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DESCRIPCION

Genes que controlan el metabolismo del fitato en plantas y usos de los mismos.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al campo de la nutricién animal. Especificamente, la presente invencion se refiere
a la identificacién y al uso de genes que codifican diversas enzimas implicadas en el metabolismo de fitato en plantas
y al uso de estos genes y de mutantes de los mismos para reducir los niveles de fitato y/o aumentar los niveles de
fésforos no de fitato en los alimentos o en piensos.

Antecedentes de la invencion

El papel del fésforo en la nutricién animal se conoce ampliamente. El ochenta por ciento del fésforo en el cuerpo
de los animales se encuentra en el esqueleto, proporcionando estructura para el animal. El veinte por ciento del fésforo
en los animales puede encontrarse en tejidos blandos, en los que es un compuesto constituyente y por lo tanto esta
implicado en una amplia serie de reacciones bioquimicas. Por ejemplo, se requiere fésforo para la sintesis y la actividad
de ADN, ARN, fosfolipidos y algunas vitaminas B.

Aunque el foésforo es esencial para los animales sanos, también se sabe que no todo el fésforo en la alimentacién
estd biodisponible. Las sales del 4cido fitico (es decir, fitatos) son la principal forma de almacenamiento de fésforo en
las plantas. Véase por ejemplo el documento “Chemistry and Application of Phytic Acid: an Overview, ”Phytic Acid:
Chemistry and Application; Graf. Ed., Pilatos Press: Minneapolis, MN, pags. 1-21; (1986). Los fitatos son la principal
forma de fésforo en semillas, representando tipicamente del 50% al 80% del fésforo total de la semilla.

En el maiz y en las semillas de soja, por ejemplo, el fitato representa aproximadamente del 60% al 80% del fésforo
total. Cuando los animales no rumiantes consumen dietas basadas en semillas, el acido fitico consumido forma sales
con varios minerales importantes para la nutricién en el tracto intestinal. La excrecion de estas sales reduce la retencién
y la utilizacidn, es decir la biodisponibilidad del fésforo de la dieta y el contenido de minerales. Por consiguiente, esto
puede provocar deficiencias minerales en seres humanos y en animales que se alimentan de las semillas anteriores.
Véase por ejemplo, McCance al., Biochem. J., 29: 4269 (1935); Edman, Cereal Chem., 58: 21 (1981).

El fitato, una fuente importante de fésforo, no se metaboliza por animales monogdastricos. De hecho, se considera
que el 4cido fitico es un factor anti-nutricional porque reduce la biodisponibilidad de proteinas y minerales mediante
quelacion; véase por ejemplo el documento Cheryan, “Phytic Acid Interactions in Food Systems”, CRC Crit. Rev.
Food Sci. Nutr., 13: 297-335 (1980).

El fitato no solamente causa una reduccién de la disponibilidad de los nutrientes. El fésforo unido al fitato en los
desechos animales contribuye a contaminar el agua de la superficie y del suelo. Véase por ejemplo, el documento
Jongbloed al., Nether, J. Ag. Sci. 38: 567 (1990).

Debido a que el contenido de fitato de las semillas tiene un impacto sobre la dieta, la retenciéon de fésforo y de
minerales y el medio ambiente, se han propuestos varios enfoques para reducir este impacto. Los enfoques incluyen
eliminar el fitato de la dieta mediante una intervencion después de la cosecha y reducir el contenido de fitato de las
semillas de forma genética.

Los métodos de procesamiento del alimento después de la cosecha que eliminan el 4cido fitico fisicamente o
mediante la fermentacién se describen por ejemplo por Indumadhavi et al., Int. J. Food Sci. Tech. 27: 221 (1992).
La hidrélisis del 4cido fitico es un enfoque util para aumentar el valor nutricional de muchos piensos vegetales.
Las fitasas, como se describird con mas detalle a continuacion, catalizan la conversion de dcido fitico en inositol y
fosfato inorganico. Los microorganismos que producen fitasas incluyen bacterias y levaduras. Véase por ejemplo los
documentos Power et al., J. Bacterial. 151: 1102-1108 (1982); Segueilha, et al., Biotechnol. Lett. 15(4): 399-404
(1993) y Nayini, et al., Lebensm. Wiss. Technol. 17: 24-26 (1984).

El uso de fitasas, fosfohidrolasas especificas del acido fitico, tipicamente de origen microbiano como suplementos
dietéticos, se describe por Nelson et al., J. Nutr. 101: 1289 (1971). Todas las tecnologias para después de la cosecha
conocidas actualmente implican procedimientos afiadidos y caros para evitar los problemas asociados con el fitato.

El enfoque genético implica desarrollar germoplasma para el cultivo que pose reducciones heredables del contenido
de 4cido fitico de la semilla. Se ha observado una variacion cuantitativa heredable en el contenido de acido fitico de
las semillas en lineas de varias especies de cultivo. Véase Raboy, en: Inositol Metabolism in Plants, Moore D. J. et al.,
(eds.) Alan R. Liss, Nueva York, pag. 52-73; (1990).

Sin embargo, se ha descubierto que esta variacién estd alta y positivamente correlacionada con la variacién en
caracteristicas menos deseables, por lo tanto, el cultivo de semillas con contenido de dcido fitico reducido usando
métodos de cultivo tradicionales, podria dar como resultado un germoplasma con caracteristicas correlacionadas no
deseables. Hasta la fecha, no se ha presentado germoplasma de maiz con bajo contenido en 4cido fitico comercialmente
aceptable producido mediante dicho enfoque.
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Para la alteracién genética del fitato, se ha examinado la variabilidad natural de fitato y fésforo libre. Véase el do-
cumento Raboy, V y D. B. Dickinson Crop Sci. 33: 1300-1305 (1993) y Raboy, V. et al., Maydica35: 383-390 (1990).
Aunque se observo cierta variabilidad para el dcido fitico, no se observé un cambio correspondiente en el fésforo no de
fitato. Ademds, la variabilidad entre las variedades representaba solamente el dos por ciento de la variacion observada,
mientras que el noventa y ocho por ciento de la variacién del fitato se atribuia a factores medioambientales.

Como se ha mencionado anteriormente, los estudios de la semilla de soja y de otros cultivos han indicado que
la alteracién de la expresion genética del fitato a través de métodos de seleccion recurrente de cultivos puede tener
resultados no deseables correlacionados. Véase Raboy, V., D.B. Dickinson y F.E. Bellow; Crop Sci. 24: 431-434
(1984); Raboy, V., FE. Below, y D. B. Dickinson; J. Hered. 80: 311-315 (1989); Raboy, V., M.M. Norman, G.A.
Taylor, y S. G. Pickett; Crop Sci. 31: 631-635; (1991).

Aunque se ha propuesto que el bloqueo de la acumulacién de 4cido fitico podria ser valioso para la produccién de
germoplasma bajo en 4cido fitico sin la introduccién de respuestas no deseables correlacionadas (véase Raboy, et al.,
Crop Sci. 33: 1300 (1993)) el empleo de dicho enfoque de seleccion mutante tradicional ha mostrado en algunos casos
que la homocigosis de mutantes asociados con reducciones sustanciales del 4cido fitico también demostré ser letal.

El mio-inositol se produce a partir de la glucosa en tres etapas que implican las enzimas hexoquinasa (EC 2.7.1.1.),
L-mio-inositol 1-fosfato sintasa (EC 5.5.1.4) y L-mio-inositol 1-fosfato fosfatasa (EC 3.1.3.25). La ruta biosintética
que conduce al fitato es compleja y no se entiende completamente. Sin vincularse a ninguna teorfa particular de la
formacién de fitato, se cree que la sintesis puede estar mediada por una serie de una o mas ADP-fosfotransferasas,
quinasas dependientes de ATP e isomerasas. Se han aislado varios intermedios incluyendo por ejemplo 2 y 3 monofos-
fatos, 1,3 y 2,6 di-fosfatos, 1,3,5 y 2,5,6 trifosfatos, 1,3,5,6 y 2,3,5,6 tetrafosfatos y 1,2,4,5,6 y 1,2,3,4,6 pentafosfatos.
Se han presentado varios ciclos fitiles de desfosforilacion y refosforilacién de las formas Ps y P asi como un ciclo
que implica G6P—mio-inositol-1-fosfato—mio-inositol; siendo la dltima etapa completamente reversible, lo que in-
dica que el control del flujo metabdlico a través de esta ruta puede ser importante. La invencion difiere de los enfoques
anteriores porque proporciona herramientas y reactivos que permiten al especialista en la técnica, mediante la apli-
cacion de entre otros, metodologias transgénicas para influir en el flujo metabdlico con respecto de la ruta del dcido
fitico. Esta influencia puede ser anabdlica o catabdlica, por lo que se entiende que la influencia puede actuar para
disminuir el flujo resultante de la biosintesis de 4cido fitico y/o aumentar la degradacién (es decir, el catabolismo del
acido fitico). Esta invencién también contempla una combinacién de los dos enfoques.

Como se ha mencionado anteriormente, una vez formado el fitato puede desfosforilarse mediante fosfohidrolasas,
particularmente 3-fitasas que se encuentran tipicamente en microorganismos y 6-fitasas que son la forma dominante
en plantas. Después del suceso inicial, las dos enzimas son capaces de desfosforilar con éxito el fitato a inositol libre.

Por consiguiente, también se ha informado de que pueden transformarse plantas con construcciones que compren-
den un gen que codifica fitasa. Véase Pen er al., publicacion PCT WO 91/14782. Las semillas o tejidos vegetales
transgénicos que expresan fitasas pueden usarse como suplementos dietéticos. Sin embargo, esta aplicacién no se ha
utilizado para reducir el 4cido fitico de las semillas.

En base a lo anterior, existe la necesidad de mejorar el contenido nutricional de plantas, particularmente de maiz y
de semilla de soja aumentando el fésforo no de fitato y reduciendo el fitato de las semillas sin efectos adversos obvios
o sustanciales.

Sumario de la invencion

Por lo tanto es un objeto de la presente invencién proporcionar plantas, particularmente maiz transgénico, que
tienen niveles aumentados de fésforo no de fitato sin los efectos perjudiciales correspondientes.

Es otro objeto de la presente invencién proporcionar plantas, particularmente maiz transgénico que tienen niveles
reducidos de fésforo en forma de fitato sin los efectos perjudiciales correspondientes.

Es otro objeto de la presente invencién proporcionar lineas vegetales transgénicas con fenotipos dominantes he-
redables que son ttiles en programas de cultivo disefiados para producir productos comerciales con disponibilidad de
fosforo aumentada y fitato reducido.

Es otro objeto de la presente invencién mejorar el rendimiento animal alimentando a los animales con plantas y
partes de las mismas particularmente semillas con un valor nutricional aumentado.

Es otro objeto de la presente invencién proporcionar semillas vegetales, particularmente semillas de maiz y el
alimento resultante, que da como resultado una menor contaminacién medioambiental, cuando se excretan, que las
semillas usadas actualmente.

Esto y otros objetos de la invencién seran evidentes a partir de la siguiente descripcion.

Un polinucledtido aislado que codifica un polipéptido que tiene actividad de mio-inositol 1-fosfato sintasa y que
comprende:
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(a) una secuencia de polinucleétidos que codifica un polipéptido que comprende la secuencia de la SEC ID N° 11,
0 un complemento de la misma;

(b) un polinucleétido que tiene una secuencia de un dcido nucleico amplificada a partir de una biblioteca de dcido
nucleico de Zea mays usando los cebadores de la SEC ID N° 12-13.

(c) un polinucleétido que tiene al menos el 90% de identidad de secuencia con la SEC ID N° 10, el que el % de
identidad de secuencia se basa en toda la regién codificante y se determina mediante el programa GAP en el que la
penalizacion de creacion de huecos = 50 y la penalizacion de extension de hueco es =a 3;y

(d) una secuencia de polinucledtidos que codifica un fragmento de un polipéptido que tiene la secuencia de ami-
nodcidos de la SEC ID N° 11, teniendo el fragmento una delecién de 1 a 10 aminoécidos;

o un complemento de (a) o de (c).

De acuerdo con la presente invencidn, se proporcionan polipéptidos que se han identificado como nuevas enzimas
biosintéticas de fitato.

Se proporciona un polipéptido aislado que tiene actividad de mio-inositol 1-fosfato sintasa que comprende una
secuencia de aminoécidos que tiene al menos el 90% de identidad de secuencia con la SEC ID N° 11, en el que el
porcentaje de identidad de secuencia se basa en toda la secuencia y se determina mediante el programa GAP donde la
penalizacion de creacion de huecos = 12 y la penalizacion de extension de hueco es = 4.

Es otro objeto de la invencién ademds, proporcionar polinucleétidos que codifiquen mio-inositol 1-fosfato sintasa
del maiz.

En una realizacién particularmente preferida de este aspecto de la invencién el polinucleétido comprende las
regiones que codifican mio-inositol 1-fosfato sintasa.

En otra realizacién particular preferida de la presente invencién los polipéptidos se aislan a partir de Zea mays.

De acuerdo con este aspecto de la presente invencion se proporciona un polinucleétido que tiene una secuencia de
un 4cido nucleico amplificada a partir de una biblioteca de 4cido nucleico de Zea mays, usando los cebadores de la
SEC ID N° 12-13.

De acuerdo con este aspecto de la invencion, se proporcionan moléculas de dcido nucleico aisladas que codifican
enzimas de mio-inositol 1-fosfato sintasa, particularmente las de Zea mays, ARNm, ADNc, ADN gendmicos y en
realizaciones adicionales de este aspecto de la invencién, variantes, andlogos o derivados de los mismos titiles, o
fragmentos de los mismos, incluyendo fragmentos de las variantes, andlogos y derivados.

Otras realizaciones de la invencidn son variantes alélicas de origen natural de las moléculas de dcido nucleico en
la secuencia siempre que codifiquen mio-inositol 1-fosfato sintasa.

Es otro objeto de la invencién proporcionar un proceso para producir los polipéptidos, fragmentos de polipéptidos,
variantes y derivados, fragmentos de las variantes y derivados y andlogos de los anteriores.

En una realizacién preferida de este aspecto de la invencidn se proporcionan métodos para producir los polipéptidos
de mio-inositol 1-fosfato sintasa que comprenden cultivar células hospedadoras que tienen incorporado de forma
expresable en su interior un polinucleétido en condiciones para la expresion de enzimas mio-inositol 1-fosfato sintasa
en el hospedador y después la recuperacion del polipéptido expresado.

De acuerdo con otro objeto de la invencion se proporcionan productos, composiciones, procesos y métodos que uti-
lizan los polipéptidos y polinucleétidos mencionados anteriormente, para fines que incluyen investigacion, biolégicos
y de agricultura.

Otros objetos, caracteristicas, ventajas y aspectos de la presente invencion serdn evidentes para los especialistas
en la técnica a partir de la siguiente descripcién. Debe entenderse sin embargo, que la siguiente descripcion y los
ejemplos especificos, aunque indican realizaciones preferidas de la invencidn, se proporcionan solamente a modo de
ilustracion. Diversos cambios y modificaciones dentro el espiritu y alcance de la invencién descrita seran evidentes
para los especialistas en la técnica a partir de la lectura de la siguiente descripcion y a partir de la lectura de las otras
partes de la presente descripcion.

Descripcion detallada de la invencion
Esta solicitud reivindica prioridad de los documentos 35 U.S.C 120 a U.S. Ser. N° 60/053.37 presentado el 18 de

julio de 1997; 60/053.944 presentado el 28 de julio de 1997; 60/055.526 presentado el 8 de agosto de 1997, 60/055.446
y 60/085.852 presentados el 18 de mayo de 1998.
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La invencion se refiere en parte, a polinucleétidos y polipéptidos identificados recientemente; variantes y derivados
de estos polinucledtidos polipéptidos; procesos para fabricar estos polinucledtidos y estos polipéptidos y sus variantes
y derivados y antagonistas de los polipéptidos; y usos de estos polinucledtidos, polipéptidos, variantes, derivados y
antagonistas. En particular, en este y en otros aspectos, la invencidn se refiere a polinucleétidos y polipéptidos de la
ruta metabdlica del fitato, mds particularmente mio-inositol 1-fosfato sintasa y genes que la codifican.

Glosario

Las siguientes explicaciones ilustrativas se proporcionan para facilitar la compresién de algunos términos usados
con frecuencia en este documento, particularmente en los Ejemplos. Las explicaciones se proporcionan por motivos
de comodidad y no son limitantes de la invencion.

Molécula de union a enzima biosintética de fitato, como se usa en este documento, se refiere a molécula o iones
que se unen o interactiian especificamente con polipéptidos o polinucleétidos de enzimas biosintéticas de fitato de la
presente invencién, incluyendo por ejemplo, sustratos enzimaticos, componentes de la membrana celular y receptores
convencionales. La unién entre polipéptidos de la invencién y dichas moléculas, incluyendo moléculas de unién o
interaccidn pueden ser exclusiva de polipéptidos de la invencidn, lo que se prefiere, o puede ser altamente especifica
para los polipéptidos de la invencidn, lo que también se prefiere, o puede ser altamente especifica de un grupo de
proteinas que incluye polipéptidos de la invencidn, lo que se prefiere, o puede ser especifica de varios grupos de
proteinas de los cuales al menos uno incluye un polipéptido de la invencién. Las moléculas de unién también incluyen
anticuerpos y reactivos obtenidos de anticuerpos que se unen especificamente a polipéptidos de la invencion.

Elemento genético, como se usa en este documento, significa de forma general un polinucleétido que comprende
una region que codifica un polipéptido o una regién del polinucleétido que regula la replicacidn, transcripcion o tra-
duccidn u otros procesos importantes para la expresion del polipéptido en una célula hospedadora, o un polinucleétido
que comprende una regién que codifica un polipéptido y una regiéon unida de forma operativa a la misma que regula
la expresion. Los elementos genéticos pueden estar incluidos en un vector que se replica como elemento episomal;
esto es, una molécula fisicamente independiente del genoma de la célula hospedadora. Pueden estar incluidos dentro
de plasmidos. Los elementos genéticos también pueden incluirse en el genoma de una célula hospedadora; no en su
estado natural, sino en su lugar, después de una manipulacién tal como aislamiento, clonacién e introduccién en una
célula hospedadora en forma de ADN purificado o en un vector, entre otros.

Célula hospedadora, como se usa en este documento, es una célula que se ha transformado o transfectado o es
capaz de transformacion o transfeccién con una secuencia de polinucleétidos exdgena. La secuencia de polinucleétidos
exdgena significa una secuencia que no estd de forma natural en la célula. Esto incluye una transformacién para
incorporar copias adicionales de un polinucleétido endégeno.

Identidad y similitud, como se usa en este documento, y como se conocen en la técnica, son relaciones entre dos
secuencias de polipéptidos o dos secuencias de polinucle6tidos, como se determina comparando las secuencias. En la
técnica, identidad también significa el grado de relacién de secuencia entre dos secuencias de polipéptidos o de poli-
nucledtidos, segin se determina mediante el emparejamiento entre dos tramos de dichas secuencias. La identidad y la
similitud pueden calcularse facilmente (Computation Molecular Biology, Lesk, A. M., ed., Oxford University Press,
Nueva York, 1988, Biocomputing: Informatics and Genome Projects, Smith, D. W., ed., Academic Press, Nueva York,
1993; Computer Analysis of Sequence Data, Part 1. Griffin, A.M., y Griffin, H.G., eds., Humana Press, Nueva Jersey,
1994; Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heinje, G., Academic Press, 1987; y Sequence Analysis Primer,
Gribskov, M. y Devereux, J., eds., M Stockton Press, Nueva York, 1991). Los métodos empleados comtinmente pa-
ra determinar la identidad o la similitud entre dos secuencias incluyen, aunque sin limitacion los que se describen
en el documento Carillo, H., y Lipman, D., SIAM J. Applied Math., 48: 1073 (1988). Los métodos preferidos para
determinar la identidad se disefian para proporcionar el mayor emparejamiento posible entre las dos secuencias ensa-
yadas. Los métodos para determinar la identidad y la similitud se codifican en programas informaticos. Los métodos
de programas informaticos tipicos para determinar la identidad y similitud entre dos secuencias incluyen, el paquete
del programa GCG (Devereux, J., et al., Nucleic Acids Research 12(1): 387 (1984)), BLASTP, BLASTN, FASTA y
TFASTA (Atschul, S. F. et al., J. Mol. Biol. 215: 403 (1990)).

Para los fines de la definicién de la presente invencion, se usa el programa Gap. El algoritmo usado para el programa
Gap es el de Needleman y Wunsch (J. Mol. Biol. 48: 443-453 [1970]). Los pardmetros usados son los siguientes: para
la comparacién de nucleétidos la penalizacién de creacién de huecos es = 50, la penalizacién de extension de huecos =
3; para las comparaciones de aminodcidos la penalizacién de creacion del hueco es = 12, la penalizacién de extension
de hueco = 4.

Aislado, como se usa en este documento, significa alterado “por la mano del hombre” de su estado natural, es
decir, que si se produce de forma natural, se ha cambiado o retirado de su entorno original o ambos. Por ejemplo, un
polinucleétido de origen natural o un polipéptido presente de forma natural en un organismo vivo en su estado natural
no esta “aislado”, pero el mismo polinucledtido o polipéptido separado de los materiales co-existentes de su estado
natural estd “aislado”, como se emplea el término en este documento. Por ejemplo, con respecto a polinucleétidos,
el término aislado significa que éste se ha separado del cromosoma y de la células en los que se produce de forma
natural. Como parte de o después del aislamiento, dichos polinucleétidos pueden unirse a otros polinucleétidos, tales
como ADN para mutagénesis, para formar proteinas de fusioén y para la propagacién o expresién en un hospedador,
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por ejemplo. Los polinucleétidos aislados, en solitario o unidos a otros polinucledtidos tales como vectores, pueden
introducirse en células hospedadoras, en cultivos o en organismos completos. Al introducirse en células hospedadoras
en cultivos o en organismos completos, dichos ADN seguirian estando aislados, como se usa el término en este docu-
mento, ya que no estarfan en su forma de origen natural o en su entorno natural. Andlogamente, los polinucleétidos y
polipéptidos pueden producirse en una composicién, tal como formulaciones de medios, soluciones para la introduc-
cién de polinucledtidos o polipéptidos, por ejemplo en células, composiciones o soluciones para reacciones quimicas o
enzimaticas, por ejemplo, que no son composiciones de origen natural y en su interior permanecen los polinucleétidos
o polipéptidos aislados con el significado de este término como se emplea en este documento.

Ligamiento, como se usa en este documento, se refiere al proceso de formar enlaces fosfodiéster entre dos o mas
polinucleédtidos, que de forma mds comiin son ADN de doble cadena. Las técnicas para el ligamiento se conocen
bien en la técnica y los protocolos para el ligamiento se describen en manuales de laboratorio convencionales y en
referencias tales como por ejemplo Sambrook et al., MOLECULAR CLONING, A LABORATORY MANUAL, 2nd
Ed.; Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York (1989) y Maniatis et al., pidg. 146, como se
mencionan a continuacion.

Oligonucledtido(s), como se usa en este documento, se refiere a polinucledtidos de cadena corta. A menudo el
término se refiere a desoxirribunucledtidos de cadena sencilla, pero también puede referirse a ribonucleétidos de ca-
dena sencilla o doble, hibridos de ARN:ADN y ADN de cadena doble, entre otros. Los oligonucleétidos, tales como
oligonucle6tidos de una sonda de ADN de cadena sencilla, se sintetizan a menudo mediante métodos quimicos, tales
como los implementados en sintetizadores de oligonucledétidos automatizados. Sin embargo, los oligonucledtidos pue-
den prepararse mediante diversos métodos diferentes, incluyendo técnicas mediadas por ADN recombinante in vitro y
mediante la expresion de ADN en células y organismos. Inicialmente, los ADN sintetizados quimicamente se obtienen
tipicamente sin un fosfato 5°. Los extremos 5’ de dichos oligonucleétidos no son sustratos para la formacion de enlace
fosfodiéster mediante reacciones de ligamiento que emplean ADN ligasas tipicamente usadas para formar moléculas
de ADN recombinantes. Cuando se desea el ligamiento de dichos oligonucleétidos puede afiadirse un fosfato mediante
técnicas convencionales, tales como las que emplean una quinasa y ATP. El extremo 3’ de un oligonucleétido sinte-
tizado quimicamente tiene generalmente un grupo hidroxilo libre y en presencia de una ligasa, tal como ADN ligasa
T4, formara facilmente un enlace fosfodiéster con un fosfato 5° de otro polinucleétido, tal como otro oligonucleétido.
Como se sabe bien, esta reaccidon puede evitarse de forma selectiva, cuando se desee, retirando los fosfatos 5’ de los
otros polinucleétidos antes del ligamiento.

Pldsmidos, como se usa en este documento, se designan generalmente en este documento mediante una letra p
precedida y/o seguida por letras en mayuscula y/o cifras, de acuerdo con las convenciones de nomenclatura conven-
cionales que son familiares para los especialistas en la técnica. Los pldsmidos de partida descritos en este documento
estan disponibles en el mercado, disponibles para el publico o pueden construirse a partir de pldsmidos disponibles
mediante la aplicacién rutinaria de procedimientos publicados bien conocidos. Muchos plasmidos y otros vectores de
clonacién y de expresion que pueden usarse de acuerdo con la presente invencién se conocen bien y estan facilmente
disponibles para los especialistas en la técnica. Ademads, los especialistas en la técnica pueden construir facilmente
cualquier cantidad de plasmidos adecuada para su uso en la invencién. Las propiedades, la construccién y el uso de
dichos plasmidos, asi como de otros vectores, en la presente invencidon serdn muy evidentes para los especialistas en
la técnica a partir de la presente descripcion.

Polinucledtido(s), como se usa en este documento, se refiere en general a cualquier polirribonucleétido o polide-
soxirribonucleétido, que puede ser ARN o ADN sin modificar o ARN o ADN modificado. Por lo tanto, por ejemplo,
polinucleétidos como se usa en este documento se refiere a entre otros, ADN de cadena sencilla y de cadena doble,
ADN que es una mezcla de regiones de cadena sencilla y de cadena doble o de regiones de cadena sencilla, doble y
triple, ARN de cadena sencilla y doble y ARN que es una mezcla de regiones de cadena sencilla y doble, moléculas
hibridas que comprenden ADN y ARN que pueden ser de cadena sencilla o mds tipicamente, de cadena doble o de
cadena triple o una mezcla de regiones de cadena sencilla y de cadena doble. Ademads, polinucle6tido como se usa
en este documento se refiere a regiones de cadena triple que comprenden ARN o ADN o ARN y ADN. Las cadenas
en dichas regiones pueden ser de la misma molécula o de moléculas diferentes. Las regiones pueden incluir todas de
una o mas de las moléculas, pero mds tipicamente implican solamente una regién de alguna de las moléculas. Una
de las moléculas de una regién de triple hélice es a menudo un oligonucleétido. Como se usa en este documento, el
término polinucleétido incluye ADN o ARN como se ha descrito anteriormente que contienen una o mas bases modi-
ficadas. Por lo tanto, los ADN o ARN con estructuras modificadas para potenciar la estabilidad o por otras razones son
“polinucleétidos” como se usa este término en este documento. Ademas, los ADN o ARN que comprenden bases no
habituales, tales como inosina, o bases modificadas, tales como bases tritiladas, por nombrar solo dos ejemplos, son
polinucleétidos tal como se usa el término en este documento. Se entenderd, que se han realizado muchas modificacio-
nes al ADN y al ARN para muchos fines ttiles conocidos por los especialistas en la técnica. El término polinucle6tido
como se emplea en este documento abarca dichas formas modificadas quimica, enzimatica o metabdlicamente de los
polinucleétidos, asi como las formas quimicas del ADN y del ARN caracteristicas de virus y de células, incluyendo
entre otros células simples y complejas.

Polipéptidos, como se usa en este documento, incluye todos los polipéptidos que se describen a continuacién. La
estructura basica de los polipéptidos se conoce bien y se ha descrito en innumerables libros de texto y en otras publica-
ciones en la técnica. En este contexto, el término se usa en este documento para referirse a cualquier péptido o proteina
que comprende dos o mds aminodcidos unidos entre si en una cadena lineal mediante enlaces peptidicos. Como se usa
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en este documento, el término se refiere a cadenas cortas, que también se denominan comtinmente en la técnica como
péptidos, oligopéptidos y oligdmeros por ejemplo, y a cadenas mds largas, que generalmente se denominan en la téc-
nica proteinas, de las que existen muchos tipos. Se entendera que los polipéptidos contienen a menudo aminodcidos
diferentes de los 20 aminodcidos denominados cominmente como los 20 aminodcidos de origen natural, y que muchos
aminodcidos, incluyendo los aminodcidos terminales pueden modificarse en un polipéptido dado, mediante procesos
naturales tales como el procesamiento y otras modificaciones post-traduccionales, pero también mediante técnicas
de modificacién quimica que se conocen bien en la técnica. Incluso las modificaciones comunes que se producen de
origen natural en los polipéptidos son demasiado numerosas para enumerarlas de forma exhaustiva en este documen-
to, pero se describen bien en textos bdsicos y en monografias mds detalladas, asi como en la amplia bibliografia de
investigacién y son bien conocidas por los especialistas en la técnica. Entre las modificaciones conocidas que pueden
estar presentes en los polipéptidos de la presente invencidn estdn, por nombrar solo unas pocas, acetilacion, acilacion,
ribosilacién de ADP, amidacién, unién covalente de flavina, union covalente de un resto hemo, union covalente de un
nucledtido o de un derivado de nucleétido, unién covalente de un lipido o de un derivado de lipido, unién covalente
de fosfatidil inositol, reticulacion, ciclacién, formacién de puentes disulfuros, desmetilacién, formacién de reticula-
cién covalente, formacién de cistina, formacion de piroglutamato, formilacién, gamma-carboxilacion, glicosilacion,
formacién de anclajes GPI, hidroxilacién, yodacién, metilacion, miristoilacién, oxidacién, procesamiento proteolitico,
fosforilacion, prenilacion, racemizacion, selenoilacion, sulfatacion, adiciéon de aminodcidos a proteinas mediada por
ARN de transferencia, tales como arginilacién y ubiquitinacién. Dichas modificaciones las conocen bien los especia-
listas en la técnica y se han descrito con gran detalle en la bibliografia cientifica. Varias modificaciones particularmente
comunes, por ejemplo glicosilacién, unién de lipidos, sulfatacién, gamma-carboxilacién de restos de dcido glutdmico,
hidroxilacién y ribosilacion del ADP, se describen en textos méas bésicos tales como por ejemplo PROTEINS STRUC-
TURE AND MOLECULAR PROPERTIES, 2nd Ed., T. E. Creighton, W. H. Freeman and Company, New York (1993).
A este respecto estan disponibles muchas revisiones detalladas, tales como por ejemplo las proporcionadas por Wold,
F., Posttranslational Protein Modifications: Perspectives and Prospect, pags. 1-12 en POSTTRANSLATIONAL CO-
VALENT MODIFICATION OF PROTEINS, B. C. Jonson, Ed., Academic Press, New York (1983); Seiffer et al.,
Meth. Enzymol. 182: 626-646 (1990) y Rattan et al., Protein Synthesis: Posttranslational Modifications and Aging,
Ann. N.Y. Acad. Sci. 663: 48-62 (1992). Se entenderd, como se conoce bien y se ha indicado anteriormente, que los
polipéptidos no son siempre completamente lineales. Por ejemplo, los polipéptidos pueden ser ramificados como el
resultado de la ubiquitinacién y pueden ser circulares, con o sin ramificacién, generalmente como resultado de sucesos
post-traduccionales, incluyendo sucesos del procesamiento natural y sucesos como consecuencia de la manipulacién
humana que no se producen de forma natural. Los polipéptidos circulares, ramificados y circulares ramificados pueden
sintetizarse mediante procesos naturales no de la traduccién y también mediante métodos totalmente sintéticos. Las
modificaciones pueden producirse en cualquier punto del polipéptido, incluyendo la estructura peptidica, las cadenas
laterales de aminodcidos y los extremos amino o carboxilo. De hecho, el bloqueo del grupo amino o carboxilo en un
polipéptido o de ambos, mediante una modificacion covalente es comun en polipéptidos de origen natural y sintéticos
y dichas modificaciones pueden estar presentes también en polipéptidos de la presente invencién. Por ejemplo, el resto
amino terminal de los polipéptidos preparados en E. coli o en otras células, antes del procesamiento proteolitico, serd
casi invariablemente N-formilmetionina. Durante la modificacion post-traduccional del péptido, puede delecionarse un
resto de metionina del extremo NH,. Por consiguiente, esta invencidon contempla el uso de las variantes que contienen
metionina y las que no contienen metionina de la proteina de la invencién. Las modificaciones que se producen en un
polipéptido estardn a menudo en funcién de su modo de preparacién. Para polipéptidos preparados expresando un gen
clonado en un hospedador, por ejemplo, la naturaleza y el grado de modificaciones se determinardn en gran parte por
la capacidad de modificacion post-traduccional de la célula hospedadora y las sefiales de modificacion presentes en la
secuencia de aminodcidos del polipéptido. Por ejemplo, como se sabe bien, la glicosilacién no se produce a menudo
en hospedadores bacterianos tales como por ejemplo, E. coli. Por consiguiente, cuando se desea glicosilacidn, el poli-
péptido debe expresarse en un hospedador glicosilante, generalmente una célula eucariota. Se aplican consideraciones
similares a otras modificaciones. Se entenderd que el mismo tipo de modificacion puede estar presente en el mismo o
en un grado variable en varios puntos de un polipéptido dado. Ademads, un polipéptido dado puede contener muchos
tipos de modificaciones. En general, como se usa en este documento, el término polipéptido abarca todas estas modi-
ficaciones, particularmente aquellas que estan presentes en polipéptidos sintetizados expresando un polinucleétido en
una célula hospedadora.

Transformacion, como se usa en este documento, es el proceso mediante el que una célula se “transforma” mediante
ADN exdgeno cuando dicho ADN exdgeno se ha introducido dentro de la membrana celular. El ADN exdégeno puede
estar o no integrado (unido de forma covalente) en el ADN cromosémico modificando el genoma de la célula. En
procariotas y levaduras, por ejemplo, el ADN exdgeno puede mantenerse en un elemento episomal, tal como un
plasmido. Con respecto a las células eucariotas superiores, una célula transformada o transfectada de forma estable es
una en la que el ADN exdgeno se ha integrado en el cromosoma de modo que se hereda por las células hijas a través
de la replicacién del cromosoma. Esta estabilidad se demuestra mediante la capacidad de la célula eucariota para
establecer lineas celulares o clones constituidos por una poblacién de células hijas que contienen el ADN exégeno.

Variante(s), como se usa en este documento, de polinucleétidos o polipéptidos, como se usa el término en este
documento, son polinucleétidos o polipéptidos que difieren de un polinucledtido o polipéptido de referencia, respecti-
vamente. Las variantes en este sentido se describen a continuacién y en cualquier otro lugar de la presente descripcién
con gran detalle. En referencia a polinucledtidos, en general, las diferencias se limitan de modo que las secuencias de
nucledtidos de referencia y la variante son estrechamente similares en general y en muchas regiones, idénticas. Como
se indica a continuacidn, los cambios en la secuencia de nucledtidos de la variante pueden ser silenciosos. Es decir,
pueden no alterar los aminodcidos codificados por el polinucle6tido. Cuando las alteraciones se limitan a cambios si-
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lenciosos de este tipo, una variante codificard un polipéptido con la misma secuencia de aminoécidos que la referencia.
Como se indica también a continuacién, los cambios en la secuencia de nucleétidos de la variante pueden alterar la
secuencia de aminodcidos de un polipéptido codificado por el polinucleétido de referencia. Dichos cambios en los nu-
cledtidos pueden dar como resultado sustituciones, adiciones, deleciones, fusiones y truncamientos de aminoacidos en
el polipéptido codificado por la secuencia de referencia, como se describe a continuacién. En referencia a polipéptidos
en general, las diferencias se limitan de modo que las secuencias de la referencia y de la variante sean estrechamente
similares en general y en muchas regiones idénticas. Una variante y un polipéptido de referencia pueden diferir en la
secuencia de aminoécidos en una o mds sustituciones, adiciones, deleciones, fusiones y truncamientos, que pueden
estar presentes en cualquier combinacion.

Germoplasma, como se usa en este documento, significa un conjunto de entidades genéticas que pueden usarse en
un programa de cultivo convencional para desarrollar nuevas variedades de plantas.

Alto contenido en fosforo transgénico, como se usa en este documento, significa una entidad que como resultado
de la manipulacién genética recombinante, produce una semilla con una disminucién heredable en el porcentaje de
acido fitico y/o un aumento en el porcentaje de fésforo no de fitato.

Acido fitico, como se usa en este documento, significa dcido mio-inositol tetrafosférico, 4cido mio-inositol penta-
fosférico y dcido mio-inositol hexafosférico. Como sal con cationes, el 4cido fitico es “fitato”.

Fosforo no de fitato, como se usa en este documento, significa el fésforo total menos el fésforo de fitato.

Animal no rumiante, significa un animal con un Unico estomago dividido en las regiones esofdgicas, cardiaca, de
fondo y del piloro. Un animal no rumiante implica ademdas una especie de un animal sin un rumen funcional. Un
rumen es una seccion del sistema digestivo donde el alimento o la comida se empapa y se somete a una digestion por
parte de microorganismos antes de pasar al tracto digestivo. Este fendmeno no se produce en un animal no rumiante.
La expresion animal no rumiante incluye aunque sin limitacién seres humanos, cerdos, aves de corral, gatos y petros.

Como se ha mencionado anteriormente, la presente invencién se refiere a nuevos polipéptidos y polinucleétidos del
metabolismo del 4cido fitico que lo codifican, entre otras cosas, como se describird con gran detalle a continuacién.
Entre los polipéptidos particularmente ttiles para la practica de esta invencion se incluyen aunque sin limitacién D-
mio-inositol-3-fosfato sintasa, mio-inositol 1-fosfato sintasa (denominada también INO1), fosfatidilinositol-4-fosfato-
5-quinasa, inositol polifosfato-5-fosfatasa de sefializacién (SIP-110), mio-inositol monofosfatasa-3, mio-inositol 1,3,4
trifosfato 5/6 quinasa, 1D-mio-inositol trisfosfato 3-quinasa B, mio-inositol monofosfatasa-1, inositol polifosfato 5-
fosfatasa, 1D-mio-inositol trifosfato 3-quinasa, fosfatidilinositol 3-quinasa, fosfatidilinositol 4-quinasa, fosfatidilino-
sitol sintasa, proteina de transferencia de fosfatidilinositol, fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato 5-fosfatasa, transportador
de mio-inositol, fosfolipasa C especifica de fosfatidilinositol y fitasa del maiz.

Los 4cidos nucleétidos y fragmentos de los mismos que codifican las enzimas mencionadas anteriormente son uti-
les para generar plantas transgénicas deficientes en enzima. Por ejemplo, puede incorporarse un tinico gen o fragmento
génico (o combinaciones de varios genes) en una casete de expresién apropiada (usando por ejemplo el promotor de
globulina 1 para la expresion preferida en embriones del promotor nativo asociada con el gen que codifica la enzima)
y transformarse en maiz junto con un marcador seleccionable apropiado (tal como el herbicida PAT) de modo que
silencie la expresion de los genes enddgenos.

La bibliografia relevante que describe la aplicacion de silenciacién de genes dependiente de la homologia incluye:
Jorgensen, Trends Biotechnol 8 (12): 340-344 (1990); Clavel, proa. Natl. Acad. Sci. (USA) 91: 3490-3496 (1994);
Finnegan et al., Bio/Technology 12: 883-888 (1994); Neuhuber et al., Mol. Gen. Genet. 244: 230-241 (1994). Como
alternativa, otro enfoque para la silenciacién de genes puede ser el uso de tecnologia antisentido (Rothstein et al., en
Osf. Surv. Plant Mol. Cell. Biol. 6: 221-246 (1989).

En particular la invencién se refiere a polipéptidos y polinucleétidos de nuevos genes de enzimas biosintéticas de
fitato. La invencion se refiere especialmente a enzimas biosintéticas de fitato de Zea mays que tienen las secuencias de
nucledtidos y de aminodcidos que se muestran a continuacién respectivamente.

Polinucledtidos

De acuerdo con un aspecto de la presente invencidn, se proporcionan polinucleétidos aislados que codifican las
enzimas biosintéticas de fitato que tienen la secuencia de aminoécidos deducida a continuacion.

Usando la informacién que se proporciona en este documento, tal como las secuencias de polinucleétidos que
se muestran a continuacién, puede obtenerse un polinucledtido de la presente invencién que codifica polipéptidos
de la enzima biosintética de fitato usando procedimientos de clonacién y seleccidn convencionales. Para obtener el
polinucleétido que codifica la proteina usando las secuencias de ADN que se proporcionan a continuacién, pueden
sintetizarse cebadores de oligonucledtidos que sean complementarios con la secuencia de polinucledtidos conocida.
Estos cebadores pueden usarse después en PCR para amplificar el polinucleétido a partir de una plantilla obtenida
de ARNm o de ADN genémico aislado del material vegetal. Los productos amplificados resultantes pueden clonar-
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se después en vectores de clonacién disponibles en el mercado, tales como la serie TA de vectores de InVitrogen.
Secuenciando los clones individuales identificados de este modo con cebadores de secuenciacién disefiados a partir
de la secuencia original, es posible a continuacién prolongar la secuencia en ambas direcciones para determinar la
secuencia génica completa. Dicha secuenciacion se realiza usando ADN de doble cadena desnaturalizado preparado a
partir de un clon del plasmido. Las técnicas adecuadas se describen por Maniatis, T., Fritsch, E.F. y Sambrook, J. en
MOLECULAR CLONING, A Laboratory Manual (2* edicién 1989 Cold Spring Harbor Laboratory. Véase, Sequen-
cing Denatured Double-Stranded DNA Templates 13.70) que ilustra la invencion, los polinucledtidos que se muestran
a continuacién se ensamblan a partir de una biblioteca de ADNc obtenida por ejemplo, a partir de semillas de maiz en
germinacion.

La mio-inositol 1-fosfato sintasa de la presente invencidn se relaciona de forma estructural con otras proteinas de
la familia de la mio-inositol fosfato sintasa, como se muestra comparando la presente secuencia que codifica mio-
inositol 1-fosfato sintasa con secuencias presentadas en la bibliografia. Una secuencia de ADN preferida se muestra
a continuacion. Esta contiene un marco de lectura abierto que codifica una proteina de aproximadamente 510 restos
de amino4cidos con un peso molecular deducido de aproximadamente 59,7 (calculado como el nimero de restos de
aminodcidos X 117) kDa. La proteina muestra una mayor homologia con la mio-inositol 1-fosfato sintasa. La presente
mio-inositol 1-fosfato sintasa tiene aproximadamente el 88% de identidad y aproximadamente el 92% de similitud
con la secuencia de aminodcidos de la mio-inositol 1-fosfato sintasa de Mesembryantherum crystallium'y el 78,7% de
identidad a nivel de 4cido nucleico (estos porcentajes se basan solamente en la comparacion de la secuencia codificante
de longitud completa es decir, desde ATG hasta el codén de terminacion).

La mio-inositol monofosfatasa-3 se relaciona estructuralmente con otras proteinas de la familia de mio-inositol
monofosfatasa-3, como se demuestra comparando la presente secuencia que codifica mio-inositol monofosfatasa-3
con la de la secuencia presentada en la bibliografia. Una secuencia de ADN se presenta a continuacion. Esta contiene
un marco de lectura abierto que codifica una proteina de aproximadamente 267 restos de aminoacidos con un peso
molecular deducido de aproximadamente 31,2 kDa (calculado como el ndmero de restos de aminodcidos X 117).
A continuacién se presentan nuevas inositol monofosfatasa-3 identificadas mediante homologia entre la secuencia
de aminodcido que se muestra a continuacion y secuencias de aminodcidos conocidas de otras proteinas tales como
mio-inositol monofosfatasa-3 de Lycopersicum esulentum con el 76,1% de identidad/el 81,1% de similitud a nivel de
aminodcidos y el 67,9% de identidad a nivel de 4cido nucleico (estos porcentajes se basan solamente en la comparacién
de la secuencia codificante de longitud completa, de ATG hasta el codén de terminacién).

La mio-inositol 1,3,4-trifosfato 5/6-quinasa se relaciona estructuralmente con otras proteinas de la familia de mio-
inositol 1,3,4-trifosfato 5/6-quinasa, como se muestra comparando la secuencia que codifica la presente inositol 1,3,4-
trifosfato 5/6-quinasa con la de la secuencia que se presenta en la bibliografia. Una secuencia de ADN se presenta
a continuacion. Esta contiene un marco de lectura abierto que codifica una proteina de aproximadamente 353 restos
de aminodcidos con un peso molecular deducido de aproximadamente 41,3 kDa (calculado como el ndmero de ami-
nodcidos X 117). La proteina muestra una mayor homologia con la mio-inositol 1,3,4-trifosfato 5/6-quinasa de Homo
sapiens. La mio-inositol 1,3,4-trifosfato 5/6-quinasa a continuacion tiene aproximadamente el 34% de identidad y
aproximadamente el 43,4% de similitud con la secuencia de aminoacidos de mio-inositol 1,3,4-trifosfato 5/6-quinasa
de Homo sapiens (los porcentajes descritos a continuacién se basan solamente en la comparacion de la secuencia
codificante de longitud completa es decir, de ATG hasta el codén de terminacion).

A continuacién se presenta una secuencia de fosfatidilinositol 3-quinasa. Esta contiene un marco de lectura abierto
que codifica una proteina de aproximadamente 803 restos de aminodcidos con un peso molecular deducido de apro-
ximadamente 94,1 kDa (calculado como el nimero de restos de aminodcidos X 117). La proteina muestra una mayor
homologia con fosfatidilinositol 3-quinasa de Glycine max. La homologia entre las secuencias de aminodcidos que se
muestran en las siguientes secuencias y las secuencias de aminodcidos conocidas de otras proteinas tales como fosfa-
tidilinositol 3-quinasa de Glycine max con el 78% de identidad/el 84% de similitud a nivel de aminodcidos y el 73%
de identidad en el nivel de 4cido nucleico (estos porcentajes se basan solamente en la comparacién de la secuencia
codificante de longitud completa es decir, de ATG hasta el codén de terminacién) en base al programa Gap que se
define a continuacién.

Los polinucleétidos de la presente invencién pueden estar en forma de ARN, tal como ARNm o en forma de
ADN, incluyendo por ejemplo ADNc y ADN genémico obtenido clonando o producido mediante técnicas de sintesis
quimica o mediante una combinacion de las mismas. E1 ADN puede ser de doble cadena o de cadena sencilla. E1 ADN
de cadena sencilla puede ser la cadena codificante, también conocida como la cadena sentido o puede ser la cadena no
codificante, también conocida como la cadena antisentido.

La secuencia codificante que codifica al polipéptido puede ser idéntica a la secuencia codificante de los polinucle6-
tidos que se muestran a continuacién. También puede ser un polinucleétido con una secuencia diferente, que como
resultado de la redundancia (degeneracion) del cddigo genético, codifica los polipéptidos que se muestran a conti-
nuacion. Como se describe mas en detalle a continuacion, estas secuencias codificantes alternativas son una fuente
importante de secuencias para la optimizacién de codon.

Los polinucleétidos de la presente invencion que codifican los polipéptidos que se presentan a continuacién pueden
incluir, aunque sin limitacion, las secuencias codificantes del polipéptido maduro, en si mismo; la secuencia codificante
del polipéptido maduro y las secuencias codificantes adicionales, tales como las que codifican una secuencia lider o
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secretora, tales como una secuencia de proteinas pre- o pro- o prepro-; la secuencia codificante del polipéptido maduro,
con o sin las secuencias codificantes adicionales mencionadas anteriormente, junto con secuencias no codificantes
adicionales, incluyendo por ejemplo aunque sin limitacién secuencias 5’ y 3’ no codificantes, tales como las secuencias
transcritas y no traducidas que juegan un papel en la transcripcién (incluyendo por ejemplo sefiales de terminacion), de
unién al ribosoma, elementos de estabilidad de ARNm y la secuencia codificante adicional que codifica aminoacidos
adicionales, tales como los que proporcionan funcionalidades adicionales.

El ADN también puede comprender regiones promotoras que funcionan para dirigir la transcripcién del ARNm que
codifica enzimas biosintéticas de fitato de esta invencién. Dichos promotores pueden ser independientemente ttiles
para dirigir la transcripcién de genes heter6logos en sistemas de expresion recombinantes. Heter6loga se define como
una secuencia que no es de origen natural junto con la secuencia promotora. Aunque la secuencia de nucledtidos es
heter6loga a la secuencia promotora, puede ser homologa, o nativa o heter6loga o extrafia al hospedador vegetal.

Ademas, el polipéptido puede fusionarse a una secuencia marcadora, tal como un péptido, que facilita la purifica-
cién del polipéptido fusionado. En algunas realizaciones de este aspecto de la invencidn, la secuencia marcadora es un
péptido de hexa-histidina, tal como la marca proporcionada en el vector pQE (Qiagen, Inc.) y la serie pET de vectores
(Novagen) entre otros, muchos de los cuales estdn disponibles en el mercado. Como se describe en el documento
Gentz et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 86: 821-824 (1989), por ejemplo, la hexa-histidina posibilita la purificacién
conveniente de la proteina de fusién. La marca HA también puede usarse para crear proteinas de fusién y corresponde
a un epitopo obtenido de la proteina hemaglutinina del virus de la gripe, que se ha descrito por Wilson et al., Cell 37:
767 (1984), por ejemplo.

De acuerdo con lo anterior, la expresion “polinucledtido que codifica a un polipéptido” como se usa en este do-
cumento abarca polinucledtidos que incluyen una secuencia que codifica a un polipéptido de la presente invencion,
particularmente vegetal y mds particularmente enzimas biosintéticas de fitato de Zea mays que tienen la secuencia de
aminodcidos que se muestra a continuacion. La expresion abarca polinucledtidos que incluyen una tinica regién conti-
nua o regiones discontinuas que codifican el polipéptido (por ejemplo, interrumpidas por fagos integrados o secuencias
de insercidn o para editar) junto con regiones adicionales, que también pueden contener secuencias codificantes y/o
no codificantes.

La presente invencidn también se refiere a variantes de los presentes polinucleétidos que codifican fragmentos,
andlogos y derivados de los polipéptidos que tienen la secuencia de amino4cidos deducida a continuacioén. Una variante
del polinucledtido puede ser una variante de origen natural tal como una variante alélica de origen natural o puede ser
una variante de la que no se conoce su origen natural. Dichas variantes de origen no natural del polinucleétido pueden
prepararse mediante técnicas de mutagénesis, incluyendo las que se aplican a polinucleétidos células u organismos.

Entre las variantes a este respecto estdn las variantes que difieren de los polinucle6tidos mencionados anteriormente
por sustituciones, deleciones o adiciones de nucledtidos. Las sustituciones pueden implicar uno o mas nucleétidos.
Las variantes pueden alterarse en regiones codificantes no codificantes o en ambas. Las alteraciones en las regiones
codificantes pueden producir sustituciones, deleciones o adiciones de aminoacidos conservativas o no conservativas.

Entre las realizaciones particularmente preferidas de la invencién a este respecto estan polinucleétidos que co-
difican polipéptidos que tienen las secuencias de aminodcidos que se muestran a continuacién; variantes, andlogos,
derivados y fragmentos de las mismos.

También preferidos particularmente a este respecto son los polinucleétidos que codifican variantes, andlogos, deri-
vados y fragmentos de enzimas biosintéticas de fitato y variantes, andlogos y derivados de los fragmentos, que tienen
las secuencias de aminodcidos a continuacién en las que varios, unos pocos,de 1 a 10,de 1 a5,de 1 a 3, 2, 1 o ningtin
resto de aminodcidos se sustituyen, delecionan o afiaden en cualquier combinacion. Se prefieren especialmente entre
éstas las sustituciones adiciones y deleciones silenciosas, que no alteran las propiedades y las actividades de las enzi-
mas biosintéticas de fitato. También se prefieren especialmente a este respecto las sustituciones conservativas. Los mas
preferidos son los polinucleétidos que codifican polipéptidos que tienen la secuencia de aminoécidos a continuacién
sin sustituciones.

Otras realizaciones preferidas de la invencién son polinucleétidos que son al menos el 90% idénticos a un polinu-
cledtido que codifica mio-inositol 1-fosfato sintasa, polipéptido que tiene la secuencia de aminodcidos que se muestra
a continuacién y polinucledtidos que son complementarios con dichos polinucleétidos. Entre estos polinucleétidos
particularmente preferidos, se prefieren especialmente los que tienen al menos el 95%, el 98% o al menos el 99%.

Ademéds, son realizaciones particularmente preferidas a este respecto polinucleétidos que codifican polipéptidos
que conservan sustancialmente la misma o incluso muestran una reduccién en la funcién o en la actividad bioldgica
que el polipéptido maduro codificado por el polinucleétido que se muestra a continuacion.

La presente invencion también se refiere a polinucleétidos que hibridan con las secuencias descritas anteriormente
en este documento. A este respecto, la presente invencion se refiere especialmente a polinucleétidos que hibridan
en condiciones rigurosas con los polinucleétidos descritos anteriormente en este documento. Como se usa en este
documento, la expresion “condiciones rigurosas’ significa que la hibridacién solamente se producira si existe al menos
el 95% y preferiblemente al menos el 97% de identidad entre las secuencias.

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2296 337 T3

Las expresiones “condiciones rigurosas” o “condiciones de hibridacién rigurosas” incluyen la referencia a condi-
ciones en las que una sonda hibridard con su secuencia diana, a un grado detectablemente mayor que otras secuencias
(por ejemplo, al menos de 2 veces el fondo). Las condiciones rigurosas son dependientes de secuencia y seran diferen-
tes en diferentes circunstancias. Mediante el control de la rigurosidad de las condiciones de hibridacién y/o de lavado,
pueden identificarse secuencias diana que son el 100% complementarias con la sonda (sondado homdlogo). Como
alternativa, pueden ajustarse las condiciones de rigurosidad para permitir varios emparejamientos erréneos en secuen-
cias, de modo que se detecten grados de similitud mds bajos (sondado heterélogo). Generalmente, una sonda tiene
menos de aproximadamente 1000 nucleétidos de longitud, preferiblemente menos de 500 nucleétidos de longitud.

Tipicamente, las condiciones rigurosas seran aquellas en las que la concentracion de sal sea menos de aproxima-
damente 1,5 M de i6n Na, tipicamente entre aproximadamente 0,01 y 1,0 M de iones Na (o de otras sales) a pH 7,0
a 8,3 y la temperatura serd al menos de 30°C para las sondas cortas (por ejemplo, de 10 a 50 nucleétidos) y al menos
de aproximadamente 60°C para sondas largas (por ejemplo, de mas de 50 nucleétidos). Las condiciones rigurosas
también pueden conseguirse con la adicién de agentes desestabilizadores tales como formamida. Las condiciones de
baja rigurosidad ejemplares incluyen hibridacién con una solucién tampdn de formamida del 30 al 35%, NaCl 1 M,
SDS al 1% (dodecil sulfato sédico) a 37°C, y un lavado en 1X ¢ 2X SSC (20X SSC = NaCl 3,0 M/citrato de trisodio
3 M) de 50 a 55°C. Las condiciones de rigurosidad moderada ejemplares incluyen hibridacién en formamida del 40 al
45%, en NaCl 1 M, SDS al 1% a 37°C, y un lavado en 0,5X o 1X SSC de 55 a 60°C. Las condiciones de rigurosidad
alta ejemplares incluyen hibridacién en formamida al 50%, NaCl 1 M, SDS al 1% a 37°C y un lavado en 0,1 X SSC
de 60 a 65°C.

La especificidad estd tipicamente en funcién de los lavados post-hibridacién, siendo los factores criticos la fuerza
i6nica y la temperatura de la solucién de lavado final. Para hibridos de ADN-ADN, la T,, puede aproximarse a partir
de la ecuacion de Meinkoth y Wahl, Anal. Biochem., 138: 267-284 (1984); T,, = 81,5°C + 16,6 (log M) + 0,41 (%
de CG) - 0,61 (% form) - 500/1; donde M es la molaridad de cationes monovalentes, el % de CG es el porcentaje
de nucledtidos guanosina y citosina en el ADN, % form es el porcentaje de formamida en la solucién de hibridacién
y 1 es la longitud del hibrido en pares de bases. La T, es la temperatura (a fuerza iénica y pH definidos) a la que
el 50% de una secuencia diana complementaria hibrida con una sonda perfectamente emparejada. T,, se reduce en
aproximadamente 1°C por cada 1% de emparejamiento erréneo; por lo tanto, T,,, y las condiciones de hibridacién y/o
lavado pueden ajustarse para hibridar con secuencias de la identidad deseada. Por ejemplo, si se buscan secuencias
con > 90% de identidad, la T,, puede disminuirse 10°C. Generalmente, las condiciones rigurosas se seleccionan para
que sean 5°C mé4s altas que el punto de desnaturalizacién térmica (T,,) para la secuencia especifica y su complemento
a una fuerza iénica y pH definidos. Sin embargo las condiciones muy rigurosas pueden utilizar una hibridacién y un
lavado a 1, 2, 3, 6 4°C menos que el punto desnaturalizacién térmica (T,,); las condiciones moderadamente rigurosas
pueden utilizar una hibridacion y/o lavado a 6, 7, 8, 9 6 10°C menos que el punto de desnaturalizacion térmica (T,,); las
condiciones poco rigurosas pueden utilizar una hibridacién y/o lavado a 11, 12, 13, 14, 15 6 20°C menos que el punto
de desnaturalizacién térmica (T,,). Usando la ecuacién, las composiciones de hibridacién y lavado y la T,, deseada
los especialistas en la técnica entenderan que se describen de forma implicita las modificaciones en la rigurosidad de
las soluciones de hibridacién y/o lavado. Si el grado deseado de emparejamiento erréneo da como resultado una T,
de menos de 45°C (solucién acuosa) o 32°C (solucién de formamida) se prefiere aumentar la concentracién de SSC
de modo que pueda usarse una temperatura superior. Una guia exhaustiva de la hibridacion de dcidos nucleicos se
encuentra en el documento Tijssen, Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology - Hibridization
with Nucleic Acid Probes, Parte 1, Capitulo 2, “Overview of principles of hybridization and the strategy of nucleic acid
probe assays”, Elsevier, Nueva York (1993); y Current Protocols in Molecular Biology, Capitulo 2, Ausubel, et al.,
Eds. Greene Publishing and Wiley-Interscience, Nueva York (1995).

Como se describe adicionalmente en este documento con respecto a ensayos de polinucleétidos de la invencion,
por ejemplo, polinucleétidos de la invencién como se ha descrito anteriormente, pueden usarse como una sonda de
hibridacién para ARN, ADNc y ADN gendmico para aislar ADNc de longitud completa y clones genémicos que
codifican enzimas biosintéticas de fitato y para aislar ADNc y clones gendémicos de otros genes que tengan una alta
similitud de secuencia con los genes. Dichas sondas comprenderan generalmente al menos 15 bases. Preferiblemente,
dichas sondas tendrdn al menos 30 bases pueden tener al menos 50 bases. Las sondas particularmente preferidas
tendrdn al menos 30 bases y tendrdn 50 bases o menos.

Los polinucleétidos y polipéptidos de la presente invencién pueden emplearse como reactivos y materiales para
investigacion para descubrir plantas de maiz transgénico con alto contenido en fésforo. Los polinucleétidos de la
invencién que son oligonucledtidos, obtenidos de las secuencias a continuacién pueden usarse como cebadores de
PCR en los procesos descritos en este documento para determinar si los genes identificados en este documento se
transcriben o no en tejido que acumula 4cido fitico.

Los polinucleétidos pueden codificar un polipéptido que es la proteina madura mas aminoédcidos amino o carboxilo
terminales adicionales, o aminodcidos del interior del polipéptido maduro (cuando la forma madura tiene méds de una
cadena polipeptidica, por ejemplo). Dichas secuencias pueden jugar un papel en el procesamiento de una proteina a
partir de un precursor hasta una forma madura, pueden permitir el transporte de proteinas, pueden alargar o acortar
la vida media de la proteina o pueden facilitar la manipulacién de una proteina para ensayo o produccién, entre otras
cosas. Como es el caso general in vivo, los aminodcidos adicionales pueden procesarse de forma independiente de la
proteina madura mediante enzimas celulares.
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Una proteina precursora, que tiene la forma madura del polipéptido fusionada a una o mds prosecuencias puede ser
una forma inactiva del polipéptido. Cuando las prosecuencias se retiran, dichos precursores inactivos generalmente se
activan. Algunas o todas las prosecuencias pueden retirarse antes de la activacién. Generalmente, dichos precursores
se denominan proproteinas.

En resumen, un polinucleétido de la presente invencién puede codificar una proteina madura, una proteina madura
mds una secuencia lider (que puede denominarse preproteina), un precursor de una proteina madura que tiene una
0 mds prosecuencias que no son la secuencia lider de una preproteina, o una preproteina que un precursor de una
proproteina, que tiene una secuencia lider y una o més prosecuencias, que se eliminan generalmente durante etapas de
procesamiento que producen formas activas y maduras del polipéptido.

Polipéptidos

La presente invencidn se refiere ademds a polipéptidos que tienen las secuencias de aminodcidos deducidas a
continuacion.

La invencién también se refiere a fragmentos, andlogos y derivados de estos polipéptidos. Los términos “fragmen-
to”, “derivado” y “andlogo” cuando se refieren a los polipéptidos, significan un polipéptido que conserva esencialmente
la misma funcién o actividad bioldgica que dicho polipéptido. Se prefieren los fragmentos, derivados y andlogos que
conservan al menos el 90% de la actividad de las enzimas biosintéticas de fitato nativas. Se prefieren los fragmentos,
derivados y andlogos que conservan al menos el 95% de la actividad de los polipéptidos nativos. Por lo tanto, un
analogo incluye una proproteina que puede activarse mediante escisién de la porcién de la proproteina para producir
un polipéptido maduro activo.

El polipéptido de la presente invencién puede ser un polipéptido recombinante, un polipéptido natural o un poli-
péptido sintético. En algunas realizaciones preferidas es un polipéptido recombinante.

El fragmento, derivado o andlogo del polipéptido a continuacién puede ser (i) uno en el que uno o mds de los
restos de aminodcidos se sustituyen con un resto de aminodcido conservado o no conservado (preferiblemente un
resto de aminodcido conservado) y dicho resto de aminodcidos sustituido puede o no ser uno codificado por el c6digo
genético, o (ii) uno en el que uno o mds de los restos de aminoacidos incluyen un grupo sustituyente o (iii) uno en
el que el polipéptido maduro se fusiona con otro compuesto, tal como un compuesto para aumentar la vida media
del polipéptido (por ejemplo, polietilenglicol), o (iv) uno en el que los aminodcidos adicionales se fusionan con el
polipéptido maduro, tal como una secuencia lider o secretora o una secuencia que se emplea para la purificacion del
polipéptido maduro o una secuencia de proproteina. Se pretende que dichos fragmentos derivados y andlogos, los
obtengan los especialistas en la técnica, a partir de las ensefianzas de este documento.

Entre las realizaciones particularmente preferidas de la invencidn, a este respecto, estdn polipéptidos que tienen
la secuencia de aminodcidos de enzimas biosintéticas de fitato que se muestran a continuacidn, variantes, andlogos, y
derivados y fragmentos de las mismas y variantes andlogos y derivados de los fragmentos.

Entre las variantes preferidas estdn las que varian de una referencia en sustituciones de aminodcidos conservativas.
Dichas sustituciones son aquellas que sustituyen un aminodcido dado en un polipéptido con otro aminodcido de simi-
lares caracteristicas. Vistos tipicamente como sustituciones conservativas estdn los reemplazos, uno o por otro, entre
los aminoécidos alifaticos Ala, Val, Leu e Ile; el intercambio de los restos hidroxilo, Ser y Thr, intercambio de los
restos dcidos Asp y Glu, sustitucion entre los restos de amida, Asn y Gln, intercambios de los restos bdsicos Lys y Arg
y reemplazos entre los restos aromaticos Phe, Tyr.

Ademds se prefieren particularmente a este respecto variantes, andlogos, derivados y fragmentos y variantes andlo-
gos y derivados de los fragmentos que tienen la secuencia de amino4cidos a continuacion, en la que varios, unos pocos,
del1al0,dela5,dela3,2, 1 oningln resto de aminodcidos se sustituye, deleciona o afiade en cualquier combi-
nacion. Se prefieren especialmente entre éstas las sustituciones, adiciones y deleciones silenciosas, que no alteran las
propiedades y actividades de las enzimas biosintéticas de fitato. También se prefieren especificamente a este respecto,
las sustituciones conservativas. Las mds preferidas son los polipéptidos que tienen las secuencias de aminoacidos a
continuacién sin sustituciones.

Los polipéptidos y polinucledtidos de la presente invencién se proporcionan preferiblemente en forma aislada, y
preferiblemente se purifican hasta la homogeneidad.

Los polipéptidos de la presente invencion incluyen el polipéptido de mio-inositol 1-fosfato sintasa (en particular el
polipéptido maduro) asi como polipéptidos que tienen mds del 95% de identidad (98% de similitud) con el polipéptido,
como se ha descrito anteriormente en Needleman y Wunsch, y més preferiblemente al menos el 98% de identidad y
también incluyen porciones de dichos polipéptidos con dicha porcién del polipéptido conteniendo generalmente al
menos 30 aminodcidos y mds preferiblemente al menos 50 aminodacidos.
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Vectores, Células Hospedadoras, Expresion

La presente invencién también se refiere a vectores que comprenden los polinucleétidos de la presente invencion,
a células hospedadoras que incorporan los vectores de la invencién y a la produccién de polipéptidos de la invencién
mediante técnicas recombinantes.

Las células hospedadoras pueden manipularse genéticamente para incorporar los polinucledtidos y expresar los
polipéptidos de la presente invencién. Por ejemplo, los polinucleétidos pueden introducirse en células hospedadoras
usando técnicas bien conocidas de infeccién, transduccidn, transfeccidn, transveccion y transformacién. Los poli-
nucleétidos pueden introducirse en solitario o junto con otros polinucleétidos. Dichos otros polinucledtidos pueden
introducirse de forma independiente, co-introducirse o introducirse conjuntamente con los polinucledtidos de la in-
vencion.

Por lo tanto, por ejemplo, los polinucledtidos de la invencién pueden transfectarse en células hospedadoras con otro
polinucleétido diferente que codifica un marcador seleccionable, usando técnicas convencionales para co-transfeccion
y seleccién por ejemplo en células vegetales. En este caso los polinucleétidos serdn generalmente incorporados de
forma estable en el genoma de la célula hospedadora.

Como alternativa, los polinucleétidos pueden unirse a un vector que contiene un marcador seleccionable para
la propagacién en un hospedador. La construccién de vector también puede introducirse en células hospedadoras
mediante las técnicas mencionadas anteriormente. Generalmente, un vector de pldsmidos se introduce como ADN en
un precipitado, tal como un precipitado de fosfato de calcio o en un complejo con un lipido cargado. También puede
usarse electroporacién para introducir polinucledtidos en un hospedador. Si el vector es un virus, puede envasarse
in vitro o introducirse en una célula de envasado y el virus envasado puede transducirse a las células. Una amplia
diversidad de técnicas adecuadas para preparar polinucledtidos y para introducir polinucledtidos en las células de
acuerdo con este aspecto de la invencién se conocen bien y son rutinarias para los especialistas en la técnica. Dichas
técnicas se revisan ampliamente en el documento Sambrook et al., mencionado anteriormente, que es ilustrativo de
los muchos manuales de laboratorio que detallan estas técnicas.

Vectores

De acuerdo con este aspecto de la invencién el vector puede ser, por ejemplo, un vector de pldsmido, un vector
de fago de cadena sencilla o doble, un vector viral de ARN o ADN de cadena sencilla o doble. Dichos vectores pue-
den introducirse en las células como polinucleétidos, preferiblemente ADN, mediante técnicas bien conocidas para
introducir ADN y ARN en las células. Los vectores, en el caso de vectores de fago y virales también pueden introdu-
cirse y preferiblemente se introducen en las células como virus envueltos o dentro de una cdpsida mediante técnicas
bien conocidas para infeccién y transduccion. Los vectores virales pueden ser de replicacién competente o de repli-
cacioén defectuosa. En el dltimo caso, la propagacion viral ocurrird generalmente solamente en células hospedadoras
complementarias.

En algunos aspectos, entre los vectores se prefieren aquellos para la expresion de polinucleétidos y polipéptidos de
la presente invencién. Generalmente, dichos vectores comprenden regiones de control que actiian en posicion cis efica-
ces para la expresion en un hospedador unido de forma operativa al polinucleétido a expresar. También se proporcionan
por el hospedador factores que actian en posicién trans apropiados, suministrados por un vector complementario o
suministrado por el propio vector después de la introduccién en el hospedador.

En algunas realizaciones preferidas a este respecto, los vectores posibilitan la expresion preferida. Dicha expresion
preferida puede ser expresion inducible o expresion predominante en ciertos tipos de células o tanto inducible como
preferida en algunas células. Los vectores particularmente preferidos entre los vectores inducibles son vectores que
pueden inducirse para la expresion por factores ambientales que son faciles de manipular, tales como temperatura
y aditivos de los nutrientes. Diversos vectores adecuados para este aspecto de la invencién, incluyendo vectores de
expresion constitutiva e inducible para su uso en hospedadores procariotas y eucariotas, se conocen bien y se emplean
de forma rutinaria por los especialistas en la técnica. Dichos vectores incluyen entre otros, vectores cromosomicos,
episomales y obtenidos de virus, por ejemplo vectores obtenidos de plasmidos bacterianos, de bacteriofagos, de trans-
posones, de episomas de levadura, de elementos de insercién, de elementos cromosémicos de levadura, de virus tales
como baculovirus, virus papota, tales como SV40, virus vaccinia, adenovirus, virus de la viruela aviar, virus de la
pseudorrabia y retrovirus y vectores obtenidos de combinaciones de los mismos, tales como los obtenidos de plasmi-
dos y elementos genéticos del bacteridfago, tales como césmidos y fagémidos y binarios usados para transformaciones
mediadas por Agrobacterium. Todos estos pueden usarse para la expresion de acuerdo con este aspecto de la presente
invencién. Generalmente, cualquier vector adecuado para mantener, propagar o expresar polinucleétidos para expresar
un polipéptido en un hospedador puede usarse para la expresion a este respecto.

Los siguientes vectores, que estan disponibles en el mercado, se proporcionan a modo de ejemplo Entre los vectores
preferidos para su uso en bacterias estdn pQE70, pQE60 y pQE-9, disponibles de Qiagen; vectores pBS, vectores Pha-
gescript, vectores Bluescript, pPNHSA, pNH16a, pNH18A, pNH46A, disponibles de Stratagene; y ptrc99a, pKK223-
3, pKK233-3, pDR540, pRITS, disponibles de Pharmacia. Entre los vectores eucariotas preferidos estin pWLNEO,
PSV2CAT, pOG44, pXT1 y pSG disponibles de Stratagene; y pSVK3, pBPV, pMSG y pSVL disponibles de Pharma-
cia. Los vectores vegetales binarios utiles incluyen BIN19 y sus derivados disponibles de Clontech. Estos vectores se
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presentan solamente a modo de ilustracién de los muchos vectores disponibles en el mercado y bien conocidos que
estdn disponibles para los especialistas en la técnica para su uso de acuerdo con este aspecto de la presente invencion.
Se entenderd que puede usarse en este aspecto de la invencién cualquier otro plasmido o vector adecuado para, por
ejemplo, introduccién, mantenimiento, propagacion o expresion de un polinucleétido o polipéptido de la invencién en
un hospedador.

En general las construcciones de expresion contendran sitios para el inicio y para la terminacién de la transcripcion
y, en la regién transcrita, un sitio de unién al ribosoma para la traduccién. La porcién cofidicante de los transcritos
maduros expresados por las construcciones incluird un AUG de inicio de la traduccién al comienzo y un codén de
terminacion situado apropiadamente al final del polipéptido a traducir.

Ademds, las construcciones pueden contener regiones de control que regulan asi como suscitan la expresion. Ge-
neralmente, de acuerdo con muchos procedimientos realizados cominmente, dichas regiones funcionardn controlando
la transcripcidn, tales como factores de transcripcion, sitios de unién a un represor y de terminacién, entre otros. Para
la secrecidén de la proteina traducida al lumen del reticulo endopldsmico, al espacio peripldsmico o al entorno extra-
celular, pueden incorporarse sefiales de secrecién apropiadas en el polipéptido expresado. Estas sefiales pueden ser
enddgenas al polipéptido o pueden sefiales heterdlogas.

Generalmente, los vectores de expresion recombinantes incluirdn origenes de replicacién, un promotor obtenido
de un gen altamente expresado para dirigir la transcripcién de una secuencia estructural cadena abajo y un marcador
seleccionable para permitir el aislamiento de células que contienen el vector después de la exposicion al vector.

La transcripcién del ADN que codifica los polipéptidos de la presente invencién mediante eucariotas superiores
puede aumentarse insertando una secuencia potenciadora en el vector. Los potenciadores son elementos del ADN que
actdan en posicién cis, normalmente entre 10 y 300 pb que actda para aumentar la actividad transcripcional de un
promotor en un tipo de célula hospedadora dado. Los ejemplos de potenciadores incluyen el potenciador de SV40,
que sitda en el extremo final del origen de replicacion entre los pb 100 y 270, el potenciador del promotor temprano de
citomegalovirus, el potenciador de polioma, cadena abajo del origen de replicacidn, y los potenciadores de adenovirus.
Los potenciadores adicionales utiles en la invencién para aumentar la transcripcion del segmento de ADN introducido,
incluyen entre otros, potenciadores virales tales como los que estdn dentro del promotor 35S, como se muestra por
Odell et al., Plant Mol. Biol. 10: 263-72 (1988), y un potenciador de un gen de opines de Fromm et al., Plant Cell 1:
977 (1989).

Entre los promotores eucariotas conocidos adecuados a este respecto estdn el promotor temprano inmediato de
CMY, el promotor de timidina quinasa de HSV, los promotores temprano y tardio de SV40, los promotores de LTR
retrovirales, tales como los del virus del sarcoma de Rous (“RSV”), promotores de metalotioneina, tales como el pro-
motor de metalotioneina-I de ratén y diversos promotores vegetales, tales como globulina-1. Cuando estdn disponibles,
pueden usarse los promotores nativos de los genes de las enzimas biosintéticas de fitato.

Como se ha mencionado anteriormente, la secuencia de ADN en el vector de expresion se une de forma operativa
a secuencia(s) de control de la expresion apropiada(s), incluyendo, por ejemplo un promotor para dirigir la transcrip-
cién del ARNm. Ejemplos representativos de promotores procariotas incluyen el promotor PL del fago lambda, los
promotores lac, trp y tac de E. coli por nombrar sélo unos pocos de los promotores bien conocidos.

Con respecto a las plantas, los ejemplos de promotores especificos de semillas incluyen promotores de proteinas de
almacenamiento en la semilla que expresan estas proteinas en semillas de manera altamente regulada (Thompson, et
al., BioEssays; 10, 108; (1989)), tales como plantas dicotiledoneas, un promotor de S-faseolina del frijol, un promotor
napin, un promotor de -conglicina y un promotor de lectina de soja. Para plantas monocotiledéneas, los promotores
utiles en la practica de la invencién incluyen, aunque sin limitacién un promotor de zeina de 15 kD de maiz, un
promotor de zeina de 22 kD, un promotor de y-zeina, un promotor ceroso, un promotor shrunken 1, un promotor de
globulina 1, y un promotor shrunken 2. Sin embargo, los especialistas en la técnica conocen otros promotores Utiles
en la prictica de la invencidn.

Otros ejemplos de promotores adecuados son el promotor de la subunidad pequefia de ribulosa 1,5-bis-fosfato
carboxilasa, promotores de pldsmidos inductores de tumores de Agrobacterium tumefaciens, tales como los promotores
de nopalina sintasa y octopina sintasa y promotores virales tales como los promotores 19S y 35S del virus del mosaico
de la coliflor (CaMV) o el promotor de 35S del virus del mosaico de la escrofularia.

Se entenderd que muchos promotores no mencionados son adecuados para su uso en este aspecto de la invencion
y se conocen y pueden emplearse ficilmente por los especialistas en la técnica de la forma ilustrada mediante la
descripcidn y los ejemplos de este documento. Por ejemplo, esta invencién contempla el uso de promotores de enzimas
biosintéticas de fitato nativos para impulsar la expresion de la enzima en un entorno recombinante.

Los vectores para la propagacion y expresion incluirdn generalmente marcadores seleccionables. Dichos marca-
dores también pueden ser adecuados para la amplificacién o los vectores pueden contener marcadores adicionales
para este fin. A este respecto, los vectores de expresion contienen preferiblemente uno o méas genes de marcadores
seleccionables para proporcionar un rasgo fenotipico para la seleccion de las células hospedadoras transformadas. Los
marcadores preferidos incluyen resistencia a dihidrofolato reductasa o a neomicina para el cultivo de células eucariotas
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y genes de resistencia a tetraciclina o ampicilina para el cultivo de E. coli y otros procariotas. Los genes de resistencia
a kanamicina y herbicidas (PAT y BAR) son generalmente titiles en sistemas vegetales.

Los genes de marcadores seleccionables, cercanos fisicamente al segmento de ADN introducido, se usan para
permitir recuperar las células transformadas mediante seleccién genética positiva o exploracion. Los genes de mar-
cadores seleccionables también permiten el mantenimiento de una presion selectiva sobre una poblacién de plantas
transgénicas, para asegurar que el segmento de ADN introducido y sus promotores y potenciadores que lo controlan,
se conservan en la planta transgénica.

Muchos de los genes de marcador seleccionable positivos usados cominmente para la transformacién de plantas
se han aislado a partir de bacterias y codifican enzimas que destoxifican metabdlicamente un agente quimico selectivo
que puede ser un antibidtico o un herbicida. Otros genes de marcador seleccionable positivos codifican una diana
alterada que es insensible al inhibidor.

Un gen de marcador de seleccion preferido para la transformacion en plantas es el gen BAR o PAT, que se usa con
el agente de seleccién bialaphos. Spencer et al., T. Thero. Appl’d Genetics 79, 625-631, (1990). Otro gen de marcador
de seleccidn titil es el gen de neomicina fosfotransferasa II (nptIl), aislado a partir de TnS5, que otorga resistencia a
kanamicina cuando se coloca bajo el control de las sefiales reguladoras vegetales. Fraley et al., Proc. Nat’l Acad. Sci.
USA 80: 4803 (1983). El gen de higromicina fosfotransferasa, que otorga resistencia al antibiético higromicina, es
otro ejemplo de un marcador seleccionable itil. Vanden Elzen et al., Plant. Mol. Biol. 5: 299 (1985). Los genes de
marcadores seleccionables positivos adicionales de origen bacteriano que otorgan resistencia a antibidticos incluyen
gentamicina acetil transferasa, estreptomicina fosfotransferasa, aminoglicésido-3’-adenil transferasa y el determinante
de resistencia a bleomicina. Hayford et al, Plant Physiol. 86: 1216 (1988); Jones et al., Mol. Gen. Genet. 210: 86
(1987); Svab et al., Plant. Mol. Biol. 14: 197 (1990); Hille et al., Plant Mol. Biol. 7: 171 (1986).

Otros genes de marcador seleccionable positivos para la transformacién de plantas no son de origen bacteriano.
Estos genes incluyen la dihidrofolato reductasa de ratén, 5-enolpiruvilsiquimato-3-fosfato sintasa vegetal y acetolac-
tato sintasa vegetal. Eichholtz et al., Somatic Cell Mol. Genet. 13: 67 (1987); Shah et al., Science 233: 478 (1986);
Charest et al., Plant Cell Rep. 8: 643 (1990).

Otra clase de genes marcadores ttiles para la transformacién de plantas con la secuencia de ADN requiere la
seleccion de células vegetales presuntamente transformadas en lugar de la seleccién genética directa de células trans-
formadas para la resistencia a una sustancia téxica tal como un antibidtico. Estos genes son particularmente utiles para
cuantificar o visualizar el patrén espacial de expresion de la secuencia de ADN en tejidos especificos y se denominan
frecuentemente genes informadores ya que pueden fusionarse a un gen o a una secuencia reguladora del gen para la
investigacion de la expresion génica. Los genes usados comtiinmente para seleccionar células presuntamente transfor-
madas incluyen S-glucuronidasa (GUS), S-galactosidasa, luciferasa, y cloramfenicol acetiltransferasa. Jefferson, Plant
Mol Biol. Rep. 5: 387 (1987), Teeri et al., EMBO J. 8: 343 (1989); Koncz et al., Proc. Nat’l Acad. Sci. (USA) 84: 131
(1987); De Block et al., EMBO J. 3: 1681 (1984). Otro enfoque para la identificacién de sucesos de transformacién
relativamente extrafios es el uso de un gen que codifica un regulador constitutivo dominante de la ruta de pigmentacién
de antocianina de Zea mays (Ludwig et al., Science 247: 449 (1990)).

La secuencia de ADN apropiada puede insertarse en el vector mediante cualquiera de diversas técnicas bien cono-
cidas y rutinarias. En general, una secuencia de ADN para la expresion se une a un vector de expresion escindiendo
la secuencia de ADN y el vector de expresion con una o mds endonucleasas de restriccién y después uniendo conjun-
tamente los fragmentos de restriccion usando ligasa de ADN de T4. Las secuencias pueden insertarse en orientacién
directa o inversa. Los procedimientos para restriccion y ligamiento que pueden usarse con este fin se conocen bien y
son rutinarios para los especialistas en la técnica. Los procedimientos adecuados a este respecto, y para construir vec-
tores de expresion usando técnicas alternativas, que también se conocen bien y son rutinarias para los especialistas en
la técnica, se muestran con gran detalle en el documento Sambrook et al., MOLECULAR CLONING, A LABORATORY
MANUAL, 2° Ed.; Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York (1989).

Los polinucleétidos de la invencion, que codifican la secuencia estructural heter6loga de un polipéptido de la
invencidn se insertardn generalmente en el vector usando técnicas convencionales de modo que este se una de forma
operativa a un promotor de expresion. El polinucleétido se situard de modo que el sitio de inicio de la transcripcién
se coloque apropiadamente en posicién 5’ con respecto a un sitio de unién al ribosoma. El sitio de unién al ribosoma
estard en posicion 5° con respecto al AUG que inicia la traduccién del polipéptido a expresar. Generalmente no habra
otros marcos de lectura abiertos que comiencen con un codén de inicio, normalmente AUG, y estén entre el sitio de
unién al ribosoma y el codén de inicio. Ademds, generalmente, habrd un codén de terminacién de la traduccidn al
final del polipéptido y serd una sefial de poliadenilacién en construcciones para su uso en hospedadores eucariotas.
También puede incluirse en la construccién de polinucleétidos una sefial de terminacién de la transcripcién dispuesta
apropiadamente en el extremo 3’ de la regién transcrita.

El vector que contiene la secuencia de ADN apropiada como se describe también en este documento, asi como
un promotor apropiado, y otras secuencias de control apropiadas, puede introducirse en un hospedador apropiado
usando diversas técnicas bien conocidas adecuadas para la expresién en su interior de un polipéptido deseado. La
presente invencién también se refiere a células hospedadoras que contienen las construcciones analizadas descritas
anteriormente. La célula hospedadora puede ser una célula eucariota superior, tal como una célula de mamifero o
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vegetal o una célula de eucariota inferior, tal como una célula de levadura o la célula hospedadora puede ser una célula
procariota, tal como una célula bacteriana.

La introduccién de la construccién en la célula hospedadora puede realizarse mediante transfeccién con fosfa-
to célcico, transfeccion mediada por DEAE-dextrano, microinyeccién, transfeccion mediada por lipidos catiénicos,
electroporacion, transduccidn, transfeccién con raspador, introduccion balistica, infeccidén u otros métodos. Dichos
métodos se describen en muchos manuales de laboratorio convencionales, tales como Davis et al., BASIC METHODS
IN MOLECULAR BIOLOGY, (1986) y Sambrook et al., MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL 2°
Ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N. Y. (1989).

Los ejemplos representativos de hospedadores apropiados incluyen células bacterianas, tales como estrepcocos,
estafilococos, E. coli, streptomyces y células de Salmonella typhimurium; células fingicas, tales como células de
levadura y células de Aspergillus; células de insecto tales como células S2 de Drosophila y S9 de Spodoptera; células
animales tales como células CHO, COS y células de melanoma Bowes y células vegetales. Los hospedadores para una
gran diversidad de construcciones de expresion se conocen bien, y los especialistas en la técnica serdn capaces gracias
a la presente descripcién de seleccionar facilmente un hospedador para expresar un polipéptido de acuerdo con este
aspecto de la presente invencion.

La célula hospedadora manipulada puede cultivarse en medios nutrientes convencionales, que pueden modificarse
seglin sea apropiado para, entre otros, activar promotores, seleccionar transformantes o amplificar genes. Las condicio-
nes de cultivo, tales como temperatura, pH y similares, usadas anteriormente con la célula hospedadora seleccionada
para la expresion serdn generalmente adecuadas para la expresion de polipéptidos de la presente invencién como serd
evidente para los especialistas en la técnica.

Pueden usarse las construcciones en células hospedadoras de manera convencional para producir el producto géni-
co codificado por la secuencia recombinante. Como alternativa, los polipéptidos de la invencién pueden producirse de
forma sintética mediante sintetizadores de péptidos convencionales.

Las proteinas maduras pueden expresarse en células de mamifero, levaduras, bacterias u otras células bajo el
control de promotores apropiados. También pueden emplearse sistemas de traduccion sin células para producir dichas
proteinas usando ARN obtenidos de construcciones de ADN de la presente invencion.

Después de la transformacién de una cepa hospedadora adecuada y el cultivo de la cepa hospedadora hasta una
densidad celular apropiada, en la que el promotor seleccionable es inducible, éste se induce mediante los medios
apropiados (por ejemplo, cambio de la temperatura o exposicién a un inductor quimico) y las células se cultivan
durante un periodo adicional.

Después se recogen tipicamente las células mediante centrifugado, se rompen mediante medios fisicos o quimicos
y el extracto en bruto resultante se conserva para una purificacion adicional. Las células microbianas empleadas en la
expresion de proteinas pueden romperse mediante cualquier método conveniente, incluyendo un ciclo de congelacion-
descongelacion, sonicacidn, rotura mecdnica o el uso de agentes de lisis celular, dichos métodos los conocen bien los
especialistas en la técnica.

Como se ha indicado anteriormente, la presente invencién proporciona vectores capaces de expresar enzimas bio-
sintéticas de fitato bajo el control de promotores adecuados. En general, los vectores deben ser funcionales en células
vegetales. En algunos momentos, puede ser preferible tener vectores que son funcionales en E. coli (por ejemplo,
produccién de proteinas para generar anticuerpos, andlisis de la secuencia de ADN, construccidn de insertos, obtener
cantidades de 4cidos nucleicos y proteinas). Los vectores y los procedimientos para clonar y expresar en E. coli se
describen a continuacién y por ejemplo en el documento Sambrook et al., (supra) y en Ausubel et al., (supra).

Los vectores que son funcionales en plantas son preferiblemente pldsmidos binarios obtenidos a partir de plasmidos
de Agrobacterium. Dichos vectores son capaces de transformar células vegetales. Estos vectores contienen secuencias
de borde a la izquierda y la derecha que son necesarias para la integracion en el cromosoma del hospedador (planta).
Como minimo, entre estas secuencias de borde estd el gen a expresar bajo el control de un promotor. En realizacio-
nes preferidas, también se incluyen un marcador seleccionable y un gen informador. Para facilitar la obtencién de
suficientes cantidades del vector, se prefiere un origen bacteriano que permite la replicacion en E. coli.

En algunas realizaciones preferidas, el vector contiene un gen informador y los genes estructurales de esta inven-
cion. El gen informador debe permitir la determinacion rdpida de la transformacion y la expresion. Se prefiere el gen
GUS (B-glucuronidasa) (Patente de Estados Unidos N°® 5.268.463). Otros genes informadores, tales como -galacto-
sidasa, luciferasa, GFP y similares también son adecuados en el contexto de esta invencién. Los métodos y sustratos
para ensayar la expresion de cada uno de estos genes se conocen bien en la técnica. El gen informador debe estar
bajo el control de un promotor que es funcional en vegetales. Dichos promotores incluyen el promotor CaMV 358, el
promotor de manopina sintasa, el promotor de ubiquitina y el promotor J de ADN.

Preferiblemente, el vector contiene un marcador seleccionable para identificar transformantes. El marcador selec-
cionable puede otorgar una ventaja de crecimiento en condiciones apropiadas. Generalmente, los marcadores selec-
cionables son genes de resistencia a fairmacos, tales como neomicina fosfotransferasa. Los especialistas en la técnica
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conocen otros genes de resistencia a firmacos que pueden sustituirse facilmente. El marcador seleccionable tiene
un promotor constitutivo o inducible unido y una secuencia de terminacidn, incluyendo una secuencia de sefal de
poliadenilacion.

Ademds, preferiblemente en el vector se incluyen un origen de replicacién bacteriano y un marcador seleccionable
para bacterias. De los diversos origenes (por ejemplo, colEIL, fago fd), se prefiere un origen de replicacién colEIL El
mads preferido es el origen de los plasmidos pUC, que permite un alto nimero de copias.

Un vector general adecuado para su uso en la presente invencion se basa en pBI121 (Patente de Estados Unidos N°
5.432.081) un derivado de pBIN19. Se han descrito otros vectores (Patente de Estados Unidos N° 4.536.475) o pueden
construirse en base a las directrices que se presentan en este documento. El pldsmido pBI121 contiene una secuencia
de borde a la izquierda y a la derecha para la integracién en el cromosoma del hospedador vegetal. Estas secuencias de
borde flanquean dos genes. Uno es un gen de resistencia a kanamicina (neomicina fosfotransferasa) controlado por un
promotor de nopalina sintasa y que usa un sitio de poliadenilacién de nopalina sintasa. El segundo es el gen GUS de
E. coli bajo el control de promotor 35S de CaMV y que se poliadenila usando un sitio de poliadenilacién de nopalina
sintasa. El plasmido pBI121 también contiene un origen de replicacién bacteriano y un marcador seleccionable.

En algunas realizaciones, el vector puede contener los genes estructurales identificados en este documento bajo el
control de un promotor. El promotor puede ser los promotores nativos asociados con los propios genes estructurales
0 un promotor constitutivo y potente, tal como un promotor 35S de CaMV. También pueden incluirse otros elementos
que se prefieren para la expresion 6ptima (por ejemplo, un sitio de terminacién de la transcripcién, un potenciador,
un sitio de corte y empalme). Como alternativa, los genes pueden expresarse como proteinas de fusién con un gen
informador, por ejemplo.

Meétodos de Transformacion de Plantas

Como se ha descrito anteriormente, la presente invencién también proporciona métodos para producir una planta
que expresa un gen extrafio, que comprende las etapas de (a) introducir un vector como se ha descrito anteriormente,
en una célula vegetal embriogénica, en el que el vector contiene un gen extrafio en una forma expresable y (b) producir
una planta a partir de la célula vegetal embriogénica, en la que la planta expresa el gen extrafio.

Pueden introducirse vectores en células vegetales mediante cualquiera de varios métodos. Por ejemplo, puede in-
troducirse el ADN como un plasmido mediante Agrobacterium en co-cultivo o mediante bombardeo. Otros métodos
de transformacién incluyen electroporacién, transfecciéon mediada por CaPO,_ y similares. Preferiblemente, el ADN
se transfecta en primer lugar en Agrobacterium y posteriormente se introduce en las células vegetales. Mds preferible-
mente, la infeccidn se consigue mediante co-cultivo. En parte, la eleccion de los métodos de transformacién depende
de la planta a transformar.

Los polipéptidos biosintéticos de fitato pueden recuperarse y purificarse a partir de cultivos de células recombinan-
tes mediante métodos bien conocidos incluyendo precipitaciéon con sulfato de amonio o etanol, extraccion con 4cido,
cromatografia de intercambio aniénico o catiénico, cromatografia de fosfocelulosa, cromatografia de interaccion hi-
dréfoba, cromatografia de afinidad, cromatografia en hidroxiapatita, y cromatografia de lectina. Mas preferiblemente,
se emplea cromatografia de liquidos de alta resolucién (“HPLC”) para la purificacién. Pueden emplearse técnicas bien
conocidas para volver a plegar la proteina para regenerar la conformacion activa cuando el polipéptido se desnaturaliza
durante el aislamiento y/o la purificacion.

Los polipéptidos de la presente invencién incluyen polipéptidos purificados de forma natural, productos de procedi-
mientos de sintesis quimica y productos producidos mediante técnicas recombinantes a partir de un hospedador proca-
riota o eucariota, incluyendo, por ejemplo células de bacterias, levaduras, plantas superiores y de insectos y mamiferos.
Dependiendo del hospedador empleado en un procedimiento de produccién recombinante, los polipéptidos de la pre-
sente invencién pueden glicosilarse o no glicosilarse. Ademads, los polipéptidos de la invencién pueden incluir también
un resto de metionina modificado inicial y en algunos casos como resultado de procesos mediados por el hospedador.

Se entiende que el gen que expresa el polipéptido de interés puede tener que “optimizarse con el codon” para
realizar la expresion eficaz de un hospedador particular. Por lo tanto, esta invencién contempla seleccionar entre las
secuencias a continuacion, la secuencia optimizada con el codén particular para la célula hospedadora particular de
interés.

Otros genes de interés pueden “apilarse” durante los mismos sucesos de transformacién. Por ejemplo, otros genes
de interés pueden otorgar resistencia a enfermedad, plagas o herbicidas o mejorar la calidad nutritiva y alimentaria
de la planta o semilla, como aumentando o alterando la expresion de aceites o alterando la expresién de proteinas o
hidratos de carbono.

Regeneracion de Plantas Transformadas
Después de la transformacidn, estd implicada regeneracion para obtener una planta completa a partir de las células
transformadas. Las técnicas para regenerar plantas a partir de cultivo tisular tal como protoplastos transformados o

lineas celulares de callos, se conocen en la técnica. Por ejemplo véase los documentos Phillips, et al.,Plant Cell Tissue
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Organ Culture; Vol 1; p. 123 (1981); Patterson, et al., Plant Sci; Vol. 42, p. 125; (1985); Wright, et al., Plant Cell
Reports; Vol. 6; pag. 83; (1987); y Barwale et al, Planta; Vol. 167, pdg. 473 (1986); cada uno incorporado en este
documento en su totalidad como referencia. La seleccion del método apropiado estd dentro del alcance de la técnica.

Se espera que las plantas transformadas se usen en programas de cultivo tradicionales, incluyendo sistemas de
polinizacién TOPCROSS como se describe en los documentos US 5.706.603 y US 5.704.160.

Ensayo de Polinucledtidos

Esta invencién también se refiere al uso de polinucleétidos de enzima biosintética de fitato en marcadores para
ayudar en el programa de cultivo, como se describe por ejemplo en la publicaciéon PCT US89/00709. El ADN puede
usarse directamente para la deteccién o puede amplificarse enzimaticamente usando PCR antes del andlisis. PCR (Saiki
et al., Nature 324; 163-166 (1986)). También puede usarse ARN o ADNc de la misma manera. Como ejemplo, pueden
usarse cebadores de PCR complementarios al dcido nucleico que codifica las enzimas biosintéticas de fitato para
identificar y analizar la presencia y la expresién de enzimas biosintéticas de fitato. Usando la PCR, puede realizarse
la caracterizacién del gen presente en un tejido o variedad vegetal particular mediante un andlisis del genotipo del
tejido o variedad. Por ejemplo, pueden detectarse deleciones e inserciones por un cambio del tamafio del producto
amplificado en comparacién con el genotipo de una secuencia de referencia. Pueden identificarse mutaciones puntuales
hibridando ADN amplificado con ARN de enzima biosintética de fitato radiomarcado o como alternativa, secuencias de
ADN antisentido de la enzima bioestética de fitato radiomarcadas. Las secuencias emparejadas perfectamente pueden
distinguirse de los diplex emparejados erroneamente mediante digestion con ARNasa A o mediante diferencias en las
temperaturas de desnaturalizacién.

Las diferencias de secuencia entre un gen de referencia y los genes que tienen mutaciones también pueden mostrar-
se mediante secuenciacidn directa del ADN. Ademads, pueden emplearse seguimientos de ADN clonados como sondas
para detectar segmentos de ADN especificos. La sensibilidad de dichos métodos puede potenciarse enormemente me-
diante el uso apropiado de PCR o de otro método de amplificacién. Por ejemplo, se usa un cebador de secuenciacién
con un producto de PCR de doble cadena o con una molécula plantilla de cadena sencilla generada mediante una PCR
modificada. La determinacién de las secuencias se realiza mediante procedimientos convencionales con nucleétidos
radiomarcados o mediante procedimientos de secuenciacién automdticos con marcas fluorescentes.

La tipificaciéon genética de diversas variedades de plantas basada en diferencias de la secuencia de ADN puede
conseguirse mediante la deteccioén de la alteracién en la movilidad electroforética de fragmentos de ADN en geles,
con o sin agentes desnaturalizantes. Las pequefias deleciones e inserciones de secuencias pueden visualizarse mediante
electroforesis en gel de alta resolucién. Los fragmentos de ADN de diferentes secuencias pueden distinguirse en geles
con gradiente de formamida desnaturalizante en los que las movilidades de diferentes fragmentos de ADN se retardan
en el gel en diferentes posiciones de acuerdo con sus temperaturas especificas de desnaturalizacién o desnaturalizacién
parcial (véase por ejemplo, Myers et al., Science, 230: 1242 (1985)).

Los cambios de secuencia en ubicaciones especificas también pueden mostrarse mediante ensayos de proteccion
con nucleasa, tales como la proteccién de ARNasa y S1 o el método de escisiéon quimica (por ejemplo Cotton et al.,
Prot. Nat’l. Acad. Sci., (USA), 85: 4397-4401 (1985)).

Por lo tanto, la deteccién de una secuencia de ADN especifica puede conseguirse mediante métodos tales como
hibridacion, proteccién con ARNasa, escision quimica, secuenciacion directa de ADN o el uso de enzimas de restric-
cién (por ejemplo polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccion (“RFLP”) y transferencia de Southern
del ADN gendmico.

Ademds de los métodos més convencionales de electroforesis en gel y secuenciacién del ADN, las mutaciones
también pueden detectarse mediante andlisis in situ.

Una mutacién puede evaluarse por ejemplo, mediante un ensayo de secuenciaciéon de ADN. Las muestras se pro-
cesan mediante métodos conocidos en la técnica para capturar el ARN. Primero se sintetiza la cadena de ADNc a
partir de las muestras de ARN afiadiendo un cebador de oligonucledtidos constituido por secuencias que hibridan
con una regién del ARNm. Se afiaden transcriptasa inversa y desoxinucle6tidos para permitir la sintesis de la primera
cadena de ADNc. Las secuencias de los cebadores se sintetizan de acuerdo con las secuencias de ADN de las enzimas
biosintéticas de fitato de la invencion. La secuencia del cebador estd constituida generalmente por al menos 15 bases
consecutivas y puede contener al menos 30 o incluso 50 bases consecutivas.

Las células que tienen mutaciones o polimorfismos en el gen de la presente invencion también pueden detectarse a
nivel del ADN mediante diversas técnicas. E1 ADN puede usarse directamente para la deteccién o puede amplificarse
enzimdticamente usando PCR (Saiki et al., Nature, 324: 163-166 (1986)) antes del andlisis. También puede usarse
RT-PCR para detectar las mutaciones. Se prefiere particularmente usar RT-PCR junto con sistemas de deteccién
automatizados, tales como por ejemplo GeneScan. También puede usarse ARN o ADNc para el mismo fin, PCR o
RT-PCR. Como ejemplo, pueden usarse cebadores de PCR complementarios a los dcidos nucleicos que codifican las
enzimas biosintéticas de fitato para identificar y analizar las mutaciones. Los ejemplos de cebadores representativos se
muestran a continuacion en la Tabla 1. Por ejemplo, pueden detectarse deleciones o inserciones mediante un cambio
en el tamafio del producto amplificado en comparacién con el genotipo normal. Las mutaciones puntuales pueden
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identificarse hibridando ADN amplificado con ARN radiomarcado o como alternativa, secuencias de ADN antisentido
radiomarcadas. Aunque las secuencias perfectamente emparejadas pueden distinguirse de los diplex emparejados
erréneamente mediante digestion con ARNasa A o mediante diferencias en las temperaturas de desnaturalizacion,
preferiblemente se identifican las mutaciones puntuales mediante andlisis de la secuencia.

Cebadores usados para la detecciéon de mutaciones o polimorfismos en el gen de mio-inositol 1-fosfato sintasa
5 CTCGCTACCTCGCTTCGATTCCATT 3’
5 ACGCCACTTGGCTCACTTGTACTCCA 3’

Cebadores usados para la deteccién de mutaciones o polimorfismos en el gen de mio-inositol monofosfatasa-3:
5" ACGAGGTTGCGGGCGAACCGAAAAT 3’
5" TAGGGACCGTTGCCTCAACCTAT 3’

Cebadores usados para la deteccién de mutaciones o polimorfismos en el gen de mio-inositol 1,3,4-trisfosfato 5/6
quinasa:

5’ TTCTCTCGGTCGCCGCTACTGG 3’
5" AGCATGAACAGTTAGCACCT 3’

Cebadores usados para la deteccién de mutaciones o polimorfismos en el gen de fosfatidilinositol-3-quinasa
5’ CCGCTTCTCC TCACCTTCCT CT 3’
5’ TGGCTTGTGA CAGTCAGCAT GT 3’

Los cebadores anteriores pueden usarse para amplificar ADNc de enzima biosintética de fitato o clones genémicos
aislados a partir de una muestra obtenida de una planta individual. Los cebadores anteriores pueden tener 1, 2, 3 6
4 nucleétidos retirados del extremo 5° y/o del 3°. Los cebadores pueden usarse para amplificar el gen aislado del
individuo de modo que el gen pueda someterse a diversas técnicas para la aclaracién de la secuencia de ADN. De esta
manera, pueden identificarse mutaciones de la secuencia de ADN.

Ensayos de Polipéptidos

La presente invencién también se refiere a ensayos de diagnéstico tales como ensayos cuantitativos y de diagndstico
para detectar niveles de enzimas biosintéticas de fitato en células y en tejidos, incluyendo la determinacién de niveles
normales y anormales. Por lo tanto, por ejemplo, un ensayo de diagndstico de acuerdo con la invencion para detectar la
expresion de enzimas biosintéticas de fitato en comparacidon con muestras de tejido de control normales puede usarse
para detectar niveles de expresion inaceptables. Las técnicas de ensayo que pueden usarse para determinar los niveles
de polipéptidos de la presente invencidn, en una muestra obtenida a partir de una fuente vegetal se conocen bien por los
especialistas en la técnica. Dichos métodos de ensayo incluyen radioinmunoensayos, ensayos de uniéon competitiva,
andlisis de transferencia de Western y ensayos ELISA. Entre estos, se prefieren frecuentemente los ELISA. Un ensayo
ELISA comprende inicialmente preparar un anticuerpo especifico para el polipéptido, preferiblemente un anticuerpo
monoclonal. Ademds se prepara generalmente un anticuerpo informador que se une al anticuerpo monoclonal. El
anticuerpo informador se une a un reactivo detectable tal como un reactivo radioactivo, fluorescente o enzimético, en
este ejemplo la enzima peroxidasa de rdbano rusticano.

Para realizar un ELISA, se extrae una muestra de un hospedador y se incuba en un soporte sélido, por ejemplo, una
placa de poliestireno, que se une a las proteinas en la muestra. Cualquier sitio de unién a la proteina libre en la placa
se recubre después incubando con una proteina no especifica tal como albiimina de suero bovino. A continuacion,
el anticuerpo monoclonal se incuba sobre la placa, periodo durante el cual los anticuerpos monoclonales se unen a
cualquier enzima biosintética de fitato unida a la placa de poliestireno. El anticuerpo monoclonal no unido se lava
con tampo6n. El anticuerpo informador unido a la peroxidasa de rdbano rusticano se coloca en la placa dando como
resultado la unién del anticuerpo informador a cualquier anticuerpo monoclonal unido a la enzima biosintética de
fitato. A continuacién se retira mediante lavado el anticuerpo informador no unido. Después se afiaden a la placa
reactivos para actividad peroxidasa, incluyendo un sustrato colorimétrico. La peroxidasa inmovilizada, unida a la
enzima biosintética de fitato a través de los anticuerpos primario y secundario, produce un producto de reaccién
coloreado. La cantidad de color desarrollado en un periodo de tiempo dado indica la cantidad de enzima biosintética
de fitato presente en la muestra. Los resultados cuantitativos se obtienen tipicamente mediante referencia a una curva
patrén.

Puede emplearse un ensayo competitivo en el que los anticuerpos especificos de enzimas biosintéticas de fitato
unidas a un soporte sélido y una enzima marcada obtenida del hospedador se pasan sobre el soporte sélido y la
cantidad de marca detectada unida al soporte s6lido puede correlacionarse con una cantidad de enzima biosintética del
fitato en la muestra.
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Anticuerpos

Los polipéptidos, sus fragmentos u otros derivados o andlogos de los mismos, o células que los expresan pueden
usarse como inmundgenos para producir anticuerpos contra ellos. Estos anticuerpos pueden ser, por ejemplo anticuer-
pos policlonales o monoclonales. La presente invencion también incluye anticuerpos quiméricos, de cadena sencilla,
y humanizados, asi como fragmentos Fab o el producto de una biblioteca de expresion de Fab. Pueden usarse diversos
procedimientos conocidos en la técnica para la produccion de dichos anticuerpos y fragmentos.

Los anticuerpos generados contra los polipéptidos que corresponden a una secuencia de la presente invencion
pueden obtenerse mediante inyeccién directa de los polipéptidos en un animal o administrando los polipéptidos a
un animal preferiblemente un animal no humano. El anticuerpo obtenido de este modo se unird a continuacién a
los propios polipéptidos. De esta manera, puede usarse incluso una secuencia que codifica s6lo un fragmento del
polipéptido para generar anticuerpos que se unen a todo el polipéptido nativo. Dichos anticuerpos pueden usarse
después para aislar el polipéptido del tejido que expresa este polipéptido.

Para la preparacién de anticuerpos monoclonales, puede usarse cualquier técnica que proporcione anticuerpos pro-
ducidos mediante cultivos de lineas celulares continuas. Los ejemplos incluyen la técnica del hibridoma (Kohler, G.
y Milstein, C., Nature 256, 495-497 (1975)), la técnica del trioma, la técnica del hibridoma de células B humanas
(Kozbor et al., Immunology Today 4: 72 (1983)) y la técnica del hibridoma EBV para producir anticuerpos monoclo-
nales humanos (Cole et al., pg. 77-96 en MONOCLONAL ANTIBODIES AND CANCER THERAPY AlanR. Liss, Inc.,
(1985)).

Las lineas celulares de hibridoma que secretan el anticuerpo monoclonal son otro aspecto de esta invencion.

Las técnicas descritas para la produccién de anticuerpos de cadena sencilla (Patente de Estados Unidos N°
4.946.778) pueden adaptarse para producir anticuerpos de cadena sencilla para productos de polipéptidos inmunogé-
nicos de esta invencién. Ademads, pueden usarse ratones transgénicos y otros organismos tales como otros mamiferos,
para expresar anticuerpos humanizados para productos de polipéptidos inmunogénicos de esta invencién.

Los anticuerpos descritos anteriormente pueden emplearse para aislar o para identificar clones que expresan el
polipéptido o purifican el polipéptido de la presente invencién mediante la unién del anticuerpo a un soporte sélido
para el aislamiento y/o purificacién mediante cromatografia de afinidad.

Los derivados de polipéptidos incluyen derivados antigénica o inmunoldgicamente equivalentes que forman un
aspecto particular de esta invencion.

La expresion “derivado antigénicamente equivalente” como se usa en este documento abarca un polipéptido o su
equivalente que serd reconocido especificamente por algunos anticuerpos que cuando se generan para la proteina o
polipéptido de acuerdo con la presente invencidén, impiden la interaccion fisica inmediata entre el anticuerpo y su
antigeno afin.

La expresion “derivado inmunolégicamente equivalente” como se usa en este documento abarca un péptido o su
equivalente que cuando se usa en una formulacién adecuada para generar anticuerpos en un vertebrado, los anticuerpos
actdan para evitar la interaccion fisica inmediata entre el anticuerpo y su antigeno afin.

El polipéptido, tal como un derivado antigénica o inmunolégicamente equivalente o una proteina de fusién del
mismo, se usa como antigeno para inmunizar un ratén u otro animal tal como una rata, cobaya, cabra, conejo, oveja,
vaca o pollo. La proteina de fusién puede proporcionar estabilidad al polipéptido. El antigeno puede asociarse, por
ejemplo mediante conjugacidn, con una proteina transportadora inmunogénica, por ejemplo albimina de suero bovino
(BSA) o hemocianina de lapa californiana (KLH). Como alternativa, un péptido antigénico multiple que comprende
muiltiples copias de la proteina o polipéptido o un polipéptido antigénica o inmunolégicamente equivalente del mismo
puede ser lo suficientemente antigénico para mejorar la inmunogenicidad y evitar el uso de un vehiculo.

Como alternativa puede utilizarse tecnologia de presentacion en fagos para seleccionar genes de anticuerpos con
actividades de unién con el polipéptido de repertorios de genes v amplificados por PCR de linfocitos de seres humanos
seleccionados por la posesion de anti-Fbp o de bibliotecas sin tratamiento previo (McCafferty, J. et al., (1990), Nature
348: 552-554; Marks, J. et al., (1992), Biotechnology 10: 779-783). La afinidad de estos anticuerpos también puede
mejorarse mediante reorganizacion de las cadenas (Clackson, T. et al., (1991) Nature 352: 624-628).

El anticuerpo debe seleccionarse por alta afinidad con el polipéptido y/o la proteina de fusion.

Como se ha mencionado anteriormente, puede prepararse un fragmento del anticuerpo final.

El anticuerpo puede ser un anticuerpo intacto de M, aproximadamente 150.000 o un derivado de este, por ejemplo
un fragmento Fab o un fragmento Fv como se describe en el documento Sierra, A y Pluckthun, A, Science 240: 1038-

1040 (1988). Si estan presentes dos dominios de unién al antigeno, cada dominio puede dirigirse contra un epitopo
diferente, denomindndose anticuerpos “biespecificos”.
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El anticuerpo, como se ha mencionado anteriormente, puede prepararse mediante medios convencionales por ejem-
plo mediante tecnologia de anticuerpo monoclonal establecida (Kohler, G. y Milstein, C., Nature, 256: 495-497 (1975))
o usando medios recombinantes, por ejemplo bibliotecas combinatorias, por ejemplo como se describe en el documen-
to Huse, W.D. et al., Science 246: 1275-1281 (1989).

Preferiblemente, el anticuerpo se prepara mediante la expresion de un polimero de ADN que codifica dicho anti-
cuerpo en un sistema de expresion apropiado tal como se ha descrito anteriormente para la expresién de polipéptidos
de la invencion. La eleccién del vector para el sistema de expresion se determinard en parte por el hospedador, que
puede ser una célula procariota, tal como E. coli (preferiblemente la cepa B) o Streptomyces sp. o una célula eucariota,
tal como una C127 de ratén, mieloma de raton, HelLa de ser humano, de ovario de hamster chino, o una célula de
hongo filamentoso o unicelular o de insecto. El hospedador también puede ser un animal transgénico o una planta
transgénica por ejemplo como se describe en el documento Hiatt, A. et al., Nature 340: 76-78 (1989). Los vectores
adecuados incluyen pldsmidos, bacteri6fagos, cosmidos y virus recombinantes obtenidos de por ejemplo baculovirus
y virus vaccinia.

El fragmento Fab también puede prepararse a partir de su anticuerpo monoclonal parental mediante tratamiento
enzimdtico, por ejemplo usando papaina para escindir la porcién Fab de la porcién Fc.

Moléculas y Ensayos de Union a Enzima Biosintética de Fitato

Esta invencion también se refiere a un método para identificar moléculas, tales como moléculas de unién, que se
unen a las enzimas biosintéticas de fitato. Los genes que codifican proteinas que se unen a las enzimas, tales como
proteinas de unién, puede identificarse mediante numerosos métodos conocidos por los especialistas en la técnica, por
ejemplo seleccion de ligandos y clasificacion FACS. Dichos métodos se describen en muchos manuales de laboratorio
tales como por ejemplo Coligan et al., Current Protocols in Immunology 1(2): Capitulo 5 (1991).

Por ejemplo, puede emplearse para este fin la clonacién y expresion. Con este fin, se prepara ARN poliadenilado
a partir de una célula que expresa las enzimas biosintéticas de fitato y se crea una biblioteca de ADNc a partir de este
ARN, la biblioteca se divide en dos reservas y las reservas se transfectan individualmente a células que no expresan
la enzima. Las células transfectadas se exponen después a la enzima marcada. La enzima puede marcarse mediante
diversas técnicas bien conocidas incluyendo métodos convencionales de radio-yodacion o inclusién de un sitio de
reconocimiento para una proteina quinasa especifica de ese sitio. Después de la exposicion, las células se fijan y la
unién de la enzima se determina. Estos procedimientos se realizan convenientemente en portaobjetos de vidrio.

Se identifican reservas de ADNc que producian células de unién a enzimas biosintéticas de fitato. Se preparan
sub-reservas a partir de estos positivos, se transfectan a células hospedadoras y se seleccionan como se ha descrito
anteriormente. Usando un procedimiento de formacion de sub-reservas y re-seleccion repetitivo, puede aislarse uno o
mas clones individuales que codifican la supuesta molécula de unién.

Como alternativa, puede unirse mediante fotoafinidad un ligando marcado a un extracto celular, tal como una mem-
brana o un extracto de membrana, preparado a partir de células que expresan una molécula a la que se une, tal como
una molécula de unién. El material reticulado se resuelve mediante una electroforesis en gel de poliacrilamida (“PA-
GE”) y se expone a una pelicula de rayos X. El complejo marcado que contiene la unién al ligando puede escindirse,
resolverse en fragmentos peptidicos y someterse a microsecuenciaciéon de proteinas. La secuencia de aminodcidos
obtenida a partir de la microsecuenciacion puede usarse para disefiar sondas de oligonucleétidos tinicos o degenerados
para explorar bibliotecas de ADNCc para identificar genes que codifican la supuesta molécula de unién.

Los polipéptidos de la invencién también pueden usarse para evaluar la capacidad de unién a enzimas biosintéticas
de fitato de las moléculas de unidén a enzimas biosintéticas de fitato, tales como moléculas de unién, en células o en
preparaciones sin células.

Los polipéptidos de la invencién también pueden usarse para evaluar la unién de sustratos de moléculas pequefias
y ligandos en por ejemplo, células, preparaciones sin células, bibliotecas quimicas y mezclas de productos naturales.
Estos sustratos y ligandos pueden ser sustratos y ligandos naturales o pueden ser miméticos estructurales o funcionales.

Los anticuerpos anti-enzima de fitato representan una clase ttil de moléculas de unién contempladas por la inven-
cién.

Antagonistas - Ensayos y Moléculas

La invencién también se refiere a un método para seleccionar compuestos para identificar a los que potencian
o bloquean la accién de enzimas biosintéticas de fitato sobre las células, tal como su interaccién con las moléculas
sustrato. Un antagonista es un compuesto que disminuye la funcién bioldgica natural de las enzimas.

Los antagonistas potenciales incluyen pequefias moléculas organicas, péptidos, polipéptidos y anticuerpos que se
unen a un polipéptido de la invencién y de este modo inhiben o anulan su actividad. Los antagonistas potenciales
también pueden ser pequenas moléculas orgédnicas, un péptido, un polipéptido tal como una proteina o anticuerpo
estrechamente relacionado que se une a los mismos sitios de una molécula de unién, tal como una molécula de union,
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sin inducir las actividades inducidas por la enzima biosintética de fitato, evitando de este modo la accién de la enzima
al impedir que la enzima se una.

Los antagonistas potenciales incluyen una pequefia molécula que se une a y ocupa el sitio de unién del polipéptido
evitando de este modo la unién de moléculas de unién celular, tales como moléculas de unién, de modo que se evite la
actividad biolégica normal. Los ejemplos de moléculas pequefias incluyen aunque sin limitacién pequefias moléculas
orgdnicas, péptidos o moléculas similares a péptidos.

Otros antagonistas potenciales incluyen moléculas que afectan a la expresion del gen que codifica las enzimas
biosintéticas de fitato (por ejemplo, inhibidores de la transactivacién). Otros antagonistas potenciales incluyen molé-
culas antisentido. La tecnologia antisentido puede usarse para controlar la expresion génica a través de ARN o ADN
antisentido o a través de la formacién de dobles o triples hélices. Las técnicas antisentido se describen por ejemplo
en Okano J. Neurochem. 56: 560 (1991); OLIGODEOXYNUCLEOTIDES AS ANTISENSE INHIBITORS OF GENE
EXPRESSION, CRC Press Boca Raton, FL (1988). La formacién de triple hélice se describe pj en Lee et al., Nucleic
Acids Research 6: 3073 (1979); Cooney et al., Science 241: 456 (1988); y Dervan et al., Science 251: 1360 (1991).
Los métodos se basan en la unién de un polinucleétido a un ADN o ARN complementario. Por ejemplo, la porcién
5’ codificante de un polinucleétido que codifica el polipéptido maduro de la presente invencién puede usarse para
disefiar un oligonucledtido de ARN antisentido de entre aproximadamente 10 y 40 pares de bases de longitud. Un
oligonucleétido de ADN se disefia para que sea complementario con una regién del gen implicado en la transcripcién
evitando de este modo la transcripcion y la produccién de enzimas biosintéticas de fitato. El oligonucleétido de ARN
antisentido hibrida con el ARNm en in vivo y bloquea la traduccién de 1la molécula de ARNm en enzimas biosintéticas
de fitato. Los oligonucle6tidos descritos anteriormente pueden suministrarse también a células de modo que el ARN
o ADN antisentido pueda expresarse in vivo para inhibir la produccién de enzimas biosintéticas de fitato.

Los antagonistas pueden emplearse por ejemplo para reducir los niveles de fitato y/o para aumentar el fésforo
disponible en células vegetales.

Ejemplos

La presente invencion se describe ademds mediante los siguientes ejemplos. Los ejemplos se proporcionan tni-
camente para ilustrar la invencién con referencia a realizaciones especificas. Estas ejemplificaciones, aunque ilustran
algunos aspectos especificos de la invencién, no limitan ni restringen el alcance de la invencién descrita.

Algunos de los términos usados en este documento se explican en el glosario anterior.

Todos los ejemplos se realizaron usando técnicas convencionales, que conocen bien y son rutinarias para los espe-
cialistas en la técnica, excepto donde se describa otra cosa con detalle. Las técnicas de biologia molecular rutinarias
de los siguientes ejemplos pueden realizarse como se describe en manuales de laboratorio convencionales, tales co-
mo Sambrook et al., MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL, 2* Ed.; Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, N. Y. (1989).

Todas las partes o cantidades que se presentan en los siguientes ejemplos estdn en peso, a menos que se especifique
otra cosa.

A menos que se indique otra cosa, la separacién por tamafio de fragmentos en los ejemplos de a continuacién se
realizé usando técnicas convencionales de electroforesis en gel de agarosa y de poliacrilamida (“PAGE”) en Sambrook
et al., MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL, 2* Ed.; Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, N. Y. (1989) y muchas otras referencias tales como por ejemplo, por Goeddel et al., Nucleic Acids Res.
8: 4057 (1980).

A menos que se describa otra cosa, los ligamientos se realizaron usando tampones, temperaturas de incubacion y
tiempos convencionales, cantidades aproximadamente equimolares de los fragmentos de ADN a ligar y aproximada-
mente 10 unidades de la ligasa de ADN de T4 (“ligasa”) por 0,5 microgramos de ADN.

Ejemplo 1
Aislamiento del ADN que Codifica Nuevas Proteinas de Zea mays

El polinucleétido que tiene la secuencia de ADN de mio-inositol 1-fosfato sintasa se obtuvo a partir de la se-
cuenciacién de una biblioteca de clones de ADNc preparada a partir de embriones de maiz aislados 15 dias después
de la polinizacién. El polinucleétido que tenia la secuencia de ADN de mio-inositol monofosfatasa-3 se obtuvo a
partir de la secuenciacién de una biblioteca de clones de ADNc preparada a partir de mazorcas inmaduras de maiz.
El polinucleétido que tenia la secuencia de ADN de mio-inositol 1,3,4-trifosfato 5.6-quinasa se obtuvo a partir de la
secuenciacion de una biblioteca de clones de ADNc preparada a partir de brotes de panojas de maiz. El polinucleétido
que tenia la secuencia de ADN de fosfatidilinositol-3-quinasa se obtuvo a partir de la secuenciacién de una biblioteca
de clones de ADNCc preparada a partir de semillas de maiz en germinacién. E1 ARN total se aislé a partir de este
tejido usando protocolos convencionales y se enriquecié en ARNm mediante la seleccién con el oligo dT, de nuevo
mediante protocolos convencionales. Este ARNm se usé a continuacién como plantilla para sintetizar ADN comple-
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mentario (ADNc) usando la enzima transcriptasa inversa mediante métodos convencionales. La cadena resultante de
ADNCc se convirtié después en fragmentos de ADNc de doble cadena y se ligd en el vector de clonacién pSPORT
usando métodos de ligamiento/transformacién convencionales. Después se seleccionaron las colonias individuales y
se prepar6 ADN de pldsmido de cada una. Este ADN de pldsmido se desnaturalizé después y se usé como plantilla
en reacciones de secuenciacién de didesoxinucledtidos. Al secuenciar los clones individuales identificados de este
modo con cebadores de secuenciacion disefiados a partir de la secuencia original es posible prolongar la secuencia en
ambas direcciones para determinar la secuencia génica completa. Las técnicas adecuadas se describen por Maniatis T.,
Fritsch, E. F. y Sambrook et al., MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL, 2* Ed.; Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York (1989). (Véase Screening By Hybridization 1.90 y Sequencing De-
natured Double-Stranded DNA Templates 13.70). Las secuencias se compararon con las secuencias disponibles en las
bases de datos publicas (es decir, Genbank) para determinar las homologias/identificacion de genes. En algunos casos
los datos de secuenciacion de dos o mds clones que contenian segmentos de ADN solapantes se usaron para construir
la secuencia de ADN contigua a continuacion.

Ejemplo 2

Construccion de Casetes de Expresion para la Silenciacion Dependiente de Homologia de Genes de la Expresion de
Enzimas Biosintéticas de Fitato

Para facilitar las manipulaciones de este rasgo en programas de cultivo convencionales, se usa la casete de expresion
descrita anteriormente en la silenciacion de gen homologo (es decir, Knockout) de los polinucleétidos de la enzima
biosintética de fitato endégenos usando el promotor preferido por los embriones globulina-1 para controlar la expresion
de los genes.

Las casetes de expresion en plantas se preparan usando el promotor preferido por los embriones globulina-1 para
controlar la expresién de los polinucledtidos de enzimas biosintéticas de fitato. Las secuencias de terminacién de
globulina-1 se incluyen en esta casete. Toda la casete de expresion se clona en un vector de plasmido basado en
PCU para facilitar su manipulacién en E. coli. Esta construccién se usa para transformacién mediante bombardeo de
particulas del maiz junto con otra construccién de expresion que incluye un marcador seleccionable (por ejemplo Pat,
PHP8092 — Ubi::mo-PAT::ubi). Para la transformacién mediada por Agrobacterium, se desplaza un pldsmido a un
vector binario apropiado que contiene secuencias de borde izquierda y derecha para facilitar la transferencia de ADN
al genoma diana.

Este polinucleétido, que codifica los polipéptidos de la invencidén, cuando se prepara para ser no funcional en plan-
tas, da como resultado una reduccién del 4cido fitico y un aumento de los niveles de fésforo no de fitato. Esto puede
demostrarse usando el elemento Mu transponible. Se confirma que las lineas de maiz tienen el elemento Mu inser-
tado en la region codificante de los polinucleétidos de enzimas biosintéticas de fitato. Se realizan andlisis genéticos
exhaustivos de este fenotipo que demuestran que se transmite a la progenie como un rasgo recesivo homocigoto.

Ejemplo 3
Transformacion del Maiz

Los polinucleétidos de la invencién contenidos dentro de un vector se transforman al interior de callos de maiz em-
briogénico mediante bombardeo de particulas. Las plantas de maiz transgénicas se producen mediante el bombardeo
de embriones inmaduros embriogénicamente sensibles con particulas de tungsteno asociadas a plasmidos de ADN.
Los plasmidos estdn constituidos por un gen marcador seleccionable y uno no seleccionable.

Preparacion de las Particulas

Se afiaden quince mg de particulas de tungsteno (General Electric), de 0,5 a 1,8 y, preferiblemente de 1 a 1,8 u
y mds preferiblemente 1 u, a 2 ml de 4cido nitrico concentrado. Esta suspension se sonicé a 0°C durante 20 minutos
(Sonicador Branson Modelo 450, rendimiento del 40%, ciclo de trabajo constante). Las particulas de tungsteno se
sedimentan mediante centrifugado a 10.000 rmp (Biofuge) durante 1 minuto y se elimina el sobrenadante. Se afiaden 2
ml de agua destilada estéril al sedimento, y se usa una sonicacién breve para resuspender las particulas. La suspensién
se sedimenta, se aflade al sedimento un mililitro de etanol absoluto y se usa una sonicacién breve para resuspender las
particulas. Se realiza un aclarado, sedimentacién y resuspensioén de las particulas dos veces mds con agua destilada
estéril y finalmente las particulas se resuspenden en dos mililitros de agua destilada estéril. Las particulas se subdividen
en alicuotas de 250 ml y se almacenan congeladas.

Preparacion de la Asociacion de Particulas-ADN del Pldsmido

La reserva de particula de tungsteno se sonica brevemente en un sonicador de bafio de agua (Sonicador Branson
Modelo 450, rendimiento del 20%, ciclo de trabajo constante) y se transfieren 50 ml a un tubo de microcentrifuga. Se
afiaden cantidades equimolares de ADN del plasmido seleccionable y no seleccionable a las particulas para una canti-
dad de ADN final de 0,1 a 10 mg en un volumen total de 10 ml, y se sonican brevemente. Preferiblemente, se usa 1 mg
de ADN total. Especificamente, se afiaden a la suspension de particulas 4,9 ml de PHP 8092 (Ubiquitina::ubiquitina
intrén::mo-PAT::35S CaMV, 6,329 kbp) mds 5,1 ml de (globulinal::milps::globulinal), donde cualquier polinucleé-
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tido de enzima biosintética de fitato puede sustituir a milps, ambos a 0,1 mg/ml en tampé6n TE. Se afiaden cincuenta
microlitros de CaCl, 2,5 M acuoso estéril y la mezcla se sonica brevemente y se agita en vértice. Se afiaden veinte
microlitros de espermidina 0,1 M acuosa estéril y la mezcla se sonica y se agita en vértice brevemente. La mezcla
se incuba a temperatura ambiente durante 20 minutos con sonicacion breve intermitente. La suspensién de particulas
se centrifuga y el sobrenadante se retira. Se afiaden doscientos cincuenta microlitros de etanol absoluto al sedimento,
seguido de sonicacion breve. La suspension se sedimenta, el sobrenadante se retira y se afiaden 60 ml de etanol abso-
luto. La suspension se sonica brevemente antes de introducir la aglomeracién de particulas-ADN en macrovehiculos
(proyectiles).

Preparacion del Tejido

Los embriones inmaduros de la variedad High Type II del maiz son el objetivo de la transformacién mediada
por bombardeo de particulas. Este genotipo es la F, de dos lineas genéticas puras, progenitores A y B, obtenidas del
cruce de dos lineas de maiz conocidas, A188 y B73. Los dos progenitores se seleccionan por su alta competencia de
embriogénesis somdtica, de acuerdo con Armstrong et al., Maize Genetics Coop. News 65: 92 (1991).

Las mazorcas de las plantas de la F, se cruzaron entre si o con sus hermanos y los embriones se diseccionan de
forma aséptica para desarrollar cariopsis cuando el escutelo se vuelve opaco en primer lugar. Esta etapa se produce
aproximadamente 9-13 dias después de la polinizacién y en general aproximadamente 10 dias después de la polini-
zacion, dependiendo de las condiciones de cultivo. Los embriones son de aproximadamente 0,75 a 1,5 milimetros de
largo. Las mazorcas se esterilizan en su superficie con Clorox al 20-50% durante 30 minutos, seguido de tres aclarados
con agua destilada estéril.

Los embriones inmaduros se cultivan con el escutelo orientado hacia arriba, en un medio de induccién embriogé-
nica constituido por sales basales N6, vitaminas de Eriksson, 0,5 mg/l de tiamina HCI, 30 gm/I de sacarosa, 2,88 gm/1
de L-prolina, 1 mg/l de acido 2,4-diclorofenoxiacético, 2 gm/l de Gelrite y 8,5 mg/l de AgNO;. Chu et al., Sci. Sin.
18: 659 (1975); Eriksson, Physiol. Plant 18: 976 (1965). El medio se esteriliza en un autoclave a 121°C durante 15
minutos y se dispensa en 100 placas de Petri de 25 mm. E1 AgNO; se filtra con un filtro estéril y se afiade al medio
después de esterilizar con el autoclave. Los tejidos se cultivan en completa oscuridad a 28°C. Después de aproximada-
mente 3 a 7 dias, mds habitualmente aproximadamente 4 dfas, el escutelo del embrién se hincha a aproximadamente
el doble de su tamafio original y las protuberancias en la superficie de la coleorriza del escutelo indicaban el principio
de tejido embriogénico. Hasta el 100% de los embriones mostraban esta respuesta, pero generalmente, la frecuencia
de la respuesta embriogénica es de aproximadamente el 80%.

Cuando se observa la respuesta embriogénica, los embriones se transfieren a un medio constituido por medio de
induccion modificado para contener 120 gm/1 de sacarosa. Los embriones se orientan con el polo de la coleorriza, el
tejido sensible embriogénicamente, hacia arriba del medio de cultivo. Se sitdan 10 embriones por placa de Petri en el
centro de una placa de Petri en un 4rea de aproximadamente 2 cm de didmetro. Los embriones se mantienen en este
medio durante 3-16 horas, preferiblemente 4 horas, en completa oscuridad a 28°C antes del bombardeo con particulas
asociadas con ADN de plasmido que contienen los genes marcadores seleccionables y no seleccionables.

Para realizar el bombardeo de particulas de los embriones, los aglomerados de particula-ADN se aceleran usando
un dispositivo de aceleracioén de particulas DuPont PDS-1000. La aglomeracion de particula-ADN se sonica breve-
mente y se depositaron 10 ml en macrovehiculos y se deja evaporar el etanol. El macrovehiculo se acelera en una
pantalla de frenado de acero inoxidable mediante la ruptura de un diafragma de polimero (disco de ruptura). La rup-
tura se realiza mediante helio presurizado. La velocidad de la aceleracién de particula-ADN se determina en base a la
presion de rotura del disco de ruptura. Se usan presiones del disco de ruptura de 200 a 1800 psi (1,38 a 12, 14 MPa),
preferiblemente 650 a 1100 psi (4,48 a 7,58 MPa), y mds preferiblemente de aproximadamente 900 psi (6,20 MPa).
Se usan multiples discos para realizar un intervalo de presiones de ruptura.

La balda que contiene la placa con embriones se coloca 5,1 cm por debajo del fondo de la plataforma del macro-
vehiculo (balda N° 3). Para realizar el bombardeo de particulas de los embriones inmaduros, se instalan un disco de
ruptura y un macrovehiculo con aglomerados de particula-ADN secos en el dispositivo. La presién de He suministrada
al dispositivo se ajusta a 200 psi (1,38 MPa) por encima de la presién de rotura del disco de ruptura. Se coloca una
placa de Petri con los embriones diana en la cimara de vacio y se sitian en la ruta prevista de las particulas acelera-
das. Se crea un vacio en la cdmara, preferiblemente a aproximadamente 28 en Hg. Después del funcionamiento del
dispositivo, se libera el vacio y la placa de Petri se retira.

Los embriones bombardeados permanecen en el medio osméticamente ajustado durante el bombardeo y de 1 a
4 dias después. Los embriones se transfieren a medio de seleccién constituido por sales basales N6, vitaminas de
Eriksson, 0,5 mg/l de tiamina HCI, 30 gm/l de sacarosa, 1 mg/l de dcido 2,4-diclorofenoxiacético, 2 gm/l de Gelrite,
0,85 mg/l de AgNO; y 3 mg/l de bialaphos (Herbiace, Meiji). El bialaphos se afiade después de filtrarlo con un
filtro estéril. Los embriones se subcultivan en medio de seleccién recién preparado a intervalos de 10 a 14 dias.
Después de aproximadamente 7 semanas, el tejido embriogénico supuestamente transformado para genes marcadores
seleccionables y no seleccionables, prolifera a partir de aproximadamente el 7% de los embriones bombardeados.
El supuesto tejido transgénico se recupera y este tejido obtenido de los embriones individuales se considera como
un suceso y se propaga independientemente en medio de seleccion. Se consiguen dos ciclos de propagacion clonal
mediante la seleccion visual de los fragmentos contiguos mas pequefios del tejido embriogénico organizado.
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Se procesa una muestra de tejido de cada suceso para recuperar el ADN. El ADN se restringe con una endonucleasa
de restriccién y se sondea con secuencias de cebador disefiadas para amplificar secuencias de ADN que se solapan
con la porcién de enzimas biosintéticas del fitato y de enzimas no biosintéticas de fitato del plasmido. El tejido
embriogénico con una secuencia amplificable se lleva a la etapa de regeneracion de la planta.

Para la regeneracion de las plantas transgénicas, el tejido embriogénico se subcultiva en un medio que comprende
sales MS y vitaminas (Murashige & Skoog, Physiol. Plant 15: 473 (1962)), 100 mg/l de mio-inositol, 60 gm/I de
sacarosa, 3 gm/l de Gelrite, 0,5 mg/l de zeatina, 1 mg/1 de 4cido indol-3-acético, 26,4 ng/l de 4cido cis-trans-abscisico
y 3 mg/1 de bialaphos en 100 placas de Petri de 25 mm y se incuba en la oscuridad a 28°C hasta que puede observarse
el desarrollo de embriones somaticos maduros bien formados. Esto requiere aproximadamente 14 dias. Los embrio-
nes somdticos bien formados son opacos y son de color crema y estdn constituidos de un escutelo y un coleoptilo
identificables. Los embriones se sub-cultivan individualmente en un medio de germinacién que comprende sales MS
y vitaminas, 100 mg/l de mio-inositol, 40 gm/1 de sacarosa y 1,5 gm/l de Gelrite en 100 placas de Petri de 25 mm y
se incuban en un fotoperiodo de 16 horas de 1uz:8 horas de oscuridad y 40 meinsteinsm2seg™' de tubos fluorescentes
de color blanco frio. Después de aproximadamente 7 dias, los embriones sométicos han germinado y han producido
un brote y una raiz bien definidos. Las plantas individuales se sub-cultivan en medio de germinacién en 125 tubos
de vidrio de 25 mm para permitir el desarrollo posterior de la planta. Las plantas se mantienen en un fotoperiodo de
16 horas de luz:8 horas de oscuridad y 40 meinsteinsm™2seg™" de tubos fluorescentes blanco frio. Después de aproxi-
madamente 7 dias, las plantas estdn bien establecidas y se transplantan a un suelo de horticultura, se endurecen y se
colocan en una mezcla de suelo de invernadero comercial y se cultivan hasta la madurez sexual en un invernadero. Se
usa una linea de la misma estirpe de elite como macho para polinizar a las plantas transgénicas regeneradas.

Ejemplo 4
Identificacion de Lineas de Maiz Transgénicas con Alto Contenido en Fosforo

Los transformantes resultantes se exploran para detectar niveles elevados de fésforo inorganico usando un ensayo
colorimétrico sencillo. Los granos transgénicos individuales se trituran en el fondo de una bandeja de cria megatiter
usando una prensa hidrdulica a 2000 psi. Los granos triturados se empapan después con 2 ml de H2SO4 1 N durante
2 horas a temperatura ambiente. Después se inicia el desarrollo del color mediante la adicién de 4 ml de solucién
de desarrollo (1 parte de 4cido ascoérbico al 10%, 6 partes de molibdato de amonio al 0,42% en H2SO4 1 N) a cada
grano triturado. Los granos se valoran después de 30 minutos de incubacién a temperatura ambiente como positivos
(azul) o negativos (transparentes). Positivo en este caso se refiere a un alto nivel de fésforo inorganico. Este protocolo
es una version modificada de lo que se describe en el documento Chen et al., Anal. Chem. 28: 1756 (1956). Los
transformantes que se seleccionan como positivos con el ensayo colorimétrico se someterdn después a andlisis mas
rigurosos que incluyen transferencias de Southern, Northern y Western y cuantificacién de los niveles de acido fitico.

Confirmacion de Niveles de Fosforo no de Fitato Elevados

Las presentes plantas transgénicas preferiblemente tienen niveles de fésforo no de fitato en exceso con respecto
a los niveles naturales de fosforo disponibles para las especies vegetales de interés. Con respecto al maiz se prefiere
tener niveles de fésforo no de fitato de aproximadamente el 0,175%, mas preferiblemente de aproximadamente el
0,2% y atn mds preferiblemente de aproximadamente el 0,225% o superiores. Basdndose estos porcentajes en el %p/p
a una base de humedad del 13% para la semilla del maiz. Con respecto a la semilla de soja, se prefiere tener un nivel
de fésforo no de fitato de aproximadamente el 0,47%, mds preferiblemente de aproximadamente el 0,49% y ain mds
preferiblemente de aproximadamente el 0,51%. Basdndose este dltimo porcentaje en el peso del fésforo no de fitato/
(P no de fitato/gramos de alimento en una base de humedad del 13%).

Cada planta identificada como una planta transgénica potencial con alto contenido en fésforo se ensaya de nuevo
para confirmar la lectura de fosforo elevado original. Algunas supuestas plantas transgénicas pueden no confirmar el
rasgo de alto contenido en fésforo. Aquellas que lo confirman se seleccionan en base a uniformidad para el rasgo de
elevado contenido de fésforo.

Confirmacion de los Niveles Reducidos de Fitato

Para determinar si las plantas transgénicas con alto contenido en fésforo no de fitato se caracterizan también por
niveles de fitato reducidos, se usa en siguiente método para cuantificar el nivel de 4cido fitico en una muestra ensayada.

La muestra se tritura, se coloca en un tubo de centrifuga de plastico cénico y se trata con acido clorhidrico. Se
homogeneiza con polytron y se extrae a temperatura ambiente con agitacion en vortice. La muestra extraida se coloca
en una centrifuga clinica a 2500 rpm durante 15 minutos. Se retiran 2,5 ml del sobrenadante y se afiaden a 25 ml
de agua. La muestra se lava a través de una columna SAX®. La columna se lava con HCI, se eluye y se evapora a
sequedad. La muestra seca se resuspende en agua y se filtra a través de un filtro de punta de jeringa de 0,45 ym a un
vial. Se preparan de 10 a 20 I de muestra para inyectar en una columna de HPLC.

El disolvente de elucién se prepara mezclando 515 ml de etanol, 485 ml de agua destilada doble, 8 ml de hidréxido
de tetrabutil amonio al 40% (TBAH), 200 microlitros de dcido sulftrico 10 N, (5§ M), 0,5 ml de dcido férmico y 1-3
mg de 4cido fitico. El 4cido fitico se prepara colocando 16 mg de fitato s6dico en 5 ml de agua. Esta solucién se coloca
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en una resina de intercambio i6énico Dowex (1 ml de forma 4cida Dowex-50 en lana de vidrio en una punta de pipeta
de 5 ml). Esto se aclara con 1-2 ml de agua y el filtrado se afiade a 10 ml de agua. La concentracién es 1 mg/ml de
dcido fitico. Se usan 2 ml para 1 litro de disolvente. El pH del disolvente se ajusta a 4,10 +/- 0,05 con 4cido sulftirico
10 N. La cromatografia se realiza bombeando la muestra a través de una columna de HPLC de fase inversa Hamilton
PRP-1 calentada a 40°C a un caudal de 1 ml por minuto. La deteccion del fosfato de inositol se realiza con un detector
del indice de refraccion (Waters), que se autocalibra al menos dos (2) minutos antes de cada paso.

Las plantas transgénicas con alto contenido en fésforo confirmadas se ensayan de esta manera. Algunas, aunque
no todas de las plantas mutantes evaluadas de esta manera se confirman como de bajo contenido en fitato.
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SEC ID N°:
SEC ID N*:
SEC ID N°:
SEC ID N*:

SEC ID N

SEC ID N

SEC ID N*:

SEC ID N

SEC ID N*:

SEC ID N

SEC ID N

SEC ID N

SEC ID N*:

SEC ID N

SEC ID N

SEC ID N

SEC ID N

1
2

10

11

12

13

14

15

16

17

18
19

ADNc DE FOSFATIDILINOSITOL-3-QUINASA

POLIPEPTIDO DE FOSFATIDILINOSITOL-3-QUINASA
CEBADOR DE FOSFATIDILINOSITOL-3-QUINASA
CEBADOR DE FOSFATIDILINOSITOL-3-QUINASA

ADNc DE MIO-INOSITOL 1,3,4-TRIFOSFATO 5/6-QUINASA

POLIPEPTIDO DE MIO-INOSITOL 1,3,4-TRIFOSFATO 5/6-QUINASA

MIO-INOSITOL 1,3,4-TRIFOSFATO 5/6-QUINASA GENERICO
CEBADOR DE MIO-INOSITOL 1,3,4-TRIFOSFATO 5/6-QUINASA
CEBADOR DE MIO-INOSITOL 1,3,4-TRIFOSFATO 5/6-QUINASA

ADNc DE MIO-INOSITOL 1-FOSFATO SINTASA
POLIPEPTIDO DE MIO-INOSITOL 1-FOSFATO SINTASA
CEBADOR DE MIO-INOSITOL 1-FOSFATO SINTASA
CEBADOR DE MIO-INOSITOL 1-FOSFATO SINTASA
MIO-INOSITOL 1-FOSFATO SINTASA GENOMICO
MIO-INOSITOL 1-FOSFATO SINTASA GENOMICO
ADNc DE MIO-INOSITOL MONOFOSFATO-3
POLIPEPTIDO DE MIO-INOSITOL MONOFOSFATO-3
CEBADOR DE MIO-INOSITOL MONOFOSFATO-3

CEBADOR DE MIO-INOSITOL MONOFOSFATO-3.
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REIVINDICACIONES

1. Un polinucleétido aislado que codifica un polipéptido que tiene actividad de mio-inositol 1-fosfato sintasa y que
comprende:

a) una secuencia de polinucledtidos que codifica un polipéptido que comprende la secuencia de la SEC ID N°:
11; o un complemento de la misma;

b) una secuencia de polinucledtidos que tiene una secuencia de un 4cido nucleico amplificada a partir de una
biblioteca de acido nucleico de Zea mays usando los cebadores de la SEC ID N°: 12-13;

¢) un polinucleétido que tiene al menos el 90% de identidad de secuencia con la SEC ID N°: 10, en el que
el porcentaje de identidad de secuencia se basa en toda la region codificante y se determina mediante
el programa GAP donde la penalizacién de creaciéon de hueco = 50 y la penalizacién de extensién de
hueco = 3;

d) una secuencia de polinucleétidos que codifica un fragmento de un polipéptido que tiene una secuencia de
aminodcidos de la SEC ID N°: 11, teniendo el fragmento una delecién de 1 a 10 aminodcidos;

o un complemento de (a) o (c).
2. El polinucleétido de la reivindicacién 1, en el que el polinucleétido es ADN o ARN.

3. Un polinucleétido de ADN de Ia reivindicaciéon 2, que comprende la secuencia de la SEC ID N° 10 o un
complemento de la misma.

4. Un polinucleétido aislado de maiz que codifica mio-inositol 1-fosfato sintasa.
5. Un vector que comprende la secuencia de ADN de la reivindicacién 2.

6. Una casete de expresion que comprende un polinucledtido de la reivindicacién 1 unido de forma operativa a un
promotor.

7. Una casete de expresion de la reivindicacion 6, en la que el dcido nucleico se une de forma operativa en orien-
tacion antisentido al promotor.

8. Una célula hospedadora que comprende el vector de la reivindicacién 5.

9. Un proceso para producir un polipéptido de mio-inositol 1-fosfato sintasa que comprende: cultivar una célula
hospedadora de la reivindicacién 8 en condiciones suficientes para la expresion del polipéptido codificado por la célula
hospedadora y recuperar el polipéptido producido de este modo.

10. Un proceso para producir una célula que expresa un polipéptido de mio-inositol 1-fosfato sintasa que compren-
de transformar o transfectar la célula con el vector de la reivindicacién 5 de modo que la célula exprese el polipéptido
codificado por el ADNc contenido en el vector.

11. Un polipéptido aislado que tiene actividad de mio-inositol 1-fosfato sintasa y que comprende una secuencia de
aminodcidos con al menos el 95% de identidad de secuencia con la SEC ID N°: 11, en el que el % de identidad de
secuencia se basa en toda la secuencia y se determina mediante el programa GAP donde la penalizacién de la creacién
de hueco = 12 y la penalizacién de extension de hueco = 4.

12. Un polipéptido aislado de la reivindicacién 11 que tiene al menos el 95% de identidad de secuencia con la SEC
ID N° 11 y un peso molecular deducido de aproximadamente 59,7 kDa.

13. Un polipéptido aislado de la reivindicacion 12 que comprende la secuencia de la SEC ID N°: 11.

14. Una planta o célula vegetal transgénica transformada con el ADN de la reivindicacion 2, o una semilla trans-
génica producida por dicha planta.

15. Una planta de acuerdo con la reivindicacién 14 que tiene un nivel reducido de dcido fitico; o un nivel aumentado
de fésforo no de 4cido fitico; cuando se compara con una planta parental sin transformar.
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<110> Pioneer Hi-Bred International, Inc.
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LISTA DE SECUENCIAS

<120> Genes que Controlan el Metabolismo del Fitato en Plantas y Usos de los Mismos

<130> 0706

<150> 60/055.446
<151> 11-08-1997

<150> 60/055.526
<151> 08-08-1997

<150> 60/053.944
<151> 28-07-1997

<160> 19
<170> FastSEQ para Windows Version 3.0

<210>1

<211> 3252
<212> ADN
<213> Zea mays

<220>
<221> CDS
<222> (258)...(2666)

<400> 1

gtcgacccac
cttcgceccgece
agggagaata
gccccacceg
ttctrcatca

gcgtccgetce
geccqgectcte
agaggatcag
cctecgeceg

gccgcegggag
tcctectegt
caaaccccaa
ccgcegette

tcacgcaacc
ctcaaccqcece
gcecctccact
tcctcaccet

gccgtctect
gcctgcacac
cgtcgececece
cctcteccege

ccaaaag atg gtc ggc ggc ggc aac gag ttc cgt

ttg
Leu

gaa
Glu

tece
Ser

cat
His

tgc
Cys

atc
Ile
30

gac
Asp
15

ttg
Leu

atc
1le

ttg
Leu

1

agc
Ser

cac ccg
His Pro

acec
Thr

gac caa
Asp Gln
35

ttc
Phe

ctt gcc
Leu Ala
20

aaa gtc
Lys val

cca
Pro

cgccggecacq
gcaqaaaagg
tgctgcaatc
gacatctcag
ttc ttc

Met Val Gly Gly Gly Asn Glu Phe Arg
5

cgt
Arg

gag
Glu

10

gtt ctc cac
Val Leu His
25

ctc ttt gtt
Leu Phe Vval
40

Phe Phe

gca
Ala

gag
Glu

60
120
180
240
290

338
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tgc
Cys

agg
60

tta
Leu

acg
Thr

gce
Ala

cag
Gln

acc
Thr
140

cgt
Arg

gtt
Val

gaa
Glu

gaa
Glu

aat
Asn
220

gta
val

tta
Leu

aaa
Lys

aag
Lys
45

ttg
Leu

agt
Ser

gtg
val

acc
Thre

aag
Lys
125

aca
Thr

tcqg
Leu

gat
Rsp

aaa
Lys

ttg
Leu
205

tete
Phe

tgg
Trp

aag
Lys

cca
Pro

cta
Leu

gaa
Clu

acc
Thr

tgg
Trp

ata
lle
110

ctg
Leu

act
Thr

gaa
Glu

tgg
Trp

gag
Glu
190

tgc
Cys

tat
Tyr

gac
Asp

ctt
Leu

agc
Ser
270

tac
Tyr

cct
Pro

aaa
Lys

gat
Asp
95

ttt
Phe

<g
Arg

cct
rro

agg
Arg

ctt
Leu
175

tgt
Cys

agt
ser

aca
Thr

cct
Pro

gect
Ala
255

tca
Ser

atc
Ile

tct
Ser

tac
Tyr
80

gtc
val

ctt
Leu

ctg
Leu

gge<
Gly

cte
Leu
160

gat

g9ag
Glu

tte
Phe

ccg
Pro

gaa
Glu
240

aag

Lys

aat
Asn

gat
Asp

9ga
Cly
65

agg
Arg

tca
Ser

ttt
Phe

tgg
Trp

aag
Lys
145

gce
Val

cgt
Argqg

ag9g
Ary

gaa
Glu

gcc
Ala
225

ctt

Leu

age
Ser

gag
Glu
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gg99
Gly
50

ccg
Pro

gac
Asp

tct
Ser

aac
Asn

cec
Pro
130

gtt
val

aac
Asn

ctt
Leu

aag
Lys

cat
His
210

cca

Pro

gga
Gly

ttg
Leu

aga
Arg

atc
Ile

aaa
Lys

cta
Leu

ggt
Gly

agc
Sex
1135

aca
Thr

cct
Pro

aag
Lys

gcc
Ala
gce
195

aga

gta
Val

aga
Arg

act
Thr

aag
Lys
275

Caa
Gln

tac
Tyt

aca
Thr

gag
Glu
100

aaa
Lys

aag
Lys

aq9
Arg

tat
Tyr

ttc
Phe
180

aat
Asn

att
Ile

tca
Ser

ace
Thr

cgt
Arg
260

tta
Leu

tee
Phe

tgt
Cys

tece
Ser
85

aac
Asn

agg
Arg

gag
Glu

aat
Asn

gag
Glu
165

agt
Ser

ttg
Leu

gtc
val

ctta
l.en

aat
Asn
245

999
Gly

cta
Leu

999
Gly

tgg
Trp
70

cte
Leu

cce
Pro

cag
Glin

gca
Ala

gag
Glu
150

aga
Arg

gct
Ala

tac
Tyr

ttc
Phe

tca
Ser
230

cea

Pro

ata
Ile

caa
Gln

teg
f.eu

55

aar
Asn

teqg
Ser

gag
Glu

ctt
Leu

gat
Ryp
135

agg
Arg

999
Gly

atg
Met

cct
P:o

cag
Gln
215

aat
Asn

tet
Ser

gtt
val

aca
The

cet
Pro

gaqg
Glu

cag
Gln

gtt
Val

aaa
Lys
120

992
Gly

ggt
Gly

cag
Gln

gac
Asp

agt
Ser

200

gaa
Glu

qgaa
Glu

gaqg
Glu

gat
Asp

att
Ile
280

gta
Val

cte
Leu

ctt
Leu

gte
vVal
105

aca
Thr

99s
Gly

gag
Glu

ata
Ile

aaa
Lys
185

ctg
Leu

tct
Ser

ctg
Leu

cac
His

aga
AXg
265

att
Tle

aaa
Lys

ata
Ile

gca
Ala
90

ggt
Gly

gga
Gly

gte
val

ata
Ile

caa
Gln
170

gct
Ala

gtt
val

gga
Gly

qtt
val

aag
Lys
250

gat
Asp

aag
Lys

aca
The

Aca
Thr
15

ttt
Phe

99a
Gly

aga
hrg

cec
Pro

gaa
Glu
155

cat
His

atg
Met

gtt
val

gca
Ala

act
Thr
235

cag

Gln

cta
Leu

ttet
Phe

434

482

530

578

626

674

722

770

818

866

962

1010

1058

1106
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cet
Pro

tet
Phe
300

('fJf'

Arg

ttg
Leu

cte
Leu

gta
Val

tta
Leu
K110

ctc

Leu

ctc
Leu

cqga
Arg

gttt
Val

tta

Leu
460

gac

3gQ
Arg

cca
Pro

cct
Pro
285

cgt
Arg

tca
Cer

att
lle

tca
Ser

ctt
Leu
365

qtqg
val

tee
Fhe

<99
Arg

tat
Ty«

ggt
Gly
445

acc
Thr

gta
val

cag
Cln

att
Lle

aca
Thr

tte
Phe

qtg
val

gga
Gly

cCct
Pro
350

qaa
Glu

CARA
Gln

cte
Leu

tgg
Trp

tat
Tyr
430

agqg
Arg

c99
Arg

aga
Arg

cta
Leu

cgt
Arg
510

cge
Arg

tct
Ser

gat
Asp

aag
Lys
335

gat
Asp

aqq
Arg

get
Ala

gta
val

tat
Tyr
415

qgQc
Gly

gag
Glu

cag
Gln

aat
Asn

tta
Leu
495

tca
Ser

acec
Thr

ttg
Leu

tgg
Tip
320

tg9g
TIp

(243
Phe

gct
Ala

cee
Leu

dac
AsSn
400

ata
Ile

aca
Thr

gat
Asp

aca
Thr

gta
val
480

tca
Ser

cca
Pro

ttg
Leu

atg
Met
305

agt
Scx

983
Glu

gaa
Glu

qgat
Asp

€qq
Arg
kY1)

cgt
Arg

tta
Leu

tat
Tyr

999
Cly

gac
Asp
165

age

Arg

992
Gly

tta
Leu
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goe
Glu
290

tct
Ser

gat
Asp

atg
Met

agc
Ser

gat
Asp
370

rtre
Ehe

gct
Ala

gtt
val

gac
Rep

gat
Asp
450

cte

Leu

ggt
Gly

gtt
val

gca
Ala

gtg
val

gag
Glu

aac
Acn

ate
Ile

gac
Asp
355

qaa
Gla

gaa
Glu

ttg
Leu

gsg
Glu

atg
Mot
435

gaa
Clu

act
Thr

agc
Ser

ttc
Phe

cCa
Prou

515

got
Asp

aag
Lys

caa
Gln

gat
Asp
340

gaa
Glu

qaa
Glu

aga
Arg

tcc
sSer

ctt
Leu
420

ctt
lLeu

Qat
Asp

gct
Ala

gca
Ala

agt
Ser
500

act

The,

gog
Glu

aaa
Lys

Qaa
Glu
325

gtg
val

gtt
val

tta

Leu

tetr
Ser

aac
Asn
405

Cal

His

gaa
Gln

goa
Cly

caa
Gln

Caa
Gln
485

gag
Glu

ctt
Leu

Jag
Lys

gct
Ala
310

gct
AMa

gect
Ala

cgu
Arq

cag
G'n

qac
Asp
390

atc
Ile

agt
Ser

aac
Aen

tee
Phe

ttg
Leu
470

aag

Lys

ctt
Leu

ctc
Leu

caa
Gln
295

cta
Ley

aag
Lys

qat
Asp

99t
Gly

tgc
Cys
375
aag
Lys

gaa
Glu

cct
Pro

agt
Ser

cga
Arg
435

tge
Cys

adaa
Lys

aca
The

cta
Leu

ttg
Leu

acqg
Thr

caa
Cln

gca
Ala

tat
Tyx
160

tat
Tyr

tce
Ser

att
Ile

gca
Ala

atg
Met
440

ctg
Leu

tce
Ser

att
Ile

aac
Asn

aca
Th«
520

gtg
val

aaa
Lys

qgct
Ala

cta
Leu

345

gct
Ala

tta
lL.eu

cgt
Arg

qct
Ala

tat
Tyr
425

atg
Met

tgg
Trp

att
Ile

qaa
Glu

tee
Phe
505

gga
Gly

tgg
Trp

tte
Phe

gtt
Val
330

gag
Glu

gtc
Val

ctc
Leu

cta
Leu

agce
Ser
410

gca
Ala

aaa
Lys

cag
Gln

atg
Met

aaa
Lys
490

qat
Asp

gtt
val

aag
Lys

gtc
val
318

gag
Glu

ctt
Leu

agc
Ser

cag
Gln

gca
Ala
393

ttc
Phie

aga
ALg

ttg

Leu

agt
Sar

aag
Lys
475

ttg
Leu

gaq
Glu

gtg
Val

1154

1202

1250

1298

1346

1394

1442

1490

1538

158¢

1634

le82

1730

1778

1826
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cct
Pro

aca
Thr
540

ggt
Gly

atg
Met

tac
Ty

agt
Ser

agt
Ser
620

acqg
Thr

gte
Val

‘et

Leu

ctt
Leu

gaa
Clu
700

. rte

Phe

agt
Ser

gac
Asp

caa
Cln
525

tet
Phe

gat
Asp

gac
Asp

cga
Arg

tec
Ser
605

tac
Tyr

qct
Ala

att
Ilec

cta
Leu

999
Gly
€85

atg

Met

aag
Lys

ctc
Leu

atce
Ile

gaa
Clu

Lys

gac
Asp

cgqa
Arg

gtt
Val
590

age
Ser

cta
Leu

caa
Gln

aca
Thr

act
Thr
670

cga
Arg

gtt
Val

tee
Ser

att
Ile

tct
Ser
750

teg
Ser

A4ACx

Thr

ctc
Leu

cta
Leu
575

ctt
Leu

tet
Ser

cayg
Gln

tgt
Cys

tac
Tyr
653

gat
Asp

gac

gag
Glu

tac
Tyr

ttg
Leu
735

gcc
Ala

tct
Serz

gca
Ala

cgg
Arg
560

ctc
Leu

gca
Ala

ctt
Leu

aaqg
Lys

ttg
Leu
640

ata
Ile

‘gat

Asp

CCa
Pro

gce
Ala

tgc
Cys
120

aat

Asn

gat
Asp

ata
Ile

aat
Asn
545

caa
Gln

aaa
Lys

act
Thr

gca
Ala

ttc
Phe
625

gag
Glu

ttg
Leu

993
Gly

aag
Lys

atq
Met
705

tqe
Cys

cta
Leu

gaa
Glu
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ttt
Phe
530

g9¢
Gly

gat
Asp

tta
Leu

gqa
Gly

cag
Gln
610

cat
His

aca
Thr

g99g
GCly

tge
ALg

cCa
Pro
680

ggt
Gly

gaa
Glu

tte
Phe

agce
Ser

aag
Lys

gg9a
Gly

cag
Gln

qaa
Glu

caa
Glan
595

ate
Ile

cnt
Xaa

ttc
Phe

gtt
Val

ctt
Leu
675

tiy
Phe

qqt
Gly

gea
Ala

aag
Lys

gga
Gly
758

agt
Sear

aca

Thr

ttg
Leu

aat
Asn
580

gat
Aap

cta
Leu

gat
Asp

ata
Ile

g9qa
Cly
660

ettt
Phe

ccg
Pro

qgca
Ala

tac
Tyr

ctg
Leu
740

ggt
Gly

gce
Ala

tce
Ser

gtt
val
565

cta
Leu

gaa
Glu

tca
Ser

gag
Glu

aaa
Lys
645

gac
Asp

cat
His

cca
Pro

qaa
Clu

Aac
Asn
125
atg
Met

cte
Leu

ttg
Leu

aag
Lys
550

att
Ile

gat
Asp

399
Gly

gaa
Glu

gat
Asp
630

aqc
Ser

agg9
Arg

gtt
val

ccg
Pro

agc
Ser

710

att
Ile

gag
Glu

aag
Lys

aac
Agn
535

att
Ile

caa
Gln

ttg
Leu

atg
Met

cat
His
615

ggt
Gly

tac
Cys

cat
His

gac
Asp

atg
Met
695

caa
Cln

ctg
Leu

cga
Arg

ctc
Leu

cct
Preo

att
Ile

acg
Thr

cac
His

ctt
Leu
LL1H19]

cgc
Arg

cct
Pro

qcc
Ala

ctyg
Leu

tte
Phe
680

aag
Lys

tat
Tyr

299
Arg

tca
Ser

cag
Gln
760

ttg
Leu

tac
TYyr

gtt
Val

ctt
Leu
585

gaa
Glu

agt
ser

(344
Phe

Qgt
Gly

gat
Asp
665

gct
Ala

ttg
Leu

tac
Tyr

aag
Lys

gg9¢
Gly
745

gag
Glu

cgce
Arg

asa

Lys

tct
Ser
570

act
Thr

ttt
Phe

att
lle

ggt
Gly

tac
Tyc
650

aat
Asn

ttt
kne

tgt
Cys

aca
Thz

tcec
Serx
730

att
Ile

aaa
Lys

ctg
Leu

aag
Lys
555

ttg
Leu

cca
Pro

att
Ile

aca
Thr

ata
Ile
635

tct
Ser

ctt
Leu

ate
ile

aag
Lys

agg
715

agce

Ser

ccg
Pro

tte
Phe

1874

1970

2018

2066

2114

2162

2210

2306

2354

2402

2450

2498

2546
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cq9
Azg

ttq gat
Leu Asp
165

atc
Ile
180

aac gat
Asn Asp

cat
His

aga tgg
Arg Trp

tgaatctgta
gatggaagct
gggctgatge
tcagttgtca
gtcagatgta
ggaatacqgtg
trttqgagga
ttatttgagt
gtactaggtt
aaaaaaaqgqgqg

<210>2

<211> 803
<212> PTR
<213> Zea mays

<400> 2

Met Val

Ser His
Thr Asp
Gly
Gly

65
Arg

Pro
Asp
Ser Ser
Phe Asn
Pro

130
Val

Tp

Lys
145
val Asn

Arqg Leu

Arg Lys

Glu His
210
Ala Pro
225

Leu Gly

crg
Leu

gac
Asp

age
Ser

gtg
Val

gac
Asp

agt
Ser

ES 2296 337 T3

gagq
Glu
770

gag
Glu

gct
Ala

ctg
Leu

785

caa
Gln
800

gct
Ala

catgctqact
taggcgectta
agggcatgqgg
cttgtgatag
tatatgcget
atggtttagg
ttatataatc
tgttaataqgg
gaaactcata
cggccq

Gly Gly

Leu
20
Lys

Pro
Gln

Ile Gln

Lys Tyr

Leu Thr

Gly Glu
100
Ser Lys
115
Thr Lys

Pro Arg

Lys Tyr

tat
Tyr

Gly
Ala
val
Phe
Cys
Ser
85

Asn
Arg
Glu

Asn

Glu

c9qg
Arg

tgg
Trp

gtcacaagcc
gcatttgggg
caatcttcert
tagaattccg
aatgtataaa
gcctgtttge
tggattatat
attcttregt
tatgegatga

Asn Glu

Phe Arg

Pro Glu

Phe

Val

Leu

gct
Ala

ata
Ile

cat
His

ttc
Phe

cct
Pro

caa
Gln
790

ttc ttc cag gat
Phe Phe Gln Asp

7175

atg gtt gag acc
Met Val Glu Thr

ctt
Leu

atc
ille
795

taacacaagc taatgtcgta gaagcaagtg

acggtattaa
ttcaagctgc
cgtgccggtg
tcacgcactg
atcaacttca
ttaccccatg
aatctgaqta
atgaggaaga
acaatgtaac

Phe
10
His

Arg
Leu

Phe Val

40

Gly Leu
55
Trp Asn
70

Leu Ser

Pro Glu

Gln Leu

Pro
Glu
Gln
val

Lys

val Lys

Leu Ile

Leu Ala

Val
105
Thr

Gly

Gly

120

Ala Asp
135
Glu Arg
150

Arg Gly

165

Ala Phe
180
Ala Asn
195
Arg 1lle

val Ser

Arg Thr

Ser
Leu
val
Leu

Asn

Ala Met

Tyr Pro

Gly
Gly
Gln
Asp

Ser

Gly val

Glu Tle

Ile Gln
170
Lys Ala
185

Leu val

200

Phe Gln
215
Ser Asn
230

Pro Ser

245

Glu

Glu

Glu

Ser Gly

Leu Val

His Lys

250

gcgagaaacg
nccgeatctg
acacccagga
ctgtagacct
gtagcaaatt
gattatataa
gttctgtttg
caagaatgcc
aaaaaaaaaa

Phe Leu Ser

Ala Glu His

Glu Cys Lys
45
Thr Arg Leu
Thr
75

Phe

Leu Ser

Thr val

Gly Thr

Arg Gln Lys
125
Thr Thr
140

Arg

Pro

Glu Leu

-155

His Val Asp

Met Glu Lys

val Glu Leu

205

Ala Asn Phe
220

Thr Val

235

Gln

Trp

Leu Lys

acacttgatg
cgaattgatt
attcgqgttyg
atgggcattc
tgtgaatacc
tctggattat
tttacccaga
ctctatatret
aasaaaaaaa

Cys Asp
15

Leu

Ile

Ile
30
Leu

Leu

Tyr Ile

Glu Pro Ser

Thr Lys Tyr
80
Trp Asp Val
Ile
110

Leu

Phe Leu

Arg Leu

Thr Pro Gly

Glu Arg Leu
160
Leu Asp
175

Cys

TIp

Glu
190
Cys

Glu

Ser Phe

Tyr Thr Pro

Asp Pro Glu
240
Ala Lys

255

Leu

2594

2642

2696

2756
2816
2876
29136
2996
3056
3116
3176
3236
3252
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Ser Leu
Glu Arg

Leu Glu
290

Met Ser

305

Ser Asp

Glu Met
Glu Ser

Asp Aap
3170

Arg Phe

385

Arg Ala

Leu Val
Tyr Asp

Gly Asp
450

Asp Leu

465

Arq Gly

Gly Val
T.eu Ala

Ile Phe
530

Asn Gly

345

Gln Asp

Lys Leu
Thr Cly

-Ala Gln
610

Phe His

625

Glu Thr

Leu Gly
Gly Arg

Lys Pro
G90

Met Gly

705

Cys Glu

Leu Phe

Glu Ser

Asp Glu
770
Ser Ala
785
Tyr Trp
<210>3
<211>22
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

Thr
Lys
215
Val
Glu
Asn
Tle
Asp
355
Glu
Glu
Leu
Glu
Met
435
Glu
Thr
Ser
Phe
Pro
515
Lys
Gly
Gln
Glu
Cln
585
lle
Xaa
Phe
Val
Leu
675
Phe
Gly
Ala

Lys

Gly
755
Glu
Leu

Arg

Arg
260
Leu
A=p
Lys
Gln
Asp
340
Glu
Glu
Arg
ser
Lau
420
Leu
Asp
Ala
Ala
Ser
500
Thr

Ser

“Thr

Leu
Asn
5680
Asp
Leu
Asp
lle
Gly
660
Phe

Pro

Gly
Ala

Phe

Gly
Leu
Glu
Lys
Glu
325
Vval

val
Leu
Ser
Asn
405
His
Glu
Gly
Gln
Gln
4RS
Glu
Leu
Ala
Ser
val
565
Leu
Clu
Ser
Glu
Lys
645
Asp
His
Pro
Glu
Asn

725
Met

Leu
Ile

Pro
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ile
Gln
Ly=
Ala
310
Ala
Ala
Arg
Gln
Asp
390
Ile
Ser
Asn
phe
Leu
470
Lys
Leu
Leu
Leu
Lys
330
Ile
Rsp
Cly
Glu
Asp
630
Ser
Arq
val
Pro
Ser

710
Ile

Lys
His

Gln
790

val
Thr
Gln
295
Leu
Lys
Asp
Gly
Cys
375
Lys
Glu
Pro
Ser
ALg
455
Cys
Lys
Thr
Leu
Asn
535
Ile
Gln
Leu
Met
His
615
Gly
Cys
His
Asp
Met
G95
Gln

Leu

Arg

Leu

Phe
775
Met

Asp
Ile
280
l.aun
Thr
Gln
Ala
Tyr
360
Tyt
Ser
Ile
Ala
Met
440
Leu
Ser
Ile
Asn
Thr
520
Pro
Ile
Thr
His
Leu
600
Arg
Pro
Ala
Leu
Phe
680
Lys
Tyz
Arg

Ser

Gln
760
Phe

val

Arg Asp Leu
265
Ile Lys Phe

Val Trp Ly«

Lys Phe Val
315
Ala Val Glu
330
leu Glu Leu
345
Ala val Ser

Leu Leu Gln

Arg Leu Ala
395
Ala Ser Phe
410
Tyr Ala Arg
425
Met Lys Leu

Tip Gln Se:i

Ile Met Lys
475
Glu Lys Leu
4910
Phe Asp Glu
505
Gly Val val

Leu Arg Leu

Tyr Lys Lys
353
Val Ser Leu
570
Leu Thr Pro
585
Clu Phe Ille

Ser Ile Thr

Phe Gly Ile
635
Gly Tyr Ser
650
Asp Asn Leu
665
Ala Phe Ile

Leu Cys Lys

Tyr Thr Arq
718
Lys Ser Ser
730
Gly lle Pro
745

Glu Lys Phe
Gln Asp Leu

Glu Thr Ile
795

Lys
Pro
Phe
J00
Arg
Leu
leu
val
Leu
380
Leu
Leu
Arg
val
Leu
460
Asp
Arg
Pro
Pro
The
540
Gly
Met
Tyr
Ser
Ser
620
Thr
Val
Leu
Leu
Glu
700
Phe

Ser

Asp

Arg

Ile
780
His

Pro
Pro
285
Arg
Ser
Ile
Ser
Leu
365
Val
Phe
Arg
Tyr
Gly
445
Thr
Val
Gin
Ile
Gln
525
Phe
Asp
Asp
Arg
Serx
605
Tyr
Ala
Ile
Leu
Gly
685
Met
Lys
Leu

Ile

Leu
765
Asn

Arg

Ser
270
The
Phe
val
Gly
Pre
350
Glu
Gln
Leu
Trp
Tyr
430
Arg
ALy
Arg
Leu
Arg
510
Glu
Lys
Asp
Arg
val
580
Ser
Leu
Gln
Thr
Thx
670
Arg
val
Ser

Ile

Ser
750

Asp
Asp

Trp

Ser
Acg
Ser
Asp
Lys
335
Asp
Arg
Ala
Val
TYr
415
Gly
Glu
Gln
Asn
Leu
495
Serx
Ser
Thr
Leu
Leu
57S
Leu
Ser
Gln
Cys
Tyr
655
Asp
Asp
Glu
Tyr
Leu

735
Ala

Leu
Ser

Ala

Asn
Thr
Leu
Trp
320
Tcp
Phe
Ala
Leu
Asn
400
Ile
Thr
ASp
The
Val
400
Ser
Pro
Ser
Ala
Arg
360
Leu
Ala
Leu
Lys
Leu
640
Ile
Asp
Pro
Ala
Cys
720
Asn

Asp

Asp
Val

Gln
800
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<220>
<223> cebador

<400> 3

ccgcttctec tcaccttect ct

<210> 4

<211>22

<212>ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador

<400>4
tggcttgtga cagtcagceat gt

<210>5

<211> 1428
<212> ADN
<213> Zea mays

<220>

<221> CDS
<222> (118)...(1176)

<400> 5

ES 2296 337 T3

ccecgggtcga cccacgcgtc cgggtgecccg cccgcacaca
ccgeteecgeg tteccttete tcggtcocgcecg ctactggect

tct
Ser

9tg
val

ggc
Gly

999
Gly
5

cct
Pro

gcg
Ala

ccg
Pro
20

gag
Glu

cg99
Atg

qgag
Glu
35

gtc
val

gtg
Val

ttc
Phe
50

ctc
Leu

cag
Gln

ccce
Pro

tgc
Cys

gce
Ala

gtg
Val

aag
Lys

qtg
vVal

gcg
Ala

999
Gly

cte
Leu

9499
Gly

gag
Glu

tac
Tyrc
40

cq9g

acqg
Thr

gag
Glu

gcg
Ala

gg9g9
Gly

gag
Glu
10

ccg
Pro

ctc
Leu

ctc
Leu

999
Gly

gtg
val

acg
Thr

gce
Ala

gag
Glu

acg
Thr

agg
Arg
€60

ccacctgtcc ccgctccoget
tcgcteggtc cgccgeqg atg
Met
1

gcq
Ala

gac cgc gcg

Ala

9cg
Ala
15

cct.
Pro

cecg
Pro

cee
Pro

gcg
Ala
30

gcg
Ala

aag
Lys
45

aag
Lys

gce
Ala

aag
Lys

agc
Ser

aaa
Lys

aag
Lys

atc
Ile

gga
Gly

ttg
Leu
65

60
120

168

216

264

312
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(44
Phe

gac
Asp

gay
Glu

g9c
Gly

tet
Ser

1390

CqC
Arg

gct
Ala

ttg
Leu

crg
Leu

gtt
val
210

gta
val

aat
Asn

gca
Ala

cca
Pro

aga
Arg
290

gte
val

att
Ile

gaa
Glu

gca
Ala
115

gaa
Glu

gtg
val

gca
Ala

qtg
Val

aecc
Thc
195

ggt
Gly

cgt
Arg

gct
Ala

gat
Asp
ttg
275

cta
Leu

gct
Ala

gtt
Val

tat
Tyr
100

ata
Ile

teqg
Leu

cct
Pro

gtt
Val

qcqg
Ala
180

aan

Lys

gte
val

cgqg

999
Gly

gat
Asp
260

ctt
Leu

ttc
Phe

att
Ile

ctt

Leu
85

agg
Arq

gca
Ala

gac
Asp

«aa

Lys

499

165

aaqg
Lys

ctt
Leu

atyg
Met

tee
Phe

gta
val
245

gca

Ala

gag
Glu

aac
Asn

gat
Asp
70

cat
Mis

gag
Glu

aac
Asn

tca
Ser

cag
Gln
150

agg
Argq

tce
Ser

gag
Glu

tte
Phe

tca
Ser
230

ttt
Phe

gat
Asp

atc
Ile

att
Ile

cag
Gln

aag
Lys

gct
Ala

ttg
Leu

ecg
Pro
135

cta
Leu

Ala

cat
His

ccc
Pro

aag
Lys
215

ctt
Leu

cgg
Arg

ctt
Leu

ttg
Leu

gat
Asp
295

ES 2296 337 T3

aaa
Lys

ttg
Leu

cac
His

cta
Leu
120

art
Ile

ttce
Phe

99¢c
Gly

qaqg
Glu

cet
Pro
200

9ty
val

cca
Pro

ttt
Phe

gac
Asp

gca
Ala
280

atg
Met

cqt
Arg

act
Tht

cCca
Pro
105

gat
Asp

gre
Val

att
lle

ctc
Leu

cta
Leu
185

rtta
Leu

tac
Tyr

aat
Asn

cca
Pro

cce
Pro

265
cga

Arg

ate
Ile

cca
Pro

993
Gly
90

gaa
Glu

cge
Arg

atg
Met

cat
Asn

tct
Ser
170

tcec
Ser

grr
Val

att
Ile

gtc
Val

agg
Arg
250

g9t
Gly

gag
Glu

agg
Arg

ttq
Leu
75

aag
Lys

gtt
Val

caa
Gln

ttc
FPhe

act
Thr
155

ctc
Leu

ctqg
Leu

ctt
Leu

gtt
val

gat
Asp
235

gtc
val

gtt
val

ctg
Leu

gag
Glu

tct
Ser

999
Gly

acl
Thr

tet
Ser

tct
Ser

140

‘gat
Asp

cca
Pro

qct
Ala

cag
Gln

999
Gly
220

gaa
Glu

tct
Ser

get
Ala

cgg
Arg

cac
His
300

gat
Asp

tg9g
TIp

gtt
val

atg
Meaet
125

tct
Ser

ccec
Pro

ttg
Leu

tat
Tyc

gaa
Glu
205

gat
Asp

g9t
Gly

gt
cys

gaa
Glu

cga
Arg
285

gga’

Gly

caa
Gln

cag
Gln

ctt
Leu
110

ctt
Laeu

gca
Ala

tca
Ser

gtg
Val

gat
Asp
190

Tttt
Phe

9C.

Ala

gat
ASp

gct
Ala

ctt
Leu
270

cga

Arg

aca
Thr

g9t
Gly

Caa
Gln

95
gat
Asp

caa
Gln

99t
Gly

tca
Ser
gca
17s
cca

Pro

gtt
Val

ate

Ile

ctg
Leu

gca
Ala
255

cct
Pro

ctg
Leu

aga

cca
Pro
60

ttg
Leu

cca
Pro

gaa
Glu

aaa
Lys

ata
Ile
160

aaa

Lys

act
Thr

nac
Asn

agg
Arg

tcq
Ser
240

gce
Ala

ccg
Pro

g9t
Gly

gac

ttr
Phe

ctg
Leu

cet
Pro

gta
Val

gta
Val
145

cca
Pro

cce
Pro

tca
Ser

cat
Hia

gtt
val
225

aat

Asn

agc
Ser

aga

ctt
Leu

cgg
Arg

305

360

108

456

504

$52

600

648

696

792

840

888

936

984

1032
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ttt tat gtc ata gac atg aac tac ttt cct ggg tac
Phe Tyr Val Ile Asp Met Asn Tyr Phe Pro Gly Tyr
310 315

ggq tac gag cac gtg ttc acc gac ttc ctg ctqg agc
Gly Tyr Glu His Val Phe Thr Asp Phe Leu Leu Ser
325 330

gag tac aag agg cga cca agc tat agc tcc cta ggc
Glu Tyr Lys Arg Arg Pro Ser Tyr Ser Ser Leu Gly
340 345

tgaaaagtga ggccgaggct actcggeggg ggtgecctgt atatgtctag
gcgtgegtge gtgcgtacag atgtgrtgeg tgacgggaga ggatgggtcg
gcatcactgc atcacatcag tggccgcgat aaaaagaagc gaggactgtet
aattaaattg ttactttgca ggtgctaact gttcatgctt caaaaaaaaa

aaagggcgge cg

<210> 6

<211> 353
<212> PRT
<213> Zea mays

<400> 6

Met Val Ser Gly Gly Cys Val Gly Thr Glu Gly
Ala Ala Pro Pro Glu Ala Ala Glu Glu Pro Val

Ala Arg Glu Val Vval Val Gly Tyr Ala Leu Thr
35 40
Ser Phe Leu Glo Pro Lys Leu Arg Gly Leu Ala

Leu Phe Val Ala Ile Asp GIn Lys Arg Pro lLeu
65 70 75
Phe Asp Ile Val Leu His Lys Leu Thr Gly Lys
85 90
Leu Glu Glu Tyrx Arg Glu Ala His Pro Clu Val
100 105
Pro Gly Ala Ile Ala Asn Leu Leu Asp Arg Gla
115 120
Val Ser Glu Leu Asp Ser Pro Ile vVal Met Phe
130 135
Val Arg Val Pro Lys Gln Leu Phe Ile Asn Thr
145 150 155
Pre Ala Ala Val Arg Arg Ala Gly Leu Ser Leu
165 170
Pro Leu val Ala Lys Ser His Glu Leu Ser Leu
180 185
Ser Leu Thr Lys Leu Glu Pro Pro lLeu Val Leu
195 200
His Val Gly Val Met Phe Lys Val Tyr Ile Val
210 215
vVal Val Arg Arg Phe Ser Leu Pro Asn Val Asp
225 230 235
Asn Asn Ala Gly Val Phe Arg Phe Pro Arg Val
245 250
Ser Ala Asp Asp Ala Asp Leu Asp Pro Gly Val
260 265
Arg Pro Leu Leu Glu Ile Leu Ala Arg Glu Leu
275 280
Leu Arg Leu Phe Agn Ile Asp Met [le Arg Glu
290 285

Arg Phe Tyr VvVal lle Asp Met Asn Tyr Phe Pro
305 310 315
Pro Gly Tyr Glu His Val Phe Thr Asp Phe Leu
325 330
Lys Glu Tyr Lys Arg Arg Pro Ser Tyr Ser Ser
340 345

99¢
Gly

ctt
Leu

tca
Ser
350

Glu
Val
Thr
Arg
60

Ser
Gly
Thr
Ser
Sec
140
Asp
Pro
Ala
Gln
Gly
220
Glu
Ser
Ala
Arg

His
300

aaa
Lys

gce
Ala
335

ggc
Gly

Ala
Pro
Lys
45

Lys
Asp
Trp
vVal
Met
125
Sex
Pro
Leu
Tyt
Glu
205
Asp
Gly
Cys
Glu
Arg

285
Gly

atg
Met
320
cag
Gln

gaa
Glu

Asp
Ala
30

Lys
Lys
Gln
Gln
Leu
110
Leu
Ala
Ser
val
Asp
190
Phe
Ala
Asp
Ala
Leu
270
Arg

Thr

Gly Tyr Gly Lys

Leu Ser Leu Ala

cec
Pro

aaa
Lys

999
Gly

Axg
15

Pro
Ala
Gly
Gly
Gln
95

Asp
Gln
Gly
Ser
Ala
175
Pro
val
Ile
Leu
Ala
255

Pro

Leu

Arg’

catccgcaat
tagagttgqg
gataggctgt
aaaaaaaaaa

Ala
Pro
Lys
Ile
Pro
80

Leu
Pro
Glu
Lys
1le
160
Lys
Thr
Asn
Agg
Ser
240
Ala
Pro

Gly

Asp

Met

320

335

Leu Gly Ser Gly
350

Gln

Glu

1080

1128

1176

1236
1296
1356
1416
1428
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<210> 7

<211> 1059
<212> ADN
<213> Zea mays

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)...(1059)

<223> n = cualquier base; n, y, r, h son como se muestran en WIPO Standard ST.25 (1998), Apéndice 2, Tabla 1

<400> 7

<210> 8

atggtntcng
gargechgeng
gcenctnacna
aaraarggna
ttygayathg
cgngargchnc
gaycgncart
tcngcocnggna
ccngengeng
aartcncayg
ctngtnctnc
gaygcnathe
aayaaygang
gcngayctng
cgngarctnc
ggnacncgng
ccnggntayg
cgncgncent

gnggntgygt
argarccngt
cnaaraargc
thetnttygt
tnctncayaa
ayccngargt
cnatgctnca
argtncghgt
tncgnegngce
arctntenct
argarttygt
gngtngtncg
gngtnttycg
ayccnggngt
gncgnegncet
aycgnttyta
arcaygtntt
cntaytcntc

<211>22
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 8

ttctcetegt cgeegetact gg

<210>9

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador

<400>9

agcatgaaca gttagcacct

<210> 10
<211> 1931
<212> ADN

ES 2296 337 T3

nggnacngar
ngtncecngen
naartcntty
ngcnathgay
rctnacnggn
nacngtnctn
rggngtntcn
nccnaarcar
nggnctntcen
ngcntaygay
naaycaygtn
ncgnttytcen
nttyccncgn
ngcngarctn
nggnctnegn
ygtnathgay
yacngaytty
nctngenten

ggngargeng
cecnceongenc
ctngarccna
caraarcgnc
aarggntggc
gayccnceng
garctngayt
ctnttyatha
ctncecnctng
cchacntenc
ggngtnatgt
ctncchnaayg
gtntcntgyg
ccnccncgne
ctnttyaaya
atgaaytayt
ctnctntcnc
ggngarggn

10

aycgngcngc
gngargtngt
arctncgngq
cnctntcenga
arcarctnct
gngcnathge
cnccnathgt
ayacngaycc
thgcnaarce
tnacnaarct
tyaacgtnta
tngaygargg
cngcngentce
cnctnctnga
thgayatgat
tycecnggnta
tngcncaraa

ngcnccneen
ngtnggntay
nctngcnegn
ycarggncen
ngargartay
naayctnctn
natgttytcn
ntcntcenath
nctngtngen
ngarccncen
yathgtnggn
ngayctntcn
ngcngaygay
rathctngen
hcgngarcay

‘yggnaaratg

rgartayaar

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

1020
1059
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<213> Zea mays

<400> 10

<210> 11

<211> 510
<212> PRT

ggcacgagca
cttcgcatte
tcgagagccc
cgacggagct
ccgtcaagta
99tggggagg
tctcatgggce
cctccaccat
tccrtcccat
acctggccga
ggccctacat
ctaaccaggg
agatcatcaa
tgtggactge
agaatctact
ccattgcctg
tgcctggget
agagtggaca
agcccacctc
cccctcaaac
cgagcaatgce
atgtgccgta
tgggcggcaa
ctatcatcct
agggagagga
aggcacccct
tgctggagaa
agtacaaytg
gaaaqqcqagqg
cctagtcatt
ttagcggcac
ctcggeatte
daaaazaaaa

<213> Zea mays

<400> 11

gcagcctect
cattcgaaaa
ccacgtgcgg
ggtacacgag
caacttcegg
caacaacggg
gaccaaggac
cagagtcgqggce
agtgaaccca
ctccatgacce
ggagtccatg
ctctcgegece
ggatatcaqq
aaacactgaa
ggcatctgtg
tgtcatqgaa
gattgatctt
gaccaagatg
aatcgtgagce
attcaggtcc
catcctctat
cgtgggagac
gaacaccatc
tgatctggtg
caaattccac
ggttceceect
catcatqgagg
ayccaaylgg
attagcrqtg
gctgttgcge
ggagcctgta
ctagtgttgg
a

Met

Pro

His

val

Met

val

Gln

Val

Phe
Met
Glu
Lys
50

Leu
Ile
Gln

Gly

Ile
Glu
Gly
35

Tyt
val
Ala
Ala

Ser
115

Glu
Ile
Lys
Asn
Cly
Asn
Asn

100
Tyr

ES 2296 337 T3

tcctectcte
9aggggagga
tacggcccga
ggcaaggacg
accagaaccg
tccacgctga
aaggtgcagc
agctacaacg
gacgacattg
agggccaagg
gtgccacttce
aacagtgtca
qagtttaaqg
aggtatagca
gacaagaacg
9gggtgccgt
gctataaaaa
aaatctgtct
tacaaccact
aaggagatct
gagcccggeg
agcaagaggg
gtgctgecaca
ctettggerqg
tcecrtccacce
ggcacaccgg
gcctgegttg
cgtgcecectge
ggattgtgte
ttttgtatte
attgtattgt
ttaaaagtcg

Ser Phe Arg

Glu Ser Glu

Asp Gly Ala

Phe Arg Thr

Trp Gly Gly

Arg Glu
85
Tyt

Gly

Tyr Gly

Asn Gly Glu

actctecgctc
aaggcaagat
tggagatcga
gcgecctcacqg
ccgtcoceccaa
cggctgggge
aagccaacta
99g9aggagat
tgttcggagyg
tgcrggatat
ccggtatcta
tcaagggcac
agaagaacaa
atgtgtgcgce
aagcggaggt
tcatcaatgg
Acaactgctt
tggtcgattt
tgggaaacaa
ccaagagcaa
agcatcccga
ctatggacga
acacctgtga
agctcagcac
cggtggccac
tggtgaacgc
ggctggeccece
agcgcgagge
gggcttgtcg
gtcggacccg
stgataatgt
ttcgacagca

gcgetgeget
gttcatcgag
gtcggagtac
ctgggtcegte
gctcggggtg
cattgccaac
ctacggctce
ctatgcgccy
ctgggacatt
tgacctgcag
tgatccggac
caagaaagaa
agtggacaaq
tggtctcaac
atcaccatca
gagcccccag
gattggtggt
cettgteggt
cgatggcacg
cqgtggtggat
tcatgtcgtt
gtacacctca
ggactcgcte
caggatccag
catcttgagt
tctggccaag
agagaacaac
tagctgctgg
tgttteettt
taactaccag

‘gatcgagggt

acttatcgac

cgctacctcyg
agcttcegeg
cggtacgaca
cgccccaagt
atgcttgtgg
agggagggga
ctcacccacqg
ttcaagagcc
agcaacatga
aagcagctca
ttcatcgcgg
caggtggagc
atagttgtgt
gacacgatgg
acactatatg
aacacctttg
gacgacttca
getggaataa
aacctgtctg
gacatggtct
gtcatcaagt
gagatcttca
ctcgecgcac
ctgaaagctg
tacttcacca
cagaqgqgqgcqga
atgatcttgg
aagggaacta
tgcgtrctrt
ggctctgcecta
gctacttecec
cCadaaasaa

val
Tyt
Ser
Arg
Asn
Ile
Ser

Glu
120

11

Glu
Arg
25

Arg
Thr
Asn
Ser
Leu

105
lle

Ser
10

Tyr
Trp
Ala
Gly
Trp
Thr

Tyr

Pro His val

Asp Thr Thr

Val Val Arg

45

Val Pro Lys

Ser Thr Leu

Ala Thr Lys

His Ala Ser

Ala Phe

125

Pro

Glu
30

Pro
Leu
Thr
Asp
Thr

110
Lys

Tyr
Leu
Lys
Gly
Ala
Lys
9S

Ile

Ser

Gly
Val
Ser
val
Gly
Val
Arg

Leu

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1931
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Leu Pro Ile Val Asn Pro Asp Asp
130 135
Ser Asn Met Asn Leu Ala Asp Ser
145 150
Ile Asp Leu Gln Lys Gln Leu Arcg
165
Ley Pro Gly Ile Tyr Asp Pro Asp
180
Acrg ARla Asn Ser Val Ile Ly< Gly
195 200
Ile Ile Lys Asp Ile Arg Glu Phe
210 215
Ile Val Val Leu Trp Thr Ala Asn
2235 230
Ala Gly Leu Asn Asp Thr Mest Glu
245
Asn Glu Ala Glu Val Ser Pro Ser
260
Met Glu Gly Val Pfro Pfhe Ile Asn
215 280
Pro Gly Leu Ile Asp Leu Ala Ile
290 295
Asp Asp Phe Lys sSer Gly Gln Thr
305 310
Phe Leu Val CGly Ala Gly Ile Lys
325
His Leu Gly Asn Asn Asp Gly Met
340
Arg Serxr Lys Glu Ile Se: Lys Ser
355 360
Ser Asn Ala Ile Leu Tyr Glu Pro
370 375
Val Ile Lys Tyr val Pro Tyr Val
38s 390
Glu Tyc Thr Ser Glu Ilc Phe Mct
405
His Asn Thr Cys Glu Asp Ser Leu
420
Leu Val Leu Leu Ala Glu Leu Ser
435 440
Gly Glu Asp Lys Phe His Ser Phe
4350 453
Tyr Phe Thr Lys Ala Pro Leu Val
465 470
Ala Leu Ala Lys Gln Azg Ala Mel
485
Val Gly Leu Ala Pro Glu Asn Asn
500

<210> 12
<211> 26
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 12

ctcgctacct cgettcgceat tecatt

<210> 13

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador

12

Ile
Met
Pro
Phe
185
Thr
Lys
Thr
Asn
Thr
265
Cly
Lys
Lys
Pro
Asn
345
Asn
Gly
Gly
Cly
Leu
425
Thr
His

Pro

Leu

Val
Thr
Ty
170
Ile
lLys
Glu
Glu
Leu
250
Leu
Scr
Asn
Met
Thr
330
Leu
val
Glu
Asp
Gly
410
Ala
Arg
Pro
Pro
Glu

490
Ile

Phe
Arg
1535
Met
Ala
Lys
Lys
Arg
235
Leu
Tyx
Pro
Asn
LysS
315
Ser
Ser
val
Has
Ser
385
Lysa
Ala
Ile
Val
Gly
475

Asn

Leu

Gly
140
Ala

Glu

Asn
220
Tyr
Ala
Ala
Gln
Cys
300
Ser
Ile
Ala
Asp
Pro
300
Lys
Asn
Pro
Gln
Ala
4160
Thr
Ile

Glu

Gly
Lys
Ser
Asn
Gln
205
Lys
Ser
Ser
Ile
Asn
28S
Leu
val
val
Pro
Asp
365
Asp
Arg
Thr
Ile
Leu
445
Thr
Pro

MelL

Tyr

Tep
val
Met
Gln
190
Val
Val
Asn
Val
Ala
2710
Thzr
Ile
Leu
Ser
Gln
350
Met
His
Ala
Ile
Ile
430
Lys
Ile
Val

Axg

Lys
510

Asp
Leu
val
175
Gly
Glu
Asp
Val
Asp
255
Cys
Phe
Gly
val
Tyr
335
Thr
val
Val
Met
vVal
415
Leu
Ala
Leu

Val

Ala
495

Ile
Asp
160
Pro
Ser
Gln
Lys
Cys
240
Lys
val
Val
Gly
Asp
320
Agn
Phe
Ser
val
Asp
400
Lcu
Asp
Glu
Ser
Asn

480
Cys
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<400> 13

acgccacttg getcacttgt actcca

<210> 14

<211> 3546
<212> ADN
<213> Zea mays

<400> 14

ctcgctacct
tqgtrcateoga
agtcggagta
gcrgggrege
agctcgggta
cgtgctcagt
gasaatctta
cttgcccatc
tccatattte
gaactttgte
gatcaaattc
actaggatta
aattcctget
gtcagcecget
tgatgcttgt
acagggagtg
tqgcctaaca
aggacaaggt
cggcagctac
ctattataga
tattccgtaa
aagtaaacgyg
aagttaaact
ctcqggtetge
gttccagcat
ttcgcagact
tgaacccaga
ccatgaccag
agrccatgge
tctecgegeca
gatatcaggt
acctaaaaca
tgtttaaccg
cagtgaccge
dactattcgt
ttgaagaaat
taatgaaaca
gcaaacactg
ctggcatctg
tgtgtcatgg
gcgtggeetg
ggrtgttgtat
tcttgctata
gatgaaatct
tctctettct
tatattttca
gatygcatga

gtggtggatg
catgtcgttg
caaggcagat
gacagcaaga
atcgtgctgce
gtgctcttgg
ccccaagtga
tctggtgtct
agctacctca
tgcocgttttge
cctggcacac
agggectgeg
tggcgt

cgcttcgcat
aqa q(‘.fft‘.('.q(‘.
ccggtacgac
ccgecccaag
tgtacqggatg
caaatcctce
ctgecttrgec
cggatgegte
gatcatccct
ttaggctttt
cagcagggac
ctggcaagtg
cctatgcatg
tgtctctgte
9999tggqga
agtagtactt
gagaactqaa
gcagcaagce
aacggggagyg
cttgactaat
ggtgctagtt
aatgttaatc
tagcataatg
catgttgtga
ctttggatta
cggtgrrrge
cgacattgtg
ggccaaggtyg
gccacttcce
acagtgtcat
atatggatat
aataaatact
gtgcacttag
tcacttgcat
agctaatgat
atggttcact
gggagtttag
aaaggtatag
tggacaagaa
agggggtgee
gtgtgttrgce
ttctgtteca
asasacaact
gtctrggteg
attaagatga
ttttcatgea
acctlgtctge

acatggtctc
tcatcaaggt
ttacattgaa
gggctatgga
acaacacctg
ctgagctcag
ttaacctgaa
ctcttatgca
ccaaggcacc
ttcaatccag
cggtggtgaa
ttgggectgge

ES 2296 337 T3

tccattcgag
gtcgagaqec
acgacggagc
tccgtcaagt
cagcggecct
gtcgagatca
tgaagacgaa
aaatcagctc
cgcctactgt
tgtecctgtge
gatgagcagc
tgcatacggce
ttgcctacyt
cgacggatga
ggcaacaacyg
aatttgtcct
ttttqttgtt
aactactacqg
agatctatgc
actcteceree
gatgttataa
attgggttga
aaaaggggaa
tcctacttge
cactcgtgca
tatcrrctet
ttcggaggcet
ctggatattg
cggtatctat
caagggcacc
ggatgctaac
actatgaatc
gagtctgcat
gaqggactcca
gtatttygyty
agtataagta
ggagaagaac
caatgtgtgc
cgaggcggag
gttcatcaat
aaaagcctca
aggcttatta
gcttgattigg
atttccttgt
agtgtteree
gcccacctcea
ccticaaaca

gagcaatgcc
ctgttagctg
acttgtcact
cgagtacacc
tgaggactcqg
caccaggatc
agcacgctgce
ggacaaattc
cctggtaagc
ccactgatcg
cgctctggec
cccagagaac

g9agagcqggtg
recacqtqgeg
tggtacacga
acaacttcecg
agcctcactc
actggtcgge
ccgtcgraat
gatttgaaat
gcaatgatta
acgtgagcrg
agacagaact
gcaatctgee
gcagctcgtt
tgccaactet
ggtccacget
atattgcttt
ggttgtttca
gctectecace
gccgttcaag
ttactgaaac
aatgaacctg
daaaacaaag
gcactgtaag
aagtcaaaaqg
gtattgacga
tcatgaccaa
gggacattag
acctgcagaa
gatccggact
aagaaagaac
gtgcctiggt
tggtaaatat
ggtatgrtgg
caaagaacta
gacatggttt
atccattaca
aaagtggaca
gctggtctca
gtatcaccat
gggagcecce
tggtgttgca
tacctgttge
tggtgacgac
tggtgctgga
tggcaaatga
atcgtgaget
Lilcagyleca

atcctctatg
atctttecace
ctrttgttge
tcagagatct
ctcectegeeg
cagctgaaag
acgctaggtyg
cactcctrec
cttttctcct
tcrctettga
aagcagacqgqg
aacatgatcc

13

agaggggagg
gtacqqgcceg

gggcaaggac
gaccagaacc

tctgrgaacce
gtteectect
tgttgacagce
tcgattcgat
cagaaacgtc
gtatcaattt
cattacacta
atcctggace
gtgtgttatg
tcrgtectgg
gacggctggg
ccgttgtttt
qgggatctca
caggccteca
agcctcottc
caaacataca
tctttcagge
gttctaattt
aaaggtgctg
grtctgtggt
tggtgctaac
grtgtraaact
caacatgaac
gcagctcagg
tcatcgcggce
aggtggagca
gctaaggtgce
acatacatat
acaatttgac
aaactactga
gaagatctag
gaagcaatgg
agatagttgt
acgacacgat
caacactata
agaacaccett
tttctgttee
atgttcgtag
ttcaagagtg
ataaaggtgg
cgttattgca
acaaccactt
aggagatculc

agcccggcga
tcgttaaaag
agtatgtgcc
tcatgggcgg
cacctatcat
ctgagggagg
atatagcact
acccggtgge
gcatccegge
aacctgaaca
cgatgctgga
tggagtacaa

aaaggcaaga
acqgagateg
ggcgectcac
gccgtceccea
ctcetectcee
ecaatcctaat
tacgcacaca
ggtgcecttt
cttttcectct
gttcatgtaa
gcaaattgat
ccctttgtet
gtgtcaggct
tggtgcaggg
gtcattgcca
cagttattaa
tggccqgacca
ccatcagaget
ccaetggtaat
taacaaagca
cagtgqgtctce
tgtgaaagga
aaacaatrcga
tagcccaaag
tggttgcaga
ggtrttcaqqg
ctggcecgact
cccracatgg
taaccagggc
gatcatcaag
acccagtgca
cagagcatat
attcgatata
aagcttaagce
attaacgtlgg
cttatgtage
gttgtggact
ggagaatcta
tgccattgece
tgtgectggt
aaagtttcat
ggctgattga
gacagaccaa
gaacctagta
ataactcrte

gggaaacaac

caagagcaac

gcatcccgat
ttgacatatg
gtacgtggga
caagaacacc
ccttgatctg
ggtaagagcc
tttaatacct
caccatcctg
atcactgcac
acaggttccc
gaacatcatg
gtgagccaag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2920

2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3546
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<210> 15

<211> 3546
<212> ADN
<213> Zea mays

<400> 15

<210> 16

ctcgctacct
tgttcatcga
agtcggagta
gctgggtegt
agctcgggta
cgtgctcagt
gaaaatctta
ctrgcccatc
tccatatttc
gaactttgtc
gatcaaattc
actaggatta
aattectgtt
gtcageceget
tgatgcttgt
gcagggagtg
tggcctgaca
aggacaaggt
cggcagctac
ctattataga
tattccgtaa
aagtaaacgg
atgttaaact
ctcggtetge
gttccagcat
ttcgcagact
tgaacccaga
ccatgaccag
agtccatggt
tectcgegeca
gatatcaggt
acctaaaaca
tgtttaaccg
cagtgaccgc
aactattcgt
ttgaagaasat
taatgaaaca
gcaaacactg
ctggcatctg
tgtgtcatqgg
gcgtggtttg
ggtgttgtat

tcttgctata
gatgaaatct
tctcretrct
tatattttca
gatggcatga
gtggtggatg
catgtcgttg
caaggcagat
gacagcaaga
atcgtgetge
gtgctcttgg
ccccaagtga
tctggtgtet
agctacctca
tgcgttttge
ccrggcacac
agggcetgceg
tggcgt

<211> 1070
<212> ADN

cgcttcgcat
gagcttccge
ccggtacgac
ccgececcaag
tgtacggatg
caaatcctcce
ctgctttgee
cggatgcgtc
gatcatcctt
ttaggctett
cagcagggac
ctgycaagtg
cctatgcecatg
tgtctctgte
9999tgggge
agtagtactt
gagaactgaa
gcagcaagcc
aacggggagg
cttgactaat
ggtgctagtt
aatgttraatc
tagcataatg
catgttgtga
ctrtggactca
cggtgtttgt
cgacattgtg
ggccaaggtg
gccacttcecce
acagtgtcat
atatggatat
aataaatact
gtgcacttag
tcacttgcat
agctaatgat
atggttcact
gggagtttaa
aaaggtatag
tggacaagaa
agggggtgcce
gtgtgtttge
ttcegtteca

aaaaacaact
gtcttggtcg
attaagatga
ttttcatgca
acctgtctgce
acatggtctc
tcatcaaggt
ttacattgaa
gggctatgga
acaacacctg
ctgagctcag
ttaacctgaa
ctcttatgca
ccaaggcacc
ttcaateccag
cggtggtgaa
ttgggctgge

ES 2296 337 T3

tccattcgag
gtcgagagcce
acgacggagce
tccgtcaagt
cageggecect
gtcgagatca
tgaagacgaa
aaatcagctce
cgcctactgt
tgtcetqgtge
gatgagcage
tgcatacggc
ttgcctacgt
tgacggatga
ggcaacaacg
aatttgtect
ttetgtrgtt
aactactacg
agatctatgc
actcttettt
gatgttataa
attgggrtga
aaaaggggaa
tcctacttgc
cactcgrgca
tatcttecctt
ttcggaggcect
ctggatactg
cggtatctat
caaggqggcacc
ggatgctaac
actatgaatt
aagtctgcat
gaggactcca
gtatttggtg
agcataagta
ggagaagaac
caatgtgtgce
cgaggcggag
gttcatcaat
aaaagcttca
aggcttatta

gcttgattygg
atttcettge
agtgrrttee
gcccacctca
ccttcaaaca
gagcaatgcc
ctgttagctg
acttgtcact
cgagtacacc
tgaggactcg
caccaggatc
agcacgctge
ggacaaattc
cctggtaagce
ccactgatcg
cgctctggcece
cccagagaac

gagagcggrg
cccacgtycg
tggtacacga
acaacttccg
agcctcacte
actggtcgge
ccgtcgtaat
gatttgaaat
gcaatgatta
acqtgagecrqg
agacagaact
gcaatctgcc
gcagctegtt
tgccaacttt
ggtccacgct
atattgetet
ggctgtttca
gctcctecace
gccgtrcaag
ttactgaaac
agtgaacctg
aaaaacaaag
gcattgtaag
aagtcaaaag
gtattgacga
tcatgaccaa
gggacattag
acctgcagaa
gatccggact
aagaaagaac
gtgccttggt
tggtaaatat
ggtatgttgg
caaagaacta
Qacatggtet
atccattaca
aaagtggaca
gctggtctca
gtatcaccat
gggageccecce
tggtgttgca
tacctgttgc

tggtgacgac
tggtgctgga
tggcaaatga
atcgtgagcect
ttcaggtcca
atccrctatg
atctttcacc
cttttgttgce
tcagagatct
ctcctcqecg
cagctgaaag
acgctaggtg
cactccttce
cttttctect
tctctctega
aagcagacgg
aacatgatcc

14

agaggggagg
gtacggeecg
gggcaaggac
gaccagaacc
tctgtgaacc
gttccctect
tgttgacagc
tcgattegat
cagaaacgtc
qtatcaattt
cattacgeta
atcctggacc
gtgtgttatg
tctgttetgg
gacggctggg
ccgttgrtet
ggggatctca
caggcctcca
agccteette
caaacataca
tctttcagge
gttctaattt
aaaggtgctg
gtrctgtggt
tggtgctaac
gtgttgaact
caacatgaac
gcagctcagg
tcatcgcgge
aggtggagca
gctaaggtgc
acatacatat
acaatttgac
aaactactga
gaagatctag
gaagctatgg
agatagttgt
acgacacgat
caacactata
agaacaccet
tttctgteee
atgttcgtag

ttcaagagtg
ataaaggtgg
cgttattgca
acaaccactt
aggagatctc
agcccggega
tcgttaaaag
agtatgtgcc
tcatgggegg
cacctatcat
ctgagggaga
atatagcact
acccggtgge
gcatcecegge
sacctgaaca
cgatgetgga
t9gagtacaa

aaaggcaaga
acggagatcg
ggcgcctcac
gccgteccceca
ctecctecctee
asatcctaat
tacgcacaca
ggtgccette
ccrtrcctct
gqttcatgtaa
gcaaattgat
ccetttgttt
gtgtcaggct
tggtgcaggg
gtcattgcca
cagttattaa
tggcegncca
ccatcagagt
ccatggtaac
taacaaagca
cagtggtctc
tgrtgaaagga
aaacaatcga
tagctcaaag
tggttrgcaga
ggttttcagg
ctggcegact
ccctacatgg
taaccagggc
gatcatcaag
acccagtigea
cagaacatat
attcgatata
aagcttaagc
attaacgtgg
cttatgtage
gttgtggact
ggagaatcta
tgccattgee
tgtgcctggt
aaagtttcat
ggctgattga

gacagaccaa
gaacctagta
ataactcttc
gggaaacaac
caagagcaac
gcatcccgat
ttgacatatg
gtacgtggga
caagaacacc
ccttgatctg
ggtaagagcc
tttaatacct
caccatcctg
atcactgcac
acaggttecc
gaacatcatg
gtgagccaag

€60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
-1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520

2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
306Q
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3546
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<213> Zea mays

<400> 16

<210> 17
<211> 267
<212> PRT

cggcacgagg
cggaggagca
gcaagggatt
agacggacaa
acaagttcat
acceccacctg
ttgtatgtgt
accccatcat
ctccaattaa
gaaccaatag
acaagattcg
gtggtagact
gtgctgtaat
atttgatgtc
aactggggga
aaggttgcee
ctgcacctgt
aatacatagg

<213> Zea mays

<400> 17

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

Met

Ala

His

Ser

Gly

ttgcgggcga
gttectecgec
ctaccagacc
ggcctgcgag
cgggqaggag
gatcgtcgat
ctcecgttggce
gaacgaactt
agcatcatct
agacaagacc
atccatacgg
agatttgtgt
tcttcaggaa
gcgaagaatg
tactaattga
cgccgcatgg
acaactatgt
ttgaggcaac

Glu Glu

Glu Ile

Gln

Ile

ES 2296 337 T3

accgaaaatc
gtggcggtgg
aagaacgtcc
gacctcatct
gagtccgcegg
cccctcgacg
ctcaccattg
ttcacggcgg
caagatgagt
actgtggatg
atgtgtggat
tatgagatag
gceggtggec
gcaggatcaa
aacaaatgtt
tgattaactt
tggacgcaga
ggtccctact

Phe Leu

Arg Lys

Ala

Gly

acgggcgega
aagccgccaa
agcacaaggg
tcaaccacct
cgctcggggc
ggaccactaa
ggaaaattcc
ttcgtggaaa
tagtgaagge
atacaaccaa
cattggcttt
gatttggtgqg
ttgtttttga
acagcttget
agtattattc
attgtttggg
acattttatt
ttaaaaaaaa

val Ala
10

Phe Tyr

Asp
Ile
65
Asp
val
Lys
Phe
Lys
145
Ala
Ile
Leu
Tyc
Ile
225

Phe

Asp

Lys
Leu
Gly

Asp

His
Ile
Thr
130
Ala
Gly
Asn
Ala
Glu
210
Leu

Asp

Lys

Gly
Ile
Glu

Pro

Gly
Pro
115
Ala
Ser
Thr
Arg
Leu
195
Ile
Gln

Leu

Phe

Gln
Phe
Glu
Thr
Phe
100
Thr
Val
Ser
Asn
Leu
180
Asn
Gly
Glu

Met

val
260

val
Asn
Glu

Trp
85

Pro
val
Arg
Gln
Arg
165
Leu
Met
Phe
Ala
Ser

245
Lys

Asp
His
Ser
70

Ile
Phe
Gly
Gly
Asp
150
Asp
Tyr
Cys
Gly
Gly
230
Arg

Glu

Leu
Leu
55

Ala

Val

val
vVal
Lys
135
Glu
Lys
Lys
Gly
Gly
215
Gly

Arg

Leu

val
40
Arg

Thr
Lys
Ala Leu

Asp Pro

val
105
Phe

Cys

val
120
Gly Ala

Leu Val

Thr Thr

Ile Arg
185
Val Ala
200
Pro Trp

Leu Val

Melt Ala

Gly Asp

265

15

Glu
His
Gly

Leu
S0

Ser
Asn
Phe
Lys
Val
170
Ser
Cys
Asp
Phe
Gly

250
Thr

gagatcggag
gagcgccggce
ccaggtggat
ccggaageac
caccgctgac
tttcgtccat
cactgtcgga
aggggctttc
tcttctggta
cagaatcaac
aaacatgtgt
tccatgggat
cccaagcgge
gaaggataag
gtggaacaga
caacaaaatt
gagttttgtg
aaaaaaaaaa

Val Glu Ala

Gln Thr Lys

Thr Lys
45
Phe

Ala
15
Asp

Thr Ala

Gly

Val Gly

Pro Ile

cacggcatgt
gagattattc
ttggtgacgg
tteceeggace
ctcaccgacg
ggtttcccat
gtcgtcttca
ctgaatggct
acagaggctg
aggctactat
ggagttgcet
gttgctgctg
ggagagtttg
ttcgtcaagg
ttaagacaat
ccatgtaatt
attacatggg

Ala Lys
15
Asn Val

30

Ser

Gln

Asp

Thr

Leu

Met

Ala

His

Thr

Thr
110
Asn

125

Asn
140
Leu

Leu

Ala
155
Asp Asp

Ile Arg

Gly Arg

Gly
Leu
Thr
Met

Leu

Ser
Val
Thr
Cys

190
Asp

205

Val Ala
220
Asp Pro
235

Ser Asn

Asn

Ala

Ser

Ser

Gly
Gly

Leu

Cys
Lys
Leu

Asn
99

Ile
Glu
Pro
Thr
Asn
175
Gly
Leu
Ala
Gly

Leu

255

Glu
Phe
Thr
80

Phe
Gly
Leu
Ile
Glu
160
Ser
Cys
val
Glu

240
Lys

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
180
840
900
960

1020
1070



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2296 337 T3

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 18
acgaggttgc gggcgaaccg aaaat

<210> 19

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 19

tagggaccgt tgcctcaacc tat

16
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