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ES 2293742 T3

DESCRIPCION

Secuencias reguladoras ttiles para la expresién génica en tejido embrionario vegetal.

La presente invencion se refiere a la biologia molecular de las plantas. En particular, se refiere a secuencias de
promotores Utiles para la expresion génica en determinados 6rganos y tejidos vegetales.

Los promotores vegetales aislados son ttiles para la modificacion genética de las plantas para producir plantas
transgénicas con los fenotipos deseados. Para producir tales plantas transgénicas, se introduce un promotor vege-
tal aislado en un vector y se une operativamente a una secuencia de ADN heter6logo. Luego, las células vegeta-
les se transforman con el vector de tal forma que la expresion del ADN heter6logo queda controlada por el pro-
motor.

Algunos promotores vegetales son especificos de tejido, mientras que otros son constitutivos y dirigen la expresion
esencialmente en todos los 6rganos y tejidos. Se pueden identificar promotores especificos del tejido de genes que se
expresan en determinados tejidos o en determinados momentos durante el desarrollo.

Existe la necesidad de una serie de promotores diferentes que sean utiles para la manipulacién genética de las plan-
tas. Los nuevos promotores especificos de tejido son particularmente ttiles para la expresion controlada de diferentes
secuencias de dcidos nucleicos en plantas transgénicas. La presente invencion trata ésta y otras necesidades.

La presente invencién proporciona promotores de la metalotioneina del maiz especificos de los embriones. Se
pueden utilizar los promotores para proporcionar expresion especifica de embriones de las secuencias heterélogas en
las plantas. En particular, los promotores son ttiles para la expresion en el maiz.

Mas especificamente, de acuerdo con un primer aspecto de la presente invencidn, se da a conocer una molécula
aislada de ADN que comprende los pares de bases 1446-1557, 1383-1557, 916-1557, 50-1557, 1446-1649, 1383-
1649, 916-1649, 50-1649, 1558-1694 6 1383-1465 de la SEQ ID n.° 5.

De acuerdo con un segundo aspecto de la presente invencion, se da a conocer un casete de expresion que comprende
un promotor especifico de embriones unido operativamente a una secuencia de 4cido nucleico heterdlogo, en el que el
promotor comprende una secuencia que se extiende desde aproximadamente el par de bases 50 al par de bases 1649
dela SEQID n.°5.

De acuerdo con un tercer aspecto de la presente invencion, se proporciona un método para expresar una secuencia
de 4cido nucleico heter6logo en una planta que comprende:

a) introducir en una célula vegetal un vector que comprende un promotor de la metalotioneina especifico de
embriones que comprende una secuencia que se extiende desde aproximadamente el par de bases 50 al par
de bases 1649 de la SEQ ID n.° 5 unido operativamente a la secuencia de dcido nucleico heterélogo; y

b) regenerar una planta a partir de dicha célula.

En una realizacién preferida del tercer aspecto, el método comprende ademas la transmision sexual a la progenie
de dicho promotor de la metalotioneina del maiz especifico de embriones unido operativamente a dicha secuencia de
dcido nucleico heterélogo.

De acuerdo con un cuarto aspecto de la presente invencion, se da a conocer un método para producir semillas que
comprende expresar una secuencia de dcido nucleico heter6logo mediante un método de acuerdo con el tercer aspecto
de la presente invencion para producir dicha progenie y recoger las semillas producidas por dicha progenie.

Definiciones

La terminologia “4cidos nucleicos”, tal y como se utiliza en la presente memoria, se refiere a ADN o a ARN.
“Secuencia de 4cido nucleico” o “secuencia polinucleotidica” se refiere a un polimero mono- o bicatenario de bases
desoxirribonucleotidicas o ribonucleotidicas leidas desde el extremo 5’ al 3’. Las regiones de la secuencia de una
cadena de ADN que se encuentra en 5’ respecto al extremo 5’ de un transcrito de ARN codificado por el ADN se citan
como ‘“‘secuencias cadena arriba”. Las secuencias cadena arriba se numeran normalmente en una direccién negativa
desde el sitio de inicio de la transcripcion. Las regiones de la secuencia de la cadena de ADN que se encuentran en 3’
respecto al extremo 3’ de un transcrito de ARN se citan como “secuencias cadena abajo”.

La terminologia “promotor” se refiere a una regién de ADN cadena arriba desde el codén de inicio de la traduc-
cién y que estd implicado en el reconocimiento y la unién de la ARN-polimerasa y otras proteinas para iniciar la
transcripcién. Un “promotor vegetal” es un promotor capaz de iniciar la transcripcién en las células vegetales. La
terminologia “promotor de la metalotioneina del maiz” tal y como se utiliza en la presente memoria se refiere a los
promotores vegetales que comprenden secuencias obtenidas de la region promotora de un gen de la metalotioneina
del maiz. Los promotores de la invencidn contienen elementos especificos de tejido que permiten que las secuencias
de ADN unidas operativamente se transcriban de forma especifica en el embrién. Se considera que los promotores
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son promotores especificos de los embriones porque la transcripcién del ADN unido operativamente es mayor en los
tejidos embrionarios que en otros tejidos.

Un promotor “especifico de tejido” tal y como se utiliza en la presente memoria se refiere a un promotor que dirige
la expresion de una secuencia de acido nucleico unida operativamente en un tejido determinado de una planta o en una
etapa determinada del ciclo de vida de la planta.

La terminologia “unido operativamente” tal y como se utiliza en la presente memoria se refiere a la unién de un
promotor cadena arriba de una secuencia de ADN de tal forma que el promotor interviene en la transcripcién de la
secuencia de ADN. Se entiende que el objetivo de la secuencia promotora incluye las secuencias transcritas entre el
inicio de la transcripcién y el inicio de la traduccién y el codén de inicio de la traduccién.

La frase “casete de expresion” se refiere a las secuencias nucleotidicas que son capaces de alterar la expresion de
un gen estructural en los hospedadores compatibles con tales secuencias. Tales casetes incluyen al menos promotores
y, opcionalmente, sefiales de terminacion de la transcripcién. También se pueden utilizar tal y como se describen en la
presente memoria otros factores necesarios o utiles para alterar la expresion.

Un 4cido nucleico o proteina “heterélogo” es el que tiene su origen en una fuente (o especie) ajena o, si es de
la misma fuente, se modifica a partir de su forma original. Asi, una secuencia promotora heteréloga en un casete de
expresion procede de una fuente diferente de la fuente de la secuencia codificante o, si procede de la misma fuente, su
forma original estd modificada. La modificacién se puede producir, por ejemplo, al tratar el ADN con una enzima de
restriccion para generar un elemento promotor que es capaz de conferir la expresion especifica de tejido al casete de
expresion que lo incluye.

Las frases “aislado” o “sustancialmente puro”, cuando se refieren a un polinucleétido o proteina, significan una
composicién quimica que esta libre de otros componentes subcelulares del organismo del cual se obtiene. Por regla
general, un compuesto estd sustancialmente puro cuando al menos aproximadamente el 85% o mds de una mues-
tra presenta un tnico esqueleto polipeptidico o secuencia polinucleotidica. Por lo general, las variantes menores o
las modificaciones quimicas pueden compartir la misma secuencia polipeptidica. Dependiendo del procedimiento de
purificacién, son posibles una pureza del 85% y, preferiblemente, una pureza por encima del 95%. La pureza u homo-
geneidad del dcido nucleico y de la proteina se pueden mostrar de muchas maneras bien conocidas en la técnica, tales
como la electroforesis en gel y similares.

La terminologia “vegetal” o “planta” incluye plantas enteras, 6rganos vegetales (por ejemplo, hojas, raices, tallos,
etc.), semillas y células vegetales, y la progenie de las mismas. La clase de plantas que se pueden utilizar en el
método de la invencion es generalmente tan amplio como la clase de las plantas superiores tratables con las técnicas
de transformacidn, incluidas las plantas monocotiledéneas y las dicotiledéneas.

El “porcentaje de identidad de la secuencia” para los polinucledtidos y los polipéptidos se determina comparando
dos secuencias alineadas dptimamente sobre una ventana de comparacién, en la que la porcién de la secuencia po-
linucleotidica o polipeptidica en la ventana de comparacién puede comprender adiciones o deleciones (por ejemplo,
huecos) en comparacién con la secuencia de referencia (que no comprende adiciones ni deleciones) para el alinea-
miento 6ptimo de las dos secuencias. Se calcula el porcentaje determinando el nimero de posiciones en las que se
encuentran la misma base de 4cido nucleico o el mismo resto de aminodcido en ambas secuencias para producir el
nimero de posiciones idénticas, dividiendo el nimero de posiciones idénticas por el nimero total de posiciones en
la ventana de comparacién y multiplicando el resultado por 100 para producir el porcentaje de la identidad de la
secuencia. El alineamiento 6ptimo de las secuencias a comparar se puede realizar mediante aplicaciones informati-
cas con algoritmos conocidos (por ejemplo, GAP, BESTFIT, FASTA, y TFASTA en el Wisconsin Genetics Software
Package del Genetics Computer Group (GCG), 575 Science Dr., Madison, Wis, o BlastN y BlastX disponibles en el
National Center for Biotechnology Information), o mediante inspeccion. Por regla general, se comparan las secuencias
utilizando BESTFIT o BlastN con los pardmetros por omision.

Identidad sustancial de las secuencias polinucleotidicas significa que un polinucledtido comprende una secuencia
que tiene una identidad de secuencia de al menos el 75%, preferiblemente al menos del 80%, mds preferiblemente
al menos del 90% y lo mds preferiblemente al menos del 95%. Por regla general, se considera que dos polipép-
tidos son sustancialmente idénticos si al menos el 40%, preferiblemente al menos el 60%, mds preferiblemente al
menos el 90% y lo mas preferiblemente al menos el 95%, son sustituciones idénticas o conservativas. Los polipép-
tidos que son “sustancialmente similares” comparten secuencias tal y como se destacd anteriormente, excepto que
las posiciones de los restos que no son idénticos pueden diferir por cambios de aminodcidos conservativos. Las sus-
tituciones de aminodcidos conservativas se refieren a la intercambiabilidad de los restos que tiene cadenas laterales
similares.

Otra indicacién de que las secuencias polinucleotidicas son sustancialmente idénticas se produce si dos moléculas
se hibridan selectivamente una con la otra en condiciones rigurosas. La frase “que se hibrida selectivamente” se refiere
a una sonda de dcido nucleico que se hibrida o se une s6lo a una secuencia de ADN o ARN de diana particular cuando
las secuencias de diana estdn presentes en una preparacion de ADN o ARN celular total. Las condiciones rigurosas
dependen de las secuencias y serdn diferentes en circunstancias diferentes. Generalmente, las condiciones rigurosas
se seleccionan para que estén a unos 20°C por debajo del punto de fusién térmico (Tm) de la secuencia especifica a
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una fuerza fénica y pH definidos. La Tm es la temperatura (a una fuerza iénica y pH definidos) a la cual el 50% de la
secuencia de diana se hibrida a una sonda emparejandose perfectamente.

Breve descripcion de las secuencias
La SEQ ID n.° 1 es la secuencia del ADN del cebador SK.
La SEQ ID n.° 2 es la secuencia del ADNc de la metalotioneina Ec del maiz.

La SEQ ID n.° 3 es la secuencia del ADN del clon 651, que contiene las primeras 233 bases de la regién codificante
de la metalotioneina Ec del maiz.

La SEQ ID n.° 4 es la secuencia del ADN del cebador T3.
La SEQ ID n.%: 5 es la secuencia del ADN del clon MGN 111-1.

La presente invencidn da a conocer nuevas secuencias de promotores vegetales Utiles para la expresion de secuen-
cias de 4cido nucleico deseadas en los embriones de las plantas. En particular, la invencién da a conocer moléculas de
dcido nucleico aisladas que comprenden los pares de bases 1446-1557, 1383-1557, 916-1557, 50-1557, 1446-1649,
1383-1649, 916-1649, 50-1649, 1558-1649 6 1383-1465 de la SEQ ID n.° 5 de los promotores obtenidos de un gen de
la metalotioneina del maiz. Las secuencias del promotor de la invencién se pueden utilizar para impulsar la expresion
de una serie de secuencias de dcido nucleico heterélogo en el tejido embrionario de las plantas transgénicas.

L. Aislamiento de promotores de la metalotioneina del maiz

Las secuencias promotoras de la presente invencion comprenden los pares de bases 1446-1557, 1383-1557, 916-
1557, 50-1557, 1446-1649, 1383-1649, 916-1649, 50-1649, 1558-1649, 6 1383 - 1465 de la SEQ ID n.°. 5. Por lo
general, los promotores de la metalotioneina del maiz son idénticos o muestran una identidad de secuencia sustancial
(determinada tal y como se describe mds arriba) a porciones de la secuencia nucleotidica del promotor de la metalotio-
nefna del maiz descrita en las pares de bases 50 a 1649 de 1a SEQ ID n.° 5. A partir del maiz se pueden aislar numerosos
promotores diferentes que tienen homologfa o identidad de secuencia sustancial con las secuencias promotoras de la
SEQID n.°5.

Las secuencias del promotor de la metalotioneina del maiz se hibridan por regla general a un 4cido nucleico que
tiene una secuencia como la que se muestra en las pares de bases 50 a 1649 de la SEQ ID n.° 5 en condiciones
rigurosas. Por regla general, las condiciones rigurosas para un protocolo de transferencia Southern implican lavar a
55°C con SSC 0,2X.

Se pueden utilizar una serie de métodos para aislar las secuencias promotoras de la metalotioneina. Por ejemplo
se puede aislar ADN de una genoteca genomlca utilizando sondas de 4cido nucleico marcadas que tienen secuencias
complementarias a las secuencias descritas aqui. Se pueden utilizar sondas de longitud completa o también se pueden
generar sondas oligonucleotidicas. Alternativamente, se pueden aislar clones gendmicos que comprenden los genes y
se puede subclonar el extremo 5’ de los clones para proporcionar las secuencias del promotor. Las técnicas para la ma-
nipulacién nucleotidica de los genes tales como subclonar las secuencias de dcido nucleico que codifican polipéptidos
en vectores de expresion, sondas de marcacion, hibridacién del ADN, y similares, se describen de forma general en
Sambrook et al., Molecular Cloning A Laboratory Manual (2° Ed.), vol. 103, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold
Spring Harbor, N. Y. (1989). A partir de ahora, este manual se cita como “Sambrook et al”.

Ademds de la deteccién por medio de las secuencias descritas aqui, se pueden utilizar técnicas disefadas para
identificar secuencias especificas para un tejido o tipos de células particulares para aislar secuencias (véase, por ejem-
plo, Sambrook et al.). Tales técnicas incluyen técnicas de hibridacién diferencial como las descritas en la seccién de
ejemplos o en Gurr et al. Mol. Gen. Genet. 226: 361-366 (1991). Ademads, se pueden utilizar técnicas de hibridacién
sustractiva para preparar sondas especificas para detectar genotecas de ADNc o gendmicas. También se pueden utilizar
estas técnicas para preparar genotecas sustractivas enriquecidas en las secuencias deseadas. Una vez que se identifica
un clon gendémico deseado, se pueden analizar las secuencias en 5’ para identificar la secuencia del promotor del gen.
Esto se puede llevar a cabo introduciendo secuencias en 5° en frente de un gen indicador (por ejemplo, GUS) sin
promotor para identificar las regiones que pueden conducir la expresién de un gen estructural.

Las técnicas de amplificacién de dcidos nucleicos como la tecnologia de la reaccidn de la cadena de la polimerasa
(PCR) también se pueden utilizar para amplificar los genes y secuencias promotoras deseados a partir de ARNm, de
ADNCc y de genotecas de ADNc o gendmicas. En las técnicas de PCR se pueden sintetizar cebadores oligonucleotidicos
basados en las secuencias descritas aqui y complementarios a los bordes en 5’ y 3’ de la regién del ADN a amplificar. A
continuacidn se lleva a cabo la reaccion en cadena de la polimerasa utilizando los dos cebadores. Véase PCR Protocols:
A Guide to Methods and Applications [Innis, M, Gelfand, D., Sninsky, J. y White, T., eds., Academic Press, San Diego
(1990)]. Se pueden seleccionar cebadores para amplificar las regiones completas que codifican una isocitrato-liasa de
longitud completa o su promotor. También se puede utilizar la PCR para amplificar segmentos de ADN mds pequefios
de esas regiones como se desee.
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Los oligonucleétidos a utilizar como cebador o sondas en los procedimientos antes mencionados se pueden sin-
tetizar quimicamente segun las técnicas estdndares tales como el método del triéster de fosforamidita en fase sélida
descrito por primera vez por Beaucage et al. Tetrahedron Lett. 22(20): 1859-1862 (1981), que utiliza un sintetizador
automadtico, como se describe en Needham-Van Devanter et al., Nucleic Acids Res. 12: 6159-6168 (1984).

Tal y como se demuestra mas abajo, secuencias que confieren una expresion especifica de tejido se encuentran
en los promotores de la invencién. Por esta razén, se pueden construir promotores heterélogos que tienen una expre-
sion especifica de tejido como resultado de la presencia de los elementos especificos del tejido contenidos en estas
secuencias.

Otro elemento importante es el lider sin traducir en 5°, es decir, el extremo 5’ del ARNm que se extiende desde el
sitio de la caperuza en 5’ hasta el codén AUG de inicio de la traduccion del ARNm. El lider desempefia una funcién
decisiva en la iniciacién de la traduccién y en la regulacién de la expresion del gen. Para la mayoria de los ARNm
eucaridticos, la traduccién se inicia con la unién de la proteina de unién a la caperuza, a la caperuza del ARNm. A
continuacién se produce la unién de otros diferentes factores de traduccién, asi como el complejo de preiniciacién
del ribosoma 43S. Este complejo se desplaza hacia 3’ por la molécula del ARNm mientras rastrea la presencia de un
codén de iniciacién AUG en un contexto de secuencia adecuado. Una vez que lo ha encontrado, y con la adicién de
la subunidad ribosémica 60S, el complejo de iniciacién 80S completo inicia la traduccién de la proteina. Pain (1986);
Moldave (1985); Kozak (1986). Se ha demostrado que la optimizacion de la secuencia lider de cara a la unién del
complejo ribosémico aumenta la expresion del gen como resultado directo de la mejora de la eficacia del inicio de la
traduccién. Se han producido aumentos significativos en la expresion génica mediante la adicion de secuencias lideres
de virus vegetales o de genes de choque térmico. Raju et al. (1993); (Austin, 1994). Dietrich et al. (1987) informaron
que la longitud del lider sin traducir en 5’ era importante para la expresion génica en los protoplastos.

Las realizaciones especificas de la invencion incluyen las siguientes porciones de la SEQ ID n.° 5:

pb de la SEQ ID NO:5 |descripcidén

50-1649 promotor largo + lider sin traducir

916-1649 promotor + lider sin traducir

1383-1649 secuencia critica para la expresion especifica en el embrion
y lider sin traducir

1466-1649 promotor minimo y lider sin traducir

50-15657 promotor largo

916-1557 promotor

1383-1557 secuencias criticas para la expresion especifica en el em-
brién

1466-1557 promotor minimo

1383-1465 secuencias criticas para la expresion especifica en el em-
brién

1558-1649 secuencia lider sin traducir

II. Construccion de casetes de expresion y vectores

Se conocen bien los métodos requeridos para construir vectores que contienen los casetes de expresiéon que com-
prenden un promotor de la invencién unido operativamente a la secuencia deseada. Los requisitos minimos del vector
son que la secuencia deseada de dcido nucleico se introduzca en un estado relativamente intacto. Por esta razén, de-
berfa bastar cualquier vector que produzca una planta que lleve la secuencia introducida de ADN. La seleccién de
los vectores y los métodos para construirlos son ampliamente conocidos por las personas expertas en la técnica y se
describen en referencias técnicas generales (véase, en general, Methods in Enzymology vol. 153 (“Recombinant DNA
Part D) 1987, Wu y Grossman Eds., Academic Press.

Los vectores recombinantes de la presente invenciéon comprenden, por regla general, un casete de expresioén di-
seflado para iniciar la transcripcion de las secuencias polinucleotidicas en las plantas. Las secuencias acompafiantes,
de origen bacteriano, también se incluyen para permitir que el vector se clone en un hospedador bacteriano. El vector
contendrd preferiblemente un origen de replicacion procariético de amplio espectro de hospedadores. También se debe
incluir un marcador de seleccién para permitir la seleccion de células bacterianas que llevan la construccién deseada.
Los marcadores de seleccion procaridticos adecuados incluyen la resistencia a antibidticos tales como la kanamicina
o la tetraciclina.
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Para la expresion de los polipéptidos en las plantas, el casete de expresién recombinante contendrd, ademds de la
secuencia polinucleotidica deseada y de la secuencia promotora de la invencidn, un sitio de iniciacién de la traduccién
(si la secuencia a transcribir carece de uno) y una secuencia de terminacion de la transcripcién. Los sitios tinicos para
enzimas de restriccién en los extremos 5’ y 3’ del casete se incluyen por regla general para permitir la introduccién
facil en vectores ya existentes.

En la construccion de las combinaciones de promotor heter6logo/gen estructural, el promotor se coloca preferible-
mente a la misma distancia aproximadamente del sitio de inicio de transcripcién heteréloga a la que esté el sitio de
inicio de la transcripcion en el contexto natural. Sin embargo, tal y como se conoce en la técnica, se pueden realizar
algunas variaciones de esto sin pérdida de la funcién del promotor.

Tal y como se observé anteriormente, un casete de expresién también debe contener una regién de terminacién
de la transcripcion cadena abajo del gen estructural para proporcionar una terminacién eficaz. La regién de termi-
nacion se puede obtener a partir del mismo gen como la secuencia promotora o se puede obtener a partir de genes
diferentes.

Si el ARNm codificado por el gen estructural se traduce de manera eficaz, las secuencias de poliadenilacién tam-
bién se afiaden normalmente a la construccién del vector. Alber y Kawasaki, Mol. and Appl. Genet, 1: 419-434, 1982.
Las secuencias de poliadenilacién incluyen, pero sin limitarse a éstas, la seial de la octopina-sintasa de Agrobacterium
(Gielen et al., EMBO J., 3: 835-846,1984) o la sefial de la nopalina-sintasa (Depicker et al., Mol. and Appl. Genet, 1:
561-573,1982).

Por lo general, el vector contendrd un gen marcador de selecciéon mediante el cual las células vegetales transfor-
madas se pueden identificar en el cultivo. Normalmente, el gen marcador codificard una resistencia a antibiéticos o a
herbicidas. Estos marcadores incluyen la resistencia al G418, la higromicina, la bleomicina, la kanamicina, la genta-
micina, Basta™ y el clorosulfur6n. Después de transformar las células vegetales, las células que tienen el vector se
identificardn por su capacidad para crecer en un medio que contiene el antibidtico en particular.

Ejemplos de genes estructurales adecuados que se pueden expresar utilizando las secuencias promotoras de la
invencién incluyen genes para la resistencia a los herbicidas; genes para la resistencia a enfermedades fingicas (por
ejemplo, quitinasas y glucanasas); genes para la resistencia a enfermedades bacterianas (por ejemplo, cecropinas);
genes para la resistencia a los insectos (por ejemplo, toxina de B. thuringiensis); y genes que modifican el contenido
de aceite o de aminoécidos del embridn.

III. Produccion de plantas transgénicas

Se conocen bien y se describen en la bibliografia las técnicas para transformar una gran variedad de especies de
plantas superiores. Véase, por ejemplo, Weising et al., Ann. Rev. Genet. 22: 421-477 (1988). Las construcciones de
ADN que contienen la secuencia promotora unida al ADN heter6logo se pueden introducir en el genoma del hospe-
dador vegetal deseado mediante una serie de técnicas convencionales. Por ejemplo, la construcciéon de ADN se puede
introducir directamente en el ADN gendémico de la célula vegetal utilizando técnicas tales como la electroporacién
y la microinyeccién de protoplastos de células vegetales. Alternativamente, las construcciones de ADN se pueden
introducir directamente en el tejido vegetal utilizando métodos balisticos, como el bombardeo con particulas de ADN.
Normalmente, las construcciones de ADN se combinan con las regiones flanqueantes del ADN-T adecuadas y se
introducen en un vector hospedador convencional de Agrobacterium tumefaciens.

Se conocen bien en la técnica las técnicas de transformacion directa y se describen bien en la bibliografia cientifica.
La introduccién de construcciones de ADN utilizando la precipitacion con polietilenglicol se describe en Paszkowski
et al., Embo J. 3: 2717-2722 (1984). Las técnicas de electroporacién se describen en Fromm et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 82: 5824 (1985). Las técnicas de transformacién balistica se describen en Klein et al., Nature 327: 70-73
(1987). La transformacién mediada por bigotes se describe en Frame et al., Plant J. 6:941-948 (1994).

Las técnicas de transformacién mediadas por Agrobacterium son las técnicas que se utilizan con mds frecuencia
y se describen bien en la bibliografia cientifica. Véase, por ejemplo, Horsch et al., Science 233: 496-498 (1984), y
Fraley et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80: 4803 (1983).

La expresion de las secuencias de ADN heter6logo se pueden detectar por distintos caminos, segin la naturaleza
de las secuencias heter6logas. Por ejemplo, se puede detectar la resistencia a un herbicida o patégeno mediante el
tratamiento con el herbicida o el patégeno. Se puede detectar la expresién mediante la medicién del producto de
transcripcion del ARN especifico. Esto se puede realizar mediante, por ejemplo, procedimientos de transferencia
Northern. Si las secuencias de ADN heterélogo codifican una nueva proteina, se puede analizar el producto proteico,
por ejemplo, mediante su funcién o mediante una serie de técnicas de inmunoanadlisis.

Las células vegetales transformadas que se obtienen mediante una cualquiera de las técnicas de transformacién
anteriores se pueden cultivar para regenerar una planta entera que posee el fenotipo transformado deseado. La rege-
neracién de plantas a partir de protoplastos cultivados se describe en Evans et al., “Protoplast Isolation and Culture”,
Handbook of Plant Cell Culture, MacMillan Publishing Company, Nueva York, pags. 124-176 (1983); y en “Binding,
Regeneration of Plants”, Plant Protoplasts, CRC Press, Boca Raton, pags. 21-73 (1985). También se puede conse-
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guir la regeneracidn a partir de callos, explantos, érganos, o partes de los mismos, de las plantas. Tales técnicas de
regeneracion se describen de forma general en Klee et al., Ann. Rev. of Plant Phys. 38: 467-486 (1987).

El experto en la técnica reconocerd que, después de que un casete de expresion que comprende una secuencia del
promotor de la metalotioneina del maiz se incorpora de manera estable en las plantas transgénicas y se confirma que
es operativo, se puede introducir en otras plantas mediante cruzamiento sexual. Se puede utilizar una cualquiera de las
numerosas técnicas de reproduccion estandares, segin las especies a cruzar.

Las secuencias del promotor de la invencién se pueden utilizar en la transformacién de cualquier planta, incluidas
las dicotiledéneas y las monocotiledéneas. La transformacién de las dicotiledéneas se describe en las referencias
anteriores. Se sabe que para la transformacién de las monocotiledoneas se utilizan diferentes técnicas, incluida la
electroporacion [por ejemplo, Shimamoto et al., Nature 338: 274-476 (19921 la balistica (p. €j., solicitud de patente
europea 270.356); y Agrobacterium [p. €j., Bytebier et al., Proc. Natl. Acad. Sci USA 84:5345-5349 (1987)].

Los métodos y las composiciones de la invencién se han utilizado en muchos tipos de plantas.
IV. Ejemplos

Los siguientes ejemplos se dan a conocer a modo de ilustracién y no de limitacién.
Ejemplo 1
Secuenciacion y andlisis de los ADNc

Los ADNc del maiz especificos de embrién se identificaron secuenciando aleatoriamente clones individuales de
una genoteca de ADNc de embriones del maiz.

A. Preparacion de la genoteca de ADNc de embriones del maiz

La genoteca de ADNCc se preparé a partir de granos recolectados a los 20 DDP (difas después de la polinizacién) a
partir de la estirpe endogdmica de maiz CS608 que se habia cultivado en el invernadero. Se recogieron los embriones
de los granos, se congelaron inmediatamente en hielo seco y se guardaron a -70°C. Se extrajo ARN moliendo los
embriones (2,5 g) en nitrégeno liquido para obtener un polvo fino. A continuacién se afiadieron 10 ml del tampdn de
extraccion [Tris-HCl a 50 mM, pH 8,0, 4cido para-amino-salicilico al 4% (Sigma Chemical Co.; St. Louis, MO), dcido
tri-iso-propilnaftalenosulfénico al 1% (Eastman Kodak Co., Rochester, NY), ditiotreitol (DTT) a 10 mM (Bethesda
Research Labs, Gaithersburg, MD) y meta-bisulfito de sodio a 10 mM (Sigma Chemical Co.)] y se homogeneiz6
la mezcla durante 1 minuto utilizando un TEKMAR TISSUMIZER (Tekmar Co., Cincinnati, OH). Se extrajo el
homogeneizado con un volumen igual de fenol equilibrado con Tris-HCI a 0,1 M, pH 8,0. Se separaron las fases
orgdnica y acuosa mediante centrifugacién a 4°C. Se retir6 la fase acuosa y se extrajo con un volumen igual de
cloroformo/octanol (24:1). Luego, se transfirié el sobrenadante, se centrifugd, se transfirié de nuevo y se afiadié medio
volumen de acetato de amonio a 7,5 M (pH 8,0). Después se precipité el ARN en hielo durante 30 minutos.

El ARN precipitado se recogié por centrifugacion y se disolvié en 1 ml de agua-DEPC (agua tratada con dietil-
pirocarbonato) (0,1% v/v). Se afiadi6 la mitad del volumen de acetato de amonio a 7,5 M (pH 8.0) y dos volimenes
de etanol al 100% y a continuacién se precipité el ARN a -20°C durante 30 minutos. Se recogié el precipitado por
centrifugacion, se lavé en etanol al 70% enfriado en hielo, se secé al aire y se disolvié en 0,5 ml de agua tratada con
DEPC.

Se purific6 el ARNm poliA+ en columnas de oligo dT-celulosa (Collaborative Biomedical Products, Bedford,
MA). Se equilibré la oligo-dT celulosa (0,1 g) de tipo 3 en 5 ml del tampén 1 durante 30 minutos, en donde el
tamp6n 1 es un tampdn de carga con NaCl a 0,5 M y el tampén de carga es Tris-HCl a 20 mM, pH 7,6, 4cido etileno-
diaminotetraacético (EDTA) a 1 mM y lauril-sulfato de sodio (SDS) al 0,1%. Tras hacer fluir la columna, se lavé con
3 volimenes de agua-DEPC, 3 volimenes de un tampén de lavado [NaOH a 0,1 N, EDTA a 5 mM], 3 volimenes
de agua-DEPC y 5 volimenes del tampén 1. El sedimento de ARN disuelto se calent6 a 65°C durante 5 minutos, se
diluyé 2 veces con el tamp6n 2 [tamp6n de carga a 2x] y, luego, se aplicé a la columna de oligo-dT. El material de
flujo continuo se recogid, se volvid a calentar y se volvié a aplicar a la columna. A continuacidn, se lavé la columna
con 10 volimenes del tampén 1 y después con 10 volimenes del tampén 3 [tamp6n de carga que tiene NaCl a 0,1 M].
Se eluy6 el ARN poliA* con 3 volimenes del tampdn de elucién [Tris-HCl a 10 mM, pH 7,5, EDTA a 1 mM, SDS
al 0,05%] y se recogi6 en fracciones de 0,5 ml. Se combinaron las fracciones del ARN, se tamponaron con acetato de
sodio a 0,3 M pH 5,2 y se precipité a -20°C durante 16 horas después de afiadir 2,2 volimenes de etanol al 100%. Se
recogi6 el precipitado por centrifugacion, se lavé con etanol al 70%, se secé y se disolvié en 50 ul de agua tratada con
DEPC. A continuacién se volvi6 a purificar este material sobre una columna nueva de oligo-dT, tal y como se describi6
mads arriba, para producir ARNm muy enriquecido en poliA*. Se determind la concentraciéon del ARN midiendo la
D0260 nm-+

Se convirtieron 5 ug de ARN poliA* a ADNc y se clonaron en el vector LAMB-DA UNI-ZAP utilizando el kit
de sintesis y clonacién de ADNc en Lambda ZAP de acuerdo con los protocolos del fabricante (Stratagene, La Jolla,
CA). La genoteca resultante tenfa un titulo original de 3,38 x 10'° unidades formadoras de calvas/ml (ufc/ml), mds del
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95% eran recombinantes y el tamafio medio del inserto era de 1,35 kb. Se amplificé la genoteca de ADNc de acuerdo
con Sambrook et al., (Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2* Ed. (1989) Cold Spring Harbor Laboratory Press)
y tuvo un titulo de 6,0 x 10° ufc/ml. Toda la genoteca de ADNCc se guardé por lotes y se aisl6 tal como sigue: 5 ml de
células de E. coli XL1 Blue (Stratagene) a una DOy o = 1,0 en MgSO, en 10 mM se mezclaron con 8,3 ul (5 x 108
ufp) de la reserva amplificada de fagos de la genoteca de ADNc de embriones y 100 w1 de fago ayudante EXAS-SIST
(Stratagene), y se incubaron a 37°C durante 20 minutos. Se afiadieron 25 ml del medio TY, pH 7,8 [triptona a 8,0 g/1,
extracto de levadura a 5,0 g/l y NaCl a 2,5 g/I] y se incubaron las células a 37°C durante 3 horas en agitacion. Después,
se mataron con calor las células bacterianas a 68°C durante 15 minutos y se recuperd el sobrenadante. Se mezclaron 500
ul de sobrenadante con 14,5 ml de células SOLR (Stratagene) (DOgy o = 1,5), se incubd a 37°C durante 15 minutos,
se afiadi6 a 500 ml de LB [triptona a 10 g/l, NaCl a 10 g/l y extracto de levadura a 5 g/l] que contiene ampicilina
(50 ug/ml) y se cultivé durante una noche. Después se obtuvo el ADN plasmidico por lisis alcalina/purificacién en
CsCl, de acuerdo con Sambrook et al (Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2% ed. (1989) Cold Spring Harbor
Laboratory Press) y se analiz6 mediante electroforesis en gel de agarosa tras la digestion con EcoRI/Xhol. Tras la
electroforesis se observé una estela que iba de 0,5 a 3,0 kb.

B. Recuperacion del fagomido, extraccion del ADN y secuenciacion

El fago se sembro en placa tal y como se describié en los protocolos proporcionados con el kit de sintesis de ADNc
ZAP® (Stratagene, La Jolla, CA) para conseguir una densidad de 100 ufc por placa de Petri de 110 mm. Se picaron
las calvas y se guardaron en 500 ml del tampdén SM (por litro: NaCl 5,8 g, MgSO, 2,0 g, 50 ml de Tris-Cl a 1 M,
pH 7.5, y 5 ml de gelatina al 2%) y se dejé difundir durante 1 a 2 horas a temperatura ambiente o durante una noche
a 4°C. Se recuperaron los fagos en la forma fagémida mediante la excision in vivo y la recirculacion utilizando los
protocolos descritos por Stratagene, con las modificaciones que siguen. A un tubo FALCON 2059 estéril de 5 ml se
le afiadieron los componentes siguientes: 200 ml de células XL 1-BLUE (Stratagene) cultivadas a una DOy, de 1,0;
100 ml de la reserva de fagos en SM; 1 ml de fago ayudante EXASSIST (Stratagene). Se incub6 esta mezcla a 37°C
durante 15 minutos. Se afiadieron 3 ml de medio YT a 2x (por litro: NaCl 10 g, extracto de levadura 10 g, triptona
16 g) a los tubos que, luego, se incubaron a 37°C durante 2-2,5 horas con agitacién. Se calentaron los tubos a 65°C-
70°C durante 20 minutos y, a continuacidn, se transfirieron alicuotas de 1 ml a tubos de microcentrifugacion estériles
que se centrifugaron durante 5 minutos a 12.000xg. Este sobrenadante contiene el plasmido empaquetado como una
particula de fago filamentosa. Los fagémidos recuperados se sembraron en placas combinando 200 ml de células
SOLR (Stratagene) cultivadas a una DOgy = 1,0 con 1 ml de la reserva de fagos descrita anteriormente. Se incubaron
los tubos a 37°C durante 15 minutos. Las células que contienen el fagémido recuperado se rayaron sobre placas de LB-
agar (por litro: NaCl 10 g, bactotriptona 10 g, extracto de levadura 5 g, agar 15 g) que contiene ampicilina a 75 mg/ml
y se cultivaron durante una noche a 37°C. Se cultivaron colonias aisladas en 3 ml de medio LB durante la extraccién
del ADN del fagémido utilizando el sistema de purificacion de plasmidos QIAWELL (Qiagen, Santa Clarita, CA).

C. Secuenciacion y andlisis

El ADN plasmidico se secuenci6 utilizando el kit de secuenciacion PRISM Ready Reaction DYEDEOXY Termi-
nator Cycle (Perkin Elmer/Applied Biosystems Divison, Foster City, CA) de acuerdo con el protocolo nimero 401388.
El cebador utilizado para secuenciar el extremo 5’ de los ADNc corresponde al cebador SK (Stratagene) y se ofrece en
la presente memoria como la SEQ ID n.°1: 5> CGC TCT AGA ACT AGT GGA TC 3’. Se obtuvieron secuencias del
extremo 5’ con un solo pase utilizando un secuenciador de ADN ABI PRISM 373 (Perkin Elmer/Applied Biosystems
Division). Se editaron las reacciones de secuenciacién para localizar las ambigiiedades utilizando el programa editor
de secuencias de ADN SEQED 675 (Perkin Elmer/Applied Biosystems Division). Las secuencias que contenian me-
nos de 10 lecturas de base ambiguas en 300 bases se utilizaron para buscar en las bases de datos utilizando el programa
FastA del paquete Wisconsin Sequence Analysis (Genetics Computer Group, Madison, Wisconsin). Diez clones de los
390 clones secuenciados aleatoriamente de la genoteca del ADNc de embriones del maiz tenian una identidad entre
el 96% y el 99% con el nimero de acceso U10696 de GenBank que codifica un posible homélogo de la metalotio-
neifna Ec del maiz [Plant physiol (1995) 108: 831-832, Constance N White y Carol J. Riven, “Characterization and
expression of a cDNA encoding seed-specific metal-lothionein in maize”]. Se seleccioné el plasmido p8.5Ec para la
secuenciacion de todo el ADNc. La secuencia del ADNc que codifica la metalotioneina Ec del maiz se ofrece en la
lista de secuencias como la SEQ ID n.°: 2.

D. Descripcion del pldsmido p8.5Ec

El plasmido p8.5Ec es un plasmido de 3502 pb que contiene el ADNc de la metalotioneina de Ec del maiz clonado
en los sitios de restriccién de EcoRI y Xhol del pBluescript® SK+ (Stratagene®, La Jolla, CA). La secuencia de ADN
del p8.5Ec se basa en las siguientes asignaciones de secuencia: el nucleétido 1 corresponde a la A del codén ATG
que codifica la metionina del gen de resistencia a la ampicilina y contindia por la hebra sentido del ADN hacia el
codén de parada del gen de resistencia a la ampicilina, y luego hacia el ATG del gen lacZ. Los nucleétidos 1-2127
del p8.5Ec son el inverso complementario de los nucle6tidos 707-2833 del pldsmido pBluescript® SK+ tal y como se
da a conocer en el sitio web de internet de Stratagene®; las bases 2128-2133 son el sitio de clonacién tinico de EcoRI
GAATTG; las bases 2134-2139 son GGCACG; las bases 2140-2704 corresponden al ADNc 8.5 de la metalotioneina
(SEQ ID n.° 2); las bases 2705-2710 son el sitio de clonacién unico de Xhol; las bases 2711-3502 corresponden al
inverso complementario de los nucleétidos 1-667/2834-2958 del plasmido pBluescript® SK+ tal y como se describe
en el sitio web de internet de Stratagene®.
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Ejemplo 2
Andlisis de la expresion especifica de tejido y el patron de desarrollo en las semillas

Los genotipos de maiz propiedad de Dow AgroSciences CS608, HO1, CQ806, OQ414 y Hill, y una B73 endoga-
mica de uso frecuente, se cultivaron en condiciones de invernadero estdndares. Para el andlisis de la expresion génica
especifica de tejido del gen de la metalotioneina (Met), se recogieron los tejidos en los momentos de desarrollo de
interés y se congelaron a -70°C hasta que se vaya a extraer el ARN. Se analizaron los siguientes tejidos y genotipos:
Carril 1: callos de Hill; 2: raices del genotipo B73 a los 23 dias después de la germinacidn; 3: raices de B73 a los 63
dias; 4: hoja de B73 a los 23 dias; 5: hoja de Hill a los 60 dias; 6: fleco del genotipo B73 en el momento del brote; 7:
fibra de la mazorca B73 en el momento del brote; 8: grano de B73 a los 20 dias después de la polinizacién (DDP); 9:
endospermo de B73 a los 20 DDP; 10: embrién de CS608 a los 20 dias DDP; 11: embrién de HO1 a los 20 DDP; 12:
embrion de CQ806 a los 20 DDP; 13: embrion de OQ414 a los 20 dias DDP; 14: embrién de Hill a los 20 DDP.

Para la determinacién del patrén de expresion temporal de Met en los embriones de las semillas, se diseccionaron
los granos de espigas de CQ806 y HO1 a diferentes dias después de la polinizacién (DDP). Se analizaron los siguien-
tes genotipos y las etapas de desarrollo: Carriles 1-7: embriones de CQ806 a los 15, 18, 21, 24, 27, 30 y 34 DDP,
respectivamente; carriles 8-14: embriones de HO1 a los 13, 15, 19, 23, 25, 29 y 31 DDP, respectivamente.

Se diseccionaron los granos inmediatamente después de que se recogieran, y se recogieron los embriones y se
congelaron en tubos cénicos de 50 ml en hielo seco. El material congelado se guardé a -70°C hasta que se extrajo el
ARN. Se extrajo ARN moliendo los tejidos o los embriones (2,5 g) en nitrégeno liquido hasta obtener un polvo fino.
A continuacién se afiadieron 10 ml del tampén de extraccion [Tris-HCI a 50 mM, pH 8,0, 4cido para-amino-salicilico
al 4% (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO), dcido tri-iso-propilnaftalenosulfénico (Eastman Kodak Co., Rochester,
NY), ditiotreitol (DTT) a 10 mM (Bethesda Research Labs, Gaithersburg, MD) y meta-bisulfito de sodio a 10 mM
(Sigma Chemical Co.)], y se homogeneizd la mezcla durante 1 minuto con un TEKMAR TISSUMIZER (Tekmar Co.,
Cincinnati, OH). Se extrajo el homogeneizado con un volumen igual de fenol equilibrado con Tris-HCI a 0,1 M, pH
8,0. Se separaron las fases orgdnica y acuosa mediante centrifugacion a 4°C. Se retiré la fase acuosa y se extrajo con un
volumen igual de cloroformo/octano) (24:1). A continuacién se transfirid el sobrenadante, se centrifugd, se transfirié
de nuevo y se afadié medio volumen de acetato de amonio a 7,5 M (pH 8,0). Después se precipité el ARN en hielo
durante 30 minutos. Se recogié el ARN precipitado mediante centrifugacion y se disolvié en 1 ml de agua tratada con
dietilpirocarbonato (0,1%, v/v), de aqui en adelante, agua-DEPC. Se afiadi6 medio volumen de acetato de amonio a
7,5 M (pH 8.0) y dos volimenes de etanol al 100% y después se precipité el ARN a -20°C durante 30 minutos. Se
recogi6 el precipitado mediante centrifugacion, se lavé en etanol al 70% enfriado en hielo, se sec6 al aire y se disolvié
en 0,5 ml de agua tratada con DEPC. Para el andlisis de expresidn, se fraccionaron 2 g de ARN por muestra mediante
electroforesis en geles de agarosa no desnaturalizantes al 1,0%, NaPO, a 10 mM pH 6,8. El volumen de la muestra que
contiene los 2 ug de ARN se diluy6 hasta 8 ul con agua-DEPC, y se desnaturalizé con un volumen igual del tamp6n de
muestra a 2x [NaHPO, a 40 mM, pH 6,8, EDTA a 10 mM, formaldehido al 6%, formamida al 50%] y se calent6 a 68°C
durante 15 minutos. Se enfri6 en hielo la muestra desnaturalizada y se afiadieron 4 ul de tampdn de carga [glicerol
al 50%, EDTA a 10 mM, NaPO, a 5 mM, pH 6,8, azul de bromofenol al 0,25%]. Se cargaron las muestras en el gel
y se migraron por electroforesis durante 3 horas a 60 V en un tampén de fosfato a 10 mM. Se transfirié el ARN del
gel a la membrana GENESCREEN PLUS (NEN Research Products) mediante transferencia capilar con agua estéril
como el medio de transferencia. Después de la transferencia, se interconectd el ARN con la membrana utilizando un
STRATALINKER UV (Stratagene). Se prehibridé la membrana con el ARN durante 3 horas a 42°C en tampdn de
hibridacién [fosfato de sodio a 50 mM, pH 6,5, NaCl a 0,8 M, EDTA a 1 mM, SDS al 0,2%, seroalbimina bovina al
0,05%, Ficoll tipo 40 al 0,05%, sulfato de dextrano al 10%]. Se obtuvo una sonda de hibridacién especifica para la
region codificante de Met mediante la digestion del plasmido p8.5EcMet con las enzimas EcoRI y Xhol, y después
se purificé del gel el fragmento de Mer de 550 pb. Se marcaron 20 ng del fragmento purificado del gel con 50 uCi
de [a-**P]-dCTP (NEN Research Products) utilizando perlas de marcaciéon READY-TO-GO (Pharmacia) siguiendo
las instrucciones del fabricante y se purificaron en columnas de ajuste NUCTRAP (Stratagene). Se desnaturaliz6 la
sonda marcada hirviéndola durante 5 minutos y enfridndola en hielo durante 5 minutos, y se afladié directamente a los
filtros prehibridados. Se realiz6 la hibridacién en bolsas SEAL-A-MEAL (DAZEY Corp., Industrial Airport, KA) a
42°C durante 16 horas. Se lavaron los filtros 6 veces durante 30 minutos con gran exceso (500 ml) de una disolucién
de lavado [fosfato de sodio a 20 mM, pH 6,5, NaCl a 50 mM, EDTA a 1 mM y SDS al 0,1%] atemperada a 60°C. Los
filtros se expusieron a una pelicula Kodak X-OMAT (Eastman Kodak Co., Rochester, NY) utilizando una pantalla de
intensificacién (DuPont Cronex) a -70°C. Los resultados demostraron que el gen Met se expresa especificamente en el
embridn.

Ejemplo 3
Clonacion del promotor del gen de la metalotioneina del maiz especifico de embrion

Se construy6 una genoteca gendmica de maiz (estirpe endogdmica OQ414) mediante sistemas de clonacién de
Stratagene (La Jolla, CA) utilizando el ADN genémico que se purificé en Dow AgroSciences con los protocolos de
extraccion estdndares que usan CTAB. Se construy6 la genoteca utilizando el vector Lambda DASH™ II (Stratagene
Cloning Systems, La Jolla, CA). Se amplificé la genoteca en células Epicurian Coli® XL1-Blue MR tal y como
sugiere el fabricante (Stratagene Cloning Systems, La Jolla, CA). Se rastrearon 2 x 10° calvas utilizando un fragmento
de ADNc EcoRI/Xhol de 700 pares de bases del clon 8.5 como una plantilla para la sintesis de la sonda con un kit
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de marcacidn aleatoria (Boehringer-Mannheim, Indianapolis, IN). Se identificaron tres clones positivos (1 Met2, A
Metl2 y A Metl4) después de varias rondas de hibridacién de las calvas. Los ADN purificados de estos clones se
digirieron con varias enzimas de restriccién y se caracterizaron mediante el andlisis por transferencia Southern. El
mapa de restriccion indicé que el inserto de los fagos contenia sélo el extremo 5’ de la secuencia codificante, pero
al menos 15 kilobases de las secuencias sin traducir en 5’ que contendrian la secuencia del promotor. Los tres fagos
tenian patrones de restriccion idénticos con un inserto de 16 kb. Se eligié un clon, el 1 Metl4, para analizarlo con
mas detalle. Un fragmento de EcoRI de 1800 pb que se hibrid6 con la sonda del ADNc se extirpd a partir de un gel
de agarosa al 1,0% y se purific6 el ADN con Qiaex II (Qiagen, Hilden, Alemania) y se 1ig6 en el sitio de clonacién
de EcoRI del pBluescript®Il SK(-) (Stratagene, Inc.) [las endonucleasas de restriccién y la ADN-ligasa de T4 se
obtuvieron de Bethesda Research Laboratories (Bethesda, MD)]. Con las ligaciones se transformé DH5« (Laboratory,
Bethesda, MD). Se seleccionaron pldsmidos recombinantes en agar de Luria (Gibco, Bethesda, MD) que contenia
ampicilina a 75 mg/1 (Sigma, St. Louis, MO) y 40 ml/placa de una solucién madre de X-gal a 40 mg/ml (Boehringer
Mannheim, Indianépolis, IN). Los ADN plasmidicos de ocho transformantes independientes se purificaron utilizando
el sistema de purificacién de ADN por minipreparacién Wizard™ plus (Promega, Madison, WI). Siete de los ocho
tenfan el inserto esperado y se eligi6 el clon 65-1 para el andlisis posterior.

Los cebadores para la secuenciacion se sintetizaron en un sintetizador de ADN/ARN 394 (Applied Biosystems,
Foster City, CA). La secuencia del clon 65-1 se ofrece en la lista de secuencias como la SEQ ID n.° 3. El clon 65-1
contenia las primeras 233 bases de la regién codificante de la proteina metalotioneina tal y como se predecia a partir
de la secuencia del ADNc.

Se amplificé el promotor utilizando la reaccién en cadena de la polimerasa a partir del clon 65-3, el cebador T3
y el cebador MetNco, que se ofrece como SEQ ID n.° 4: (55 GCA CCC _CAT GGC CGA TCG ACG CCT CTT
AAT TTC CTC TA 3’). Esto introdujo un sitio de restriccion Ncol para la posterior fusién del promotor con las
regiones codificantes del gen. Las reacciones de amplificacién se completaron con el sistema de PCR Expand™ Long
Template (Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN). Se realizaron las amplificaciones en placas de microtitulacién a
una temperatura de hibridacién de 56°C. Se separaron los productos de la amplificacién y se visualizaron mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1,0%. El producto de la amplificacion de 1800 pb resultante se recortd de la agarosa y
se purificé el ADN utilizando Qiaex II (Qiagen, Hilden, Alemania). Se ligaron los productos en el pCR2.1 utilizando el
kit de clonacién Original TA (Invitrogen Corporation, San Diego, CA). Con las ligaciones se transformaron las células
competentes One Shot™ INVaF del kit de clonacién Original TA. Se aislé el ADN plasmidico de ocho transformantes
independientes y siete de los ochos tenian el inserto del tamafio esperado sobre la base de las digestiones con EcoRI.
Se liber6 el promotor en un fragmento Xbal/Ncol del clon 67-8 aprovechando la presencia del sitio de restriccién Xbal
en el vector de clonacién TA. Se ligé el promotor en el sitio Xbal/Ncol del GGN61-1 que reemplazé el promotor de
la globulina del maiz S (glbs) que estaba fusionada al gen de la 8-glucuronidasa (GUS) (Jefferson, 1986) y la regién
sin traducir en 3’ de la nopalina-sintasa (nos). Con esta mezcla de ligacién se transformé DHS5e, se hicieron crecer las
colonias resistentes a la ampicilina sobre membranas de nilén y se rastrearon mediante hibridacién con el fragmento
Xbal/Ncol marcado del promotor de la metalotioneina del clon 67-8 descrito anteriormente. Se marcaron 20 ng del
fragmento purificado del gel con 50 uCi de [@-**P]-dCTP (Amersham Corp., Arlington Heights, IL) utilizando perlas
de marcacion READY-TO-GO (Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ) siguiendo las instrucciones del fabricante y se
purificaron en Microcolumnas G-50 ProbeQuant™ (Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ). Se desnaturalizé la sonda
marcada hirviéndola durante 5 minutos y enfridndola en hielo durante 5 minutos, y se afiadi6 directamente a los filtros.
Se realizd la hibridacién en bolsas ZipLoc (DowBrands, Indianépolis, IN) a 60°C durante 16 horas. Se lavaron los
filtros tres veces durante 15 minutos con gran exceso (1000 ml) de la disolucién de lavado [fosfato de sodio a 20 mM,
pH 6,5, NaCl a 50 mM, EDTA a I mM y SDS al 0,1%] atemperada a 60°C. Se expusieron los filtros a una radiografia
de Fuji NIF (Stamford, CT) utilizando dos pantallas intensificadoras (DuPont Lightning Plus) a - 70°C durante seis
horas. Se aisl6 el ADN plasmidico de ocho de los clones que se hibridaron con el promotor tal y como se describi
anteriormente y se analizé por digestion por restriccion utilizando las enzimas EcoRI y Ncol. Los clones MGN77-1
y MGN77-4 se eligieron para el andlisis de secuencia del ADN, el cual revel6 que el promotor se encontraba en la
orientacion correcta; sin embargo, habia una delecién irregular de 46 pares de bases que comenzaba en la posicién
-185 desde el codén de inicio ATG y que continuaba hasta la base -256. Lo mds probable es que esta delecidn se
introdujera durante las reacciones de amplificacion. Para corregir la secuencia, el fragmento PinAl/Kpnl de 2212 pb
de MGN77-4 se ligé con el fragmento PinAl/Kpnl de 4482 pb de 65-1. Con esta mezcla de ligacién se transformé
DHS5a y se seleccionaron las colonias resistentes a la ampicilina. Se cultivaron ocho de las colonias resultantes para
extraer el ADN tal y como se describié anteriormente, y se analizaron los ADN mediante digestién con Xhol y Ncol.
Todos los clones parecian tener los fragmentos de restriccién con el tamafio adecuado y se determind la secuencia del
clon MGN111-1 (SEQ ID n.° 5). La secuencia de este clon parecia correcta y se prepard el ADN para los experimentos
de transformacion.

Ejemplo 4
Comprobacion transitoria de la construccion metalotioneina-Gus

Se analiz6 la expresion transitoria de dos pldsmidos, el MGN111-1 (que contiene el promotor de la metalotioneina
fusionado a GUS) asi como el pDAB418 de control (que contiene el promotor de la ubicuitina fusionado a GUS)
utilizando el genotipo “High II” [Armstrong et al. (1991) Maize Genet. Coop. News Lett. 65: 92-93] en embriones
cigbticos inmaduros. Para analizar la expresion, se aislaron los embriones 13 a 18 DDP y se cultivaron sobre el medio
15Ag10 [Chu, C. (1978) “The N6 medium and its application to anther culture of cereal crops”. Proc. Symp. Plant
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Tissue Culture, Peking Press, 43-56] durante 1 a 2 dias antes de la administracién del ADN. El medio 15Ag10 consistia
en sales bdsicas N6 y vitaminas, Fe-EDTA, sacarosa a 20 g/l, L-prolina a 2,9 g/l, hidrolizado enzimadtico de caseina
(ECH) a 100 mg/1, dcido 2,4-dicloro-fenoxiacético (2,4-D) a 1 mg/l, nitrato de plata a 10 mg/l y GELRITE a 2,5 g/
(Schweizerhall, South Plainfield, NJ) a pH 5,8. Para la detonacidn, se dispusieron aproximadamente 12 embriones en
un drea de diana de aproximadamente 1 cm? en el medio de lisis y se cubrieron con una criba de acero inoxidable de
230 pm. El medio de detonacion diferia del 15Ag10 en que contenia L-prolina a 690 mg/1, agar al 2% y nada de nitrato
de plata.

Para la detonacidn, se precipitaron 140 ug de ADN plasmidico sobre 60 mg de particulas de oro esféricas enjuaga-
das en alcohol (didmetro de 1,0 um) afiadiendo 74 ul de CaCl, a 2,5 M y 30 ul de espermidina a 0,1 M (base libre) a
300 w1 de ADN plasmidico. Inmediatamente, se mezcl6 vorticialmente la disolucion y se dejaron reposar las particulas
de oro recubiertas de ADN. Se retiré el sobrenadante transparente resultante y se volvieron a suspender las particulas
de oro en 1 ml de etanol absoluto. Se diluyd esta suspension con etanol absoluto para obtener 15 mg de particulas de
oro recubiertas de ADN por mililitro [Paredy et al., (1997), Maydica 42: 193-154].

La detonacién con helio acelerd las particulas de oro en suspension recubiertas de ADN hacia y dentro de las
dianas de tejido preparadas. El dispositivo utilizado fue un prototipo anterior al descrito en la patente de los EE. UU.
n.°5.141.131 que se incorpora en la presente memoria por referencia. Se cubrieron los tejidos con una criba de acero
inoxidable (aberturas de 230 um) y se colocaron en un vacio parcial de 25 pulgadas de Hg en la cdmara del dispositivo.
Las particulas de oro recubiertas de ADN se diluyeron adicionalmente 1:1 con etanol absoluto antes de la detonacién
y se aceleraron una vez en la diana de embriones con una presion de helio de 1500 psi, dispensdndose con cada
detonacién 20 ul de la suspensiéon de ADN/oro.

Un dia después de la detonacion, se sometieron los embriones a un andlisis histoquimico del GUS [Jefferson (1987)
Plant Mol. Biol. Rep. 5: 387-405]. Brevemente, se colocaron los tejidos en placas de microtitulacién de 24 pocillos
(Corning) que contenian 500 ul del tampdn de andlisis [fosfato de sodio a 0,1 M, pH 8,0, ferricianuro de potasio a 5
mM, ferrocianuro de potasio a 0,5 mM, EDTA de sodio a 10 mM, 5-bromo-4-cloro-3-indolil-beta-D-glucurénido a 1,9
mM y TRITON X-100 al 0,06%] por pocillo y se incubaron en la oscuridad durante 1 a 2 dfas a 37°C antes del andlisis.
Se contaron al microscopio las unidades de expresiéon de GUS, visualizadas como puntos azules por drea de diana.
Los resultados de la expresion transitoria se presentan en la tabla 1. En resumen, se observaron niveles de expresion
transitoria de moderados a elevados con el promotor de la metalotioneina en los embriones cigéticos inmaduros del
maiz.

TABLA 1

Expresion transitoria de GUS de la construccion metalotioneina-GUS en los embriones inmaduros de maiz

Construccion Promotor Unidades de expresion de
GUS/diana
MGN111-1 Metalotioneina 93
PDAB418 (control) Ubicuitina 479
Ejemplo 5

Produccion de callos transformados de manera estable v desarrollo de embriones somdticos maduros

Para producir callos transgénicos estables para la maduracién in vitro de los embriones somaticos, se detoné sobre
dianas de callos de “tipo II” tal y como se describié anteriormente. Se iniciaron cultivos de callos de “tipo II”” a partir
de embriones cigéticos inmaduros del genotipo “Hi-II” [Armstrong et al, (1991) Maize Cooperation Newsletter, pags.
92-93]. Los embriones se aislaron de espigas crecidas en invernadero a partir de cruces entre un padre A Hi-II y un
padre B Hi-II, o embriones F2 derivados de una autopolinizacién o la polinizacién entre hermanos de una planta Hi-II.
Se cultivaron los embriones inmaduros (de 1,5 a 3,5 mm) en medio de iniciacion de callo que consiste en sales N6 y
vitaminas [Chu et al, (1978) “The N6 medium and its application to anther culture of cereal crops”. Proc. Symp. Plant
Tissue Culture, Peking Press, 43-56], 2,4-D a 1,0 mg/l, L-prolina a 25 mM, hidrolizado de caseina a 100 mg/l, AgNO;
a 10 mg/l, GELRITE a 2,5 g/l y sacarosa a 20 g/1, con un pH de 5,8. La seleccion del callo de tipo II tuvo lugar durante
alrededor de las 2 a 12 semanas. Después de cuatro semanas, se subcultivé el callo en un medio de mantenimiento
(medio de iniciacién en el que se omiti6 el AgNO; y se redujo la L-prolina a 6 mM).

Se realiz6 una preparacién de particulas tal y como se describié previamente. Después, se extendieron alrededor de
600 mg de tejido de callo embriégeno sobre la superficie del medio de mantenimiento del callo de tipo II, tal y como
se describe en la presente memoria, que carece de hidrolizado de caseina y de L-prolina, pero que estd complementado
con sorbitol a 0,2 M y manitol a 0,2 M como un osmético. Tras un pretratamiento de 4 a 16 horas, se transfiri6 el tejido
a discos de cultivo que contenian el medio de detonacién [medio osmético solidificado con agar de cultivo de tejidos
a 20 g/l (JRH Biosciences, Lenexa, KS) en vez de GELRITE (Schweizerhall) a 7 g/1]. Se realiz6 la detonacién con
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helio tal y como se describe en la presente memoria. Inmediatamente después de la detonacion, se transfirié el tejido a
medio osmético durante un periodo de recuperacion de 16 a 24 horas. Después, se dividio el tejido en piezas pequefas
y se transfirié al medio de seleccién [medio de mantenimiento que carece de hidrolizado de caseina y de L-prolina
pero que tiene BASTA a 30 mg/l (Agrevo)]. Cada 4 semanas durante 3 meses, las piezas de tejido se transfirieron de
manera no selectiva a un medio de seleccion nuevo. Después de 6 semanas y hasta las 20 semanas, se retiraron y se
aislaron los sectores del callo que se encontraban en proliferacion frente a un contexto de tejido con el crecimiento
inhibido. El tejido resistente a BASTA resultante se subcultivé bisemanalmente en medio de seleccién nuevo.

A partir de estos cultivos transformados de forma estable, se hicieron desarrollar embriones somdticos a modo de
embriones semilla haciendo crecer callo embriégeno en medio MS que contiene sacarosa al 6% (p/v). Se hizo crecer
el callo durante 7 dias y, a continuacion, se transfirieron individualmente los embriones sométicos al medio MS con
sacarosa al 6% y acido abscisico a 10 uM, de aqui en adelante, ABA.

Ejemplo 6
Andlisis estable de la expresion de metalotioneina-GUS en embriones somdticos maduros

A. Se sometieron 190 dianas de callo embridgeno de tipo II a una detonacién tal y como se describe en la presente
memoria [Pareddy et al. (1997) Maydica 42: 143-154] cobombardeando pDAB308 (35T-bar) y MGN 111-1 (metalo-
tionefna 1-GUS). Utilizando la seleccién con Basta®, se produjeron 42 colonias resistentes a Basta®. Se transfirieron
callos de unas 32 estirpes transgénicas a medio de maduracién de embriones con o sin ABA para que se desarrollen
embriones somdticos utilizando el procedimiento descrito anteriormente. Después de 14 dias de cultivo, los embriones
somaticos de diferentes estirpes transgénicas se sometieron a un andlisis histoquimico de GUS tal y como se describe
en la presente memoria. De las 32 estirpes analizadas, 14 expresaban el GUS. Aunque la intensidad de la expresién
del GUS variaba de una estirpe a otra, se observaron unos niveles de expresion de moderados a elevados en unas pocas
estirpes tal y como se muestra en la tabla 2.

B. Andlisis por southern del callo de maiz transgénico para Met

Se analizé el callo transgénico para detectar la presencia del gen GUS integrado mediante el andlisis por southern.
Se retird material del callo desde los medios y se sumergié en agua destilada durante 30 minutos antes de liofilizarlo.
Se preparé6 ADN gendmico de callo a partir del tejido liofilizado tal y como se describe en Saghai-Maroof et al.(1984)
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 81: 8014-8018. Se digirieron 8 ug de cada ADN con las enzimas de restricciéon EcoRI
y Kpnl utilizando las condiciones sugeridas por el fabricante (Bethesda Research Laboratory, Gaithersburg, MD) y se
separaron por electroforesis en gel de agarosa. Se transfiri6 el ADN a una membrana de nil6n tal y como se describe
en Southern, E. (1975) J. Molec. Biol. 98, 503 y en Southern, E. (1980) Methods of Enzymol. 69, 152.

Del plasmido pDAB418 se extrajo una sonda especifica para la region codificante de la S-glucuronidasa (GUS)
utilizando las enzimas de restriccién Ncol y Sstl. El fragmento de 1,9 kb resultante se purific con el kit de purificacién
de ADN Qiaex II (Qiagen Inc., Chatsworth, CA). La sonda se prepar6 usando perlas de marcacién de ADN Ready to
Go (Pharmacia LKB, Piscataway, NJ) con 50 uCi de [a-**P]-dCTP (Amersham Life Science, Arlington Heights, IL).
Se hibridé la sonda de GUS con el ADN gendmico sobre los filtros durante una noche a 60°C. Los filtros se lavaron
a 60°C en SSC a 0,25X y SDS al 0,2% durante 45 minutos, se secaron sobre papel absorbente y se expusieron a una
pelicula XAR-5 con dos pantallas intensificadoras durante una noche.

Se caracterizaron 15 estirpes de MGN.callo transgénicas mediante andlisis por southern. Se digirié el ADN gen6-
mico con las enzimas de restriccion EcoRI y Kpnl que deben dar lugar a un fragmento de 3,8 kb cuando se hibridan
a una sonda especifica para la region codificante del GUS. El producto de hibridacién de 3,8 kb debe consistir en el
promotor de la metalotioneina, la region codificante de la 8-glucuronidasa y la 3° UTR de la nopalina-sintasa. Diez
de las 15 estirpes de callo analizadas contenian una construccién del gen intacto tal y como resulta evidente mediante
el producto de hibridacién de 3,8 kb. Cuatro estirpes tenfan un nimero de integraciones moderado al estar dos o tres
productos de hibridacién presentes. Seis estirpes tenian un nimero de integraciones complejo al contener mas de tres
y hasta 13 productos de hibridacién. Los resultados del andlisis de transferencia Southern para las estirpes de callo
transgénicas se resumen en la tabla 2.

Ejemplo 7
Regeneracion de plantas transgénicas y andlisis de la expresion de metalotioneina-GUS

A. Se inici6 la regeneracion transfiriendo tejido de callo a un medio de induccién a base de citocinas, que consistié
en sales de Murashige y Skoog, de aqui en adelante, sales de MS, y vitaminas [Murashige and Skoog, (1962) Physiol.
Plant. 15: 473-497], sacarosa a 30 g/l, mio-inositol a 100 mg/l, manitol a 30 g/l, 6-bencilaminopurina a 5 mg/l, de
aqui en adelante BAP, 2,4-D a 0,025 mg/l, BASTA a 30 mg/l y GELRITE a 2,5 g/l (Schweizerhall) a pH 5,7. Se
colocaron los cultivos con poca luz (125 ft-candelas) durante una semana y después otra semana con mucha luz (325
ft-candelas). Después de un periodo de inducciéon de dos semanas, se transfirid el tejido de manera no selectiva a un
medio de regeneracién sin hormonas, que era idéntico al medio de induccidn, salvo que carecia de 2,4-D y de BAP,
y se mantuvo con mucha luz. Se retiraron plantulas pequefias (1,5 a 3 cm) y se colocaron en tubos de cultivo de 150
x 25 mm que contienen un medio SH [sales de SH y vitaminas [Schenk y Hildebrandt, (1972) Can. J. Bot. 50: 199-
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204], sacarosa a 10 g/l, mio-inositol a 100 mg/l, FeEDTA a 5 ml/l y GELRITE a 2,5 g/l (Schweizerhall), pH 5,8].
Se transfirieron las plantulas a macetas de 10 cm que contenian aproximadamente 0,1 kg de METRO-MIX 360 (The
Scotts Co. Marysville, OH) en el invernadero en cuanto mostraban crecimiento y desarrollaron un sistema de raices
suficiente. Se cultivaron con un fotoperiodo de 16 h complementado mediante una combinacién de ldmparas de sodio
y de haluros metélicos a gran presion, y se mojaron seguin se necesitara con una combinacion de tres formulaciones
de fertilizantes de Peters Excel independientes (Grace-Sierra Horticultural Products Company, Milpitas, CA). En la
etapa de 3 a 5 hojas, se transfirieron las plantas a macetas de 5 galones que contienen unos 4 kg de METRO-MIX
360.

B. Anadlisis de tipo Southern de las plantas transgénicas

Se complet6 el andlisis de tipo Southern en tejido de la planta para confirmar la presencia de la fusién intacta del
gen de GUS. Se recogié material foliar de hasta cuatro plantas por estirpe Ry cuando alcanzaron la etapa de 6 a 8§
hojas. Se prepar6 ADN gendémico de las plantas R a partir de tejido liofilizado tal y como se describi6 anteriormente.
Se caracterizaron cuatro estirpes MGN R, mediante andlisis de tipo Southern. Se digirié el ADN genémico con las
enzimas de restriccién EcoRI y Kpnl que deben dar lugar a un fragmento de 3,8 kb que se hibrida a una sonda
especifica para la regién codificante del GUS. El producto de hibridacién de 3,8 kb debe consistir en el promotor de
la metalotioneina, la regién codificante de la 8-glucuronidasa y la 3> UTR de la nopalinasintasa. Tres de las cuatro
estirpes R, analizadas contenian una construccién del gen intacto tal y como resulta evidente por el producto de
hibridacién de 3,8 kb. Las cuatro estirpes tenfan un nimero complejo de integraciones al contener desde mds de tres
y hasta 10 productos de hibridacion. Los resultados del andlisis de tipo Southern de las plantas de las cuatro estirpes
transgénicas se resumen en la tabla 2.

TABLA 2
Expresion de GUS en los embriones somaticos maduros de diferentes estirpes
transgénicas de maiz de metalotioneina-GUS.

Expresion histoquimica de GUS Presenc:;bc:;aADN que
Estirpe transgénica | Presentefausente Nivel Callo Plantas Ry
308/Met1-02 No NA No NA
308/Met1-05 Si Bajo Si NA
308/Met1-12 Si Bajo Si NA
308/Met1-14 Si Bajo Si NA
308/Met1-15 Si Moderado Si NA
308/Met1-16 Si Alto NA Si
308/Met1-28 Si Alto Si Si
308/Met1-31 Si Alto Si NA
308/Met1-35 Si Bajo NA No
308/Met1-43 No NA No NA
308/Met1-44 Si Bajo NA Si
En la tabla 2, «nivel» se refiere a la complejidad de los productos de hibridacién y
«NA» significa no analizado.

Ejemplo 8
Polinizacion y andlisis de GUS de las plantas transgénicas

A. Los regenerantes primarios (plantas Ry) se autopolinizaron o se polinizaron con un hermano cuando era posible
después de 6 a 10 semanas adicionales en macetas de 5 galones, y se recogieron semillas R, a los 40 a 45 dias después
de la polinizacién. Cuando no fueron posibles la autopolinizacién o la polinizacién entre hermanos, se sometieron las
plantas a exogamia con endogdmicas elite. A continuacidn, estos granos se plantaron en macetas de cinco galones para
obtener las plantas R, que se autocruzaron o se sometieron a exogamia con las endogdmicas selectas para producir las
semillas R,.
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Para otro andlisis de la expresién de metalotioneina-GUS, se regeneraron plantas de 9 estirpes transgénicas inde-
pendientes. Las plantas R, de cuatro estirpes (pDAB308/Metl-16, 28, 35, 44) se hicieron crecer hasta la madurez y se
polinizaron de forma controlada (autopolinizacién, polinizacién entre hermanos o polinizacién cruzada con CQ806)
tal y como se describe en la presente memoria. El andlisis histoquimico de la hoja y/o la raiz de las plantas Ry y R; de
dichas plantas (es decir, pPDAB308/Metl-28) fue negativo. Sin embargo, los embriones de las semillas producidos por
dicha planta a los 25 DDP mostraron unos niveles de expresion de GUS de bajos a altos (tabla 3). Aunque se observé
la expresién de GUS en la capa de la aleurona, no se observé expresion en el endospermo.

TABLA 3
Expresion de GUS en diferentes tejidos de las plantas transgénicas con metalotionei-

na-GUS.

Expresion histoquimica de GUS

Estirpe transgénica Embridn | Capa de aleurona | Endospermo | Hoja* | Raiz*
pDAB308/Met1-16 Si Si No NA NA
pDAB308/Met1-28 Si Si No No No
pDAB308/Met1-35 Si Si No NA NA
pDAB308/Met1-44 Si Si No NA NA
NA: no analizado
* plantas R,

B. Analisis de GUS en los embriones. Los embriones de las plantas 308/Met-16-04, 308/Met-28-01, 308/Met-44-
11, CQ806 (control negativo), y UGN-28-05 y UGN-40-05 (controles positivos), que se polinizaron por exogamia
con la CQ806 endogdmica, y se examinaron histoquimicamente para detectar la expresiéon del GUS. Se recogieron
embriones de las espigas 7 y 31 dias después de la polinizacion (DDP). Se determiné histoquimicamente la expresién
de GUS tal y como describi6 Jefferson (1987) Plant Mol. Biol. Rep. 5: 387-405. Los resultados se resumen en la tabla
4. No se observé ninguna expresién de GUS en los embriones de las plantas de control negativo. Se observé expresion
en todos los embriones analizados de las estirpes transformadas con el plasmido de control negativo, UGN81-3 (control
positivo), que contiene el gen de GUS impulsado por el promotor del gen de la ubicuitina 1 del maiz. El inicio de la
expresion fue variable en las estirpes individuales transformadas con pMGN111-1, que contiene el GUS impulsado
por el promotor de la metalotioneina. Se observé la primera expresion a los 10 dias después de la polinizacién (DDP)
en la estirpe 308/MET1-28 y lo mds tardar a los 20 DDP en la estirpe 308/Met-44. La expresion en todas las estirpes
de MET continu6 hasta la madurez a los 31 DDP.

TABLA 4

Expresion de GUS en los embriones transgénicos de maiz evaluados por histoquimica
Planta Resultados histoquimicos de GUS (después de 24 horas)

7 10 13 16 19 22 25 28 31
DDP| DDP | DDP | DDP | DDP | DDP | DDP | DDP | DDP

A | Control negativo | NA - - - - - - - -
D| UGN-28.05.05
E| UGN-40-05.07
308/Met1-44-

F* 11.07 NA NA NA - - + + + +
G 308/%32 -16- NA - - - + + + + +
ql soemetias- [ | | [ L[,

10.04 + + + +

NA = no analizado
*positivo a los 20 DDP
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C. Andlisis de GUS en raices y en hojas. Se hicieron crecer y se prepararon tejidos vegetales de las estirpes
transgénicas 308/Met-16-04, 308/Met-28-10 y 308/Met-44-11 para la evaluacion cuantitativa de la expresién de GUS.
Ademds, se recogieron las muestras de la endogdmica de maiz CQ806, que se utiliz6 como un control positivo para
estos experimentos. También se recogieron y se analizaron muestras de las estirpes transgénicas UGN-40-05 y UGN-
28-05, que se habian transformado con el plasmido pUGN81-3 y que sirve como un control positivo para la expresion.
Se recogi6 tejido de hoja y de raiz de las plantas transgénicas R1 en la etapa V6 (seis hojas), se congel6 en nitrégeno
liquido y se moli6 para obtener un polvo fino en un mortero. Se pesaron las muestras en tubos de centrifugacién de 50
ml. Por gramo de muestra, se afiadieron a cada muestra 4 ml de tampon de extraccion GUS-Light™ (Tropix, Bedford,
MA), modificado por la adicién de glicerol al 20%, polivinilpolipirrolidona al 1,0% y 7 ml/ml de 8-mercaptoetanol,
y se homogeneizé la muestra durante dos intervalos de 10 s. Se mantuvieron las muestras en hielo durante todo el
protocolo de extraccién y se limpié por centrifugacién a 3000 rpm y 5°C durante 5 minutos. Se transfirieron dos
alicuotas de sobrenadante de 1 ml a tubos de microcentrifugacion estériles y se volvieron a centrifugar a la velocidad
maéxima (centrifuga Eppendorf modelo 5415). De retir6 el sobrenadante otra vez a tubos nuevos y se guardaron a -70°C
hasta que estuvieron listos para el andlisis.

Se determind la concentracién de las proteinas basdndose en el método de Bradford utilizando el reactivo colorante
de Bio-Rad (Hercules) y el estdndar de proteinas de seroalbiimina humana a 30 mg/dl (Sigma, St. Louis, MO). Para el
analisis de la actividad GUS, se usé un kit de ensayo GUS-Light™ (Tropix, Bedford, MA). Se analizaron por duplica-
do ambas alicuotas de cada muestra utilizando 10 ml de extracto mds tampon de extraccién por vial del luminémetro.
Se preparé el tampon de reaccion GUS-Light™ a partir del kit de ensayo diluyendo el sustrato de Glucuron™ liquido
de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se calentd este tampo6n hasta temperatura ambiente y se afadié en
alicuotas de 190 ul a cada vial del luminémetro a intervalos de 10 segundos. Después de una hora de incubacion a
temperatura ambiente, se afiadieron 300 ul de tampdn acelerador de la emision de luz GUS-Light™ vy se detect6 la
luminiscencia durante un periodo de integracion de 5 segundos. También se incluyeron en el ensayo de GUS “Reac-
ciones blanco” (con 10 ml del tampén de extraccion) y el estandar de S-glucuronidasa obtenida de E. coli. Se describid
la actividad de GUS como unidades relativas de luz (URL)/mg de proteina.

D. Expresion de GUS en las raices y en las hojas. No se observé ninguna expresion de GUS significativa en las
hojas o en las raices de las plantas 308/Met-16-04, 308/Met-28-10 o 308/Met-44-11 (tabla 5). Se observo expresion
de GUS en las plantas transformadas con pUGN81-3 en las que el gen de GUS estaba impulsado por el promotor Ubil
del maiz. Estos resultados confirman la observacién de que el promotor de la metalotioneina del maiz no se expresa
en las hojas o en las raices de las plantas y que, por lo tanto, es especifico de los embriones.

TABLA 5
Resultados del analisis de GUS-Light™ de las hojas y las raices y de las plantas trans-
formadas con el plasmido MGN111-1.
- Expresién histoquimica de GU
Planta transgénica P (URU/ug d?e proteina) S
Estirpe Plasmido Hoja Raiz
CcQs0s(1)’ Ninguna 44 34
CQ806(2)’ Ninguna 40 13
UGN-28-05.01% pUGN81-3 4858 26528
UGN-28-05.02° pUGN81-3 4143 20870
UGN-40-05.012 pUGN81-3 100281 154941
UGN-40-05.02% pUGN81-3 91209 102148
308/Met-16-04.01 pMGN111-1 22 190
308/Met-16-04.02 pMGN111-1 7 50
308/Met-28-10.01 pMGN111-1 10 38
308/Met-28-10.02 pMGN111-1 7 64
308/Met-44-11.01 pMGN111-1 7 41
308/Met-44-11.02 pMGN111-1 7 25
' CQ806 es el control negativo
? Las plantas transgénicas UGN sirven como controles positivos
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REIVINDICACIONES
1. Una molécula de ADN aislada que comprende los pares de bases 1446 a 1557 de la SEQ ID n.° 5.

2. Una molécula de ADN aislada de la reivindicacién 1, que comprende los pares de bases 11383 a 1557 de la SEQ
ID n.° 5, los pares de bases 916 a 1557 de la SEQ ID n.° 5, los pares de bases 50 a 1557 de la SEQ ID n.° 5; los pares
de bases 1446 a 1649 de 1a SEQ ID n.° 5; los pares de bases 1383 a 1649 de la SEQ ID n.° 5; los pares de bases 916 a
1649 de la SEQ ID n.° 5; o los pares de bases 50 a 1649 de la SEQ ID n.° 5.

3. Una molécula de ADN aislada que comprende los pares de bases 1558 a 1649 de la SEQ ID n.° 5.

4. Una molécula de ADN aislada que comprende los pares de bases 1383 a 1465 de la SEQ ID n.° 5.

5. Un casete de expresion que comprende un promotor especifico de embrién unido operativamente a una secuencia
de 4cido nucleico heterdlogo, en el que el promotor comprende una secuencia que se extiende desde aproximadamente
el par de bases 50 al par de bases 1649 de la SEQ ID n.° 5.

6. Un método para expresar una secuencia de dcido nucleico heterlogo en una planta que comprende:

a) introducir en una célula vegetal un vector que comprende un promotor de la metalotioneina del maiz espe-

cifico de embrién que comprende una secuencia que se extiende desde aproximadamente el par de bases 50
al par de bases 1649 de la SEQ ID n.° 5, unido operativamente a la secuencia de dcido nucleico heterélogo;

y

b) regenerar una planta a partir de dicha célula.

7. Un método de acuerdo con la reivindicacién 6, que comprende ademds la transmisién sexual a la progenie
dicho promotor de la metalotioneina del maiz especifico de embrién unido operativamente a dicha secuencia de acido
nucleico heterélogo.

8. Un método para producir semillas, que comprende expresar una secuencia de dcido nucleico heter6logo mediante

un método de acuerdo con la reivindicacién 7 para producir dicha progenie y recoger las semillas producidas por dicha
progenie.
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agctccccca acgctactac cgccgctage tggttcaagt gcggcegagcg gagecggaga 60

ccggtagagg aaattaagag gcgtcgatcg ggc atg ggg tgc gac gac aag tgc
Met Gly Cys Asp Asp Lys Cys

g9gg tgc gce

Gly Cys

agc ggc

Gly

ggg
Gly Ser

25

tgc gag tgc

Cys Glu

40

Cys

cgc gag

Glu

aac

Arg Asn

gca tcc

Ala

tgc

Ser Cys

cgectgectag

taataaaggg

tcgtgtagta

aaaaaaaaaad

<210>3

<211> 1843
<212> ADN
<213> Zea mays

<220>
<221> CDS
<222> (1601)..(1831)

gtg
Val

ccg

Pro

cag
Gln

gag
Gly

agc ccg

Ser Pro

agg
Arg

agg
Arg
60

gcc
Ala
15

teg

Ser

tggagggagt

cttgtgtcat

agtttgtgte

daaaaaaadaa

tgc
Cys

cgg
Arg

tge
Cys
45

gct

Ala

gce
Ala

cce ggc
Gly

15

Pro

gag cac
Glu

30

His

acqg tgt

Thr Cys

aac tgc

Aisn Cys

tgtctagtge

gctcgecaga

tgaataaaca

adaaaaaaaa

1

ggc gac

Gly

aag

Lys Asp

act
Thr

acg
Thr

tgc
Cys

gee
Ala
50

ggc
Gly

cgg
Arg

tcc tge ggg

Ser Cys Gly

65

ggctggagac

cgcatcacge

ctaccacttt

tgc
Cys

ggc
Gly
35

acg
Thr

gcg
Ala

gaagcaacta gcactacttc

gctgcatctg catcytggta

atgtttcgca aaaaaaaaaa

agg
Arg
20

tgc

Cys

atg
Met

tce
Ser

tgc
Cys

gg9g
Gly

ccg
Pro

tgc
Cys

acg
Thr

gag
Glu

tcc
Ser

aac
Asn
70

tgatccgtge gcctcecgecccect cgtgctaccg

tcg
Ser

cac

His

ggc
Gly
55

tgce
Cys

114

162

210

258

306

354

534

565
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<400> 3

gaattcctatc

cactttcata

aagtgcaagc

tagcttatag

tagaatctcg

attctagata

aaccacataa

aaagggttga

ctactattac

atgatatgga

gtaaacctgt

agaagtacaa

ttaatactta

gcaaccttta

tttaaggatc

tattcagagt

caatctaatg

gagcaaagaa

cttgcgcaca

ttggacaagg

atttttagta

cgatgctact

ttcttetgag

gaatgtccta

caaatccttt

ggaagcattt

ctcaattctt

gggttgtaag

ggctaggctt

tttacctgtt

gagaacgatt

agatcagatre

tatatcattt

gcgtaaaata

ES 2293742 T3

gagaaaatct

tggggggtgce

atagtggatt

gttaaaactg

ttctttgaaa

ataactcctg

gaggaggata

ggtgatgatt

gcatctccat

tcaaatggta

cggctgttta

gtgactaaag

gctagaatget

catatgggea

aggatcgags

tgtgaagaag

aacgtcgacg

tttatgagaa

atggcgaaag

gtatctttcet

acgctectga

acatatatcc

aacataatgc

acaacgatgc

tcattatgta

ataaagatga

gatgggaggt

aaaagaagct

gctatgctca

ctactattceg

gcagtgtgtr

tctattttta

tatrtggatc

tggacagtgt

gtgggttggg

tcagtgtacc

agattatgct

tgrtgtatgta

agtaaaagac

acatgttgag

tcctaaaaqqg

ccttgtggac

ttggaaagaa

cactgattga

caagtctgat

gaaagaatga

agtactattt

ttaaatttta

ttcattttta

acgataaatt

aaatgcgceag

agaaaaccat

aattaataaa

tcctgtagea

gataccatta

attcatagca

agttttgaac

agcaagatac

gacactccta

gcatttcaga

ccctatggtt

ggcacaatcg

gsagacttct

tccttggett

caclataata

aactaaaatt

acatcgtcat

cttggtacac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

180

B40

900

960

1020
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aaccrttact

aagcgacaat

atccaattct

cggcgtaggc

ggcctatttt

atcccgacat

cgtgggagac

cttggggctce

ctacttgtgc

ccggagaccg

aag
Lys

acgqg
Thr

gag
Glu

tece
Ser

aac
Asn
70

<210> 4
<211> 38
<212> ADN

tgce
Cys

tcg
Ser

cac

His

ggc
Gly
S5

tgc
Cys

939
Gly

999
Gly

tgc
Cys
40

cge

Arg

gca
Ala

tgc
Cys

agc
Ser
25

gag

G-u

gag
Glu

tce

Ser

<213> Secuencia artificial

atgtaaataa

tcagagcaag

ccgaagcaaa

tatcgecggac

tegtcgtcag

catccegege

gtgcgeegeg

tggagctccea

tceccccaacg

gtagaggaaa

gcc
Ala
10

ggc
Gly

tge
Cys

aac
Asn

tgc
Cys

gtg
Val

gg9g
Gly

agc

Ser

agg
Arg

gce

Ala

75
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ccg
Pro

cag
Gln

cecyg
Pro

agg
Arg
60

tcg

Ser

cttageggee

ggccttctzg

aggcagcggyg

cgacagcgtce

<gcggcecggy

tgcgtgegeg

ttatatacag

ctactaccge

ttaagaggcg

tge
Cys

cgg
Arg

tgce
Cys
45

gct
Ala

gcc
Ala

ataaattctg aatctgctag

actgccaggt

cgggccaact

acttcttctc

agggggataa

gaccgcgtgt

tcgeegeeeg

aggcaagtgg

cgctagetgg

tcgatcggge

ccc

Pro

gag
Glu
30

acg
Thr

aac

Asn

ggc
Gly
15

cac

His

tgt
Cys

tgc
Cys

ggc
Gly

acg
Thr

ggc
Gly

ctcctgcaga

ctagtagtat

tectttacct

ctcatgggcce

gaacgctcga

cccaccacct

gccgttctag

gagccecgtttg

ttcaagtgeg

atg

Met
1

g9g tgc
Gly Cys

aaa gac tgc

Lys Cys

act
Thr

tgc ggc
Gly

35

Cys

gce
Ala
50

cgg
Arg

acg
Thr

tgc ggg
Cys Gly
65

gcg
Ala

tgatccgaat tc

tatccatgcg

ttaccatttc

gctgatggac

gttcgactcc

gcaaggtatc

gtcgacgcgg

acctgtagac

ttcagcagcg

gccagcggag

gac gac

Asp Asp

5
agg tgc
Arg

20

Cys

tgc ggg

Cys Gly

atg
Met

ceg

Pro

tzc tgc

Ser Cys

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1615

1663

1711

1759

1807

1843
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<223> Descripciodn de la secuencia artificial: cebador T3

<400>

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

<400>

4

gcaccccatg gecgatcgac gectettaat ttectcta

5
6694
ADN

Zea mays

5

ccaccgeggt

agcaaagaag

ttgcgcacat

tggacaagga

tttttagtag

gatgctactt

tcttctgaga

aatgtcctag

aaatcctttg

gaagcatttg

tcaattcttt

ggttgtaagce

gctaggcttyg

ggcggceget
agaaaatctt
ggggggtgea
tagtggattg
ttaaaactga
tctttgaaaa
taactcctga
aggaggatga
gtgatgattt
catctccata
caaatggtag
ggctgtttaa

tgactaaagg

ctagaactag

ttatgagaag

tggcgaaagt

tatctttcta

cgctectgat

catatatcca

acataatgca

caacgatgct

cattatgtac

taaagatgat

atgggaggtc

aaagaagctc

ctatgctcag

tggatcecce

tgggttggga

cagtgtacca

aattatgctt

gtgtatgtag

gtaaaagaca

catgttgaga

cctaaaagga

cttgtggacg

tggaaagaac

actgattgac

aagrctgatg

aaagaatgag

gggctgcagg

gaaaaccatc

attaataaaa

cctgtagcat

ataccattat

ttcatagcaa

gttttgaaca

gcaagataca

acactcctac

catttcagaa

cctatggttg

gcacaatcga

aagacttctt

aattectatg

actttcatac

agtgcaagct

agcttataga

agaatctcge

ttctagatat

accacataag

aagggttgac

tactattacg

tgatatggac

taaacctgtg

gaagtacdag

taatacttat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780
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ttacctgttg

agaacgattc

gatcagatta

atatcatttt

cgtaaaataa

tgtaaataaa

cagagcaagce

cgaagczaag

atcgoggaca

cgtegteaqge

atcccgegee

tgcgecgegt

ggagctecat

cgececcaacge

tagaggaaat

gaaatcaaaa

gatcagegtt

tttaacgatce

cgcgaagtcet

gtcactcatt

tatacgecat

ctagaatgtc

atatgggtag

ggatcgaget

gtgaagaagt

acgtcgacqt

taaattctga

ttagcggeca

gccttetage

ggcagcggga

gacagcgtcea

gcggecgagy

gcgtgegegt

tatatacaga

tacraccgee

taagaggcgt

aactcgacgg

ggrgggaaag

agttegeega

ttataccgaa

acggcaaagt

ttgaagccga
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tactattcga

cagtgtgttt

ctatttttat

atttggatcs

ggacagtgta

atctgctagce

ctgccaggte

gggccaactt

cttettctee

gggggataag

accgcegtgtce

cgeegeceye

ggcaagtggg

gctagectyggt

cgatcggecce

cctgtgggca

cgcgttacaa

tgcagatatt

aggttgggca

grgggtcaat

tgtcacgeey

gtactattte

taaattttac

tcatttttaa

cgataaatta

aatgcgcage

tcetgeagat

tagtagtatt

cetttaccetg

tcatgggeceg

aacgctcgag

ccaccacrtg

ccgttctaga

agcecgtttgt

tcaagtgegg

atggteocegte

ttcagtctgg

gaaagccggg

cgtaattatg

ggccagegta

aatcaggaag

tatgttattg

ccttggettyg

actataatat

actaaaattt

catcgtcatc

ttggtacaca

atccatgcga

taccatttca

ctgatggacc

ttecgactecyg

caaggtatca

tcgacgegge

cctgtagace

tcagcageqce

zgagcggage

ctgtagaaac

atcgcgaaaa

caattgctgt

cgggcaacgt

tegtgotgeg

tgatggagca

ccgggaaaag

caacctttag

ttaaggatca

attcagagtt

aatctaatgg

ac~tttacta

agcgacaatt

tccaattectce

ggcgtagget

gcetattttt

teccgacatc

gtgggagacg

ttggggetet

tacttgtget

cggagaccgg

ccraacceqgt

ctgtggaatt

gccaggcagt

ctggratcay

tttcgatgeg

tcagggegge

tgtacgtatce

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1880

2040
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accgtttgtyg

gacgaaaacq

catcgeageyg

acgcatgtcg

gatgtcageg

agcgggactt

gaactgtgcg

atcecggtcaqg

actggctttg

atggtgcracyg

tacccttacg

gaagactgectg

ccgaaagaac

gcgattaaag

gccaacgaac

acgcgtaaac

cacaccgata

tatgtccaaa

tggcaggaga

gggctgcact

atgtatcacc

gcocgattttyg

tgaacaacga

gcaagaaaaa

taatgctcta

tgcaagactg

ttgaactgcecg

tgcaagtggt

tcacagccaa

tqgcagtgaa

gtcgtcatga

accacgcatt

ctgaagagat

ctgteggett

tgtacagcga

agctgatage

cggataccey

tcgacccgac

ccatcagcga

gcggegattt

aactgcatcea

caatgtacac

gcgtetttyga

cgacctegea
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actgaactgg

gcagtcttac

caccacgcececg

taaccacgeg

tgatgcggat

gaatcecgeac

aagccagaca

gggecgaacag

agatgcggac

aatggactgg

gctegactygg

taacctetet

agaggcagtc

gcgtgacaaa

tccgcaagtg

gcgtccgatce

tcterttgat

ggaaacggca

gccgattatce

cgacatgtgg

tcgegtcage

aggcatattz

cagactatcc

ttccatgatt

aacacctggg

tctgttgact

caacaggtgg

ctectggcaac

gagtgtgata

ttcotgeatta

ttacgtggeca

attggggecea

gcagatgaac

ttaggcattg

aacggggaaa

aaccagcccaa

cacgggaata

acctgegtca

gtgctgtgce

gagaaggtac

atcaccgasat

agtgaagagt

gccgtegtey

cgecgtggeg

cgcegggaat

tctttaacta

tggacgatat

ggcaggtggt

ttgcaactgg

cgggtgaaqgqg

tctacecget

accacgaace

aaqgattcga

actcctaccg

atggcatcgt

gtttcgaage

ctcagcaagce

gcgtggtgat

tttecgececact

atgtaatgtt

tgaaccgtra

tggaaaaaga

acggegtgga

atcagtgtge

gtgaacaggt

gtaacaagaa

ggtgattace

tgccggaate

caccgtggtg

ggccaatggt

acaaggcact

ttatctcectat

tcgegtegge

gttctacttt

taacgtgetg

tacctegeat

ggtgattgat

gggcaacaag

gcacttacag

gtggagtatt

ggeggangca

ctgcgacgcet

ttacggatgg

acttctggee

tacgttagec

atggctggat

atggaatttc

agggatette

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

27G0

2760

2820

2880

2840

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360
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actcgcgacce

aacttcggrg

ccatecgtcgg

atttggcaat

taatttctgt

atgagatggg

aaaatatagc

cgatcgggaa

ccctatagtg

aaccctggcg

aatagcgaag

tggcgcgaaa

agctcatttt

accgagatag

gactccaacg

tcaccctaat

gggagcccce

aagaaagcga

accaccacac

ggggaaatgt

cgctcatgag

gcaaaccgaa

aaaaaccgca

ctacagcctc

aaagtttett

tgaattacgt

tttttatgat

gcgcaaacta

ttaagcttat

agtcgtatta

ttacccaact

aggccegeoac

ttgtaaacqgt

ttaaccaata

ggttgagtgt

tcaaagggcg

caagttrttt

gatttagagc

aaggagcggg

ccgecgeget

gcgeggaace

acaataaccc
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gtcggecggcet

gcagggaggc

ggtggggaat

aagattgaat

taagcatgta

tagagtcccg

ggataaatta

cgataccgtc

caattcactg

taatcgectt

cgatcgeccct

taztattttg

ggccgaaatc

tgttccagtt

aaaaaccgtce

ggggtcgagge

ttgacgggga

cgctagggceg

taatgcgccg

cctatttgtt

tgataaatgc

tttctgctyc

aaacaatgaa

tggagctcga

cctgttocceg

ataattaaca

caattataca

tcgecgegegg

gacctcgagyg

gcegregtet

gcagcacatc

tcccaacagt

ttaaaattcg

ggcaaaatcc

tggaacaaga

tatcagggceg

tgccgtaaag

aagceggega

ctggcaagtg

ctacagggcg

tatttttcta

ttcaataata

aaaaacdgctg

tcaacaactc

atttccecga

gtcttgegat

tgtaatgcat

tttaatacgc

tgtcatctat

ggggcccggt

tacaacgtcg

ccectttege

tgcgcagect

cgttaaattt

cttataaatc

gtccactatt

atggcccact

cactaaatcg

acgtggcgag

tagcggtcac

cgtcccaggt

aatacattca

ttgaaaaagg

gactggcatg

tcctggegea

tcgttcaaac

gattatcata

gacgttattt

gatagaaaac

gttactagat

acccaattcg

tgactgggaa

cagctggcgt

gaatggcgaa

ttgttaaatc

aaaagaatag

aaagaacgtyg

acgtgaacca

gaaccctaaa

asaggaaggg

gctgcgegta

ggcacttttc

aatatgtatc

aagagtatga

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

1440

4500

4560

4620
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gtattcaaca

ttgctcaccc

tgggttacat

aacgttttcc

ttgacgcegg

agtactcacce

gtgctgccat

gaccgaagga

gttgggaacc

tagcaatggc

ggcaacaatt

ccctteegge

gtatcattgc

cggggagtca

tgattaagca

aacttcattt

aaatccctta

gatcttcttg

cgctaccagc

crtggcticag

accacttcaa

tggctgotge

tttececgtgtc

agaaacgctg

cgaactggat

aatgatgagc

gcaagagcaa

agtcacagaa

aaccatgagt

gctaaccqct

ggagctgaat

aacaacgttg

aatagactgg

tggctggttet

agcactgggg

ggcaactatg

ttggtaactg

ttaattfaaa

acgtgagttt

agatcctttt

ggtggtttgt

cagagcgcag

gaactctgta

cagtggcgat
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gcecreette

gtgaaagtaa

ctcaacagcg

acttttaaag

ctecggtegec

aagcatctta

gataacactg

tttttgcaca

gaagccatac

cgcaaactat

atggaggcgg

attgctgata

ccagatggta

gatgaacgaa

tcagaccaag

aggatctagg

tcgttccact

tttctgcgeg

ttgccaggate

ataccaaata

gcaccgcoeta

aagtcgtgtec

ccttttttge

aagatgctga

gtaagatcct

ttctgectatg

gcatacacta

cggatggcat

cggccaactt

acatggggga

caaacgacga

taactggcgs

ataaagttgc

aatctggagce

agcccteccg

atagacagat

tttactcata

tgaagatcct

gagcgtcaga

taatctgctg

aagagctacc

ctgtcettct

catacctcgc

ttaccqggtt

ggcattttgce

agatcagttg

tgagagtttt

tggcgcggta

ttctcagaat

gacagtaaga

acttctgaca

tcatgtaact

gcgtgacacc

actacttact

aggaccactt

cggtgagcgt

tatcgtagtt

cgctgagata

tatactttag

ttttgataat

cceccgtagaa

cttgcaaaca

aactcttttt

agtgtagccg

tctgctaatc

ggactcaaga

cttcctgttt

ggtgcacgag

cgeccegaag

ttatcccegte

gacttggttg

gaattatgca

acgatcggag

cgcecttgate

acgatgcctg

ctagcttccece

ctjycgctecgg

gggtctcgcg

atctacacga

ggtgcctcac

attgatttaa

ctcatgacca

aagatcaaag

aeaaaaaccac

ccgaaggtaa

tagttaggce

ctgttaccag

cgatagttac

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

53490

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940



15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

cggataaggc

gaacgaccta

ccgaagggag

cgagggagct

tctgacttga

ccagcaasgc

ttcetgegtt

ccgctecgeceg

gcccaatacg

acaggtttcc

ctcattaggc

tgagcggata

ttaaccctca

gcagcggtcg

caccgaactg

aaaggcggac

tccaggggga

gcgtcgattt

ggccttttta

atccccectgat

cagccgaacg

caaaccgcct

cgactggaaa

accccaggct

acaatttcac

ctaaagggaa
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ggctgaacgg

agatacctac

aggtatccgg

aacgcctggt

ttgtgatgct

cggttcetgg

tctgtggata

accgagcgca

ctceccecgege

gcgggcagtg

ttacacttta

acaggaaaca

caaaagctgg

ggggttcgrg

agcgtgaget

taagcgygcag

atctttatag

cgtcagaggg

ccttttgetg

accgtattac

gcgagtcagt

gttggcegat

agcgcaacge

tgctteecgge

gctatgacca

agct

10

cacacagccc

atgagasagc

ggtcggaaca

tcectgtcggg

gcggagecta

gccttttget

cgcctitgag

gagcgaggaa

tcattaatgce

aattaatgtg

tcqtatgttg

tgattacgcce

dagcttggagce

gccacgcttce

ggagagcgca

tttecgecace

tggaaaaacg

cacatgttct

tgagctgata

gcggaagagce

agctggeacyg

agTttagctca

tgtggaattg

aagctcggaa

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6694
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