1 a 3 (promotor MEG1-1 (pMEG1-1), promotor
MEGI1-2 (pMEG1-2) y promotor MEG1-3 (pMEG1-3), respectivamente);

(b) una secuencia que tiene al menos 90% de identidad de secuencia con una secuencia como la definida en (a),
donde dicha secuencia tiene actividad promotora especifica para el endospermo;

(c) una secuencia que comprende una secuencia de nucledtidos que estd conservada en al menos dos de SEC. ID
N° 1a3.

Como se usa aqui, el término secuencia “conservada” se refiere a un tramo de nucle6tidos que muestra 100% de
identidad entre al menos dos secuencias de referencia. Preferentemente dicha secuencia conservada se encuentra en
las tres secuencias SEC. ID N°: 1 a 3. Un alineamiento de secuencias de SEC. ID N°: 1 a 3 se muestra en la figura 14.
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Preferentemente, la secuencia como la definida en la alternativa (c) comprende 5’ ATATAGATAGATATAGCAAA
TTCACCAAATAATATAG3’ (SEC. ID N°: 57). Mas preferentemente dicha secuencia consiste en la SEC. ID N°: 57.

Particularmente, la molécula de 4cido nucleico de acuerdo con la invencién permite la expresion (actividad pro-
motora) que es tanto especifica para el endospermo, mds particularmente para la BETL, como temprana durante el
desarrollo del endospermo.

“Actividad promotora especifica para el endospermo” significa, como se usa en la presente invencion, que el pro-
motor se expresa predominantemente en el endospermo y preferentemente se expresa exclusivamente en el endosper-
mo.

“Temprana durante el desarrollo del endospermo” significa que la expresién del promotor se produce desde los
primeros dias después de la polinizacion, preferentemente tan pronto como cuatro dias después de la polinizacién.

Las diversas secuencias de nucledtidos de la invencién pueden ser, o no, de origen artificial. Pueden ser secuencias
de ADN obtenidas mediante cribado de bancos de secuencias por medio de sondas producidas basdndose en las SEC.
IDN"1,2,3,5,7,9, 11, 13 y 15. Dichos bancos se pueden preparar mediante técnicas convencionales de biologia
molecular, conocidas por los expertos.

Las secuencias de nucledtidos de acuerdo con la invencidn también se pueden preparar mediante sintesis quimica, o
por métodos mixtos que incluyen la modificacién quimica o enzimética de las secuencias obtenidas mediante cribado
de bancos. De acuerdo con una realizacién de la invencion, una molécula de 4cido nucleico que tiene tal actividad
promotora consiste en la SEC. ID N°: 1 (pMEG1-1), SEC. ID N°: 2 (pMEG1-2) o SEC. ID N°: 3 (pMegl-3).

Con relacién a estas secuencias promotoras, un “fragmento” indica una secuencia, particularmente una secuencia
de ADN, que tiene una longitud reducida con respecto a dicha secuencia de referencia.

Tal fragmento, obtenible mediante la invencidn, tiene actividad promotora especifica para el endospermo, prefe-
rentemente especifica para la BETL, y contiene al menos 15, 25, 35, 37, 50, 75, 91, 95, 100, 121, 122, 127, 150, 200,
220, 240, 250, 270, 300, 350, 360 6 365 nucledtidos consecutivos de la secuencia de ADN de referencia.

Un fragmento preferido contiene la region definida por los nucleétidos 1 a 121 de la SEC. ID N°: 1, que corresponde
a la secuencia que se muestra en SEC. ID N°: 4, o contiene la regién definida por los nucleétidos 1 a 127 de la SEC.
ID N°: 1, que corresponde a la secuencia que se muestra en SEC. ID N°: 59.

También son fragmentos preferidos las regiones definidas por los nucleétidos 26 a 120 de la SEC. ID N>: 4y 29 a
119 de la SEC. ID N°: 4.

También se puede obtener un fragmento, obtenible mediante la invencién, por fusién de al menos dos regiones
consecutivas de una secuencia de ADN de referencia. Un ejemplo de fragmento de fusién obtenible mediante la
invencién puede comprender la region definida por los nucleétidos 1-121 de la SEC. ID N°: 1, que es necesaria para
la activacién de pMEG1-1 por ZmMRP1 y la regién definida por los nucleétidos 244-370 de la SEC. ID N°: 1, que
contiene una caja TATA.

Ademis es posible hacer una fusion de la regién definida por los nucleétidos 1-121 de la SEC. ID N°: 1 (regién
promotora de Megl) con cualquier regién promotora minima (como un promotor -46 CaMV 35S) para producir un
promotor que sea propenso a ser activado por ZmMRP1 y por lo tanto que sea especifico de BETL, usdndose la regién
promotora minima para reemplazar la region definida por los nucleétidos 244-370 de la secuencia promotora MEG1-
1 (SEC. ID N°: 1) en el fragmento de fusion definido antes.

También se puede obtener un resultado como ese usando los fragmentos 26 a 120 6 29 a 119 de la SEC. ID N°: 4.

Una molécula de dcido nucleico se “hibrida” a otra molécula de 4cido nucleico, como ADNc, ADN genémico o
ARN, cuando una forma de una sola hebra de la molécula de acido nucleico se puede aparear a la otra molécula de
dcido nucleico en las condiciones adecuadas de temperatura y fuerza iénica de la solucién (consulte Sambrook ez al.,
1989).

Tal secuencia hibridante tiene actividad promotora especifica para el endospermo de acuerdo con la invencidn,
preferentemente especifica para la BETL, y contiene al menos 15, 25, 35, 37, 50, 75, 100, 121, 122, 127, 150, 200,
220, 240, 250, 270, 300, 350, 360 6 365 nucleétidos. Preferentemente, dicha secuencia hibridante puede contener no
mas de 100 6 200 nucledtidos.

La invencién también abarca modificaciones de las secuencias de ADN como las descritas en las SEC. ID N°: 1
a 3 (pMEG1-1, pMEGI-2, pMEG1-3), o de motivos de secuencias de éstas mediante, por ejemplo, reemplazos de
nucledtidos que no afectan a la estructura general o de motivos de unién de la molécula de 4cido nucleico que tiene
actividad promotora especifica para el endospermo de modo que siga siendo capaz de conducir la expresién de un gen
especifica para el endospermo, y mds particularmente, la expresion de un gen especifica para la BETL.
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“Secuencia de 4cidos nucleicos homdloga”, o “secuencia de ADN homoéloga”, significa cualquier secuencia de
dcidos nucleicos que difiera de cualquiera de las SEC. ID N°: 1 a 3 por sustitucidn, delecion y/o insercién de uno o
mas nucledtidos en posiciones tales que esas secuencias de dcidos nucleicos homdélogas mantengan la propiedad de
especificidad de promotoras de las secuencias SEC. ID N°: 1 a 3.

Preferentemente tal secuencia de dcidos nucleicos homéloga es al menos 90% idéntica a una de las secuencias
SEC. ID N°: 1 a 3, mas preferentemente al menos 91, 95, 98, 99,9% idéntica. También preferentemente, el grado de
identidad se define por comparacion con la secuencia de referencia completa, SEC. ID N°: 1, SEC. ID N°: 2 o SEC.
ID N°: 3.

La homologia se determina generalmente usando un programa informatico de anélisis de secuencias (por ejemplo,
el paquete informatico de andlisis de secuencias de Genetics Computer Group, University of Wisconsin Biotechnology
Center, 1710 University Avenue, Madison, W1 53705). Se alinean secuencias de nucledtidos similares para obtener el
maximo grado de homologia (es decir identidad). Con este fin, puede ser necesario introducir artificialmente huecos
en la secuencia. Una vez que se ha logrado el alineamiento 6ptimo, se establece el grado de homologia (es decir
de identidad) registrando todas las posiciones para las cuales los nucledtidos de las dos secuencias comparadas son
idénticos con respecto al nimero total de posiciones.

De manera preferencial tal secuencia de 4cidos nucleicos homéloga se hibrida especificamente a una secuencia que
es complementaria de una de las secuencias SEC. ID N°: 1 a 3 en condiciones rigurosas. Los pardmetros que definen
las condiciones rigurosas dependen de la temperatura a la cual se separa el 50% de las hebras apareadas (Tm).

Para las secuencias que comprenden mas de 30 bases, Tm se define mediante la ecuacién: Tm = 81,5 + 0,41
(%9G+C) + 16,6 Log (concentracién en cationes) -0,63 (% de formamida) - (600/nimero de bases) (Sambrook et al.,
1989).

Para las secuencias mas cortas de 30 bases, Tm se define mediante la ecuacion: Tm = 4(G+C) + 2(A+T).

En condiciones rigurosas adecuadas, en las cuales las secuencias no especificas (inespecificas) no se hibridan, la
temperatura de hibridacion es aproximadamente entre 5 y 30°C, preferentemente entre 5 y 10°C por debajo de Tm y
los tampones de hibridacién utilizados son preferentemente soluciones de mayor fuerza iénica como por ejemplo una
solucién 6*SSC.

Ademds, es posible derivar elementos reguladores esenciales de los promotores estipulados aqui. Por consiguien-
te, esos elementos de la secuencia promotora responsables tanto de su funcién como promotora y, de manera mas
importante, de su especificidad por el endospermo, particularmente su especificidad por la BETL, se pueden aislar
e incorporar en moléculas de 4cido nucleico las cuales, si bien no estdn comprendidas por las definiciones (a) a (c)
anteriores, de todos modos, actian de manera equivalente.

La presente invencién también estipula una molécula de dcido nucleico recombinante o aislada que comprende, o
consiste en, uno o mds elementos reguladores derivados de cualquiera de las secuencias (a) a (c) y que es capaz de
conducir la expresion especificamente en el endospermo y preferentemente en una etapa temprana del desarrollo del
endospermo.

La molécula de dcido nucleico que tiene actividad promotora especifica para el endospermo tiene preferentemente
un patrén de expresion de origen parental materno. Como se usa aqui, la expresion “patrén de expresién de origen
parental materno” se refiere a la expresion de un gen sellado maternalmente. El sellado (imprinting) es un mecanismo
epigenético mediante el cual se silencia un alelo particular de acuerdo con su origen parental. Esto significa que los
genes sometidos a sellado gendmico tienen expresion monoalélica, en vez de la expresion bialélica que es habitual en
los genes autosdmicos, que se basa en el sexo del padre transmisor.

El aislamiento de los promotores que son regulados por sellado proporciona un nivel adicional de control en
comparacién con los promotores normales no sellados. En consecuencia, el nivel de expresion del gen de interés
puede ser controlado de manera ventajosa a través de la direccién del cruzamiento genético entre una planta que
transporta un transgén sellado y la otra planta a la que le falta el transgén.

Preferentemente, la molécula de acido nucleico que tiene actividad promotora especifica para el endospermo que
tiene un patrén de expresion de origen parental materno consiste en la SEC. ID N°: 1.

La SEC. ID N° 62 también es una molécula de 4cido nucleico que tiene actividad promotora especifica para
el endospermo que tiene un patrén de expresion de origen parental materno y es una parte de la invencién como
cualquiera de las SEC. ID N°: 1 a 3.

Las moléculas de acido nucleico que tienen actividad promotora especifica para el endospermo de acuerdo con
la invencién se pueden aislar de diversas especies de plantas, particularmente de plantas Angiospermas, Monocoti-
ledéneas o Dicotiledéneas y son preferentemente moléculas de dcido nucleico aisladas de una planta seleccionada
del grupo que consiste en maiz, teosintes, arroz, sorgo, trigo, cebada, centeno, guisantes y cafia de azicar. Ain mas
preferentemente, la planta es maiz.
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Es posible para los expertos Aguilar con ayuda de las secuencias promotoras de la invencién, genes correspondien-
tes de otras especies (genes “ort6logos”).

Esto se puede hacer mediante técnicas convencionales conocidas en el drea, por ejemplo, usando la secuencia
promotora descrita en cualquiera de las SEC. ID N°: 1 a 3 como una zona de hibridacién o por disefio de cebadores de
PCR adecuados.

Es preferible comenzar con secuencias de ADN codificadoras o secuencias de proteinas a través de las preguntas
TBLASTN. El método utilizado para designar promotores Megl de arroz, por ejemplo, es utilizar la secuencia de
proteinas de ZmMegl-1, preferentemente la region mas conservada identificada mediante un alineamiento de todas
las proteinas Meg, hacer un TBLASTN con esta secuencia frente a la EST de arroz, después usar estas EST para
encontrar la secuencia gendémica o directamente usar TBLASTN frente a la secuencia genémica del arroz. EI mismo
método se usa para aislar promotores Meg1 de trigo.

Es posible entonces aislar la regién promotora correspondiente mediante técnicas convencionales y determinar su
patrén de expresion mediante técnicas conocidas (por ejemplo, andlisis del gen reportero).

Otro objetivo de la presente invencién es una construccién nucleotidica, a la que se hace referencia como casete de
expresion, que comprende una molécula de dcido nucleico que tiene actividad promotora especifica para el endospermo
seglin se defini antes, unida operativamente al menos a un gen de interés.

“Unida operativamente” se refiere al enlace funcional entre la molécula de acido nucleico que tiene actividad
promotora de acuerdo con invencién del gen de interés.

El gen de interés puede ser de origen heterdlogo.
El gen de interés por estar colocado en orientacién sentido o antisentido.

De acuerdo con una realizacién, el gen de interés se puede seleccionar del grupo que consiste en una secuencia
que codifica un péptido o una proteina, una secuencia de ARN complementario, una secuencia de ARN mensajero,
una secuencia de ARN tanto mensajero como complementario y/o un ribosoma.

Preferentemente, el gen de interés es una secuencia que codifica una proteina o un péptido.

Dicho gen de interés puede por ejemplo codificar una proteina que intervenga en el desarrollo del embrién y/o
del endospermo, la determinacién del tamafio y/o la calidad de la semilla (por ejemplo MRP1 o Ferretin (Lobreaux
S. et al. 1992)), la multiplicacion celular (las proteinas que regulan la divisioén celular incluyen genes de citoquininas
o0 auxinas, por ejemplo ipt (Zhang et al. 1995), el flujo de nutrientes o la transferencia de nutrientes (transportadores
(Bolchi A. et al. 1999)) y las protelnas que intervienen en el metabolismo de los dcidos grasos. El gen de interés
también puede codificar una enzima que intervenga en el metabolismo de los azticares como la invertasas (por ejemplo
incW2 (Taliercio EW et al. 1999)), las sacarosa sintasas (por ejemplo Shl), la sacarosa fosfato sintasa, la sacarosa
sintetasa, la UDP-glucosa pirofosforilasa, la ADP-glucosa pirofosforilasa(Thomas W. Greene et al. 1998), la enzima
de ramificacion del almidén (Ming Gao et al. 1997) la almiddn sintasa (Mary E. Knight et al. 1998). El gen de interés
también puede codificar una hexoquinasa como la descrita por Jang et al. (1997) para mejorar el llenado del grano.
El gen de interés puede ademds codificar una proteina que intervenga en la transferencia de aminodcidos, como una
metionina permeasa o una lisina permeasa, a un transportado de azufre, etc. También puede codificar una proteina
téxica como Bamasa, una proteina que active o inhiba otros genes, como reguladores transcripcionales incluidos
los activadores modificados para actuar como activadores dominantes o represores de la transcripcion (por ejemplo
fusiones al dominio engrailed (Poole et al., 1985) o co-represores por ejemplo), o una proteina que mejore la resistencia
a los patégenos (por ejemplo BAP2, MRP1).

Preferentemente, dicho gen de interés codifica una proteina seleccionada entre:

- una proteina cuya expresion especifica en el endospermo, y particularmente en la BETL, hace posible aumentar
la captacion de nutrientes y de ese modo el tamaifio y/o la calidad de la semilla; los ejemplos de tal proteina incluye
una invertasas a como Incw2 o como Ivrl (EP 0 442 592), una sacarosa sintasas como Sh1 (WO 02/067662) o todos
los transportadores de azicares y nitrégeno o una proteina MRP1, etc.;

- una proteina que mejore la resistencia a los patdgenos; los ejemplos de tal proteina incluyen una proteina BAP
(proteina antiftingica de la capa basal, por sus siglas en inglés) (Serna et al.,2001), o péptidos antifiingicos, o una
proteina MRP1 o una proteina que codifique una oxalato oxidasa (WO 92/15685) o una proteina que codifique una
quitinasa (WO 92/01792 o US 5,446,138) una proteina que codifique glucanasa (WO 93/02197), etc.

Una proteina que “mejore la resistencia a los patégenos” o “una proteina que mejora la resistencia a los patégenos”
significa una proteina que, cuando se expresa en una planta o una parte de la planta, le confiere resistencia o mejora la
resistencia a los patégenos de dicha planta, o a su parte. Dicha planta transformada tiene una mejor resistencia a los
patdégenos que la planta sin transformar (tipo silvestre).
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Dicho gen de interés también se puede asociar con otros elementos reguladores como secuencias de terminacién
de la transcripcion (terminadores). A modo de ejemplo de tales frecuencias, es posible citar el exterminador poliA
35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV), descrito en el articulo de Franck et al. (1980) y el terminador NOS
correspondiente a la regién en la regién 3’ no codificadora del gen de la nopalina sintasa del pldsmido Ti de la cepa
nopalina de Agrobacterium tumefaciens (Depicker et al. 1992).

Preferentemente, el terminador utilizado es el 3°’CaMV.

De acuerdo con la invencion, el casete de expresion, que comprende una molécula de dcido nucleico que tiene acti-
vidad promotora especifica para el endospermo segtin se defini antes, operativamente unida al menos a gen de interés
puede ademds comprender uno o varios genes marcadores de seleccion para las plantas, utiles para transformacion y
seleccion.

99 < 99 <

En la presente invencion, las expresmnes “marcador seleccionable”, “gen seleccionable”,
nable”, “gen marcador de seleccién” y “gen marcador” se usan 1nd1st1ntamente

gen marcador seleccio-

Estos marcadores seleccionables incluyen, pero no exclusivamente, genes de resistencia los antibidticos, genes de
resistencia los herbicidas o genes marcadores visibles. Se conocen otros marcadores fenotipicos en el area y se pueden
usar en esta invencion.

Se conocen en el drea varios agentes selectivos y genes de resistencia. (Consulte por ejemplo, Hauptmann et al.,
1988; Dekeyser et al., 1988; Eichholtz et al., 1987; y Meijer et al., 1991).

Particularmente el marcador seleccionable utilizado puede ser el gen bar que confiere resistencia al bialafos (White
et al., 1990), el gen de resistencia a la sulfonamida herbicida Asulam, sul (descrito en WO 98/49316) que codifica una
d1h1dropterat0 sintasa t1po I (DHPS), el gen nptll que confiere resistencia a un grupo de antibioticos incluida la kana-
micina, G418, paromomicina y neomicina (Bevan et al., 1983), el gen hph que confiere resistencia a la higromicina
(Gritz et al., 1983), el gen EPSPS que confiere toleranma al glifosato (US 5,188,642), el gen HPPD gene que confiere
resistencia a los isoxazoles (WO 96/38567), el gen que codifica la enzima GUS, la proteina verde fluorescente (GFP,
por sus siglas en inglés), cuya expresion, confiere a las células transformadas una caracteristica fisica reconocible, el
gen de la cloranfenicol transferasa, cuya expresion, destoxifica el cloranfenicol.

De manera ventajosa, el gen marcador seleccionable se inserta entre un promotor y un terminador en un 2° casete
de expresion. Dicho segundo casete de expresion estd integrado en el mismo vector que el casete de expresidon que
contiene el gen de interés bajo el control transcripcional de un promotor de acuerdo con la invencion.

De acuerdo con esta ventajosa realizacion, el gen marcador es controlado preferentemente por un promotor que
permita la expresion en células, permitiendo de ese modo la seleccion de células o tejidos que contengan al marcador
en cualquier etapa del desarrollo de la planta. Los promotores preferidos son los promotores del gen de la nopalina
sintasa de Agrobacterium, el promotor derivado del gen que codifica la subunidad 35S de la proteina de recubrimiento
del virus del mosaico de la coliflor (CaMV), la secuencia promotora actina del arroz. No obstante, se puede usar
cualquier otro segundo promotor adecuado.

Se puede usar cualquier terminador. Los terminadores preferidos son el terminador 3’CaMV Yy el terminador Nos
seglin se decidié previamente.

De manera ventajosa, el casete de expresion que contiene el gen marcador seleccionable estd comprendido entre
dos elementos Ds (transposones) para su eliminacién en una etapa posterior mediante interaccién con la transposasa
Ac. Este sistema de eliminacion se describe en Yoder et al. (1993).

Para el paso de transformacion, se puede usar dos vectores, el primero que comprenda el casete de expresion
que contiene el gen de interés y el segundo que comprenda el casete de expresion que contiene el gen marcador
seleccionable. Siendo transformada la misma célula huésped con estos dos vectores (co-transformacién).

Los casetes de expresion de acuerdo con la invencién pueden ademads contener secuencias de péptidos de transito.
Existen varios ejemplos en el drea de péptidos de transito que se pueden usar para suministrar una proteina diana en
un organelo plastido como el péptido de transito de la subunidad pequeiia (SSU) de la ribulosa bifosfato carboxilasa.

Otros elementos como los intrones y las secuencias potenciadoras también pueden estar presentes en la secuencia
nucleica de interés para mejorar la expresion del gen de interés.

Entre los intrones ttiles, se puede colocar el primer intrén de maiz adhlS entre la frecuencia promotora y la
secuencia codificadora. Este intrén cuando estd incluido en un constructo génico aumenta la expresion de la proteina
deseada en las células de maiz (Callis et al., 1987). También se puede usar el 1 intrén del gen shrunken 1 del maiz
(Maas et al., 1991), el 1" intrén del gen de la catalasa de la catalasa de judia (CAT-1) (Ohta et al., 1990), el 2° intron
del gen ST-LS1 de papa (Vancanneyt et al. 1990), el intron DSV del virus yellow dwarf virus del tabaco (Morris et
al., 1992), el intrén actina-1 (act-1) del arroz (McElroy et al., 1990) y el intrén 1 de triosafosfato isomerasa (TPI)
(Snowdon et al., 1996). Preferentemente, el intrén usado en la presente invencion es el intrén Hsp70 o el intrén Shl.
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Los casetes de expresion pueden ademads contener secuencias lider 5°. Tales secuencias lideres pueden potenciar la
traduccién. Dichas secuencias lider 5° son bien conocidas en el drea e incluyen, pero no exclusivamente, lideres picor-
navirus, por ejemplo, el lider de EMCYV (regién no codificadora 5° de Encephalomyocarditis) (Elroy-Stein, Fuerest, y
Moss B., 1989); lideres polivirus, por ejemplo, el lider de TEV (virus del grabado del tabaco) (Allison et al., 1986);
el lider de la proteina de unién a la cadena pesada de la inmunoglobulina humana (BiP) (Macejack y Sarnow, 1991);
el lider no traducido del ARNm de la proteina de recubrimiento del virus del mosaico de la alfalfa (AMV RNA 4)
(Jobling y Gehrke, 1987); el lider del virus del mosaico del tabaco (TMV) (Gallie et al., 1989); y el lider del virus del
moteado clorético del maiz (MCMV) (Lommel ef al., 1991). Consulte también, Della-Cioppa et al. (1987). Se pueden
utilizar otros métodos conocidos para mejorar la traduccidn, por ejemplo intrones y similares.

Cualquier casete de expresion de acuerdo con la invencién, puede ademds comprender un gen que codifica una
proteina MRP1, preferentemente la proteina ZmMRP1.

La proteina ZmMRPI1 se describe en Gomez et al (2002). La secuencia de dcidos nucleicos y la secuencia de
aminodcidos de ZmMRP1 se muestran en la SEC. ID N°® 51 y 52, respectivamente. Sin embargo, se puede usar
cualquier proteina homéloga a MRP1, y particularmente a ZmMRP1, que tenga el mismo patrén de expresion.

Se puede usar dicha proteina MRP1 de distintas maneras:

- MRP1 como una proteina antifiingica (resistencia a los patégenos) unida operativamente a la secuencia promotora
de MEG1 SEC. ID N° 1 a 3, o a uno de sus fragmentos:

Un primer casete de expresion que comprende una proteina MRP1 o uno de sus fragmentos, preferentemente la
proteina ZmMRP1, unido operativamente a un promotor MEG1, preferentemente el promotor ZmMEGI-1, y a un
terminador y un segundo casete de expresion que comprende un gen marcador insertado entre un promotor y un
terminador; estos dos casetes de expresion se insertan en el mismo vector para transformacién o estos dos casetes de
expresion se insertan en dos vectores diferentes siendo cotransformados como se describié previamente.

- MRP1 como un transactivador para el promotor MEG1:

Un primer casete de expresion que comprende un gen de interés, unido operativamente a un promotor MEGI,
preferentemente un promotor ZmMEG1-1, y a un terminador; un segundo casete de expresion que comprende una
proteina MRP1, preferentemente la proteina ZmMRP]I, insertado entre un promotor y un terminador; un tercer casete
de expresion que comprende un gen marcador insertado entre un promotor y un terminador; estos tres casetes de
expresion se insertan en el mismo vector para transformacion o estos tres casetes de expresion se insertan en tres
vectores diferentes siendo cotransformados como se describi6 previamente.

Este segundo modo de uso es un sistema binario de expresion, es decir se cruzan dos plantas, la primera con un
gen de interés unido operativamente al promotor MEG1 (preferentemente ZmMEG]1-1) y la otra con, por ejemplo, un
promotor de hoja unido a MRP1. El resultado es que en el hibrido la expresién del gen de interés no sélo estd presente
en la BETL sino también en la hoja.

Al preparar los casetes de expresion, las diversas secuencias o fragmentos de ADN se pueden manipular, de modo
proporcionar secuencias o fragmentos de ADN en la orientacién adecuada, segiin corresponda, en el marco de lectura
apropiado. Con este fin, se pueden emplear adaptadores o ligadores para unir fragmentos de ADN y/o pueden ser ne-
cesarias otras manipulaciones para proporcionar sitios de restricciéon convenientes, eliminar ADN superfluo, eliminar
sitios de restriccién o similares. Con este propdsito, se pueden emplear mutagénesis in vitro, reparacion del cebador,
restriccion, apareamiento, unién, PCR, o similares, cuando puedan estar involucradas inserciones, deleciones o susti-
tuciones, por ejemplo transiciones y transversiones, de nucledtidos. Estas técnicas son bien conocidas por los técnicos
con experiencia en el tema.

Otro objetivo de la invencién es cualquier vector de nucleétidos al que se hace referencia como vector de expresion,
como un plasmido, que pueda ser utilizado para transformar células huésped, caracterizado por contener al menos un
casete de expresion segtn se definié antes. La construccidn de vectores de expresion para la transformacion es parte
de la practica de los expertos que utilizan las técnicas estandar siguientes.

La decisién sobre si usar un vector, o cudl vector usar, es orientada por el método de transformacién seleccionado
y por la célula huésped seleccionada.

Cuando se usa un método de introduccién de un dcido nucleico desnudo, entonces el director puede ser las minimas
secuencias de dcidos nucleicos necesarias para conferir el fenotipo deseado, sin necesidad de otras secuencias.

Los posibles vectores incluyen los vectores del plasmido Ti, vectores lanzadera disefiados simplemente para pro-
ducir al méximo grandes cantidades de copias, vectores episdmicos que contienen las secuencias minimas necesarias
para completar la replicacion una vez que se produce la transformacién, vectores transposones, que incluyen la po-
sibilidad de formas de ARN de las secuencias génicas. Los expertos tienen cominmente experiencia en la seleccion
de los vectores y los métodos para construirlos y se describen en la bibliografia técnica general (Mullis, KB (1987),
Methods in Enzymology).
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Para otros métodos de transformacién que requieren un vector, la seleccién de un vector apropiado es relativamente
simple, puesto que las limitaciones son minimas. Las caracteristicas minimas aparentes del vector son que la secuencia
de 4cidos nucleicos se introduzca en un estado relativamente intacto. Por lo tanto, cualquier vector que produzca una
planta que tenga la secuencia de ADN introducida deberia ser suficiente. Asimismo, cualquier vector que introduzca
un ARN considerablemente intacto que pueda ser convertido posteriormente en una secuencia de ADN mantenida
establemente deberia ser aceptable.

Sin embargo, todas las otras secuencias del vector unidas que confieran resistencia a la degradacion del fragmento
de 4acido nucleico que se va introducir, que asiste en el proceso de la integraciéon gendémica o proporciona un medio
para seleccionar facilmente aquellas células o plantas que estan en realidad, de hecho, transformadas, son ventajosas
y disminuyen en gran medida la dificultad de seleccién de plantas transgénicas utilizables.

El vector puede existir, por ejemplo, en forma de un fago, un pldsmido o un césmido. La construccién de tales
vectores de expresion para transformacion es bien conocida en el drea y usa técnicas estdndar. Se debe hacer mencién
a los métodos descritos en Sambrook et al. (1989).

Otro objetivo de la invencién es una célula huésped, que contenga al menos un vector de expresiéon como el descrito
antes.

La decision sobre si usar una célula huésped, o cudl célula huésped usar, es orientada por el método de transfor-
macion.

La célula huésped puede ser cualquier célula procariota o eucariota. Se puede usar cualquiera de una gran can-
tidad de células huésped disponibles y bien conocidas en la prictica de esta invencion. La seleccién de un huésped
particular depende de una serie de factores reconocidos en el drea. Estos incluyen, por ejemplo, compatibilidad con
el vector de expresion elegido, bioseguridad y costos. Los huéspedes ttiles incluyen bacterias como E. coli sp. o
Agrobacterium. También se puede usar una célula huésped de una planta, notablemente una célula de una planta An-
giosperma, Monocotiledénea como una célula de la planta Dicotiledonea, particularmente una célula de un cereal o
una planta oleaginosa, seleccionada en particular del grupo que consiste en maiz, trigo, cebada, arroz, colza y girasol,
preferentemente maiz.

Mas particularmente, la célula huésped utilizada para llevar a cabo la invencién es Agrobacterium tumefaciens,
de acuerdo con el método descrito en el articulo de An et al., 1986, o Agrobacterium rhizogenes, de acuerdo con el
método descrito en el articulo de Jouanin et al., 1987.

La invencion también se refiere a una planta transgénica o a una parte de una planta transgénica, en particular fruto,
semilla, grano o polen, que comprenda dichas célula o generada a partir de dicha célula. Cuando la planta contiene
endégenamente un promotor de MEG1 o gen de acuerdo con la invencidn, se comprendera que la planta transgénica
de acuerdo con la invencién comprende otro gen “exdgeno” MEGI o promotor de MEGI, por ejemplo integrado
mediante trangénesis.

Una planta entera se puede regenerar a partir de una unica célula de una planta transformada. Por lo tanto, en
otro aspecto la presente invencidn estipula plantas transgénicas (o partes de éstas) que incluyen secuencias de dcido
nucleico de conformidad con la invencién. La regeneracién puede proceder por métodos conocidos.

Las semillas que crecen, por fertilizacidn, a partir de esta planta también contienen ese transgén en sus genomas.

De manera ventajosa, la planta transgénica obtenida puede producir granos con un endospermo mds grande en
comparacién con una planta no transformada, particularmente granos con almidén, contenido de aceite o contenido de
proteinas que estdn modificados en comparacién con una planta no transformada.

Una planta o parte de una planta de acuerdo con la invencién podria ser una planta o una parte de ésta de diversas
especies, particularmente una Angiosperma, Monocotiledénea al igual que Dicotiledénea, preferentemente un cereal o
una planta oleaginosa, seleccionada en particular del grupo que consiste en maiz, arroz, trigo, cebada, colza y girasol,
preferentemente maiz.

Como se usa aqui, la expresién “planta oleaginosa” indica una planta que es capaz de producir aceite y prefe-
rentemente que se cultiva para la produccién de aceite. Las plantas hibridas obtenidas por cruzamiento de plantas de
acuerdo con la invencién también forman parte de la invencion.

Otro objetivo de la invencién es un método para obtener una planta con cualidades agronémicas mejoradas y/o
mejor resistencia a los patégenos, que comprende los pasos de:

(a) transformar al menos una célula de una planta mediante al menos un vector como el definido previamente;
(b) cultivar la(s) célula(s) asi transformada(s) para generar una planta que contenga en su genoma al menos un ca-

sete de expresion de acuerdo con la invencién, mediante lo cual dicha planta tendra cualidades agrondmicas mejoradas
y/o mejor resistencia a los patégenos.
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De acuerdo con la invencién, “cualidades agronémicas mejoradas” significa cualidades agronémicas mejoradas y/o
calidades nutricionales mejoradas, particularmente rendimiento, cualidades alimenticias o industriales de una planta o
una de sus partes. El tamafio de la semilla, el rendimiento, la cantidad de semillas y la composicién de las semillas se
consideran elementos que confieren cualidades agronémicas mejoradas a una planta en comparacién con una planta
no transformada (silvestre).

De acuerdo con la invencidn, “mejor resistencia a los patégenos” significa que la planta transformada tiene una
mejor resistencia a los patégenos que la planta no transformada (silvestre).

La transformacion de células vegetales se puede lograr por cualquiera de las técnicas conocidas por los expertos.

Es posible citar en particular los métodos de transferencia directa de genes como la microinyeccion directa en
embrioides de plantas (Neuhaus et coll. 1997), la infiltracién al vacio (Bechtold et al. 1993) o la electroporacién
(Chupeau et coll., 1989) o la precipitacion directa por medio de PEG (Schocher et coll., 1986) o el bombardeo mediante
pistola de particulas recubiertas con el ADN plasmidico de interés (Fromm M et al., 1990).

También es posible infectar la planta con una cepa bacteriana, en particular Agrobacterium. De acuerdo con una
realizacién del método de la invencidn, las células vegetales se transforman mediante un vector de acuerdo con la
invencion, siendo dicha célula huésped capaz de infectar dichas células vegetales al permitir la integracién, en el
genoma de las dltimas, de las secuencias de nucledtidos de interés inicialmente contenidas en el genoma del vector
mencionado antes. De manera ventajosa, la célula huésped utilizada mencionada antes es Agrobactenum tumefaciens,
en particular de acuerdo con el método descrito en el articulo de An et al., (1986), o Agrobacterium rhizogene, en
particular de acuerdo con el método descrito en el articulo de Guerche et al. (1987).

Por ejemplo, la transformacién de células vegetales se puede obtener mediante la transferencia de la regién T del
pladsmido circular extracromosémico inductor de tumores de Agrobacterium tumefaciens, usando un sistema binario
(Watson et al., 25 1994). Para hacer esto, se construyen dos vectores. En uno de esos vectores se eliminé la regiéon T
por delecién, excepto los margenes derecho e izquierdo, siendo insertado un gen marcador entre ellos para permitir la
seleccidn en las células de la planta. La otra pareja del sistema binario es un plasmido Ti auxiliar, un pldsmido modifi-
cado que ya no tiene ninguna regioén T pero atin contiene los genes de virulencia vir necesarios para la transformacién
de la célula vegetal.

De acuerdo con un modo preferido, es posible usar el método descrito por Ishida et al. (1996) para la transforma-
cién de Monocotiledoneas.

De acuerdo con otro protocolo, la transformacion se logra de acuerdo con el método descrito por Finer et al. (1992)
usando la pistola de particulas de tungsteno u oro.

Seleccion

El material de la planta modificada genéticamente se puede seleccionar o cribar en busca de transformantes (aque-
llos que incorporaron o integraron la o las construcciones de nucledtidos introducidas). Dichas metodologias de selec-
cién y cribado son bien conocidas por los expertos. El método de seleccion y de cribado se elige dependiendo del gen
marcador utilizado.

Se puede entonces regenerar un transformante aislado en una planta.

Regeneracion

Normalmente, la regeneracion estd involucrada en la obtencién de una planta entera a partir del proceso de trans-
formacion. El término “regeneracién” como se usa aqui, significa cultivar una célula de una planta entera, un grupo de
células de una planta, una parte de la planta o un trozo de la planta (por ejemplo, de una parte de un protoplasto, un
callo o un tejido).

Los métodos de regeneracion de plantas enteras a partir de células de las plantas son bien conocidos en el drea y el
método de obtencion de plantas transformadas y regeneradas no es fundamental para esta invencion.

En general, las células de plantas transformadas se cultivan en un medio apropiado, que puede contener agentes
selectivos como antibidticos, donde se usan marcadores seleccionables para facilitar la identificacidn de las células de
plantas transformadas. Una vez que se forma el callo, se puede promover la formacién de brotes empleando hormo-
nas vegetales apropiadas de conformidad con los métodos conocidos y los brotes se pueden transferir a los medios
de enraizado para la regeneracién de las plantas. Las plantas se pueden usar después para establecer generaciones
repetitivas, ya sea a partir de semillas o usando técnicas de propagacion vegetativa.

La invencién se refiere ademds al uso de al menos un casete de expresion como el definido previamente, para
obtener una planta transgénica que tenga cualidades agrondmicas mejoradas y/o mejor resistencia a los patégenos.
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La cualidad agronémica de una planta se mejora actuando en particular sobre el tamafio del embrién o del endos-
permo y/o sobre su desarrollo.

Esto es porque se puede buscar una accién especifica temprana sobre el desarrollo de los tejidos del embrién y
del endospermo: de acuerdo con el tamafio relativo de uno u otro es posible obtener semillas o frutos con mayor
contenido de almidén (endospermo mds grande) y/o aceite (embrién mdés grande), a través del uso respectivamente
de genes estimuladores (hormona del ciclo celular por ejemplo) o genes inhibidores (proteina toxica o inhibidor de la
transcripcién por ejemplo). Una reduccién en el tamaifio de la BETL crearia un tipo miniatura de semilla que podria
tener una relacién endospermo/embrién menor. El efecto mds probable de aumentar la actividad/el tamafio de la BETL
seria aumentar el tamafio del endospermo. Esto puede también traducirse en un embrién mas grande.

A modo de ejemplo, el uso de genes que codifican hormonas (citoquininas, auxinas) bajo el control de los promo-
tores descritos de acuerdo con la invencién, podria hacer posible la modificacién del proceso de celularizacién y por
consiguiente el desarrollo del endospermo.

También se puede buscar un efecto sobre la acumulacién de nutrientes en el embrién y el endospermo, usando
por ejemplo, como genes de interés, genes que codifican transportadores de nutrientes (azicares en particular), o
genes que codifican inhibidores de esos transportadores, conduciendo a la acumulacién diferencial de nutrientes en el
endospermo o el embridn.

La invencién también se refiere al uso de las plantas transgénicas obtenidas de acuerdo con la invencion, o a partes
de estas plantas, en particular semillas, granos y frutos para preparar productos derivados, en particular productos
alimenticios.

La invencion se refiere a semillas obtenidas a partir de una planta transformada con una secuencia de 4cidos
nucleicos de acuerdo con la invencién (SEC. ID N°®: 1-4,5,7,9, 11, 13, 15y 58).

Los productos obtenidos, ya sean semillas con un mayor contenido de aceite, harinas de semillas o granos con un
mayor contenido de almidén, proteinas o aceite, también estan incluidos en el alcance de la invencidn.

La invencién también estipula cualquier composicién para alimentos para animales o humanos preparada a partir
de dichos productos obtenidos.

La invencién estipula ademds una molécula de 4cido nucleico aislada que codifica una proteina de la capa de
células de transferencia del endospermo basal (BETL) de una planta, que comprende una secuencia seleccionada del
grupo que consiste en:

(a) una secuencia de nucledtidos que codifica una proteina que consiste en una secuencia de aminoacidos como la
descrita en las SEC. ID N°: 6, 8, 10, 53, 12, 14 6 16 (ZmMEGI1-1, ZmMEG1-2, ZmMEG]1-3 (primer y segundo ORF
(marco de lectura abierto, por sus siglas en inglés)), ZmMEG1-4, ZmMEG1-5 y ZmMEG1-6, respectivamente)

(b) una secuencia de nucledtidos como la que se describe en las SEC. ID N°: 5, 7, 9, 11, 13, 15 6 58 (ADNc
de ZmMEGI-1, ZmMEGI1-2, ZmMEG1-3, ZmMEG1-4, ZmMEG1-5 y ZmMEGI1-6, y la secuencia genémica de
ZmMEGI1-1, respectivamente);

Preferentemente, la proteina codificada por la molécula de 4cido nucleico de acuerdo con la invencion es especifica
de BETL.

“Especifica de BETL” significa, como se usa en la presente invencidn, que la proteina se expresa predominante-
mente en la BETL, y més particularmente, exclusivamente en la BETL.

Preferentemente, la secuencia de aminodcidos codificada por una secuencia de nucleétidos de acuerdo consiste en
la SEC. ID N°: 6.

También preferentemente, la secuencia que codifica un fragmento de una proteina de BETL de acuerdo con la
invencién comprende una secuencia de dcido nucleico que codifica la secuencia PCKDNKCYCCIGGRTH (SEC. ID
N°: 54). Se encontré que este fragmento estaba conservado entre todas las proteinas MEG1 de maiz (ZmMEGI-
1, ZmMEG1-2, ZmMEG1-3 (primer y segundo ORF), ZmMEGI1-4. ZmMEGI1-5 y ZmMEG1-6) pero también en
proteinas relacionadas de cebada y trigo.

Preferentemente, las moléculas de 4cido nucleico que comprenden una secuencia de nucleétidos de acuerdo con la
invencion consisten en cualquiera de las SEC. ID N°: 5,7, 9, 11, 13 6 15, mds preferentemente consiten en la SEC. ID
N°: 5. Ademas dichas moléculas de dcido nucleico pueden comprender la secuencia genémica de Zm MEG 1-1 que se
muestra en la SEC. ID N°: 58.

Como se usa aqui “variantes” significa que la secuencia difiere en una o més posiciones en comparacién con estas
secuencias SEC. ID N°: 6, 8, 10, 53, 12, 14 6 16 con tal que ellas codifiquen una proteina expresada en la BETL.
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Dichas moléculas comprenden aquellas que son variantes de la proteina de la BETL de acuerdo con la invencién
y difieren, por ejemplo, por deleciones, inserciones, sustituciones, adiciones y/o recombinaciones o cualquier otra
modificacién de aminodcidos y/o nucleétidos conocida en el drea ya sea sola o en combinacién, de las secuencias
de aminodcidos descritas antes o su(s) secuencia(s) de nucledtidos subyacente(s). Los métodos para introducir tales
modificaciones en las moléculas de 4cido nucleico de acuerdo con la invencién son bien conocidas por los expertos.
La invencion también se refiere a moléculas de 4cido nucleico cuya secuencia difiere de la secuencia de nucleétidos
de cualquiera de las moléculas de dcido nucleico descritas antes debido a la degeneracién del cédigo genético.

La invencién se refiere ademds a una proteina codificada por dichas moléculas de dcido nucleico. Mds especi-
ficamente, la invencién estipula una proteina de la capa de células de transferencia del endospermo basal (BETL)
codificada por una molécula de 4cido nucleico como la definida antes. Preferentemente, una proteina de acuerdo con
la invencién puede comprender, o consistir en, una secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo que consiste en
las SEC. ID N*: 6, 8, 10, 53, 12, 14 y 16. Atn més preferentemente dicha proteina comprende, o consiste en, la SEC.
ID N°: 6. Ademas, una proteina de BETL preferida comprende la secuencia de aminoacidos que se muestra en la SEC.
ID N°: 54.

Las proteinas codificadas por las diversas variantes de las moléculas de dcido nucleico descritas antes comparten
caracteristicas comunes especificas, como actividad bioldgica, peso molecular, conformacion, etc., asi como propie-
dades fisicas, tales como movilidad electroforética, comportamiento cromatografico, coeficientes de sedimentacion,
pH 6ptimo, temperatura ptima, estabilidad, solubilidad, propiedades espectroscdpicas, etc.

Las condiciones rigurosas de hibridacion se definen segtin se describieron antes.

Un “fragmento” de una proteina o de una molécula de 4cido nucleico de BETL significa una secuencia, secuencia
de nucleétidos o secuencia de aminodcidos, que tiene una longitud reducida con respecto a la secuencia de nucleétidos
o la secuencia de aminodcidos de referencia.

Un fragmento preferido de la proteina de BETL de acuerdo con la invencién comprende, o consiste en, la secuencia
de aminoacidos PCKDNKCYCCIGGRTH (SEC. ID N°: 54).

Todos esos fragmentos y variantes de la proteina de la invencién se pueden obtener con las ensefianzas de la
presente invencion, siempre que las propiedades bioldgicas caracteristicas esenciales no sean afectadas en su tipo,
es decir que las nuevas moléculas de dcido nucleico de la invencidén incluyan todas las secuencias de nucleétidos
que codifican proteinas o péptidos que tienen al menos una parte de la conformacion estructural primaria de uno o
mads epitopos capaces de reaccionar con anticuerpos para las proteinas de BETL que pueden ser codificadas por una
molécula de 4cido nucleico como la establecida antes.

Las moléculas de acido nucleico que codifican una proteina de la capa de células de transferencia del endospermo
basal (BETL) de acuerdo con la invencién se pueden aislar de diversas especies de plantas, particularmente de plantas
Angiospermas, Monocotiledéneas al igual que Dicotiledéneas y son preferentemente moléculas de acido nucleico
aisladas de una planta seleccionada del grupo que consiste en maiz, teosintes, trigo, cebada, centeno, guisante, arroz,
sorgo y cafia de azdcar. Preferentemente dicha planta es maiz.

Otro objetivo de la presente invencién es una construccién de nucledtidos, denominada casete de expresion, que
comprende una molécula de dcido nucleico que codifica una proteina de la capa de células de transferencia del en-
dospermo basal (BETL) de acuerdo con la invencién, unida operativamente a elementos reguladores que permiten la
expresion en células huésped procariotas y/o eucariotas. Los elementos reguladores son particularmente secuencias
reguladoras 5’ y 3’.

“Unida operativamente” se refiere al enlace funcional entre las secuencias reguladoras 5’ y 3’ y la secuencia de
acido nucleico controlada.

Las secuencias reguladoras 5° son particularmente promotores.

Se puede usar cualquier promotor adecuado. Puede ser por ejemplo un promotor especifico de un tejido como un
promotor especifico de la raiz, un promotor especifico de la hoja, un promotor especifico de la semilla, etc. Se describen
varios promotores especificos de tejidos en la bibliografia y se puede usar cualquiera de ellos. Preferentemente, el
promotor es un promotor inducible por un patégeno. Dichos promotores incluyen las proteinas relacionadas con la
patogenia, que son inducidas a continuacién de una infeccién por un patégeno, por €j., proteinas PR, proteinas SAR,
beta-1,3 glucanasa, quitinasa, etc.

Los ejemplos de promotores ttiles para la transformacion de plantas incluyen el promotor 35S o el promotor 19S
(Kay et al., 1987), el promotor pCRV (Depigny-This et al., 1992), el promotor ubiquitina 1 del maiz (Christensen et
al., 1996), las secuencias reguladoras del T-ADN de Agrobacterium tumefaciens, inclusive manopina sintasa, nopalina
sintasa, octopina sintasa, los promotores regulados durante el desarrollo de la semilla como el promotor HMWG
(glutenina de alto peso molecular, por sus siglas en inglés) de trigo (Anderson O.D. et al., 1989, Roberts et al., 1989),
los promotores del maiz ceroso, la zeina o el color bronce del maiz, un promotor que sea inducible por patégenos. El
promotor puede ser un promotor como el que se describe en cualquiera de las SEC. ID N°: 1 a 3.
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Preferentemente, el promotor usado es un promotor inducible por un patégeno o alternativamente un promotor
constitutivo usado para controlar el nivel deseado de enfermedad (resistencia a los patdgenos) en la planta.

La secuencia reguladora 3’ es particularmente un terminador.

Entre los terminadores ttiles para la transformacion de plantas dentro del marco de la presente invencion, los que
se pueden usar son terminador poliA 35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV), descrito en el articulo de Franck
et al. (1980), el terminador NOS correspondiente a la regién en la regién 3’ no codificadora del gen de la nopalina
sintasa del pldsmido Ti de la cepa de nopalina de Agrobacterium tumefaciens (Depicker et al. 1992), el terminador
histona (EP 0 633 317) y el terminador tml.

Preferentemente el terminador es el terminador 3’Nos o el terminador 3°’CaMV.

Cualquier otro elemento, como los descritos previamente (intrén, secuencia potenciadora, péptido de transito,...)
puede estar comprendido en el casete de expresion.

De acuerdo con la invencion, el casete de expresion, que comprende una molécula de dcido nucleico que codi-
fica una proteina de la capa de células de transferencia del endospermo basal (BETL) como la definida antes, unida
operativamente a elementos reguladores, puede ademds comprender uno o varios genes marcadores de seleccién para
plantas, utiles para la transformacion y la seleccion.

Los genes marcadores seleccionables ttiles fueron descritos previamente.

Otro objetivo de la invencidn es cualquier vector de nucleétidos denominado vector de expresion, como un plas-
mido, que pueda ser utilizado para transformar células huésped, caracterizado por contener al menos un casete de
expresion que comprende una molécula de 4cido nucleico que codifica una proteina de la capa de células de transfe-
rencia del endospermo basal (BETL), como la definida antes.

Los ejemplos de vectores de expresion utiles fueron descritos antes.

Otro objetivo de la invencién es una célula huésped, que contenga al menos un vector de expresion como el descrito
antes.

Los ejemplos de células huésped utiles fueron descritos antes.

La invencién también se refiere a una planta transgénica, o a una parte de una planta transgénica (hojas, célula de
la planta, tejido de la planta, grano, fruto, semilla,...) que comprende una célula como la descrita, particularmente que
comprende una molécula de acido nucleico establemente integrada en el genoma que codifica una proteina de la capa
de células de transferencia del endospermo basal (BETL), unida operativamente a elementos reguladores que permiten
la transcripcidén y/o la expresion de la molécula de acido nucleico en las células de la planta.

Una planta o parte de una planta (célula de la planta, tejido de la planta, grano, semilla, hojas...) de acuerdo
con la invencién podria ser una planta o una parte de ésta de diversas especies, particularmente una Angiosperma,
Monocotiledénea al igual que Dicotiledénea, preferentemente un cereal o una planta oleaginosa, seleccionada en
particular del grupo que consiste en maiz, arroz, trigo, cebada, colza y girasol, preferentemente maiz.

Aln en otro aspecto, la invencién también se refiere a partes cosechables y a material de propagacion de las plantas
transgénicas de acuerdo con la invencién las cuales o bien contienen células de la planta transgénica que expresan una
molécula de dcido nucleico de acuerdo con la invencién o bien contienen células que tienen un nivel reducido de la
proteina descrita. Las partes cosechables pueden ser en principio cualquier parte ttil de una planta, por ejemplo, hojas,
tallos, fruto, semillas, raices, etc. El material de propagacion incluye, por ejemplo, semillas, frutos, gajos, plantulas,
tubérculos, portainjertos, etc.

La invencién se refiere ademds a una proteina de la capa de células de transferencia del endospermo basal (BETL)
0 a uno de sus fragmentos inmunolégica o biolégicamente activo que puede ser codificado por una molécula de acido
nucleico de acuerdo con la invencion.

La invencién también se refiere a un anticuerpo que reconoce especificamente una proteina de la BETL de acuerdo
con la invencién o un fragmento, como SEC. ID N°: 54, o uno de sus epitopos.

Estos anticuerpos pueden ser anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales o anticuerpos sintéticos asi como
fragmentos de anticuerpos, como por ejemplo los fragmentos Fab, Fv o scFv, etc. Las técnicas para producir dichos
anticuerpos son métodos cldsicos bien conocidos por los expertos.

Otro objetivo de la invencién es un método para mejorar la resistencia a los patégenos de la planta, que comprende
los pasos que consisten en:

a) transformar al menos una célula de la planta mediante al menos un vector como el definido previamente;
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b) cultivar la(s) célula(s) asi transformada(s) para generar una planta que contenga en su genoma al menos un
casete de expresion de acuerdo con la invencion, mediante lo cual se obtiene una planta con mejor resistencia a los
patégenos.

Los patégenos de la invencién incluyen, pero no exclusivamente, virus o viroides, bacterias, insectos, nematodos,
hongos y similares. Por ejemplo, la especie Fusarium (particularmente Fusarium moniliforme, Fusarium graminea-
rum), Sclerotinia sclerotiorum, Phoma, gusano de la raiz del maiz, Aphis gossypii, etc. Para el maiz, esto incluiria
especialmente mohos patégenos de la mazorca, como Fusarium monoliforme.

La actividad bioldgica de las proteinas de la BETL de acuerdo con la invencion puede ser determinada por cualquier
método conocido en el drea. Los ensayos para medir por ejemplo la actividad antimicrobiana y las vias de desarrollo
y las respuestas de defensa que son influidas por la proteina de BETL son bien conocidos en el area.

Los ensayos para medir la actividad antipatogénica (actividad de resistencia a los patégenos) son en general co-
nocidos en el drea, como los métodos para cuantificar la resistencia a una enfermedad en una planta luego de una
infeccién con un patégeno. Tales técnicas incluyen particularmente, la medicién en el tiempo, el didmetro promedio
de la lesion, la biomasa del patégeno y el porcentaje general de los tejidos descompuestos de la planta.

Las composiciones antimicrobianas y antipatogénicas también estdn incluidas en el alcance de la invencion. Las
composiciones de la presente invencidon pueden estar en una forma adecuada para la aplicacion directa a la planta que
la necesita o como un concentrado de una composicion primaria, que requiere la dilucién con una cantidad adecuada
de agua u otro diluyente antes de la aplicacion.

Ademds, las composiciones se pueden usar en formulaciones utilizadas por sus actividades antimicrobianas y anti-
patogénicas (resistencia a los patégenos). Las proteinas de la invencién se pueden formular con un vehiculo aceptable
en una o mas composiciones pesticidas, por ejemplo, una suspension, una solucién, una emulsién, un polvo para espol-
vorear, granulos dispersables, un polvo humectable y un concentrado emulsionable, un aerosol, granulos impregnados,
un adyudante, una pasta para recubrir y también encapsulaciones en, por ejemplo, sustancias poliméricas.

Las metodologias para la transformacidn, seleccion y regeneracién son bien conocidas por los expertos y fueron
descritas previamente.

Otro objetivo de la invencién es un método para mejorar la cualidad agronémica de una planta, que comprende los
pasos que consisten en:

a) transformar al menos una célula de la planta mediante al menos un vector como el definido previamente;

b) cultivar la(s) célula(s) asi transformada(s) para generar una planta que contenga en su genoma al menos un
casete de expresion de acuerdo con la invencién, mediante lo cual se obtiene una planta con una cualidad agronémica
mejorada.

Mas particularmente, dicha planta presenta un mayor tamafio de semilla como cualidad agronémica mejorada.

La sobreexpresion de la proteina de MEG1 en una planta produce un aumento del tamafio de la semilla. Cuando
se sobreexpresa la proteina de MEG1, se puede usar cualquier promotor en el casete de expresion.

Preferentemente el promotor se elige entre un promotor especifico de BETL como cualquiera de los promotores
de acuerdo con la presente invencion, o el promotor BETL2 (WO 99/50427).

Por otra parte, la presente invencion se refiere a un conjunto que comprende al menos una de las moléculas de 4cido
nucleico, sondas, secuencias conservadas, vectores, proteinas, composiciones o anticuerpos mencionados previamente
de la invencioén. El conjunto, o sus componentes, de acuerdo con la invencién se pueden usar en una célula de una planta
y en los cultivos tisulares de la planta, por ejemplo para detectar los niveles de expresion del transgén. El conjunto y
su aplicacion son particularmente ttiles para la deteccidn sistematica de efectos antipatogénicos en cultivos flingicos.
Se espera que el conjunto y sus componentes sean muy utiles para cultivar nuevas variedades, por ejemplo, de plantas
que tengan mejores propiedades como valor nutricional o resistencia a enfermedades (resistencia a los patégenos).

La presente invencién se comprenderd mejor a la vista de las figuras adjuntas y los ejemplos siguientes.
Las figuras 1 y 2 representan el andlisis (AMD, Allelic Message Display) de ZmMEGI-1.
La figura 1 es una autorradiografia de un gel de AMD que muestra un patrén de expresiéon materno para ZmMEGI-

1 (flechas). 1, F2 autopolinizada; 2, Mo17 autopolinizada; 3, F2 x Mo17; 4, Mo17 x F2; 5, A69Y autopolinizada; 6,
F2 autopolinizada; 7, F2 x A69Y; 8, A69Y x F2.

La figura 2 describe un analisis RT-PCR (transferencia inversa-reaccién en cadena de la polimerasa, por sus siglas
en inglés) especifico de los alelos, de ZmMEG1-1 en el endospermo. En la parte superior, ZmMEG1-1 el alelo materno
es monoalélico a los 4 DDP (banda tnica) y bialélico a los 12 DDP (banda doble). En la parte inferior, expresién
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monoalélica de Megl en cruzamientos interploides a los 4 DDP. Las lineas endogdmicas parentales utilizadas fueron
F2, A69Y (69) y W23 tetraploide (4x).

La figura 3 representa el alineamiento de aminodcidos de proteinas putativas con un dominio ZmMEG1-1. Las
flechas indican la posicion de las cisteinas conservadas y un circulo indica la posicion de las tirosinas conservadas
putativamente involucradas en el anclaje a la pared celular.

Las figuras 4 y 7 representan la caracterizacién de la proteina de ZmMEGI1-1, y el andlisis de la expresion de
ZmMEG]I-1y cinco ADNCc relacionadas.

La figura 4: el andlisis RT-PCR se llevo a cabo con diferentes muestras de ARN aislado de varios tejidos y am-
plificado con cebadores (primers) especificos para los genes (ver oligonucleétidos en tabla 1). La coloracién clara y
oscura de los recuadros indica sefial alta e intermedia respectivamente, y un recuadro blanco indica ausencia de sefial.

La figura 5 describe el andlisis de la hibridacién in situ de ZmMEGI-1 en semillas en desarrollo. A la izquierda, 4
DDP; a la derecha 12 DDP.

La figura 6 muestra la inmunolocalizacién de la proteina de ZmMEG1-1. A la izquierda, regiéon BETL 12 DDP; a
la derecha, localizacién de la pared celular de ZmMEG1-1 en células de BETL.

La figura 7 es un andlisis Western de proteinas aisladas de endospermos 10 DDP después del fraccionamiento
subcelular.

1, fraccién citoplasmatica I; 2, fraccion citoplasmadtica II; 3, fraccion de la pared celular I; 4, fraccién de la pared
celular II. Las flechas indican la presencia de diferentes proteinas ZmMEG1-1. Em, embrién; En, endospermo; ESR,
region que rodea el embrién; PC, peddnculo.

La figura 8 indica que ZmMEGI-1 integra una familia de genes pequefios cuyos alelos parentales se metilan
diferencialmente en el andlisis de metilacién de ZmMEGI-1 en el endospermo en el embrién (1-4) y el endospermo
(5-8) alos 6 DDP.

1, W22 auto; 2, A69Y auto; 3, W22 x A69Y; 4, A69Y x W22; 5, W22 auto; 6, A69Y auto; 7, W22 x A69Y; 8,
A69Y x W22. Las flechas indican la presencia de fragmentos genémicos metilados diferencialmente en el endospermo
detectados con una sonda especifica del gen de ZmMEGI-1.

La figura 9 representa el resultado de un alineamiento de secuencias de ZmMegl-1 y ZmMeg1-2 con proteinas
BAP.

La figura 10 representa el andlisis de la regién promotora de ZmMEGI-1. A la izquierda, una secuencia promotora
minima de ZmMEGI-1 esta conservada en varios promotores ZmMEGI-1 de la linea endogdmica F2. A la derecha,
estos promotores muestran una gran conservacion de la cuarta regién también presente en otros genes especificos de
BETL (denominados cajas I a IV). Cajas blancas, motivos TATA putativos; cajas I a IV son las secuencias conservadas
en las regiones promotoras de varios genes especificos de BETL conocidos.

La figura 11 representa la expresion diferencial de pZmMEG1-1:GUS en endospermo de maiz cuando se hereda
por via materna y paterna. (A-J) cortes sagitales de granos tefiidos para determinar el reportero GUS, donde (A, C, E,
G e I) son semillas de un cruzamiento A188::pZmMEG1-1:GUS x A188; (B, D, F, H y J) son semillas de cruzamiento
reciproco A188 x A188::pZmMEGI-1:GUS. Note la presencia de la sefial de GUS en (A) y (C) en etapas tempranas
del desarrollo del endospermo pero que estd ausente cuando se transmite por via paterna (B y D). (A y B) 4 DDP; (C
y D) 6 DDP; (Ey F) 10 DDP; (G y H) 15 DDP; (I y J) 20 DDP.

La figura 12 es un andlisis de la regién promotora minima de ZmMEGI-1. A la izquierda, representacién esque-
matica de los constructos de delecion del promotor empleados en un experimento de co-bombardeo con un constructo
p35S:MRP1. A la derecha, resultados obtenidos del ensayo de co-bombardeo. Los signos de mds indican la presencia
de tincién de GUS (transactivacion); los signos de menos indican la ausencia de tincién de GUS (falta de transactiva-
cién).

La figura 13 es una representacion diagramadtica de una estrategia de cruzamiento que permite obtener cosechas
con mayor valor.

La figura 14 describe el alineamiento de secuencias de a pares de MEG1 (SEC. ID N°: 1 = promotor MEG 1-1),
MEG?2 (SEC. ID N°: 2 = promotor MEG 1-2) y MEG3 (SEC. ID N°: 3 = promotor MEG 1-3) realizado con CLUSTAL
W (1,74). Los nucledtidos que se muestran en negrita corresponden a la SEC. ID N°: 57. Los nucleétidos subrayados
corresponden a regiones conservadas en los genes especificos de BETL (megl, betl’s y DD1s), y los nucleétidos
sombreados corresponden a regiones conservadas en los genes anteriores y las ESR. Los nucleétidos en recuadros
corresponden a cajas TATA.
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Ejemplos

La invencién se describird a continuacién mediante los ejemplos siguientes, que no deben considerarse de ningin
modo como limitantes del alcance de la invencidn.

Se pueden usar varios oligonucleétidos y cebadores para amplificar o aislar secuencias o fragmentos de secuencias
de acuerdo con la presente invencion. Los oligonucledtidos y cebadores descritos no son limitantes. Los expertos saben
como disefiar un oligonucleétido, o un oligonucleétido especifico, basado en una secuencia.

Ejemplo 1
Material de la planta y condiciones de cultivo

Se cultivaron en invernadero lineas endogdmicas diploides W22, F2, B73 y Mol7, y tetraploide W23 (COOP
Maize Stock Centre) de maiz (Zea mays L.) en el régimen siguiente: 16 h de duracién del dia (complementado con
lamparas de haluro metdlico a 250 mmols, cuando fue necesario) a 22-28°C durante el dia y a 16-20°C durante la
noche. Los niveles de humedad se fijaron a aproximadamente 40-50% durante el dia y a 60-70% durante la noche.
Todas las lineas se autopolinizaron y se cruzaron reciprocamente, y los granos se cosecharon 6-24 dias después de la
polinizacién (DDP). Los embriones y los endospermos se aislaron y se juntaron, después se congelaron en nitrégeno
liquido y se almacenaron a -80°C,

Ejemplo 2
Identificacion y caracterizacion de la familia de genes ZmMegl

Se llevé a cabo un cribado gendmico disefiado para identificar transcritos de endospermo que tengan patrones de
expresion de origen parental mediante allelic message display (AMD) (Gutiérrez-Marcos et al., 2003).

Allelic message display (AMD):

El ARN total del endospermo se extrajo de lineas endogdmicas autopolinizadas y cruzadas reciprocamente y se
us6 para AMD-PCR de acuerdo con el protocolo de Hagiwara et al. (1997).

Se usé ARN transcrito inverso como fuente de material para RCP (HIEROGLYPH kit; Genomix-Beckman), mar-
cando con [alfa 33P]-dATP. Se usé una combinaciéon de 240 cebadores para llevar a cabo las reacciones de PCR y
los productos se analizaron en un sistema de secuenciamiento de ADN semiautomatico Genomix LR. Luego de la
exposicion a la pelicula (Biomax MR, Kodak), las bandas candidatas se extrajeron del gel y se amplificaron usando
PCR.

Esto dio como resultado la presencia de varios fragmentos que presentaban expresiéon monoalélica materna, uno
de los cuales fue denominado gen 1 del Zea mays espresado maternalmente (Zea Mays maternally expressed-gene 1,
ZmMEG]), (Figura 1).

Identificacion de ADNc de ZmMEG] y andlisis de la expresion
2.1) Aislamiento de ADNc de Megl y secuencias relacionadas

Se obtuvieron ADNc completos después de cribar una genoteca de ADNc de endospermo de maiz 7 DDP (Hueros
et al., 1999b). Entre las 500.000 placas cribadas, se identificaron y secuenciaron cinco clones de ADNc. Esto identificé
el ADNc completo, ZmMEG1-1, mds otros tres similares, pero no idénticos, ADNc que denominamos ZmMEG1-2,
-3 y -4. Después de cribar la base de datos del genoma de maiz, se identificaron otras dos EST que presentaban una
similitud parcial con el extremo C-terminal de la secuencia de la proteina MEG1-1 traducida que se denominaron
ZmMEGI1-5y -6.

2.2) Mapeo

La familia de genes de ZmMEG1 se mape6 hasta el brazo corto del cromosoma 7 del maiz, entre los marcadores
csul3 y bngl1200, mediante andlisis de polimorfismos de la longitud de los fragmentos de restriccién (RFLP, por sus
siglas en inglés) usando una poblacién de lineas F2 inmortalizadas.

2.3) Andlisis Southern

La diversidad de la familia de ZmMEGT] se reveld en la linea endogdmica F2 mediante el andlisis Southern y el

cribado BAC, este andlisis indicé que la familia de genes de ZmMEG! comprende entre dos y cuatro agrupaciones de
genes con unas pocas copias presentes en todas las agrupaciones.
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Para la inmunotransferencia Southern, se digiri6 el ADN con la enzima de restriccién Xhol, la solucién de hibri-
dacién fue 5 x SSPE/S x Denhardt/0,5% SDS, y para las transferencias se usaron sondas con la regién de codificacién
de Megl-1 completa (SEC. ID N°: 5).

El andlisis Southern en condiciones muy rigurosas (hibridacién a 65°C y lavado durante 10 minutos a 65°C con 0,1
x SSPE/0,5% SDS) revel6 que la familia de genes de ZmMEG1 comprende entre 5-8 copias presentes en la mayoria
de las lineas endogdmicas de maiz, teosintes y otros gramineas(arroz, sorgo y cafia de azucar).

El andlisis Southern en condiciones poco rigurosas (hibridaciéon a 50°C y lavado durante 10 minutos a 65°C CON
2 x SSPE/0,5% SDS) también revel6 bandas en trigo y cebada.

2.4) Patron de expresion
Se evalué el patrén de expresion de ZmMEGI-1 y los otros ADNc semejantes a ZmMEGI (ZmMEGI-2, ZmMEG1-

3, ZmMEGI1-4, ZmMEGI-5 y ZmMEGI-6) por transcripcion inversa-reaccién en cadena de la polimerasa (RT-PCR)
usando los pares de oligonucleétidos especificos de los genes que se muestran en la tabla 1 a continuacién.

TABLA 1

Lista de oligonucledtidos utilizados para el andlisis RT-PCR

Nombre |Oligonucledtido Oligonucledétido inverso [Tamafio de

del gen |hacia adelante PCR

MEG1-1 |[TGCTGCTCATGCGCATGGGGC|TTAGAAGCAKGCATGWCTACACTS|165
TG, SEC. ID N°: 23 AGCC, SEC. ID N°: 24

MEG1-2 ATGCACATGGGAAGGGTCATG|TTAGAAGCAKGCATGWCTACACTS|193
TC, SEC. ID N°: 25 AGCC, SEC. ID N°: 26

MEG1-3 GCATAGCAGGAGTGGAGGGC, |GAAGCAGGCATGACTACACTC, 292
SEC. ID N°: 27 SEC. ID N°: 28

MEG1-4 TGGCCAATGTCGCCTCCGAG, |TTAGAAGCAKGCATGWCTACACTS (320
SEC., ID N°: 29 AGCC, SEC. ID N°: 30

MEG1-5 ATGGCTGGCTATGGTGTTGA |GTGCAGTTTGCAGGTAAGCCC, 150
TG. SEC. ID N°: 31 SEC. ID N°: 32

MEGl1-6 |TGTACGCCTGACTTGGCTAGC|TTAGAAGCAKGCATGWCTACA 181
AACC, SEC. ID N°: 33|CTSAGCC, SEC. ID N°: 34

GST GCAACGTACCGTACCTTTCC |ACGCTGCATTCAATTACCGGG
GA, SEC. ID N°: 35 AAG, SEC. ID N°: 36

GUS GGGCCAACAGTTCCTGATTAA|CCCCGTTGACTGCCTCTTCG,
CC, SEC. ID N°: 55 SEC. ID N°: 56

El patrén de expresion se muestra en la figura 4.

Los alelos especificos de ZmMeglI-1 mostraron 99,9% de identidad en varias lineas endogdmica (A188, B73,
Mol7, F2, W22 y W23 tetraploide) y fueron detectados usando secuencias polimoérficas amplificadas y cortadas (Neff

etal., 1998).
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Para distinguir entre alelos de ZmMegl-1, el andlisis RT-PCR se llev6 a cabo empleando cebadores de MEGI
(5’-TGCTGCTCATGCGCATGGGGCTG-3’, SEC. ID N°: 17) y MEG1Hpal (5’-TTGTATATAAAAACAGTGATGT
TAA-3” SEC. ID N°: 18) para producir un fragmento de ADN que luego de la digestiéon con Hpal generé fragmentos
de 177 bp para F2 y 198 bp para A69Y o W23.

El gen de la glutation sintasa 1 se usé como control para una expresion de origen parental bialélica.

El transcrito de ZmMEG1-1 fue el tnico presente en las muestras de endospermo entre 4 y 20 DDP lo que indica
que su expresion es especifica del endospermo. ZmMEGI-2 y ZmMEG -4 también mostraron un patrén de expresion
similar, mientras que ZmMEGI-3 se expreso en el endospermo asi como en muestras de antera y polen. En contrapo-
sicidn, se encontré que ZmMEGI-5y ZmMEGI-6 se expresaban en la mayoria de los tejidos analizados.

Ejemplo 3
Patron de expresion de origen parental de ZmMEGI-1
3.1) ZmMegl-1 tiene un patron de expresion de origen parental materno

Para confirmar el patrén de expresion de origen parental materno de ZmMEGI-1, se detectd un polimorfismo
3’UTR del gen, entre F2 Y A69Y, y W23 otras lineas endogamicas, que nos permitié disefiar oligonucleétidos para
RT-PCR especifica de los alelos.

Los resultados revelaron una expresion exclusiva del alelo materno de ZmMEG1-1 en etapas tempranas del des-
arrollo del endospermo (4 DDP) (Figura 2). Sorprendentemente, se encontr6 que en etapas posteriores del desarrollo
del endospermo (12 DDP) la expresion de ZmMEGI-1 se tornaba bialélica (Figura 2).

Para investigar los efectos de la alteracién de la relaciéon gendmica materna a paterna en el endospermo en la
expresion de ZmMEGI-1, se realizaron cruzamientos reciprocos entre lineas endogdmicas diploides y tetraploides.
La RT-PCR especifica de los alelos mostré que el patrén de expresion de ZmMEGI-1 permanecia inalterado (Figura
2).

3.2) Los alelos de ZmMegl-1 se metilan diferencialmente en el endospermo

Puesto que ZmMEG -1 estd sujeto a un patrén de expresion de origen parental en el endospermo se puede predecir
que podrian ocurrir cambios en la metilacion entre los diferentes alelos parentales.

Los inventores analizaron esta hipdtesis mediante el examen del estado de metilacién de los alelos parentales de
ZmMEG -1 usando digestién con una enzima de restriccion sensible a la metilacion y andlisis Southern con una sonda
especifica del gen, en el ADN gendmico obtenido de las muestras de embrién y endospermo.

Las diferencias en el estado de metilacién de los alelos parentales de ZmMEGI-1 fueran aparentes sélo en el
endospermo; los alelos maternos de ZmMEG1-1 aparecieron desmetilados mientras que los alelos paternos estaban
metilados (Figura 8).

Estos resultados sugieren con mucha fuerza una correlacion entre el estado de metilacion de un alelo dado de
ZmMEG]I-1 en el endospermo y un patrén de expresion de origen parental.

Ejemplo 4
Caracterizacion de la proteina de ZmMegl-1
4.1) ZmMegl-1 codifica una proteina de la pared de células de transferencia del endospermo basal

El ADNc de ZmMEGI-1 completo contenia un marco de lectura abierto de 88 aminodacidos (Figura 3), que codi-
fica una protefna prevista de 9.794 Da con un pl de 7,5. El polipéptido ZmMEGI1-1 contiene una regién N-terminal
hidréfoba con caracteristicas de un péptido sefial de 27 aminodacidos (von Heijne, 1986). Andlisis posteriores identi-
ficaron un sitio de escisién putativo entre His-26 y Glu-27, produciendo por lo tanto un polipéptido que contenia 61
aminodcidos, con una masa molecular prevista de 6.730 Da y pl 6,2.

Una caracteristica interesante del polipéptido ZmMEGTH es la presencia de un dominio rico en cisteina muy con-
servado en la porcién C-terminal, también presente en los andlogos de ZmMEGI (ZmMEGI1-2, -3, -4, -5 y -6) (Figura
3). Esta region conservada contiene seis cisteinas y dos tirosinas, y se asemeja a otros dominios cisteina encontrados
en varias proteinas de plantas con la localizacién de la pared celular de la hipétesis (de Oliveira et al., 1990; Domingo
etal., 1999).
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La hibridacién in situ de ZmMEGI-1 se llevé a cabo en cortes de grano en diversas etapas del desarrollo del endos-
permo con sondas especificas de los genes de acuerdo con un método publicado (Jackson, 1991), con modificaciones
DB menores (Costa et al., 2003). (Figura 5).

No se detecté ninguna sefial con la sonda sentido, sin embargo, la sonda antisentido sélo dio sefial en las células
de transferencia desde 4 DDP y mostrd la maxima expresion alrededor de 6-10 DDP (Figura 5), indicando claramente
que ZmMEGI-1 se expresa exclusivamente en la region de transferencia basal del endospermo.

4.2) Localizacion de la proteina de ZmMEGI-1

Para determinar la localizacién de la proteina de ZmMEGI-1 en el endospermo de maiz, se produjo un antisuero
policlonal usando un péptido sintético disefiado para el extremo N-terminal del polipéptido ZmMEG]1-1 procesado
putativamente.

Inmunolocalizacion

Se produjo un antisuero policlonal en conejo contra un péptido sintético (NAPAEEGILREKRAQC, SEC. ID N
19) y se purificé por afinidad con un péptido inmovilizado usando un sistema en gel de acoplamiento Sulpholink
(Pierce, Reino Unido). Los granos de maiz se fijaron en paraformaldehido al 4% en tampdn de fosfato de sodio 0,1 M
de pH 7,2, durante 12-24 h dependiendo del volumen de tejido. Las muestras se deshidrataron en una serie de etanol y
se incrustaron en cera. Se desparafinaron los cortes y se bloquearon en BSA al 1% en PBS (fosfato de sodio 10 mM,
NaCl 150 mM pH 7.,4) durante 30 min a temperatura ambiente y se incubaron durante toda la noche con antisuero anti-
MEGTI o suero pre-inmune (ambos diluidos 1:500). La inmunorreaccién se detecté usando un anticuerpo secundario
acoplado a fosfatasa alcalina (Sigma; diluido 1:1000) y NBT/BCIP como sustrato.

La inmunolocalizacién se llevé a cabo usando el antisuero purificado, que detect6 a la proteina de ZmMEGI1-1
adyacente a los crecimientos hacia adentro de la pared celular de las células de transferencia del endospermo basal
(Figura 6).

Para obtener una evidencia bioquimica de la localizacién de la proteina respecto a la pared celular, se fraccionaron
extractos de proteinas de endospermos 10 DDP segtin describen Serna et al. (2001) y se analizaron por inmunotrans-
ferencia (Figura 7).

Fraccionamiento subcelular de proteinas

El fraccionamiento de componentes subcelulares de los endospermos (endogamica F2) se realizé segin describen
Serna et al. (2001). Las proteinas se fraccionaron mediante electroforesis SDS-PAGE de acuerdo con (Laemmli, 1970),
y se electrotransfirieron a una membrana del fluoruro de polivinilidino (PVDF). Las proteinas se detectaron usando un
método de quimioluminiscencia potenciada (ECL, Amersham, UK).

Varias proteinas con masas moleculares previstas que variaron entre 6 y 50 kDa estuvieron presentes en las frac-
ciones citoplasmadticas, dos de las cuales correspondieron a ca. 9-10 kDa y ca. 6-7 kDa. De manera interesante, las
proteinas de ca. 6-7 kDa dieron las sefiales de mayor intensidad en la preparacién de pared celular, proporcionando de
esta forma evidencia de la localizacién en la pared celular del polipéptido ZmMEG1-1 putativo escindido (Figura 7).
Se observaron otras 3 protefnas con masas moleculares entre 2,5 y 3,5 kDa en la fraccion de pared celular.

4.31 Rol de ZmMEGI-1

Las familias BETL y BAP constituyen las familias mds grandes de proteinas especificas de la capa de transferencia
basal encontradas hasta la fecha. Estas proteinas pequefias son secretadas en la regién del pediinculo o estdn locali-
zadas en la pared celular y se sugiere con insistencia que intervienen en el ataque antifingico y la defensa contra los
patégenos (Hueros et al., 1995; Serna et al., 2001).

Como saben los expertos (Hueros et al. 2002), los genes especificos de BETL aislados hasta la fecha comparten
algunas caracteristicas estructurales que sugieren con fuerza que tienen un rol en la defensa contra la entrada de
patdgenos en la semilla en desarrollo. Ellos codifican péptidos pequenos secretados ricos en cisteina que se acumulan
s6lo transitoriamente durante el desarrollo del endospermo.

El andlisis de la secuencia de aminodcidos de ZmMeg1-1 revel6 un motivo rico en cisteina en la regién C-terminal
que comprende seis residuos de cisteina y dos residuos de tirosina: C-(X)4-CYCC-(X)8-Y-(X)4-C-(X)3-C (SEC. ID
N°: 20), que se conservé en las otras proteinas andlogas a ZmMEGI1 (ZmMEG1-2, ZmMEG1-3, ZmMEGI1-4, Zm-
MEGI1-5 y ZmMEG1-6) (Figura 3) y mostré una gran similitud con muchos dominios ricos en cisteina identificados
en otras proteinas de plantas (Hueros et al., 1995; Domingo et al., 1999; Hueros et al., 1999b; Serna et al., 2001)
(Schopfer et al., 1999). Se cree que los dominios ricos en cisteina son necesarios para el mantenimiento de las confor-
maciones particulares de las proteinas, lo que resulta en la exposicion de residuos de cadenas laterales interdigitadas
(Berg y Shi, 1996), como los residuos de tirosina encontrados en ZmMEGI1. De manera importante, se ha informado
que la exposicién de los residuos de tirosina facilita la unién de proteinas sintéticas a la pared celular (analizado en
Cassab, 1998).
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Puesto que la localizacién de la proteina de ZmMEGI1-1 es proximal respecto a la interfase materno-filial, se espera
que pueda tener una funcién semejante a la de defensin, como se informa para BETLI,3 (Hueros et al., 1995; Hueros
et al., 1999a) y las proteinas ZmES (Cordts et al., 2001).

Ademds la modificacidn del nivel de la proteina de MEG1 modifica el tamafio de la semilla ya que la disminucién
del nivel de la proteina de MEG]1 induce una reduccién del tamafio de la semilla (consulte a continuacién).

Se realiz6 un alineamiento de la secuencia de aminoédcidos de MEG1-1 y MEGI1-2 con la de las proteinas BAP y
el resultado se muestra en la figura 9.

Se hicieron dos constructos Megl (casetes de expresion) para determinar el efecto de la sobreexpresion del gen
Megl en el maiz:

Transformacion del maiz:

Se transformaron callos embriogénicos tipo II con el constructo y se regeneraron como describen Bonello et al.,
2000.

Los constructos siguientes se obtuvieron por métodos cldsicos de biologia molecular.

Constructo A: p35S-intron HSP70-Megl genémico-3’CaMV

Se generaron 34 transformantes de maiz, algunas plantas mostraron una mejor resistencia los patdgenos.

Constructo B: p35S-intron HSP70-Megl ADNc-3’CaMV

Se generaron 36 transformantes de maiz, algunas plantas mostraron una mejor resistencia los patégenos.

Constructo C: p35S Megl- ARNAi-3’OCS
Se hizo un constructo Meg! (casete de expresion) para determinar el efecto del descenso regulado de Megl.

Se obtuvo el vector pPGUSART, subclonando un fragmento EcoRV (789 a 1820) del gen GUS en pART7 (Gleave
A.P (1992) Plant Mol. Biol. 20: 1.203-1.207).

Se amplificé un fragmento de la secuencia de ADNc de Megl-1 (151 a 380) por PCR usando dos oligonucledétidos:
meg1 ARNi.FOR (Clal-EcoRI) 5’-ATCGATGAATTCGCTCAAGGGTTTCTTCCATG-3" (SEC.ID N°: 63)
megl ARAL.REV (BamHI-Xhol) 5’-GGATCCTCGAGCCTCTAGTATCGGTCTGAC-3’ (SEC. ID N°: 64)

El producto de PCR se subcloné en pGEM-T easy y se secuencid. Después de la digestion con BamHI y Clal, y
EcoRI y Xhol los fragmentos se subclonaron en pGUSART para generar un constructo 3’-5" y 5°-3’ flanqueando la
porcién eliminada del gen GUS capaz de producir una formacién doble.

Se generaron 24 transformantes de maiz, algunas plantas mostraron menor resistencia a los patégenos.

En particular, 4 de las 24 plantas Meg1 ARNi presentaron una segregacion en el tamafio de la semilla en la mazorca.
Se encontrd que los granos que heredaron el transgén ARNi eran mds pequefios que los granos segregantes de tipo
silvestre (no se muestra la figura). Por lo tanto la inhibicién de la expresion de Meg1 reduce el tamafio de la semilla.

Ejemplo 5
Aislamiento del promotor ZmMEGI-1y caracterizacion de la secuencia
5.1) Aislamiento del ADN gendmico de Megl

Se us6 una sonda Megl.1 para cribar una genoteca F2 BAC (O’Sullivan et al., 2001), lo que dio como resultado
seis fragmentos gendmicos de ZmMegl-1 que se subclonaron en pBluescript KSII (Stratagene, Reino Unido) y se
secuenciaron. El andlisis de la secuencia reveld la existencia de al menos cuatro copias diferentes de ZmMEGI1-1 en
la linea endogdmica F2, todas las cuales mostraron sutiles diferencias en sus regiones promotoras, aunque las regiones
del ex6n y el intrén estaban muy conservadas. Se encontré que una regién minima del promotor (ca. 370 bp) estaba
conservada en otros promotores que pertenecian a genes especificos de las células de transferencia del endospermo
basal conocidos (Hueros et al., 1999b; Sevilla-Lecoq et al., 2003) (Figura 10).
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5.2) Preparacion de un constructo reportero

Se aislé una regién promotora minima de ZmMEG]1-1 por PCR usando dos oligonucleétidos especificos (5°-
ACACCTCAAATAGATATGGATATAG-3’, SEC. ID N°: 60, y 5’~-GTCGCAAGAAATGTTAAGGAACTCC-5’, SEC.
ID No; 61) y se subcloné en el vector pPGEM-T easy (Promega, Madison, EE.UU.).

Después de la digestion con EcoRI y Clal, el fragmento de 371 bp se fusiond a la secuencia que codifica la 3-
glucoronidasa (GUS) y el terminador nopalina sintasa (NOS) del vector pSLJ4K1 (Jones et al., 1992) para generar el
vector de fusion transcripcional denominado pZmMEG1-1-GUS.

5.3) Transformacion del maiz y andlisis de la expresion

Para analizar si la regién promotora minima de ZmMEG-1 era capaz de conferir expresion al gen especifico de
las células de transferencia transformamos establemente plantas de maiz con el constructo de fusion transcripcional
pZmMEGI-1-GUS.

Transformacion del maiz:

Se transformaron callos embriogénicos tipo II con el constructo y se regeneraron como describen Bonello et al.,
2000.

Se generaron cinco lineas transgénicas independientes (0757-1C, 0757-2E, 0757-2F, 0757-2D, 0757-2L) y se
seleccionaron basandose en la expresion de altos niveles de 8-glucuronidasa, detectados mediante tincién histoquimica
de los granos. Se genotipificaron plantas en busca de fusiones transcripcionales de S-glucuronidasa (GUS) por PCR
usando oligonucleétidos especificos de GUS (SEC. ID N°: 55 y 56). El andlisis histoquimico de las lineas transgénicas
se realizé de acuerdo con (Jefferson et al., 1987; Costa et al., 2003). En resumen, se deshidrataron con etanol al 70%
cinco granos fijados antes del andlisis y se obtuvieron imagenes digitalmente.

La tincién de GUS sélo se observé alguna vez en el tejido del endospermo y no se observé en ningin otro tejido
de plantas analizado.

A estas lineas se les hizo posteriormente cruzamiento retrogrado con polen de una linea endogdmica estindar A188
durante cuatro generaciones consecutivas para confirmar el patrén de expresion estable en el endospermo.

Dos de las lineas transgénicas independientes (0757-2E y 0757-2D) se seleccionaron al azar y se cruzaron recipro-
camente con plantas silvestres A188 para determinar cambios en los patrones de expresion del transgén basdndose en
su modo parental de herencia.

Para cada linea, se aislaron alrededor de 200-280 granos en diferentes etapas del desarrollo de cuatro plantas y se
tifieron histoquimicamente para determinar GUS. Para cada tiempo de muestreo analizado, se aislaron alrededor de
50-70 granos de cuatro plantas y se tifieron histoquimicamente para determinar GUS, como se mencion antes.

De manera interesante, encontramos expresion temporal diferencial de GUS cuando se trasmitia por via materna o
paterna.

Cuando las plantas pZmMEGI-1-GUS eran o bien autopolinizadas o cruzadas como plantas femeninas, la tincién
de GUS estaba presente en las células de transferencia desde 4 DDP, cuando el endospermo se torna completamente
celular, y permanecia hasta 20 DDP. Se alcanzaba un nivel maximo de tincién de GUS a los 10-12 DDP.

Sin embargo, cuando las plantas pZmMEGI-1-GUS se cruzaban como plantas masculinas (es decir transmitido
paternalmente a través del polen), s6lo se detecté actividad histoquimica de GUS alguna vez después de 10 DDP,
cuando estuvo en su valor mds alto, y una declinacién en la expresion hacia 20 DDP. La demora aparente en la
expresion del transgén heredado por via paterna se confirmé a nivel transcripcional mediante el analisis Northern (no
se muestran los datos).

Considerados en conjunto, los datos demuestran que una regién minima del promotor MEG1-1 puede conferir una
expresion especifica temporal de las células de transferencia diferente del gen reportero uidA dependiendo del origen
parental.

Por lo tanto, la expresién de pZmMEG1:GUS en las células de BETL depende de su herencia parental.

Ejemplo 6
Transactivacion del promotor ZmMEGI-1 por ZmMRP1

Recientemente se encontré que un factor de transcripcion especifico de las células de transferencia, ZmMRP1, es
capaz de transactivar la expresion de varios promotores de BETL (Gomez et al., 2002).
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Para investigar si ZmMRP1 también era capaz de transactivar a ZmMEGI-1, se co-bombardearon hojas de maiz
etiolado con el constructo pZmMEG1-1-GUS y una versién potenciada con 35S de la proteina ZmMRP1 (fusién
traduccional p35S-MRP1).

Los datos mostraron que pZmMEG1-GUS era transactivado significativamente por ZmMRP1 (Figura 11), lo que
indica que ZmMRP1 es suficiente para la activacion de ZmMEGI-1 en tejidos de hojas y es probablemente suficiente
para activar la expresiéon de ZmMEGI-1 en células de transferencia del endospermo.

Se obtienen los mismos resultados con el promotor de MEG1 de acuerdo con la SEC. ID N°: 62.

Ejemplo 7
Andlisis de delecion del promotor

Para definir la region esencial para la transactivacién por ZmMRP1, generamos una serie de deleciones de la region
del promotor ZmMEGI-1 conservada y las fusionamos al gen reportero uidA.

El andlisis de delecién seriada se realizé mediante amplificacion por PCR de las diferentes regiones del promotor
ZmMEG]I-1, usando pares de oligonucledtidos multiples (consulte la tabla 2 a continuacion) y después subclonando
en el vector pGEM-T easy (Promega, Madison, EE.UU.).

TABLA 2

Lista de oligonucledtidos utilizados en el andlisis de delecion

Nombre del{Oligonucledtido hacia adelante|Oligonucledtido inverso

constructo

pPMEG1- GUS ACACCTCAAATAGATATGGATATA, SEC.|GTTATCTATTCTATTCTATCATATCTATC
ID N°: 37 , SEC. ID N°: 38

pMEGL- GATATAGATATATAGAAGAGATAT GTTATCTATTCTATTCTATCATATCTA

31/30GUS AGATGG, SEC. ID N°: 39 TC, SEC. ID N°: 40

pPMEG1- AGATAGATATGATAGAATAGATA GTTATCTATTCTATTCTATCATATCTA

32/30GUS GATAAC, SEC. ID N°: 41 TC, SEC. ID N°: 42

pMEG1 - ATTTTGTCTAAAGAGACTAAATCA CTGC, |GTTATCTATTCTATTCTATCATATCTA

33/30GUS SEC. ID N°: 43 TC, SEC. ID N°: 44

pMEG1—- ACACCTCAAATAGATATGGATATA , |CCAATTCACTGGGTTATCTATTCTAT

30/31GUS SEC. ID N°: 45 TCTATCATATCT, SEC. ID N9: 46

pMEGL-~ ACACCTCAAATAGATATGGATATA , |[CCAATTCACTGGCCATCTATATCTTC

30/32GUS SEC. ID N°: 47 TATATATCTATA, SEC. ID N°: 48

pPMEG1~ ACACCTCAAATAGATATGGATATA s {CCBATTCACTGGCCCCTTGTTATATC

30/33G6US SEC. ID N°: 49 TATATCTATACC, SEC. ID N°: 50

Los constructos se digirieron con EcoRI y BstX1 y los fragmentos se subclonaron en el constructo pZmMEGI-1-
GUS pre-digerido con EcoRI y BstXI. Siguiendo este método las cajas TATA putativas identificadas en el promotor
ZmMEGI-1 permanecieron intactas.

La region de codificacion de ZmMRP-1 se aislé por PCR usando oligonucleétidos MRP.FOR (5’ GGATCCAT
GAATCCCAACTTCAACAGTG3’ SEC. ID N° 21) y MRP.REV (5’GAATTCTTATCGGTTATATATCTGGCTCTC
C3’, SEC. ID N°: 22). Los fragmentos de PCR se subclonaron en pGEM-T easy (Promega, Madison, EE.UU.), di-
geridos con BamHI/EcoRl y el fragmento de 327 bp se subcloné en el plasmido descrito por Pang et al. (1996) para
generar p35S:HSP70::MRP1. Se aisl6 el ADN del pldsmido mediante el conjunto QlAprep midi (Qiagen, Germany)
y con €l se recubrieron particulas de tungsteno (M10) de acuerdo con (Klein et al., 1992).

Para la transformacién pasajera, se esterilizé la superficie de semillas de maiz Hi-II y se germinaron en la oscuri-
dad. Se cortaron de hojas etioladas (2 cm de ancho) en trozos de 1-2 cm de largo y se co-bombardearon con delecién
del promotor ZmMEG1-1 y constructos de ZmMRP1 usando un dispositivo BioRad Biolistic PDS-1000/He. Se recu-
brieron particulas de oro con (0,6 nm, de BioRad, Reino Unido) con la mezcla de pldsmido de ADN que inclufa 2,5 g
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de derivado del plasmido p35S:MRP1 y 2,5 g de delecién del promotor ZmMEGI-1. Los tejidos se colocaron a 6 cm
de la pantalla de detencién del microtransportador el cual estaba ubicado 5 cm por debajo del disco de ruptura de 6,2
Mpa.

Después del bombardeo, las muestras se incubaron durante 24 h a 26°C en la oscuridad en medio s6lido (Murashige
y Skoog, 1962) que contenia 100 mg/1 de mioinositol, 2 g/l de glutamina, 30 g/l de sacarosa y vitaminas de Murashige
y Skoog (Sigma, UK).

Se llevaron adelante un minimo de tres experimentos independientes para cada delecién del promotor hecha.

La deteccion histoquimica de la expresion de GUS se llevé a cabo mediante tincién de los discos de hojas de
acuerdo con (Jefferson, 1989), con modificaciones. Los trozos de hojas se tifieron en un medio que contenia 0,5 mg/ml
de Xglucurénido (Clonetech, Palo Alto, CA), tampdn de fosfato 0,5 mM de pH 7,0, tritén X-100 al 0,1% y metanol al
20% (v/v).

Se encontré que la eliminacién de la porcién mas distal del promotor (regién de-370 a -240) inhabilitaba la tran-
sactivacién de pZmMEGI GUS por ZmMRP1.

Para determinar si esta region minima -370 a -250 del promotor (Figura 12) era suficiente para permitir la transacti-
vacion por ZmMRP1, ya fuera s6lo o en combinacién con otras regiones dentro del promotor ZmMEG -1 conservado,
se llevaron a cabo deleciones en la orientacion inversa.

A partir de este andlisis, se consider6 que la regiéon minima -370 a -250 del promotor en combinacion con la regién
de la caja TATA putativa (-127 a 1) era suficiente para conferir transactivacion al promotor ZmMEG -1 por ZmMRP1.

Considerados en conjunto, estos resultados demuestran con claridad que ZmMRP1 activa la expresién de Zm-
MEG]1-1 mediante transactivacion del dominio conservado de -370 a -250 que también estd presente en promotores de
muchos genes especificos de BETL.

Los mismos resultados se obtienen con la regién de -345 a -251 (95 nucledtidos de longitud) que corresponde a
los nucleétidos +26 a +120 de la SEC. ID N°: 4 y con el fragmento desde el nucleétido +29 a +119 de la SEC. ID N°:
4 (91 nucleétidos de longitud).

Ejemplo 8
Expresion en el drea de BETL de los genes de interés

La SEC.ID N°: 1 y la SEC. ID N°: 62 tienen 90% de identidad y 6,7% de huecos después del alineamiento basado
en la SEC. ID N°: 1. Esta diferencia corresponde a las deleciones, inserciones y reemplazos de bases que no afectan la

funcionalidad de la secuencia de modo que se obtienen los mismos resultados con la SEC. ID N°: 1 y la SEC. ID N
62.

Un promotor de MEG1 de acuerdo con la invencidn es titil para expresar desde una etapa temprana del desarrollo
de BETL proteinas o ARN que producen cambios deseables en el desarrollo o la calidad de la semilla. Dichas proteinas
o ARN pueden, por ejemplo, aumentar el tamafio de la capa BETL y/o aumentar su capacidad para importar nutrientes
a la semilla en desarrollo. Alternativamente dichas proteinas o ARN pueden mejorar la resistencia a los patégenos
y de ese modo proteger mejor la semilla en desarrollo de la transferencia de patégenos desde los tejidos maternos
originando semillas (y plantas de progenie) de mayor calidad y vigor.

Como un ejemplo de la primera utilidad el promotor de Megl (ZmMEG1-1) esta unido a la invertasa incW2 de la
pared celular y como un ejemplo de la segunda utilidad el promotor de Megl (ZmMEG1-1) estd unido a la proteina
antifiingica BAP2.

8.1) Sobreexpresion de IncW2 en la BETL

IncW2 se expresa naturalmente en la BETL. Su importancia en la determinacién del tamafio de semilla se demostré
mediante el andlisis de los mutantes de IncW2 que presentaron un fenotipo de grano en miniatura (Cheng et al (1996)
Plant Cell Jun; 8(6): 971-983)).

El promotor Megl-1 se fusiona a la regién de codificacién de IncW2 y se clona en un vector binario para la
transformacién de maiz mediada por agrobacterias. El andlisis de las plantas transformadas indica que algunas plantas
sobreexpresan a IncW2 y esta expresion es mas temprana que la normal en el desarrollo de la semilla. Estas plantas
poseen semillas que son més grandes que las semillas segregantes que carecen del transgén que tienen niveles normales
de IncW2.

Los mismos resultados se obtienen con un constructo que comprende el promotor de MEG]1 definido en la SEC.
ID N°: 62.
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8.2) Sobreexpresion de BAP2 en la BETL

BAP2 se expresa naturalmente en la BETL. Su importancia en la resistencia de la semilla en desarrollo al ataque
de hongos fue insistentemente sugerida en estudios en los que la proteina aislada demostré una actividad antiflingica
significativa in vitro (Serna et al (2001)).

El promotor Megl-1 se fusiona a la regién de codificacion de BAP2 y se clona en un vector binario para la
transformacion de maiz mediada por agrobacterias. El andlisis de las plantas transformadas indica que algunas plantas
sobreexpresan a BAP2 y esta expresion es mds temprana que la normal en el desarrollo de la semilla. Estas plantas
poseen semillas que tienen una mejor resistencia a los patégenos en comparacién con las semillas segregantes que
carecen del transgén que tienen niveles normales de BAP2.

Los mismos resultados se obtienen con un constructo que comprende el promotor de MEGI1 definido en la SEC.
ID N°: 62.
Ejemplo 9
Uso del promotor de Megl para mejorar el valor de la cosecha

El promotor Megl-1 es activo antes en la BETL si se hereda de la planta femenina en lugar de de la masculina.
La sobreexpresion temprana de las proteinas en la capa BETL que produce un fenotipo del grano deseable puede
en algunos casos interrumpir el desarrollo normal del grano de modo que la germinacién del grano se reduce. Por
ejemplo, la sobreexpresion temprana del transactivador MRP1 (Gémez et al (2002)) en la BETL da lugar a semillas
con una capa BETL hipertrofiada. Puesto que la capa BETL es importante para el flujo de nutrientes al endospermo
en desarrollo, esta hipertrofia da lugar a la produccién de un endospermo mds grande y a una semilla mas grande.
Sin embargo en herencias o cultivos esta hipertrofia produce un endospermo mas grande a expensas del desarrollo del
embridén. Por lo tanto, aunque la semilla resultante tenga una relacién mayor entre el endospermo y el embridn, y por
consiguiente un valor mayor, el transgén MPRP1 no es utilizable debido a la pobre germinacién de la semilla.

La sobreexpresién de un promotor sellado, particularmente como ZmMEG 1-1, vence este problema.

Se transformaron plantas de maiz con un constructo que comprendia en la orientacién sentido el promotor de
MEGTI (definido en la SEC. ID N°: 62), el ADNc de ZmMRP1 y el terminador AtSac66 (Jenkins et al.1999).

Plantas homocigotas pMEG1:MRP1 se usan como dadoras de polen en cruzamientos con plantas silvestres (la
germinacién pobre de estas plantas es aceptable en la etapa de multiplicacion). Toda la progenie hibrida de este
cruzamiento tendrd granos normales puesto que la expresion paterna tardia de MRP1 tiene poco efecto sobre el tamafio
de BETL. La progenie hibrida de este cruzamiento tendrd 50% de granos con endospermo de mayor tamaifio, suficiente
para mejorar significativamente el valor de la cosecha (Figura 13).

Se obtienen los mismos resultados con un constructo que comprende el promotor de MEG1 definido en la SEC.
ID N°: 1 (pMEGI-1).
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de dcido nucleico aislada que tiene actividad promotora especifica para el endospermo y que
comprende una secuencia de ADN seleccionada del grupo que consiste en:

a) una secuencia como la descrita en cualquiera de las SEC. ID N°: 1 a 3 o la SEC. ID N*: 62;

b) una secuencia que tiene al menos 90% de identidad de secuencia con una secuencia como la definida en
(a), donde dicha secuencia tiene actividad promotora especifica para el endospermo;

¢) una secuencia que comprende la SEC. ID N° 57 que esta conservada en las SEC. ID N°: 1 a 3 o la SEC. ID
N°: 62.

2. La molécula de 4cido nucleico aislada de acuerdo con la reivindicacién 1, donde dicha secuencia comprende
un fragmento que contiene la SEC. ID N°: 4, la SEC. ID N°: 59, los nucleétidos 26-120 de la SEC. ID N°: 4 o los
nucledtidos 29-119 de la SEC. ID N°: 4.

3. La molécula de dcido nucleico aislada de acuerdo con la reivindicacién 1 6 2, que fue aislada de una planta
seleccionada del grupo que consiste en maiz, teosintes, arroz, sorgo, trigo, cebada, centeno, guisante y cafia de azdcar.

4. Un casete de expresion que comprende una molécula de 4cido nucleico que tiene actividad promotora especifica
para el endospermo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, unido operativamente a al menos
un gen de interés.

5. El casete de expresion de acuerdo con la reivindicacién 4, donde dicho gen de interés se selecciona del grupo
que consiste en una secuencia que codifica un péptido o una proteina, una secuencia de ARN complementario, una
secuencia de ARN mensajero y un ribosoma.

6. El casete de expresidon de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 4 a 5, en el cual el gen de interés
codifica una proteina seleccionada del grupo que consiste en una proteina que interviene en el desarrollo del embrién
y/o del endospermo, en la determinacién del tamafio y/o la calidad de la semilla, en la multiplicacién de células, o en
el metabolismo de azicares o dcidos grasos, en la transferencia de nutrientes, de una proteina téxica, una proteina que
inhibe la transcripcién y una proteina que mejora la resistencia a los patégenos.

7. El casete de expresion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, que comprende ademds un gen
marcador de seleccién para plantas.

8. El casete de expresion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 4 a 7, que comprende ademdas un gen
que codifica una proteina MRP1.

9. Un vector de expresion que contiene al menos un casete de expresion de acuerdo con cualquiera de las reivindi-
caciones 4 a 8.

10. Una célula huésped que contiene al menos un vector de acuerdo con la reivindicacion 9.

11. Una planta transgénica, o una parte de una planta transgénica que comprende una célula de acuerdo con la
reivindicacion 10.

12. La planta o parte de una planta de acuerdo con la reivindicacién 11, donde dicha planta o parte de la planta es
un cereal o una planta oleaginosa.

13. La planta o parte de una planta de acuerdo con la reivindicacién 12, que es del grupo que consiste en maiz,
arroz, trigo, cebada, colza y girasol.

14. Una planta transgénica hibrida obtenida por cruzamiento de plantas seglin se defini6 en cualquiera de las
reivindicaciones 11 6 12.

15. Un método para obtener una planta que tenga cualidades agronémicas mejoradas y/o mejor resistencia a los
patdégenos, que comprende los pasos que consisten en:

a) transformar al menos una célula de la planta mediante al menos un vector de acuerdo con la reivindicacién
9;

b) cultivar la(s) célula(s) asi transformada(s) para generar una planta que contenga en su genoma al menos un
casete de expresion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 4 a 8, mediante lo cual se obtiene
una planta que tiene cualidades agrondmicas mejoradas y/o mejor resistencia a los patégenos.
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16. El uso de al menos un casete de expresién como el definido en cualquiera de las reivindicaciones 4 a 8, para
obtener una planta transgénica que tenga cualidades agrondémicas mejoradas y/o mejor resistencia los patégenos.

17. Una molécula de 4cido nucleico aislada que codifica una proteina de la capa de células de transferencia del
endospermo basal (BETL) de una planta, que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en:

a) una secuencia de nucledtidos que codifica una proteina que consiste en una secuencia de aminoacidos como
la descrita en cualquiera de las SEC. ID N°: 6, 8, 10, 53, 12, 14y 16;

b) una secuencia de nucleétidos como la que se describe en cualquiera de las SEC. ID N°: 5,7, 9, 11, 13, 15
y 58;

18. La molécula de 4cido nucleico aislada de acuerdo con la reivindicacién 17, que fue aislada de una planta
seleccionada del grupo que consiste en maiz, teosintes, arroz, trigo, cebada, centeno, guisante, sorgo y caifia de azucar.

19. Un casete de expresion que comprende una molécula de 4cido nucleico de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 17 a 18 unido operativamente a elementos reguladores que permiten la expresion en células huésped
procariotas y/o eucariotas.

20. El casete de expresion de acuerdo con la reivindicacion 19 que comprende ademds un gen marcador de selec-
cién para plantas.

21. Un vector de expresion que contiene al menos un casete de expresion de acuerdo con cualquiera de las reivin-
dicaciones 19 a 20.

22. Una célula huésped que contiene al menos un vector de acuerdo con la reivindicacion 21.
23. Una planta transgénica, o una parte de una planta transgénica, que comprende integrada establemente en su ge-
noma una molécula de dcido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones 17 a 18, unida operativamente a elementos

reguladores que permiten la transcripcién y/o la expresion de la molécula de dcido nucleico en las células de la planta.

24. La planta o parte de una planta de acuerdo con la reivindicacién 23, donde dicha planta o parte de la planta es
un cereal o una planta oleaginosa.

25. La planta o parte de una planta de acuerdo con la reivindicacién 24, donde dicha planta se selecciona del grupo
que consiste en maiz, arroz, trigo, cebada, colza y girasol.

26. Una proteina de la capa de células de transferencia del endospermo basal (BETL) de una planta codificada por
una molécula de 4cido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones 17 a 18.

27. Una proteina de la capa de células de transferencia del endospermo basal (BETL) de una planta que comprende
la secuencia de aminodacidos que se muestra en la SEC. ID N°: 54.

28. Un método para mejorar la resistencia a los patégenos de la planta, que comprende los pasos que consisten en:

a) transformar al menos una célula de la planta mediante al menos un vector de acuerdo con la reivindicacién
21;

b) cultivar la(s) célula(s) asi transformada(s) para generar una planta que contenga en su genoma al menos un
casete de expresion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 19 a 20, mediante lo cual se obtiene
una planta con mejor resistencia a los patégenos.

29. Un método para mejorar la cualidad agrondmica de una planta, que comprende los pasos que consisten en:

a) transformar al menos una célula de la planta mediante al menos un vector de acuerdo con la reivindicacién
21;

b) cultivar la(s) célula(s) asi transformada(s) para generar una planta que contenga en su genoma al menos un
casete de expresion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 19 a 20, mediante lo cual se obtiene
una planta con mejor calidad agronémica.

30. Un método de la reivindicacion 29, donde dicha planta tiene una semilla de mayor tamafio.

28
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<110> Biogemma

ES 2328 578 T3

LISTA DE SECUENCIAS

<120> Promotores y genes de MEG1 especificos del endospermo

<130> BGM 27 - WO
<150> EP 03292739.4
<151>2003-11-03

<160> 64
<170> PatentIn version 3.2

<210>1

<211> 370
<212> ADN
<213> Zea mays

<220>
<221> caracteristica_misc
<223> promotor Megl-1

<400> 1

agccagaatt
gatagatata
aiatatatag
atagataact

gaatacttgce

gtaaccttgg
gcaaattcac
atatagatat
tacaattttg

cagtgaattg

gattatagta tatataagta

ttcttgcgac

<210>2

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

<220>
<221> caracteristica_misc
<223> promotor Meg1-2

gttttcccac
caaataatat
atagaagata
tctaaaagag
gttttegecta

tacactcttc

acctcaaata
agaggtatag
tagatggata
actaaatcac
tagtatatat

taggatcggt

gatatggata
atatagatat
gatagatatyg
tgctaagttt
ataagtatac

cgtgaggagt

tagttatata
aacaaggggt
atagaataga
ggtctttggt
actcttctag

tccttaacat

60

120

180

240
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360

370
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<400> 2

atgagctctc
cacctcaaat
taggggtata
atagatagat

aatcactgct
cgctatagta

aagtatacac

<210>3
<211> 376
<212> ADN

<213> Zea mays

<220>

gacacaggta
agatatagat
gatatagata
agatagatat

aagtttggag
tatatatata

tcttctagga

<221> caracteristica_misc

<223> promotor Meg1-3

<400> 3

tcgaggtega
tagcaaattce
agatatagat
aattttgtect
acttgctagt
ttatagtata

aaaattgtet

<210>4
<211> 121
<212> ADN

<213> Zea mays

<220>

cggtategat
accaaataat
atatagaaga
aaaagaaact
gaattggttt
tatatatata

tgegac

<221> caracteristica_misc
<223> nucledtidos 1 a 121 del promotor Meg1-1

<400> 4

agccagaatt gtaaccttgg gttttcccac acctcaaata gatatggata tagttatata

gatagatata gcaaattcac caaataatat agaggtatag atatagatat aacaaggggt

a

<210>5
<211> 414
<212> ADN

ES 2328 578 T3

ggtagtagta
atagggatat
taagaagggy
gatagaatag

tagcatatct
agtatacact

tcaatcgtga

aagcctcaaa
ataggggtat
tatagataga
aaatcactge
ccgetatagt

taagtataca

gagccagaat
agatagatat
tatagatata
ataacttaca

ttggtgaata
cttctaggat

ggagttcatt

tagatataga
agatatagat
tagatagata
taagtttgga
atatatatat

ctcttctagg

tgtaaccttg
agcaaattca
gatatagata
attttgtcta

cttgctagtg
tatagtatat

aaattgtett

tatagggata
ataagaaggg
tgatagaata
gtagcatatce
aagtatacac

atcaategtg

ggttttecca
ccaaataata
tatagaagat
aaagaaacta

aattggttte
atatatatat

gcgac

tagatagata
gtatagatat
gataacttac
tttggtgaat
tcttctagga

aggagttcat

60
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180
240

300
360

415

60
120
180
240
300
360

376

60
120

121
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<213>

<220>

Zea mays

<221> caracteristica_misc
<223> MEG1-1 ADNc

<400>

5
cgtgaggagt
gtgtttttet
ggaattttge
aagtgctact
agtcatgcat
ggcaatgcta

gacgaaattt

<210> 6
<211>175

<212> PRT (tiempo de repeticion de pulsos, por sus siglas en inglés)

<213> Zea mays

<220>

<221> CARACTERISTICA_MISC
<223> MEG1-1

<400> 6
1
Leu
Leu
Asp

50

Tyr
65

<210> 17

<211> 383

<212> ADN

Met Glu Tyr Lys Lys Arg Val Asp Ala Leu Val Phe Phe Ser Leu Leu

<213> Zea mays

<220>
<221> caracteristica_misc

tccttaacat
ctttacttct
gagaaaaaag
gttgcattgg
gcttetaate
ttaataatac

agtcagaccg

Leu Gly Tyr Phe

20

Arg Glu Lys Arg

35

Asn Lys Cys Tyr

Thr Met Ala Gln

ES 2328 578 T3

ttcttgcgac
cctaggatac
agcacaatgc
gggccgaact
aaaaattaag
ataagggaat

atactagagg

5

55

70

atggagtaca
tttgetgete
gctcaagggt
catgattget
atcactgttt
tttagttttg

cttaaaaaaa

10

25

40

aaaagagggt
atgcgcatgg
ttcttecatg
actatacgat
ttatatacaa
gtattagaat

aaaaaaaaaa

60

Cys Ser His Ala Cys Phe

75

ggatgcgeta
ggctgaagaa
caaagataac
ggctcagtgt
tgtaatggta
ttttectgatt

aaaa

15

Ala Ala His Ala His Gly Ala Gle Glu Gly Ile

30

Ala Gln Cys Ala Gln Gly Phe Leu Pro Cys Lys
45

Cys Cys Ile Gly Gly Arg Thr His Asp Cys Tyr

60
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180
240
300
360
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<223> Megl-2 ADNc

<400> 7

tcggcacgag
ctteteeteg
ggtgtttcta
gggtttecte
cgctactcta

gttattatat

gctacatgga

gatactttge

ctccagectaa
catgcaaaga
cgatggctga

acattgtaat

gtacagaaag
tgctcatgea
agaaggaatt
taacaagtgc
gtgtagacat

ggtaggtaat

agggtggatg

catgggaagg

atgcaaggaa
tactgctgea
gectgettet

gctattaata

tggtaaaaaa aazaasaaaaa aaa

<210> 8

<211> 88
<212> PRT
<213> Zea mays

<220>

<221> CARACTERISTICA_MISC
<223> MEG1-2

<400> 8

Met Glu Tyr Arg Lys Val

10

Leu Leu Gly Tyr Phe Ala Ala

20 25

Val Val Ser Thr

35

Asp Asp Gly

40

Val val

55

Asn Gly Ala

50

Arg Cys

Ile Gly

70

Cys Gly

65

Tyr Cys Cys

His Ala Phe

85

Ala Glu Cys Arg Cys
<210>9

<211> 786

<212> ADN

<213> Zea mays

<220>
<221> caracteristica_misc
<223> MEG1-3 ADNCc

cgctagtgtt
gtcatgtcac
acggagcacy
ttggggggcy
aaacacaaat

atatatggga

Asp Ala Leu Val Phe Phe Ser Leu

His Ala His Gly Lys Gly His val

Pro Ala Lys Glu Gly Ile Met Gln

tttctegtta
agatgatgtc
atgegttgta
aactcatgcet
taagatcgcet

attttagttt

15

30

45

Gly Phe Pro Pro Cys Lys Asp Asn

60

Arg Thr His Ala Arg Tyr Ser Thr

75

Leu

Thr

Gly

Lys

Met
80

60

120
180

240
300
360
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<400>

9

ES 2328 578 T3

ggcacgagga ggagttcctt aaattttcett

<210>
<211>

cgetagtgtt
gtaagtgcta
gctactgetg
atgcetgett
atgctattaa
aataccttet
gcacagcgct
caagagctet
aaagaaggaa
gataacaagt
gagtgtagte
atgggtaggt

agaaaa

10
72

tttctegtta ctectectea
ctgctgecatt gggggegatg
cattgggggyg cgaactcatyg
ctaaacaaaa attaagatca
taatatatgg gaattttagt
aaaacctgge grtgacaggtyg
geatgcagty gettgeattt
cggcacagac aggtcatgte
ttatgcaagg aaacggagca
gctactgetg cattggygggg
atgcetgett ctaaacaaaa

aatgctatta ataatataty

gcgacatgga gtacagaaag

gatactttge
tagggtttee
ctcgetacte
ctgttattat
tttggtatta
gcatagcagg
gtagctecte
acagatgatg
cgatgcgatg
cgaactcatg
attaagatca

ggaatttaag

tgetcatgea
tccatgeaaa
tacgctgget
atacattgta
tacttttite
agtggagggce
gttggcgatg
teggagtite
tagggtttec
ctegetacte
ctggtattat

ttttggtatt

<212> PRT (tiempo de repeticién de pulso(s), por sus siglas en inglés)

<213>

<220>

Zea mays

<221> CARACTERISTICA_MISC
<223> MEG1-3, primer marco de lectura abierto (ORF, por sus siglas en inglés)

<400>

10

1

Leu Leu Arg Tyr Phe Ala Ala His Ala His Gly Lys Gly Lys Cys Tyr

Cys Cys Ile Gly Gly Asp Val Gly Phe Pro Pro Cys Lys Asp Asn Lys
35 45

Cys Tyr Cys Cys Ile Gly Gly Arg Thr His Ala Arg Tyr Ser Thr Leu
50

20

55

10

25

40

Ala Glu Cys Ser His Ala Cys Phe

65

70

60

agggtggatg
catgggaaqqg

gataacaagt
gagtgtagte
atggtaggta
caattcacga
agcgacggcet
cgtgtgecgac
tactccaget
tccatgcasaa
tacgetggct
atacattgta

adaaasaaaa

Met Glu Tyr Arg Lys Arg Val Asp Ala Leu Val Phe Phe Ser Leu Leu
5

i5

30

&0
120

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780

786
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

11
667
ADN

Zea mays

<221> caracteristica_misc
<223> MEG1-4 ADNc

<400>

11

ES 2328 578 T3

aagaccacca cccttgecga atcecggeace

atcgecgecg
accaccaagg
gectttgecyg
acccatgceca
gccaccgect
agtgtittte
agaaggaatt
taacaagtgc
gtgtagtcat
ggtaggtaat

aaaaaaa

<210> 12
<211>176
<212> PRT
<213> Zea mays

<220>

<221> CARACTERISTICA_MISC
<223> MEG1-4

ccaagaccac
cceeegecge
aatccaccac
tggccaatgt
tttecttaaat
tegttactte
atgcaaggaa
tactgttgea
gcctgettet

gctattaata

cacccttgee
caccagcace
ccatgccatg
cgecteeygag
tgrtcttygcga
tccteggata
acggagcacyg
ttggggggcy
aaacaaaaat

atatatggga

catgccatge
gaatccggea
gtagccacta
cccaattcca
tcegecacet
catggagtac
ctttgctget
atgcgttgtg
aactcatgcet
taagatcgat

attrtagttt

ccacttccac
cccatgceat
ccgecgecaa
ccacctttge
ttgeecatate
agaaagaggyg
catgcacatg
gggtttecte
céctactcta
gttattatat

tggtaattaa

cgccaaggcee
gtccacttee
gaccaccacc
catggcctcee
caccaccaag
tggatgcget
gaadaggctaa
catgcaaaga
cgatggcetga
aaattgtaat

aaaaaaaaaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
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<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

12

Met

Leu

Ile

Lys

Tyr Ser

65

13
621
ADN

Zea mays

Leu

Met

Asp

20

35

<221> caracteristica_misc
<223> MEG1-5 ADNc¢

<400>

13

tgcagggatyg
cagcagaggy
cactctatat
tegeccattt
tggagatcca
tctggaagea
aggaattttg
caagtgctac
tagtcatgeca
aggcaatgct

gacgaasaaaa

<210> 14
<211> 142
<212> PRT
<213> Zea mays

gctggetatg
atgggatatg
attgagggcet
gttggttttc
catgtgttgt
ttacaaggte
cgagaaaaaa
tgttgcattg
tgcttctaat
attaataata

aaaaaaaaasa

ES 2328 578 T3

55

70

gtgttgatgg
gtggcagacce
tacctgcaaa
gtgaagttcg
gtttegtega
atgtcacgga
gagcacaatg
ggggccgaac
caaaaattaa
cataagggaa

a

10

25

40

tcagegtatg
tgagccacct
ctgecacacga
tcttgtcaac
ttttgacaac
tgatgtcaat
cgctcaaggg
tcatgattge
gatcactgtt

ttttattttg

Gly Tyr Phe Ala Ala His Ala His Gly Lys Ala

Gln Gly Asn Gly Ala Arg Cys val Val Gly Phe

45

Asn Lys Cys Tyr Cys Cys Ile Gly Gly Arg Thr

60

Thr Met Ala Glu Cys Ser His Ala Cys Phe

75

atgggtgttg
cttccgectg
cgggaggttt
aaggagtcca
cctgctcagyg
gtttctgete
tttettecat
tactatacga
tttatataca

gtattagaat

Glu Tyr Arg Lys Arg Val Asp Ala Leu Val Phe Phe Ser Leu lLeu
5

15

30

ttggtatgga
atgcatcaag
cacatatatt
gacatecetgg
ctacaattge
cagctgaaga
gcaaagataa
tggctcagtyg
atgtaatggt

ttttctgatt

Lys Glu Gly

Pro Pro Cys

His Ala Arg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

621



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Gly

Tyx

20

Ile

Glu

Phe

His

Leu

100

Asp

Tyr

<220>

<221> CARACTERISTICA_MISC

<223> MEGI1-5

<400> 14
Met Gly Tyr
1
Ser Thr Leu
Val Ser His

35
Val Asn Lys
50
Phe Val Asp
65
Leu Gln Gly
Glu Gly Ile
Pro Cys Lys
115
Asp Cys Tyr
130

<210> 15

<211>974

<212> ADN

<213> Zea mays

<220>
<221> caracteristica_misc
<223> MEG1-6 ADNc

Gly

Ile

Phe

Ser

Asp

Val

85

Arg

Asn

Thr

ES 2328 578 T3

Arg Pro

Glu Gly

Arg

Arg

Asn

70

Thr

Glu

Lys

Met

Pro

His

55

Pro

Asp

Lys

Cys

Ala
135

Glu Pro

Leu Pro
25

Phe val
40

Pro Gly

Ala Gln

Asp Val

Arg Ala
105

Tyr Cys
120

Gln Cys

Pro Leu Pro
10

Ala Asn Cys

Gly Phe Arg

Gly Asp Pro
60

Pro

Thr

Glu
45

His

Asp

Arg
30

Val

val

Ala Thr Ile Ala Leu

75

Asn Val Ser Ala Pro

90

Gln Cys Ala

Cys Ile Gly

Ser His Ala
140

Gln

Gly
125

Cys

Gly
110

Arg

Phe

Ala
15

Arg

Arg

Leu

Glu

Ala

95

Phe

Thr

Ser

Glu

Leun

Cys

Ala

80

Glu

Leu

His
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<400> 15

tgcggaccea
catgggectce
gcagcggaag
gggagcgygga
tggggttegg
tgggcgagga
cctgacttgg
agaggagggc
tctggatcta
ttaataatce
tgctgtgttce

gtagetgtce

tgtegttgtg
gagtccagca
aagaaggcca
gcgggagcgg
caaggaggtyg
ggagegegeg
ctagcaaccg
ccgattcget
tgctaagttt
gtgtcegege
ttgccaccge

tgctgtaacc

ES 2328 578 T3

caacgegtge
gcaaggccge
cecegegegeyg
aacaaggagg
gtgctgaage
gcecatectge
cgceggeece
ggacgtgcgyg
tceceoggetaa
taggctagca
ctectctagt

ttetettgea

cagatgatgt cagtgtttct actccageta

ggtgcgttgt agggtttecct ccatgcaaag

gaactcatgc tcgctactct acgatggetg

ttaagatcge tgttattata tacattgtasa

aattttagtt ttgg

<210> 16
<211> 61
<212> PRT
<213> Zea mays

<220>

<221> CARACTERISTICA_MISC

<223> MEG1-6

<400> 16

Met Val Lys Asn Thr Asp Asp

1

Gly Ile Met Gln

20

Cys Lys Asp Asn

35

Arg Tyr Ser Thr
50

<210> 17

5

Gly Asn Gly

Lys Cys Tyr

Met Ala Glu
55

gggatccgta
caccgeegge
cggecgette
cggacgaggt
agcggcggey
tcatggeget
cgagacgccy
catgatctga
gtagtagctc
getctgttec
tgtaatcctg

atgtaaggag
aagaaggaat

ataacaagtg
agtgtagaca

tggtaggtaa

Val Ser Val Ser Thr Pro Ala Lys. Glu

10

Ala Trp Cys Val val Gly Phe Pro Pro

25

Cys Cys Ile Gly Gly Arg Thr His Ala

40

ccggaagaag
ggcagcgagce
ctccaagegyg
caccgtggag
gatgcggegg
ctecteegge
cgcccaaagg
gccecagaca
gtcggttcga
tctetecece
ccgctagtag

agattatatg
tatgcaagga

ctactgetge
tgcctgettc

tgctattaat

agacgggagc
accagcagca
gagagggaga
ctecegegegyg
aggcgecgec
gtcgtgtacg
cggcgaaagg
gatecgteeg
acaaggcgag
tcecegttget
tgtgctagta

gttaaaaaca
aacggagcat

attggggggc

taaacaaaaa

aatatatggg

15

30

45

Cys Arg His Ala Cys Phe

60

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

720
780

840
900
960

974
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ES 2328 578 T3

<211>23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> oligonucleétido

<400> 17
tgctgctcat gecgecatgggg ctg

<210> 18
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> oligonucleétido

<400> 18

ttgtatataa aaacagtgat gttaa
<210> 19
<211> 16

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 19

Asn Bla Pro Ala Glu Glu Gly Ile Leu Arg Glu Lys Arg Ala Gln Cys
10

1 5

<210> 20
<211>27
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido rico en cisteina

<220>

<221> CARACTERISTICA_MISC
<222> (1)... (27)
<223> Xaa = aminoacido

<400> 20

Cys Xaa Xaa Xaa Xaa Cys Tyr Cys Cys Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa

1 5

Xaa Tyr Xaa Xaa Xaa Xaa Cys Xaa Xaa Xaa Cys

20

25

10

10

15

15

23

25
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ES 2328 578 T3

<210> 21
<211>28
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> oligonucleétido

<400> 21

ggatccatga atecccaactt caacagtg
<210> 22
<211> 31

<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> oligonucleétido
<400> 22

gaattcttat cggttatata tctggctctc ¢

<210> 23
<211>23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> oligonucleétido
<400> 23

tgctgetcat gcgcatgggg ctg
<210> 24
<211> 28

<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> oligonucleétido

<400> 24
ttagaagcak gcatgwctac actsagcec

<210> 25
<211>23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> oligonucleétido

11

28

31

23

28
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ES 2328 578 T3

<400> 25
atgcacatgg gaagggtcat gtc

<210> 26
<211> 28
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> oligonucleétido
<400> 26
ttagaagcak gcatgwctac actsagcec

<210> 27
<211>20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> oligonucleétido

<400> 27
gcatagcagg agtggaggge

<210> 28
<211>21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> oligonucleétido

<400> 28

gaagcaggca tgactacact ¢

<210> 29
<211>20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> oligonucleétido

<400> 29
tggccaatgt cgcctccgag

<210> 30
<211> 28
<212> ADN
<213> Artificial

12

23

28

20

21

20
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ES 2328 578 T3

<220>
<223> oligonucleétido

<400> 30

ttagaagcak gcatgwctac actsagcc

<210> 31
<211>22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> oligonucleétido

<400> 31

atggctgget atggtgttga tg

<210> 32
<211>21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> oligonucleétido

<400> 32

gtgcagtttg caggtaagcc ¢
<210> 33
<211> 25

<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> oligonucleétido
<400> 33
tgtacgectg acttggectag caacc
<210> 34
<211>28

<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> oligonucleétido

<400> 34

ttagaagcak gcatgwctac actsagcc

<210> 35
<211>22

13

28

22

21

25

28
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ES 2328 578 T3

<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> oligonucleétido

<400> 35

gcaacgtacc gtacctttcece ga

<210> 36
<211>24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> oligonucleétido

<400> 36

acgctgecatt caattaccgg gaag

<210> 37
<211>24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> oligonucleétido

<400> 37

acacctcaaa tagatatgga tata

<210> 38
<211> 29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> oligonucleétido

<400> 38

gttatctatt ctattctatc atatctatc

<210> 39
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> oligonucleétido

14

22

24

24

29
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ES 2328 578 T3

<400> 39

gatatagata tatagaagag atatagatgg

<210> 40
<211> 29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> oligonucleétido

<400> 40
gttatctatt ctattctatc atatctate

<210> 41
<211> 29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> oligonucleétido

<400> 41

agatagatat gatagaatag atagataac

<210> 42
<211> 29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> oligonucleétido

<400> 42

gttatctatt ctattctatc atatctatc

<210> 43
<211>28
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> oligonucleétido

<400> 43

attttgtcta aagagactaa atcactgce

<210> 44
<211>29
<212> ADN
<213> Artificial

15

30

29

29

29

28
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ES 2328 578 T3

<220>
<223> oligonucleétido

<400> 44
gttatctatt ctattctatc atatctate

<210> 45
<211>24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> oligonucleétido
<400> 45

acacctcaaa tagatatgga tata

<210> 46
<211> 38
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> oligonucleétido
<400> 46

ccaattcact gggttatcta ttctattecta tcatatct

<210> 47
<211>24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> oligonucleétido

<400> 47

acacctcaaa tagatatgga tata

<210> 48
<211> 38
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> oligonucleétido

<400> 48
ccaattcact ggccatctat atcttctata tatctata

<210> 49

16

29

24

38

24

38
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<211> 24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> oligonucleétido

<400> 49

ES 2328 578 T3

acacctcaaa tagatatgga tata

<210> 50
<211> 38
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> oligonucleétido

<400> 50

ccaattcact ggcceccttgt tatatctata tcectatace

<210> 51
<211> 1041
<212> ADN

<213> Zea mays

<220>

<221> caracteristica_misc

<223> MRP1

<400> 51

ctgtaacaac
tgtggagcge
acacctacac
ataactttgg
gctatectaat
atgttgttcee
atttccetteg

tegteeccac

ttgtgtagta
tceegagate
aaacaacaac
gatgccaacg
ggctgatacg
taatcaaagg
tggtctagaa

aaggacacca

cttaaccect
aatatgatga
cagcatgttg
gaggtecgttce
gatgccatga
aggcatgeag
gtgttiggec

gtgcagatct

cgcaccteat
actcactcat
tggcaagtcg
cacecegtgga
ggcttgttea
tgaagttttg
gtggtaaatg

ctagccatge

17

gaatcccaac
cactagtcac
tagtgccatt
caacatggac
gggacaacaa
gactacagat
gaagaacatc

acagaagtat

ttcaacagtyg
atcgeccaaca
gtgaaccaca
atgatgcaag
catatgccaa
gagcacagga
tccaagtact

ttecgeagge

24

60
120
180
240
300
360
420

480

38
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aggagtgeac
agecatgggt
gecgtgegta
aggcaagtaa
ctatagctcc
catcagcagce
cgtccattga
ctagttggtt

gaaatttgcc

gtctaaaaaa

cacagagaaa
gcggcagaac
caataataca
caaccaggta
tccagegacg
tgggagaggc
ctagtttaat
gttaaaggte
cctgagcaat

azaaaaaaaa

ES 2328 578 T3

caacgcttta
aactcctcta
aactactgtg
gctacatgga
gaggagagce
tttcttcata
ttetatetat
attagtacca
acaatgaaat

a

gcatcaacga
gcagctggga
cctttaacag
ttacagacca
agatatataa
tataatcaat
atgttttgta
tactatatat

tttaccaatg

<210> 52
<211> 242
<212> PRT
<213> Zea mays

<220>

<221> CARACTERISTICA_MISC

<223> MRP1

<400> 52

Met

Met

Asn

Asn

Met

65

Gln

Ala

Asn

Asn

Asn

Phe

50

Met

Gly

Val

Pro

Ser

Gln

35

Gly

Gln

Gln

Lys

Asn

Leu

20

His

Met

Gly

Gln

Phe
100

Phe

Ile

val

Pro

Tyr

His

85

Trp

Asn

Thr

val

Thr

Leu

70

Met

Thr

Ser

Ser

Ala

Glu

S5

Met

Pro

Thr

Val

His

Ser

40

vVal

Ala

Asn

Asp

Trp

Ile

25

Arg

val

Asp

val

Glu
105

18

Ser

10

Ala

Ser

Pro

Thr

Val

20

His

tgttggecte
ggcgctecace
cctcecgtat
gcaggcaact
ccgataatat
aggtagatag
tccaatgatg
gggctagaaa

tgttatttat

Ala Pro

Asn Asn

Ala Ile

45

Val
60

Pro

Asp Ala

75

Pro Asn

Arg Asn

Glu

Thr

val

Asp

Met

Gln

Phe

tacgacacac
ttcactgetg
gccagcagcee
gcaagttctt
atataatggt
atatggacaa
catgtaaaac
cagtttcatt

atattaatgt

Ile Asn

15

Tyr Thr

30

Asn His

Met

Asn

Arg Leu

Arg

Arg

Leu
110

Arg

Met

Asn

Asp

Val
80

His

Gly

540

600

660

720

780

840

500

960

1020

1041
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Leu

Val

Phe
145

Asp

Ser

Asn

Ala
1225

Asn

<210> 53
<211> 83
<212> PRT
<213> Zea mays

<220>

<221> CARACTERISTICA_MISC

Glu

Pro

130

Arg

Val

Ser

Thr

Ser

210

Ser

Arg

val

118

Thr

Arg

Gly

Ser

Asn

195

Asn

Ser

Phe

Arg

Gln

Leu

180

Tyx

Asn

Ser

Gly

Thr

Glu

Tyr

165

Glu

Cys

Gln

Ile

ES 2328 578 T3

Arg Gly Lys

Pro

Cys

150

Asp

Ala

Ala

val

Ala
230

Val

135

Thr

Thr

Leu

Phe

Ala

215

Pro

120

Gln

Thr

Gln

Thr

Asn

200

Thr

Pro

<223> MEG1-3, segundo marco de lectura abierto (ORF)

<400> 53

Met Gln Trp Leu Rla Phe Val Ala

1

5

Gln Glu Leu Ser Ala Gln

20

Ser Thr Pro Ala Lys Glu

35

Asp val Gly Phe Pro Pro

Thr

Gly

Gly

Ile
40

Cys Lys

Trp Lys

Ile Ser

Glu Lys

Pro Trp

170

Phe Thr
185

Ser Leu

Trp Ile

Ala Thr

Pro Arg
10

His Val
25

Met Gln

Asp Asn

19

Asn Ile

Ser His
140

Gln Arg
155

Val Arg

Ala Gly

Pro Tyr

Thr Asp

220

Glu Glu
235

Trp Arg

Ser

125

Ala

Phe

Gln

Arg

Ala

205

Gln

Ser

Cys

Thr Asp Asp

Gly Asn Gly

45

Lys Cys Tyr

Lys

Gln

Ser

Asn

Ala

190

Ser

Gln

Gln

val

Tyr Phe

Lys Tyr

Ile Asn

160

Asn Ser

175

Tyr Asn

Ser Gln

Ala Thr

Ile Tyr
240

Cys Asp
15

Val Gly val

30

Ala Arg Cys

Cys Cys Ile
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50

ES 2328 578 T3

Gly Gly Arg Thr His Ala Arg Tyr Ser Thr Leu Ala Glu Cys Ser His

65 70

Ala Cys Phe

<210> 54
<211> 16
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 54

1

<210> 55
<211>23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> oligonucleétido
<400> 55
gggccaacag ttcecctgatta ace

<210> 56
<211>20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> oligonucleétido
<400> 56

cceegttgac tgectetteg

<210> 57
<211> 37
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> secuencia conservada de promotores MEG

<400> 57

atatagatag atatagcaaa ttcaccaaat aatatag

80

Pro Cys Lys Asp Asn Lys Cys Tyr Cys Cys Ile Gly Gly Arg Thr His
5

15

23

20

37
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

58
1350
ADN

Zea mays

<221> caracteristica_misc

ES 2328 578 T3

<223> secuencia genémica de MEGI1-1

<400>

58

ctagttcagt
aggctaggac
aattctgtgt
ctctttattg
gtgagttttg
tgacaggtgg
cttgecattgt
ggtagtagta
atagggatat
taagaagggy
gatagaatag
tageatatct
agtatacact
tcaatcgtyga
cgétagtgtt
gtaagtgaaa
gatgttatta
tgttaaatta
actcttatec
gctaaagaag
aaagataaca
ctgatgtaga

atttataata

<210> 59
<211> 127

aataggtgtc
atccectagt
actttgattt
ttattegaag
atcctagcecac
catagcagga
ttgctecteg
gagccagaat
agatagatat
tatagatata
ataacttaca
ttggtgaata
cttetaggat
ggagttcatt
tttctegtta
actatacaga
tatgataccg
ctcaaataat
tataccttcet
gaattatgca
agtgctactg
catgcctget

ttatggaatt

gaggtgttct
cagetgectg
atattatgta
cattgtgtta
gtacatggtt
gtggagggca
ttggegatge
tgtaaccttg
agcaaattca
gatatagata
attttgtcta
cttgctagtyg
tatagtatat
aaattgtett

cttctecteg

catgtgtagtg

tgtgtatcat
ttcgaatgta
actaggtcat
aggaaacgga
ctgcattggg
tctaacaaaa

agttgtatat

cagagttcca
tggtgggtta
aattactcta
tgatgagtca
cgcatteggt
gecgacggcetg
gtgtgcgace
ggttttcceca
ccaaataata
tatagaagat
aaagaaacta
aattggttte
atatatatat
gcgacatgga
gatactttge
catgettaga
ggcgaattgce
attattctceg
gtcacagatg
gcacgatgcg
gggcgaactc

taagacgttg

21

gtacttcgac
atttacgttg
gtcettttata
tttatgtaat
ttaccttcta
cacagctctg
atgagcetete
cacctcaaat
taggggtata
atagatagat
aatcactgcet
cgctatagta
aagtatacac
gtacagaaag
tgctcatgca
tagatctaga
taatgtatcq
aggcatttgt
atgtcagtgt
ttgtagggtt
atgctcgcta

tatatatcat

gagttaggat
gcttegttte
ttatttctta
tgectatgtac
aaacctgggg
cgtgcagtgg
gacacaggta
agatatagat
gatatagata
agatagatat
aagtttggag
tatatatata
tettctagga
agggtggatg
catgggaagyg
caatttagaa
caatcceectg
tggtaataga
ttectactcea
tectecatyge
ctetegatgg

gtatggagga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
300
960

1020
1080
11490
1200
1260
1320

1350
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ES 2328 578 T3

<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> oligonucleétido

<220>
<221> caracteristica_misc
<223> nucledétidos 1-127 del promotor MEG1-1

<400> 59

agccagaatt gtaaccttgg gttttcccac acctcaaata gatatggata tagttatata

gatagatata gcaaattcac caaataatat agaggtatag atatagatat aacaaggggt

atatata

<210> 60
<211>25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> oligonucleétido

<400> 60

acacctcaaa tagatatgga tatag

<210> 61
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> oligonucledtido

<400> 61

gtcgcaagaa atgttaagga actce

<210> 62
<211> 500
<212> ADN
<213> Zea mays

22

60

120

127

25

25
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<400> 62

caggagtgga
cctegttgge
agaattgtaa
gatatagcaa
atatagatat
ttacaatttt

gaatacttge
aggattatag

gggcagcgac
gatgegtgtyg
ccttgggttt
attcaccaaa
agatatatag
gtctaaaaga

tagtgaattyg
tatatatata

teattaaatt gtcttgcgac

<210> 63
<211> 32
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> oligonucledtido

<400> 63

ES 2328 578 T3

ggctgcacag
cgaccatgag
teecacacet
taatataggg
aagatataga
aactaaatca

gtitecgeta
tatataagta

ctectgegtge
ctetcgacac
caaatagata
gtatagatat
tagatagata
ctgctaagtt

tagtatatat
tacactctte

atcgatgaat tcgctcaagg gtttcttcca tg

<210> 64
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> oligonucleétido

<400> 64

ggatectcga gectctagta tcggtctgac

23

agtggecttge
aggtaggtag
tagatatagg
agatataaga
gatatgatag
tggagtagca

atataagtat
taggatcaat

attgtttget
tagtagagee
gatatagata
aggggtatag
aatagataac
tatctttggt

acactettet
cgtgaggagt

60
120
180
240
300
360

420
480

s00

32

30
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